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Resumen

La neurocisticercosis (NC) es una enfermedad causada por el establecimiento de
la fase larvaria (cisticerco) de Taenia solium en el sistema nervioso central (SNC).
Aun es una enfermedad endémica en paises no desarrollados de Latinoamérica,
Africa y Asia. Una de las principales caracteristicas del padecimiento es su gran
heterogeneidad, clinica, radiolégica y de respuesta al tratamiento cestocida-
esteroide. La modulacién diferencial del fendmeno inflamatorio que acompafia a la
enfermedad parece ser uno de los principales factores involucrados en las
diferencias clinico-radiolégicas observadas. Con respecto al tratamiento cestocida,
éste resulta mas eficiente cuando los parasitos estan localizados en el parénquima
0 en los surcos que cuando se localizan en el espacio subaracnoideo de la base
(SAB) o en los ventriculos (V).

Considerando el panorama anterior, este proyecto fue disefiado para
evaluar factores inflamatorios asociados con la respuesta al tratamiento. Para ello,
se compard el perfil de expresibn génica por microarreglos en células
mononucleares sanguineas estimuladas con extracto vesicular total de cisticerco
entre los pacientes respondedores (NC-R, con disminucién = 50% de la carga
parasitaria pos-tratamiento) y los no-respondedores (NC-NR, disminucion < 50%
de la carga parasitaria pos-tratamiento). El andlisis se concentr en el estudio del
conjunto génico relacionado con la respuesta inmune.

En total se identificaron en los cinco NC-R 18 genes sobreexpresados
relacionados con funciones inmunoldgicas, y sélo 4 genes en los NC-NR; entre
ellos se encuentran genes proinflamatorios (RORyC, Sema4A, SLAMF3,

SLAMF®6), antiinflamatorios (TGFB, TNFRSF25, TNFRS18, SLAMF1, ILF2) e

Vi
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inmunomoduladores (CXCL2, RUNX3, SLAMF9, TGFBR3). La posible
participacion de este perfil de expresion génica se confirmé cuantificando el perfil
de citocinas en 65 pacientes, tanto NC-R como NC-NR.

Nuestros resultados muestran que el incremento en el nivel de citocinas
proinflamatorias Th17 puede estar asociado con una respuesta mas eficiente al
tratamiento. Estas son las primeras evidencias que sefialan la participacion del
sistema inmune del hospedero en la destruccion del cisticerco asociada al

tratamiento cestocida.
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Abstract

Neurocysticercosis is still endemic to most non-developed countries of Latin
America, Africa, and Asia. One of the most important characteristics of the disease
is a great heterogeneity, both clinical and radiological, and also in its response to
treatment.

The differential modulation of the inflammatory phenomenon associated to
the disease seems to be a determinant factor involved in this heterogeneity. With
regard to the treatment, parasite location is strongly associated to treatment
response; in this context, while anti-helminthic drugs (ADH) are generally effective
to rapidly destroy parenchymal cysticerci, several AHD cycles are frequently
necessary to damage extra-parenchymally located parasites.

Considering these antecedents, the present study was designed to evaluate
whether certain differences in the immunological profile of the patients are involved
in the diversity of the response to AHD. To this end, global gene expression
microarray and a cytokine analysis were made. Responder patients were those
showing a radiological reduction to or greater than 50% in the parasite burden
following AHD treatment.

Microarray pre- and post-treatment comparisons showed that a total of 18
immune-related genes were up-regulated in the five responder patients with
respect the expression profile seen in the four non-responder patients. Up-
regulated genes exerted pro-inflammatory (RORyC, Sema4A, SLAMF3, SLAMF6),
anti-inflammatory (TGFB, TNFRSF25, TNFRS18, SLAMF1, ILF2), or
immunomodulatory effects (CXCL2, RUNX3, SLAMF9, TGFBR3). To further

explore the causes of the observed heterogeneity in the response to treatment, a
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wide ELISA cytokine analysis was performed in serum, PBMC supernatants, and
CSF samples from 39 responder and 26 non-responder patients. Responder
patients showed higher CSF IL-17A levels (P = 0.04) and higher supernatant IL-6
levels (P = 0.03) 60 days after treatment. Our results suggest that an increase in
pro-inflammatory cytokines may be associated with an efficient response to
treatment. These are the first evidences to point out the participation of the immune

response in cysticercus destruction mediated by cysticidal drugs.
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1. Introduccioén
1.1 Definicién
La neurocisticercosis (NC), causada por la forma larvaria (metacéstodo) de Taenia
solium, es la infeccion por helmintos mas frecuente en el SNC (Del Brutto, 2012).
La enfermedad se adquiere al ingerir los huevos de T. solium, que posteriormente
eclosionan en la mucosa intestinal y pasan al torrente sanguineo, para luego llegar
a tejidos como el musculo, el sistema nervioso central y los ojos, donde se

transforman en cisticercos (Sotelo & Del Brutto, 2000).

1.2 Biologia del parasito

La cisticercosis y la teniasis humanas se originaron hace miles de anos,
probablemente en el continente africano, como consecuencia del cambio en los
habitos alimenticios de los grupos ndmadas, quienes comian los restos de las
presas de grandes carnivoros. La parasitosis se establecié en forma definitiva con
la domesticacion del hospedero intermediario, en especial el cerdo, inicialmente en
Asia y luego en el resto del mundo (Larralde & Aluja, 2006; Hoberg et al, 2001).

Las 42 especies de tenia (con tres subespecies) han realizado diferentes
saltos interespecie para llegar a su hospedero definitivo, pasando por canidos,
felinos, mustélidos, armadillos y hienas (Hoberg, 2006).

Las primeras descripciones de la teniasis se encuentran en el papiro de
Ebers en el antiguo Egipto y en los textos de la medicina ayurveda, 5000 a 1500
afos antes de Cristo. Teofrasto, el padre de la botanica, acund en Grecia el

término ‘taenia’ para designar a estos gusanos planos intestinales. Rumler realizé
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la primera descripcién de un caso de NC en 1558 durante la autopsia de una
persona que padecia convulsiones, describiendo vesiculas llenas de liquido
adheridas a la duramadre. En 1792, Unanue report6 el primer caso en América. El
primer caso de NC en México fue descrito en 1901, y su estudio se fortalecié en
los afios cuarenta y cincuenta, con las investigaciones del Dr. Luis Mazzotti en el
Instituto de Enfermedades Tropicales, del Dr. Dionisio Nieto en el Instituto
Nacional de Neurologia y del Dr. Clemente Robles en el Hospital General de
México (Larralde & Aluja, 2006).

La tenia es un platelminto (hermafrodita) de la clase Cestoda. El cuerpo
tiene 2 a 8 metros de longitud y puede vivir de 10 a 20 anos dentro del hospedero.
Esta conformada por una cabeza, un cuello y un cuerpo. La cabeza o escolex es
la parte que se adhiere a los tejidos del hospedero (en el caso del ser humano, a
la capa mucosa y la muscular del intestino delgado) mediante un rostelo, una
doble cadena de ganchos y cuatro ventosas que permiten la succion y fijacion al
tejido. El cuerpo o estrébilo esta dividido en pequefios segmentos independientes
acoplados entre si, llamados proglétidos. Estos estan compuestos en su exterior
por ondulaciones de tejido llamadas microtricas, que permiten la absorcién de
nutrientes, y en su interior por un parénquima de fibras de musculo liso y
glucogeno, lo que indica que la glucosa es la principal fuente de energia del
parasito (Flisser et al., 2004).

El proceso de estrobilacidon implica la produccion de proglétidos; las
unidades inmaduras son proximales al escélex y las maduras o gravidas son las
mas distales, lo que permite que se desprendan y liberen sus huevecillos. La

inseminacion ocurre por autoimpregnacion dentro del mismo proglétido o por

2



Respuesta inflamatoria asociada al tratamiento en la neurocisticercosis 2014

impregnacion de otro proglétido, incluso de diferente estrébilo. Los proglétidos
gravidos contienen miles de huevecillos de 20 a 40 ym de diametro, provistos de
multiples envolturas que les permiten eclosionar y sobrevivir en situaciones
adversas (Willms et al., 2003).

El cisticerco es una vesicula semiovalada de 0.6 a 2.5 cm de diametro; esta
formado en el exterior por una pared dividida en tres capas: una externa, una
media o capa celular pseudoepitelial y una capa interna o reticular. Sobre la pared
vesicular se encuentra la superficie tegumentaria, que a través de proyecciones
digitiformes llamadas microtricas permite el intercambio de excretas y nutrientes
por medio del transportador de glucosa TGTP2 (Rodriguez-Contreras et al., 1998);
dependiendo de las condiciones externas, puede utilizar tanto el metabolismo
anaerobico como el aérobico. El interior estd formado por una capa de musculo
liso; por los citones subtegumentales, que son células especializadas en la
sintesis de proteinas para el tegumento, y por células flama, que constituyen el
sistema protonefridial. Todo esto esta distribuido en forma desorganizada vy
sincitial. Se encuentra también un escdlex invaginado con cuatro ventosas y un
rostelo con dos hileras de ganchos. Entre los antigenos producidos por el
cisticerco se han identificado diversas proteinas, incluyendo las de choque
térmico, como la HSP 80, HSP 70 y HSP 60; esta ultima se ha encontrado como
producto de secrecion-excrecion (Vargas-Parada et al., 2001).

Conforme el cisticerco permanece en los tejidos del huésped sin completar
su ciclo de vida, es posible identificar cuatro etapas de involucion en él: vesicular,
coloidal, nodular-granular y nodular-calcificada. En la etapa vesicular, la larva o

embrion hexacanto esta rodeada por un quiste de aproximadamente 1 cm de

3
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diametro que contiene liquido transparente y un escélex invaginado de 4 a 5 mm,
envueltos por una membrana delgada y translucida. Después de un tiempo que es
muy variado entre hospederos (de dias hasta afios) empieza la etapa de
involucion del parasito. El quiste se vuelve coloidal, la pared se hialiniza y el
liquido se torna blanquecino, turbio y gelatinoso por el abundante contenido en
proteinas y la infiltracién de leucocitos polimorfonucleares. En la etapa nodular-
granular ya no es posible identificar el escélex por el depédsito de colagena
alrededor de la pared, producto de la reacciéon inflamatoria; en el microscopio
optico con la técnica tricromica de Masson, los remanentes de membrana y el
escolex se visualizan en rojo brillante y azul, respectivamente. La etapa final,
llamada nodular-calcificada, consiste en la total involucion y calcificacion del
quiste, reduciéndose su tamano a la mitad, con minima reaccion inflamatoria y

gliosis reactiva residual (Larralde & Aluja, 2006).

1.3 Ciclo de vida

En el ciclo biolégico del binomio teniasis-cisticercosis, el ser humano funge como
hospedero definitivo, ya que aloja al céstodo en su forma adulta. El cerdo es el
principal hospedero intermediario, aunque se han reportado otras especies de
mamiferos (el hombre puede serlo de forma accidental) capaces de hospedar a la
forma larvaria. Dos a tres meses después de iniciada la infeccion, la tenia adulta,
que se encuentra fuertemente adherida al intestino delgado del ser humano por
medio del escolex, desprende espontaneamente progloétidos gravidos, de 4 a 5 por
dia, que son evacuados hacia el exterior junto con las heces; los proglétidos mas

distales estan totalmente diferenciados y contienen un gran numero de
4
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huevecillos, alrededor de 50,000 cada uno. Los proglétidos liberan sus huevecillos,
los cuales pueden resistir multiples condiciones adversas. La cisticercosis se
adquiere por la ingestion de huevecillos de T. solium. En los lugares con deficiente
manejo del depdsito de excretas, los cerdos pueden ingerir heces contaminadas
con huevecillos de tenia. Bajo estas circunstancias, los cerdos desarrollan
cisticercosis y se convierten en los hospederos intermediarios; por otro lado, si
quienes alojan el parasito adulto tienen malos habitos de higiene, pueden
autoinocularse o contaminar alimentos, lo que propicia la diseminacion de la
enfermedad al infectar directamente a otros humanos. En el tracto digestivo del
hospedero, las oncosferas contenidas en los huevecillos son liberadas por accién
de las enzimas proteoliticas y las sales biliares; una vez libres, atraviesan la pared
intestinal y por via hematdgena o linfatica se diseminan practicamente a todo el
organismo.

Los tejidos que invade con mas frecuencia son el musculo estriado,
particularmente los maseteros, lumbares, el corazdn, la lengua, el diafragma y los
intercostales, ademas del SNC, incluyendo el ojo. En menor grado se disemina al
esoéfago, la grasa perihepatica, los pulmones y el tejido celular subcutaneo. El ciclo
se completa cuando el ser humano ingiere cisticercos viables con la carne u otros
tejidos crudos o mal cocidos; las enzimas gastricas e intestinales, asi como las
sales biliares, inducen que el protoescolex salga de su envoltura y se fije a la
pared intestinal, dando origen al parasito adulto, que después de tres meses de
maduracién se reproducira de forma sexual, excretando huevecillos en las heces

(Figura 1) (Larralde & Aluja, 2006).
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Figura 1. Ciclo de vida de Taenia solium e infeccion.

T. solium habita unicamente en el intestino delgado del ser humano (hospedero definitivo). A partir de los
proglétidos gravidos produce una gran cantidad de huevecillos, que son expulsados al ambiente a través de la
materia fecal. El cerdo es el principal hospedero intermediario: se infecta al ingerir las heces humanas que
contienen proglotidos o huevecillos de T. solium. Los huevecillos tienen el potencial de convertirse en
cisticercos, condicionando la cisticercosis porcina. El ciclo de vida se completa cuando el ser humano
consume carne infectada con cisticercos. Por otra parte, si un humano ingiere alimentos o agua contaminada
con huevecillos del parasito, entonces se convierte en hospedero intermediario accidental, condicionando

cisticercosis muscular, ocular o NC.
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1.4 Epidemiologia

En México, la NC es la causa de 2.4 a 4.3% de las consultas neurolégicas en
instituciones especializadas (Fleury et al., 2010; Jiménez-Marcial & Velasquez-
Pérez, 2004) y representa la primera causa de epilepsia de inicio tardio
(Suastegui-Roman et al., 1996; Medina et al., 1990). En la poblacion abierta se
han realizado estudios epidemioldgicos en el medio rural (en los estados de
Morelos y Puebla), en los cuales se encontraron prevalencias entre 9 y 9.5% de
NC, utilizando como criterio diagndstico los resultados de tomografia
computarizada (TC) (Fleury et al., 2003; Fleury et al., 2006).

Los estudios de prevalencia hospitalaria demostraron que entre 1995 y
2001 la NC fue la novena causa de mortalidad y la quinta de morbilidad en el
Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia, México (Jiménez-Marcial &
Velasquez-Pérez, 2004), observandose la mayor prevalencia en la poblacion de
adultos jévenes en edad productiva (Saenz et al., 2006). Ademas, en este mismo
centro hospitalario la prevalencia global de la infeccion no se ha modificado
estadisticamente desde 1994, aunque disminuyd la prevalencia de los casos
graves (con hipertensién intracraneal), probablemente debido a la asistencia
médica mas temprana (Fleury et al., 2010).

Debido a las caracteristicas del ciclo de vida, en el que el acceso a heces
humanas infectadas por parte del hospedero intermediario es imprescindible, las
condiciones de extrema pobreza y bajo control sanitario favorecen que la NC sea
endémica en la mayoria de los paises de América Latina, Africa subsahariana y
Asia. La NC se ha reportado también en paises desarrollados (Stamos et al.,

1996) como consecuencia del flujo de inmigrantes de paises en donde la
7
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cisticercosis es endémica (Sciutto et al., 2000).

1.5 Presentacion clinica

El cuadro clinico de la NC se relaciona estrechamente con la inflamacién
producida por la respuesta inmunitaria del hospedero, dependiente principalmente
del estadio, el tamano, la cantidad y la localizacion de los parasitos en el SNC
(Fleury et al., 2004; Fleury et al., 2011). De la combinacion de estos eventos
resulta un cuadro polimorfo de manifestaciones neurolégicas, siendo mas
frecuentes las crisis convulsivas (hasta en 80% de los pacientes sintomaticos), las
alteraciones motoras y sensitivas (16%), la hipertension intracraneal (12%) y el
deterioro cognitivo (5%), ademas de las formas meningiticas o encefaliticas, las
cuales son muy raras (Del Brutto, 2012). El curso y la evolucién de la enfermedad
pueden verse influidos por diversos factores, tanto del hospedero como del

parasito y del ambiente (Fleury et al., 2011).

1.6 Clasificacion

Neurocisticercosis parenquimatosa

En la forma parenquimatosa, las vesiculas se localizan en las zonas mas
vascularizadas, la sustancia gris cortical y los nucleos subcorticales, aunque en
ocasiones también hay vesiculas en la sustancia blanca subcortical. Los
hemisferios cerebrales son los mas frecuentemente afectados; menos
ordinariamente los cisticercos alcanzan el cerebelo, el tallo cerebral y la médula

espinal (Larralde & Aluja, 2006).
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Neurocisticercosis extraparenquimatosa: subaracnoidea-cisternal y
ventricular

Constituyen las formas mas graves de la enfermedad, dada su frecuente
asociacion con el desarrollo de hidrocefalia e hipertensién intracraneal. En esta
forma, los parasitos se localizan al nivel de las cisternas subaracnoideas de la
base (la suprasillar, prepontina y ambiens son las mas frecuentemente afectadas)
o al nivel de los ventriculos cerebrales. Cuando los parasitos se encuentran en
fase vesicular puede llegar a ser dificil identificarlos mediante TC o incluso por
secuencias convencionales de resonancia magnética (T1 o T2). En estos casos,
secuencias especiales como FIESTA (Fast imaging employing steady-state

acquisition) pueden ser de utilidad (Mont’Alverne Filho et al., 2011).

1.7 Tratamiento

Farmacos cestocidas (albendazol y praziquantel)

En el aspecto clinico, actualmente se utilizan dos farmacos cestocidas. El
albendazol (benzimidazol) al parecer actua uniéndose a la B-tubulina del parasito,
inhibiendo su polimerizacién y alterando la captacién de glucosa por la membrana
del cisticerco, provocando deplecion energética (Venkatesan, 1998). La dosis
recomendada es 15 mg/kg/d durante una semana (Singhi et al., 2003) o 30
mg/kg/d cuando la localizacion es subaracnoidea o ventricular (Marquez-Caraveo
et al., 2004).

El albendazol (ABZ) se utiliz6 como farmaco antihelmintico a partir de 1979,
y desde 1987 se demostro su utilidad en el tratamiento de la NC (Del Brutto et al.,

1988 (a); Escobedo et al., 1987). Pronto se convirtié en el tratamiento de primera
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eleccion por su eficacia, seguridad y bajo costo, superando a otros medicamentos
como el praziquantel (PZQ) (Cruz et al., 1991; Jung et al., 1992; Sanchez et al.,
1993). El ABZ tiene un extenso efecto de primer paso por el higado y es
metabolizado rapidamente a sus derivados sulfoxido y sulfona (compuestos de la
S-oxidacion) (Sotelo et al., 1998). El metabolismo del ABZ es mediado por dos
vias enzimaticas microsomales: el sistema de monoxigenacién con flavina, que
incluye el primer paso de la bioconversion al sulféxido de ABZ, su metabolito
activo; el segundo paso es por el sistema citocromo p450, que lleva a su
bioconversion a la albendazol sulfona, su metabolito inactivo (Sotelo et al., 1998;
Del Brutto et al., 2006). El sulféxido de ABZ tiene una concentracion sérica muy
variable, con una vida media entre 6 a 15 horas y una buena penetracién al
espacio subaracnoideo. La administracion concomitante de esteroides contribuye
a reducir la respuesta inflamatoria meningea e incrementa la concentracion
plasmatica de ABZ hasta en 50% (Sanchez et al., 1993; Sotelo et al., 1998).

El praziquantel (PZQ) es una isoquinolina que actua dafando los
tegumentos del parasito, produciendo paralisis espastica del escolex. La dosis
recomendada es 50 mg/kg/d durante 2 semanas, o un esquema acortado en los
casos de localizacion parenquimatosa (Lopez-Gomez et al., 2001). Durante el
inicio del tratamiento puede observarse un empeoramiento de la sintomatologia
neurologica debido a la reaccion inflamatoria que acompafa y conduce a la
destruccion del parasito.

Tanto el PZQ como el ABZ penetran con poca eficacia en el espacio
subaracnoideo; ademas, el PZQ disminuye su absorcién al ser administrado

conjuntamente con esteroides (Jung et al., 1990; Juobert et al., 1990), lo que
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podria apoyar los resultados poco favorables en el tratamiento de las formas
extraparenquimatosas (Fleury et al., 2011; Cohen et al., 1992). Los efectos
colaterales del PZQ son poco frecuentes, e incluyen malestar abdominal, nauseas,
vomito, mareo y cefalea; en muy raras ocasiones alopecia, rash, leucopenia y
alteracion de las funciones hepaticas, situaciones que no dependen de la dosis, a
tal grado que en trabajos sobre farmacocinética, en donde se analizan
interacciones con otros medicamentos, se ha logrado elevar de 50% hasta 4.5
veces la concentracion sérica del ABZ sin influir en el reporte de efectos
colaterales (Jung et al.,1990).

A pesar del extenso uso de ABZ y PZQ para el tratamiento de la NC, aun no
hay consenso sobre su utilidad y eficacia en todas las formas de la enfermedad,
debido a la falta de evidencia cientifica sélida (Roman et al., 2000; Del Brutto et
al., 2001). En un estudio reciente de meta-analisis se incluyeron ensayos
aleatorios que evaluaron los resultados clinicos y el efecto del tratamiento
cestocida (ABZ vs. PZQ) en neuroimagen. Se incluyeron once estudios en total; en
seis ensayos se asignaron aleatoriamente 464 pacientes con parasitos quisticos
(cisticercos vesiculares), y en los cinco restantes se asignaron aleatoriamente 478
pacientes con parasitos coloidales, de localizacion tanto parenquimatosa como
extraparenquimatosa. El tratamiento cestocida (ABZ 15 mg/kg/d o PZQ 50
mg/kg/d) se asocidé con resolucion completa de las formas vesiculares (44%
tratados vs. 19% no tratados, P = 0.025) y a un mejor desenlace o resolucién de
las formas vesiculares y coloidales, y con bajo riesgo de recurrencia de

convulsiones (Del Brutto et al., 2006).
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Con respecto a la duracién del tratamiento, un estudio doble ciego
controlado sobre la eficacia del ABZ en el tratamiento de la NC revel6 que no hay
diferencia entre la administracion por 7 o 14 dias (Sanchez et al., 1993).

Por otro lado, los esteroides pueden representar la clave para el control de
la respuesta inflamatoria durante el tratamiento cestocida.

Existe heterogeneidad en la eficiencia de los farmacos cestocidas (ABZ y
PZQ), aun cuando se administren dosis mas elevadas de los farmacos (ABZ, 30
mg en lugar de 15 mg/kg/dia), reportandose incluso casos de relativa resistencia a
tales medicamentos (Cardenas et al., 2011; Cohen et al., 1992).

En 2002, Mirfazaelian y cols. encontraron un dimorfismo de género en la
farmacocinética de ABZ vs. controles; en este estudio se reporté que los pacientes
femeninos alcanzaban una concentracion sérica menor y presentaban una
distribucion por volumen sérico disminuida, lo que plantea una disyuntiva en el

tratamiento de pacientes con NC.

Corticosteroides y otros inmunomoduladores

Una de las complicaciones mas graves en la neurocisticercosis es la intensa
respuesta inflamatoria que induce el parasito alrededor de los nervios craneales y
los vasos sanguineos del poligono de Willis, por el efecto de masa que ejercen los
quistes gigantes y por la ependimitis y aracnoiditis, que llegan a comprometer la
vida; por esta razon, los corticosteroides son farmacos adyuvantes frecuentemente
usados para reducir la inflamacién y el edema perilesional.

En un estudio de meta-andlisis se evalu6 recientemente la eficacia de los

corticosteroides en la reduccion de crisis epilépticas y la persistencia de parasitos
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segun estudios de neuroimagen. Se incluyeron 13 articulos con 1373 pacientes, y
se demostro que el efecto benéfico de los corticoides es cuestionable. Los
corticoides solos vs. placebo o ningun farmaco mostraron una reduccion de la tasa
de recurrencia de crisis a los 6-12 meses (RR 0.46, IC 95%) y la persistencia de
parasitos. No hubo diferencias en otras comparaciones, incluyendo la combinacién
de corticosteroides/ABZ. Todos los ensayos incluidos tuvieron un alto riesgo de
sesgo, por lo cual el cuerpo general de pruebas se ponderd de “muy baja” calidad
segun la evaluacion GRADE (Working Group Grades of Evidence) (Cuello-Garcia
et al., 2013). Por lo anterior, se requieren ensayos clinicos aleatorizados para
evaluar con certeza la utilidad de los esteroides en la disminucion de crisis
epilépticas.

Por otro lado, la administracion prolongada de corticosteroides resulta en
efectos secundarios muy conocidos, como diabetes, hipertension, osteopenia,
miopatia, sindrome de Cushing iatrégeno y mayor susceptibilidad a las
enfermedades infecciosas (Stanbury et al., 1998). Debemos también considerar la
posibilidad de que mediante su efecto inmunosupresor se inhiba o disminuya la
respuesta inmune especifica contra el parasito, lo que contribuiria a la ausencia de
respuesta al tratamiento que presentan mas de la mitad de los pacientes con
formas SAB (Cruz et al.,, 1995; Nash et al., 2006). Si bien la utilizacion de
esteroides ha mejorado el prondstico clinico de los pacientes graves (Suastegui-
Roman et al., 1996), en ciertos casos la efectividad es parcial y la inflamacién en
el LCR persiste a pesar de la administracién de esteroides. La gravedad de estos
pacientes ha llevado a evaluar la utilizacion de otros inmunosupresores tales como

el metotrexato para tratar de controlar el fendbmeno neuroinflamatorio, a pesar de

13



Respuesta inflamatoria asociada al tratamiento en la neurocisticercosis 2014

los riesgos que conlleva esta utilizacién (Mitre et al., 2007; Keiser & Nash, 2003).
Aun cuando hubo control de las complicaciones inflamatorias propias de estas
formas graves de NC y también disminuyeron los efectos adversos relacionados
con el uso cronico de corticosteroides, no se recomienda la administracién
rutinaria de metotrexato debido a los efectos adversos (toxicidad pulmonar,
hepatica y hematoldgica) que obligan a la monitorizacion frecuente, y ésta no es

siempre accesible para pacientes ambulatorios.
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2. Antecedentes
2.1 Heterogeneidad en la cisticercosis humana

Una de las caracteristicas fundamentales de la neurocisticercosis es la gran
heterogeneidad a nivel clinico, radiolégico e inflamatorio del LCR (Fleury et al.,

2004) (Figura 2).

Heterogeneidad-de-la-neurocisticercosis

| +— Asintomatico

Manifestaciones- *—+ Sintomatico

Localizacion- clinicas{White-2000]
(S4enz-2008)

Numero-
(Saenz-2006)

Inflamacioén-
(Del-Brutto-
1988)

1988)

Respuesta-o-no-
a-tratamiento-
cestocida
(Goéngora-2006,-
Cardenas-2010)

Figura 2. Heterogeneidad en la neurocisticercosis.

Caracteristicas de la enfermedad que participan en la heterogeneidad:

e Manifestaciones clinicas: sintomaticas o graves, cuando los enfermos desarrollan hipertensién
arterial, vasculitis o hidrocefalia, mientras que los asintomaticos o leves pueden presentar cefalea o
sintomas inespecificos.

e Localizacion de los parasitos: la enfermedad puede afectar el sistema nervioso central (parénquima,
espacio intraventricular, subaracnoideo de la base, 0jo) o al nivel periférico (sistema
musculoesquelético).
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e Numero de parasitos: pueden observarse parasitos Unicos o lesiones multiples. En esta ultima
condicién pueden asociarse con encefalitis cisticercosa.

e Estadio de involucion de los parasitos: generalmente, los parasitos vesiculares y calcificados son
poco sintomaticos, excepto que los vesiculares produzcan efecto de masa o las formas calcificadas
muestren “reactivacion” por liberacion antigénica, condicionando convulsiones o alteraciones
cognoscitivas.

e Intensidad de la inflamacion: aunque el proceso de inflamacion (demostrada radiolégicamente como
captaciéon del medio de contraste) se asocia con la involucidon del parasito, puede ser
contraproducente, condicionando hipertension intracraneal, crisis convulsivas o alteraciones

cognoscitivas.

La heterogeneidad radiolégica se refiere a los parametros que se observan
a través de los estudios de neuroimagen que involucran tanto a la localizacion de
los parasitos (parénquima o subaracnoideo de la base (cisternal o intraventricular),
los estadios de evolucién del parasito (vesicular, coloidal, calcificado) y el nimero
de cisticercos (unicos o multiples) (Lerner et al., 2012; Fleury et al., 2011).

Dependiendo de los estadios de involucién de los cisticercos, tenemos
formas vesiculares, coloidales y calcificadas. Los cisticercos vesiculares son
formas viables, activas. En imagenes de TC se observan hipodensos o isodensos
en relaciéon con el LCR. A nivel histolégico, la pared vesicular se observa
traslucida, muestra contenido liquido o fluido vesicular y el escélex se encuentra
invaginado. Habitualmente existe poca o ninguna reaccion inflamatoria alrededor
del parasito. En las formas coloidales o degenerativas existe destruccion del
escolex, acumulacion de material proteinaceo y respuesta inflamatoria perilesional.
Estas formas se hacen evidentes en neuroimagen mediante la administracion de
medio de contraste (Lerner et al., 2012). Histopatolégicamente, existe una intensa

reaccion inflamatoria alrededor del parasito, asi como engrosamiento de la pared
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vesicular, constituyéndose una capsula de colageno. Finalmente, las formas
calcificadas representan la forma secuelar del cisticerco. Estas formas pueden
observarse facilmente en estudios de tomografia cerebral sin necesidad de
administrar medio de contraste. Histopatolégicamente se observa una intensa
gliosis y el acumulo de células gigantes multinucleadas.

La intensidad de la respuesta inflamatoria en el LCR es también muy
variable y se evidencia por el incremento de células en el LCR (pleocitosis). Se ha
observado que esta respuesta aumenta directamente conforme la cronicidad de la
enfermedad. De esta forma, se ha reportado que la meningitis cisticercosa es mas
frecuente en pacientes con mayor cronicidad de la enfermedad (Cardenas et al.,
2010).

Por otro lado, es sabido que factores propios del parasito podrian también
participar en esta heterogeneidad. En diferentes estudios se ha demostrado la
existencia de diferencias genéticas y antigénicas entre parasitos de origenes
diferentes (México, Honduras, Tanzania) (Vega et al., 2003; Maravilla et al., 2003;
Garcia et al., 2003; Yakoleff et al., 1982).

La existencia de tales diferencias sugiere que esta variabilidad podria
relacionarse con diferencias en la patogenicidad del parasito. En un estudio
realizado recientemente, se encontré que parasitos recuperados de pacientes con
distintas presentaciones radioldgicas de NC; es decir, diferentes localizaciones
(parénquima vs extraparenquimatoso) y con diferentes estadios de involucién
(vesicular vs coloidal), presentan variabilidad genética en el gen del citocromo b

(Cytb) (Palafox-Fonseca et al., 2013).

17



Respuesta inflamatoria asociada al tratamiento en la neurocisticercosis 2014

Cabe sefialar que el gen que codifica para el Cytb se ha utilizado
ampliamente para andlisis filogenéticos porque la variabilidad de su secuencia
resulta apropiada para la comparacion de subespecies, especies y géneros
(Romaino et al., 2014).

La intensidad de la exposicion al parasito podria también tener un papel
determinante. En este contexto, se considera que la poblacion rural esta mucho
mas expuesta que la poblacion de zonas urbanas, sobre todo por la falta de agua
potable y por el fecalismo a ras de suelo (Fleury et al., 2011).

Evidencias epidemioldgicas permiten sostener la posible participacion de la
exposicién durante la infancia (temprana) y frecuente al parasito en la proteccion
del hospedero (Raghava et al., 2010). En este contexto, se ha observado que las
manifestaciones clinicas, radiologicas e inflamatorias de la NC se distinguen
significativamente entre nifios y adultos (Saenz et al., 2006). En los primeros, la
forma mas frecuente es un parasito unico en estado de degeneracion (coloidal),
localizado en el parénquima o en el espacio subaracnoideo de los surcos
corticales. En los adultos, generalmente sintomaticos, la localizacion en el espacio
SAB o V es la mas frecuente, mientras que en los nifios esta forma es casi
inexistente. Resulta también notable que los nifios presenten una prevalencia de
NC sintomatica significativamente mas baja que los adultos, a pesar de tener una
mayor exposicion al parasito, como indican los datos de seroprevalencia
(Chavarria et al., 2003). Esta diferencia en la prevalencia podria ser resultado del
lapso existente entre la infeccion y el principio de la sintomatologia.

En relacién con los factores genéticos del hospedero, en un estudio de

casos y controles realizado en México se reportaron diferencias en haplotipos de
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HLA; los pacientes con NC presentaban el antigeno HLA A28 mas frecuentemente
que los controles, mientras que en los controles el antigeno HLA DQw2 predomind
(Del Brutto et al., 1991). Se han reportado también familias con mayor frecuencia
de casos de NC que el promedio esperado en la poblacién (Fleury et al., 2006) en
condiciones homogéneas de exposicidon. Estos estudios constituyen una evidencia
epidemioldgica de la mayor participacion de los componentes genéticos en la
susceptibilidad a la infeccion. En la India se realizd6 un estudio clinico con
resonancia magnética contrastada dinamica y se determinaron los niveles de la
metaloproteinasa 9, asi como el polimorfismo en dicho gen en una comunidad
agricola en 30 personas, 15 de las cuales presentaban NC calcificada con o sin
convulsiones. Los hallazgos mostraron que las formas calcificadas presentan
edema perilesonal que varia entre los pacientes sintomaticos y los asintomaticos,
asi como una asociacion entre polimorfismos del gen de la metaloproteina 9 y
presencia de sintomatologia (Gupta et al., 2012). Otros polimorfismos reportados
son el del gen de TLR4 (Toll-like receptor-4), donde los haplotipos TLR4
Asp299Gly y Thr399lle se asociaron significativamente con NC y progresion
sintomatica (Verma et al., 2010), y el del gen de ICAM-1, (polimorfismo K469E),
donde los individuos homocigotos EE mostraron un incremento de 5.47 veces en
la susceptibilidad para NC (Singh et al., 2014).

Existen diferencias en la forma de presentacion de la enfermedad en
distintos continentes, que podrian resultar de variaciones genéticas en las
poblaciones humanas que prevalecen en los mismos. En América Latina, la
localizacion subcutanea o muscular parece ser poco usual, mientras que la

localizaciéon en el sistema nervioso central continla siendo la mas comun. En
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estos casos el parasito se aloja frecuentemente en el espacio SAB y V (Fleury et
al., 2011). En Asia y Africa se reportan con frecuencia casos de cisticercosis
subcutanea, y solo excepcionalmente casos de NC en el espacio SAB o V (Kumar
& Mohan, 2012). Sin embargo, en esta diversidad podrian también participar
diferencias genéticas entre los parasitos prevalentes, especialmente considerando
que en un estudio de variacion genética comparativo realizado entre cisticercos
procedentes de cerdos infectados de México central y de Madagascar se
encontraron polimorfismos a través de RAPDS (Vega et al., 2003).

Con respecto al género, si bien no se han reportado diferencias en la
prevalencia de NC entre los sexos (Sotelo et al., 1985), se han documentado
diferencias entre las formas clinicas asociadas al sexo. Las mujeres desarrollan en
general una inflamacién mas grave, y la forma encefélica (multiples parasitos
coloidales localizados en el parénquima) es una presentacion casi exclusiva de las
mujeres jovenes y de los nifios (Rangel et al.,, 1987; Del Brutto et al., 1988(b);
Fleury et al., 2004). Se ha reportado también que, independientemente de la
localizacion del parasito, la reaccion inflamatoria es mas frecuente e intensa en
mujeres (Fleury et al., 2004). En este sentido, también en otras patologias como
las respiratorias se ha reportado mayor capacidad inflamatoria y de reclutamiento

celular en mujeres que en hombres (Casimir et al., 2013).

2.2 Heterogeneidad en la cisticercosis experimental

Es sabido que el fondo genético del hospedero es relevante para la susceptibilidad

tanto a enfermedades infecciosas como no-infecciosas; este hecho se ha
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demostrado también en ratones, donde la susceptibilidad y la resistencia se
relacionan con el fondo genético.

En relacion con la cisticercosis experimental causada por Taenia
crassiceps, el modelo murino es uno de los mas utilizados para estudios
inmunoldgicos y endocrinolégicos de esta parasitosis. En la Tabla 1 se indican de
forma sucinta las caracteristicas de las cepas mas frecuentemente utilizadas.
Tabla 1. Caracteristicas de las cepas murinas utilizadas en la cisticercosis

experimental.

Referencias Cepa Caracteristicas

Fux et al., 2003 BALB/c Resistencia a la infeccion por Toxoplasma

Roggero et al., 2002 BALB/c Resistencia a la infeccién por Tripanosoma
cruzi

Ciaranello et al., 1974 BALB/cJ Cambios en los niveles de enzimas para la
sintesis de catecolaminas

Pollarf et al., 1982 BALB/cJ Incremento en los niveles de a-fetoproteina

Shi et al., 1989 BALB/cJ Reduccion en el numero de copias del gen
Mup-1.5

Fragoso et al., 1998 BALB/cJ Restrictiva a la infeccion por Taenia
crassiceps

Potter & Wax, 1981 BALB/cAnN Alta susceptibilidad al desarrollo de
plasmocitomas

Mellor et al., 1985 BALB/cAnNN Pérdida de expresion de la proteina Qa-2

Larralde et al., 1995 BALB/cAnN Feminizacion en machos inducida por la

Aldridge et al., 2007 infeccion de Taenia crassiceps

Sacks & Noben-Trauth, C57BL/6J Resistente a infeccidon por Leishmania major

2002

Le Goff et al., 2002 C57BL/6J Resistente a la infeccion por Litomosoides
sigmodantis

Estudios experimentales realizados en condiciones controladas con el
helminto Taenia crassiceps en ratones (cisticercosis intraperitoneal) han revelado
la complejidad de la interaccion entre los sistemas inmunoldgico y endocrinolégico
del hospedero y del parasito en la regulacion de la infeccion (Morales-Montor et
al., 2001; Morales-Montor et al., 2002). Se demostraron diferencias en la

susceptibilidad asociadas con el sexo en este modelo murino, presentando las
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hembras mayor cantidad de parasitos que los machos durante las etapas
tempranas de la infeccion (Sciutto et al., 1991). La diferencia se ha explicado por
los niveles de estrégeno, que normalmente son mas altos en hembras que en
machos y que favorecen el crecimiento del parasito (Morales-Montor et al., 2002).
Los estrégenos parecen tener accion directa sobre el parasito, favoreciendo su
reproduccion, ademas de promover una respuesta Th2 mas permisiva para el
establecimiento de la parasitosis (Terrazas et al., 1994; Morales-Montor et al.,
2004; Morales-Montor et al., 2005; Vargas-Villavicencio et al., 2005). Se reportd en
ratones de la cepa BALB/c de ambos sexos e infectados con T. crassiceps que la
reproduccién parasitaria se favorece por timectomia y orquiectomia, mientras que
se restringe por ovariectomia. Ademas, con experimentos de reconstitucion
hormonal se observd que el 17-f estradiol incrementa la carga parasitaria. Lo
anterior indica un posible efecto depresor de la inmunidad asociado con los
estrogenos (Terrazas et al., 1994).

Ademas, es importante enfatizar que existen diferencias en la permisividad
al crecimiento de T. crassiceps en distintas cepas de ratones; en este caso, los
ratones BALB/cAnN y A/J son mas permisivos, mientras que los C57BL/6J son
relativamente mas restrictivos, pudiendo presentarse una diferencia de hasta 10
veces en el numero de parasitos recuperados del peritoneo después de 30 dias de
infeccion (Ramirez-Aquino et al., 2011).

En otras cisticercosis, como la causada por Taenia taeniaformis, se han
reportado también alteraciones en la reproduccion de las ratas como
consecuencia de alteraciones en los niveles de los esteroides sexuales (Lin et al.,

1990).
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En relacién con la progesterona, evidencias recabadas en este mismo

modelo sugieren que esta involucrada en la neuroproteccion (Vargas-Villavicencio

et al., 2005; Vargas-Villavicencio et al., 2006). La interaccién inmuno-enddcrina

parece presentar caracteristicas particulares segun el binomio hospedero-parasito.

Asi, en otras parasitosis como en la infeccion por Chlamydia trachomatis los

estrégenos parecen ser protectores, mientras que la progesterona aumenta la

susceptibilidad a la infeccién (Kaushic et al., 2000).

A continuacion se resumen las publicaciones previas sobre cisticercosis

experimental (Tabla 2).

Tabla 2. Estudios de la respuesta inmunolégica y susceptibilidad en

cisticercosis experimental.

Referencia

Respuesta inmunoloégica

Sciutto et al., 1991

En cepas consanguineas de ratones BALB infectados con Taenia
crassiceps se encontré diferente susceptibilidad a la infeccion
dependiendo de la cepa. Asi, los ratones congénicos BALB/c (H-
2% fueron los mas susceptibles, mientras que los BALB/k (H-2%) y
BALB/b (H-2°) fueron comparativamente resistentes. Los genes no-
H-2 causan una pequefa pero significativa diferencia en la carga
parasitaria. Las cepas con alelos recombinantes (KK, Ik, Sd, Dd)
también fueron mas susceptibles; esto indica que las regiones S y
D del complejo H-2° probablemente estan involucrados en el
control de la resistencia en la cisticercosis murina. Globalmente,
las hembras de todas las cepas fueron mas susceptibles que los

machos.
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Terrazas et al., 1994

Morales-Montor et al.,

2001

Morales-Montor et al.,

2002

Morales-Montor et al.,

2002

En ratones de la cepa BALB/c de ambos sexos infectados con T.
crassiceps se observé que la reproduccion parasitaria se favorece
por timectomia u orquiectomia y se restringe por ovariectomia. Los
experimentos de reconstitucion hormonal demostraron que el 17-3
estradiol incrementa el numero de parasitos, mientras que la 5-a
dehidrotestosterona es inefectiva. Se observé un posible efecto
depresor de la inmunidad asociada a los estrégenos.

La infeccion por T. crassiceps resulta en feminizacion (aumento de
niveles séricos de estradiol y disminucion de testosterona y
dehidrotestosterona) de ratones machos durante la infeccion
crénica. Al mismo tiempo, se incrementan los niveles de hormona
foliculoestimulante y de IL-6. En ratones machos BALB/cANN,
hibridos C57BL/6 x SV129 F, e IL-6 " (C57BL/6 x SV129) se
realizaron dos modalidades de deplecién de la respuesta inmune:
radiacidon a cuerpo entero y timectomia neonatal, y en ningun caso
hubo  “feminizacion”, pero los niveles de hormona
foliculoestimulante e IL-6 estaban inhibidos.

Cuando se restituyo la IL-6 en las tres cepas de ratones utilizadas,
se restauro el proceso de feminizacion.

En ratones BALB/c la administracién de fradrozol (un inhibidor de
aromatasa) suprime la produccion de 17- estradiol en machos y
hembras y se acompana de un reducciéon de 70% en la carga
parasitaria y normalizé los niveles de IL-6.

En ratones BALB/cAnN de ambos sexos, se demostrdé que tanto la

castracion como el tratamiento con testosterona o)
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Vargas-Villavicencio

et al., 2005

Ramirez-Aquino

al., 2011

et

dehidrotestosterona antes de la infeccidbn con T. crassiceps
disminuye la carga parasitaria en 50 y 70%, respectivamente,
mientras que el tratamiento con 17-B estradiol la incrementa hasta
3 veces en ambos sexos comparados con controles. Ademas, la
proliferacion especifica de esplenocitos y la produccion de IL-2 e
IFN-y estuvieron disminuidas en ambos grupos. Lo anterior sugiere
un papel protector de los andrdégenos, probablemente a través de
la estimulacion de la inmunidad celular.

En ratones BALB/cANN se demostré que el tratamiento con
progesterona incrementa la carga parasitaria (T. crassiceps) 2
veces en hembras y 3 veces en machos, comparados con
controles. La expresion de citocinas Th2 (IL-4, IL-6 e IL-10) se
incrementoé en ratones infectados de ambos sexos, y el tratamiento
con progesterona los redujo a niveles basales. Las citocinas Th1
no se afectaron por la infeccién pero si por el tratamiento con
progesterona, que incrementd 2 veces la expresion de citocinas
Th1 comparada con ratones no infectados, infectados y con
ratones tratados con placebo. La infeccién indujo la expresiéon de
las isoformas A y B del receptor de progesterona en esplenocitos
de ratones infectados de ambos sexos. El metabolismo de
progesterona a estradiol se demostré por el uso de tamoxifeno,
que redujo la carga parasitaria en el 100% de los ratones
infectados y tratados con progesterona.

Se realizé un estudio para abordaje genético utilizando el modelo

de cisticercosis intraperitoneal murina. Los ratones A/J fueron
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permisivos, mientras que los C57BL/6J fueron restrictivos con una
diferencia de 10 veces en el numero de cisticercos peritoneales
recuperados después de 30 dias de infeccion. Los hallazgos de
este estudio identificaron al gene C5 del complemento como un
posible candidato asociado a la permisividad a la instalacién vy |

crecimiento del cisticerco.
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3. Respuesta inflamatoria en NC inducida por la inmunidad

3.1 Respuesta inmune Th1/Th2

El fenotipo de una célula T polarizada diferenciada a partir de precursores
indiferenciados (naive) se determina por una compleja interaccion entre células
presentadoras de antigeno y las células T naive e involucra multiples factores,
incluyendo el microambiente de citocinas dominante, la presencia de moléculas
coestimuladoras y una plétora de cascadas de sefalizacion (Figura 4) (Golsby et
al., 2006).

Una vez activadas, las células Th comienzan a dividirse y dan lugar a una
clona de células efectoras, cada una especifica para antigenos de clase MHC |
durante la activacion de la célula original. Los linfocitos T CD4+ pueden
polarizarse a distintos grupos de células Th efectoras. De acuerdo con el fenotipo
de citocinas secretadas, entre los grupos mas estudiados se encuentran las Th1,
Th2 y Th17. Las células Th1 secretan citocinas tales como IFN y TNF, lo que las
hace particularmente efectivas en la proteccion contra infecciones intracelulares
por virus, bacterias y otros microorganismos capaces de crecer dentro de los
macrofagos; también es determinante en la eliminacién de células cancerosas
(Kaiko et al., 2008).

Las células Th2 secretan citocinas tales como IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13, que
participan en la diferenciacion de células B a células plasmaticas para la
produccion de anticuerpos neutralizantes, asi como anticuerpos de clase IgE,
relevantes en infecciones por parasitos extracelulares (Golsby et al., 2006; Kaiko
et al., 2008). Por otro lado, se ha observado que la IL-4 en conjunto con la IL-13 es

capaz de llevar a los macrofagos hacia un estado de activacion alternativa.
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Las células Th17 se describieron recientemente como una tercera
subpoblacién de células T cooperadoras, lo cual ha proporcionado nuevos
conocimientos sobre los mecanismos relacionados con el desarrollo de
enfermedades autoinmunes, asi como con la respuesta inmune del hospedero
contra la flora microbiana. En este contexto se han descrito efectos tanto
protectores como perjudiciales de dicha respuesta durante procesos infecciosos
(bacterias de crecimiento extracelular, hongos), particularmente durante las
infecciones de la mucosa intestinal en ratones deficientes de IL-17 (Freitas et al.,
2009; Miyamoto et al., 2003; Ye et al., 2001).

Asimismo ha cobrado relevancia otro grupo de células T, que pueden actuar
directamente sobre la células presentadoras de antigeno (por ejemplo, inhibiendo
a las células dendriticas) o bien indirectamente a través de la secrecion de
moléculas inhibitorias como las citocinas IL-10 y TGF-, que modulan la actividad
de las células T cooperadoras y suprimen muchas de sus funciones, induciendo
tolerancia a antigenos (Kaiko et al., 2008). Otro mecanismo a través del cual las
células Tregs actuan es la induccion de muerte celular de las células Th efectoras

por supresion de IL-2 o de triptéfano.
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Figura 3. Factores de polarizaciéon de células T.

Los receptores de las células T (TCR) en las células naive (ThO) se unen al antigeno presentado por células
presentadoras de antigenos. Esto lleva a la fosforilacion de tirosina del receptor inmunolégico de tirosina
basado en la activacion de motivos (ITAMs). Ello induce la liberacion de moléculas adaptadoras que resultan
en la activacion secuencial de las GTPasas, las cinasas activadas por mitégenos (MAPKSs) y el activador de
proteina-1 (AP-1), que induce la proliferacion de células T (a). En la activacion de la actividad, la fosfolipasa C
es inducida, rompiendo al fosfatidil inositol bifosfato asociado a membrana (PIP;) en los segundos
mensajeros: fosfatidil inositol trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG). El IP3 induce la liberacion de calcio, que
resulta en la expresion de citocinas, y el DAG estimula a la proteina cinasa C, que causa activacion de las
células T via MAPKSs. El tipo de citocinas expresadas es el factor de influencia mas importante sobre el
fenotipo de desarrollo de células T. Las citocinas se unen a sus receptores en células ThO, activan a la cinasa
Janus y las vias de transductores y activadores de la transcripcion (JAK-STAT). Las diferentes combinaciones
de moléculas JAK y STAT se generan en respuesta a diferentes citocinas e inducen diferentes cascadas de
sefializacion, que conducen al desarrollo de fenotipos especificos de células T. El interferén y la IL-12 inducen
JAK1/2, STAT1/3/4 para estimular el factor de transcripcion T-beta y la produccién de IFN, resultando en una
respuesta Th1, mientras que la IL-4 provoca JAK1/3 y STAT6 para activar el factor de transcripciéon GATA-3,

lo que genera una respuesta Th2.

En relacion con la cisticercosis, se ha demostrado en el modelo murino de
cisticercosis intraperitoneal (T. crassiceps) la existencia de una respuesta inmune
Th1 temprana, restrictiva del crecimiento parasitario, que cambia hacia una
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respuesta Th2 mas permisiva en la etapa crénica de la parasitosis (Pedn et al.,
2013; Terrazas et al., 1999). Este cambio se ha asociado con la presencia de
macrofagos alternativamente activados o macroéfagos tipo 2 (M2) (Rodriguez-Sosa
et al., 2002; Terrazas et al., 2005). Estas observaciones son dificimente
extrapolables a lo que ocurre en la NC, dadas las caracteristicas particulares del
fendmeno inflamatorio en el sistema nervioso central (Trakhtenberg & Golberg,
2011). Con el propésito de favorecer el entendimiento de la relacion hospedero-
parasito en el compartimento del SNC, se han empleado también infecciones
experimentales controladas con Taenia crassiceps en ratones. Los resultados
indican que la cepa de ratones C57BL/6J tiene la capacidad de destruir
tempranamente al parasito, mientras que en la cepa BALB/c la destruccion es mas
tardia, a pesar de que la reaccién inflamatoria es mas intensa (Matos-Silva et al.,
2012). Estas evidencias permiten sostener que la inflamacién local podria tener un
papel dual, controlando el establecimiento de nuevos parasitos y a la vez
permitiendo o incluso favoreciendo el desarrollo de los parasitos ya instalados. En
este ultimo punto, es importante mencionar que hemos encontrado que el TGF-f3,
citocina abundante en el SNC, podria promover el crecimiento parasitario tanto in
vitro como in vivo (Adalid-Peralta, enviado a publicacion). Esto sefiala la necesidad
de caracterizar el fendmeno inflamatorio que acompafia la parasitosis y que
pudiera controlar o promover su desarrollo segun el tipo de inflamacion inducida
(Matos-Silva et al., 2012; Meneses et al., 2009).

La cisticercosis porcina afecta  primordialmente el sistema
musculoesquelético y el SNC. Se ha demostrado en diferentes estudios que las

caracteristicas histologicas de la respuesta inflamatoria son muy similares a las
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observadas en la NC humana, con un infiltrado inflamatorio de células
mononucleares, eosindfilos, linfocitos B y monocitos/macrofagos en los
granulomas que circundan al parasito. Se ha observado también sobrerregulacion
de CD44; esta glicoproteina esta involucrada en las interacciones célula-célula en
monocitos/macréfagos, eosindfilos y en astrocitos del sistema nervioso central
(SNC) (Londofio et al., 2002; Alvarez et al., 2002). Finalmente, en otros estudios
se ha demostrado que la NC en cerdos se asocia con una lesion grave del tejido
nervioso, comparable a las observadas en humanos (Sikasunge et al., 2009).

En los humanos, los fendmenos inflamatorios inducidos por inmunidad y
asociados con la NC se han descrito en diversos estudios histopatolégicos
(inflamacién que circunda al parasito) (Restrepo et al., 1998; Restrepo et al., 2001;
Alvarez et al., 2002) y en el LCR y la sangre (Ostrosky-Zeichner et al., 1996;
Bueno et al., 1999; Rodriguez et al., 2000; Chavarria et al., 2003; Bueno et al.,
2004; Evans et al., 1998; Chavarria et al., 2005; Chavarria et al., 2006; Saenz et
al., 2012; Adalid-Peralta et al., 2012). En estudios de autopsias se han encontrado
diferentes citocinas proinflamatorias (IFN, IL-6 e IL-18), citocinas asociadas a la
respuesta Th2 (IL-4, IL-13) y citocinas antiinflamatorias (IL-10, TGF-B) en el tejido
cerebral adyacente al parasito (Restrepo et al., 1998; Restrepo et al., 2001).
Ademas, se han encontrado macrofagos, linfocitos, eosindfilos y células
plasmaéticas en la reaccién inflamatoria local alrededor del parasito (Alvarez et al.,
2002).

En el LCR se encontré un incremento de las citocinas IL-5 e IL-6 en
pacientes sintomaticos (Ostrosky-Zeichner et al., 1996; Evans et al., 1998;

Rodriguez et al., 2000; Chavarria et al., 2005; Aguilar Rebolledo et al., 2001).
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En estudios adicionales realizados en pacientes con parasitos localizados
en el espacio SAB (la forma de la infeccion mas grave, y fuente de complicaciones
potencialmente fatales) se han encontrado aumentados los niveles de las citocinas
proinflamatorias IL-1 y TNF-a (Ostrosky-Zeichner et al., 1996; Aguilar Rebolledo et
al., 2001). Los pacientes con NC SAB presentan también altos niveles de IL-10,
asi como de TGF-B, citocinas inmunorreguladoras que podrian participar en el
control de la extension del fendmeno neuroinflamatorio en la NC (Rodriguez et al.,
2000; Chavarria et al., 2005; Adalid et al., 2012).

En dos estudios se observo a nivel sistémico (sangre) que los pacientes
asintomaticos con parasitos calcificados presentaban un perfil de citocinas de tipo
Th2 (IL-4, IL-5 e IL-13), mientras que los pacientes sintomaticos presentan niveles
aumentados de TNFa, que se correlacionan con la depresion en la capacidad
proliferativa especifica (Chavarria et al., 2003; Chavarria et al., 2006; Saenz et al.,
2012).

A continuacion se describen las principales observaciones sobre la

respuesta inmunoldgica Th1/Th2 en la NC humana (Tabla 3).

Tabla 3. Estudios de respuesta inmunolégica Th1/Th2 en NC humana.

Referencias Respuesta inmunolégica

Ostrosky-Zeichner En pacientes con NC SAB se observd un incremento en los valores de

et al., 1996 IgG, IgM e IgE, asi como de IL-1B e IL-6, mientras que los valores de IgA,

TNF-a e IFN-y fueron similares a los controles.

Restrepo et al.,, En especimenes cerebrales de pacientes con NC se observaron al menos

1998 cuatro formas de respuesta inmunoldgica: 1) Respuesta de anticuerpos,
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Evans et al., 1998

Bueno et al., 1999

Rodriguez

2000

Aguilar-Rebolledo et

al., 2000

Restrepo

2001

et

et

al.,

al.,

células plasmaticas IgM+; 2) Respuesta de células NK; 3) Infiltrado
abundante de macréfagos y granulocitos; 4) Intenso infiltrado con
predominio de macréfagos y células T. La intensidad y el tipo de
inmunidad se relacionaron de algun modo con la viabilidad y localizacién
de los parasitos. En muchas lesiones la respuesta inmune fue
proinflamatoria, con predominio de IL-12, mientras que los niveles de IL-4
fueron indetectables.

En pacientes con NC sintomatica, se observd en el suero un incremento
de eotaxina e IL-5 pero no de IL-8, mientras que en el LCR también hubo
incrementos de IL-5 e IL-6.

Se realizé mediante citometria de flujo el analisis de siete pacientes con
NC y tres pacientes con otras enfermedades. Los pacientes con NC
mostraron un alto porcentaje de CD69 en el LCR, asi como un porcentaje
mayor de células CD45+CD19+ en el LCR y la sangre periférica.

Se evalud la correlacion de los niveles de citocinas en el LCR en
pacientes con NC y la gravedad de la enfermedad. Los pacientes con NC
inflamatoria mostraron altos niveles de IL-5 e IL-10 comparados con los
no-inflamatorios.

En pacientes pediatricos con NC se determinaron los niveles de diversas
citocinas. Todos los pacientes con NC activa mostraron altos niveles de
TNF-a, mientras que los niveles de IL-6 fueron en general bajos, tanto en
formas activas como inactivas. Solo dos pacientes con NC SAB activa
mostraron altos niveles de IL-6. No se detectaron niveles de II-5 e IL-12.
Se estudid6 mediante andlisis histolégico e inmunohistoquimico la

respuesta inmune en granulomas rodeando a metacéstodos de T. solium
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Medina-Escutia et

al., 2001

Alvarez et al., 2002

Chavarria et al.,

2003

Bueno et al., 2004

en ocho especimenes obtenidos por craniotomia. En todos los
especimenes el granuloma maduro se asocié con fibrosis, angiogénesis e
infiltrado inflamatorio. Los tipos celulares mas abundantes fueron células
plasmaticas, linfocitos B y T, macrofagos y células mastoides. Las
citocinas mas prevalentes fueron IFN-y, IL-18 e inmunosupresoras como
TGF-B. También estuvieron presentes citocinas Th2: IL-4, IL-13 e IL-10.
Se estudiaron pacientes con NC activa que no habian recibido tratamiento
cestocida ni corticosteroides. Todos los pacientes que mostraron parasitos
unicos y mas de la mitad de aquellos que mostraron lesiones multiples
(58%) produjeron ARNm de IL-2, mientras que los pacientes con lesiones
multiples produjeron ARNm de IL-10. En los pacientes con NC activa no
inflamatoria no se observaron datos inmunosupresién sistémica.

Se realizd un analisis histolégico e inmunohistoquimico en cinco
especimenes cerebrales de pacientes con NC. Se observé actividad
proinflamatoria reflejada por permeabilidad de la barrera hemato-
encefalica, secrecion de citocinas proinflamatorias y sobrerregulacion de
moléculas asociadas a la presentacién antigénica. También se observaron
citocinas antiinflamatorias y activacién de angiogénesis con depésitos de
colageno y formacién de cicatriz glial.

Se analizaron los factores inmunolégicos subyacentes al pleomorfismo en
NC. Los pacientes con NC se asociaron con una respuesta Th2 (1gG4, IL-
4, IL-5, IL-13). Los sujetos procedentes de zonas endémicas pero sin
evidencia de NC también mostraron incremento de IgG1, 1gG2, 1gG4 e
IgE, sugiriendo previa exposicion a T. solium.

Se estudid la respuesta inmune celular en fases inflamatorias y no-
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Chavarria et al.,

2005

Chavarria et al.,

2006

Saenz et al., 2012

inflamatorias de la NC. El LCR de formas inflamatorias mostré un alto
porcentaje de HCAM, ICAM y otras moléculas de asociacion con respecto
al grupo control. En la fase inflamatoria predominaron en el LCR células
CD8+ con respecto a fases no-inflamatorias. La produccién de citocinas
usando antigeno de T. solium mostré diferencias entre los pacientes con
formas inflamatorias de NC (produccion de IL-4/IL-12/TNF-a/I[CAM/VCAM)
y formas no-inflamatorias  (produccién de IL-6/IL-10/IL-12/TNF-
o/ICAM/VCAM). La respuesta inmunoldgica en formas inflamatorias fue
asociada con Th1.

Se analizé el perfil inmuno-inflamatorio subyacente a la NC. Los casos
graves se relacionaron con un incremento de la celularidad en el LCR, asi
como un incremento de los niveles de subclases de IgG, IL-6, IL-5, IL-10,
proteinas y eosindfilos. En mujeres se observé un incremento de IL-6, IL-5
e IL-10.

En este estudio se describid la respuesta inmune periférica de las
diferentes formas de NC en poblacién adulta de ambos sexos. Los casos
asintomaticos con cisticercos unicos calcificados en el parénquima o SAB
mostraron una respuesta predominante Th2 (IL-4, IL-5, IL-13) con altos
niveles de IL-12 en los sobrenadantes de células mononucleares
periféricas estimuladas con extracto vesicular total. Los pacientes
sintomaticos mostraron depresion de la respuesta inmune especifica e
incremento de los niveles de las subclases de 1gG.

Se estudiaron las caracteristicas inmuno-inflamatorias locales vy
periféricas. Los casos de NC con gravedad clinica y radiolégica mostraron

un incremento de pleocitosis en el LCR. La depresion en la proliferacién
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periférica se correlacioné negativamente con la pleocitosis y los niveles de
TNF-a, mientras que mostraron correlacion positiva con los niveles de IL-5
en el sobrenadante.

Adalid-Peralta et al., Se analizé la frecuencia de células Tregs y su relacion con la respuesta

2012 proliferativa en pacientes con NC grave y controles. Se observd un
incremento significativo de Tregs (CD4'CD25"9"), CD4*'CD25""FoxP3*,
CD4*CD25""CTLA4* y CD4'CD25""IL10", asi como disminucién de
células T activadas CD38+ y CD69+ en pacientes con NC grave en
comparacion con controles. Se observé una correlacion positiva entre los

niveles de Tregs locales y periféricos en la NC.

3.2 Respuesta Th17

Las células Th17 se caracterizan por la produccién de IL-17A, IL-17F, IL-21 e IL-
22 (Dong, 2008) y la expresion de los receptores de IL-23, IL-23R, CD161 y del
CCRG®6, asi como la expresion del factor transcripcional RORC (Kleinscheck et al.,
2009; Dong et al., 2008; Cosmi et al., 2008). En este proceso, el TGF-B y la IL-6
son indispensables para la diferenciacion Th17, mientras que la expansion y el
mantenimiento dependen de la IL-23, producida por células presentadoras de
antigeno después de la activacion mediante TLR-2 y TLR-4, asi como el
reforzamiento por otros mediadores tales como PGE2 (Zuniga et al., 2013).

Por otro lado, se ha observado que tanto las células Th1 como las Th17 son
capaces de modular la inmunidad innata. En un estudio se evalué la importancia
funcional de las principales subclases de células T asociadas a la modulacion de

la respuesta inmune innata en abscesos cerebrales (Holley & Kielian, 2012). Para
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este fin, se indujo la formacion de abscesos cerebrales en ratones knockout (KO)
TCR a3, los cuales presentaron una marcada incapacidad para el aclaramiento
bacteriano en las etapas tardias del absceso cerebral, alteracion del reclutamiento
de macrofagos y neutréfilos, asi como en la expresion de citocinas y quimiocinas.
Cuando se realiz6 una transferencia adoptiva de células tanto Th1 como Th17 en
estos ratones KO, se restablecié el aclaramiento bacteriano y los infiltrados de
células inflamatorias observados en los ratones silvestres. Se observé también
que las células Th17 adoptivas transferidas en SNC mostraron plasticidad (cambio
a otro fenotipo) y capacidad de inducir secrecion de diferentes perfiles de citocinas
en macréfagos y en la microglia (Holley & Kielian, 2012). Otros estudios también
sugieren la relevancia de las células Th1/Th17 en la inmunidad adaptativa (Ross
et al., 2013).

En otras infecciones se ha demostrado que el inflamosoma es capaz de
modular las respuestas Th1 y T17, controlando la respuesta inmune adaptativa

(van de Veerdonk et al., 2011; Lin et al., 2009).

Relacion reciproca entre las células Th17 y Tregs

Como se comentd anteriormente, la generacién de células Th17 requiere la
presencia de TGF-[3; éste también es requerido para la induccion de Foxp3, factor
relacionado con la generacion de Tregs. Por otro lado, la presencia de citocinas
proinflamatorias como IL-6 producida durante procesos infecciosos inhibe la
induccién de células Tregs Foxp3, promoviendo la diferenciacién de células Th17

(Barbi et al., 2013) (Figura 3).
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Es posible que exista una relacién reciproca entre la accion proinflamatoria
que induce la respuesta Th17 y la proteccién inducida por Tregs Foxp3, dado que
al nivel molecular los factores de transcripcion RORC y Foxp3 pueden unirse entre
si e inhibir sus funciones reciprocamente (Barbi et al., 2013). La IL-2, que participa
en la diferenciacién y el mantenimiento de las Tregs, inhibe la diferenciacion Th17,
mientras que la IL-21, que promueve la diferenciacion hacia el fenotipo Th17,
inhibe la expansién de las Tregs (Bucher et al., 2009). El metabolito de la vitamina
A o el acido retinoico promueven la diferenciacion de las células Tregs e inhiben la
diferenciacion de las células Th17. El receptor aril hidrocarbono (AHR) que se
expresa tanto en las Tregs como en las células Th17 puede tener efectos
opuestos en la diferenciacion de estas células en funcion del ligando (Singh et al.,

2011).

Infecciones parasitarias y respuesta Th17

Los parasitos tienen la capacidad de regular la respuesta inmune del hospedero
para su beneficio. En este contexto, exhiben diferentes formas de evadir la
respuesta inmune para asegurar su supervivencia: interferencia con el
procesamiento antigénico, modulacién de las células presentadoras de antigenos
e induccion de antiinflamacién (Maizels & Yasdanbakhsh, 2003). Asi, se ha
reportado que diferentes parasitos tienen la capacidad promover la diferenciaciéon
de los linfocitos hacia células Th2 y Tregs, ademas de la liberacién de antigenos
de secrecion en la sangre de los hospederos infectados, eventos que favorecen el

control de la inflamacién y el desarrollo de los parasitos.

38



Respuesta inflamatoria asociada al tratamiento en la neurocisticercosis 2014

Los pacientes con infecciones por helmintos tales como esquistosomas o
filarias muestran una respuesta inmune deficiente hacia los antigenos de los
parasitos infectantes. Durante el proceso infeccioso, los helmintos inducen una
respuesta predominantemente Th2 con secrecion de las citocinas IL-4, IL-5 e IL-
13, las cuales bloquean la respuesta Th1. Es posible que este efecto
inmunomodulador radique en la polarizacién de la respuesta inmune Th1 a Th2,
por un lado, y por el otro en la “sobrerregulacion” por los antigenos de secrecién
parasitarios sobre las citocinas inflamatorias IL-23 en IL-17 (Jiang et al., 2006;
Meteneou et al., 2011). Adicionalmente, las Tregs se encuentran también
asociadas con un efecto antiinflamatorio dado su efecto supresor de la respuesta
Th1, Th2 y Th17.

En relacion con la infeccion por parasitos tales como los protozoarios, en un
modelo murino de infeccidn por Trypanosoma congolense se observo que la
infeccién induce altos niveles séricos de IL-17 y mayor producciéon de IL-17 por
células hepaticas y esplénicas en los ratones BALB/c (altamente susceptibles a la
infeccidén) con respecto a ratones de la cepa C57BL6 (relativamente resistentes).
De igual forma, la administracién de anticuerpos monoclonales anti-IL-17 se
asocié con una mayor parasitemia (Mou et al., 2010). En este contexto, la IL-17
puede asociarse con una inflamaciéon excesiva y tener un papel critico en el
desarrollo del sindrome de respuesta inflamatoria sistémica (Mou et al., 2010). En
ratones BALB/c infectados con Trypanosoma cruzi se detectaron cantidades
significativas de células CD4, CD8 y NK productoras de IL-17. In vivo, los ratones
tratados con anticuerpos anti-IL-17 mostraron mayores datos de gravedad de la

enfermedad, como incremento de miocarditis y mortalidad prematura; la
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parasitemia sistémica no cambid, pero disminuyé la carga parasitaria en el tejido
cardiaco (da Matta Guedes et al., 2010).

Otros autores reportaron que los ratones deficientes en IL-17A (IL-17A-/-)
infectados con T. cruzi presentaban menor supervivencia y mayor parasitemia
comparada con los controles (Miyazaki et al., 2010).

Por otro lado, en relacién con un modelo murino de toxoplasmosis, se
demostré en ratones IL17 R-/- que la induccion temprana de neutréfilos es
dependiente de la senalizacion IL-17, siendo estos ratones mas susceptibles a
Toxoplasma gondii que los ratones silvestres (Kelly et al., 2005).

En humanos con infecciones parasitarias aun no se ha dilucidado
totalmente el papel de las células Th17 e IL-17; sin embargo, existen algunos
indicios sobre su probable importancia. Por ejemplo, en pacientes con enfermedad
de Chagas se observo baja expresion de IL-17; es decir, aquellos pacientes con
mejor funcién cardiaca presentaron altos niveles de IL-17, sugiriendo que la
expresion de IL-17 puede ser un factor protector para prevenir el dafo al miocardio

(Magalhaes et al., 2013). En nifios infectados con Schistosoma haematobium que

mostraban patologia urinaria se encontré un porcentaje significativamente mayor
de células Th17 y mayor relacion Th17/Treg que en aquellos infectados por
esquistosomas pero sin patologia urinaria (Mbow et al., 2013).

Ademas de lo anteriormente mencionado, es importante tener presente que
las células T en general presentan una notable plasticidad en los programas de
diferenciacién hacia células T efectoras (Sundrud et al., 2003), e incluso se ha
observado in vivo en ratones con el gen Pax5 deletado que aun las células B

maduras son capaces de desdiferenciarse hacia células T (Cobaleda et al., 2007).
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Estas observaciones remarcan la complejidad de la respuesta inmune y los

multiples factores que en ella influyen.

IL-6
IL-21
F1000 Biol Rep. 2009 Jan 21;1:5. doi: 10.3410/B1-5

Figura 4. El desarrollo reciproco de Tregs y Th17 se relaciona con el balance

de factores transcripcionales.

El desarrollo reciproco de Th17 y las células T reguladoras (Treg) se efectia mediante un equilibrio de los
factores transcripcionales: Foxp3 y ROR. Inicialmente, las células T CD4 naive son activadas por antigeno
(Ag) en presencia de TGF-f, induciendo la coexpresién de los factores de transcripcion Foxp3, RORa y
RORyt en precursores tempranos predestinados para la diferenciacion hacia Tregs o Th17. Foxp3 se une a
los factores a y yt de ROR a través de un motivo en el exén 2, reprimiendo asi su actividad transcripcional. En
presencia de niveles sostenidos de TGF-§ o IL-6, la expresién de Foxp3 y su actividad represiva se
incrementan o reprimen, respectivamente, lo que permite la divergencia de las vias para Tregs y Th17.

IL-23R
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4. Planteamiento del problema

La NC continua siendo una parasitosis endémica en nuestro pais. A pesar de los
grandes adelantos de las ultimas décadas en relacion con el tratamiento de la NC,
hoy en dia la morbi-mortalidad atribuible a esta parasitosis es elevada. En
particular, cabe destacar la posible resistencia al tratamiento, demostrada en
casos clinicos con multiples parasitos localizados en el espacio SAB o V, en los
cuales el tratamiento disponible puede ser insuficiente. Las causas de esta
variabilidad no se han dilucidado aun, aunque se ha mostrado que la localizacion
de los parasitos esta criticamente involucrada en ella.

La intensidad del fendmeno inflamatorio ha mostrado ser uno de los
factores mas relevantes implicados en la severidad clinica-radiolégica de la
enfermedad. El estudio del perfil de expresion génica en las CMSP se justifica
considerando la relacidn existente entre las respuestas inmuno-inflamatorias
centrales y las periféricas. En el caso particular de la NC, hemos observado
diversas evidencias que sustentan esta relacion: los niveles locales (SNC) y
periféricos (sangre) de antigeno del cisticerco (HP10) se correlacionan
positivamente (Fleury et al., 2007). Existe también una significativa correlacién
entre los porcentajes de Tregs centrales y periféricos (Adalid Peralta et al., 2012).
De igual forma, se han reportado correlaciones negativas entre los niveles de IL-
10, el porcentaje de Tregs en el LCR y el nivel de proliferacion linfocitaria
(Chavarria et al., 2006; Adalid Peralta et al., 2012), lo que indica una relacién
bidireccional en los sucesos inmunoldgicos que se desarrollan al nivel central y

periférico.
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Considerando las limitaciones actuales en el tratamiento de los casos mas
graves de la NC, asi como la asociacién de la severidad con el estado inmuno-
inflamatorio de los pacientes y la ausencia de conocimiento de los factores
componentes de la reaccion inmuno-inflamatoria que podrian participar en la
respuesta diferencial al tratamiento, decidimos en este proyecto ahondar en el
estudio de la reaccion inmuno-inflamatoria asociada al tratamiento de la NC SAB.
La identificacion de los factores inmuno-inflamatorios implicados en la respuesta al
tratamiento cestocida-esteroide permitira proponer tratamientos farmacolégicos
mas eficaces y especificos para considerar el tratamiento de las formas graves y

resistentes de NC.
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5. Hipétesis
La respuesta al tratamiento cestocida-esteroideo se asocia con un perfil de

citocinas periféricas (expresion génica y proteinas) particular.

6. Objetivos

e Objetivo general
Identificar el perfil de citocinas periférico (expresion génica y proteina) de
pacientes con NC subaracnoidea asociado con la respuesta/no-respuesta al
tratamiento cestocida-esteroideo.

e Objetivos particulares
1. Clasificar a los pacientes en dos fenotipos relacionados con la respuesta a
tratamiento cestocida-esteroideo (respondedores vs. no-respondedores).
2. Evaluar la expresion génica de marcadores inflamatorios en células
mononucleares de sangre periférica pre- y post-tratamiento cestocida-esteroideo
mediante microarreglos de expresion.
3. Confirmar por ELISA el perfil inmuno-inflamatorio de citocinas asociado con la
respuesta al tratamiento.
4. Evaluar las correlaciones entre los perfiles de expresion génica y de proteinas
en la periferia (sangre) y la respuesta al tratamiento.
5. Proponer posibles mecanismos inmunolégicos asociados con los casos que

presenten no-respuesta al tratamiento.
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7. Metodologia

7.1 Descripcion de los pacientes

Se incluyeron en este estudio dos grupos de pacientes, cada uno dividido en dos
subgrupos con base en la respuesta o la falta de ésta al tratamiento cestocida-
esteroide; todos ellos fueron atendidos en el Instituto Nacional de Neurologia y
Neurocirugia en el periodo de febrero de 2007 a diciembre de 2010.

Los 9 pacientes del primer grupo se incluyeron de forma prospectiva en el
estudio de hibridizacién de microarreglos. Los 65 pacientes del segundo grupo se
incluyeron de forma retrospectiva para consolidar la informacién generada por los
microarreglos.

Las muestras se recolectaron en diferentes tiempos: antes del tratamiento
(TO) y al final del tratamiento (T2). Las muestras T2 corresponden a aquellas
tomadas entre 8 y 60 dias posteriores al tratamiento.

Las células mononucleares se incubaron con extracto vesicular total de
cisticercos durante 72 y 120 horas; se extrajo el ARN y se hibridizé en la
plataforma de microarreglos Human Gene 1. Posteriormente se confirmaron
mediante ELISA los perfiles de citocinas Th1, Th2 y Th17.

El diagndstico de la NC se realizé con base en los criterios de Del Brutto

(Del Brutto et al., 2001). Sdlo se incluyeron aquellos con diagndstico definitivo.

7.1.1 Clasificacion de los pacientes
Los pacientes se clasificaron en funcidn de criterios clinicos, radiologicos e
inflamatorios de LCR como se presenta a continuacion.

a) Clasificacion clinica
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A través del interrogatorio y de los hallazgos de la exploracién fisica se
establecieron dos grupos en relacién con la severidad de la presentacion clinica:
Grupo leve: aquellos pacientes que se encontraron asintomaticos o con
sintomas clinicos diferentes a la hipertension intracraneal (HIC).
Grupo grave: aquellos pacientes con HIC.

b) Clasificacién radiolégica

Mediante estudios de neuroimagen (resonancia magnética o tomografia
computarizada) se obtuvo informacion acerca del numero, la localizacion y el
estadio de los parasitos, asi como sobre la presencia de signos relacionados con
la inflamacién. Con base en esta informacion se clasificd a los pacientes de la
manera siguiente:

Numero de parasitos: unico o multiples.

Localizacién de los parasitos: parénquima o espacio subaracnoideo de los

surcos vs. espacio SABo V.

Intensidad de la reaccién inflamatoria: ependimitis, aracnoiditis.

Estadio de los parasitos: vivo (vesicular) o muerto (coloidal o calcificado).

c) Clasificacion inflamatoria de LCR

En los casos en que el estado clinico del paciente requirié la realizacion de una
puncion lumbar, se recabaron los datos de celularidad, proteinorraquia y
glucorraquia.

d) Clasificacion en relacion con la respuesta al tratamiento cestocida
esteroide.

Respondedores: aquellos que presentaron una reduccion =2 50% en el

tamafo o el numero de parasitos.
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No-respondedores: aquellos con reduccion < 50% en el tamafio o el numero

de parasitos.

7.1.2 Criterios de inclusion y de exclusion

Criterios de inclusién

o Pacientes mayores de 15 afios con diagnostico definitivo de
NC de acuerdo con los criterios de Del Brutto et al., 2001.

. Sin tratamiento para la enfermedad en los 6 meses anteriores
a la inclusion.

° Aceptacion para participar en este estudio mediante la firma
de una hoja de consentimiento informado (ver Anexo 1).

o No presentar otras enfermedades inflamatorias, tumorales o
infecciosas.
Criterios de exclusion:

o Embarazo.

o No aceptacién de consentimiento informado.
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74 pacientes con diagnostico definitivo fueron incluidos y clasificados en
respondedores y no respondedores al tratamiento cestocida-esteroideo

v

GRUPO 1. Hibridacién de microarreglos

8 pa

cientes (S Rand 4 NR}

Y

h 4

N

GRUPO 2. Perfil de citocinas Th1, Th2, Th17
B5 pacientes (39 R, 28 NR)

Se recabaron los datos clinicos (sintomas), radiolégicos (numero, estadioy
localizacion de parasitos)y de LCR (celularidad y proteinas) en ambos
grupos

Muestras bioldgicas: suero y LCR fueron recuperadas en T0 (antes de
tratamiento)y T2 (alos 8 y 60 dias post-tratamiento)

Se extrajeron CM5SP mediante un gradiente de densidades de ficolly
posteriormente fueron estimuladas con extracto vesicular total durante 72 y
120 hrs respectivamente

v

Extraccion de ARN de CMSF estimuladas con
extracto vesiculartotal mediante TRIzol

Verificacion de la cantidad y calidad

Hibridizacion de microarreglos

Perfil inmune-inflamatorio de citocinas
Th1, Th2 y Th17 In vitro mediante ELISA
ensuero, SNy LCR.
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7.2 Obtencion de células mononucleares de sangre periférica vy
estimulacion con extracto vesicular total de T. solium

Se obtuvieron de 10 a 20 mL de sangre venosa periférica de los participantes en
un tubo con EDTA. La sangre se diluyé 1:2 con medio RPMI 1640 (Gibco BRL,
Cat. 11875-093) y posteriormente se realiz6 un gradiente con Ficoll-Hypaque
(Pharmacia Fine Chemicals, Piscataway, NJ, USA). Las células mononucleares se
obtuvieron después de 30 minutos de centrifugacién a 400 x g a temperatura
ambiente, se lavaron tres veces con RPMI y se resuspendieron en medio RPMI
suplementado con 10% de suero humano AB (donado del Banco de Sangre del
Centro Médico Siglo XXI, México), 2 mM de L-glutamina, 100 U/mL de penicilina y
100 pg/mL de estreptomicina, 1% de aminoacidos no esenciales y 1% de piruvato
(Gibco BRL). Las células mononucleares se estimularon con extracto vesicular
total de cisticercos de T. solium (35 pg/pozo), y se incubaron a 37°C y 5% de CO,
en atmdsfera humidificada en placas para cultivo de fondo plano de 24 pozos
(Costar, Cambridge, Mass.) a una concentracién de 2.5 x 10° células por 1000 uL
de volumen final por pozo. Las células se recuperaron a las 72 y 120 horas
después de la estimulacion y se guardaron a —80°C en 1 mL de TRIzol (Life

Technologies, cat. 15596-026).
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7.3 Obtencion de acido ribonucleico (ARN) a partir de células mononucleares
de sangre periférica
En la purificacion del ARN de las CMSP se utiliz6 el método de TRIzol (Life
Technologies, cat. 15596-026). Un promedio de 5 x 10° células mononucleares se
lisaron con 1 mL de TRIzol; posteriormente se agregaron 200 uL de cloroformo y
se incubaron por 3 minutos a temperatura ambiente, y luego se centrifugaron a
283.413 x g durante 10 minutos. Transcurrido este tiempo se recuperd la parte
superior del sobrenadante para depositarla en un tubo Eppendorff de 1.5 mL, al
cual se le agregaron 10 pyL de glucdégeno y 500 uL de isopropanol, y se dejo la
muestra en incubacion toda la noche a —20°C. Luego se centrifugd a 377.325 x g
durante 10 min, se procedio a retirar el exceso de isopropanol y posteriormente el
pellet se lavé con 1 mL de etanol al 70% a 1500 rpm durante 10 min. Al término se
procedié a retirar el etanol y se dej6 secar la muestra para posteriormente
resuspenderla en 25 yL de agua libre de ARNasas y ADNasas. Se guardaron 3
alicuotas a —70°C de cada muestra, incluyendo una de 4 pL para cuantificacion y
analisis de la calidad del ARN.

La concentracion del ARN se determind por fluoroespectrometria
(Nanodrop), y su calidad se verific6 mediante electroferogramas (Agilent

bioanalyzer) (Figuras 5y 6).

7.4 Hibridacion de los microarreglos de ADN
A partir del ARN recuperado se llevo a cabo la sintesis del ADNc mediante
transcriptasa reversa (Superscript Il, Invitrogen, Carlsbad, CA). EI ARNc se

preparé e hibridé siguiendo las instrucciones del manual de Superarray,
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Bioscience Corporation. Brevemente, el ARNc marcado con biotina se preparé por
transcripcion in vitro (Enzo Diagnostics, Farmingdale, NY) e hibridizé al
microarreglo Human Gene 1.0 st (Affymetrix) (Figura 7); éste contiene 22,000
genes involucrados, que se han encontrado expresados de manera importante en
la biologia humana, asi como en condiciones patoldgicas. Las muestras se
procesaron de acuerdo con el protocolo del fabricante de los microarreglos
(Affymetrix, Inc.). A partir de 100-300 ng de ARN se sintetizé una primera hebra de
ADN complementario utilizando la transcriptasa reversa Superscript Il y los
iniciadores (hexameros al azar), que incorporaron la secuencia del promotor de
T7.

La sintesis de la hebra complementaria de ADNc se gener6 a partir del
producto de la reaccién anterior, utilizando una ADN polimerasa. El ADN de doble
cadena generado se utilizd para generar una hebra de ARNc mediante una
reaccion de transcripcion in vitro, donde se obtuvieron multiples copias de ARN en
antisentido. Este ARN se us6 como plantilla para una nueva sintesis de ADNc
mediante una reaccion de transcripcion inversa, donde a diferencia de la primera
se incorporaron dUTPs. Esta nueva cadena de ADNc se tratdé con uracil ADN
glicosilasa y apurin apirimidin endonucleasa | (APE 1), que reconocio
especificamente los dUTPs presentes en la hebra, generando fragmentos de 40-
70 nucledtidos. Los fragmentos se marcaron utilizando el kit de marcaje patentado
por Affymetrix. EI ADN marcado se hibridizé a los microarreglos y se incubo a
45°C durante 17 £1 h. Los microarreglos se lavaron con buffer y se tifieron con

estreptavidina-ficoeritrina; posteriormente se leyeron en un escaner de alta
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resolucion y el analisis de calidad se realizé utilizando el software Expression

Console de Affymetrix.
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Figura 5. Evaluacién y cuantificacion de ARN total en el bioanalizador.

Se observan los patrones de las bandas de ARN de las muestras correspondientes a los 9 pacientes incluidos

en el andlisis de microarreglos.

7.4.1 Analisis de los resultados de microarreglos

El analisis de los datos consistio en dos partes: el preprocesamiento, que involucra
un analisis de control de calidad (con el fin de detectar la variacion sistematica
durante el procesamiento de los microarreglos), y la normalizacién y sumarizacion.
Una vez que los datos se encontraron en el mismo rango dinamico y eran por lo
tanto comparables entre si pasaron a la parte de deteccién de genes
diferencialmente expresados. Esto se hizo mediante un modelo lineal que permitié
especificar los contrastes a analizar (pacientes antes del tratamiento vs. controles,

pacientes que respondieron al tratamiento vs. pacientes que no respondieron,
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etc.). Esta especificacion, que se hizo desde el disefio del modelo, incluyé a todos

los microarreglos simultaneamente, lo que redujo la varianza de una comparacion

pareada.
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Figura 6. Electroferogramas obtenidos de las muestras de ARN total
(Bioanalizador 2100 y ARN 6000 Nano LabChip).

Electroferogramas de los pacientes incluidos en el estudio de microarreglos que muestran niveles de

integridad (RIN >7) aceptables para la hibridizacién.
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Figura 7. Caracteristicas generales del microarreglo Human Gene 1.

Consta de 28,869 genes. En el panel inferior se muestran tres diferentes electroferogramas: A) muestra de
ARN con alta integridad (RIN: 9.2); B) muestra de ARN de moderada integridad (RIN: 6.8); C) muestra
totalmente degradada (RIN3.8).

Para visualizar las diferencias de expresion génica se generaron graficas de
volcan y mapas de calor, que permitieron detectar patrones de expresion
respaldados con el estadistico B (log-odds de expresion diferencial) y
seleccionados con base en el valor del log fold-change. Todo este proceso se

realizé en forma muy especifica al proyecto utilizando R (http://cran.r-project.org/),

Limma y Bioconductor).
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7.5 Estudio Inmunolégico del perfil de citocinas Th1, Th2 y Th17

Se utilizé la técnica de ELISA (Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay) para la
deteccion de los niveles de las diferentes citocinas en el suero, el LCR y el
sobrenadante en los pacientes incluidos en el estudio.

Se utilizaron entre 10 y 15 mL de sangre venosa periférica en un tubo
conteniendo EDTA. La sangre se diluyd 1:1 con medio RPMI 1640 (Gibco BRL,
NY) y posteriormente se realizé un gradiente con Ficoll-Hypaque. Las CMSPs
obtenidas se cuantificaron y se pusieron en placas de cultivo de 2 a 2.5 x 10°
células por pozo en placas de 12 pozos (Costar) y se incubaron a 37°C en una
atmosfera humidificada con CO, al 5%. Las CMSPs fueron estimuladas con 35
Mg/mL de extracto vesicular total durante 72 h (IL-2, IL-6, IL-10, TGF-, IL-17A, IL-
17F, e IL-17AF) y 120 h (IL-4 e IFN-y). Los ELISAs se realizaron en placas de 96
pozos (Nunc-Immuno plate Maxisorp, Rosekilde, Dinamarca), utilizando kits de
ELISA comerciales (BD Pharmigen Cytokine Sets, CA, eBioscience, R&D Duo-Set,

UK). El nivel de sensibilidad fue de 9.4 pg/mL para todas las citocinas.
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8. Analisis estadistico

Para el analisis de los microarreglos se utilizaron los siguientes paquetes: R y
Bioconductor (Gentleman et al., 2004; Gautier et al., 2004; Dessau et al., 2008).
Los datos de fondo fueron corregidos y normalizados utilizando el GC-RMA
(GeneChip RMA) (Boldstad et al.,, 2003, Wu et al., 2004). Posteriormente, los
genes se clasificaron como diferencialmente expresados de acuerdo con dos
principales indicadores estadisticos: el log fold change (log FC), que provee la
magnitud de expresion diferencial entre respondedores y no-respondedores, y el
estadistico B, un log bayesiano no-paramétrico de posibilidades corregido
automaticamente usando la tasa de falsos descubrimientos de Benjamin-Hochberg
(FDR), que cuantificd la significancia estadistica. Los genes diferencialmente
expresados se consideraron significativos con P < 0.05 (Benjamin & Hochberg,
1995).

Para el andlisis de la respuesta inmunoldgica por ELISA se construy6 una
base de datos de todas las variables obtenidas utilizando el programa Excel; los
datos se analizaron utilizando el programa SPSS 21 (IBM Inc., Armonk, NY). Se
hicieron analisis univariados, expresados como intervalo de confianza, y se utilizé
la prueba t de Student o la de Mann-Whitney, segun el comportamiento de los
grupos en la prueba de Kolmogorov-Smirnov. Se realizaron analisis bivariados
(regresion logistica), tomando en cuenta las variables posiblemente confusoras
(variables de las que se habia mostrado influencia en la respuesta al tratamiento

en los analisis univariados).
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9. Consideraciones éticas

El presente estudio se realizdé con apego a las regulaciones de investigacion en
seres humanos requeridos por las leyes mexicanas (Reglamento General de
Salud para la Investigacion Clinica) y las normas internacionales (Declaracién de
Helsinki para investigaciones médicas en seres humanos), quedando manifiesto a

través de la firma de hoja de consentimiento informado (Anexo 1).
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10. Resultados

10.1 Descripcion de la muestra utilizada en el analisis de microarreglos

La edad promedio no difirié significativamente entre los respondedores (23.5 + 6.3
afnos) y los no-respondedores (44.1 £ 13.7 afos, P = 0.08); ni la celularidad en el
LCR (R: 12.5 # 7.7 por mm>; NR: 79.6 + 93; P = 0.06). 47% de los pacientes no-
respondedores presentaron parasitos en SAB, mientras que 93% de los

respondedores los presentaron en SAS (P = 0.02) (Tabla 4).

10.2 Analisis de la expresion diferencial de genes por microarreglos e
hipétesis propuesta

La comparacion entre el perfil de expresion de los pacientes respondedores vs.
no-respondedores antes (T0) y después de tratamiento (T2) permitié identificar un
conjunto de genes sobreexpresados y subexpresados relacionados con diferentes
funciones bioldgicas, de los cuales nos concentramos en aquellos relacionados

con funciones inmuno-inflamatorias (Tabla 5).
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Tabla 4. Caracteristicas generales de los pacientes incluidos en el estudio de
microarreglos.

HIC, Hipertension intracraneal; SAS, subaracnoideo de los surcos; SAB, subaracnoideo de la base;
IV, intraventricular; R, respondedor, NR, no-respondedor. Vesiculas: multiples, MV, o Unica VU;

Tratamiento cestocida-corticosteroide

Antes (TO) Después (T2)
Edad/Sexo *Tratamiento Perfil clinico Caracteristicas LCR LCR Evolucion
previo(+/-) radiologicas (#cels/mL) (#cels/mL) clinica
26/9 - Cefalea MV, SAS e IV 67 12 NR
63/9 - Cefalea MV, SAB 18 12 NR
31/8 - HIC MV, SAB 1 20 R
19/8 - Cefalea VU, SAS 18 18 R
28/3 - Epilepsia VU, SAS 7 7 R
generalizada
56/% + HIC MV, SAB 261 27 NR
33/9 + HIC MV, SAB 187 496 NR
42/3 + HIC MV, SAB 16 - R
44/3 + HIC MV, SAB e IV 27 57 R

*Esteroide y cestocida.
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Tabla 5. Genes sobreexpresados significativamente en pacientes con NC,

P =0.05.
Respondedores vs. no-respondedores
Gen Funcion inmunolégica LogFC | B
RORC (RAR-related orphan | Factor transcripcional involucrado en la 1.52 3.48
receptor C) induccion y diferenciacion de células Th17
(proinflamatorio)
TGFB2 (Transforming growth | Regula la proliferacién, diferenciacion adhesiony | 0.57 1.25
factor 2) migracion de diversas células (antiinflamatorio)
TGFBR3 (Transforming Es un potencial regulador negativo de la 0.48 2.02
growth factor receptor IIl) sefializacion de TGFB. Regula negativamente la
sefalizacion NFK-B (inmunomodulador)
TNFRSF25 (Tumor necrosis | Regula la homeostasis de linfocitos y puede 0.54 4.97
factor receptor superfamily, estimular la actividad de NFK-(, regulando la
member 25) apoptosis celular (antiinflamatorio)
Semad4A (semaphorin 4A) Molécula coestimulatoria que incrementa la 0.63 4.69
activacion y diferenciacion de células T in vitro y
potencia la generacion de células T antigeno-
especificas in vivo (proinflamatorio)
IL2RA (interleukin 2 receptor | Regula positiva y negativamente la proliferacion 0.57 4.58
A) de células T (inmunomodulador)
IL-19 (interleukin 19) Pertenece a la familia de IL-10 con efectos 0.52 4.42
antiinflamatorios, pero puede unirse al complejo
del receptor de IL-20 y producir activacion de la
sefal de transduccion y activacion del STAT3
(inmunomodulador)
RUNXS3 (runt-related Necesario para la diferenciaciéon y apropiada | 0.51 4.26
transcription factor 3) funcion de las células Tregs. RUNX1 y RUNX
3 se relacion con la induccién de células Tr17
(inmunomodulador)
SLAMF9 (SLAM family Pertenece a la superfamilia de inmunoglobulinas, | 1.46 3.87
member 9) codifica para la expresion diferencial de
receptores de superficie en células
hematopoyéticas (inmunomodulador)
TNFRSF18 (Tumor necrosis | Incrementa la expresién en células T activadasy | 0.65 3
factor receptor superfamily, se considera que tiene un rol importante en la
member 18) autotolerancia inmunolégica (inmunomodulador)
SLAMF3 (SLAM family Pertenece a la superfamilia de inmunoglobulinas, | 0.58 2.69
member 3) codifica para la expresion diferencial de
receptores de superficie en células
hematopoyéticas. Su expresion se encuentra
incrementada en la superficie de células T
polarizadas a Th17 (proinflamatorio)
SLAMF6 (SLAM family Pertenece a la superfamilia de 0.46 2.67

member 6)

inmunoglobulinas, codifica para la expresién
diferencial de receptores de superficie en
células hematopoyéticas. Su expresion se
encuentra incrementada en la superficie de
células T polarizadas a Th17 (proinflamatorio)
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SLAMF1 (SLAM family Pertenece a la superfamilia de inmunoglobulinas, | 0.46 2.66
member 1) codifica para la expresion diferencial de

receptores de superficie en células

hematopoyéticas. Disminuye la produccion de

células NKT y condiciona retardo en la expresién

de moléculas de sefalizacién de activacion

linfocitaria (antiinflamatorio)
SLAMF5 (SLAM family Pertenece a la superfamilia de inmunoglobulinas, | 0.48 2.59
member 5) codifica para la expresion diferencial de

receptores de superficie en células

hematopoyéticas. Incrementa la secrecion de

IFN gamma en células T activadas

(proinflamatorio)
IL12RB2 (Interleukin 12 Regula positivamente la produccién de IFN 0.65 242
receptor beta 2) gamma por células T (proinflamatorio)
ILF2 (interleukin enhancing Regulador clave de la activacion de células T y 2.96 2.55
factor 2, NFAT) anergia. Convierte el programa de activacion de

células T en un programa supresor de Tregs

(antiinflamatorio)
CXCL2 (Chemokin [C-X-C Involucrado en la quimiotaxis de células 297 1.55
motif], ligand 2) mononucleares, incrementa también la migracién

de Tregs (inmunomodulador)
C1QB (complement Involucrado en la respuesta inmune innata 1.39 2.41
component 1 q (proinflamatorio)
subcomponent B)

El log FC describe el cambio cuantitativo de un gen de una condicién inicial a una final. El
estadistico B describe la probabilidad logaritmica de que un gen dado que se exprese. Las
comparaciones entre los perfiles de expresion génica se realizaron antes (T0) y después del
tratamiento (T2); estos ultimos estan en negritas.
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10.3 Descripcion de la muestra utilizada en el analisis de perfil de citocinas
Th1, Th2, Th17

Se incluyeron en total 65 pacientes de forma retrospectiva: 39 respondedores (14
de los cuales tenian tratamiento con corticosteroides al momento de tomar la
muestra) y 26 no-respondedores (13 de los cuales tenian tratamiento con
corticosteroides). Las muestras de estos pacientes se tomaron de un banco de
muestras biolégicas que incluyeron sueros, LCR y SN de cultivos de células
mononucleares periféricas. La edad promedio fue 44.8 = 14.7 anos en los
respondedores y 39.7 + 11.8 en los no-respondedores (P = 0.1). Con respecto a
las caracteristicas del LCR (celularidad y niveles de proteinas) no hubo diferencias

entre respondedores y no-respondedores (P = 0.35y P = 0.61) (Tabla 6).

10.4 Evaluacion de factores involucrados en la heterogeneidad de la
neurocisticercosis

Se evaludé la posible participacion de multiples factores en la respuesta al
tratamiento, i.e., la localizacion de los parasitos, la edad y el género del
hospedero. La localizacion (SAB o SAS) a TO (x* =6.102, P =0.019) y a T2 (x* =
7.550, P = 0.007) fueron estadisticamente diferentes entre respondedores y no-
respondedores. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas

asociadas con la edad (P = 0.1) ni al género (P = 0.6).
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Tabla 6. Caracteristicas generales de los pacientes incluidos en el estudio de

perfil de citocinas Th1, Th2 y Th17.

Respondedores No-respondedores P
(N =37) (N = 28)
Edad (afhos) 447 + 14.5% 39.9+12 0.1
Género
e Masculino 27 (57%) 20 (42%) 1
e Femenino 17 (63%) 10 (37%)
Manifestaciones clinicas
e Leve 25 (65%) 14 (35%) 0.1
e Grave 19 (53%) 16 (47%)
Localizacion de los parasitos (T0)
e SAS 13 (72%) 5 (28%) 0.005
e SAB 31 (53%) 27 (47%)
LCR (TO)
¢ Glucosa (mg/dL) 43.41 £ 25 36.7 + 28.6 0.3
e Proteinas (mg/dL) 132.97 1 251 153 + 263 0.7
e Células/mm’® 73 + 161 89 + 126 0.6
LCR (T2)
e Glucosa (mg/dL) 37.7+21 36+19 0.8
e Proteinas (mg/dL) 03.8 + 97 224 + 329 0.06
o Células/mm® 39.8 + 51 63 + 74 0.1

*Promedio + DS.

Considerando estos hallazgos, se realizd6 un analisis univariado
comparando el perfil de citocinas en relacién con la localizaciéon de parasitos (SAB
y SAS) en el suero, el LCR y SN. Se encontraron las siguientes diferencias: en
LCR a TO hubo mayores concentraciones de TGF-3 (P = 0.04) en el grupo SAB, y
en SN a T2 se observaron mayores concentraciones de IL-17AF (P = 0.04) e IL-
17F (P = 0.007) en SAS. No se observaron diferencias en el perfil de citocinas en

el suero (Tabla 7).
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Tabla 7. Comparacion de los niveles de citocinas Th1, Th2 y Th17 en SAB vs.

SAS NC antes y después del tratamiento.

TRATAMIENTO

Antes (TO0) Después (T2)
Suero SAB SAS SAB SAS P4 P,
IL-17 A 119.1 (5.6-32.6) 7.8 (7.8-7.8) 17.3 (7.2-27.5) 14.3 (0-97.3) 0.43* 0.75*
IL-17 AF 69.4 (32.5-106.3) 80.5 (0-178.8) 48 (26.1-69.8) 91.3 (0-206.1) 0.86* 0.42
IL-17 F 63.6 (25.5-101.7) 178.2 (0-481.3) 46.07 (23-69.1) 107.1 (0-254.4) 0.32 0.35
TGF-8 66.4 (15.2-117.7) 70.09 (0-221.2) 123.9 (0-279.9) 22.0 (11-33.0) 0.73* 0.69*
IL-10 67.0 (20.5-113.5) 97.3 (36.7-157.9)  50.3 (0-103.4) 82.9 (20.4-145.5) 0.47 0.38
IFN-y 16.4 (0-32.9) 29.2 (0-122.7) 22.4 (0-48.8) 10.7 (0-21.6) 0.50 0.44
IL-4 4.5 (3.2-5.8) 5.1 (1-9.2) 6.3 (4.8-7.7) 4.4 (3.01-5.9) 0.61* 0.12
IL-2 3.8 (3.1-4.6) 4.5 (0.09-8.9) 4.6 (2.9-6.4) 4.6 (2.4-6.9) 0.91* 0.99
IL-6 6.7 (3.7-9.8) 6.4 (0-15.2) 7.5 (4.3-10.7) 13.4 (0-35.1) 0.92 0.53
LCR
IL-17 A 56.2 (0-119.3) 118.3 (0-384.3) 23.8 (13.2-34.4) 34.2 (34.2-34.2) 0.75* 0.41
IL-17 AF 92.9 (39.8-146.0) 135.6 £ 253.7 132.8 (82.2-182.4) 30.5(0-73.9) 0.21* 0.20*
IL-17 F 63.6 (25.5-101.7) 78.9 (0-241.6) 123.2 (49-197.4) 15.6 (15.6-15.6) 0.52* 0.36
TGF-8 78.7 (31.1-126.4) 17.9 (8.5-27.4) 32.8 (1.3-64.3) 15.6 (15.6-15.6) 0.04* 0.67*
IL-10 127.7 (77.3-178.1) 147.3 (0-323.1) 130.3 (72.3-188.4) 64.7 (0-323.4) 0.75 0.39
IFN-y 50.5 (23.6-77.5) 140.4 (6.1-274.8) 15.6 (8.8-22.4) 11.2 (0-69.6) 0.07* 0.63
IL-4 3.7 (2.9-4.6) 3.2 (2.9-3.4) 4.1(3.2-4.9) 3.1(3.1-3.1) 0.76* 0.94*
IL-2 6.8 (3.8-9.7) 92.4 (0-321.8) 11.1 (7.5-14.7) 4.3 (4.3-4.3) 0.08* 0.34
IL-6 59.6 (17.5-101.7) 8.6 (1.5-15.7) 35.8 (5.2-66.4) 9.2 (9.2-9.2) 0.88* 0.78*
SN
IL-17 A 40.5 (6.1-75.1) 138 (0-425) 60.9 (0-162.1)  26.9 (0-66.3) 0.88* 0.54*
IL-17 AF  86.2 (42.2-130.1) 181.4 (0-374) 129 (41.4-216.1) 317 (0-641.4) 0.30 0.04*
IL-17F  72.1(21.1-123.1) 141 (0-313) 137 (11.3-262.9) 320 (12.7-626.6) 0.24 0.007*
TGF-8 490 (0-1142.1) 147 (0-304) 124 (0-251.5)  84.8 (0-195.9) 0.98* 0.65
IL-10 257 (74.3-439.8) 493 (0-1415) 154 (0-353.2) 146 (0-319.9) 0.62* 0.96
IFN-y 63 (26.3-99.5) 83 (28.1-138) 21.1 (13.6-28.5) 36.3 (0-78.8) 0.58* 0.42
IL-4 6.6 (1.1-12.1) 5.4 (2.2-8.7) 7.1 (0-14.3) 11.2 (0-30.3) 0.42* 0.94*
IL-2 10 (2.6-17.6) 16.3 (0-40.5) 21.8 (0-46.5) 11.8 (1.3-22.3) 0.40 0.66*
IL-6 1911 (673.5-3147.8) 5265 (0-14932) 3642 (2018- 2766 (0-5605.3) 0.56* 0.54

5266)

*Mann-Whitney U, en el resto se aplic6 la prueba de Student de dos colas. ¥ Promedio (IC 95%).
SAS vs. SAB antes (P4) y después del tratamiento (P,).
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10.5 Niveles de citocinas Th1, Th2 y Th17 en células mononucleares de
sangre periférica entre respondedores y no-respondedores, ajustados por
localizacion

Se realiz6 un analisis bivariado por regresién binaria tomando en cuenta la
localizacion. Se observaron diferencias significativas en el perfil de citocinas entre
los grupos de pacientes respondedores y no-respondedores al tratamiento, tanto
en el LCR como en SN. Los R presentaron mayores concentraciones de IL-17AF
enel LCR (P =0.04)y de IL-6 (P = 0.03) en SN, ambos a T2. En el grupo de R se
observo una tendencia de menores niveles de IL-10 (P = 0.08) tanto en LCR como
en SN a TO, asi como mayores niveles de IL-17A (P = 0.09) e IFN-y (P = 0.06) a

T2 (Tablas 8 y 9).

Tabla 8. Comparacion de los niveles de citocinas Th1, Th2 y Th17 en el LCR

entre respondedores y no-respondedores.

Tratamiento

Antes Respondedor No-respondedor P (U) P (RBL)
IL-17 A 132.8 (0-74.8) 64.8 (0-166.3) 0.9 0.7
IL-17AF 91.4 (29.9-153.4) 89.6 (9.7-169.6) 0.3 0.8
IL-17F 84.5 (18.33-150.8) 44 .8 (22.12-67.6) 0.7 0.2
TGF-B8 35.0 (14.2-55.8) 114.4 (24.4-204.5) 0.049 0.1
IL-10 117.1 (46.8-187.4) 170 (79.7-260.3) 0.3 0.08
IFN-y 69.6 (23.1-116.07) 54.3 (13.4-95.2) 0.9 0.2
IL-4 3.4 (3.02-3.8) 3.9 (2.3-5.5) 0.3 0.5
IL-2 32.7 (0-78.9) 5.2 (3.2-7.2) 0.053 0.2
IL-6 42.8 (0-89.6) 61.9 (1.3-122.4) 0.8 0.9
Después

IL-17A 23.7 (7.84-39.5) 19.1 (9.4-28.7) 0.57 0.5
IL-17AF 162.9 (85.9-239.9) 80.1 (43.4-108.2) 0.05 0.04
IL-17F 147.3 (32.9-261.7) 70.5 (15.9-125.1) 0.20 0.2
TGF-B8 38.5 (0-87.8) 20.6 (8.4-32.8) 0.77 0.3
IL-10 113.7 (44.1-183.2) 150.6 (43.4-257.9) 0.51 0.3
IFN-y 13.8 (5.4-22.2) 15.2 (2.71-27.6) 0.83 0.4
IL-4 3.9 (2.6-5.2) 4.2 (2.94-5.5) 0.69 0.5
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IL-2 10.6 (3.41-17.8) 11.7 (7.8-15.5) 0.75 0.5
IL-6 50.1 (0-107.7) 20.4 (0-48.1) 0.30 0.3

TPromedio (IC 95%). U, andlisis univariado (t de Student de dos colas o prueba de Mann-Whitney,
dependiendo de la normalidad de los datos); RBL, regresiéon binaria logistica (ajuste por
localizacion de los parasitos).

Tabla 9. Comparacion de los niveles de citocinas Th1, Th2 y Th17 en SN

entre respondedores y no-respondedores.

Tratamiento

Antes Respondedor No-respondedor P (U) P (RBL)
IL-17A 1123.6 (0-309.2) 27.6 (12-43.3) 0.2 0.2
IL-17AF 150.8 (35.1-266.5) 85.5 (19.3-151.6) 0.3 0.6
IL-17F 98.2 (18.7-177.6) 86.5 (0-183.9) 0.8 0.4
TGF- 51.3 (0-106.5) 700 (0-1583.4) 0.1 0.1
IL-10 23.01 (14.2-31.7) 750 (0-1521.1) 0.01 0.08
IFN-y 64.5 (28.8-100.2) 74.5(14.8-134.2) 0.9 0.2
IL-4 7.3 (0.8-13.9) 4.0 (1.81-6.2) 0.3 0.2
IL-2 13.9 (1.9-25.9) 9.2 (1.4-17.02) 04 0.7
IL-6 2207.7 (613.1-3802.1) 3602.5 (0-8725.7) 0.8 0.1
Después

IL-17A 82 (0-238.3) 20.6 (8.7-32.5) 0.40 0.09
IL-17AF 175.2 (54.3-296.1) 170.9 (0-344.1) 020 03
IL-17F 194.5 (31.4-357.6) 187 (0-391.7) 095 0.2
TGF-B 128.3 (0-268.7) 88.5 (0-204.05) 064 03
IL-10 205.4 (0-447.7) 76.9 (0-159.7) 0.62 0.2
IFN-y 32.3 (12.9-51.7) 15.4 (9.4-21.5) 0.09 0.06
IL-4 7.5 (0-16.7) 9.3 (0-21.3) 076 0.3
IL-2 10.6 (5.16-16.07) 29.2 (0-69.8) 034 03
IL-6 4148.6 (2326.6-5971) 2425 (344.7-4506.6) 0.19 0.03

tPromedio (IC 95%). U, analisis univariado (t de Student de dos colas o prueba de Mann-Whitney,
dependiendo de la normalidad de los datos); RBL, regresiéon binaria logistica (ajuste por
localizacién de los parasitos).

10.6 Determinacioén del indice de citocinas Th1, Th2 y Th17 suero/LCR en
pacientes respondedores y no-respondedores

Por ultimo, se realizé el calculo del indice suero/LCR para cada una de las
citocinas en respondedores y no-respondedores al tratamiento. Se observd una
tendencia a presentar un menor indice de IL-6 en los respondedores, lo que indica
mayor concentracion de esta citocina en el LCR que en el suero (Tabla 10).
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Tabla 10. indice de citocinas Th1, Th2 y Th17 (suero/LCR) en pacientes

respondedores y no-respondedores antes y después del tratamiento

indice Respondedores (T0 y No-respondedor (TO y T2) P
suero/LCR T2) (promedio, IC 95%) (promedio, IC 95%)

IL-17 A 10.5 (0.2-0.9) 3.4 (0.9-5.8) 0.1
IL-17 AF 0.7 (0.3-1.08) 1.4 (0.3-2.6) 0.1
IL-17 F 1.5 (0.6-2.4) 1.9 (0.8-3) 0.7
TGF-8 4.4 (0-10.8) 2.1 (0-4.5) 0.4
IL-10 1.5(0.3-2.7) 1.1 (0-8.3) 0.8
IFN-y 1.2 (0-2.7) 1.2 (0.1-2.3) 0.9
IL-4 1.3 (0.9-1.6) 1.8 (1.1-2.4) 0.1
IL-2 0.9 (0.3-1.4) 0.5(0.2-0.9) 0.2
IL-6 0.9 (0.2-1.5) 2.6 (0.9-4.3) 0.059
TPromedio (IC 95%).

En resumen, se detectaron diversos genes en el analisis de microarreglos,
varios de ellos proinflamatorios, relacionados con una respuesta Th17, como
RORyC, Semad4A, SLAMF3 y SLAMF6, asi como otros antiinflamatorios e
inmunomodulatorios. Estos hallazgos fueron confirmados con la evaluacion de los
niveles de citocinas en la sangre, el sobrenadante y el LCR de un segundo grupo
de pacientes antes del tratamiento (T0) y después de tratamiento: a los 8 dias y
después de dos meses (T2). Encontramos altos niveles de IL-17AF en el LCR y de
IL-6 en SN, ambos a T2 (datos ajustados por la localizacion de los parasitos);
ademas, aunque no hubo diferencia significativa, se observd una tendencia a
menores niveles de IL-10 en el LCR y SN en pacientes respondedores a TO y altos
niveles de IL-17A e IFN-y a T2.

Estos resultados en conjunto sugieren la participacion de un “ambiente”

proinflamatorio en la respuesta al tratamiento cestocida-esteroide.
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11. Resultados complementarios

Durante la realizacion del proyecto de doctorado se produjeron cuatro
publicaciones adicionales, dos de las cuales fueron producto directo de mi

proyecto doctoral (Anexo 2), y cuyos resultados se resumen a continuacion:

11.1 Impact of Taenia solium neurocysticercosis upon endocrine status and
its relation with immuno-inflammatory parameters. Int J Parasitol. 2012;
42(2):171-176.

El perfil endocrinolégico fue evaluado también en 50 pacientes con NC y 22
controles, encontrandose que los pacientes masculinos presentaron menores
concentraciones de estradiol (P = 0.02) y DHEA (P = 0.006), asi como mayores
niveles de hormona luteinizante (HL) (P = 0.02) que los controles. Igualmente, los
niveles de estradiol en pacientes femeninos fueron menores que en los controles
(P =0.05).

Los pacientes se clasificaron de acuerdo con la gravedad de su
presentacion clinica. Los pacientes masculinos con manifestaciones graves
mostraron una disminucion de las concentraciones séricas de testosterona (P =
0.007) e incremento de FSH (P = 0.05) con respecto a los pacientes con
manifestaciones clinicas no-graves. Por su parte, los pacientes femeninos con
cuadro clinico grave mostraron menores niveles de progesterona vy
androstenediona (P = 0.03 y P = 0.01, respectivamente) que los controles.

Por otro lado, los pacientes que presentaron formas SAB o V y multiples
parasitos vesiculares mostraron altas concentraciones de IL-1 en sobrenadante

de CMSP estimuladas con TsAg (P = 0.003), mientras que en el LCR
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predominaron altos niveles de IL-10 (P = 0.004) en comparacién con pacientes
con parasitos en el parénquima cerebral en bajo numero.

Las correlaciones inmuno-endocrinolégicas mostraron correlacion negativa
de estradiol e IL-10 en LCR en pacientes masculinos (r = —0.53, P = 0.049),
mientras que en los pacientes femeninos se encontré correlacién positiva entre
DHEA e IL-1B en SN (r = 0.77, P = 0.04) y entre androstenediona e IL-17 A en SN
(r =0.86, P = 0.006). Estos resultados permitieron, por primera vez, demostrar que
la NC puede modificar el microambiente del hospedero, induciendo cambios tanto

endocrinos como inmunologicos.

11.2 Human neurocysticercosis: in vivo expansion of peripheral regulatory
T cells and their recruitment in the central nervous system. J Parasitol. 2012;
98(1):142-148

Se estudiaron 19 pacientes con formas graves de NC (SAB) y 10 controles, para
estudiar la frecuencia de Tregs y su relacion con la respuesta proliferativa de los
linfocitos activados y las citocinas expresadas. Se observé un incremento de Tregs
periféricas CD4'CD25"9" CD4*CD25"" FOXP3*, CD4'CD25"%" CTLA-4* vy
CD4'CD25"" IL-10" con disminucién células T activadas CD38" y CD69". El
incremento de Tregs se acompand con depresion de la respuesta linfocitaria
proliferativa especifica y no-especifica. De igual forma se investigd la frecuencia
de Tregs en LCR en 8/19 pacientes. Los resultados mostraron una significativa
correlacion positiva entre las poblaciones de Tregs periféricas y locales:

Niveles mayores de IL-10 e IL-6 en el LCR que en el suero (P = 0.01) en

pacientes con NC, mientras que los niveles de TGF-B en la sangre fueron
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mayores que en el LCR (P = 0.05). Se observé una tendencia de correlaciéon
positiva entre las densidades o6pticas del HP10 en LCR con los linfocitos
CD4*CD25"" (r = 0.64, P = 0.08); de igual forma, los niveles de este antigeno se
correlacionaron positivamente con los niveles de IL-10 (r = 0.74 P = 0.037) e IL-6
(r =0.79 P = 0.002) en LCR. Los linfocitos CD4*CD25"9" de sangre periférica se
correlacionaron con las densidades 6pticas de HP10 en el suero (r = 0.47, P =
0.046). En resumen, estos hallazgos sugieren la participacion tanto local (LCR)
como periférica (sangre) de células Tregs en el control de la neuroinflamacion, lo
cual podria estar relacionado con una “menor” gravedad de los sintomas clinicos
en pacientes con NC SAB; a la vez, también podria participar en la promocion de
un microambiente “permisivo” que favorezca la supervivencia del parasito y el
desarrollo de neoplasias cerebrales (Del Brutto et al., 1997; Del Brutto et al., 2000;
Azad et al., 2003; Herrera et al., 2000). Aun se requieren mas estudios para

establecer una posible relacion causal.

11.3 Cysticerci drive dendritic cells to promote in vitro and in vivo Tregs
differentiation. Clin Dev Immunol. 2013; 981468
Considerando los hallazgos encontrados en el estudio previo, se decidié ampliar la
investigacién evaluando la capacidad de los cisticercos de T. solium para modular
células dendriticas hacia la induccion de células Tregs in vivo e in vitro.

Se indujeron células dendriticas a partir de monocitos CD14" en presencia o
en ausencia de cisticercos. Las células diferenciadas en presencia del parasito
mostraron alta expresion de SLAMF1, B7-H1 y CD205; de igual forma, las células

tratadas con dexametasona mostraron disminuciéon de la expresiéon de CD8O0,
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CD40 y SLAMF1 con respecto a los controles, hallazgos que sugieren que in vitro
los parasitos promueven la expresion en células dendriticas de moléculas
relacionadas con un fenotipo tolerogénico. Dichas células diferenciadas en
presencia o0 ausencia de cisticercos fueron pulsadas o no con antigenos de
cisticerco y usadas para estimular linfocitos T CD4*. Cuando las células
dendriticas fueron pulsadas con los antigenos parasitarios, la expresion de Tregs
se incrementd significativamente de 101.2 + 33 a 273 + 86.5 (P = 0.01) en
presencia de antigenos de T. crassiceps y a 393.3 £ 38.63 (P = 0.0002) con
antigenos de T. solium.

En los estudios in vivo se incluyeron 13 pacientes con NC. Se observo que
durante la diferenciacion de células dendriticas sélo la IL-10 se incremento
significativamente cuando las células fueron diferenciadas en presencia de
dexametasona. Por otra parte, hubo un incremento significativo de moléculas
como SLAMF1y CD205 (P = 0.05) en las células dendriticas (CD11c) y de Tregs
periféricas en pacientes con NC. Estos resultados confirman los datos observados
en el estudio previo y demuestran la relevancia de las Tregs en el control de la
respuesta inflamatoria en NC. Tanto en pacientes como en los estudios in vitro, los
cisticercos son capaces de modular el fenotipo de la célula dendritica que induce
Tregs. Aun faltan estudios complementarios para dilucidar los mecanismos
subyacentes.

11.4 Subarachnoidal neurocysticercosis non-responsive to cysticidal
drugs: a case series. BMC Neurol. 2010; 10:16
Se realizd un estudio clinico-radiolégico en 6 pacientes con formas de NC SAB.

Como se comentd anteriormente, la localizacion de los parasitos en el sistema
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nervioso central es un factor relevante en la respuesta a tratamiento. En este
contexto, los parasitos localizados en las cisternas del espacio SAB conllevan a un
peor prondstico tanto clinico como en relacion con la respuesta al tratamiento. En
esta serie de pacientes hubo persistencia de parasitos viables o vesiculares,
documentada por resonancia magnética después de repetidos ciclos de ABZ.
Nuestras hipotesis en relacion con esta “resistencia” al tratamiento cestocida se
basaron en una posible menor penetraciéon del farmaco en el espacio SAB debida
a diferencias en la biodisponibilidad entre individuos, previamente reportadas
(Jung et al., 2008); también se considero el papel del uso de corticosteroides para
la prevencion de las complicaciones inflamatorias asociadas a NC, que podria
interferir con la respuesta inmunolégica crucial para la eliminacion del parasitos, y
finalmente la posibilidad de desarrollo de mecanismos de resistencia del cisticerco
al ABZ, aunque en humanos esto no se ha reportado. Igualmente, reportamos una
serie de tres pacientes en quienes paradojicamente hubo incremento de la carga
parasitaria después de haber recibido tratamiento con ABZ; se desconoce la razén
por la que este fendmeno puede presentarse en los pacientes con NC, aunque se
han descrito eventos similares en humanos con tuberculosis durante el tratamiento
antifimico (Kumar et al., 2006) y en un modelo experimental de malaria cerebral
(Amante et al., 2007). Estos hallazgos abren un complejo panorama ante la
posibilidad de que el parasito aproveche los factores de crecimiento secretados
por el hospedero durante el proceso inflamatorio inducido por la misma infeccion.
La secrecion de TGF-B y la induccion de Tregs podrian ser determinantes en este
fendmeno. Dichas posibilidades estan siendo abordadas actualmente en nuestro

grupo de trabajo.

72



Respuesta inflamatoria asociada al tratamiento en la neurocisticercosis 2014

12. Discusion y conclusiones

La inflamacién local (SNC) y periférica (sangre) se relaciona criticamente con la
gravedad de las manifestaciones clinicas en la NC y la eficiencia del tratamiento
cestocida-esteroide (Chavarria et al.,, 2005; Saenz et al., 2012; Sciutto et al.,
2013). Considerando su relevancia en la patologia, decidimos ahondar en el
conocimiento del perfil inmuno-inflamatorio asociado a la respuesta al tratamiento.
Para este propdsito incluimos pacientes con NC SAB, la presentacién radiolégica
mas frecuentemente resistente al tratamiento cestocida y que requiere la
administracién simultanea de esteroides. En este conjunto de pacientes se estudio
la respuesta periférica, considerando su estrecha comunicacion inmunoldgica con
la respuesta en el SNC (Trakhtenberg & Golberg, 2011). Con el propésito de
identificar las diferencias de expresion transcripcional entre pacientes
respondedores vs. no-respondedores al tratamiento cestocida, se evalué el perfil
de expresion génica en CMSP estimuladas in vitro con extracto vesicular total de
cisticerco. Estos resultados revelan que los pacientes que respondieron al
tratamiento cestocida-corticosteroide presentan sobreexpresados diversos genes
involucrados en la respuesta inmune, entre los que desatacan genes
proinflamatorios (RORYC, SemadA, SLAMF3, SLAMF6) y
antiinflamatorios/inmunomoduladores (TGFB, TNFRSF25, TNFRS18, SLAMF1,
ILF2). Algunos de estos genes proinflamatorios se relacionaron con una respuesta
Th17. Es posible que la administracion coadyuvante de corticosteroides,
frecuentemente requerida para evitar complicaciones inflamatorias graves
(hidrocefalia, vasculitis, etc.), pudiera estar asociada parcialmente con estos

hallazgos (Hu et al., 2009), dado que tales farmacos pueden no soélo modificar la
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respuesta Th17 sino también favorecer la expresion de Tregs (Pandolfi et al.,
2013).

Estos resultados se suman a los previamente establecidos en los estudios
dirigidos a evaluar el perfil inmuno-inflamatorio que acompana a la NC, que se
habian concentrado en el analisis del paradigma Th1/Th2 (Chavarria et al., 2005;
Medina-Escutia et al., 2001; Restrepo et al., 2001). El hallazgo de un incremento
en el perfil de citocinas Th17 en pacientes respondedores puede estar relacionado
con la efectividad en la eliminacion de los parasitos. Se sabe que las células Th17
producen tanto IL-17 como IL-2 bajo el efecto de TGF-B, y las citocinas
proinflamatorias IL-6 e IL-21 (Cua & Kastelein, 2006; McGeacgy et al., 2007;
Veldhoen & Stokinger, 2006), que son altamente inflamatorias y se han
relacionado con el desarrollo de enfermedades autoinmunes, asi como en la
respuesta inmune efectiva contra patégenos tales como Klebsiella pneumoniae y
Candida albicans (Peck & Mellins, 2010; Matsuzaki & Umemura, 2007).
Igualmente, en algunas parasitosis se ha evaluado recientemente el rol de la
respuesta Th17; por ejemplo, en la esquistosomiasis (Schistosoma mansoni), en
un modelo murino se confirmé el efecto de TGF-B y las citocinas proinflamatorias
en la induccién de células Th17. Ademas, en ratones infectados que fueron
tratados con TGF- se observo alta expresion de ARNm en CMSP de IL-6, IL-7,
TGF-B y TNF-a, asi como un incremento de los niveles plasmaticos de IL-23 e IL-
17, lo cual se asocid con una baja carga de parasitos adultos comparados con los
controles (Tallima et al.,, 2009). Estos hallazgos muestran las propiedades
multifuncionales del TGF-B, particularmente en la diferenciacion de la

subpoblacién Th17. En otro modelo murino con Trypanosoma congolense se
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observaron altos niveles de IL-17 en el suero, asi como en células hepaticas y
esplénicas inmediatamente después de la infeccion. Ademas, la aplicacion in vivo
de anticuerpo monoclonal anti-IL-17 se asocié con una mayor parasitemia (Mou et
al., 2010). Por otra parte, en relacién con la infeccidon por Toxoplasma gondii en un
raton IL-17R-/- se demostré que la induccion temprana de neutréfilos es
dependiente de la sefializacién por IL-17; de hecho, estos ratones fueron mas
susceptibles a la infeccion que las cepas silvestres. (Kelly et al., 2005). Estos
resultados muestran globalmente que la respuesta Th17 puede ser importante
para que el hospedero desarrolle una respuesta inflamatoria exitosa, que
favorezca la destruccion del parasito promovida por los farmacos cestocidas.

Por otro lado, la participacion de las células Treg parece ser crucial en la
homeostasis inmunolégica; sin embargo, estas células podrian ser inducidas por el
parasito como una estrategia que le permitiria establecerse en un microambiente
“hostil”. Se ha observado que en pacientes con NC SAB (forma grave de la
enfermedad) existe una correlacion entre la respuesta periférica (sistémica) y local
(SNC) de las Tregs (Adalid-Peralta et al., 2012). De igual forma, se ha observado
in vitro que los cisticercos incrementan la induccion de Tregs y de moléculas
supresoras (SLAMF1, B7-H1 y CD205), efecto que también se observa in vivo
(Adalid-Peralta et al., 2013).

Otros resultados que surgen de este trabajo de tesis se refieren a la
participacion de componentes hormonales en la modulacion de las formas
subaracnoideas de la base, que en general son las mas graves e inflamatorias. En
este contexto, se observaron cambios significativos en el perfil hormonal de

controles normales y pacientes con NC. Estos ultimos presentaron disminucion de
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la DHEA; asimismo, los hombres con NC presentaron bajos niveles de 17p-
estradiol y altos niveles de hormona luteinizante. Los pacientes con formas graves
de NC presentaron ademas bajas concentraciones de testosterona con respecto a
los controles (Cardenas et al., 2012). Aunque aun se desconoce si estos
resultados son origen o consecuencia de la infeccion, la segunda opcién parece la
mas probable. En este contexto, se han descrito trabajos que realzan el papel de
las hormonas sexuales en el control de otros procesos neuroinflamatorios, dado
que las hormonas producidas por el eje hipotalamo-hipdfisis-adrenal e hipotalamo-
hipdfisis-gonadal presentan funciones inmunomodulatorias (Kipp et al., 2012;
Verthelyi, 2001).

Los resultados obtenidos en esta tesis permiten sostener que la resolucién
radiolégica (desaparicidn de los parasitos) después del tratamiento cestocida en
pacientes con NC SAB requiere de componentes inmunoldgicos concomitantes,
predominantemente proinflamatorios de tipo Th17. Encontramos también
evidencias de que la respuesta Th17 se encuentra influida por mecanismos
inmuno-endocrinolégicos complejos del hospedero. Adicionalmente a los datos
obtenidos en esta tesis, nuestro equipo de trabajo ha demostrado que el propio
parasito promueve un incremento central y periférico de Tregs, que controla la
respuesta proinflamatoria y podria participar en la resistencia al tratamiento (Adalid
et al., sometido a publicacién). Los resultados obtenidos en esta tesis permitiran la
busqueda de nuevos tratamientos antiinflamatorios mas especificos que permitan
controlar los efectos adversos de la inflamacion sin comprometer fuertemente la

inmunidad del hospedero para lograr una eliminacién eficaz de los parasitos.
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En resumen, nuestros hallazgos muestran que una menor respuesta al
tratamiento se asocia con un ambiente menos inflamatorio (bajos niveles de I1L-17,
altos niveles de IL-10, TGF-B) en los pacientes con parasitos localizados en el
espacio subaracnoideo de la base. Cabe destacar que estos pacientes “graves”
muestran un aumento en el porcentaje de células T reguladoras, aunque no se ha
confirmado todavia si este hallazgo se correlaciona con la respuesta al
tratamiento.

Por otro lado, la relevancia de la respuesta Th17 en la respuesta inmuno-
inflamatoria asociada con la respuesta al tratamiento en NC se puso en evidencia
por primera vez. Estos resultados deberan evaluarse mas extensamente, y en este
sentido planeamos el abordaje de la actividad biologica de citocinas implicadas en
la induccidn de una respuesta Th17, como IL-12, IL-23p40 e IL-6, en los pacientes
con formas graves de NC. Pretendemos en posteriores estudios evaluar, utilizando
anticuerpos especificos dirigidos contra estas citocinas, briakinumab, ustekinumab
y tocilizumab, aprobados para el tratamiento de enfermedades autoinmunes
(Yoshida & Tanaka, 2014; Niederreiter et al., 2013), la relevancia de la respuesta
Th17 en modelos in vitro e in vivo, debido a que estos anticuerpos actuan
deprimiendo la respuesta inflamatoria. Esperamos con ello confirmar nuestras
observaciones preliminares, que sugieren que un ambiente proinflamatorio es
necesario para favorecer la destruccién del parasito iniciada por el tratamiento
cestocida.

Por otro lado, hay que considerar que la estrategia de intentar “potenciar”
una respuesta Th17 no parece conveniente a priori, debido a las siguientes

consecuencias: por un lado, el riesgo de generar una respuesta inmuno-
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inflamatoria exacerbada o autoinmune, y por otro, la elevada plasticidad de las
células Th17; ambas circunstancias dificultan mantenerlas “estables” una vez que
se induce su diferenciacion, y finalmente la posibilidad hasta ahora cuestionable
de inducir células Th17 de memoria (Lindenstrom et al., 2012). A pesar de ello, es
interesante comentar que se ha descrito que un adyuvante liposomal catiénico
(CAF01) puede cebar tanto respuestas Th1 como Th17 y promover un linaje de
potentes células Th1 de memoria (Lindenstrom et al., 2009) y podria
eventualmente evaluarse durante el tratamiento de los pacientes con NC. Estas y
otras posibilidades deben estudiarse a profundidad para mejorar las actuales

opciones de tratamiento en pacientes con NC SAB.
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14. ANEXO 1: CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

México, DF, a de 20
Protocolo

CONSENTIMIENTO INFORMADO

Por medio del presente manifiesto que he sido invitado a participar en el proyecto de
investigacion sobre Determinacion de la respuesta inflamatoria asociada al
tratamiento de la neurocisticercosis subaracnoidea: Implicaciones patogénicas y
terapéuticas

ANTECEDENTES Y OBJETIVOS.

La neurocisticercosis es una enfermedad frecuente en México, ocasionada por el parasito
Taenia solium, la cual se transmite por la ingestion de los huevecillos. Una vez ingerido, el
parasito se disemina a distintas areas incluyendo el sistema nervioso central ocasionando
diferentes sintomas como epilepsia, paralisis, alteraciones de la sensibilidad e hidrocefalia
(acumulaciéon de liquido cefalorraquideo). El tratamiento de esta patologia requiere en
muchas ocasiones la colocacién de sistemas de derivacion ventriculo-peritoneales para
drenaje y ameritan hospitalizacion para el tratamiento de los sintomas y para la
erradicacion del parasito con albendazol y esteroides.

Diferentes estudios han mostrado en estudios en animales que el estado hormonal de los
especimenes favorece la infestacion por cisticercos de tenia. Los mecanismos
involucrados son por ahora no estan completamente dilucidados pero ciertas evidencias
sugieren el posible papel de las hormonas: estrégenos y cortisol. La influencia de estos
factores hormonales en la neurocisticercosis no ha sido estudiada por el momento aunque
estudios previos han mostrado que las mujeres (tal vez por los estrégenos) presentan las
formas mas graves de la neurocisticercosis presentan asimismo mayor nivel de
inflamacién. Proponemos en este estudio evaluar la influencia de factores hormonales en
la heterogeneidad de la neurocisticercosis.

Para esto se me ha explicado que se me tomaran muestras de sangre y LCR, y asi mismo
se aplicaran cuestionarios para valorar el nivel de estrés, todo esto con el fin de
establecer la influencia de los factores hormonales en la neurocisticercosis, determinando
las diferencias que existen en la respuesta inmune en estas patologias.

Por lo anterior, yo:
como paciente o] yo

como
representante legal, en uso de mis facultades, libre, voluntariamente y sin presiones de
ninguna indole, declaro que he sido debidamente informado por los médicos
investigadores del Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia “Manuel Velasco
Suarez” acerca del procedimiento de tomas de muestras y de las medidas del tratamiento.
He recibido informacién verbal durante la entrevista sobre la naturaleza del propdsito,
beneficios, riesgos y alternativas de este procedimiento, asi como de los medios con el
que cuenta el hospital para realizarlo, y otorgo mi consentimiento previamente informado
para que me sea realizado el procedimiento.
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Hoja 2.
Autorizando lo siguiente:

1. A los médicos, tomar las muestras indicadas de sangre y liquido cefalorraquideo
en los tiempos expuestos en el calendario de tomas de muestras.

2. Comprometerme a estar pendiente de las citas de seguimiento por la consulta
externa de este instituto.

3. A las Dras. Agnés Fleury y Graciela Cardenas Hernandez, neurélogas e
investigadoras de este Instituto, permiso para realizar los procedimientos y planes
terapéuticos mencionados.

El grupo de investigacion esta particularmente interesado en:

Determinar:
e Si el estado hormonal influye en el tipo de presentacion de la neurocisticercosis.
e Asi como los posibles mecanismos involucrados.

Sé que mediante la participan en el estudio podré ayudar a responder las preguntas
planteadas por los investigadores y de alguna forma ayudar a que otros pacientes se vean
beneficiados de los resultados del estudio. Estoy en libertad de terminar mi participacion
en este estudio en el momento que desee y esto no afecta en la atencién de mi
padecimiento con los mejores estandares médicos y humanos. He hablado con las Dras.
Agnes Fleury y Graciela Cardenas H, quienes me han aclarado todas mis preguntas, en
caso de que me surgiera alguna duda mas podré comunicarme con los investigadores a
los teléfonos 56063822 extensiones 2550, 2052 o0 2014. Con la firma en la linea de abajo
acepto participar en el estudio del que se me ha explicado y acepto los riesgos y
beneficios que esto implica.

Norma y firma del familiar responsable Nombre y firma testigo 1 Nombre y firma testigo 2

Nombre y firma del médico que realizo la discusion de este documento

Nombre y firma del investigador principal.
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15. ANEXO 2: ARTICULOS PRODUCIDOS DURANTE EL DOCTORADO
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Neurocysticercosis (NC) is a parasitic disease caused by the infiltration of the larval stage of Taenia solium
in the central nervous system. Clinical presentations are heterogeneous and particularly depend, on the
age and gender of the host. We designed a clinical study to evaluate the hormonal changes associated
with neurocysticercosis and the relationships between disease heterogeneity, endocrine and immunolog-
ical status. A total of 50 patients and 22 healthy subjects were included. A precise clinical and radiological
description of disease for each patient was recorded. A broad hormonal profile was assessed for each par-
ticipant and, in a sub-group of patients, immunological features were also evaluated. Compared with con-
trols, all patients had lower dehydroepiandrosterone (DHEA) concentration; male patients also had lower
concentrations of 17B-estradiol and higher concentrations of luteinising hormone (LH). In the clinically
severe patients, lower concentrations of progesterone and androstenedione were found in women.
Higher concentrations of follicle stimulating hormone (FSH) and lower concentrations of testosterone
were found in men when compared with the less clinically severe patients. Significant correlations were
found between estradiol and IL-10 in male patients, and between dehydroepiandrosterone (DHEA) and
IL-1B, and androstenedione and IL-17 in female patients. To our knowledge the present study constitutes
the first demonstration that the presence of T. solium larvae in the central nervous system can modify the
host environment by the induction of endocrine and immunological changes. These results provide a
stimulating background to analyse the repercussions of these changes on the course of the disease and
on patient reproductive health.

© 2012 Australian Society for Parasitology Inc. Published by Elsevier Ltd. All rights reserved.
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1. Introduction Inflammatory reaction intensity is influenced by the host’s sex

and age; compared with men, women exhibit a higher inflamma-

Human neurocysticercosis (NC) is a parasitic disease caused by
the installation of the larval stage of Taenia solium in the CNS. NC
exhibits a clinically heterogeneous picture ranging from asymp-
tomatic to a severe neurological syndrome (Sciutto et al., 2000;
Garcia et al., 2003).

Cysticerci localization in the CNS and the intensity of the
inflammatory reaction are two factors clearly related to the clinical
severity of the disease (Fleury et al., 2004; Chavarria et al., 2005).

* Corresponding authors at: Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia,
México. Insurgentes Sur 3877, Delegaci6én Tlalpan, 14269 Mexico DF, Mexico. Tel./
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CINVESTAV, Apdo. Postal 14-740, 07360 México DF, Mexico. Tel./fax: +52 55 57473
800. (M.C. Romano).

E-mail addresses: mromano@fisio.cinvestav.mx (M.C. Romano), afleury@biome-
dicas.unam.mx (A. Fleury).

! These authors contributed equally to the study and manuscript.

tory reaction (Del Brutto et al., 1998; Fleury et al., 2004). Young
women more frequently present a severe clinical presentation
caused by multiple degenerating cysticerci in the parenchyma
(Rangel et al., 1987). The prevalence of damaged cysticerci is signif-
icantly higher in women than in men (Romero et al., 2007). Chil-
dren present a lower NC frequency and a lower frequency of
severe forms of the disease (Sdenz et al., 2006). Also, vesicular par-
asites are more frequent in elderly hosts (Fleury et al., 2004).
Cysticercosis prevalence can be affected by the hormonal status
of the host. Castration and pregnancy in pigs increase cysticercosis
prevalence (Morales et al., 2002). Once infected, cysticercosis mod-
ifies the hormonal levels of pigs with increased concentrations of
testosterone and 17p-estradiol (E2) (Pefia et al., 2007). Moreover,
in vitro studies have shown that human chorionic gonadotropin
(hCG) effectively promotes cysticercal evagination and T. solium
tapeworm elongation (Diaz-Orea et al., 2007). The finding that

0020-7519/$36.00 © 2012 Australian Society for Parasitology Inc. Published by Elsevier Ltd. All rights reserved.
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T. solium is also able to synthesise sex steroid hormones adds com-
plexity to the host-parasite interactions (Jiménez et al., 2006; Val-
dez et al., 2006; Fernandez Presas et al., 2008; Romano et al., 2008).

The present study investigated whether hormones involved in
reproduction and stress are affected by the presence of parasites
in the human brain. Immunological changes accompanying differ-
ent clinical and radiological forms of human NC were also
explored.

2. Materials and methods
2.1. Patients

Fifty NC patients attending the Instituto Nacional de Neurologia
y Neurocirugia (INNN) in Mexico City, Mexico and 22 healthy sub-
jects (controls) were recruited between August 2005 and October
2007. The controls were employees of the INNN who did not suffer
from any diseases and had not taken any medication.

None of the NC patients had previously received any specific
cysticidal treatment or anti-inflammatory drugs (corticosteroids).
A venous sample was taken between 7:00 and 10:00 am from each
participant. A sample of CSF was also collected from patients who
required a lumbar puncture for medical reasons. Cysticercus num-
ber, stage and localisation were radiologically defined and the clin-
ical manifestations of all patients were retrieved.

Patients were clinically classified regarding the presence or ab-
sence of intracranial hypertension (headache, nausea or vomit and
papilledema upon fundoscopic examination), one of the most se-
vere clinical NC presentations. Although other symptoms (for
example uncontrolled generalised seizures or chronic meningitis)
can also be clinically severe, in this study none of the patients pre-
sented such symptoms. For this study, patients with intracranial
hypertension were considered as “clinically severe”. Radiologically,
patients were classified regarding the presence or absence of mul-
tiple vesicular parasites localised in the subarachnoid space at the
base of the skull, which represents one of the most severe radiolog-
ical presentations.

2.2. Ethical considerations

This study fulfilled the research regulations for human beings
required by Mexican laws and International regulations as well
as ethical aspects considered in the General Rules of Health for
Clinical Investigation. The protocol was approved by the INNN
Ethical Committee. Patients were instructed on the aims of the
study and gave informed consent.

2.3. Hormonal profiles

Shortly after blood collection, serum was separated and main-
tained at —20 °C until required. The concentration of the following
hormones was measured by radioimmunoanalysis (RIA) using '%°I
tracers Kkits: testosterone (TESTO-CT2), 17pB-estradiol (E2, ESTR-
CTRIA), luteinising hormone (LH) (RIA-gnost hLH), follicle stimulat-
ing hormone (FSH) (RIA-gnost hFSH), prolactin (RIA-gnost PROL),
cortisol (CORT-CT2), all from CIS-bio International (Gif sur Yvette,
France) and dehydroepiandrosterone sulphate (DHEA-S, “coat-
a-count” kit, Diagnostic Products Corp., Los Angeles, USA) which
were measured in men. E2, progesterone (PROG-CTRIA, CIS-bio
International), DHEA-S, LH, FSH, prolactin, androstenedione (A4)
(RIAZENCco Zentech, Liege Science Park, Belgium) and cortisol con-
centrations were measured in women. The detection limits were:
E2, 8 pg/mL; progesterone, 0.05 ng/mL; cortisol, 4.6 nmol/L; A4,
0.05 ng/mL; testosterone, 0.1 nmol/L; DHEA-S, 5ug/dL; LH
0.15 mUI/mL; FSH, 0.10 mUI/mL and prolactin, 5 uU/mL.

2.4. In vitro cytokine titration

A total of 2.5 x 10° of peripheral blood mononuclear cells
(PBMC) per mL per well were stimulated with 30 pg/mL of T. soli-
um antigen and plated in 12 cluster plates (Costar), and incubated
at 37 °C in a 5% CO, humidified atmosphere. After 48 h (for IL6,
IL10, TGFB, TNFa) and 120 h (for IL1B, IL17, IFNY), the culture
supernatants (SN) were harvested and stored at -80 °C until re-
quired for cytokine quantification.

Cytokine titration in SN and CSF was determined using a com-
mercial sandwich ELISA kit (BD Pharmingen Cytokine Sets, CA,
USA; eBioscience; R&D Duo-Set, UK). Sensitivity levels were
9.4 pg/mL for all cytokines.

2.5. Statistical analysis

All data were recorded in Excel software and analysed using
SPSS version 10 software. Quantitative variables were expressed
as mean and S.D., or median and 25th-75th percentile values,
and compared using the two-tailed Student’s t, ANOVA, Mann-
Whitney or the Kruskal-Wallis tests. Qualitative variables were ex-
pressed in percentages and compared using 2. Parametric or non-
parametric statistics were employed according to the size of the
sample and data distribution. Differences were considered statisti-
cally significant at P < 0.05.

3. Results
3.1. General characteristics of patients and controls

Fifty patients participated in this study; 21 women (18-
61 years, mean: 37.3+11.8years) and 29 men (21-65 years,
mean: 41 + 12.5 years). Twenty-two healthy non-NC subjects were
also included as controls, 13 women (mean: 35.5 + 10.1ranging
from 25-52 years) and nine men (mean: 37.1 + 9.8 ranging from
30-60 years). Age was not significantly different between patients
and controls (P=0.33 for men and P=0.67 for women).

Eight women (six patients and two controls) were considered as
potentially menopausal based on their clinical story and hormone
profiles, and were not considered for the female analysis of LH,
FSH, E2 and progesterone. Thereafter, for sex steroid hormone
analysis the mean age of female patients was 31.2 = 7, while the
mean age of female controls was of 32.9 + 8.8 (P=0.58).

3.2. Clinical and radiological presentation of patients

As shown in Table 1, intracranial hypertension was not present
in 31 of the 50 (62%) patients included in this study. Severe radio-
logical presentation with multiple vesicular parasites located in
the basal cisterns or in the ventricular space was demonstrated
by 27 of the 50 (54%) NC patients. No significant differences be-
tween men and women were found regarding clinical or radiolog-
ical criteria. In addition, clinically severe forms occurred at an age
significantly older than the non-severe presentations (mean:
439+ 14.1 versus 36.7 £ 10.3, P = 0.04).

3.3. Differences in hormonal status between patients and controls

As shown in Table 2, male NC patients exhibited significantly
lower concentrations of E2 (mean 21+10 versus 30.4 8.2,
P=0.02) and DHEA (mean 132.4+107 versus 251.6+102,
P=0.006), and higher LH concentrations (mean 6.5+ 11 versus
2.2 £2.2, P=0.02) than healthy controls.
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Table 1
Clinical and radiological descriptions of neurocysticercosis (NC) patients included in this study.
Women (n=21) Men (n=29) P
Age (years) 73+11.8° 41+12.5 0.29
Clinical presentation
Not severe 12 (57.1)° 19 (65.5) 0.57
Severe 9 (42.9) 10 (34.5)
Radiological presentation
Not severe 7 (33.3) 16 (55.2) 0.16
Severe 14 (66.7) 13 (44.8)
Number of cells/mm? in the CSF 25.8+38.6 34.9+409 0.44
2 Mean = S.D.
b Number of patients (percentage of patients).
Table 2
Hormonal differences between neurocysticercosis (NC) patients and healthy controls.
Hormones Men Women
Patients Controls P Patients Controls P
LH (mUI/mL)° 6.5+11? 22+22 0.02 46+6.4 7.5+6.7 0.28
FSH (mUI/mL) ® 7.8+15 4+19 0.13 3.6+2.8 34+23 0.86
Prolactin (uU/mL) 370.5 +373 182 £107 0.15 407.6 +483 381.1+£372 0.87
DHEA (ug/dL) 132.4+107 251.6 +102 0.006 95.4+99 158.3 +69 0.05
Cortisol (nmol/L) 221.7 £208 257 +83 0.47 304.6 + 252 432.4 £ 191 0.13
Estradiol (pg/mL) ® 21+10.5 304+8.2 0.02 46.3+54.2 85.7+78.6 0.15
Progesterone (ng/mL)" ND ND 1.8+5.7 6+11.7 0.15
Testosterone (nmol/L) 16.4+9.5 17.2+49 0.78 ND ND
Androstenedione (ng/mL) ND ND 045+1.3 1.5+2.5 0.19

LH, luteinising hormone; FSH follicle stimulating hormone; ND: not determined.
Bold indicates significant differences (P < 0.05).

¢ Mean = S.D.

> Hormones levels in pre-menopausal women only.

In women, DHEA concentrations were significantly lower in NC
patients than in healthy controls (P = 0.05). No significant differ-
ences were found in the other measured hormones.

3.4. Differences in hormonal concentrations between clinically and
radiologically severe and non-severe NC patients

In clinically severe male patients, significantly decreased serum
testosterone concentrations (9.7 £ 6 nmol/L versus 19.6 + 9 nmol/L,
P=0.007) and significantly increased FSH concentrations
(14.5 + 26 mUI/mL versus 4.7 + 2 mUI/mL, P = 0.05) were observed
compared with non-severe patients (Table 3). Moreover, lower E2
concentrations were detected in severe (16.3 £9 pg/mL) than in
non-severe patients (23.4 + 10 pg/mL) albeit non-statistically sig-
nificant (P=0.09). No significant differences in other hormonal
concentrations were found between radiologically severe and
non-severe male patients (Table 3).

In women, clinically severe patients exhibited significantly low-
er progesterone (0.07+0.1ng/mL) and A, concentrations
(0.08 £0.09 ng/mL) than non-severe patients (3.5 7.9 ng/mlL,
P=0.03, and 0.74 + 1.7 ng/mL respectively, P=0.01).

Different hormone concentrations were also found when com-
paring healthy controls with severe and non-severe patients of
both sexes, classified both clinically and radiologically. As shown
in Fig. 1, male patients displayed a significant decrease in DHEA
and E2 concentrations as clinical severity increased (P=0.018
and P=0.015 compared with controls, respectively). Increased
radiological severity in men was also accompanied by a significant
increase in LH (P=0.038) and a nearly significant decrease in E2
(P=0.07). In women, a significant decrease in progesterone con-
centrations was observed as clinical severity increased compared
with controls (P=0.027).

No significant correlation was found between CSF cellularity
and the studied hormones regardless of patient classification
according to sex or disease severity.

3.5. Relation between cytokine profile and NC presentations

As Table 4 shows, radiologically severe NC patients (multiple
vesicular parasites located in basal cisterns or ventricles) presented
higher IL-1B concentrations in SN (50-127 pg/mL) with respect to
non-severe patients (23.4-23.4 pg/mL, P=0.003). Radiologically
severe patients also exhibited higher IL-10 concentrations in CSF
(34-225 pg/mL versus 9.4-41 pg/mL; P=0.004). No statistically
significant differences in the other cytokines were found between
severe and non-severe patients.

3.6. Correlations between hormones and cytokines

Correlations between the serum hormonal and cytokine con-
centrations in SN or CSF were assessed. A significant negative cor-
relation between E2 and IL-10 in CSF was detected in male patients
(n=14, r=-0.53, P=0.049). Among women, significant positive
correlations were observed between DHEA and IL-1B in SN (n=7,
r=0.77; P=0.04) and between A4 and IL-17 in SN (n =8, r = 0.86;
P=0.006).

No significant correlations were found between other pairwise
tested hormones and cytokines.

4. Discussion

In this study, differences between the hormonal profiles (sex-
steroid hormones, gonadotropins, prolactin and cortisol) that
accompany NC of different clinical and radiological severity were
assessed. It is relevant to examine this aspect of NC as the disease
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Table 3
Differences in the hormonal levels between clinical and radiological severe and non-severe neurocysticercosis (NC) patients.
Hormones Radiological Clinical
Severe Non-severe P Severe Non-severe P
Men
LH (mUI/mL) 10+15.8% 38+24 0.17 94+173 557 0.48
FSH (mUI/mL) 11.5+23 51+24 0.8 14.5+259 47+24 0.05
Prolactin (uU/mL) 360 £ 151 379 £490 0.9 256 +172 428 +434 0.27
DHEA (ug/dL) 148 +128 121+91 0.66 110.4 + 88 143+116 0.47
Cortisol (nmol/L) 220 +198 223 +221 0.98 205 +190 229 +220 0.78
Estradiol (pg/mL) 20.7 £13.7 21.2+8 0.89 1639 234+10 0.09
Testosterone (nmol/L) 14+11.7 183+7 0.25 9.7+5.7 19.6+9 0.007
Women
LH (mUI/mL)" 3.6+6.1 78+7 0.11 46+6.7 44+6.6 1
FSH (mUI/mL)" 32+28 54+2 0.2 42+26 3.0+3.1 0.38
Prolactin (uU/mL) 360 £381 494 + 664 0.6 582 +638 252 229 0.37
DHEA (ug/dL) 104 + 106 78.9 + 87 0.6 92.1£109 97.9 £ 96 0.92
Cortisol (nmol/L) 267 £250 386 +258 0.28 222 +269 379 £222 0.28
Estradiol (pg/mL)° 50.4 + 69 36+23.8 0.66 50.0 +79.4 43+21.1 0.23
Progesterone (ng/mL)" 27+7 0.1+£0.09 0.49 0.07 £0.1 35+79 0.03
Androstenedione(ng/mL) 06+1.5 0.1+0.07 0.45 0.08 £ 0.09 0.74+1.7 0.01
LH, luteinising hormone; FSH, follicle stimulating hormone; DHEA, Dehydroepiandrosterone.
Bold indicates significant differences (P < 0.05).
4 Mean % S.D.
> Hormones levels determined only in pre-menopausal women.
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Fig. 1. Dehydroepiandrosterone (DHEA), 17p-estradiol, progesterone and luteinizing hormone (LH) concentrations in controls and in neurocysticercosis (NC) patients
classified by (A) clinical and (B) radiological criteria according to disease severity. Data indicate media + S.E.M.

affects the CNS, co-exists with clear immune-inflammatory
changes, and presents gender- and age-associated differences both
in clinical and radiological terms.

Alterations of the hormonal status during infections are not
rare. Among the factors that may account for those are stress and
infection-associated cytokine release (Papadimitriou and Priftis,
2009; Pérez et al., 2009).The stress response is mediated by the
stress system that involves the CNS and peripheral organs (Chrou-
sos, 2009). Due to the presence of inflammation, pain and other se-
vere symptoms, neurological diseases cause chronic stress that
result in the impaired function of several systems. Disruption of
gonadal functions by chronic stress has been described and is the
result of central and peripheral actions of hormones, proinflamma-
tory cytokines and adipokines that inhibit the hypothalamus-pitu-

itary-gonadal (HPG) axis at various levels (Kyrou and Tsigos, 2008;
Chrousos, 2009). On the other hand, it is also known that chronic
stress can have a major impact on different neurological diseases,
for example neurodegenerative and mental disorders, and plays a
significant role in susceptibility, progress and outcome of these
diseases. The hypersecretion of glucocorticoids occurring in these
diseases is probably one of the mechanisms involved (Chrousos,
2009; Sotiropoulos et al., 2011). Moreover, in infectious and neuro-
logical diseases, alterations of the hypothalamus-pituitary-adre-
nal (HPA) axis, the HPG axis, or a direct involvement of gonads
or adrenal glands may occur.

Alterations in gonadal steroid production have been described
in several parasitic infections and diverse hosts. Changes in E2 con-
centration have been shown in mice challenged with Taenia crassi-
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Table 4
Cytokine profile in neurocysticercosis (NC) patients with severe and non-severe clinical and radiological presentation.
Cytokine Radiological Clinical
(pg/mL) Severe Non-severe P Severe Non-severe P
IL-1 SN 88.5 (50-127)(9) 23.4 (23.4-23.4)4) 0.003 51.2 (31-93)(7) 55.9 (23-676)(6) 0.94
CSF 35.6 (23-49) (14) 23.4 (23.4-23.4) (12) 0.14 35.6 (23-49)(10) 23.4 (23-25) (16) 0.34
IL-6 SN 252 (56-692) (18) 117.8 (21-579)(13) 0.49 98.5 (34-429)(13) 379.9 (51-748) (18) 0.13
CSF 124 (9-243) (14) 14 (9-177)(12) 0.41 38.2 (9-184)(9) 92.0(9-272) (17) 0.44
IL-10 SN 59.6 (9-569)(18) 9.4 (9.4-353)(13) 0.39 9.4 (9.4-592) (13) 36.8 (9-207)(18) 0.77
CSF 69 (34-225) (14) 9.4 (9.4-41) (13) 0.004 54.3 (19-69) (9) 112 £158 (18) 0.67
IL-17 SN 19.7 (9-31) (11) 15.8 (10-25)(4) 1 15.7 (10-29) (8) 19.9 (9-26) (7) 0.87
CSF 35.6 (9-85) (13) 9.4 (9.4-9.4)(7) 0.22 13.3(9-21) (8) 9.4 (9-13) (12) 0.38
IFN-y SN 45.8 (23-78) (9) 167.4 (58-193)(4) 0.15 48.2 (39-93) (7) 92.8 (23-178)(6) 0.94
CSF 175 (23-207) 14) 23.4 (23-146)(12) 0.23 181.6 (23-207)(10) 23.5 (23-182)(16) 0.45
TGF-B SN 37.6 (9-85) (11) 9.4 (9.4-212)(4) 0.18 20.5 (9-71)(8) 77.5 (9-280) (7) 0.46
CSF 9.4 (9.4-9.4) (13) 9.4 (9.4-9.4) (7) 1 9.4 (9.4-9.4)(8) 9.4 (9.4-9.4) (12) 0.68
TNF-o, SN 9.4 (9.4-9.4) (11) 9.4 (9.4-9.4) (4) 0.85 9.4 (9.4-9.4) (8) 9.4 (9.4-9.4) (7) 0.71
CSF 9.4 (9.4-9.4) (13) 9.4 (9.4-9.4) (7) 0.82 9.4 (9.4-9.4) (8) 9.4 (9.4-9.4) (12) 0.77

SN, culture supernatants after specific stimulation of mononuclear cells with Taenia solium antigens.

Bold indicates significant differences (P < 0.05).
2 Median (25-75% percentile values) (number of samples tested).

ceps (Larralde et al., 1995), as well as in Plasmodium vinckei petteri
infections induced in mice (Barthelemy et al., 2003), in Ligula intes-
tinalis infections induced in fish (Trubiroha et al., 2010), and in hu-
man filariasis (Mavoungou et al., 2005). Variations in testosterone
concentrations have been described in infections with Plasmodium
chabaudi chabaudi in mice, Mycobacterium leprae and Mycobacte-
rium tuberculosis in humans (Barthelemy et al., 2004; Leal et al.,
2006; Rey et al., 2007). In addition, ovarian dysfunction was re-
ported in a woman diagnosed with NC (Choudhry S, Mejia J, Bahti-
yar G, Mejia ], Sacerdote A., 2009. Endocrine Disruptor Effects of
Central Nervous System Cysticercosis; Induction of Polycystic
Ovarian Syndrome. Presented at the Endocrine Society 91st Annual
Meeting, June 2009, Washington D.C., USA).

The data found in this study point to the involvement of the
HPG axis and to a probably primary gonadal failure in NC patients.
This latter alteration seems to predominate in men, who showed a
decrease in E2 with an increase in LH, together with decreased tes-
tosterone and E2 levels, and the increase in FSH detected in severe
patients. These alterations may be the result of an inhibitory effect
of some molecules participating in the inflammatory reaction that
accompanies progression of the disease (Kalyani et al., 2007). For
example, significantly higher IL-1 levels in the SN of severe pa-
tients can act negatively on testicular function (Tsigos et al.,
1999; Garcia et al., 2006). No significant negative correlation be-
tween IL-1 and testosterone was found in this study, but this
may be due to the small number of patients (six) in which both fea-
tures were measured. Also, it is possible that the lack of correlation
between this cytokine and testosterone may be in part attributed
to the fact that cytokines were measured in vitro, when blood im-
mune cells are no longer in their natural environment where they
are exposed to steroid concentration changes caused by the dis-
ease. On the other hand, decreased testosterone concentrations
may be participating in the maintenance of the inflammatory reac-
tion since testosterone is considered an anti-inflammatory hor-
mone, as it reduces co-stimulatory factors expressed by antigen-
presenting cells, induces the suppression of inflammatory cyto-
kines (Klein, 2004), and increases the anti-inflammatory cytokine
IL-10 (Liva and Voskuhl, 2001). This is an important result since
inflammation is the most critical sign of NC severity. The findings
of the present study present new prospects to manage and control
the inflammatory response in NC. Decreased E2 levels found in the
entire group of male patients in the presence of preserved levels of
testosterone may be the consequence of diminished testosterone
aromatisation to E2 by the P-450 aromatase enzyme, as aromatisa-
tion is influenced by different cytokines (Lambard et al., 2005).

In women, clear involvement of ovarian function (decrease of
progesterone and A4 concentrations) was found in severe patients.
Considering our results, it could not be ascertained whether NC di-
rectly affects the ovarian functions or the HPG axis. However, some
findings argue in favour of an HPG axis engagement since changes in
ovarian hormones did not correlate with changes in pituitary hor-
mones. Mediators involved in the patients’ inflammatory reaction,
either local or systemic, may account for suppression of the HPG
axis. Support for this premise comes from the correlation of A4-IL-
17 found in female patients, and the raised IL-1B and IL-10 levels reg-
istered in SN and CSF, respectively, in the entire group of severe pa-
tients. On the other hand, evidence of a direct effect on ovaries is
supported by the normal prolactin levels, which suggest that at least
part of the pituitary gland was working properly. Additionally, the
lack of significant gonadotropin differences between patients and
controls may be due to the natural cyclic hormonal variations in wo-
men, which introduced a large dispersion in the results. The signifi-
cant variations in progesterone levels suggest that most NC patients,
particularly the severe cases, could present ovulation failure and
thus probably be infertile during the active infection.

Regarding the adrenal function, significantly decreased DHEA
concentrations were found in both male and female patients to-
gether with no significant changes in cortisol levels. Such findings
are partly in line with data from patients with leprosy (Leal et al.,
2003) and tuberculosis (Botasso et al., 2007). Serum cortisol con-
centrations found in patients and controls in the present study can-
not be considered as basal because non-invasive methods should
be employed to obtain these measurements (Romano et al.,
2010). However, cortisol levels showed no differences between pa-
tients and controls, which at least discard the premise of a pro-
found compromise of the glomerular layer of the adrenal gland.
DHEA production may have been affected by cytokines released
by immunocompetent cells that can act on the hypothalamus, on
the pituitary or even directly on the adrenal glands. A shift in adre-
nal steroid synthesis, away from adrenal androgens and toward the
essential cortisol pathway may occur, as enzymes involved in ste-
roidogenesis are modulated by different cytokines (Herrmann
et al., 2002). The link between cytokine and hormone synthesis is
illustrated by the positive correlation between IL-1 and DHEA
found in women. It is also possible that the normal levels of corti-
sol are related to the chronicity of the clinical distress experienced
by patients (Van den Berghe, 2002). Although information on dura-
tion of symptoms before inclusion of the patients in this study was
not available, the time between the onset of symptoms and hospi-
tal consultation is usually long.
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One point deserving attention is the poor association between
the hormonal profile and radiological criteria. Instead, results indi-
cate that the clinical criteria of severity are more clearly related to
hormonal changes. The poor correlation between clinical and
radiological features is striking upon patient examination. In fact,
it is common to see patients with a large parasite burden and
few symptoms, and patients with a small parasite load but with
significant clinical distress when critical cerebral areas are affected.
This result could indicate that the ailment caused by the neurolog-
ical affliction may be more important than the parasitosis itself in
the genesis of hormonal alterations.

It is also interesting to note that the most salient differences
were recorded in men. Data obtained on female menstrual phases
were not consistent enough. However, the clear differences in pro-
gesterone concentrations found in the study strongly suggest that
the reproductive cycle was altered.

To the best of our knowledge, the present study constitutes the
first known demonstration of immuno-endocrine alterations in NC
patients. Results of this study show the complex immune-endocri-
nological relationships that underlie NC pathogenesis, and provide
a stimulating background to analyse the repercussion of these
changes on the course of the disease and in patient reproductive
health.
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ABSTRACT:

Human neurocysticercosis (NC) is caused by Taenia solium larvae lodged in the central nervous system. Most cases occur

with no, or mild, neurological symptoms. However, in some patients, neuroinflammation is exacerbated, leading to severe forms of the
disease. Considering the critical role of regulatory T cells (Tregs) in balancing inflammation in chronic diseases, their participation in
restraining the inflammatory response in NC was explored in the present study. The frequency of Tregs and their relationship with the
level of the proliferative response, the level of activated lymphocytes, and the cytokines expressed were determined in severe NC patients
compared with those from healthy donors. Significantly increased peripheral Tregs (CD4*CD25M" and CD4*CD25M#"FoxP3™,
CD4*CD25""CTLA4", and CD4*CD25"€" 1L10%) and a significant decrease in activated (CD38* and CD69") T cells were observed in
19 NC patients versus 10 healthy subjects. Significantly increased Tregs in NC are accompanied by a depressed specific, and non-specific,
lymphocyte proliferative response, and they negatively correlate with activated CD4*CD69* lymphocytes. Treg frequencies were also
determined in cerebral spinal fluid for 8 of the 19 NC patients. A positive significant correlation between peripheral and local Tregs was
observed. Here, we report for the first time data that support the possible contribution of local and systemic Tregs in limiting

neuroinflammation in NC.

Acute and chronic inflammation play a significant role in the
pathogenesis of many infectious and non-infectious diseases (Zipp
and Aktas, 2006; Kellum et al., 2007; Costantino et al., 2008; Infante-
Duarte et al., 2008; Sgambato and Cittadini, 2010). Inflammation is
the hallmark in a variety of neuropathological diseases. Human
neurocysticercosis (NC), caused by Taenia solium metacestode larvae
located in the central nervous system (CNS), is not an exception (Del
Brutto et al., 1988; Sotelo and Del Brutto, 2002; Fleury et al., 2004).
Most NC cases occur in developing countries of Latin America, Asia,
and Africa (Sciutto et al., 2000; Sotelo and Del Brutto, 2002; Garcia
et al., 2003). However, NC prevalence has progressively increased in
developed countries of North America and Europe due to
immigration from areas of the world where the disease is endemic
(Croker et al., 2010; Sorvillo et al., 2011).

Taenia solium enters the host’s brain as migratory microscopic
oncospheres, where they develop into the metacestode stage
(cysticercus) in just a few months, causing neurocysticercosis (Sciutto
et al., 2000; Saenz et al., 2008). Cysticerci diameters are generally 1—
2 cm in the brain parenchyma and sulci, but they may exceed 5 cm at
the subarachnoid basal cisterns or the Sylvian fissure. It is
noteworthy to mention how often such large parasites are able to
survive for years without provoking any inflammation (Dixon and
Lipscomb, 1961). Neurological symptoms are observed only when
an uncontrolled inflammatory response is detected in the cerebral
spinal fluid (CSF) (Fleury et al., 2004; Chavarria et al., 2005). One of
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the factors critically involved in this heterogeneous inflammatory
response is the parasite location within the CNS. Indeed, when the
parasite is located in the parenchyma or in the subarachnoid space
(SA) of the sulci, most patients exhibit a benign clinical presentation,
with low, or almost no, inflammation in CNS. In contrast, when the
parasite is located in the SA at the skull base or in the ventricles, it
appears to cause severe intracranial hypertension (hydrocephalus), a
life-threatening complication associated with an exacerbated inflam-
matory response, or CSF mechanical obstruction (Fleury et al.,
2004), which requires immediate surgical intervention (ventriculo-
peritoneal shunt). Due to the strong association between inflamma-
tion and NC severity, treatment often combines cysticidal drugs
(albendazole, or praziquantel, or both) with corticosteroids (usually
prednisone or dexamethasone) to destroy the parasite and moderate
the host perilesional inflammatory response (Garcia et al., 2002;
Serpa et al., 2006; Jung et al., 2008). Unfortunately, these treatments
sometimes fail in completely clearing cysticerci, or controlling
inflammation, or both. Furthermore, severe cases sometimes become
chronic and may need a prolonged treatment with high doses of
corticosteroids, which may cause undesirable side effects (Jung et al.,
2008). The development of an inflammatory response in the CNS
and its response to treatment widely vary among patients. Several
factors, i.e., immune-regulatory mechanisms and hormones, which
probably depend on individual features of the affected host, may
down-regulate, with differing efficacy, the immune-inflammatory
response during NC.

Recently, a novel mechanism to modulate the inflammatory
immune response via regulatory T cells (Tregs) was proposed.
These anti-inflammatory cells are generated during infectious and
non-infectious diseases (Belkaid and Tarbell, 2009). These results
prompted the present study, in which CSF and blood specimens
from corticosteroid-treated and non-treated NC patients were
studied to assess the possible participation of Tregs in controlling
brain inflammation.

MATERIALS AND METHODS

Neurocysticercosis patients: Disease characterization
and sampling

Samples from 19 patients at the Instituto Nacional de Neurologia y
Neurocirugia and Centro Médico Nacional Siglo XXI in Mexico City with



confirmed neurocysticercosis diagnosed by clinical and radiological
studies were included in this study. Blood samples were collected from
all 19 patients, and about 2 ml of CSF were obtained by lumbar puncture
from 8 patients only.

Parameters measured in the peripheral blood are considered as
representative of the peripheral compartment, and parameters measured
in CSF are considered as representative of the local compartment (where
the parasite is located).

Vesicular parasites were observed at the basal cisterns or in the ventricles
in 11 patients. Magnetic resonance images (MRI) compatible with the
presence of vesicular cysticerci were obtained in 4 patients. Vesicular
parasites in the subarachnoid sulci were found in 1 patient, and only
calcified parasites could be detected in 3 patients. The 8 patients whose CSF
analyses were included in this study had vesicular parasites located in the
subarachnoid cisterns at the base of the brain or in the ventricles. Blood
samples from 10 healthy subjects were included as controls.

In all cases, NC was diagnosed based on clinical manifestations
(seizures, focal deficit, and intracranial hypertension) and radiological
studies such as MRI and computed tomography (CT).

Six patients (all males; mean age: 40.4, standard deviation: 8.5) were
included without any previous treatment at sampling. Most of them (5/6)
had been recently diagnosed and received treatment (corticosteroids +
anthelminthic) after sampling. Another 13 patients (9 male and 4 female;
mean age: 41.8, standard deviation: 14.9) had received corticosteroids for
several weeks for inflammation treatment (particularly hydrocephalus,
arachnoiditis, and arteritis) prior to sampling. None of them received
anthelminthic treatment near to sampling, although 11 patients had been
previously treated with an anthelminthic drug.

Ethical considerations

The present study fulfilled all regulations for research with human
subjects required by Mexican law and international regulations. It also
complied with all ethical aspects considered in the General Rules of Health
for Clinical Investigation. The protocol was approved by the ethics
committee at Centro Médico Nacional Siglo XXI, México, and written
informed consent was obtained from all participants. Patients were
informed that sera and CSF samples obtained would be used for this
work.

Lymphocyte proliferation

Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were recovered from 10 ml
of venous blood from each patient by Ficoll-Hypaque (Amersham Life
Sciences, Little Chalfont, U.K.) following a previously described
procedure (Chavarria et al., 2006). After washing, 1.5 X 10° cells were
incubated in 200 pl of RPMI Medium 1640 (Gibco BRL, Grand Island,
New York) supplemented with 10% human AB type serum and stimulated
with either concanavalin A (Con A), 0.5 upg/well (Sigma, St. Louis,
Missouri), or 7. solium cysticercal antigen (10 pg/well) as previously
described (Chavarria et al., 2006). A non-symptomatic NC patient was
included as a positive control for parasite-specific response, considering
the information previously obtained (Chavarria et al., 2006). Cysticerci
antigens were obtained from 7. solium-infected pigs. After 6 days of
culture, 1 pCi of methyl-[*H]thymidine (Amersham Life Sciences) was
added for 18 additional hr. Cells were harvested onto glass-fiber filter
papers, and the amount of incorporated label was measured in a 1205-8
spectrometer (Wallac, Oy, Turku, Finland).

Flow cytometry

For flow cytometric analysis, freshly isolated PBMCs or CSF cells were
stained with the following monoclonal antibodies: mouse anti-human
CD3 FITC (isotype 1gG2a, k), mouse anti-human CD4-PerCP-Cy5.5
(isotype IgGl, k), and mouse anti-human CD25 APC (isotype 1gGl, k),
plus 1 of the following antibodies for intracellular staining, mouse anti-
human CD152 PE (isotype 1gG2a, k), rat anti-human FoxP3 PE (isotype
1gG2a, k) (eBioscience, San Diego, California), or rat anti-human IL-10
PE (isotype IgGlk) (eBioscience). Cells were prepared for intracellular
staining using the BD Cytofix/Cytoperm kit (most antibodies used for
staining were purchased from BD Pharmingen, San Jose, California). All
antibodies employed in this study were employed using the manufacturer’s
recommended concentration.
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For cytometry analyses, cells were first gated according to CD4
expression and forward-side scatter properties. Treg numbers were
defined as the fraction of FoxP3*CD25"&" CTLA4"CD25"&", or IL-
107CD25"e" cells among total CD4 T cells. For Tregs detected by the
expression of CD4*CD25"" | cells were gated according to forward and
side light-scattering properties. To assess lymphocyte activation, PBMCs
were stained with mouse anti-human CD3 FITC (isotype 1gG2a, k),
mouse anti-human CD4-PerCP-Cy5.5 (isotype 1gG1, k), and mouse anti-
human CD8 APC (isotype IgGl, k), plus either mouse anti-human CD69
PE (isotype IgGl, k) or mouse anti-human CD38 PE (isotype IgGl, k).
All antibodies used for staining were purchased from BD Pharmingen.
Cells were gated according to forward and side light-scattering
lymphocyte properties; the frequency of double-positive cells was then
determined. Appropriate isotype controls were processed in parallel with
all samples.

Cytokines

Cytokine levels in serum from NC patients and healthy donors, and
CSF samples from NC patients were measured in a FACSCalibur using
Th1/Th2 Cytometric Bead Array Cytokine Kit II (BD eBiosciences
Pharmingen), according to the manufacturer’s instructions. Data were
analyzed with BD Cytometric Bead Array software. A flow cytometer was
calibrated using BD FACSComp and BD CaliBRITE Beads (BD
Biosciences Pharmingen). Thl cytokines were I1L-2, IFN-y, and TNF-a,
and Th2 cytokines were IL-4, IL-6, and IL-10. Assay sensitivities were set
as follows: IL-2 (2.6 pg/ml), IL-4 (2.6 pg/ml), IL-6 (3.0 pg/ml), IL-10
(2.8 pg/ml), TNF-o (2.8 pg/ml), and IFN-y (7.1 pg/ml). TGF- was
measured using the human/mouse TGF-Bl1 ELISA Ready-SET-Go
(eBiosciences). This ELISA includes a heat and acid treatment to measure
all TGF-B1 isoforms. The ELISA was performed in duplicate according to
the manufacturer’s instructions. Detection limit was 60 pg/ml.

Detection of vasoactive intestinal peptide

It has been observed that the anti-inflammatory vasoactive intestinal
peptide (VIP), an endogenous neuropeptide, is produced during neurode-
generative disorders (Delgado et al., 2008). VIP induces a subpopulation
of immature dendritic cells that are able to promote the differentiation of
Tregs both in vitro and in vivo (Ganea et al., 2006; Gonzalez-Rey et al.,
2007). Thus, peripheral and local VIP levels were measured in NC patients
to evaluate their possible participation in the development of Tregs. VIP
concentrations in serum and CSF samples were measured by ELISA,
using a commercial kit (Bachem Peninsula Laboratories, San Carlos,
California), following the manufacturer’s instructions. Detectable VIP
concentrations ranged from 0 to 25 ng/ml.

Detection of HP10 antigen

Parasite secretion antigens are able to modulate the immune system
(Zaccone et al., 2008), which, in turn, may promote the expansion of Tregs
(van der Klejj et al., 2002). HP10 antigen levels (1 of the best characterized
antigens secreted by 7. solium cysticerci [Fleury et al., 2007]) were
measured in CSF and serum samples to analyze their relationship with
Treg differentiation. HP10 antigen was detected by ELISA as described
previously (Fleury et al., 2007). Briefly, Immulon I plates (Nunc,
Rochester, New York) were coated with HP10 monoclonal antibody
(10 pg/ml in 0.07 M NacCl buffered with 0.1 M borate, pH = 8.2) and left
overnight at 4 C. Plates were washed 4 times (0.9% w/v NaCl containing
0.05% vIv Tween 20) and blocked (phosphate buffer saline with bovine
serum albumin at 1.0% w/v and Tween 20 at 0.05% v/v) for 60 min at
room temperature. Undiluted CSF or serum samples (100 pl/well) were
added and incubated for 30 min at 37 C. Bound HP10 parasite antigens
were detected with biotinylated HP10 monoclonal antibody 1:4,000 in
blocked buffer, and incubated for 30 min at 37 C. Biotinylated antibodies
were detected with horseradish peroxidase-conjugated streptavidin
(1:4,000; Amersham) in blocked buffer, and incubated for 30 min at
37 C. For color reaction, tetramethylbenzidine (Zymed Laboratories,
South San Francisco, California) was used as a substrate. Color reaction
was allowed to proceed for 30 min at 4 C in the dark and was stopped by
adding 100 pl of 0.2 M H,SO, (Baker, D.F., México). Optical density
(OD) at 450 nm was determined in an ELISA processor (Versamax
microplate reader; Molecular Devisable, Sunnyvale, California). All
samples were run in duplicate.
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FiGure 1. Representative FACS staining of regulatory T cells (Tregs)
in blood from a healthy subject (top row) and NC patient (bottom row).
In order to accomplish the analysis, cells were first gated according to
CD#4 expression and to forward-side scatter %roperties, and then FoxP3/
CD25"eh, TL10/CD25"e", or CTLA-4/CD25™E" cells were gated within
CD4 population. For quantification of CD4%/CD25"" Tregs, cells were
only gated according to forward and side light-scattering lymphocyte
properties. Data are illustrative of 10 healthy subjects (controls) and 19
NC patients.

Statistical analysis

Data were processed in Excel 7.0 (Microsoft, Redmond, Washington)
and SPSS 10.0 for Windows (IBM, Seattle, Washington). Variables were
described using median values (minimum and maximum). Differences in
absorbance values between groups were calculated with the Mann—
Whitney U-test, and between paired samples with the Wilcoxon test. Non-
parametric Spearman test was used to evaluate correlations. P values less
than 0.05 were considered significant.

RESULTS
Increased peripheral functional Tregs in NC patients

A significantly higher frequency of regulatory cells
(CD4*CD25"e", CD4*CD25™E" FoxP3*, CD4*CD25™" CTLA-
4* and CD4"CD25"&" TL-10") was found in 19 NC patients
compared with 10 healthy control subjects (Fig. 1; Table I). As
shown in Table I, this increase in regulatory cells was accompa-
nied by a significant decrease in CD4" and CDS8" cells expressing
the late- (CD69) and early-activation (CD38) markers (Fig. 2).

Additionally, a significant decrease in non-specific proliferative
response of mononuclear cells induced by Con A was observed in
NC patients compared with healthy controls (Table I). As
expected, the parasite-specific response was not observed in
control subjects or in NC patients, a finding compatible with a
depressed specific proliferative response in NC. Neurocysticerco-
sis did not affect the level of peripheral CD4" and CDS8*.

Tregs in the cerebral spinal fluid of treated and non-treated
NC patients

Table I shows Treg subpopulations and the frequency of CD4"
and CD8" cells in CSF from 8 NC patients. No significant
differences were found between treated and non-treated patients,
either in Tregs or in lymphocyte levels. The levels of
CD4'CD25"" varied from 2.9 to 70.7%, and CD4*CD25"¢"
FoxP3* varied from 2.0 to 59.2% in CSF from NC patients. A
representative cytometry result of regulatory phenotypes detected
in patients with higher and lower levels of regulatory cells in CSF
is shown in Figure 3.

Tregs in CSF correlate with peripheral levels in NC patients

Treg percent was determined in paired CSF and blood samples
from 8 NC patients. In CSF, about 58% of total cells are
lymphocytes; among them, 36% are CD4", and 22% are CD8". In
addition, 28% of CD4" cells in CSF are CD4"CD25"=", and 16%
are CD25Me" FoxP3*, the latter values being significantly higher
than those in peripheral blood (3.8% and 2.0%, respectively).
Moreover, local frequencies of CD4*CD25"e" and CD4*CD25Meh
FoxP3* were positively correlated with the levels in peripheral
blood (r = 0.78, P = 0.02; and r = 0.73, P = 0.04, respectively).

A negative correlation between CD4*CD25"#" FoxP3* Tregs in
CSF (r = —0.66, P = 0.079) and the levels of activated
CD4"CD69" peripheral lymphocytes was observed in paired
samples from 8 NC patients. A similar correlation was observed
between CD4TCD25M#" in CSF (r = —0.64, P =0.09) and
activated CD4"CD69" peripheral lymphocytes, even though these
correlations were not significant.

TasLE I. Phenotype of peripheral T cells in corticosteroid-treated and non-treated NC patients, and control, healthy subjects. P1 refers to the statistical
comparison between treated and untreated patients. P2 refers to the statistical comparison between the NC patients group (disregarding treatment) and

control group.

NC patients

Treated (T) Untreated (UT) Total patients Controls (C) P1 (T vs. UT) P2 (NC vs. C)
CD4*CD25high 1.4 (0.2-21.6)* 1.8 (0.2-13.3) 1.4 (0.2-21.6) 0.5 (0-0.8) 0.90 0.003
CD4'CD25"e" FoxP3* 1.4 (0.2-11) 2.3 (0.4-7.8) 1.4 (0.2-11) 0.3 (0.1-0.9) 0.52 0.002
CD4*CD25"e" CTLA-4" 1.7 (0.4-8.6) 3.1(0.9-8.2) 2 (0.4-8.6) 0.7 (0.1-1.9) 0.32 0.003
CD4*CD25"e" [L-10* 0.9 (0.3-4.7) 2.8 (0.3-12.6) 1.1 (0.3-12.6) 0.3 (0-1.2) 0.24 0.01
CD4*CD69* 0.8 (0.1-1.3) 0.4 (0.1-0.4) 0.4 (0.1-1.3) 1.6 (1.1-3.4) 0.07 0.001
CDS8*CD69" 1.2 (0.1-2.9) 0.7 (0.1-2.3) 1.1 (0.1-2.9) 4.6 (0.4-12.6) 0.37 0.01
CD4*CD38" 16.5 (3.2-38.2) 25.7 (7.4-45) 19.4 (3.2-45) 35.4 (27.2-52.6) 0.83 0.001
CD8*CD38" 7.1 (1.7-34) 12.1 (3.1-34) 7.1 (3.2-45) 27.8 (16.1-35.3) 0.90 0.002
CD4* 22.5(8.2-51.9) 21.4 (10.4-30.4) 22.5 (8-52) 26.2 (19.2-45) 0.90 0.25
CDS8" 9.2 (3.1-26.7) 12.6 (2.4-24.5) 9.6 (2.4-26.7) 18.4 (3.8-24.3) 0.92 0.19
Con A proliferationf 1.4 (0.7-3.5) 1.8 (0.3-13.3) 1.4 (0.7-4.4) 4.9 (1.3-7.7) 0.52 0.008
Ag proliferationt 1.3 (0.5-3.6) 1.4 (0.9-1.9) 1.3 (0.5-3.6) 0.9 (0.3-1.7) 0.52 0.55

* Median (minimum-maximum) in 13 treated and 6 untreated NC patients and 10 healthy subjects (controls).
T Lymphocyte proliferative response was expressed as proliferation index (PI) in patients and in controls. PI is presented as cpm-antigen-stimulated cells/cpm-non-stimulated

cells.
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FiGure 2. Expression of early- (CD69) and late-activation (CD38)
markers in CD4" and CDS8*, peripheral blood T cells from a healthy
subject (A) and a NC patient (B). Cells were gated according to forward
and side light-scattering lymphocyte properties, and then the frequency of
double-positive cells was determined. Data are illustrative of 10 healthy
subjects (controls) and 19 NC patients.

Levels of cytokines in CSF and blood from NC patients and
their relationship with Tregs

Cytokine levels were measured in paired CSF and blood
samples from 8 NC patients. As Table III shows, higher levels of
IL-10 and IL-6 were detected in CSF from NC patients than in
serum (P = 0.01), while higher levels of TGF- were found in
serum compared to CSF (P = 0.05). No significant differences
were observed between the levels of cytokines in treated versus
untreated patients.

Positive correlations were found between peripheral blood
(peripheral) and CSF (local) levels of IL-10 (P = 0.002), IL-6
(P =0.04), and IL-4 (P = 0.03) cytokines. The comparison between
peripheral and local levels of different cytokines shows that
concentrations of TGF-B in CSF correlate with serum levels of
IL-4 (P = 0.04), IL-2 (P = 0.03), and TNF-a (P = 0.02), while
IL-10 in CSF correlates with serum levels of IL-4 (P = 0.03) and
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FiGure 3. Representative FACS staining of regulatory T cells (Tregs)

in CSF from 2 NC patients with high (top row) and low (bottom row)
Treg frequency. In order to accomplish the analysis, cells were first gated
according to CD4 expression and to forward-side scatter properties, and
then FoxP3/CD25"€" cells were gated within CD4 population. For
characterizing Tregs expressing CD4*CD25™2" stained cells were gated
according to forward and side light-scattering lymphocyte properties.

TNF-a (P = 0.03). No correlations between either local and
peripheral Tregs or between CSF and serum cytokines were found.

Parasite factor related to increased Tregs in CSF

HP10 cysticercus-secreted antigen was measured in paired CSF
and peripheral blood samples from 8 NC patients. A positive
correlation was observed between CD4"CD25M#" cells and CSF
HP10 levels, although it was not significant (r = 0.64, P = 0.08).
No correlation was found between serum HPI0 level and
CD4"CD25Me" FoxP3*, either in CSF or in peripheral blood. In
CSF from these 8 patients, HP10 levels were correlated with IL-10
(r=10.74, P = 0.037) and IL-6 (r = 0.79; P = 0.02) levels in the same
compartment, and with a peripheral Con A proliferative response
(r = 0.75, P = 0.08). Additionally, a positive correlation was
observed between serum HP10 levels and both serum (P = 0.84, P =
0.01) and CSF (r = 0.90, P = 0.002) IL-10 levels in the 8 paired
samples. Serum HP10 levels were also positively correlated with CSF
IL-6 (r = 0.83, P = 0.01) levels in the same paired samples.

However, analysis of the 19 patients showed a positive
correlation between serum HP10 level and peripheral frequency
of CD4*CD25Me! ( = 0.47, P = 0.046), but not between serum
HPI0 level and CD4"CD25"#" FoxP3", either in CSF or in
peripheral blood.

TastLe II. Phenotype of T cells in cerebrospinal fluid from corticosteroid-treated and untreated NC patients.

NC patients P
Untreated Treated All NC patients Treated vs. untreated

CD4"CD25"e"* 14.5 (2.9-27.4)% 28.3 (10.8-70.7)% 27.8 (2.9-70.7) 0.14
CD4*CD25high

FoxP3** 13.2 (2-20) 18.9 (6.4-59.2) 16.7 (2.0-59.2) 0.57
CD4*f 35.6 (35.5-62.5) 35.8 (26.4-64.8) 35.7 (26.4-64.8) 1.00
CD8"f 19.9 (11.7-20.8) 25.7 (8.3-30.5) 21.8 (8.3-30.5) 0.25
Number of cells/ml 1.3 X 10* (2.7 X 10°~1.1 X 10°) 8.5 X 10* (1 x 10*-1.1 x 10%) 5.8 X 10* (2.7 X 10°-1.1 X 10° 0.39

* Results expressed as percent of cells within CD4" lymphocytes.
T Results expressed as percent of cells among total lymphocytes.

1 Median (minimum-maximum) determined in CSF lymphocytes from 3 untreated and 5 treated NC patients.
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TasLE III. Cytokines and HP10 antigen levels in CSF and blood samples from paired samples of 8 NC patients.

Blood Cerebrospinal fluid

Molecule Untreated (3) Treated (5) All patients (8) Untreated (3) Treated (5)  All patients (§) P1 P2 P3 P4 PS5
IFN-y 0* (0-47.5) 0 (0-0) 0 (0-47.8) 0* (0-0) 0 (0-29) 0 (0-29) 0.32 0.32 0.65 0.57 0.79
TNF-a 0 (0-26.6) 0 (0-16.8) 0 (0-26.6) 0 (0-0) 0 (0-9.7) 0(0-9.7) 0.32 0.34 0.17 1.00 0.39
IL-10 16.3 (0-33) 0 (0-318) 8.1 (0-318) 46.1 (30-78.2) 33 (0-734)  39.5(0-734) 0.14 0.06 0.01 0.79 1.00
IL-6 0 (0-45.2) 17.6 (0-5,000) 8.8 (0-5,000) 98.3 (59.6-181.2) 223.4 (0-5,000) 139.7 (0-5,000) 0.11 0.06 0.01 0.79 0.57
IL-4 7.5 (4.3-22.4) 6.8 (3.0-13.7) 72 (3-224) 58(52-9.9) 3.7 (0-22.3) 4.6 (0-22.3) 0.14 0.68 0.28 0.57 0.25
IL-2 0 (0-27.3) 0 (0-16.1) 0 (0-27.3) 0 (0-0) 0 (0-10.1) 0 (0-10.1) 0.32 0.32 0.18 0.79 0.79
TGF-p 2,800 (1,662.5-6,212.5) 52.9 (0-2,887.5) 1,509.4 (0-6,212) 52.9 (0-4,987.5) 262.9 (0-481.3) 231.8 (0-4,987.5) 0.27 0.09 0.05 0.14 0.79
HP10

Antigen 0.5 (0.1-0.9) 0.2 (0.1-0.3) 0.3 (0.1-1.3) 0.9 (0.2-1.2) 1.2 (0.1-1.6) 1 (0.1-1.6)  0.14 0.32 0.09 1.00 1.00

* Median (minimum and maximum). Local and peripheral cytokine levels (pg/ml) were compared by Mann-Whitney and Wilcoxon tests: Peripheral vs. local levels in
untreated (P1), treated patients (P2), and in all patients, disregarding treatment status (P3), peripheral untreated vs. treated patients (P4), and local untreated vs. treated

patients (P5).

Host factors related to elicitation of Tregs

Detectable VIP levels were found in the serum (102.3 = 69.7)
and CSF samples from most patients (37.6 = 35.6). However, a
significant correlation was not observed between CSF or
peripheral VIP or Treg subsets.

DISCUSSION

Neurocysticercosis severity is determined mainly by the
inflammatory response promoted by the infection. Inflammation
ranges from moderate to severe; in most severe cases, an increase
in cell count in the CSF is observed. As a consequence of such
inflammation, life-threatening neurological complications are
frequently observed. Differential control of inflammatory re-
sponses may be related to differential extension of Treg
recruitment in the CSF.

The present study reports the first evidence of local and
peripheral Treg recruitment and expansion in NC patients, which
could contribute to the intensity of the inflammatory response.
Tregs are reliably defined as CD4" cells with high levels of CD25
and CD25"€" FoxP3 expression (Wang et al., 2007; Zhang
and Zhao, 2007). Levels of CD4*CD25"&" CTLA-4* and
CD4*CD25Me" 1L-10" in the peripheral blood were also
measured. An increase in the frequency of the 4 regulatory cells
measured was observed in sera from NC patients compared
to controls (Table I). Higher levels of CD4"CD25"e" and
CD4"CD25"e" FoxP3* Tregs were found in CSF from the 8
patients studied (Table II), which positively correlate with the
Treg populations detected in the peripheral blood from these
patients. This finding provides the first evidence of the
recruitment of Tregs into the CSF in NC patients.

The increase in peripheral and local Tregs is accompanied by a
decrease in specific and non-specific proliferative responses, and
by a significant decrease in the frequency of early- and late-
activated T-lymphocytes in the peripheral blood (Table I). These
findings point to the relevance of Tregs in controlling the
inflammatory response, most likely induced by cysticerci in the
CNS.

Several different regulatory properties have been related to
Treg subpopulations, including control of inflammation in
various infectious diseases (McSorley et al., 2008; D’Elia et al.,
2009). Increased CSF Tregs showed a tendency to negatively

correlate with the expression of the activated CD4 lymphocytes
from peripheral blood in paired samples from 8 NC patients,
similar to that observed in other studies (Ermann and Fathman,
2003; Bulut et al., 2010). Thus, Tregs are likely to prevent T cell
activation by parasite antigens continuously secreted from live
cysticerci in these patients. Increased 1L-10 and CTL4 expression
in CD4"CD25"2" T cells was also found in the blood of these
patients, indicating that they may be involved in the suppressor
activities of these Tregs (McSorley et al., 2008; Radstake et al.,
2009). Since cysticerci are located in the CNS, a compartment
with unique immunological features (Griffiths et al., 2007), we
hypothesize that neuroinflammatory response in NC may be more
tightly controlled in the CNS compared to in the peripheral
blood. Indeed, a differential migration of cells to the CNS may
depend on the variability between individual patients. This kind
of variability should be expected, since so many host factors
(gender, age, parasite count, onset time of the disease) are
involved in creating the heterogeneous clinical picture observed in
NC (Fleury et al., 2004), which, in turn, could be involved in the
differential recruitment of Tregs into the CNS. Despite the
reported effects of corticosteroids on the inflammatory response,
including levels of Tregs and inflammatory cytokines (Okano,
2009), it is important to note that no differences were found
between treated and untreated patients in the measured immu-
nological parameters (including recruitment and expansion of
Tregs, levels of CD69 and CD38 activation markers in CD4 and
CDS8 T cells, and specific and unspecific proliferative responses).
This finding may indicate that some T-cell activation persists,
despite the treatment. It is possible that increased levels of Tregs
due to the cysticerci infection override the effects induced by
steroid treatment. The wide range of inflammatory parameters
measured in each group of patients could also account for the
absence of significant changes due to the treatment. The positive
correlation observed between HP10 antigen in CSF and sera, and
the respective local and peripheral frequency of CD4*CD25Me", is
particularly interesting and raises the possible involvement of
HP10 antigen, or other factors secreted by the parasite, in
promoting Treg generation/expansion. The absence of a correla-
tion between levels of VIP and peripheral or CSF Tregs may
indicate that VIP is not correlated with Treg differentiation, as
occurs both in vitro and in vivo in other infectious and non-
infectious diseases (Ganea et al., 2006). In addition, the high



correlation found between HP10 antigen and local and peripheral
levels of 1L-6 supports the possibility that secretions derived from
cysticerci, including HP10, enhance IL-6 levels, which, in turn,
could promote antigen presentation and a path toward Thl7
response. Microenvironmental balances could be determinants
for Treg generation; it has been reported that during acute
inflammation, IL-6 significantly suppresses TGF-B-induced FoxP3
expression and Treg generation (Bettelli et al., 2006). In the study,
increased levels of TGF-B in the peripheral blood were also
detected, indicating a possible involvement of TGF-B in the
reduced capacity of a peripheral proliferative response (Table III).

The cost-benefit balance of Treg recruitment into CSF in NC
patients should be carefully considered. The control of inflam-
mation can relieve severe symptoms, but it may also generate a
favorable microenvironment for parasite survival, and it may also
promote the growth of malignant cells. Indeed, Tregs are known
to promote tolerance to tumors in murine models (Cao, 2010). In
this regard, it is of interest to note that correlations have been
reported between the frequency of malignant cerebral tumors and
NC (Haas et al., 2008).

Overall, the levels of the different Treg phenotypes measured
are strongly correlated (P < 0.001) and are accompanied by
depressed proliferative responses and decreased frequencies of
activated T cells, which are all indicators of the anti-inflammatory
properties of the Tregs detected and their relevance in controlling
the inflammatory response in NC. Manipulation of T-cell
populations to reduce inflammation in subarachnoid NC patients
is currently under study in order to offer novel, and less harmful,
alternatives for more effective patient management.
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Regulatory T cells (Tregs) play a crucial role in immune homeostasis. Treg induction is a strategy that parasites have evolved
to modulate the host’s inflammatory environment, facilitating their establishment and permanence. In human Taenia solium
neurocysticercosis (NC), the concurrence of increased peripheral and central Treg levels and their capacity to inhibit T cell
activation and proliferation support their role in controlling neuroinflammation. This study is aimed at identifing possible
mechanisms of Treg induction in human NC. Monocyte-derived dendritic cells (DC) from healthy human donors, cocultivated
with autologous CD4" naive cells either in the presence or absence of cysticerci, promoted CD25"¢" Foxp3+ Treg differentiation. An
increased Treg induction was observed when cysticerci were present. Moreover, an augmentation of suppressive-related molecules
(SLAMFI, B7-H1, and CD205) was found in parasite-induced DC differentiation. Increased Tregs and a higher in vivo DC expression
of the regulatory molecules SLAMF1 and CD205 in NC patients were also found. SLAMF1 gene was downregulated in NC patients
with extraparenchymal cysticerci, exhibiting higher inflammation levels than patients with parenchymal parasites. Our findings
suggest that cysticerci may modulate DC to favor a suppressive environment, which may help parasite establishment, minimizing
the excessive inflammation, which may lead to tissue damage.

1. Introduction

Natural (thymic) and inducible regulatory T cells (Tregs)
play a pivotal role in maintaining the immune system home-
ostasis. While natural Tregs are produced in the thymus at
any time, inducible Tregs acquire a regulatory function in
the context of a given infection or a neoplastic process [1].
A variety of inducible Treg subpopulations mediating their
immune suppressive effects by different mechanisms have
been reported [2-4]. Disregarding their effectiveness in

controlling inflammation, it is conceivable that Tregs could
promote a more permissive environment for parasite estab-
lishment [5, 6]. The increased Treg levels found in many
different protozoa and cestode infections are consistent with
this possibility [7, 8].

The role of Tregs in neurocysticercosis (NC), a para-
sitic disease caused by the establishment of Taenia solium
metacestode in the central nervous system (CNS), begins
to be explored. Increased central and peripheral Treg levels
were observed in severe NC patients. These Tregs seem to



participate in the control of the inflammatory response, since
a negative correlation between the percentage of peripheral
Tregs and activated CD8+ and CD4" T cells, along with a
depressed T cell proliferative response, was observed [9].
However, the mechanisms underlying Treg induction in NC
are still unknown.

Dendritic cells play a prominent role in Treg induction
in the beginning of the immune response to pathogens,
either by promoting the conversion of naive T cells to Treg
subpopulations or by expanding the population of preexisting
Treg cells [10]. Mature DCs direct conventional CD4" cells to
become either specific T helper or T regulatory cell subsets,
depending on the affinity of their TCR to the antigen, the
strength of the costimulatory signals provided by antigen-
presenting cells (APCs), and the cytokine milieu. In addition,
the absence of inflammation arrests dendritic cells into an
immature or semimature state (iDC), which promotes T
cell tolerance by conversion of naive T cells into Tregs [11].
iDCs are characterized by expressing MHC II, by a high
phagocytosis capacity, and by low CD80/CD86 expression.
iDCs also produce IL-10, but neither IL-12 nor TNFe« [10,
12]. Moreover, it has been proposed that preexisting Tregs
can educate iDCs to become tolerogenic, promoting Treg
generation [10, 13]. Helminths, as well as other pathogens,
may modulate the immune tolerance properties of DCs [14-
17].

This study was designed to evaluate the capacity of
cysticerci to modulate dendritic cells, driving them to Treg
induction, both in vitro and in vivo.

2. Materials and Methods

2.1. Parasites. Taenia solium metacestodes were obtained
from naturally infected pigs coming from villages of Guer-
rero, an endemic region in Mexico. Pigs were euthanized
according to ethical animal handling regulations in Mexico.
Cysticerci were individually harvested from muscle tissue and
maintained in RPMI 1640 medium containing 10% fetal calf
serum and 1% antibiotics (Invitrogen, NY, USA). Cysticerci
of Taenia crassiceps ORF strain were also used in this study
to evaluate their potential to induce iDCs, and therefore
Tregs. T. crassiceps cysticerci were obtained from infected
BALB/cAnN female mice. Parasites were harvested from the
peritoneal cavity of stock female mice after 10 weeks of
infection.

2.2. Cell Purification and DC Generation in the Presence of Live
Cysticerci. Human cells were isolated from bufty coats from
blood of healthy donors (Banco de Sangre del Centro Médico
Nacional Siglo XXI, México, DF).

A RosetteSep Human CD4" T Cell Enrichment Cocktail
kit was used for CD4" T cell purification (StemCell, Vancou-
ver, Canada). Purified CD4" T lymphocytes including >90%
of CD3+ CD4" cells were kept frozen at -80°C until used.

Monocyte-derived DCs (MDDCs) were isolated from
mononuclear cells from healthy donors using a Rosette-
Sep Human Monocyte Enrichment Cocktail kit (StemCell,
Vancouver, Canada). MDDCs were generated as previously
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reported [18] with only minor modifications. Briefly, mono-
cytes were plated in Petri dishes (P100) at 5 x 10 cells/mL
in 10mL of RPMI 1640 medium (Invitrogen, NY, USA)
containing 10% human AB serum (HSAB) and 1% antibiotics,
20ng/mL IL-4 (eBiosciences CA, USA), and 100 ng/mL
granulocyte-macrophage colony-stimulating factor (eBio-
sciences, San Diego, CA, USA) for 8 days. One half of
complete medium, including cytokines, was replaced at day
4.

To evaluate the role of cysticerci during DC differenti-
ation, monocytes were cultured as described above, either
with or without vesicular Taenia crassiceps (40 cysts) or
Taenia solium (5 cysts) cysticerci per dish. The effect of
both cestodes on DC differentiation was tested considering
that murine cysticerci may eventually provide a controlled
parasite source of purified immune-modulatory components.
Dexamethasone at 1077 M was used as a positive control.

2.3. In Vitro Treg Induction with Cysticercal Antigens. Para-
site-induced MDDCs were seeded at 2.5 x 10* cell/mL in
1mL RPMI 1640 medium (Invitrogen, NY, USA) containing
10% human AB serum and 1% antibiotics (Invitrogen, NY,
USA). MDDCs were maintained in culture for 24 h. Dur-
ing this period, dexamethasone at 10~ M, which maintains
a tolerogenic DC phenotype, was used as control [19].
Parasite-induced DCs were pulsed using 3 ug/mL of total
antigens from T. crassiceps cysticerci. T. crassiceps antigens
were employed considering that T. solium and T. crassiceps
cysticerci share in common more than 98% of the expressed
antigens [20]. 1.25 x 10° autologous CD4" T lymphocytes
were cocultured for 7 days with MDDCs in RPMI 1640
medium (Invitrogen, NY, USA) containing 10% human AB
serum and 1% antibiotics (Invitrogen, NY, USA). Then,
the phenotype of regulatory T cells was evaluated by flow
cytometry as described below. Supernatants of these cultures
were used to evaluate cytokine profile.

2.4. Cell Phenotype. The following combination of antibodies
was used to characterize the phenotype of MDDCs: (a) MHC-
II FITC (mouse IgG2a k), SLAMF1 PE (mouse IgG1 k), CDllc
PerCP-eFluor 710 (mouse IgGl k), and B7/H1 APC (mouse
IgGl k); (b) CD83 FITC, CD80 PE, CD1lc PerCP-eFluor 710
(mouse IgGl k), and CD86 APC (mouse IgG1 k); (c) CD205
FITC (mouse IgG2b k), CD40 PE (mouse IgGl k), CDllc
PerCP-eFluor 710 (mouse IgGl k), and ILT3 APC (mouse
IgG1 k). Inducible regulatory T cell phenotype was assessed
using CD127 FITC (mouse IgGl k), Foxp3 PE (Rat IgG2a k),
CD4 PerCp (mouse IgGl k), and CD25 APC (mouse IgGl k).
Regulatory T cells were intracellularly stained for Foxp3 using
the eBiosciences kit (most antibodies used for cell staining
were purchased from eBiosciences, CA, USA). All antibodies
were titrated for optimal detection of positive populations
prior to its use, considering the manufacturer’s recommended
concentrations.

For cytometry analyses, cells were first gated according to
lymphocyte forward and side light-scattering properties. Treg
numbers were defined as the fraction of Foxp3+ cells among

CD4* CD25"8" cells.
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2.5. Cytokines. Cytokine levels in supernatants were mea-
sured using the cytometric bead array Cytokine Kit II
(BD Biosciences Pharmingen, CA, USA), according to the
manufacturer’s instructions, in an FACSCalibur cytometer.
Data were analyzed with the BD Cytometric Bead Array
software (BD Biosciences Pharmingen, CA, USA). Flow
cytometer was calibrated using BD FACSComp (BD Bio-
sciences Pharmingen, CA, USA) and BD CaliBRITE beads
(BD Biosciences Pharmingen, CA, USA). Assay sensitivities
were set as follows: IL-2 (2.6 pg/mL), IL-6 (3.0 pg/mL), IL-
10 (2.8 pg/mL), TNF-« (2.8 pg/mL), and IFN-y (71pg/mL).
TGF-f were measured using the human/mouse TGF-beta
1 ELISA Ready-SET-Go (eBiosciences, CA, USA). ELISA
was performed according to the manufacturer’s instructions;
detection limit was 60 pg/mL. All samples were run in
duplicate.

2.6. DC and Treg Phenotype in NC Patients. Blood samples
from 13 patients who attended at the Instituto Nacional de
Neurologia y Neurocirugia and Centro Médico Nacional
Siglo XXI in Mexico City with confirmed NC diagnosis were
included in this study. All samples were taken before any
treatment was administered. Eight male (age mean 56.25 +
3.8 years) and five female (age mean 37 + 1.6 years) patients
were included in this study.

In all cases, NC was diagnosed based on clinical manifes-
tations (seizures, focal deficit, and intracranial hypertension)
and radiological studies such as MRI and computed tomog-
raphy (CT).

Vesicular parasites were observed in most cases (12/13
patients). A solitary cysticercus was seen in 9 patients, and
multiple cysticerci in 2 patients; the rest of the patients
had calcified and colloidal forms. In seven patients, par-
asite was located at the subarachnoid space of the base
(SAB), while the rest of the patients showed parasites at
the cerebral parenchyma (P). Patients with SAB cysticerci
exhibited inflammatory traits in cerebral spinal fluid (glucose
30.7 + 28 mg/dL, proteins 421 + 407 mg/dL, and 70.7 +
96.9 cell/mm®). In contrast, patients with parenchymal cys-
ticerci showed no inflammation signs. Blood samples from 5
healthy subjects were included as controls.

2.7. Microarrays. DNA microarrays were used to compare
the gene expression profile of mononuclear peripheral cells
(PBMCs) from a cohort of 8 NC patients, 40 + 14 years old.
PBMC from all patients were obtained 8 days after cysticidal
treatment with albendazole, 30 mg per kg, and concomi-
tant corticosteroid administration. These 8 (4 females and
4 males) patients showed cysticerci in different locations.
Cysticerci were established in the subarachnoid basal space or
in the ventricles (SAB/IV) in 5 patients and were established
in the cerebral parenchyma (P) in 3 patients. When required
for patients’ followup, CSF was obtained by lumbar puncture
at the National Institute of Neurology and Neurosurgery of
Mexico City. A mean of 74 cell/mm® (range 1-261) was found
in SAB/IV-NC patients, and a mean of 6.6 cell/mm® (range
0-18) cells was found in P-NC patients. PBMCs were isolated

and then cultured by 72 h with T. solium cysticercal antigens,
obtained as previously described [21].

Recovered cells were placed in TRIzol (Gibco, NY, USA)
for RNA purification using the RNeasy mini kit (QIAGEN,
TX, USA) following the manufacturer’s instructions. The
amount of obtained RNA was estimated in an Agilent 2100
Bioanalyzer (Agilent Technologies, Waldbronn, Deutsch-
land). Comparisons were done with respect to parasite
location (SAB/IV-NC versus P-NC) using the R-language
platform, under the terms of the Free Software Foundations
GNU General License (see http://cran.r-project.org/). Data
were standardized and normalized. All genes were analyzed
using the Reactome software (see http://www.reactome.org/)
to find a possible biological pathway involved.

2.8. Ethical Considerations. The present study fulfilled all
regulations for research with human subjects as required
by the Mexican law and international regulations. It also
complied with all ethical aspects considered in the General
Rules of Health for Clinical Investigation. Ethics Commit-
tee at Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia,
México approved the protocol. Written informed consent was
obtained from all participants. Patients were informed that
samples obtained would be used for this work.

2.9. Statistical Analysis. Data were processed in InStat
(GraphPad Software Inc., CA, USA). Variables were describ-
ed using mean + SD. Differences between groups were cal-
culated with Students’ t-test. P values less than 0.05 were
considered significant.

3. Results

3.1. Effect of Cysticerci on Dendritic Cell Phenotype. The semi-
mature DC phenotype is associated with tolerance and Treg
induction [12]. To evaluate the effect of cysticerci on dendritic
cell differentiation, the phenotype of DC generated from
CDI14+ monocytes either in the presence or absence of vesicu-
lar cysticerci after 8-day culture was studied. Dexamethasone
(107" M) was employed as a positive control (Figure 1). The
expression of CD83+, as well as the costimulatory (CD80,
CD86, CD40, HLA-DR) and regulatory molecules (SLAMF1,
B7-HI1, CD205, and ILT3) on CDllc+, was measured. As
shown in Figurel, a higher expression of SLAMFI, B7-
HI, and CD205 was observed in cells differentiated in the
presence of cysticerci. The expression of HLA-DR, CD80,
CD83, CD86, CD40, and ILT3 molecules did not differ
between control and parasite-driven differentiated DC cells.
On the other hand, CD80, CD40, and SLAMF1 were dimin-
ished in dexamethasone-treated cells with respect to control
(Figure 1). HLA-DR and ILT3 expression did not differ from
control at any tested condition (data not shown). Altogether,
these results indicate that parasite promotes the expression of
molecules related to a DC tolerogenic phenotype.

3.2. Taenia Solium and T. crassiceps Cysticerci Promote In Vitro
Regulatory T Cells Differentiation. We investigated whether
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FIGURE I: Parasite effect on DC differentiation and activation. Monocytes were differentiated to DC in presence of IL-4 and GM-CSE, plus
medium or dexamethasone or Taenia crassiceps cysticerci. On day 8, the DC phenotype was studied. Representative data of three independent
experiments are shown. Expression of CD80, CD83, CD86, CD40, SLAMFI, B7-H1, and CD205 gated on CDl11c+ cells was analyzed by FACS.
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FIGURE 2: In vitro differentiation of dendritic cells in the presence of Taenia solium or T. crassiceps cysticerci promotes Treg induction. (a)
Increased percentage in Treg cell induction. Percentage was calculated as follows: (percentage of Tregs induced/percentage of basal Tregs)
% 100. Different letters indicate significant differences between groups at P < 0.05. (b) Representative histograms showing Foxp3 induction
within CD4* CD25"8" cells. Data are representative of three independent experiments.

differentiation in vitro in the presence of live cysticerci stim-
ulated the differentiation to CD4" CD25"8" Foxp3+ Tregs.
Human DCs, either differentiated in the presence or absence
of cysticerci, were pulsed or not with cysticercal proteins and
used to stimulate autologous CD4" T lymphocytes. Seven

days later, the expression of CD25"€" and Foxp3 within

CD4" T lymphocytes was measured. As a positive control
of Treg induction, differentiated DCs were treated with
dexamethasone (10~ M). As shown in Figure 2, cocultivation
with cysticerci significantly increased the percentage of CD4"*
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TaBLE 1: Levels of cytokines in supernatants from in vitro DC differentiation and in vitro regulatory T cell induction.

IEN-y TNF-a IL-10 IL-6 IL-2 TGEF-
DC nonstimulated 0.39£0.88 3.98 £3.82 317 £1.79 >5000 0.34+0.77 406.50 + 191.69
fControl medium 10% HSAB 3.55+0.51 578 £1.79 512 +£1.50 >5000 1.59 £ 1.41 ND
DC differentiation in the presence of
Dexamethasone 0 312+047  30.84 +£5.82° >5000 0 545.17 + 289.37
Taenia crassiceps 0.78 £1.75 2.98 +1.75 3.77 £1.76 >5000 0.72+0.98 341.50 + 238.19
Taenia solium 0 4.58 + 4.44 731+ 4.88 >5000 0 436.00 + 243.95
Treg induction from naive CD4" cells
DC nonstimulated, nonpulsed (Ag™)  0.76 +1.31 1.21+1.07 0.99 £0.93 2.58 £0.70 0.45+0.78 124.60 + 5.35
DC nonstimulated pulsed (Ag") 0.78 £1.75 2.06 £ 0.88 122 +1.12 2.78 £ 0.60 0.43+0.95 93.07 £16.98
Dexamethasone nonpulsed (Ag™) 0.63+1.26  1.68+0.34 1.01+1.18 2,97 £2.02 0.39+0.78 95.49 +19.66
Dexamethasone pulsed (Ag") 1.00 +1.74 2.49 £0.36 2.32+1.36 2.78 £ 1.10 1.38 £1.27 98.63 £ 26.39
T. crassiceps nonpulsed (Ag™) 123+213  2.09+0.79 1.02 £ 1.76 815+1.26 131+1.21 99.22 + 31.64
T. crassiceps pulsed (Ag") 126+1.81  218+0.38 1.44 £ 0.81 29.34+46.75  0.43+0.95 119.80 + 42.56
T. solium nonpulsed (Ag™) 450+2.61 235+ 0.68 1.48 £ 2.10 56.99 +5.21 12.14 + 11.79 111.00 + 3.54
T. solium pulsed (Ag") 1.73 £2.45 228 £0.68 1.95 + 0.09 11.68 + 6.02 6.61 £ 6.16 78.50 = 21.21
Control T cell 1.54 £ 1.41 1.90 £ 0.48 1.77 £ 0.99 2.01+0.45 0.88 £1.20 101.00 £ 16.58

*Significantly different (P < 0.05) compared to nonstimulated DC. Human AB sera from healthy donors were used in DC differentiation experiments.
Levels of cytokines in the control medium supplemented with 10% HSAB are shown.

lymphocytes coexpressing the CD25"¢" and Foxp3 fraction
with respect to non-stimulated DC, from 115 + 13.7 to 214.6 +
76.3 when cocultured with T. crassiceps (P = 0.04) and to 321.2
+ 115 (P = 0.05) when cocultured with T solium cysticerci.
When DCs were pulsed with parasite antigens, Treg cells were
also significantly increased, from 101.2 + 33 to 273 + 86.5
(P = 0.01) with T. crassiceps-differentiated DC cells, and to
339.3 + 38.6 (P = 0.0002) with T. solium-differentiated DC
cells (Figure 2).

3.3. Cytokine Profile. The levels of induced cytokines were
measured in supernatants from in vitro DC differentiation
after 8 days of culture and from in vitro Treg induction
after 7 days of culture. During DC differentiation, only IL-
10 was significantly increased when cells were differentiated
in presence of dexamethasone (Table 1). No difference was
observed in the other tested conditions.

3.4. Dendritic Cells and Regulatory T Cells in NC Patients.
The in vivo effect of parasite products on the phenotype of
peripheral DC from NC patients was studied. The percentage
of DC and the expression of regulatory (SLAMFI1, CD205, and
ILT3) and costimulatory molecules (HLA-DR, CD86, and
CD40) in CD1Ic cells in 13 NC patients and 5 healthy subjects
was measured. As Table 2 shows, SLAMF], and CD205 are
significantly increased in DC from NC patients from 3.8 to
9.7 and from 4.3 to 21.5, respectively (P < 0.05). Moreover,
peripheral Tregs are also increased in NC patients from 4.35
to 14.22.

3.5. SLAMFI Is Downregulated in PBMC from Patients with
SAB/IV Parasites. As Table 3 shows, only four immune-
related genes of the 32,322 included in the array were found
downregulated in severe SAB/IV-NC patients with respect to

TaBLE 2: Phenotype of peripheral dendritic and regulatory T cells in
NC patients and healthy subjects.

Phenotype NC patients Healthy subjects p
Dendritic cells
SLAM'CDI11C* 9.65 + 5.66 3.80£1.88 0.045
CD205"CD11C* 21.55 +£13.64 4.27 £3.12 0.014
ILT3"CDUCY 35.01+£27.61  31.48 +28.70 0.813
HLA-DR*CDI1IC" 71.47 +19.87 69.05 + 12.96 0.805
CD86"CDI11C" 39.70 £ 25.87 54.21 £12.45 0.250
CD40"CD11C* 7.92 +798 2.81+1.49 0.182
T cells
gi?é;ggéi;gjlow 14.22 + 9.08 4.35+4.26 0.0194
CD4" T lymphocytes  30.85 + 11.49 43.59 +5.60 0.07

P-NC patients. Among them figures the SLAMF1 gene, whose
expressed protein was also found in dendritic cells from non-
treated NC patients (Table 2). The other downregulated genes
found in these patients were MTOR, NFKB2, and ILI2RB2
(Table 3). In these severe SAB/IV-NC patients, TGB2 and
[L.24 genes were found to be up-regulated.

4, Discussion

Tregs play a pivotal role in modulating the host environment,
so parasites may find more appropriate conditions for their
establishment and development [7]. It is also possible that
Tregs may favor the parasite persistence even when a specific
treatment is used to promote the destruction of the parasite
[22]. During Taenia solium infection, an increase in the
levels of regulatory T cells in blood and CSF in NC patients
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TABLE 3: Genes differentially expressed in NC patients with respect
to the parasite location after 8 days of treatment.

NC caused by cysticerci localized in the
subarachnoid base or intraventricular versus

parenchymal
Genes Log B
MTOR -0.69 0.95
Downregulated NFKB2 -0.93 0.78
SLAMF1 -1.05 2.18
Upregulated IL24 0.82 0.96
TGFB2 1.06 2.13

The log fold change (Log FC) describes how much a quantity changes from an
initial to a final value in a determinate gene. B value represents the possibility
that the gene is differentially expressed.

has been observed, probably promoted by the parasite for
controlling the central inflammatory environment and thus
favoring its survival [9]. Increased Tregs in NC patients may
result from expanded natural Tregs or may be induced by the
parasite. The latter possibility was explored herein. On the
other hand, DCs may drive T cell differentiation to regulatory
or effector cells, depending on their activation status. In this
study, in vivo and in vitro lines of evidence point to the
effect of cysticercal components on the activation of dendritic
cells and their impact on promoting T cell differentiation
to CD25™¢" Foxp3+ CD4 T cells. Indeed, co-cultivation of
dendritic cells with either T. solium or T. crassiceps cysticerci
promotes a status that favors the differentiation of peripheral
T cells to CD4" Tregs. Comparable results were found when
peripheral cells from non-treated NC patients were studied.

The similar effects induced by the presence both of T.
solium or T. crassiceps cysticerci merit some comments. It is
well known that both cestodes share multiple antigens [23],
a fact that has been exploited to use the murine cysticercal
antigens for diagnosis [24, 25].

Parasite-differentiated dendritic cells show no difference
with respect to control in the maturation marker (CD83),
neither in the costimulatory molecules HLA-DR, CD80,
CD86, or CD40; these findings are compatible with an imma-
ture dendritic phenotype. In contrast, an overexpression of
SLAMF1, B7-HI, and CD205 was observed. The latter two
molecules are related to a tolerogenic DC phenotype, as
reported in many studies [12, 26]. It is important to note
that the expression of SLAMF1, B7-Hl, and CD205 was
found accompanied by Treg induction in this study, as well.
However, their participation in Treg induction remains to be
elucidated. This may be particularly relevant since no increase
in the two main regulatory cytokines, IL10 and TGFp, was
observed in the supernatants recovered during in vitro Treg
induction (Table 1). An increased expression of SLAMFI1 and
CD205 in dendritic cells and in CD25"¢" Foxp3+ CD4 T
cells was observed in NC patients. Both in vitro and in
vivo findings reinforce the relevance of SLAMF1 and CD205

dendritic cells, defining their critical role in T cell immunity
regulation [27, 28].

It is also worth noticing the downexpression of SLAMF1
in the group of 8 SAB/IV-NC patients with respect to
those patients harboring cysticerci in the parenchyma. This
apparent discordance with the in vitro results from non-
treated NC patients can be traced to differences promoted
by in vivo or in vitro conditions, which may differentially
modulate the expression of the SLAM-associated protein
(SAP) in lymphocytes. Indeed, the expression of this adaptor
SAP protein promotes the inflammatory response, while its
absence promotes a regulatory environment [28]. SLAM-
family receptors presenting cells ligands carry out important
immunomodulatory functions: by one side, they regulate
lymphocyte interactions and adhesion [28, 29] as well as a
tolerogenic immune profile [11, 12]. Although there is no
previous information about the functions of SLAM receptors
during NC, the results shown in this study point to their pos-
sible participation in modulating the inflammatory response
promoted by cysticidal and/or corticosteroid treatments.
Changes found in MTOR, ILI2RB2, NFKB2, and TGF-
B genes match with an immunoregulatory environment.
MTOR [30], ILI2RB2 [31], and NFKB2 [32, 33] genes, coding
for proteins that promote an inflammatory environment,
are found downregulated, whilst TGF-f, which promotes a
regulatory immune response [7], was up-regulated.

5. Conclusions

Opverall, the results shown in this study reinforce our previous
findings on the relevance of Tregs in controlling the extent
of the inflammatory response in NC patients, and added in
vivo and in vitro lines of evidence that cysticerci may drive
a particular dendritic cell phenotype that induces regulatory
T cells, even though the mechanisms that underlined this
phenomenon remain to be elucidated. Additionally, while
the clinical relevance of the promotion of this regulatory
environment needs to be evaluated, it is feasible to propose
that it could favor parasite survival.
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Abstract

treatment are presented.

potentially useful changes to therapeutic protocols.

Background: Neurocysticercosis (NC) is one of the most frequent parasitic diseases of the central nervous system.
Cysticidal drugs, albendazole and praziquantel, are generally effective when parasites localize in the parenchyma. In
contrast, parasites lodged in the subarachnoid basal cisterns are less responsive to treatment.

Case Presentation: The clinical and radiological pictures of six Mexican patients non-respondent to cysticidal

Conclusions: The possible factors involved in the cysticidal non-response are discussed and hints are provided of

Background

Taenia solium is a parasite which larvae (cysticercus)
may localize in the central nervous system of humans
causing neurocysticercosis (NC). Most NC cases occur
with little or no neurological symptoms but others may
present a variety of non-specific mild clinical symptoms
(headache, partial seizures) or severe neurological syn-
dromes with intracraneal hypertension and generalized
seizures [1].

The introduction of cysticidal drugs, albendazole
(ABZ) and praziquantel (PZQ), for the treatment of NC
have dramatically improved its prognosis [2]. In Mexico,
ABZ is becoming the drug of choice due to its low costs
and availability. Parasite localization is one of the main
factors involved in the success of the treatment. When
cysticerci are lodged in the parenchyma, the use of these
drugs allows generally a prompt radiological and clinical
improvement in most of the patients although only a
modest effect is reported in some cases [3,4]. When the
parasites are located in the subarachnoid basal cisterns
(SA-NC), the prognosis is more uncertain. Several case
series have reported the effectiveness of these drugs in
SA-NC treatment [5-7]. However, in our experience and
that of others [4], it is a frequent finding that the para-
sites persist after treatment, even when a high dose of
ABZ has been used [8].

* Correspondence: afleury@biomedicas.unam.mx
'Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugfa, Insurgentes Sur 3877,
Colonia La Fama, Delegacion Tlalpan, México DF, México, CP 14269
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In this report, six cases NC-SA patients who are non-
respondent to conventional pharmacological treatment
and a brief review of literature are described.

Case Presentation

Patient A (Figure 1, AO to 1A3). A 46-year-old man with
one year history of increasing incapacitating frontal
headache. Upon admission, bilateral papilledema and
upward gaze paralysis were shown. Multiple vesicular
cysticerci located in opto-chiasmatic and perimensence-
phalic cisterns as well as basal meningeal enhancement
were observed by magnetic resonance imaging (MRI).
Increased cellularity (89 cells/mm3) and anti-cysticercal
antibodies (Abs) determined by ELISA were detected in
the cerebrospinal fluid (CSF). During one year, the
patient received two cycles of ABZ (30 mg/kg/day) and
one course of PZQ (50 mg/kg), for eight days, associated
to corticosteroids. In the ninth month, he required a
ventriculoperitoneal shunt (VPS) due to hydrocephaly.
In all of MRIs, which were performed four months after
each treatment cycle, most of the vesicular parasites
persisted.

Patient B (Figure 1, BO to 1B3). A 60 year old man
with chronic headache. Nine months before hospital
admission, headache frequency increased and lower limb
motor dysfunction appeared. Neurological examination
revealed only papilledema. On MRI, vesicular subarach-
noidal NC in posterior fossa was observed. CSF analysis
showed an inflammatory profile with abundant
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Figure 1 MRI of patients. Letters correspond to each of the patients and numbers corresponds to the moment of the MRI in relation to the
number of cysticidal cycles administered (0: basal MRI, 1: after the first cycle, etc). AO (MRI T2 FLAIR): vesicular cysticerci in basal cisterns.
Decrease (A2, MRI CE, T1) and increase (A3, MRI T2 FLAIR) in parasites. BO (MRI CE T1): Vesicular parasites in the pontocerebellar angle. B1:

Increase of parasite. B3: Persistence of parasite. CO (MRI T2): Cysticercus in the Sylvian and basal cisterns. C1 (MRI T2, FLAIR): Decrease in Sylvian
and persistence of basal cisterns parasites. C2 (MRI T2): Increase of lamina terminalis and basal cisterns parasites. C3 (MRI T2): Decrease of basal
cisterns parasites. C4 (MRI CE T1): Increase of basal cisterns parasites and appearance of new ones. C5 (MRI FLAIR): Persistence of parasites. D4
(MRI'T2): Parasites in the right pontocerebellar angle and in the lamina terminalis cisterns. D5 (MRl T2): Decrease of parasite volume. D6 (MRI T2):

Increase of the lamina terminal cistern vesicles. D7 (MRI FLAIR, T2): Persistence of vesicles.

lymphocytes and eosinophils. During the year following
the diagnosis, he received two courses of ABZ at 30 mg/
kg/day during 8 days and one course of ABZ at the
same dose, associated with PZQ at 50 mg/kg plus corti-
costeroids. However, radiological evidence of vesicular
parasites was still observed and CSF inflammatory pro-
file and clinical complaints persisted.

Patient C (Figure 1, CO to 1C5). A 29-year old man
with new onset generalized seizures. CT scan showed
vesicular NC and he received ABZ plus steroids in the
United States of America. Post treatment, progressive
motor dysphasia, right sided weakness and intracranial
hypertension signs appeared. The patient returned to
Mexico. MRI showed vesicular racemose cysticercosis
on left Sylvian fissure with displacement of midline

anatomical structures. A second ABZ cycle was adminis-
tered and although the racemose cyst evinced a substan-
tial reduction, other SA vesicular parasites appeared.
During two years this patient received four other
courses of ABZ (30 mg/kg/day during eight days) and
two combined courses of ABZ and PZQ. These treat-
ments were delivered at the same doses as with the
other patients and showed no evidence of parasite
eradication.

Patient D (Figure 1, D4 to 1D7). A 65-year-old woman
with vomiting, papilledema, gait disturbances, and urin-
ary incontinency. The patient had a 6-year history of
chronic headache. On admission, CT scan showed mul-
tiple vesicular parasites in the Sylvian fissure with mass
effect. A surgical removal of parasites located in the
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right Sylvian fissure and opto-chiasmatic cistern was
performed. Three months after surgical procedure, a CT
scan showed persistence of subarachnoid vesicular para-
sites in the chiasma and pontocerebellar cistern. CSF
analysis revealed an inflammatory profile (20 cells/mm?)
with presence of anti-cysticercal Abs. During four years,
patient completed seven courses of ABZ (30 mg/kg/day
during 8 days) associated to corticosteroids without
complete clinical and radiological improvement.

Patient E (Figure 2, E3 to 2E7). A 40-year old man
with a one-year-history of increasing headache, in fre-
quency and intensity, associated with sporadic vomit-
ing and generalized seizures. Papilledema and left
slight motor weakness were observed on neurological
examinations. A CT scan revealed a vesicular racemose
cysticercus on the right Sylvian fissure, upon which
surgical excision of parasites was performed. Diagnosis
of vesicular cysticerci was confirmed by histopathology.
Post-treatment, the patient showed clinical improve-
ment, but six months later, motor deficit reappeared.
MRI showed recurrence of parasites at the same loca-
tion and CSF was inflammatory. During the five years
following the first surgery, the parasites did not disap-
pear in spite of the administration of seven courses of
ABZ and one combined course of ABZ and PZQ with
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corticosteroids. Clinically, the patient presents memory
loss and corticosteroids side-effects as hyperglycemia
and myopathy.

Patient F (Figure 2, F2 to 2F6). A 26-year old man
with new onset partial motor epilepsy. His CT scan
showed perimesencephalic vesicular parasites and CSF
was inflammatory (75 cells/mm?®) with specific anticysti-
cercal Abs. During the following five years, the patient
received 7 courses of ABZ (30 mg/kg/day during eight
days with corticosteroids) and he required the place-
ment of a VPS for hydrocephalus during the fourth
year. In spite of the received treatment, vesicular para-
sites persisted on the last MRI, and CSF was still
inflammatory.

Conclusion

This article reports six SA-NC patients in whom para-
sites relapsed despite repetitive administration of cysti-
cidal treatment. Other non-responsive NC cases have
been previously published (Table 1, [9-12]) but includ-
ing patients that differ in the clinical picture, the para-
site localization and cysticidal doses used. Even though
the causes of the parasite’s persistence, despite the
ABZ treatment, are still unknown, multiple host and
parasite factors may be involved. The possibility that

cistern parasites.

Figure 2 MRI of patients. E3 (MRl T2, T1): Parasites in Sylvian, basal and lamina terminalis cisterns. E4 and E5 (MRl T2, FLAIR): Persistence of
some of the parasites. E6 (MRI simple, CE T1): Persistence of lamina terminalis parasites and appearance of new ones. E7 (MRI FLAIR, T2):
Persistence of parasites. F2 (MRI T1): Parasites in the crural and ambient cisterns. F3 (MRI T1), F4, F5 and F6 (MRI T2): Persistence of ambient
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Table 1 Previous published cases of non-responder patients to cysticidal drugs.
Patient Age/Sex Parasites location Clinical manifestations Treatment Reference
1 26/Mt SA (sulci) Generalized seizures PZQ, ABZ 9]
2 38/F SA (sulci) Generalized seizures PZQ, PZQ + ABZ [10]
3 44/M SA (Sylvian fissure) Generalized seizures ABZ, ivermectine [
4 69/M SA (sulci) Partial seizures ABZ, ivermectine 1
5 45/F Fourth ventricle Intracranial hypertension and ataxia ABZ, ABZ + ivermectine 1
6 37/M SA (sulci) Partial seizures ABZ, PZQ + ABZ, ivermectine  [11]
7 38/F SAb and SA sulci Seizures, hydrocephalus and motor deficit ABZ 2]

tM: male, F: female

the cysticidal drugs differentially affect the parasites
according to their developmental stage (radiologically
not- definable) could be a factor involved in the non-
response observed. It is also possible that the lesser
penetration of ABZ in the subarachnoidal space could
participate in the SA-NC resistance. Another factor
involved in this phenomenon could be related to the
variability in plasma and CSF ABZ sulphoxide levels
among patients due to individual differences in bioa-
vailability [2]. The high levels of corticosteroids used
to prevent complications due to severe CSF inflamma-
tion may also turn-off key immunological components
crucial for the parasite destruction. Finally, although
resistance of cysticerci to ABZ in humans has never
been reported, it may occur as it has been observed in
other related parasites [13-15].

Whatever are the reasons, this scenario clearly points
out to the relevance of developing new therapeutic stra-
tegies. One approach could be the elaboration of new
albendazole formulations in order to improve its bioa-
vailability and therapeutic efficacy [16]. Another
approach is the search of new pharmacological alterna-
tives as ivermectine, which seems to destroy cysticerci
in patients resistant to cysticercidal drugs [11]. Nitazox-
anide and tizoxanide combined with ABZ have also
shown promising results albeit in vitro and using
another related cestode [17].

Finally, although these non-respondent cases are not the
most frequent, their severity should encourage controlled
studies to evaluate new forms of medical intervention and
management. In particular, fuller understanding of the key
elements that participate in controlling the inflammatory
response would greatly help in devising new, potent and
less harmful ways to prevent severe disease.

Consent

Written informed consent was obtained from the
patients for publication of these cases report and any
accompanying images. A copy of the written consents is
available for review by the Editor-in-Chief of this
journal.
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Abstract Neurocysticercosis, a clinically and radiologi-
cally pleomorphic parasitic disease, is still endemic to most
non-developed countries of Latin America, Africa, and Asia.
Anti-helminthic drugs (AHD) are generally effective and
rapidly destroy parenchymal cysticerci. In contrast, several
cycles of AHD are frequently necessary to damage extra-
parenchymally located parasites. The present study was
designed to evaluate whether differences in the immuno-
logical profile of the patients is involved in the diversity of
the response to AHD. To this end, a global gene expression
microarray and a cytokine analysis were made. Responder
patients were those showing a radiological reduction greater
than 50 % in the parasite burden following AHD treatment.
Microarray pre- and post-treatment comparisons showed that
a total of eighteen immune-related genes were up-regulated
in the five responder patients with respect the expression
profile seen in the four non-responder subjects. The function
of up-regulated genes exerted pro-inflammatory (RORyC,
Semad4A, SLAMF3, SLAMF6), anti-inflammatory (TGFg,
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TNFRSF25, TNFRS18, SLAMF1, ILF2), or immunomod-
ulatory effects (CXCL2, RUNX3, SLAMF9, TGFBR3).
To further explore the causes of the heterogeneity in the
response to treatment, a wide ELISA cytokine analysis was
performed in serum, PBMC supernatants, and CSF samples
from 39 responder and 26 non-responder patients. Responder
patients showed higher CSF IL-17A levels (P = 0.04) and
higher supernatant IL-6 levels (P = 0.03) 60 days after
treatment. These results suggest a possible influence of pro-
inflammatory cytokines on the response to AHD as observed
by radiological methods, and thus the possible participation
of the host immunity in the effectiveness of AHD treatment.

Keywords Neurocysticercosis - Immune response - AHD
responder - AHD non-responder

Introduction

Human neurocysticercosis (NC), caused by the establish-
ment of the larval stage of Taenia solium in the central
nervous system, is still an endemic parasitosis in most
countries of Latin America, Africa, and Asia [1]. The clini-
cal and radiological picture of NC is highly heterogeneous,
as well as its response to the treatment [2]. The cysticerci
localization (parenchymal or extraparenchymal) and the
intensity of the host inflammatory response against the par-
asite are important factors related to the severity and prog-
nosis of the disease [3, 4]. When parasites are located in
the parenchyma (P), the inflammatory reaction is limited to
the areas surrounding the parasite, and the most common
symptom is epilepsy. In most of these cases, anti-helmin-
thic (cysticidal) drugs (AHD: albendazole and praziquan-
tel) are quite effective and the cysticerci became calcified
or disappeared after a single cycle of AHD treatment.

@ Springer
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Table 1 General characteristics of the nine patients included in the microarray analysis

Age/Gender Previous Clinical Cysticidal therapy
treatment® characteristics
Before (TO) Two months after (T2)
Radiological CSF CSF Clinical
characteristics (#cells/mm3) (#cells/mm3) outcome
26/Female No Headache MC, SAS/IV 67 12 NR
63/Female No Headache MC, SAB 18 12 NR
31/Male No ICH MC, SAB 1 20 R
19/Male No Headache SC, SAS 18 18 R
28/Male No Generalized epilepsy ~ SC, SAS 7 7 R
56/Female Yes ICH MC, SAB 261 27 NR
33/Female Yes ICH MC, SAB 187 496 NR
42/Male Yes ICH MC, SAB 16 ND R
44/Male Yes ICH MC, SAB/IV 27 57 R

ICH intracranial hypertension, SAS subarachnoid of sulci, SAB subarachnoid of the base, IV intraventricular, R responder, NR non-responder,

MC multiple cysticerci, SC single cysticercus, ND no data available
 Corticosteroids

In contrast, when cysticerci are located extraparenchy-
mally in the subarachnoid space of the base (SAB), inflam-
mation spreads to the entire subarachnoid space, lead-
ing to complications such as vasculitis, arachnoiditis, and
hydrocephalus [2, 5]. These severe forms of NC are less
susceptible to AHD treatment. Indeed, almost one-third of
patients require more than two cycles of AHD treatment
to significantly damage the cysticerci [2, 6]. The reasons
for this poor responsiveness to the AHD are not yet elu-
cidated [7, 8], although the concomitant administration of
corticosteroid to avoid frequent and severe inflammatory
complications may be involved. Due to their potent immu-
nosuppressive properties [9], corticosteroids may diminish
the exacerbated specific immunity against the parasite. The
latter seems to be required in conjunction which AHD to
promote parasite destruction.

These observations stress the relevance of studying the
immune-inflammatory profile accompanying the differen-
tial responsiveness to AHD treatment. The immunological
profile varies between asymptomatic parenchymal patients
and severe SABNC. A predominant Th2 profile of circu-
lating immune cells (increased IL-4, IL-5, and IL-13) was
reported in parenchymal NC. A depressed lymphocyte pro-
liferative response, with CSF pleocytosis, increased IL-6,
IL-5, and IL-10 levels in CSF along with an increase in
peripheral and central regulatory lymphocytes (CD44/
CD25high/FoxP3+/IL10+) were found in NC patients
with extraparenchymal SAB parasites [4, 10-12].

By analyzing genome-wide expression patterns, the pre-
sent study assessed whether the responsiveness to AHD
treatment in patients with severe SABNC was associ-
ated with particular immunological features of circulating
immune cells.

@ Springer

Materials and methods
Patients

A total of 74 patients who attended at the Instituto Nacional
de Neurologia y Neurocirugia (INNN) in Mexico City from
February 2007 to December 2010 were included. Inclusion
criteria were as follows: definitive NC diagnosis using the
revised criteria of Del Brutto [13], the presence of vesicu-
lar parasites, administration of AHD treatment (albendazole,
30 mg/kg/day for 8 days associated with corticosteroids: one
week of dexamethasone, 0.3 mg/kg/day, and then prednisone
in a tapering schedule), and a clinical follow-up of 4 months
or more after the end of the treatment. The number, degener-
ative stage, and location of all cysticerci were radiologically
(CT scan and MRI) defined, and the clinical manifestations
of all patients were retrieved from clinical records.

Patients were classified into responder (R) or non-
responder (NR) by neuroimaging according to their
response to treatment after 4 months of AHD. Patients
showing a reduction greater than >50 % in parasite burden
were considered as R patients, being NR those in which
reduction was <50 %.

Two complementary approaches were used: microarray
hybridization and cytokine determination. Nine patients
were prospectively included (4 NR and 5 R) in the micro-
array hybridization study. The rationale for this strategy
was to use microarray hybridization as a prospective tool,
whose findings would be then validated by cytokine assay.
Patient demographical, clinical, and radiological charac-
teristics, as well as treatment outcome are summarized in
Table 1. Patients were followed-up for at least 4 months
after specific AHD treatment. Three venous samples were
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taken from each patient: before AHD treatment (TO0), after
8 days of treatment, and 2 months after treatment (T2). A
CSF sample was also collected from those patients who
required a lumbar puncture for medical follow-up. In this
group, mean ages were 32.8 + 10.3 years in R patients
and 44.5 £+ 17.7 years in NR cases (P = 0.39). CSF-
cellularity was 13.8 + 10.08 cell/mm® in R patients and
133.2 + 110.8 cell/mm?® in NR (P = 0.13). The main para-
site location in NR and R was SAB (100 and 60 %, respec-
tively), X2 = 2.05 (P = 0.44). All NR patients showed mul-
tiple parasites. Four R patients had multiple parasites and
the remaining case only one.

For cytokine determination, 65 patients were retro-
spectively included the following: 39 R (14 of them with
corticosteroid therapy) and 26 NR (13 of them with corti-
costeroids therapy) to AHD treatment. The samples from
these patients were retrieved from a bank containing serum,
CSF and supernatants from peripheral blood mononu-
clear cells (PBMC) cultures (SN). Mean ages in this group
were 44.8 & 14.7 years in R and 39.7 £ 11.8 years in NR
(P = 0.1). Both groups (R and NR) had no differences in
sex distribution: Twenty-three were females and 41 males,
overall. Among R patients, 72 % showed SAB parasites,
with 93 % of NR presented this localization (x> = 13.51,
P = 0.003). Characteristics of CSF, concentration of
cells and protein counts did not differ between R and NR
patients (P = 0.35 and P = 0.61, respectively).

Antigen preparation

Vesicular antigen fraction (TsAg) was obtained from Tae-
nia solium cysticerci as previously reported [11]. Briefly,
skeletal muscle-derived cysticerci from an infected pig
were washed with phosphate-buffered saline solution,
homogenized, and centrifuged. The supernatant containing
soluble antigens was recovered and calcium-precipitated.
Then, the supernatant was filtered under sterile conditions,
quantified, and frozen at —20 °C until used.

Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) culture

Twelve mL of peripheral venous blood were drawn into
an EDTA-containing tube. The blood was diluted 1:2 with
RPMI medium 1640 (Gibco BRL, Grand Island NY), lay-
ered over Ficoll-Hypaque (Amersham Life Sciences, Lit-
tle Chalfont, UK), and centrifuged at 400xg for 30 min
at room temperature. Plasma was recovered and frozen at
—80° C. PBMC were washed three times with RPMI, sus-
pended in RPMI medium 1640 supplemented with 10 % of
human AB serum, 2 mM L-glutamine, 100 U/mL penicillin
and 100 ng/mL streptomycin, 1 % nonessential amino acids,
and 1 % pyruvate (Gibco BRL). PBMCs were re-stim-
ulated with 35 pg/well/mL of TsAg per 2.5 million cells,

incubated at 37 °C in a 5 % CO, humidified atmosphere in
12-well flat-bottom culture plates (Costar, Cambridge, MA).

RNA extraction and microarray hybridization

After collecting PBMCs from culture at 72 and 120 h, cells
were homogenized. Total RNA was extracted using TRI-
zol reagent (Invitrogen Inc., Carlsbad, CA) according to
the manufacturer’s protocols. The RNA amount and qual-
ity was confirmed in an Agilent 2100 bioanalyzer (Agi-
lent Technologies, Deutschland GmbH Hewlett Packard,
Strasse 8, 76337, Waldbronn).

RNA was then processed and labeled according to
standard target labeling protocols. Samples were hybrid-
ized, stained, and scanned by standard Affimetrix protocols
for human gene 1.0 expression array (Affimetrix Inc., Santa
Clara, CA).

In vitro cytokine titration

Supernatants (SN) from cultured PBMCs stimulated in
vitro with TsAg for 72 h were used to detect 1L-2, IL-6,
IL-10, TGF-B, IL-17A, IL-17F, and IL-17AF, whereas
those recovered after 120 h of culture were used to detect
IL-4 and IFN-y. All supernatants were harvested and stored
at —80 °C until use for cytokine quantification. Cytokines
in serum and CSF from all patients were evaluated by
a commercial sandwich ELISA kit (BD Pharmingen
Cytokine Sets, CA; eBioscience; R&D Duo-Set, UK). The
sensitivity level was 9.4 pg/mL for all tested cytokines.

Statistical analysis

A low-level analysis of microarray hybridization results
was performed using R and several Bioconductor pack-
ages. [14-16]. Data were background-corrected using
GC-RMA [13], and quantiles were normalized [17, 18].
RMA performs background correction, quantile normali-
zation, and also summarizes the probe level information
without requiring information from the MM probes. Gene-
ChipRMA (GC-RMA) is an improved form of RMA that is
able to use the sequence-specific probe affinities of Gene-
Chip probes to attain more accurate gene expression val-
ues. After normalization and background correction, genes
were classified as differentially expressed according to two
main statistics: the log fold change, which provided the
magnitude of differential expression between responder
and non-responder groups, and the B-statistic, a nonpara-
metric Bayes log posterior odds that was automatically cor-
rected for multiple comparisons using Benjamin-Hochberg
false discovery rate (FDR) [19], which quantified statistical
significance. Differential gene expression was considered
to be significant if P < 0.05.
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ELISA data were expressed as median with 95 % confi-
dence interval, and compared using the two-tailed Student’s
t or Mann—Whitney test, based on their behavior in the Kol-
mogorov—Smirnov test. As parasite location was signifi-
cantly associated with the response to treatment (SAB NC
are less responsive), the univariate analysis was adjusted by
this variable. Qualitative variables were expressed in per-
centages and compared using the x> distribution. Statisti-
cally significant differences were considered at P < 0.05.
All data were recorded in Excel software (Microsoft Co.,
Redmond, WA) and analyzed using the SPSS version 21
software (IBM Inc., Armonk, NY).

Results

Generating a global immunological hypothesis
from microarrays

Patients who exhibited a radiological response to AHD
treatment showed several immunological genes up-regu-
lated, both pre- and post-treatment (Table 2). As shown in
Table 2, the up-regulated genes have pro- or anti-inflamma-
tory functions, as well as immunomodulatory roles. Most
of them exhibited a fold change ranging from 1.38 to 2.88.
Only the CXCL2 (Chemokine[C—X—C motif] ligand 2) and
the ILF2 (interleukin enhancer biding factor 2) displayed a
high fold change of 7.84 and 7.78, respectively. Both genes
are involved in immunoregulation processes. With regard
to down-regulated genes, this was the case for CDSL (FC
1.44, B 5.77) (T0) and TGFB2 (FC 1.06, B 2.13) (T2).

Findings from Table 2 made clear that several genes
(RORC, RUNX3, SLAMF3, SLAMF6) involved in Th17
response, as well as others displaying anti-inflamma-
tory and immunomodulatory roles, were up-regulated in
responder patients.

Evaluating factors possibly involved in the heterogeneity
of treatment response

Considering that NC is a heterogeneous disease and sev-
eral factors may partake in the differing treatment response
(parasite location, host age and sex), we evaluated whether
these factors could be involved in the heterogeneity of treat-
ment response. The parasite location (SAB or SAS) at TO
(x*>=6.102, P = 0.019) and at T2 (x> = 7.550, P = 0.007)
was statistically different between R and NR patients.
Additionally, some cytokines were significantly different
between patients with SAB- and SAS-located parasites:
TGF-f in CSF at TO (P = 0.04) and IL-17AF (P = 0.04)
and IL-17F (P = 0.007) in SN at T2 (data not shown). No
differences were found regarding age (P = 0.1) and gender
(x> =0.489, P = 0.6).
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Differential cytokine profile of peripheral immune cells
between R and NR patients

Tables 3 and 4 show significant differences in the cytokine
profile between R and NR groups in SN and CSF sam-
ples. Responder patients showed higher CSF IL-17A levels
(P = 0.04) and higher SN IL-6 levels (P = 0.03) at T2.
Nonsignificant statistical trends were also found: responder
patients showing lower IL-10 levels (P = 0.08) both in CSF
and SN at TO, and a tendency on SN IL-17A (P = 0.09)
and IFN-y (P = 0.06) at T2.

No significant differences in serum cytokine lev-
els between R and NR patients were observed (data not
shown). Parallel analyses comparing cytokine levels
between patients with and without corticosteroid treatment
before AHD revealed no statistical differences (data not
shown).

Determination of cytokine serum/CSF index in responder
and non-responder patients

Lastly, we calculated a serum/CSF index for each cytokine
according to the response to treatment. While a low IL-2
index was found in NR patients, decreased IL-17A, IL-
17AF, IL-2, and IL-6 indexes were seen in R cases. Differ-
ences between R and NR patients remained insignificant,
although a tendency of lower ratio of IL-6 in R patients was
observed (P = 0.059).

Discussion

Peripheral and local inflammation is critically related to NC
severity and to its prognosis after AHD treatment [3, 4, 20,
21]. Thus, this study was designed to explore the immune-
inflammatory features related to the response or the lack of
response to AHD treatment. Based on the current knowl-
edge on the close communication between peripheral and
central immunity [22], the gene expression pattern of
PBMC:s specifically stimulated in vitro was used to iden-
tify differences in the transcription profile of NC patients
responding to AHD with respect to those who failed to do
sO.

Unexpectedly, responder patients to AHD showed up-
regulation only in 18 genes involved in several immune
functions (Table 2), which include pro- and anti-inflamma-
tory, as well as some immunomodulatory functions. The
overexpression of several Th17 genes (RORC, RUNX3,
SLAMEF3, SLAMF6) in responder patients points out to
the possible relevance of this inflammatory pathway in the
responsiveness to the treatment.

CD5L, an immunological gene, was found down-reg-
ulated in R with respect to NR patients. CD5L has been
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Table 2 Genes significantly over-expressed in responder respect non-responder NC patients to AHD treatment

Responder versus non-responder

Gene Immune function Fold change B

CXCL2 (Chemokine [C-X-C motif], ligand 2) Involved in mononuclear cell chemotaxis and increase in Treg ~ 7.84 1.55
migration (IMM)

ILF2 (interleukin enhancing factor 2, NFAT) A key regulator of T cell activation and anergy, it converts the ~ 7.78 2.55
acute T cell activation program into the suppressor program
of Tregs (ANTI-IN)

RORC (RAR-related orphan receptor C) Transcription factor involved in the induction of T-helper 2.88 3.48
17 cell differentiation (PRO-IN)

SLAMF9 (SLAM family member 9) A subfamily of the immunoglobulin superfamily. Encodes 2.75 3.87
differentially expressed cell-surface receptors of
hematopoietic cells (IMM)

C1QB (subcomponent B) Involved in the innate immune response (PRO-IN) 2.62 2.41

IL12RB2 (Interleukin 12 receptor beta 2) It regulates positively T cell and IFN production (PRO-IN) 1.57 242

TNFRSF18 (Tumor necrosis factor receptor superfamily,  Increased expression upon T cell activation. Thought to play a ~ 1.57 3

member 18) key role in dominant immunological self-tolerance

(ANTI-IN)

Sema4A (semaphoring 4A) It enhances T cell activation and differentiation in vitro and 1.55 4.69
potentiates the in vivo the generation of antigen-specific T
cells (PRO-IN)

SLAMF3 (SLAM family member 3) A subfamily of the Igs superfamily. It encodes cell-surface ~ 1.49 2.69
receptors of hematopoietic cells and promotes Th17
differentiation (PRO-IN)

TGFB2 (Transforming growth factor 2) It regulates the proliferation, differentiation, adhesion, and 1.48 1.25
migration of several cells (ANTI-IN) —1.06 2.13

TNFRSF25 (Tumor necrosis factor receptor superfamily, It regulates lymphocytes homeostasis. It can stimulate 1.45 4.97

member 25) NF-kappa B activity, regulating cell apoptosis (ANTI-IN)

IL2RA (interleukin 2 receptor A) Negative and positive regulation of T cell proliferation IMM)  1.44 4.58

IL19 (interleukin 19) It belongs to the IL-10 family, and can bind to the IL-20 1.43 4.42
receptor leading to STAT3 activation (IMM)

RUNX3 (runt-related transcription factor 3) Required for differentiation and function of Tregs. 1.42 4.26
Associated with Thr17 induction of (IMM)

TGFBR3 (Transforming growth factor receptor III) A potential negative regulator of TGFp signaling. It negatively ~ 1.39 2.02
regulates NFK-B signaling (IMM)

SLAMEFS5 (SLAM family member 5) It belongs to the Igs superfamily, encoding cell-surface recep-  1.39 2.59
tors on hematopoietic cells and enhancing IFNy production
by T cells (PRO-IN)

SLAMF1 (SLAM family member 1) It belongs to the Igs superfamily. It encodes cell-surface 1.38 2.66
receptors on hematopoietic cells and decreases NK-T cell
production (ANTI-IN)

SLAMF6 (SLAM family member 6) It belongs to the Igs superfamily encoding cell-surface 1.38 2.67

receptors on hematopoietic cells and Th17 promotion
(PRO-IN)

Differences are expressed as fold changes (FC). Statistical significance was based on the log odds for differential expression assessed by the

Bayes log posterior odds, the B-statistic (B)

Gene expression profiles before treatment (TO) and post-treatment (T2), the latter ones in bold letters

IMM immune-modulatory, PRO-IN pro-inflammatory, ANTI-IN anti-inflammatory

reported to be up-regulated in T cells upon activation,
inducing stable human Th17 development by promoting
IL23R expression and a sustained STAT3 activation [23].
Although little is known on the regulation of the CD5 gene
expression, it is possible that after enhanced expression

during T cell activation, an ensuing down-regulation can
occur after cognate ligand binding, as is the case of other
co-stimulatory proteins [24].

To extend the microarray findings, further studies were
performed based on the evaluation of cytokine levels in R
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Table 3 Comparison of CSF cytokine levels between responder and non-responder NC patients

CSF (T0) Responder (Mean, IC 95 %) Non-responder (Mean, IC 95 %) P (U) P (BLR)
IL-17A 32.8 (0-74.8) 64.8 (0-166.3) 0.9 0.7
IL-17AF 91.4 (29.9-153.4) 89.6 (9.7-169.6) 0.3 0.8
IL-17F 84.5 (18.33-150.8) 44.8 (22.12-67.6) 0.7 0.2
TGF-p 35.0 (14.2-55.8) 114.4 (24.4-204.5) 0.049 0.1
IL-10 117.1 (46.8-187.4) 170 (79.7-260.3) 0.3 0.08
IFN-y 69.6 (23.1-116.07) 54.3 (13.4-95.2) 0.9 0.2

L4 3.4 (3.02-3.8) 3.9(2.3-5.5) 0.3 0.5

IL-2 32.7 (0-78.9) 52(3.2-7.2) 0.053 0.2

IL-6 42.8 (0-89.6) 61.9 (1.3-122.4) 0.8 0.9

CSF (T2) Responder (Mean, IC 95 %) Non-responder (Mean, IC 95 %) P (U) P (BLR)
IL-17A 23.7 (7.84-39.5) 19.1 (9.4-28.7) 0.57 0.5
IL-17AF 162.9 (85.9-239.9) 80.1 (43.4-108.2) 0.05 0.04
IL-17F 147.3 (32.9-261.7) 70.5 (15.9-125.1) 0.20 0.2
TGF-B 38.5 (0-87.8) 20.6 (8.4-32.8) 0.77 0.3
IL-10 113.7 (44.1-183.2) 150.6 (43.4-257.9) 0.51 0.3
IFN-y 13.8 (5.4-22.2) 15.2 (2.71-27.6) 0.83 0.4

1L-4 39(2.6-52) 4.2 (2.94-5.5) 0.69 0.5

1L-2 10.6 (3.41-17.8) 11.7 (7.8-15.5) 0.75 0.5

1L-6 50.1 (0-107.7) 20.4 (0-48.1) 0.30 0.3

Statistical significant results are in bold

U univariate analysis (either two-tailed Student’s t or Mann—Whitney test, depending on the normality of the data); BLR binary logistic regres-
sion (adjustment by parasite location). Cytokine levels were measured in a minimum of 16 and a maximum of 45 CSF samples from the total

population of 65 patients (samples were non-paired)

versus NR NC patients (Tables 3, 4). After adjusting for
parasite location, R patients showed higher CSF IL-17A
and SN IL-6 levels at T2. Also, although differences were
nonsignificant, R patients showed lower IL-10 levels both
in CSF and SN at TO, along with higher SN IL-17A and
IFN-vy levels at T2. In line with this, R patients had a trend
of a lower IL-6 serum/CSF value, likely due to a higher
local IL-6 production in these patients.

Collectively, these findings show that a pro-inflamma-
tory environment is related to treatment responsiveness. In
this context, corticosteroid administration in NC patients,
likely to modify the Th17 response [25] and promote Treg
cell development [26], may be involved in this regard.
Despite this possibility, it is noteworthy that corticoid
administration was not clearly linked to treatment unre-
sponsiveness: In the microarray group, 50 % (2/4) of cor-
ticosteroid-treated patients were treatment responders, and
in the ELISA group 52.8 % (14/27) belong to this category.

To date, the knowledge of the immune profile in NC
patients had been focused on the Th1/Th2 paradigm [10,
27, 28]. In the present work, a third type of T-helper lym-
phocytes, the IL17-producing CD4+ T cell subset, seems
to be involved in the response to AHD treatment. Indeed,
RORC, RUNX3, SLAMF3, and SLAMF6, all genes
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involved in the Thl7 response, were up-regulated in R
patients. Such data fit well with the higher CSF IL-17AF
and IL-6 levels seen in these patients before and after AHD
treatment, respectively.

Th17 cells producing IL-17 and IL-2 may be promoted
by TGF-p and inflammatory cytokines, such as IL-6 and
IL-23 [28-31]. Their role in the resistance to AHD treat-
ment needs to be fully elucidated, since other cytokines not
yet evaluated in NC may participate in the Th17 functional
phenotypes [32].

To the best of our knowledge, the effect of inflamma-
tory status, particularly Th17 phenotype, on the response to
treatment has not been studied in Taenia solium infection
or in other parasitic diseases, although some studies have
shown the role of Th17 response in the pathogenesis of cer-
tain parasite diseases. Particularly, several findings demon-
strated that pro-inflammatory cytokines have an important
role in parasitic infections; in fact, increased serum IL-6,
IFN-vy, IL-17A, and CRP levels have been found in hydati-
dosis patients [33]. On the other hand, in Trypanosoma
cruzi-infected IL-17A-deficient mice, a lower post-infec-
tion survival rate and higher parasitemia were observed.
The expression of other cytokines, like IFN-y, IL-6, and
TNF-o was lower in deficient mice [34]. It has also been
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Table 4 Comparison of SN-cytokine levels between responder and non-responders NC patients

SN (TO) Responder (Mean, IC 95 %) Non-responder (Mean, IC 95 %) P (U) P (BLR)
IL-17A 123.6 (0-309.2) 27.6 (12-43.3) 0.2 0.2
IL-17AF 150.8 (35.1-266.5) 85.5(19.3-151.6) 0.3 0.6
IL-17F 98.2 (18.7-177.6) 86.5 (0-183.9) 0.8 04
TGF-p 51.3 (0-106.5) 700 (0-1,583.4) 0.1 0.1
IL-10 23.01 (14.2-31.7) 750 (0-1,521.1) 0.01 0.08
IFN-y 64.5 (28.8-100.2) 74.5 (14.8-134.2) 0.9 0.2

IL-4 7.3 (0.8-13.9) 4.0 (1.81-6.2) 0.3 0.2

IL-2 13.9 (1.9-25.9) 9.2 (1.4-17.02) 0.4 0.7

IL-6 2,207.7 (613.1-3,802.1) 3,602.5 (0-8,725.7) 0.8 0.1

SN (T2) Responder (Mean, IC 95 %) Non-responder (Mean, IC 95 %) P (U) P (BRL)
IL-17A 82 (0-238.3) 20.6 (8.7-32.5) 0.40 0.09
IL-17AF 175.2 (54.3-296.1) 170.9 (0-344.1) 0.20 0.3
IL-17F 194.5 (31.4-357.6) 187 (0-391.7) 0.95 0.2
TGF-p 128.3 (0-268.7) 88.5 (0-204.05) 0.64 0.3
IL-10 205.4 (0-447.7) 76.9 (0-159.7) 0.62 0.2
IFN-y 32.3(12.9-51.7) 15.4 (9.4-21.5) 0.09 0.06
1L-4 7.5 (0-16.7) 9.3 (0-21.3) 0.76 0.3

IL-2 10.6 (5.16-16.07) 29.2 (0-69.8) 0.34 0.3

IL-6 4,148.6 (2,326.6-5,971) 2,425 (344.7-4,506.6) 0.19 0.03

Statistical significant results are in bold

U univariate analysis (either two-tailed Student’s t or Mann—Whitney test, depending on the normality of the data); BLR binary logistic regres-
sion (adjustment by parasite location). Cytokine levels were measured in a minimum of 13 and maximum of 36 SN samples from the total popu-

lation of 65 patients (samples were non-paired)

demonstrated that Toxoplasma antigens stimulate NK cells
to produce IL-17, by a mechanism dependent on the pres-
ence of accessory cells and the production of cytokines like
IL-6, IL-23, and TGFp [35]. In Schistosoma haematobium-
infected children with bladder pathology, the Th17/Treg
ratio was significantly higher in symptomatic infected
children compared with asymptomatic infected children
[35], while in a murine model of Schistosoma japonicum
infection, S. japonicum antigens preferentially induced
the simultaneous generation of both Th17 cells and other
CD4 + subset cells, producing inducing (TGF-f, IL-6,
IL-21, and IL-23) and inhibitory cytokines (IFN-y and
IL-4) as the infection progressed. In spite of this complex
immunological scenario, the development of severe murine
schistosomiasis correlates with high IL-17 levels [36].
Overall, our results point-out to the possible relevance
of some Thl7 inflammatory features in the success of
AHD treatment in NC patients. Although our study exhib-
its limitations (particularly with respect to the sample size,
the heterogeneity of the disease and the classification cri-
teria), this work provides the first piece of evidence in this
regard. Given the heterogeneous picture of the human NC,
additional studies are required to expand these findings as
well as to appraise the possible role of additional factors

influencing the response to AHD (i.e., CSF albendazole
sulfoxide levels, parasite antigenic burden, and endocrine
status). This will help to improve the treatment of severe
extraparenchymal SAB patients.

NCBI-National Center for Biotechnology Information

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene, http://www.ncbi.nlm
.nih.gov/omim

CXCL2 (chemokine [C-X-C motif], ligand 2), ID: 2920,
OMIM: 139110.

ILF2 (interlukin enhancer binding factor 2), ID: 3608,
OMIM: 603181.

RORC (RAR-related orphan receptor C), ID: 6097,
OMIM: 602943.

SLAMF9 (SLAM family member 9), ID: 89886,
OMIM: 608589.

C1QB (subcomponent B), ID: 713, OMIM: 120570.
IL12RB2 (interleukin 12 receptor beta 2), ID: 3595,
OMIM: 601642.

TNFRSF18 (tumor necrosis factor receptor superfamily,
member 18), ID: 8784, OMIM: 603905.

Sema4A (semaphoring 4A), ID: 64218, OMIM: 607292.
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SLAME3 (T-lymphocyte surface antigen LY-9 or SLAM
family member 3), ID: 4063, OMIM: 600684.

TGFB2 (transforming growth factor 2), ID: 7042,
OMIM: 190220.

TNFRSF25 (tumor necrosis factor receptor superfamily,
member 25), ID: 8718, OMIM: 603366.

IL2RA (interleukin 2 receptor alpha), ID: 3559, OMIM:
147730.

IL19 (interleukin 19), ID: 29949, OMIM: 605687.
RUNX3 (runt-related transcription factor 3), ID: 864,
OMIM: 600210.

TGFBR3 (transforming growth factor receptor III), ID:
7049, OMIM: 600742.

SLAMEFS (SLAM family member 5), ID: 8832, OMIM:
604513.

SLAMF1 (SLAM family member 1), ID: 6504, OMIM:
603492.

SLAMF6 (SLAM family member 6), ID: 114836,
OMIM: 606446.
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