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RESUMEN

Introduccion: La Neurocisticercosis es la infeccion parasitaria helmintica mas comuan
que afecta el sistema nervioso central. Los estudios histopatoldgicos en seres humanos
como en modelos animales han permitido describir algunas caracteristicas de la
respuesta inflamatoria. Sin embargo, actualmente no existen estudios que describan el
tipo de infiltrado celular en la etapa inicial y durante el desarrollo de la infeccion.
Objetivo: EIl objetivo de este trabajo fue evaluar el patron de infiltrados celulares,
fibrosis y activacién de células gliales (microglias/ macrofagos y astrocitos) en los
cerebros de ratas obtenidos en diferentes tiempos post-infeccion.

Métodos: Las ratas Holtzman de 10-14 dias de edad fueron infectadas
intracranealmente con oncosferas activadas de Taenia solium y se sacrificados en
diferentes meses post-infeccién, teniendo 10 grupos post-infeccion (1m, 1.5m, 2m,
2.5m, 3m, 4m, 6m, 8m, 10m y 12m). Con la tincién H&E y el score de inflamacion se
analizé el tipo de infiltrado celular, la tincion de rojo picrosirius el tipo de colageno
presente en la fibrosis y finalmente la respuesta inflamatoria de microglias/macréfagos
y astrocitos por medio de la inmunohistoquimica.

Resultados: Se encontr6 que el tipo de infiltrado celular y macréfagos con y sin
presencia de fibrosis es variable en el tejido que rodea al quiste. Tanto en quistes
parenquimales (P) y meningeales (M) presentaron fibrosis a partir de los dos meses
post-infeccion (meses post-infeccion, MPI) y conforme avanza el tiempo post-
infeccion se observo un aumento de la fibrosis hasta un 80% alrededor de los quistes
parenquimales y 50% alrededor de los quistes meningeales. En quistes Py M de tres

MPI se observo que predomina el colageno tipo 111 y conforme avanza el tiempo post-



infeccion se va observando con mayor predominio el colageno tipo I. Por otro lado, en
quistes M y ventriculares (V), cerca del 30 al 40% del tejido alrededor del quiste
presento infiltrado celular moderado a severo, a diferencia de los quistes P con 5 a 10%
alrededor del quiste. Por otro parte, la respuesta inflamatoria de microglias/macrofagos
y astrocitos fue variable en los meses post-infeccidn. En los primeros meses existe una
capa definida de células de microglias/macréfagos activados que rodea al quiste, e
inmediatamente después se encuentran las células astrociticas activadas. Conforme
avanza los meses post-infeccion se va formando y expandiendo el tejido fibrético
alrededor del quiste co-localizando con las microglias/macréfagos. Adyacente a este
tejido fibrético se forma una capa de células astrociticas activadas. Por otro lado, la
morfologia de microglias/macrofagos en los primeros MPI fue méas del tipo
fagocitico/ameboideo y por el contrario a partir de los seis MPI son del tipo
hipertréfico/distrofico desramificada.

Conclusiones: Los resultados indican que existen diferencias en el tipo de respuesta
inflamatoria y es dependiente de la localizacion del quiste en el cerebro. Observandose
que en quistes P la presencia de fibrosis es mayor en comparacién con quistes M. En
quistes M y V predomina el infiltrado celular de moderado a severo. Ademas, existen
diferencias en la morfologia y patrén de distribucion de las células gliales en los
primeros meses en comparacion con los dltimos MPI. Por lo mencionado arriba, todos
estos acontecimientos estarian contribuyendo a la patologia en Neurocisticercosis.
Palabras claves: Neurocisticercosis, respuesta inflamatoria, fibrosis, gliosis,

macrofagos.



ABSTRACT

Background: Neurocysticercosis is the most common helminthic parasitic infection
that affects the central nervous system. Histopathological studies in humans and animal
models have allowed us to describe some characteristics of the inflammatory response.
However, there are currently no studies that describe the type of cellular infiltrate in
the initial stage and during the development of the infection.

Objective: The aim of this work was to evaluate the pattern of cellular infiltrates,
fibrosis and activation of glial cells (microglia/macrophages and astrocytes) in the
brains of rats obtained at different times post-infection.

Methods: Holtzman rats 10-14 days old were infected intracranially with activated
Taenia solium oncosphere and were sacrificed in different months post-infection,
having ten post-infection groups (1m, 1.5m, 2m, 2.5m, 3m, 4m, 6m, 8m, 10m y 12m).
With H&E staining and the inflammation score, the type of cellular infiltrate was
analyzed, the picrosirius red stain was used to analyze the type of collagen present in
fibrosis, and finally the inflammatory response of microglia/macrophages and
astrocytes by means of immunohistochemistry.

Results: It was found that the type of cellular infiltrate and macrophages with and
without the presence of fibrosis is variable in the tissue surrounding the cyst. Both the
parenchyma (P) and the meningeal (M) cysts showed fibrosis starting two months post-
infection (months post-infection, MPI) and as time post-infection progressed, an
increase in fibrosis was observed up to 80% around P cysts and 50% around M cyst. In
P and M cysts of three MPI the predominant type 111 collagen was observed and as the

post-infection time progresses, type |1 collagen was observed with greater



predominance. On the other hand, in M and ventricular (V) cysts, about 30 to 40% of
the tissue around the cyst presented moderate to severe cellular infiltration, unlike P
cysts with 5 to 10% around the cyst. On the other hand, the inflammatory response of
microglia/macrophages and astrocytes was variable in months post-infection. In the
first months there is a defined layer of activated microglia/macrophage cells
surrounding the cyst, and immediately afterwards there are activated astrocytic cells.
As post-infection time progresses, fibrotic tissue forms and expands around the cyst,
co-localizing with microglia/macrophages. Adjacent to this fibrotic tissue, a layer of
activated astrocytic cells forms. On the other hand, the morphology of
microglia/macrophages in the first MPI was more of the phagocytic/ameboid type and
on the contrary from the six MPI onwards they are of the unbranched

hypertrophic/dystrophic type.

Conclusions: The results indicate that there are differences in the type of inflammatory
response and it is dependent on the location of the cyst in the brain. It was observed
that in P cysts the presence of fibrosis is greater compared to M cysts. In M and V cysts,
moderate to severe cellular infiltrate predominates. Furthermore, there are differences
in the morphology and distribution pattern of glial cells in the first months compared
to the last MPI. Due to what was mentioned above, all these events would be
contributing to the pathology in Neurocysticercosis.

Keywords: Neurocysticercosis, inflammatory response, fibrosis, gliosis, macrophages.



I INTRODUCCION

La Neurocisticercosis (NCC) es la infeccidn parasitaria helmintica mas comun que
afecta el sistema nervioso central (SNC) cuando el estadio larval de Taenia solium se
localiza en el SNC (1,2). Esta enfermedad es endémica en América Latina y presenta
una tasa de prevalencia alta de 4.9% a 22.6% (3-5). En nuestro pais, donde la
prevalencia es de aproximadamente 10 a 20% (2-4,6-8), la enfermedad se presenta
principalmente en aquellas zonas que no cuentan con una buena infraestructura
sanitaria, por ejemplo la falta de letrinas y sistemas adecuados de desagtie (9). Asociado
a esto, los cerdos (hospederos intermedios del parasito) que se crian libremente tienen
un facil acceso al consumo de excretas humanas (3,10).

La enfermedad de NCC es considerada como una enfermedad cronica, debido a que el
individuo infectado puede presentar los primeros sintomas después de meses o afios
post-infeccion (4,11). Se sabe que la presencia de los sintomas clinicos en NCC es
dependiente de la localizacion, cantidad y viabilidad del parésito en el SNC (4,12,13).
En NCC, la primera fase de infeccion el individuo suele ser asintomético y asociado a
la presencia de quistes viables (14,15). Esta fase asintomatica (como se reporta en
algunos helmintos) podria deberse a que el parésito esta modulando la respuesta
inmune del hospedero (4,10,11,13). Sin embargo, no existen estudios que demuestran
qué tipo de respuesta inflamatoria se observa en la etapa inicial y durante todo el
proceso de infeccion a lo largo del tiempo. Cuando el parasito empieza a degenerar se
exacerba la respuesta inflamatoria, observandose los sintomas clinicos, por ejemplo el
incremento de la frecuencia de crisis epilépticas, hidrocefalia, dolores de cabeza,

deterioro cognitivo y meningitis (4,11).



Los estudios histopatologicos en humanos como en modelos animales en cerdos y
ratones con NCC han permitido describir algunas caracteristicas de la respuesta
inflamatoria. Estos estudios mencionan la presencia de infiltrados celulares como
leucocitos, ademas de la activacion de células residentes en el cerebro como microglias,
astrocitos y presencia de tejido fibrético alrededor del paréasito (4,16-19). Ademas, el
analisis en muestras de tejido cerebral y de liquido cefalorraquideo (LCR) con NCC
muestran que existe una respuesta inicial T helper 1 (Thl) y posteriormente se
desarrolla una respuesta mixta de Th1/Th2 (13,16-20). Sin embargo, no existen
estudios que describan como es la progresion de la respuesta inmune del hospedero
desde el alojamiento de la oncosfera de T. solium hasta el desarrollo de cisticerco en el
cerebro.

La presente investigacion plantea estudiar el tipo de infiltrado celular por la tincion
hematoxilina y eosina (H&E), la formacion de fibrosis, la activacion de células gliales
microglias/macrofagos (reactivos positivos para el marcador a CD68) y de astrocitos
(reactivos positivos para el marcador a GFAP) en los diferentes tiempos post-infeccion
en el modelo animal de ratas con Neurocisticercosis. Los resultados obtenidos
permitiran conocer la cinética de la respuesta inflamatoria en base a estos

biomarcadores.

1.1  Planteamiento del problema
La NCC es una enfermedad que afecta al sistema nervioso central. En nuestro pais la
NCC es un problema serio de salud publica, ya que existen muchas zonas endémicas

para esta enfermedad; presentandose en la sierra, la costa norte y la selva alta (3). Antes



de 1970, la escasez de herramientas para el diagndstico de la NCC contribuy6 para que
no se considere a la enfermedad como un problema de salud publica en Perd. Hoy en
dia, debido a que contamos con pruebas de diagnosticas mas sensibles y especificos se
ha podido determinar una alta prevalencia de la enfermedad en algunas regiones de
nuestro pais (10 al 20%)(5,7,21). Ademas, es considerada como una de las principales
causas de epilepsia tardia en nuestro pais (3,4,11). A pesar de ello, todavia existen
muchas interrogantes sobre la patogénesis de la enfermedad, no teniéndose un
conocimiento claro del tipo de respuesta inflamatoria, de la accién patégena del
parasito en el hospedero, entre otros. Por ello, es necesario comprender la interaccién
hospedero-parasito, el tipo de respuesta inmune que genera el parasito desde que
ingresa al hospedero hasta que desarrolla el estadio larval o cisticerco a nivel del

sistema nervioso central.

Se han usado diferentes modelos animales con el propdsito de entender como es que se
da la progresion de la respuesta inflamatoria en presencia del parasito. Sin embargo, el
inconveniente de estos modelos es el uso de un cestodo diferente al que genera la NCC
humana (T. solium) tales como el metacestode de Mesocestoide corti y Taenia
crassiceps (12,18,22-26). Ademas, otra limitante de estos modelos es el uso del
cisticerco como estadio infectante y no el estadio de oncosfera, el cual es el estadio de
infeccion natural. Asi mismo, el uso del modelo de infeccion natural en cerdos para la
cisticercosis presenta algunas limitaciones, como la complejidad del andlisis clinico
asociado a la presencia de convulsiones o crisis epilépticas, déficit de memoria, entre

otros (14,27). Por otro lado, el manejo del animal en el laboratorio hace que



técnicamente sea mas dificil y de costo elevado, ademas de no contar con una
diversidad de reactivos que nos permitan identificar diferentes biomarcadores
asociados con la patogénesis de la NCC. El uso del modelo de ratas con NCC el cual
presenta cuadro clinico similar a lo reportado en el humano (crisis epilépticas y déficit
de memoria) es una herramienta que permite estudiar la patogénesis de la enfermedad

(28-32).

En la actualidad no existen estudios que describan qué tipo de respuesta genera el
parasito en la etapa inicial (fase de desarrollo de post-oncosfera) y durante todo el
proceso de infeccion (fase de desarrollo de cisticerco), y cdmo se da la activacion de
las microglias/macréfagos y astrocitos. Es por ello que el presente trabajo emplea un
modelo animal para NCC en ratas producto de la infeccion intraparenquimal con
oncosferas activadas de T. solium, evaluando la presencia del infiltrado celular, tejido
fibrético, tipo de colageno y activacion de células gliales en diferentes tiempos post-

infeccion.

1.1 Justificacion

Se sabe que en un inicio de la enfermedad los pacientes presentan NCC asintomatica.

Sin embargo, no se conoce qué tipo de respuesta inflamatoria asociada al infiltrado

celular predomina en esta primera fase post-infeccion.



Se desconoce como es la respuesta inflamatoria asociada a la activacion de células
gliales (microglias/macréfagos y astrocitos) desde el inicio de la infeccidn (oncosfera)
hasta el desarrollo de cisticerco.

El modelo animal con NCC en ratas permite estudiar la respuesta inflamatoria desde la
etapa inicial de la infeccion hasta la etapa tardia.

Es importante conocer estos pardmetros que nos permitan comprender mejor la
interaccion hospedero-parésito para a su vez, entender mejor la patogénesis de la
enfermedad.

Por primera vez se podria determinar qué tipo de infiltrado celular y activacion de
células gliales esta presente desde la primera fase de infeccién y su progresion a lo

largo del tiempo post-infeccion.



Il OBJETIVOS

2.1  Objetivo general

Evaluar el patrén de infiltrados celulares, fibrosis y activacion de células gliales
(microglias/ macréfagos y astrocitos) en cerebros de ratas obtenidos en diferentes
tiempos post-infeccion.

2.1 Objetivos especificos

Evaluar el infiltrado celular mediante la tincion de hematoxilina y eosina (H&E) en
cerebros de ratas con NCC en los diferentes tiempos post-infeccion.

Evaluar el tipo de coladgeno presente en fibrosis mediante la tincion de rojo de
picrosirius en cerebros de ratas con NCC en los diferentes tiempos post-infeccion.
Determinar la presencia de microglias activadas/macréfagos (CD68) y astrocitos
(GFAP) mediante la técnica de inmunohistoquimica en cerebros de ratas con NCC en
diferentes tiempos post-infeccion.

Determinar la distribucién de microglias activadas/macréfagos y astrocitos alrededor
del quiste mediante inmunofluorescencia en cerebros de ratas con NCC en los

diferentes tiempos post-infeccion.
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111 MARCO TEORICO

3.1 Ciclo de vida de Taenia solium

Taenia solium es un cestodo cuyo ciclo de vida depende de dos hospederos: el humano,
considerado como el hospedero definitivo y el cerdo como el hospedero intermediario.
Se habla de teniasis cuando la forma adulta de T. solium reside en el intestino del
humano; la forma adulta posee una estructura denominada progldtides, estos

progldtides contienen huevos que son continuamente eliminados junto con las heces

).

Los cerdos al ingerir las heces con huevos liberan el embridn hexacanto (oncosfera) a
nivel de la mucosa intestinal. Estas oncosferas atraviesan la mucosa intestinal, llegan a
la via hemaética o linfatica y mediante estas vias llegan a diferentes tejidos hasta
desarrollarse en metacestode o cisticerco, de esta manera se produce la cisticercosis
porcina. Cuando el humano ingiere carne de cerdo mal cocida e infectada con
cisticercos de T. solium, el cisticerco se desarrolla en el intestino hasta su forma adulta
de T. solium, completandose de esta manera el ciclo de vida (3).

Se considera un importante problema de salud pablica cuando el paréasito se aloja en el
SNC, enfermedad conocida como NCC, esto ocurre cuando el humano ingiere
accidentalmente huevos de T. solium; y cuya caracteristica principal es la presencia de

crisis epilépticas (4,28,33).

11



3.2 Clasificacion de neurocisticercosis segun su ubicacion

La NCC fue clasificada de acuerdo a la localizacion del parasito en el cerebro:
Neurocisticercosis intraparenquimal y neurocisticercosis extraparenquimal (4,11).
3.2.1  Neurocisticercosis intraparenquimal

Son aquellos donde los quistes se localizan en el parénquima cerebral y es considerado
el tipo mas comdn de NCC. Estos quistes pueden estar en estado viables o en
degeneracion. La neurocisticercosis intraparenquimal esta clinicamente mejor
estudiada y con mejor prognosis que la neurocisticercosis extraparenquimal (4,11).
Por otro lado, usualmente los pacientes con este tipo de NCC suelen presentar crisis
epilépticas y dolores de cabeza (4,11). Estudios clinicos recomiendan tratamientos con
agentes antihelminticos para la NCC intraparenquimal. Sin embargo, existe cierta
controversia en el uso de antihelminticos, porque puede exacerbar los sintomas, siendo
necesario el tratamiento complementario con corticoides. El tratamiento de quistes
intraparenquimales suelen ser de periodos cortos en comparacion a los quistes
extraparenquimales (11).

3.2.2  Neurocisticercosis extraparenquimal

Se habla de neurocisticercosis extraparenquimal cuando los quistes estan localizados
principalmente en el espacio subaracnoideo y los ventriculos. Los quistes
extraparenquimales son considerados los menos comunes (11). Los pacientes con
NCC extraparenquimal generalmente presentan una peor prognosis en comparacion
con la NCC intraparenquimal. Estos pacientes suelen presentar hidrocefalia por

obstruccion mecéanica, problemas visuales e infartos (11). Por otro lado, el uso de
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agentes antihelminticos como tratamiento pueden o no ser Utiles, es por ello que el
tratamiento de quistes localizados extraparenquimal conlleva a tratamientos de
periodos largos y repetitivos y acompafiado con corticosteroides.

La NCC extraparenquimal-subaracnoidea es considerada la mas severa, asociada a la
localizacion del quiste. Inicialmente la respuesta inflamatoria se da en el espacio
subaracnoideo. Sin embargo, esto puede afectar y comprometer las meninges (11).
La NCC extraparenquimal-ventricular es cominmente hallada en el cuarto ventriculo.
Esta localizacion puede ocasionar hidrocefalias ya que el quiste puede lograr crecer
muchos centimetro, adquiriendo una forma amorfa y comprometiendo de esta manera

el flujo del liquido cefalorraquideo (LCR) (11,34).

3.3 Respuesta inmune e inflamatoria

La patologia en NCC se da por la respuesta inmune-inflamatoria del cerebro frente al
quiste. Ademas, la gran diversidad de formas clinicas de la enfermedad, sugiere que
existe una participacién activa del sistema inmune.

Es de suma importancia entender como es la fisiopatologia basica de la respuesta
inflamatoria del SNC frente al quiste y de esa manera identificar y entender la
participacion de las moléculas responsables de la respuesta inmune exacerbada.
Diversos investigadores proponen que la patologia en Neurocisticercosis esta
relacionado con la respuesta inmune-inflamatoria, la localizacion, el nimero y

viabilidad del quiste en el cerebro (3,11,14,19).
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La accion del sistema inmune del hospedero frente al cisticerco resulta, tanto
beneficiosa, como perjudicial. Esto se debe a que con el fin de dafiar y/o matar al quiste,
la respuesta inmune e inflamatoria puede ser tan exacerbada que cause dafio al tejido
cerebral sano, generando inflamacién, necrosis y fibrosis alrededor del quiste (15).

Se ha reportado en diferentes estudios en modelos animales y en pacientes humanos
que el tipo celular asociado con la inflamacidn y el sistema inmune del hospedero frente
al quiste de T. solium son del tipo linfocitos B y T (principalmente células Tyd), células
plasmaticas, macréfagos, mastocitos, eosinéfilos/neutrofilos (heterofilos, denominado
al tipo celular de eosinofilos y neutréfilos en ratas) (19,35,36). Se observd que un
etapa inicial de la infeccion en un modelo animal en ratones para NCC, la respuesta
Th1l era predominante y estaba influenciada por las células T (16,25). Ademas, la
distribucion y cantidad minima de las células B y la abundancia de células plasmaticas,
se debia aparentemente a que las células B entraban al parénquima cerebral y luego

éstas se diferenciaban en células plasmaticas (16,19,20,23,25,37).

Otras de las caracteristicas frecuentes de la patologia en NCC es la cicatriz que se forma
en el tejido cerebral alrededor del quiste. Las células responsables de la formacion de
la cicatriz glial son los astrocitos, microglias y células precursoras de glias (29,30).
Ademas, las células responsables de la formacion de la cicatriz fibrética o fibrosis, son
los fibroblastos que tienden a invadir el sitio de lesion, es por ello que es tan frecuente
encontrar fibrosis alrededor de los quistes (34,35). Las caracteristicas principales
reportadas en NCC es la formacion de fibrosis, angiogeénesis e infiltrado celular

alrededor del quiste (16,34). En los trabajos de Restrepo et al. reportan que la respuesta
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alrededor del quiste esta conformado por multiples tipos celulares y existe la presencia
de depdsitos de colageno principalmente del tipo 1 y lejano al quiste y en poca cantidad
el colageno tipo Ill. Dichos autores mencionan que esta respuesta y formacion de
fibrosis podria contribuir de manera irreversible al dafio del tejido nervioso en pacientes
con NCC (16).

Por otro lado, la literatura menciona que el colageno es el componente principal de la
matriz extracelular (MEC). EI colageno tipo | y Ill se encuentran en la matriz
extracelular en diferentes tejidos articulares (cartilago, tendones y tejido conectivo)
(38). Donde el colageno tipo | compuesto por fibrillas fuertes y rigidas y el colageno
tipo Il por fibrillas inmaduras, débiles y elasticas. Ademas, existe diferencias en
cuanto a la forma de las fibras de colageno, donde el colageno tipo | era gruesa y densa;
sin embargo, el colageno tipo 111 muy delgada. En los diferentes estudios reportan que
un alto contenido de fibra de colageno | se encuentran en aquellas muestras de
caracteristicas rigidas del tejido en comparacién a los tejidos considerados blandos
(39). Por otro lado, el colageno tipo I11 no mostro diferencias al comparar el contenido
de colageno en tejidos considerados rigidos o blandos.

Ademas, en la literatura mencionan la relacion entre tipo de colageno, y que el
entrecruzamiento del colageno tipo 1y Il es importante ya que proporciona resistencia
de traccion. Sin embargo, el aumento de colageno tipo I hace que el entrecruzamiento
del tejido se vuelva mas rigido y esto asociado a ciertas caracteristicas patoldgicas
relacionadas a la cicatrizacion fibrotica (39-42). Se ha reportado en enfermedades
fibrotica y tumores sélidos el colageno que predomina en la fase tardia es del tipo | el

cual esta asociado a procesos o patologias avanzadas en dichas enfermedades(43).
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Ademas, en la literatura se menciona la participacion de eventos como la gliosis y la
formacion de fibrosis estan relacionadas con impedir la regeneracion axonal (44). Por

otro lado, en NCC reportan inflamacion axonal por la presencia de esferoides (29).

Por otro lado, en la literatura se menciona que en la etapa inicial/temprana de
enfermedades fibroticas, la ausencia de tejido fibrdtico y su relacion con los
macrofagos tipo M1, caracteristica asociada a una lesion aguda; por otro lado, en
enfermedades fibréticas en etapas tardias estan asociadas a la poblacion de macréfagos
tipo M2, y estos a su vez se asocian a la presencia de fibrosis y con un tipo particular
de colageno (45,46). Por ello se postula que los macréfagos son importantes
reguladores que participan en la reparacion tisular y la formacion de fibrosis (47), y
dependiendo del tipo de macrofagos, presentan funciones diferentes en el inicio y la
progresion del desarrollo de la patologia fibrotica. Otros estudios mencionan la
participacion conjunta de ambos tipos de macréfagos M1y M2 en el desarrollo de la
fibrosis. Ademas, el balance del tipo de metaloproteinasas (MMPSs) sintetizado por
parte de un tipo de macrofago es importante tanto como una actividad anti-fibrética
(MMP1, 2, 3, 12, 13, — macro6fagos tipo M1) (48,49) y otros como pro-fibréticas
(metaloproteinasas como MMP-7), siendo estimuladores para la formacién y desarrollo

de la fibrosis (48).

En investigaciones en modelos animales con NCC, se observd que al comparar
cerebros no infectados sanos (controles) con cerebros infectados, éstos uUltimos

presentaban un incremento en el nimero y tamafio de células microgliales/macréfagos
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alrededor del quiste (29). Ademas, la activacion de microglias/macrofagos promueven
una respuesta tipo Thl lo que conlleva a la liberacion de citoquinas proinflamatorias
como interferon gamma (IFNy) ¢ interleuquina -18 (IL-18). Por otro lado, en este
mismo estudio encuentran que posiblemente la IL13 podria participar en el proceso de

deposicion de colageno, caracteristica presente en NCC (16,22,50).

Las microglias y astrocitos, conocido como células gliales, son células consideradas
como la primera linea de defensa en el sistema nervioso central (20,50-55). Las
microglias representan aproximadamente el 10% del total de las células en el SNC;
ademas es considerada el tipo celular de fagocitos mononucleares méas abundante a
nivel del SNC. La activacion de estas células conlleva a cambios en su morfologia
desde un estado inactivo (morfologia ramificada) a un estado activo y/o tipo fagocitico
- ameboideo /hipertréfico /distréfico (51,52); en esta ultima morfologia activada es
dificil diferenciar los macrdéfagos provenientes del infiltrado celular o periférica con
los residentes del SNC (50,55). Se sabe que las microglias contribuyen en la defensa
del SNC, reclutando leucocitos provenientes de la circulacion alrededor de la lesion
(54). Inicialmente se consideraba que la respuesta de las microglias frente al patégeno
era solamente beneficioso. Sin embargo, estudios revelaron que la exacerbada
respuesta y accion de las microglias contribuyen en el dafio del tejido sano asi como a
un dafo neuronal (56).

Se ha descrito en cerebros de pacientes y en modelos porcinos para NCC, la
sobreexpresion de macrofagos alrededor del sitio de infeccion, con poca o ninguna

reaccion distante al quiste (29,34). Por otro lado, se menciona la importancia de la
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activacion de macrdfagos en el reclutamiento de células inflamatorias alrededor del

quiste (17,20,55).

Por otro lado, los astrocitos representan aproximadamente el 50 a 75% del total del
numero de células en el SNC, sirven como soporte y diferenciacion de las neuronas y
formacion de la barrera hematoencefalica (20,54). Ademas, se considera que los
astrocitos cumplen un rol importante en la regulacion de la respuesta pro y
antinflamatoria. Por ello, la respuesta de células astrociticas (astrogliosis) es
considerada tanto beneficiosa, al regular el efecto proinflamatorio de las células
microgliales (57) como perjudicial, ya que afecta la regeneracion axonal al inhibir los
efectos de los componentes astrociticos (53,54) que contribuye al dafio tisular. Se
Ilama astrogliosis al aumento de la reactividad y el nimero de astrocitos en la lesion
tisular (58). Particularmente, en NCC se ha descrito entre una de las caracteristicas de
la enfermedad la presencia de astrogliosis alrededor del quiste (22,29,34). Por ejemplo,
en un estudio en cerdos infectados naturalmente con huevos de T. solium se observé la
sobreexpresion de GFAP (marcador para astrocitos) alrededor de los quistes (17). En
otro estudio en cerdos infectados experimentalmente, se encontrd una respuesta
inmune-inflamatoria exacerbada, ya que hubo un incremento de la reactividad de
astrocitos positivos para GFAP junto con el incremento de infiltrado celular alrededor
del quiste (9,20,22). Del mismo modo, en un modelo murino infectados con
Mesocestoide corti y en el modelo en ratas infectadas con oncosferas de T. solium, se
encontrd que los astrocitos presentaban un aumento en el nimero, tamario y reactividad

hacia GFAP alrededor del quiste, indicando astrogliosis (29,37). Adicionalmente, en
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los trabajos de Alvarez et al. (estudio realizado en un modelo murino con Mesocestoide
corti) se llego a determinar que la presencia de astrogliosis empezo a los 3 dias post-
infeccion (37).

Los estudios realizados en muestras histologicas de pacientes con NCC y en modelos
animales, han hecho posible la descripcion del tipo de respuesta inmune-inflamatoria
del tejido alrededor del quiste (16,18,19,29,34). Ademas, estos estudios han permitido
establecer que existe una estrecha relacion entre la sintomatologia con la localizacion,

el nimero y viabilidad de los quistes en el cerebro (11,59).
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IV METODOLOGIA

41 MATERIAL BIOLOGICO

411 Lugar de estudio

El estudio se desarrolld en el Laboratorio de Medicina Veterinaria Preventiva de la
Facultad de Medicina Veterinaria (FMV) de la Universidad Nacional Mayor de San
Marcos (UNMSM), el cual cuenta con un bioterio donde las ratas permanecieron hasta
su sacrificio. Laboratorio de Investigacion de Enfermedades Infecciosas (LIEI) y
laboratorio de Parasitologia de la Facultad de Ciencias e Ingenieria de la Universidad
Peruana Cayetano Heredia (UPCH) se llevo a cabo la infeccién y sacrificio de los

animales, asi como las diferentes técnicas histologicas.

412 Ratas

En este estudio se utilizaron 250 ratas Holtzman de 10-14 dias de edad provenientes
del bioterio de la UPCH. Luego de la inoculacion cerebral intraparenquimal los
animales fueron trasladados al bioterio de la FMV — UNMSM para su alojamiento. Los
animales recibieron alimentacion balanceada ad libitum durante todo el periodo de
experimentacion y fueron supervisados por un médico veterinario.

4.1.3  Consideraciones éticas

La investigacion se realiz6 cumpliendo las consideraciones éticas de la UPCH, con la
aprobacion por parte del Comité Institucional de Eticas para el Uso de Animales

(CIEA), con codigo de inscripcion 100958.
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4.2 PROCEDIMIENTOS Y TECNICAS

4.2.1  Obtencion y activacion de oncosfera de Taenia solium

Para la obtencion y activacion de oncosfera de T. solium se siguid el protocolo
estandarizado por el laboratorio y descrito por Verastegui et al. (10,60). Se us6 una
cabina de flujo laminar exclusivo para la extraccion de huevos de T. solium, se procedid
a reconocer las proglétides gravidas; de los cuales se extrajo los huevos maduros y
almacenados en dicromato de potasio al 2.5% a 4°C hasta su uso. Luego los huevos
fueron lavados 3 veces con 7ml de agua destilada, se centrifugd a 3500rpm por 5
minutos. Se agregod a los huevos aproximadamente 10ml de hipoclorito de sodio al
0.75% (para eliminar restos de tejidos). Luego se centrifug6 a 3500rpm por 5 minutos.
Se decantd el sobrenadante, al pellet formado de color oscuro-blanco nuevamente se le
agreg6 7ml de hipoclorito de sodio al 15% Yy se dejo reposar por 3 minutos (esto sirvid
para eclosionar las oncosferas in vitro). Luego se observé al microscopio para verificar
la liberacion de las oncosferas. Una vez obtenidas las oncosferas, se lavo con medio
RPMI-1640 por 2 veces. Luego se procedié a activar las oncosferas con Fluido
Intestinal Artificial que contenia 1% de pancreatina, 1% de bilis de cerdos y 0.2%
Na>,COzen medio RPMI-1640 a pH 8.04 por 1 hora a 37°C.

Todo el material que se usé tanto para la obtencién y activacion de oncosfera de T.
solium fueron colocados en una jarra con lejia al 10% por 24 horas con el fin de matar
los huevos/oncosfera (61). Durante todo el procedimiento se usd guantes, mascarillas,

gorros y pipetas exclusivas para este procedimiento.
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4.2.2  Infeccion intracraneal de ratas

Se us0 250 ratas de las cuales 212 ratas Holtzman fueron inoculadas intracraneal con
oncosferas activadas de T. solium y 38 ratas control con solucién salina.

El procedimiento de inoculacion fue el siguiente, las ratas de 10-14 dias de edad fueron
infectadas con 120 oncosfera activadas de T. solium en 50pl de solucion salina, para
la inoculacion cerebral intraparenquimal se usO jeringas para tuberculina con una
profundidad de 4mm, se tomd como sitio de referencia el bregma (28); a las ratas
controles se les inoculd 50ul de solucidn salina. Los animales fueron alimentados ad
libitum. Por otro lado, Verastegui et al. (36) report6 que el porcentaje de efectividad de

infeccion para el modelo animal en ratas para la NCC es de aproximadamente 80%.

4.2.3  Perfusién transcardiaca y sacrificio de animales

Para el sacrificio, se realizd teniendo en cuenta los meses post-infeccién; obteniendo
10 grupos: un mes, un mes y medio, dos meses, dos meses y medio, tres meses, cuatro
meses, seis meses, ocho meses, diez meses y doce MPI, también denominados como
1m, 1.5m, 2m, 2.5m, 3m, 4m, 6m, 8m, 10m y 12m post-infeccion. Los animales fueron
anestesiados con ketamina (100mg/kg, intraperitoneal, IP) y xilacina (10mg/kg, IP),
una vez anestesiados completamente se procedio a realizar la perfusion por medio de
la aorta ascendente primero con buffer fosfato salino (PBS) a pH 7.3 con
aproximadamente 210ml y luego con paraformaldehido al 4% (140ml
aproximadamente). Se procedi6 a extraer el cerebro del craneo, el cual fue
posteriormente fijado toda la noche en paraformaldehido al 4% (62). Luego de la

fijacién, se procedio a deshidratar los cerebros en una bateria ascendente de alcohol de
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70°, 90°, 95° hasta el alcohol absoluto; luego se pasé por la bateria de xilol y finalmente
fueron incluidos en parafina. Posteriormente, se realizaron cortes histoldgicos de 3-

5um con un micrétomo LEICA.

Para los cerebros de los grupos de un mes y un mes y medio post-infeccion los quistes
fueron identificados con la tincion H&E, debido al tamafio de los quistes
(aproximadamente entre 100 a 800um). A partir de los dos meses y medio la
identificacion de los quiste en cerebro fue macroscopica, es decir se observa los quistes

en los cerebros incluidos en parafina (10).

4.2.4  Score de Inflamacién - Tincién hematoxilina & eosina (H&E)

La tincion H&E permitio visualizar la alteracion en la arquitectura del tejido cerebral;
ademas, la viabilidad y ubicacién de los quistes (parénquima (P), meninge (M) y
ventriculo (V)) y el tipo de infiltrado celular.

Se analizo el tipo de infiltrado celular utilizando el siguiente score de inflamacion (SI):
Score de Inflamacion 0 (S1-0): infiltrado inflamatorio minimo (linfocitos y heteréfilos
(eosinofilos y neutrofilos)) (< 25 células inflamatorias/campo a 40x)

Score de Inflamacién 1 (SI-1): infiltrado inflamatorio de moderado a severo
(linfocitos y heterdfilos (eosindfilos y neutrofilos)) (>25 células inflamatorias/campo a
40x).

Score de Inflamacion 2 (S1-2): presencia de macréfagos organizados en empalizados
sin la formacion de fibrosis; ademas, no se observa granuloma ni células gigantes

multinucleadas.
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Score de Inflamacion 3 (S1-3): presencia de macrofagos organizados en empalizados
con la formacion de fibrosis; ademas no se observa granuloma ni células gigantes
multinucleadas.

Score de Inflamacion 4 (SI-4): presencia de granuloma y/o de células gigantes

multinucleada.

Para la tincion de H&E, las laminas en parafina fueron calentadas en estufa a 60°C.
Luego se procedio a desparafinar en una bateria de Xilol (I y Il por 3 minutos cada uno)
y una bateria decreciente de alcoholes (100%, 96%, 90% y 80% por 3 minutos cada
uno). Posteriormente las laminas fueron sumergidas en hematoxilina por 1 minuto e
inmediatamente en agua corriente por 2 minutos. Se pasé por bafio maria a 37°C por 2
minutos. Para la diferenciacion se dejo 1 minuto en alcohol de 80% e inmediatamente
se paso por eosina por 30 segundos. Posteriormente por los alcoholes de 95% y 90% y

xilol por 1 minuto cada uno. Finalmente se monté las laminas con entellan (Anexo 1).

4.2.,5 Tincion de rojo de picrosirius (RP)

Mediante esta tincion (Rojo de Picrosirius — RP) es posible diferenciar el tipo de fibras
de colageno pudiendo ser del tipo | (rojo/amarillo) y Il (verde). Para este
procedimiento se siguio el protocolo sugerido por el kit cat# 24901. Las laminas en
parafina fueron calentadas en estufa a 60°C. Luego se procedi6 a desparafinar en una
bateria de Xilol (1 y Il por 3 minutos cada uno) y una bateria decreciente de alcoholes

(100%, 96%, 90% Yy 80% por 3 minutos cada uno). Se mezclo la solucidén Ay solucién
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B de la Hematoxilina de Weigert en partes iguales; se incub6 la mezcla por 8 minutos.
Luego se lavé con agua destilada y posteriormente se coloco la solucion A (Acido
fosfomolibdico) por 2 minutos. Se continud lavando con agua destilada por 5 minutos.
Se agreg0 la solucién B (Picrosirus red F3BA) por 60 minutos. Se decanto el contenido
sin lavar. Se agreg6 la solucion C (N- Hidroclorhidrico) por 2 minutos. Luego se agrego
etanol 70% por 45 segundos. Ademas, se deshidraté las laminas con tejido en un bateria
de alcohol creciente (70%, 90%, 96%, 100%) por 20 segundos cada uno y finalmente
por Xilol por 2 minutos para ser montado con entellan (anexo 2). Se uso esta tincion de
rojo de picrosirius para identificar el tipo de coldgeno presente alrededor del quiste, se

usé microscopio optico de luz polarizada para la identificacion del tipo de colageno.

4.2.6  Inmunohistoquimica

Se realizéd la inmunohistoquimica en laminas incluidas en parafina para los
biomarcadores de CD68 y GFAP (anexo 3). Las laminas se pusieron en estufa a 60°C
y posteriormente fueron desparafinadas (como se mencion6 para la tincion H&E y RP).
Se realiz6 el desenmascaramiento de epitopos con buffer citrato pH 6 para cada
biomarcador, luego las ldaminas fueron lavadas 3 veces con PBS pH 7.3. Se procedio
al blogueo de peroxidasas endogenas con H2O. al 3%. Se lavo nuevamente con PBS
pH 7.3, se agregd el bloqueo de proteinas por 60 minutos a temperatura ambiente. Se
lavé nuevamente y se incubd toda la noche a 4°C con el respectivo anticuerpo primario
para cada marcador (IgG de ratén anti-CD68 e IgG de conejo anti-GFAP).
Posteriormente se lavaron las ldminas para agregar el anticuerpo secundario conjugado

con HRP y se incub6 por 60 minutos a temperatura ambiente. Finalmente se continud
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con los lavados para luego agregar la solucion de revelado (DAB-DAKO), contra

teflidas con hematoxilina y montadas con entellan (anexo 4 y 5).

4.2.7  Inmunofluorescencia indirecta — doble marcaje

Se realizo la inmunofluorescencia indirecta de doble marcaje en laminas en parafina
para los biomarcadores de CD68 y GFAP. Se realiz6 el desenmascaramiento de
epitopos con buffer citrato 10mM a pH 6 por 30 minutos. Posteriormente se incubo con
sueros durante 60 minutos a temperatura ambiente. Se lavo con PBS pH 7.3y se agregd
la mezcla de los anticuerpos primarios para CD68 y GFAP (IgG de raton anti-CD68 e
IgG de conejo anti-GFAP, respectivamente, anexo 3) y se incubd toda la noche a 4°C.
Luego se procedid a lavar con PBS y se incubaron las laminas con la mezcla del
anticuerpo secundario (IgG de cabra anti-IgG de raton marcado con Alexa fltor 594 e
IgG de burro anti-lgG de conejo marcado con Alexa flior 488, anexo 3) por unos 60
minutos a temperatura ambiente. Finalmente se lavo cuidadosamente y se monto las
laminas con DAPI (anexo 6). Se realiz6 la inmunofluorescencia de doble marcaje para
determinar como es la distribucién de células gliales de las microglias/macréfagos y

astrocitos alrededor del quiste.

4.2.8  Procesamiento y analisis de imagenes

Las imagenes para microglias/macréfagos (microglias reactivo positivo - CD68) y
astrocitos (astrocitos reactivos positivos — GFAP) fueron adquiridas usando el
microscopio Zeiss Axio Lab, con la cAmara Basler acA2040 y el software manualWSI,
las adquisiciones de las imagenes fueron a 40x. En el caso de los tejidos de cerebros

infectados se tomaron las fotos alrededor de los quistes, hasta una distancia de 300um.

26



En el caso de los tejidos de cerebros sanos (controles) se tomaron las fotos en regiones
semejantes a la ubicacion donde se encontraron localizados los quistes en cerebros
infectados (abarcando un tamafio y ubicacion similar a los ocupados en el cerebro con

quistes).

Para el procesamiento y analisis de las imagenes para microglias — CD68 y astrocitos
— GFAP se usO el software Imagelvl1.47t. Este software tiene la opcion de
deconvolucion de color, que nos permitio obtener tres tipos de iméagenes; la imagen de
color marrén correspondiente al DAB, morado a la hematoxilina y el gris, color de
fondo de la toda la imagen. Las imagenes de color marron fueron convertidas a sistema
binario. En este punto escogemos el mejor punto de reactividad y se usa el mismo para
todas las laminas. Por dltimo, se obtuvo la medicion del porcentaje de area
inmunorreactiva, esta area inmunorreactiva representa el porcentaje de area en base a

pixeles del color negro por érea total de la imagen.

27



V RESULTADOS

5.1 Descripcion de la muestra

Para este estudio se sacrificaron 250 animales, 212 fueron inoculadas intracraneal con
oncosfera de T. solium y 38 cerebros inoculados con solucion salina (controles). De los
212 animales infectados se obtuvo 170 cerebros con quistes (1 a 3 quistes viables)
(tabla 1) (teniendo una efectividad de infeccién de aproximadamente el 80%). De los
170 cerebros de ratas infectadas, se identificd un total de 289 quistes viables, de los
cuales 172 fueron quistes parenquimales (P), 65 quistes meningeales (M) y 52 quistes
ventriculares (V) (tabla 1, fig. 1).

Tabla 1. Distribucién de la localizacion de quistes de Taenia solium en cerebro de

ratas en los diferentes tiempos post-infeccion

Grupo post- Total Parenquimal Meningeal Ventricular Total
. .. #cerebros #cerebros #cerebros #cerebros
infeccién ficerebros infectados infectados infectados infectados
(meses) controles (# quistes) (#quistes) (#quistes) (#quistes)
1 mes 4 13 (20) 5(5) 3(3) 17 (28)
1.5 meses 4 7(9) 6(6) 4(4) 12(19)
2 meses 4 13 (18) 5(5) 5(5) 17 (28)
2.5 meses 4 14 (27) 7) 6(7) 20 (41)
3 meses 3 9(14) 8(8) 8(9) 20(31)
4 meses 4 11(16) 4 (4) 7(7) 17 (27)
6 meses 4 12 (24) 6(6) 2(4) 20 (34)
8 meses 3 7(14) 7(7) 4(5) 15 (26)
10 meses 4 6(10) 7(8) 2(2) 12 (20)
12 meses 4 11(20) 9(9) 5(6) 20 (35)
38 (172) (65) (52) 170 (289)
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Figura 1. Ubicacion del cisticerco en cerebros de ratas mediante Hematoxilina &
Eosina (H&E). A. Quiste parenquimal ubicado en corteza (2.5 MPI). B. Quiste
meningeal con compresion en la corteza (3 MPI). C. Quiste ventricular ubicado en el
ventriculo lateral (4 MPI). Flecha negra: sefiala el tegumento integro del quiste, flecha
roja: sefiala ventosas-escolex y flecha azul: los canales espirales. cx: corteza, Chp:
plexo coroideo, V: ventriculo, VL: ventriculo lateral. MPI: meses post-infeccion.
Fotomicrografia tomada a 20x. Barra de escala 100um.

5.2 Infiltrado celular en cerebro de ratas en diferentes tiempos post-infeccion
Segun la ubicacion del quiste en el cerebro, el infiltrado celular varia. En quistes
parenquimales, se observé que al mes post-infeccion méas del 60% del area alrededor
del quiste presentd un score de inflamacion-2 (SI-2), caracterizado por macréfagos
organizados en empalizados sin fibrosis (media =+ SEM; 59.546 + 9.326), a partir de
este tiempo el porcentaje del SI-2 fue disminuyendo hasta el 1% a los seis meses post-
infeccion (media £ SEM; 1.154 + 1.154; fig. 2A 'y 4, anexo 7 y 12).

Sin embargo, el score de inflamacién 3- (SI-3), caracterizado por la presencia de
macréfagos en empalizados con fibrosis fue incrementandose en el tiempo,
observandose cerca del 40% del area alrededor del quiste a los 3 MPI (media + SEM;
40.41 £ 11.82) y llegando hasta un 80% a los 6 MPI (media + SEM; 80.420 * 5.928)

(fig. 2A 'y 4, anexo 7y 13).
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Cuando el quiste esta localizado en las meninges se observa que al cuarto mes post-
infeccion cerca al 36% del area alrededor del quiste presenta el score de inflamacion 1
(SI-1), caracterizado por un infiltrado celular de moderado a severo (linfocitos y
heterofilos (eosindfilos y neutréfilos) (media £ SEM, 36.4175 + 22.3478) (fig. 2B y
fig. 3, anexo 8 y 11). Asi mismo, se ha observado en quistes meningeales un score de
inflamacion 3 (SI1-3) desde los dos meses post-infeccion (media £ SEM; 4.852
+ 4.852), incrementandose en el tiempo y teniendo un maximo del 50% a los diez
meses post-infeccion (media + SEM; 49.84875 * 8.322524) (fig. 2B, fig. 4, anexo 8 y
13).

En cerebros con quistes ventriculares, también se observd un infiltrado celular de
moderado a severo entre el 20 a 30% alrededor del quiste (SI-1;) (fig. 2C, fig. 3, anexo
9y 11). Ademas, la presencia de macrdéfagos empalizados sin fibrosis (S1-2) (fig. 2C,
fig. 4, anexo 9 y 12) y con fibrosis (S1-3, solo algunos meses post-infeccidn) (fig. 2C,
anexo 9 y 13), estan entre 5 a 10% alrededor de los quistes en los diferentes tiempos
post-infeccion).

Del analisis del score de inflamacion se observd que en quistes parenquimales,
meningeales y ventriculares el score de minimo infiltrado celular (S1-0) esté entre el
30% al 80% del &rea alrededor del quiste en los diferentes tiempos post-infeccion (fig.
2, anexo 7, 8, 9 y 10). Asi mismo, es importante mencionar que se encontro una
poblacion de macrofagos a lo largo del tiempo post-infeccion en las tres ubicaciones,
pero cabe resaltar que desde los dos meses post-infeccion la poblacion de macréfagos

fue asociada a la presencia de fibrosis.
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Figura 2. Infiltrado celular alrededor del quiste segun ubicacion en los diferentes tiempos post-infeccion (1-12: meses
post-infeccion). A. Quiste parenquimal. B. Quiste meningeales. C. Quiste ventriculares. SI-0 ( © ) infiltrado inflamatorio
minimo (linfocitos y heterofilos), SI-1( ™ ): infiltrado inflamatorio de moderado a severo (linfocitos y heterdfilos), SI-2 (

): presencia de macréfagos organizados empalizados sin la formacion de fibrosis, SI-3 (™ ): presencia de macréfagos
organizados empalizados con la formacion de fibrosis, SI-4 (™ ): presencia de granuloma y/o de células gigantes
multinucleada.

No Infectado Infectado - Score de inflamacion -1

Parenquimal

Meningeal

Ventricular

Figura 3. Infiltrado inflamatorio de moderado a severo - Score de inflamacién (SI) — 1 en diferentes tiempos post-
infeccion (1-12 meses post-infeccion).  Quistes parenquimales: P1 a P6, quistes meningeales: M1-M6 y quistes
ventriculares: V1-V6. MPI: meses post-infeccion, C1-C3: controles — no infectados. Flecha azul: sefialando el infiltrado
celular con SI-1. Fotomicrografia tomada a 20x. Barra de escala 100um.
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No Infectado Infectado

Score de inflamacién - 2 | Score de inflamacion - 3

Parenquimal

Meningeal

Ventricular

MPI 3 : 4 8 12

Figura 4. Infiltrado inflamatorio con presencia de macrofagos organizados en empalizados sin formacion de fibrosis
(S1-2) y con formacion de fibrosis (SI-3) en diferentes tiempos post-infeccion (1-12 meses post-infeccion). Quistes
parenquimales (P1-P7): P1- P4 con SI-2 y P5 - P7 con SI-3. Quiste meningeales (M1-M5): M1- M2 con SI-2 y M3 - M5
con SI-3. Quistes ventriculares (V1-V2): V1 a V2 con SlI-2. C1-C3: controles — no infectados. Flecha palo rosa: sefialando
el infiltrado celular con Sl-2 y flechas rojas: sefialando el infiltrado celular con SI-3. Fotomicrografia tomada a 20x. Barra
de escala 100um.
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De estos resultados podemos concluir que la presencia de macrofagos empalizados con
fibrosis (S1-3, barra roja) en quistes parenquimales (de 40 hasta un 80% alrededor del
quiste, fig. 2A, fig. 4, anexo 7 y 13) es mayor en comparacion a los quistes meningeales
(del 10 - 50% alrededor del quiste, fig. 2B, fig. 4, anexo 8 y 13) y ventriculares (del 5
a 10% alrededor del quiste) (fig. 2C, anexo 9 y 13). Por otro lado, una caracteristica
resaltante de los quistes meningeales y ventriculares es la presencia un mayor
porcentaje del score de inflamacion del tipo de infiltrado celular de moderado a severo
(SI-1) (30% alrededor del quiste en los diferentes tiempos post-infeccién) (fig. 2B y
2C, fig. 3) en comparacion a los quistes parenquimales (10% en los diferentes tiempos

post-infeccion) (fig. 2A 'y 3).

5.3 Evaluacion de la fibrosis y el tipo de coldgeno presente en cerebros de ratas
con neurocisticercosis en los diferentes tiempos post-infeccidn

La tincion roja de picrosirius (RP) permite observar el tipo de coladgeno presente en la
fibrosis; esta tincion puede diferenciar colageno tipo I (color rojo/amarillo) y/o tipo Il
(color verde). Mediante esta coloracion y observado en un microscopio optico con luz
visible (M.O.L.V) se pudo determinar que los quistes parenquimales, meningeales y
ventriculares presentan fibrosis alrededor del quiste a partir de los dos meses post-
infeccion (figura 5, anexo 14).

Ademas, como se observa en la figura 5 y anexo 14 (microscopio éptico con luz visible-
M.O.L.V) para quistes parenquimales, la presencia de tejido fibrético se empieza a

evidenciar a los dos meses post-infeccion y conforme avanza el tiempo post-infeccion
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esta fibrosis se observa mas gruesa y compacta (color rojo — microscopio en luz
visible).

Asi mismo, usando el microscopio con luz polarizada (M.O.L.P) se determind el tipo
de colageno presente en la fibrosis, como se observa en la figura 5P2°-P3", cerebros
con quistes parenquimales de dos meses a tres meses post-infeccion el tipo de colageno
que predomina en el tejido fibrotico es el 111, el cual se caracteriza por ser una fibrosis
menos compacta. Por otro lado, conforme avanza el tiempo post-infeccion se va
observando con mayor predominancia la presencia del colageno tipo | (cerca del 90%

de color rojo/amarillo), y mucho mas compacta (fig. 5P4°-P6” y anexo 14).

En el caso de los quistes meningeales existe fibrosis, pero con un ligero menor
porcentaje en comparacion a los quistes parenquimales (quistes parenquimales (fig.
5P2°-P67), datos coherentes con los encontrados en las tinciones de H&E, fig. 4).
Observandose la presencia de una fibrosis con ambos tipos de colageno (1'y I1l), pero
con predominancia del tipo | desde los cuatro MPI. En quistes ventriculares el tejido
fibrético solo se vio en algunos grupos post-infeccion (M.O.L.V. — M.O.L.P),
presentando escasa fibrosis y siendo predominante el tipo |11 desde dos meses a cuatro
meses post-infeccidn y tipo | desde los seis a doce meses post-infeccion (M.O.L.P.).
Por otro lado, en el grupo control para quistes meningeales y ventriculares se observo
escasa cantidad (normal) de colageno en las meninges y el plexo coroideo,
respectivamente (fig. 5C1-C3) — no infectado - control). Ademas, no se evidencio

inflamacion en dichas muestras control.
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Finalmente, estos resultados refuerzan los datos obtenidos de las lecturas de la tincion
H&E, donde se indicd que la formacion de fibrosis en quistes parenquimales,
meningeales y ventriculares comienza a los dos meses post-infeccion. Asi mismo, el

tipo de colageno varia en los diferentes tiempos post-infeccion.
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Figura 5. Fibrosis y tipo de colageno presente en cerebros de ratas con neurocisticercosis en los diferentes tiempos
post-infeccion (1-12 meses post-infeccion). Quistes parenquimales: quistes de un mes post-infeccion sin fibrosis (P1 y
P1); quistes de dos a tres meses post-infeccion con fibrosis y colageno predominante del tipo Il (P2"- P3" -M.L. P); quistes
de cuatro a doce meses post-infeccién con fibrosis y coldgeno predominante del tipo | (P4 -P6” - M.L.P). Quistes
meningeales: quistes de un mes post-infeccion sin fibrosis M1-M1; quistes de dos a tres meses post-infeccion con fibrosis
y colageno predominante del tipo Il (M2"- M3"- M.L.P); quistes de cuatro a doce meses post-infeccion con fibrosis y
colageno predominante del tipo | (M4"-M6"- M.L.P). Quistes ventriculares: quistes de un mes post-infeccion sin fibrosis
(V1-V1"); quistes de dos a cuatro meses post-infeccion con fibrosis y colageno tipo | y con predominante del tipo 111 (V2'-
V4'- M.L.P; quistes de seis a doce meses post-infeccion con fibrosis y colageno del tipo I (V5°-V6- M.L.P). M.L.V
(microscopio optico de luz visible), M.L.P (microscopio Optico de luz polarizada), fotomicrografia tomada a 20x. Barra de
escala 40um.
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54 Evaluacion de la  inmunorreactividad y  distribucién  de
microglias/macrofagos y astrocitos en cerebros de ratas con

neurocisticercosis en los diferentes tiempos post-infeccion

5.4.1 Inmunorreactividad de microglias y astrocitos en NCC

Se realiz6 la técnica de inmunohistoquimica en tejido cerebral de ratas para evaluar la
inmunorreactividad y distribucién de microglias/macrofagos (reactivos a CD68) y
astrocitos (reactivos a GFAP).

Se encontro6 que los cerebros controles para todos los grupos de anélisis desde un mes
hasta los doce meses post-infeccion, presentaron escasa o nula inmunorreactividad
positiva a CD68 en comparacion a los cerebros de ratas infectadas (rangos de medias:
0.02-0.075) (fig. 6A, 7, 8, tabla 2, anexo 15). Asi mismo, la inmunorreactividad
positiva a GFAP fue baja en cerebros controles, teniendo una morfologia astrocitica
del tipo inactivo o de reposo en comparacion a los cerebros de ratas infectadas (rangos
de medias: 2.07-4.03) (fig. 6B, 7, 8, tabla 3, anexo 16).

Para microglias/macréfagos (CD68) se encontré diferencias significativas en todos los
grupos post-infeccion al comparar cerebros infectados de quistes parenquimales versus
el grupo control (tabla 2). Sin embargo, en quistes meningeales y ventriculares versus
el grupo control solo se encontro diferencias significativas para algunos meses post-
infeccion (tabla 2).

Por otro lado, al comparar entre quistes parenquimales en los diferentes tiempos post-
infeccion, no se encontro diferencias significativas. Pero es importante resaltar que a

un mes post-infeccion la inmunorreactividad a CD68 es alta en comparacion a los otros
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tiempos post-infeccion (fig. 6A). Por otro lado, entre quistes meningeales y
ventriculares se encontraron diferencias significativas para algunos grupos post-
infeccion (entre meningeales: grupos de doce meses con dos meses y medio y tres
meses post-infeccion; entre ventriculares: tres meses con un mes, seis, diez y doce
meses post-infeccion) (fig. 8, tabla 2).

Por otra parte, se observé que existe mayor inmunorreactividad a CD68 en los quistes
parenquimales de 6 a 9% del area inmunorreactiva (rangos de medias: 4.75-9.47) en
comparacion con los localizados en meninges y ventriculo que se encuentra entre 2 a
5% del area inmunorreactiva (rangos de medias para meningeales (0.87-4-40) y
ventriculos (0.44 -6.94)) (fig. 6A, 7, y 8, tabla 2).

Con respecto a la inmunorreactividad para astrocitos (GFAP) se encontr6 diferencias
significativas en GFAP al comparar quistes ubicados en parénquima, meninges y
ventriculo con el grupo control (tabla 3). Ademas, se observo que, al comparar entre
una misma ubicacion, la inmunorreactividad es casi constante a lo largo del tiempo
post-infeccion (de 6 a 9% del &rea inmunorreactiva) (no encontrdndose diferencias

significativas dentro de una misma ubicacion) (fig. 6B, tabla 3).
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Figura 6. Inmunorreactividad de microglias/macrofagos (CD68) y astrocitos
(GFAP) en cerebros de ratas con Neurocisticercosis en diferentes tiempos post-
infeccion. A. Reactividad para microglias — CD68. B. Reactividad para astrocitos —
GFAP. P: parenquimal ( -=-), M: meningeal ( —=- ), V: ventricular (— )y Control

().
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Tabla 2. Inmunorreactividad de Microglias/ Macrofagos -CD68 en cerebros de ratas en diferentes tiempos post-infeccion

segun la ubicacion

Comparacion de la expresion de la media del porcentaje de drea inmunoreactiva de Microglias/macriéfagos-CID68 en cerebros

de ratas en diferentes tiempos post-infeccion segiin ubicacion

Controles Porcentaje de drea inmunoreactiva de CD68 alrededor del guiste
Grupo
#Cerebros
(Meses) . . #Cerebros . #Cerebros . #Cerebros
Control + SEM  (#seccione Parenguimal =  SEM . Meningeal = SEM . Ventricular=  SEM .

) (#quistes) (Hquistes) (#quistes)

g
1 mes 007 = 0019 4(18) 9.470% = 2074 13(20) 364212 = 1M 3(3) ;07 = 72784 3(3)

5 4ak12

Limeses  ggezal * o435  4(16) sa432 = 2461 T(9) 13082 = 0390 6(8) 2'1‘_:‘ = 1165 44
1 meses .03 £ po1s 4018 5.026% £ 1481 13(18) 1Lo90x2 = 03500 3(3) 1.002%2 = 074 3(3)
1.5 meses 00338 = pooe  4(18) 50342 = 1126 14(27) 08943 = 0241 (7 1548 = (41 a(7)
3 meses po3t = ogors 3(1Y 50862 = 1173 914 0.8733 = (585 B(8) 044383 = 0241 )]
4 meses o030 0019 4(18) 55172 = po2s  11(16) 21082 = 1315 44 1.283%53 = 03500 )]
6 meses 00232 = poos  4(18) 47532 £ pses  12(24) 1.595%13 = 03527 6(8) 360788 = 0745 2(4)
8 meses 0033 = 0003 3 54467 = 1677 714 2202 = 0S4 He 2094 = (333 45)
10 meses po2t = 001 4(16) 62432 £ 0885 6(10) 2.808%13 = 0360 T(8) 6943 = 243 22)
12 meses .03 £ 0.000 4(18) 6.532¢ £ poog  11(20) 439792 = 1003 9(8) 235332 = 0394 3(8)

Letras diferentes indican diferencias significativas entre grupos de una misma localizacion (p<0,05).

Numeros diferentes indican diferencias significativas entre ubicaciones (P, M, V y control), dentro del mismo grupo (p<0,05). (Test Kruskal-

Wallis-dunntest
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Tabla 3. Inmunorreactividad de Astrocitos - GFAP en cerebros de ratas en diferentes tiempos post-infeccion segun la

ubicacion
Comparacion de la expresion de la media del porcentaje de Area inmunoreactiva de Astrocitos en cerebros de ratas en diferentes
tiempos post-infeccion segin ubicacion
Controles Porcentaje de area inmunoreactiva de GFAP alrededor del quiste
Grupo
#Cerebros
(Meses) #Cerebros #Cerebros #Cerebros
Control + SEM  (#seccione Parenquimal =+ SEM X Meningeal + SEM . Ventricular + SEM 3
) (#quistes) (#quistes) (#quistes)
5

1 mes 2400 £ 0319 4(16) 8.122 £ pe8s  13(20) 7.252 £ 0.651 5(5) 71612 £ 2688 3(3)
1.5 meses 2460 £ o508 4(16) 90178 = 0017 7(9) 6.41213 = 1.260 6(6) 9073 = 1876 4(4)

2 meses 207 £ 0404  4(16) 10252 = po17  13(1%) 6.49a12 = 0.658 5(5) Loo2 = 0724 5(5)
2.5 meses 27828 £ g1o1  4(16) 8.752 £ ge17 1427 7.5022 £ 0622 7(7) 9.16%2 = 1333 6(7)

3 meses 25000 £ 0303  3(12) 8.5422 £ o747 9014 7.6322 £ 0.99 8(8) g422 £ 0867 8(9)

4 meses 3790 £ 491  4(16) 1048%2 = o610 11(16) 6.87a12 = 1.804 4(4) 87412 £ 1621 7(7)

6 meses 27828 £ 0503 4(16) 10412 £ 0539 12(24) 542513 £ 0700 6(6) 9352 £ 0702 2(4)

8 meses 4033 = 1500 3(12) 1702 = pss3  7(14) 83733 £ 1527 (7) 116128 £ 1129 4(5)
10 meses 28220 £ 0153  4(16) 8508 = o620  6(10) 5.87a13 = 1148 7(8) 10.032 = 0.660 2(2)
12 meses 25080 £ 0300 @ 4(16) 8.1022 £ p694 11Q20) 7.8222 = 1157 9(9) 03282 * 1400 5(6)

Letras diferentes indican diferencias significativas entre grupos de una misma localizacion (p<0,05). Nameros diferentes indican diferencias

significativas entre ubicaciones (P, M, V' y control), dentro del mismo grupo (p<0,05). (Test Kruskal-Wallis-dunntest
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5.4.2  Distribucién de microglias/macrofagos y astrocitos alrededor del quiste
en NCC

Con respecto a la distribucion de microglias/macréfagos y astrocitos en el tejido
cerebral de ratas infectadas (P, M y V) se encontré una fuerte inmunorreactividad de
CD68 alrededor y cerca del quiste; en algunos casos esta inmunorreactividad se observa
focalizado en determinadas zonas del tejido que rodeo al quiste y asociado a la
ubicacion del escdlex y en otros casos se observa esta inmunorreactividad distribuida
de manera mas homogénea alrededor de todo el tejido que borde el quiste (anexo 17).
Esta distribucion de microglias/macrofagos fue mejor diferenciada para quistes
parenquimales en comparacion a los quistes meningeales y ventriculares.

En quistes parenquimales las microglias/macréfagos inmunorreactivos a CD68 de un
mes hasta los dos MPI se encuentran formando una capa de células microgliales que
rodea el quiste (inmediatamente después del tegumento del parasito) (fig. 7 y 9),
mientras que los astrocitos inmunorreactivos a GFAP se encuentran después de la capa
de células de microglias/macrofagos - CD68 (fig. 7 y 9). Sin embargo, en aquellas
zonas donde no hubo inmunorreactividad para CD68 (reactividad no focalizada), los
astrocitos se encontraban préximo al quiste.

Por otro lado, se observé que en presencia del tejido fibréticos (desde los dos meses
post-infeccion) las células inmunorreactivas a CD68 se encuentran en el tejido fibrético
que bordea el quiste, mientras que las células inmunorreactivas a GFAP se encuentran
inmediatamente después de la capa del tejido fibrético. Asi mismo, se observo que

algunas muestras después de los seis meses post-infeccion las células astrociticas y
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microglias pueden difundir en el tejido fibrotico alrededor del quiste, observandose que
células microgliales se extienden (migran) hacia la region mas distante del quiste,
mientras que los astrocitos migran hacia el tejido fibrotico (fig. 9). De esto resultados,
podemos concluir la formacién del tejido fibrético influye en la distribucion de las

células gliales alrededor del quiste en los tiempos post-infeccion.
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Figura 7. Inmunorreactividad de microglias/macréfagos y astrocitos en quistes
parenquimales. El grupo control no mostro reactividad positiva a CD68, mientras que
para GFAP mostraron reactividad positiva con forma estrellada. Panel A. B. C.
Quistes de un mes, dos y dos meses y medio post-infeccion. Al, B1y C1: Reactividad
de las células de microglias (CD68), (A2, B2 y C2: la reactividad de los astrocitos
(GFAP) fue inmediatamente después de la capa de células de microglias/macréfagos
(estrella negra). Panel D, E, y F. Quistes de dos meses y medio, tres y cuatro meses
post-infeccion. La reactividad de las microglias alrededor del quiste y co-localizando
con la fibrosis (D1, E1 y F1), la reactividad de los astrocitos fue después de la capa de
fibrosis (D2, E2, y F2). Panel G, H, I y J. Quistes de seis, ocho, diez y doce meses
post-infeccion. La reactividad de microglias es méas dispersa alrededor del quiste (G1,
H1, 11 yJ1). Astrocitos inmunorreactivos co-localizando en algunas zonas con la capa
de microglias/fibrosis (estrella roja) y astrocitos no co-localizan con la fibrosis (12 y
J2). al-j1 y b1-j2: imagen ampliada. Estrella negra: capa delimitante entre células
microgliales y astrociticas. Estrella roja: no hay capa delimitante de microglias y
astrocitos. fotomicrografia tomada a 20x. Barra de escala 200um y 100um.
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Figura 8: Inmunorreactividad de microglias/macrofagos y astrocitos en quistes meningeales y ventriculares. El grupo
control en quistes meningeales y ventriculares para microglias (CD68) no mostr6 ninguna inmunorreactividad; en astrocitos
(GFAP) la inmunorreactividad fue escasa y con morfologia estrellada. A1: microglias con intensa reaccion alrededor de quiste y
A2: astrocitos con intensa reaccion inmediatamente después de la capa de células de microglias/macréfagos (quistes meningeales
(imagen izquierda) y ventriculares (imagen derecha); Panel B, C, D, E, F y G: escasa reactividad a microglias y astrocitos
alrededor del quiste meningeales y ventriculares. Panel H, 1 'y J se observo un incremento de la reactividad para las microglias y
astrocitos alrededor del quiste meningeales y ventriculares. Panel A-J: quiste de un mes post-infeccion hasta los 12 meses post-
infeccion. Fotomicrografia tomada a 20x. Barra de escala 100um.
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Figura 9. Distribucion de microglias/macrofagos y astrocitos alrededor de quistes
parenquimales en diferentes tiempos post-infeccion — Inmunofluorescencia doble
marcaje. Panel Ay B. Quiste de un mes y mes y medio post-infeccion, microglias —
CD68 (rojo) inmediatamente alrededor del quiste (estrella blanca), astrocitos — GFAP
(verde) alrededor de las microglias. Panel C. Quiste de dos meses y medio post-
infeccion, microglias (rojo) y astrocitos (verde) estan alrededor del quiste; no se
observa una marcada delimitante de células microglias como en A y B. Panel D.
Quistes de tres MPI, presencia de microglias (rojo) en la fibrosis (capa de color azul,
cabeza de flecha blanca), posterior a la fibrosis se encuentran los astrocitos (verde).
Panel E y F. Quistes de ocho y doce MPI. Astrocitos y microglias se encuentra
alrededor del quiste (cruz blanca). MPI: meses post-infeccién. Al-F1: CDG68
(inmunohistoquimica), A2-F2: GFAP (inmunohistoquimica), A3-F3: CD68 y GFAP
(inmunofluorescencia). Fotomicrografia tomada a 20x. Barra de escala 100um

Por otro lado, se observé que la morfologia de las células microgliales/macrofagos de
los quistes parenquimales varia en los diferentes tiempos post-infeccion. Las células
inmunorreactivas a CD68 de los grupos de un mes hasta los dos meses post-infeccién
presentan principalmente una morfologia tipo ameboideo (fig.10 A-C). Mientras que
quistes de dos meses a seis meses post-infeccion predomina la forma de varilla
hipertrdficas (fig. 10 D-F) y desde los ocho meses post-infeccion con la morfologia

tipo hipertrofica y distrofica desramificada en formas de cuencas (fig. 10 G-J).
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MORFOLOGIA DE MICROGLIAS/MACROFAGOS EN CEREBROS DE RATAS CON
NEUROCISTICERCOSIS - QUISTES PARENQUIMALES

M.PI

M.P.1

Figura 10. Morfologia de microglias/macrofagos en quistes parenquimales en
ratas con Neurocisticercosis (1-12 meses post-infeccién). A, B y C. Quistes de un
mes, un mes y medio y dos MPI: morfologia ameboidea/fagocitica. D, E y F. Quistes
de dos meses y medio, tres y cuatro MPI, con diversa morfologia entre ellas del tipo
ameboideo, hipertréfica ramificada y des ramificada (d — tipo hipertréfico, e — tipo
ameboideo y f -hipertréfico (d, e y f imagen amplificada de D, Ey F). G, H e I. Quistes
de seis, ocho y diez MP1 con morfologia del tipo denominado como microglia distréfica
desramificada con procesos hinchados. (g - tipo hipertrofico elongado, h — distréfico
desramificado e i — hipertréfico (g, h e i imagen ampliada de G, H e I). J. Quiste de
doce meses post-infeccion con morfologia tipo cuencas, denominado como microglias
distroficas, microglia pequefia y desramificada en mayor cantidad que | (i-tipo
distrofico). MPI: meses post-infeccion. a, b, ¢, d, e, f, g, h, i y j imagen amplificada de
A, B, C, D, E, F, G, H, lyJ). Fotomicrografia tomada a 20x. Barra de escala 50um.
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VI DISCUSION

En este estudio se evalud por primera vez la respuesta inflamatoria asociado a infiltrado
celular, la formacion de tejido fibrotico, la activacion y distribucion de células gliales
en diferentes fases de desarrollo del metacestodo (quistes viables) de T. solium en el
sistema nervioso central en un modelo de rata con NCC. Observandose que el tipo de
infiltrado celular y macréfagos con y sin presencia de fibrosis y la activacién y
distribucion de las células gliales es variable en el tejido que rodea al quiste. Esta
respuesta variable estd asociada con la localizacion del quiste y el tiempo post-

infeccion.

En el presente estudio se encontrd para quistes parenquimales en los primeros meses
post-infeccion (un mes, un mes y medio y dos MPI) una poblacion elevada de
macrofagos con ausencia de fibrosis en el tejido que borde el quiste (alrededor del 40-
80%). Sin embargo, a partir de los tres MPI la poblacién de macréfagos se encuentra
asociado a la presencia del tejido fibrotico (alrededor del 40-80%); igual que lo
reportado por Matos-Silva et al., quien también encuentra un infiltrado celular asociado
a fibrosis (16,25,34). El hecho que Alvarez, Matos-Silva et al. no reporten macréfagos
sin fibrosis se puede deber a que ellos evallan la respuesta inflamatoria después de los
tres meses de infeccion en animales/cerdos naturalmente infectados, que se asemejaria
mas a un tipo de respuesta inflamatoria tardia/crdnica, y no a una respuesta inflamatoria
aguda relacionada a la fase temprana de la infeccion. Dado que en los primeros meses
post-infeccion no se observa fibrosis, pero si la presencia de macrofagos, podriamos

plantear la hipdtesis que esos macrofagos pertenecen al tipo M1 o llamado macréfagos
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“activos clasicos”. Estos macrofagos, estarian asociados a una respuesta del tipo
proinflamatoria por el tipo de respuesta e infiltrado celular sin fibrosis, semejante a lo
reportado en estudios de enfermedades fibroticas en etapas tempranas de la enfermedad

(45-47,63).

Por otro lado, alrededor de los quistes meningeales y ventriculares se observa un
infiltrado celular de moderado a severo (alrededor del 30%); esto puede deberse a que
las meninges son zonas altamente irrigadas por vasos sanguineos y tienen una alta
exposicion al sistema inmune periférico (16). En quistes meningeales se ha reportado
un elevado namero de células tales como linfocitos B y T maduros, mastocitos, células
polimorfonucleares y células plasmaticas, sugiriendo la exposicion con el sistema
periférico (8,16,18,19). A nivel ventricular, la exacerbada respuesta inflamatoria se

debe a la presencia de vasos sanguineos en los plexos coroideos (16,19,37,64-66).

En este estudio se ha evidenciado la presencia de tejido fibrético, el cual se asocia al
tipo de colageno que esta presente en el tejido (46,47). En este estudio la formacion de
fibrosis y el tipo de colageno presente fue evaluado por tincién H&E y rojo picrosirius
(RP), observandose una capa de colageno de color rojo/amarillo para el colageno tipo
I, mientras que el color verde para el colageno tipo Il (42). Nuestros resultados
muestran que el tipo de colageno que predomina en la fase tardia es del tipo I, el cual
estd asociado a procesos 0 patologias avanzadas en algunas enfermedades fibroticas y

tumores solidos (42,67).
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La presencia de un tipo de coldgeno en particular, podria estar contribuyendo con la
patologia en NCC y la relacion con la presencia de convulsiones y/o crisis epilépticas
en estos pacientes (8,16,67). En un estudio de Christenses et al. se encontrd que en
cerdos con NCC, el desarrollo de crisis epilépticas esta asociado con la proporcion de
colageno presentes en comparacion a aquellos animales infectadas sin crisis epilépticas
y en animales controles (67,68). Es por ello que es necesario llevar a cabo un estudio
maés detallado para dilucidar la importancia de la sintesis o regulacion de moléculas
que estan relacionadas con la formacion de colageno, el tipo de macréfagos presentes
y su relacion con la presencia de crisis epilépticas en NCC.

Por otro lado, se observd que la distribucién de células microglias/macréfagos,
astrocitos y el tejido fibrético es variado en los diferentes tiempos post-infeccion. Este
es el primer estudio donde se demuestra que en los primeros meses post-infeccion
existe una capa definida de células de microglias/macrofagos activados que rodea al
quiste, e inmediatamente se encuentran las células astrociticas activadas. Asi mismo
conforme avanza el tiempo post-infeccion se va formando y expandiendo el tejido
fibrético alrededor del quiste. Las microglias/macréfago se localizan en dicho tejido
fibrético, este hallazgo no ha sido reportado antes ya que los estudios han sido
realizados después de los tres meses post-infeccion, tanto en estudios de infeccidn
experimental o infeccion natural en cerdos donde la fibrosis esta presente. Despueés de
dos meses post- infeccion se observa, adyacente el tejido fibrotico, la capa de células
astrociticas activadas (hipertroficos y dendritas elongadas - procesos astrociticos), la
cual ha sido reportada en otros estudios de NCC (16,17,22,25,29,34). Ademas, desde

los seis meses post-infeccion se logra observar la migracion de las células de
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microglias/macrofagos hacia la capa astrocitica, y en algunos casos la migracién de los
astrocitos hacia la capa fibrética. En este sentido, este estudio muestra por primera vez
como se van localizando las células gliales a lo largo del tiempo en el tejido que rodea
el parasito en el SNC. Cabe remarcar que en trabajos anteriores, el estudio de la
distribucion de las células gliales no ha sido llevado a cabo en etapas tempranas de la

infeccion (29,69).

Estudios realizados en NCC y en otros tipos de lesiones a nivel del SNC, reportan que
las microglias/macrdfagos son las primeras células en activarse alrededor de una lesion
y adyacente a dichas células microgliales se encuentran los astrocitos (70,71). Por ello,
aunque existen otras células que participan en este proceso de cicatrizacién
glial/fibrotica en el SNC, las microglias/macrofagos, astrocitos y componentes del
tejido fibrético como los fibroblastos son los principales tipos celulares que participan
en dicha cicatrizacion (22,34,44).

Ademas, cabe resaltar que la inmunorreactividad para microglias/macrofagos (CD68)
en el grupo de un mes post-infeccion fue aproximadamente el doble comparado a los
otros tiempos post-infeccion (aunque no hubo diferencias estadisticas). Por otro lado,
la morfologia de estas células fue del tipo ameboideo. Este tipo de morfologia
ameboideo en la etapa temprana de la infeccion podria deberse a que se trata de
microglias/macrofagos del tipo M1, que son caracteristicos de una respuesta inmune
frente a una lesion temprana o aguda (47,72). Asi mismo se ha reportado tanto en
modelos animales como en pacientes con patologias fibréticas como fibrosis pulmonar

y la fibrosis hepatica, que en etapas tardias el tipo de poblacién de macrofagos sufre
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un cambio hacia una poblacion del tipo M2 o “activacion alternativa”, donde el
fenotipo de macrofagos/microglias M2 estaria asociado a la formacién de fibrosis
(45,46); en nuestro estudio observamos que a partir de los tres meses post-infeccion
se va desarrollando el tejido fibrotico alrededor del quiste el cual co-localiza con las
microglias/macrofagos; ademas, el tipo de morfologia de estas microglias/macréfagos
van cambiando desde una forma ameboidea hacia una forma tipo hipertrofica/distrofica
ramificado y desramificado, tipico de una activacién alternativa o tipo M2 (45,73). Esta
caracteristica diferente al de los primeros meses post-infeccion podria deberse a que la
poblacién de macrofagos/microglias estd cambiando morfolégicamente en el tiempo
en el cual predominan macréfagos/microglias del tipo M2 (12,31,65), el cual estaria
relacionada a una respuesta tardia o cronica, la expresion de citoquinas tipo Th2 y su
relacién con la formacion del tejido fibrético (45,46).

Ademas, estudios realizados en muestras de individuos con NCC, modelos animales
naturalmente infectados (cerdos infectados con cestodo de T. solium) y modelos
animales infectados experimentalmente (murinos infectados con cestodo de T. solium,
T. crassiceps 0 Mesocestoide corti), se observé una relacion estrecha entre la
formacion del granuloma fibrotico y el tipo de respuesta inflamatoria (22,23,65). Por
lo que, diversos estudios sugieren que el desarrollo de la fibrosis y la patologia en NCC
dependen del tipo de macréfago que predomine (M1 o M2) en la respuesta inmune
(65,72,74). Por otro lado, estudios realizados en un modelo de NCC en porcino,
reportan que el tipo de respuesta inflamatoria esta muy relacionada a fibrosis

(16,17,75), y esto podria deberse a que se esta evaluando la respuesta inflamatoria en
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una etapa tardia o cronica de infeccion, dado que son animales naturalmente infectados

y no sé conoce el tiempo exacto de infeccion (22).

Por otro parte, en estudios in vitro, se ha reportado que cultivos de células de
macrofagos incubados con antigenos de helmintos (H. polygyrus y Ascaris suum),
presentan una polarizacion de la poblacién de macréfagos de M1 a M2, observandose
un aumento en la expresion de arginasa-len macrofagos tipo M2, sugiriendo de esta
manera su participacién en la formacién de fibrosis (72,76,77). Ademas, en un estudio
preliminar realizado por nuestro grupo de investigacion (datos no publicados), usando
un modelo de ratas en NCC, se encontré que los niveles de TGFB-1 en muestras de
LCR en animales de cuatro meses post-infeccion se encuentran aumentados en
comparacion al grupo control sano. Asi mismo, en un estudio publicado por Carmen et
al., encuentran un incremento de la expresion de mRNA de los marcadores
relacionados a la formacion de tejido fibrotico como TGFp-1, COL1Al, COL3Aly
arginasa en el tejido que rodea el quiste, indicando un tipo de respuesta tipo Th2
(31,45,72). Estos estudios reforzarian nuestra hipotesis que en una etapa tardia post-
infeccion, después de los tres meses, se observa una respuesta inflamatoria asociada al
tipo de macr6fago M2 y por lo tanto su participacion a la formacion de tejido fibrético.
Sin embargo, es necesario realizar estudios usando marcadores especificos para validar

esta hipdtesis.

Los estudios reportados en enfermedades fibrdticas, muestran la gran importancia de

los diferentes tipos de poblaciones de macrofagos en diferentes etapas de evolucion de
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la enfermedad (46). En estos estudios de enfermedades fibrdticas al igual que el
presente estudio de cinética de NCC, se observa que en los diferentes tiempos post-
infeccion, una respuesta del tipo histiocitica, es decir con presencia de macrofagos.
Concluyéndose que en NCC también la presencia de diferentes tipos de poblacion de
macrofagos podrian estar involucrada en el tipo de respuesta inflamatoria y formacion
de fibrosis, y de esta manera contribuyendo en la patologia de NCC. Debido a ello,
seria importante determinar qué tipo de macrofagos esta presente tanto en la fase inicial

y tardia de la infeccion.

En este estudio la presencia de diferentes poblaciones celulares de
microglias/macrofagos, astrocitos, infiltrado celulares y presencia o ausencia de tejido
fibrotico a diferentes tiempos post-infeccion (un mes a doce MPI), se da en respuesta
a un dafio agudo y crénico. Dependiendo del tiempo post-infeccién, los diferentes
componentes proteicos que va liberando el parasito durante su proceso de desarrollo
larval de oncosfera a cisticerco (oncosfera, post-oncosfera y cisticercos) lo cual podria
asociarse al tipo de respuesta inflamatoria que se observa en los diferentes tiempos
post-infeccion. De acuerdo a los trabajos reportado por Chile N. et al., se sabe que el
parésito va cambiando en la expresion de proteina en los diferentes tiempos de
desarrollo (oncosfera - post- oncosfera y cisticerco) y estas podrian ser las responsables
de modular la respuesta inmune del hospedero a lo largo del tiempo post-infeccion en

laNCC (10,12,64,65).
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VIl CONCLUSIONES

El tipo de infiltrado celular y macrofagos en tejido cerebral que rodea al quiste sin 'y
con presencia de fibrosis es variado en los diferentes tiempos post-infeccion y
dependiente de la localizacién del quiste.

Los quistes meningeales y ventriculares presentan una mayor proporcion de infiltrado
celular de moderado a severo.

La formacion de tejido fibrético (parenquimales, meningeales y ventriculares) empieza
a los dos meses post -infeccion y esta asociado a la presencia de macrofagos.

El tipo de colageno en el tejido fibrotico al inicio de la formacion (dos meses y medio
a tres MPI) es del tipo 111 y desde los cuatro MPI predomina el tipo I.

En los primeros meses post-infeccion en quistes parenquimales (un mes a dos MPI, e
incluso algunos de tres MPI) la inmunorreactividad de microglias/macréfagos es
focalizada en direccion de la ubicacion del escolex.

Las microglias en quistes parenquimales se encuentran adyacente al tegumento del
quiste en los primeros meses post-infeccion y los astrocitos se encuentran después de
la formacion de la capa de las células microgliales.

Las microglias/macrofagos en quistes parenquimales se encuentras ubicadas en el
tejido fibrético después de los dos meses post-infeccion.

Los astrocitos migran hacia el tejido fibrotico en la etapa tardia (seis meses post-
infeccion).

7.1 Limitaciones

El presente estudio de NCC en ratas usa la infeccion intracraneal como via de infeccion,

y no la via natural oral.
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2. El presente estudio de NCC utiliza un hospedero que no es el hospedero natural de T.
solium.

3. Enel presente estudio no se logro analizar el infiltrado celular o presencia de gliosis en
cerebros de ratas con NCC antes de un mes post-infeccion, entre 24h a un mes
(primeros dias post-infeccidn), lo cual permitiria una vision mas clara de como se va
activando la respuesta inmune a través del tiempo. Esto se debe a que en esta etapa
inicial es muy dificil ubicar los parasitos en el cerebro debido al tamafio (30 a 96um).

4. No se logré tener un tamafio muestral homogeéneo en cada mes post-infeccion.

5. Los quistes se ubican en los cerebros en diferentes nucleos celulares y esto puede

afectar en la poblacion de las células gliales e infiltrado celular.
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IX ANEXOS
Anexo 1: TINCION HEMATOXILINA Y EOSINA (H&E)
Hematoxilina de Harris empresa: catalogo: 1.092.531.022. Solucién de Tincion de

Eosina al 5%, empresa: Sigma - Merck, catadlogo: R03040-74

DESPARAFINACION E HIDRATACION

Se coloco las ldminas en la estufa a 60° C y luego al Xilol I solo metiendo y sacando
al momento. Se termind de calentar en la estufa y se procedio a colocar las ldminas en
los siguientes solventes: Xilol I, Xilol 11, alcohol absoluto I1, alcohol 95° 1 y alcohol
95° I1. Un minuto por cada paso.

Para el Gltimo paso procedera a hidratar con agua de cafio en chorro.
TINCION

Hematoxilina de Harris por 2 minutos. Luego, lavar con agua destilada hasta que el
agua esté limpia. Sumergirlas en agua &cida 1% (alcohol de 70° + ac. clorhidrico)
solamente introduciendo y retirando inmediatamente. Después, lavar con agua
amoniacal (carbonato de litio en solucion saturada) por 1 minuto, el cual tornara el
color de la muestra a azulino. Lavar con agua destilada para retirar los restos de agua
amoniacal. Contra tincién con Eosina alcohdlica al 5% (coloracién citoplasmatica) por
30 a 20 segundos.

DESHIDRATACION Y MONTAJE

Las laminas se colocaron en una bateria crecientes de alcoholes: Alcohol de 80°,

alcohol de 90°, alcohol de 96° y alcohol absoluto. Secado en estufa por 5 minutos.



Luego se paso las 1dminas por: xilol 1 'y Xilol Il. Finalmente se montaron las laminas
con solucién Entellan (MERCK)

Anexo 2: ROJO PICROSIRIUS
Marca: Polyscience, Kit cat# 24901.

DESPARAFINIZACION
Se coloco las laminas a estufa 57-60°C por media hora. Luego se coloco en los
siguientes solventes: Xilol I (1 minutos por una vez), Xilol 11 (3 minutos por 3 veces)
y Xilol 11 (2 minutos por 3 veces). Alcohol absoluto 1y 11, alcohol 96° I y 11, alcohol
90° I y Il, alcohol de 80° I.

TINCION

Mezclar la solucion A y solucion B en partes iguales de la Hematoxilina de Weigert;
se coloco la mezcla por 8 minutos (luego se lavo con agua destilada). Agregar la
solucién A (Acido fosfomolibdico) por 2 minutos (luego se lavé con agua destilada).
Agregar la solucién B (Picrosirus red F3BA) por 60 minutos (se decanto el contenido
sin lavar). Agregar la solucion C (N- Hidroclorhidrico) por 2 minutos. Agregar etanol
70% por 45 segundos.

DESHIDRATACION Y MONTAJE

Las l&minas se colocaron en una bateria crecientes de alcoholes: Alcohol de 80°,
alcohol de 90°, alcohol de 96° y alcohol absoluto (Secado en estufa por 5 minutos).
Luego se paso las laminas por: Xilol 1y Xilol Il. Finalmente se montaron las laminas

con solucién Entellan (MERCK).



Anexo 3: Anticuerpos utilizados en inmunohistoquimica e inmunofluorescencia para microglias y astrocitos.

Anticuerpos Primarios

Secundarios - HRP

Secundarios — Alexa Fluor

Cédigo Descripcion Cédigo Descripcion Caédigo Descripcion
IgG de cabra anti
Cde68 IgG de raton anti - IgG de cabra anti —
KPL, IgG  de raton ThermoFisher
(MCA341 GA - (Cdo68 IgG de raton marcado
04-18-15 marcada con Scientific A11005
Bio-Rad) con Alexa fluor 594
peroxidasa
GFAP
IgG de cabra anti IgG de burro anti —
(PA3-16727 IgG de conejo anti
KPL, IgG de conejo ThermoFisher IgG de conejo
ThermoFisher - GFAP
5220-0336 marcada con Scientific A21206 marcado con Alexa
Scientific)

peroxidasa

fluor 488




Anexo 4: PROTOCOLO DE INMUNOHISTOQUIMICA PARA CD68 (CLUSTER DE

DIFERNCIACION 68)

DESPARAFINIZACION

Se colocd las laminas a estufa 57-60°C por media hora. Luego se colocé en los siguientes
solventes: Xilol 1 (1 minutos por una vez), Xilol Il (3 minutos por 3 veces) y Xilol Il (2
minutos por 3 veces). Alcohol absoluto 1 y 11, alcohol 96° 1 y 11, alcohol 90° 1 y 11, alcohol de
80° I

DESENMASCARAMIENTO

Se colocaron los coplin con laminas vy el citrato a pH6 (10Mm) + Tween 20 al 0.05%, una
vez que hirvio se considerd 30 minutos. *Se lavaron las laminas 4 veces con H20 destilada.
BLOQUEO DE PEROXIDASAS ENDOGENAS

Se us6 peroxido de hidrogeno al 3% en PBS 1X, se dejé incubando por 30 minutos (se lavaron
las ldaminas 4 veces con PBS 1x).

BLOQUEO DE PROTEINAS GENERALES

Se incubaron las laminas con la solucion por lhora, la solucion se prepar6 en PBS-tritdn x-
100 al 0.05%. Se usaron los siguientes reactivos para el bloqueo:2.5% suero de cabra, 2.5%
suero de caballo, 2.5% BSA y 2.5% leche (se lavaron las laminas 4 veces con PBS 1x).
INCUBACION ANTICUERPO PRIMARIO

Se incubaron las laminas con la solucion por 16 horas a 4°C, la solucidn se prepar6 en PBS-

triton X-100 al 0.05%. Se usaron los siguientes reactivos para el anticuerpo primario: 5%



suero de cabra y 5% suero de caballo. La dilucion del anticuerpo IgG de raton anti-CD68 fue
de 1:500.

INCUBACION ANTICUERPO SECUNDARIO

Se uso6 un kit de la empresa Dako (K0675), se incubaron las ld&minas con la solucion por
1hora a temperatura ambiente, la solucion se preparo6 de la siguiente manera: 10% suero de
cabra, 10% suero de rata, 30% PBS y 50% kit de Biotina (el kit contiene el anticuerpo
secundario especifico para IgG de cabra anti raton).

INCUBACION CON EL CONJUGADO

Se usé el kit de la empresa Dako (K0675), se incubaron las laminas con la solucion por 1hora
a temperatura ambiente. Se agregd de 4-5 gotas de la solucion estrepatavidina-HRP.
REVELADO Y DESHIDRATACION

Se prepar0 la solucion de revelado: 1g de DAB + 3ml de solucion tamponada; se dejé
incubando con esta solucion por 4°45”° (4 minutos con 45 segundos) e inmediatamente se
lavo con agua destilada. La contra tincion se realizd con la solucion de Hematoxilina de
Harris (MERCK) por 30 segundos.

Las laminas se colocaron en una bateria crecientes de alcoholes (70°, 90° 96° y alcohol
absoluto) por 2 minutos en cada uno, luego se paso las laminas por Xilol I y Il por 3 minutos

cada uno. Finalmente se montaron las laminas con solucion Entellan (MERCK).

Anexo 5: PROTOCOLO DE INMUNOHISTOQUIMICA PARA GFAP (PROTEINA

ACIDA FIBRILAR GLIAL)



DESPARAFINIZACION

Se colocd las laminas a estufa 57-60°C por media hora. Luego se colocé en los siguientes
solventes: Xilol I (1 minutos por una vez), Xilol Il (3 minutos por 3 veces) y Xilol Il (2
minutos por 3 veces). Alcohol absoluto | y 11, alcohol 96° 1 y 11, alcohol 90° 1 y 11, alcohol de
80° I

DESENMASCARAMIENTO

Se puso a hervir el citrato a pH6 (10Mm) + Tween 20 al 0.05%, una vez que hirvi6 se puso
las laminas por 15 minutos (se lavaron las laminas 4 veces con H20 destilada).
BLOQUEO DE PEROXIDASAS ENDOGENAS

Se us6 peroxido de hidrogeno al 3% en PBS 1X, se dejé incubando por 30 minutos (se lavaron
las laminas 4 veces con PBS 1x).

BLOQUEO DE PROTEINAS GENERALES

Se incubaron las laminas con la solucion por lhora, la solucion se prepar6 en PBS-tritdn x-
100 al 0.05%. 5% BSA 'y 2.5% leche (se lavaron las laminas 4 veces con PBS 1x).
INCUBACION ANTICUERPO PRIMARIO

Se incubaron las laminas con la solucidn por 16 horas a 4°C, la solucion se prepard en PBS-
tritdn X-100 al 0.05%, la solucidn se prepar6 de la siguiente manera: 5% suero de caballo y
5% suero de cabra. Dilucién de anticuerpo IgG de conejo anti-GFAP fue de 1:1000
INCUBACION ANTICUERPO SECUNDARIO

Se incubaron las laminas con la solucion por lhora a temperatura ambiente, la solucion se
prepard en PBS, la solucion se preparo de la siguiente manera: 5% suero de cabra. Dilucién

de anticuerpo IgG de cabra anti conejo marcado con HRP 1:300



REVELADO Y DESHIDRATACION

Se prepar0 la solucion de revelado: 1g de DAB + 3ml de solucion tamponada; se dejo
incubando con esta solucion por 1°20° (1 minuto con 20 segundos) e inmediatamente se lavo
con agua destilada. La contra tincion se realizo con la solucién de Hematoxilina de Harris
(MERCK) por 30 segundos.

Las ldminas se colocaron en una bateria crecientes de alcoholes (70°, 90° 96° y alcohol
absoluto) por 2 minutos en cada uno, luego se paso las laminas por Xilol 1'y Il por 3 minutos

cada uno. Finalmente se montaron las [&minas con solucion Entellan (MERCK).

Anexo 6: PROTOCOLO DE INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA — DOBLE

MARCAJE PARA CD68 (raton) Y GFAP (conejo)

DESPARAFINIZACION

Se colocd las laminas a estufa 57-60°C por media hora. Luego se colocé en los siguientes
solventes: Xilol I (1 minutos por una vez), Xilol Il (3 minutos por 3 veces) y Xilol I (2
minutos por 3 veces). Alcohol absoluto 1y Il, alcohol 96° 1 y 11, alcohol 90° I y 11, alcohol de
80° 1.

DESENMASCARAMIENTO

Se puso a hervir el citrato a pH6 (10Mm) + Tween 20 al 0.05%, una vez que hirvio se puso
las laminas por 15 minutos (se lavaron las laminas 4 veces con H20 destilada).

BLOQUEO DE PROTEINAS GENERALES



Se incubaron las laminas con la solucion por lhora, la solucion se prepar6 en PBS-tritdn x-
100 al 0.05%, la solucidn se prepar6 de la siguiente manera 5% Suero de Burro y 2% Ovo
(9) (se lavaron las laminas 4 veces con PBS 1x).

INCUBACION ANTICUERPO PRIMARIO CD68 (1:500) Y GFAP (1:1000)

Se incubaron las laminas con la solucion por 16 horas a 4°C, la solucidn se prepar6 en PBS-
triton X-100 al 0.05%, la solucidn se preparé de la siguiente manera 5% suero de caballo y
5% suero de burro.

INCUBACION ANTICUERPO SECUNDARIO

IgG de cabra anti ratdn marcado con Alexa 594 1:300, 1gG de burro anti conejo marcado con
Alexa 488 1:700. Se incubaron las laminas con la solucidn por 1hora a temperatura ambiente,
la solucidn se prepar6 en PBS, la solucion se prepar6 de la siguiente manera: 5% suero de
burro.

MONTAJE

Se agregaron 20uL de DAPI por lamina cubriendo completamente el tejido e inmediatamente
después se coloco el cubreobjetos sobre la lamina. Finalmente se sellaron con esmalte

(Colocar las laminas en unas camaras oscuras y conservar entre 4 a 20°C hasta la lectura).



Anexo 7: Quistes Parenquimales - score de Inflamacion (SI) en los diferentes tiempos post-infeccion (1-12 meses post-
infeccidn). Al- J1, Cerebro control para los diferentes grupos post-infeccion. A2 —J2: SI-0 (), Score de inflamacion
con minimo infiltrado inflamatorio. A3-J3: SI-1( ™ ), score con infiltrado inflamatorio de moderado a severo para los
diferentes grupos post-infeccion. A4-E4: SI-2 ("), score de inflamacion presencia de macréfagos organizados
empalizados sin la formacion de fibrosis. F4 — J4: SI-3 (™* ), score con presencia de macréfagos organizados empalizados
con la formacidn de fibrosis. Cx: corteza, Q: quiste. Laminas con tincion Hematoxilina y eosina (H&E). *columna que
puede ser SI-2 o SI-3. Panel A-J: quiste de un mes post-infeccion hasta los doce meses post-infeccion. Fotomicrografia
tomada a 20x. Barra de escala 100um.
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Anexo 8: Quistes Meningeales - score de Inflamacion (SI) en los diferentes tiempos post-infeccion (1-12 meses post-
infeccidn). Al- J1, Cerebro control para los diferentes grupos post-infeccion. A2 —J2: SI-0 (), Score de inflamacion
con minimo infiltrado inflamatorio. A3-J3: SI-1( ™ ), score con infiltrado inflamatorio de moderado a severo para los
diferentes grupos post-infeccion. A4-E4: SI-2 ("), score de inflamacién presencia de macréfagos organizados
empalizados sin la formacion de fibrosis. F4 — J4: SI-3 (™), score con presencia de macréfagos organizados empalizados
con la formacidn de fibrosis. Cx: corteza, Q: quiste. Laminas con tincion Hematoxilina y eosina (H&E). *columna que
puede ser SI-2 o SI-3. Panel A-J: quiste de un mes post-infeccion hasta los doce meses post-infeccion. Fotomicrografia
tomada a 20x. Barra de escala 100um

SCORE DE INFLAMACION (SI) - QUISTES MENINGEALES SCORE DE INFLAMACION (SI) - QUISTES MENINGEALES
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Anexo 9: Quistes Ventriculares - score de Inflamacién (SI) en los diferentes tiempos post-infeccion (1-12 meses post-
infeccidn). Al- J1, Cerebro control para los diferentes grupos post-infeccion. A2 —J2: SI-0 (), Score de inflamacion
con minimo infiltrado inflamatorio. A3-J3: SI-1( ™ ), score con infiltrado inflamatorio de moderado a severo para los
diferentes grupos post-infeccion. A4-E4: SI-2 ("), score de inflamacion presencia de macréfagos organizados
empalizados sin la formacion de fibrosis. F4 — J4: SI-3 (™), score con presencia de macréfagos organizados empalizados
con la formacidn de fibrosis. Cx: corteza, Q: quiste. Laminas con tincion Hematoxilina y eosina (H&E). *columna que
puede ser SI-2 o SI-3. Panel A-J: quiste de un mes post-infeccion hasta los doce meses post-infeccion. Fotomicrografia
tomada a 20x. Barra de escala 100um

SCORE DE INFLAMACION (SI) - QUISTES VENTRICULARES
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Anexo 10. Comparacion del Score de Inflamacion SI-0: infiltrado inflamatorio minimo en diferentes tiempos post-

infeccion.
Comparacion del infiltrado inflamatoric minimo teniendo en cuenta la localizacion del quiste y el tiempo post-infeccion— Score SI-0
Grupoe . . . = — -
Porcentaje de area alrededor del quiste sin formacion de fibrosis Controles
(meses)
#Cerebros #Cerebros #Cerebros #Cerebros
Parenquimal £ SEM (#quistes) Meningeal £ SEM (#quistes) Ventricular £ SEM Control + SEM (#cortes)
(#quistes)

1 mes 269531 = 5028 13(20) 1951631 £ 12271 5(5) 121231 £ 1212 3(3) 0! = i} 4(16)
1.5 meses 52112 = 11871 7(9) 36492212 = 15007  6(6) 58332 = 25000 4(4) 0! = i} 4(16)

2 meses 62.54%2 £ 77266 13(18) 728722 = 10212 5(5) 80002 £ 20000 5(5) 0! = 0 4(16)
2.5 meses 58562 = 7266 14(27) 622042 = 9170  7(7) 63432 £ 14724 6(7) 0=12 = 0 4(16)
3 meses 37113 = 10.841 9(14) 69.56033 £ 10932  §(8) 91.928 % 5500  8(9) 0! = 0 3(12)

4 meses 221138 = 8160 11(16) 38.102312 £ 22400  4(4) 707332 £ 11551 (7D 0! = 0 4(16)

6 meses 181621 £ 5059 12(24) 609172 = 14206  6(6) 45172 £ 13749  2(4) 0! = 0 4(16)

8 meses 21.84:2 £ 10591 7(14) 465912 = 11.820  7(7) 56.45®12 £ 16619 4(5) 0! = 0 312)
10 meses 31.86%1 £ 11.820 6(10) 39.03331 £ 10627  7(8) 2095®1 £ 20950  2(2) 0! = 0 4(16)
12 meses 343431 £ g036 11(20) 4141931 = 12403  9(9) 49151 £ 10707 5(6) 0! = 0 4(16)

Letras diferentes indican diferencias significativas entre grupos de una misma ubicacion (p<0,05).
Ndmeros diferentes indican diferencias entre ubicaciones (P, M, V y control), dentro del mismo grupo (p<0,05). (Test

Kruskal-Wallis-dunntest)



Anexo 11. Comparacion del Score de Inflamacion SlI-1: infiltrado inflamatorio de moderado a severo en diferentes
tiempos post-infeccion

Comparacién del infiltrado inflamatorio de moderado a severo teniendo en cuenta la localizacién del guiste y el tiempo post-infeccién— Score SI-1

Grupo Porcentaje de irea alrededor del quiste sin formacién de fibrosis Controles
(meses)
#Cerebros #Cerebros #Cerebros #Cerebros
Parenquimal + SEM (#quistes) Meningeal + SEM (#quistes)  Ventricular + SEM Control + SEM (#cortes)
(#quistes)

1 mes 739®12 = 5144 13020) 34642 = 19180  5(5) 15152 = 15150 3(3) 0l + 0 4(16)
1.5 meses 146221 = 7088 (9 26922l £ 14003 6(6) 302821 = 22014 44 0al = 0 4(16)

2 meses §2131 = 2063 13(18) 2212 = 6837 5(9) 0 = 0 5(5) 0al = 0 4(16)
2.5 meses 1336212 = 3800 14027y 32012 £ 9380 () 249021 = 15130 &7 g2 =+ 0 4(16)

3 meses 405®1 = 1880 9(14) 16912 = 4603 88 1.18=2 = 1183  8(9) (IR S 0 3(12)
4 meses 87141 = 5005 11(16) 36422 = 22348 44 216522 = 7760 WD) 0al = 0 4(16)

6 meses 02681 £ 0263 12(24) 24482 £ 9446 6(6) 22932 = 15672 2(4) 0al = 0 4(16)

8 meses 34582 £ 2444 7014 1879 = 5172 WD) 240352 = 14022 4(5) (1SS 0 3(12)
10 meses 14541 £ 10195 6(10) 11120 £ 4206  7(8) 291731 = 14760  2(2) 0al = 0 4(16)
12 meses 541813 £ 2678 11(20) 14682 £ 7759  9(9) 22452 = 8456  5(6) 0al = 0 4(16)

Letras diferentes indican diferencias significativas entre grupos de una misma ubicacion (p<0,05).
Nameros diferentes indican diferencias entre ubicaciones (P, M, V y control), dentro del mismo grupo (p<0,05). (Test

Kruskal-Wallis-dunntest)



Anexo 12. Comparacion del Score de Inflamacién SI-2 - Presencia de macrofagos organizados en empalizados sin

formacion de fibrosis en diferentes tiempos post-infeccidn en ratas con NCC

Comparacién de la presencia de macréfagos organizados en empalizados sin formacion de fibrosis teniendo en cuenta la localizacién del quiste y el tiempo post-
infeccion— Score SI-2

Grupo
Porcentaje de drea alrededor del quiste sin formacion de fibrosis Controles
(meses)
#Cerebros #Cerebros #Cerebros #Cerebros
Parenquimal + SEM (#quistes) Meningeal + SEM (#quistes) Ventricular £ SEM Control *= SEM (#cortes)
(#quistes)

1 mes 59552 9327 13(20) 410022 £ 24103 5(5) 39402 = 30753 3(3) 0= = 0 4(16)
1.5 meses 20260 £ 11620 7(9) 36.591 = 20288  6(6) 1670 = 1668 44 0= = 0 4(16)
2 meses 2546 £ 8095 13(18) Q1 = 0 5(5) 200020 = 20000 5(5) 0= = 0 4(16)
2.5 meses 167201 = 4403 1427 02 = 0 1o 116731 = 7584 67T TR 0 4(16)
3 meses 17.54pca1 £ 7664 9(14) 04000 £ 0401 §(®) 3178 3174 8(9) 0= = 0 3(12)
4 meses 2781 = 1928 11(16) Q1 = 0 ETEY) 0891 = 0893 TN 0= = 0 4(16)
6 meses 1150 = 1154 12029 Q1 = 0 6(6) 16102 = 10514 24 0= = 0 4(16)
8 meses o0 = 0 7(14) Q1 = 0 N 15372 = 9799 4(5) 0= = 0 3(12)
10 meses on = 0 6(10) o1 = 0 7(8) 02 = 0 2(2) 0 = 9 4(16)
12 meses Qen1 = 0 1120 Q1 = 0 9(9) 20931 = 2002 5(6) 0= = 0 4(16)

Letras diferentes indican diferencias significativas entre grupos de una misma ubicacién (p<0,05).
Ndmeros diferentes indican diferencias entre ubicaciones (P, M, V y control), dentro del mismo grupo (mes (p<0,05) (Test

Kruskal-Wallis-dunntest).



Anexo 13. Comparacion del Score de Inflamacion SI-3 - Presencia de macréfagos organizados en empalizados con
formacion de fibrosis en diferentes tiempos post-infeccion en ratas con NCC

Comparacion de la presencia de macraofagos organizados en empalizados con formacion de fibrosis teniendo en cuenta la localizacion del guiste v el tiempo post-
infeccion— Score 5I-3

Grupo Porcentaje de area alrededor del quiste con formacion de fibrosis Controles
(meses) . #Cerebro . #Cerebro i . #Cerebro #Cerebr
g;r:inqmmal x g l'desl:lllg.l;g[ea] + 5 ; E&l;t[nmﬂar + 5 Control=  SEM 0s

(#quistes) (#quistes) (#quistes) (#cortes)

1 mes 11 = 1112 13¢20) 448l = 4348 5(9) o = 0 33) i =0 4(18)

1.5 meses 1016880 £ 10916 79 0al = 0 6(6) ol = 0 ETES) e =0 4(18)

2 meses s7gel = 5326 13(18) 485221 = 4832 5(9) ot = 0 35) il =0 4(18)

2.5 meses 1046781 = 4408 14027) 57l = 5780 (T ot = 0 6(7T) @ o= 0 4(16)

1 meses 4041690 = 11820 9(14) 125008 = 123500 8(8) 3@ = 3712 &9) o= 0 3(12)

4 meses 664012 £ 10385 11(16) 2548012 = 21232 44 6726 = 4582 WT) L 4(186)

6 meses 204202 = 5028 12024) 146088 = 6967  6(6) 1581080 = 0406 24 =0 4(18)

8 meses TATIIE = 11062 T(14) 34626010 = 12182 (T gat * 0 4(3) @o= 0 3(12)

10 meses 53.503%2 = 12268 6(10) 4024882 = 8323 79 218450 = 21845 D) ©o= 0 4(18)

12 meses 6023452 = 0720 11¢20) 4300381 = 14971 9@ 23548342 = 13806  36) i =0 4(18)

Letras diferentes indican diferencias significativas entre grupos de una misma ubicacion (p<0,05).

Ndmeros diferentes indican diferencias entre ubicaciones (P, M, V'y control), dentro del mismo grupo (p<0,05) (Test Kruskal-
Wallis-dunntest).



Anexo 14. Fibrosis y tipo de colageno presente en cerebros de ratas con neurocisticercosis en los diferentes tiempos
post-infeccion (1-12 meses post-infeccion). Quistes parenquimales: Quistes de un mes y medio post-infeccion sin fibrosis
(M.O.L.P: a3-ab). Quistes de dos a tres meses post-infeccion con fibrosis y colageno predominante del tipo 111 (M.O.L.P:
a3-ab. Quistes de cuatro a doce meses post-infeccion con fibrosis y colageno predominante del tipo I (M.O.L.P: a6-al0).
Quistes meningeales: Quistes de un mes a un mes y medio post-infeccién sin fibrosis (M.O.L.V: B1-B2 y M.O.L.P: bl -
b2). Quistes de dos a tres meses post-infeccion con fibrosis y colageno predominante del tipo 111 (M.O.L.P: b2-b5). Quistes
de cuatro a doce meses post-infeccién con fibrosis (y coldgeno predominante del tipo 1 (M.O.L.P: b6-b10). Quistes
ventriculares: Quistes de un mes a dos meses post-infeccion sin fibrosis (M.O.L.V: C1-C2 y M.O.L.P: c1-c2). Quistes de
dos a cuatro meses post-infeccion con fibrosis y colageno tipo | y con predominante del tipo 111 (M.O.L.P: c3-c6). Quistes
de seis a doce meses post-infeccidn con fibrosis y colageno del tipo | (M.O.L.P: c¢7 — ¢10). M.O.L.V (microscopio 6ptico de

luz visible), M.O.L.P (microscopio optico de luz polarizada), fotomicrografia tomada a 20x. Barra de escala 40um.
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Anexo 15. Area inmunorreactiva de Microglias/Macrofagos -CD68 en cerebros de ratas en diferentes tiempos post-

infeccion
Comparacion de 1a inmunoreactividad de microglias/macrofagos (CD68) en diferentes tiempos post-infeccion
Porcentaje de drea inmunoreactiva alrededor Man-W
Controles
del quise (p-value)
Meses #cerebros #cerebros control
(meses) Infectado + SEM & quistes) Control = SEM (secciones)
1 mes 7.325 + 1.320 17(28) 0.075 = 0.019 4(16) 0.0015
1.5 meses 3.768 = 1362 12(19) 0.068 = 0.045 4(16) 0.0025
2 meses 2777 + 0.548 17(28) 0.03 + 0.015 4(16) 0.0014
2.5 meses 3.512 +  0.851 20(41) 0.033 = 0.009 4(16) 0.0011
3 meses 3.363 = 0.769 20(31) 0.03 +* 0.015 3(12) 0.0117
4 meses 3.567 +  0.538 17(27) 0.035 =+ 0.019 4(16) 0.0026
6 meses 3.854 = 0454 20(34) 0.025 = 0.009 4(16) 0.0013
8 meses 3.671 = 0904 15(26) 0.033 = 0012 3(12) 0.0055
10 meses 5.085 = 0.660 12(20) 0.02 = 0.1 4(16) 0.0062
12 meses 5.307 +  0.674 20(35) 0.03 +  0.011 4(16) 0.0063




Anexo 16. Area inmunorreactiva de astrocitos - GFAP en cerebros de ratas en diferentes tiempos post-infeccion

Comparacion de la inmunoreactividad de Astrocitos (GFAP) en diferentes tiempos post-infeccion

Porcentaje de area inmunoreactividad Man -W
Grupo alrededor del guiste Controles (p — value)
(meses) Infectado + SEM E‘;ﬁ‘:’;‘;s Control  +  SEM E‘;::z::;:s)
1 mes 7.859 = 0.557 17 (28) 2.403 + 0.332 4(16) 0.0017
1.5 meses 8.243 = 0.699 12 (19) 2.455 + 0.508 4(16) 0.0025
2 meses 9.061 = 0702 17 (28) 2.07 + 0.403 4(16) 0.0014
2.5 meses 8.638 = 0479 20 (41) 2.783 + 0.120 4(16) 0.0010
3 meses 8.278 = 0483 20(31) 2.500 + 0.304 3(12) 0.0047
4 meses 9.521 = 0.624 17 (27) 3.788 * 0.491 4 (16) 0.0060
6 meses 9.463 = 0.524 20 (34) 2.778 + 0.503 4(16) 0.0014
8 meses 10.574 = 0.755 15 (26) 4.033 + 1.500 3(12) 0.0146
10 meses 7.731 = 0.607 12 (20) 2.818 + 0.153 4 (16) 0.0053
12 meses 8.237 = 0.540 20 (35) 2.495 + 0.309 4 (16) 0.0012




MICROGLIAS/MACROFAGOS EN CEREBROS DE RATAS CON
NEUROCISTICERCOSIS EN LOS DIFERENTES TIEMPOS POST- INFECCION -
QUISTE PARENQUIMALES

M.P.I M.P.I
Al A2 ¢ F1 F2

G2

T

J2

T

Anexo 17. Inmunorreactividad de microglias/macréfagos — CD68 en quistes
parenquimales para los diferentes tiempos post-infeccion. A-E: inmunorreactividad
focalizada alrededor del escdlex (flecha negra), reactividad escasa o ausente (flecha
azul). F-J: inmunorreactividad alrededor de todo el quiste y de manera homogeénea,
con mayor distribucion alrededor del quiste independiente de la ubicacién del escolex.
El recuadro pequefio representa un aumento del é&rea seleccionada de la
inmunorreactividad para CD68 y representa como cambian distribucion la morfologia
de las microglias/macréfagos a través del tiempo post-infeccion. Panel A-J: quiste de
un mes post-infeccién hasta los 12 meses post-infeccion. Estrella negra: escélex, flecha
negra: alta reactividad alrededor del escélex, flecha azul: poca o ausencia de la
reactividad alrededor del quiste. Escala de barra 1000um; escala de barra de la foto
mas pequefia 10um.



