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RESUMEN
Este estudio se realizé para determinar si una sustancia secretada por metacestodos de Taenia crassicpes

produce patologia estructural en el bazo y el cerebro del ratdn. Un factor de metacestodo (FM) de T.
crassiceps de bajo peso molecular, aislado del liquido peritoneal de ratones hembras infectadas con
metacestodos de T. crassiceps, indujo cambios patoldgicos e inmunoldgicos en células de bazo de ratdn
in vivo. La microscopia electrénica y la microscopia confocal revelaron cambios en la histoarquitectura
del bazo de ratones infectados con T. crassiceps y ratones tratados con el FM. Se observaron células de
bazo degeneradas y apoptodticas en las pulpa blanca y roja siendo mas conspicuas en la pulpa blanca del
bazo de los ratones infectados con T. crassiceps que en la de los ratones tratados con el FM. El analisis
de citometria de flujo reveld que el nimero de células CD4+ del bazo fue significativamente menor en
ambos grupos experimentales que en los ratones de control. La expresion ex vivo del factor de
crecimiento transformante TGF-B y el factor Foxp3 fueron significativamente mayores en los
esplenocitos de los ratones experimentales que la expresion basal observada en las células de los ratones
controles.

En el caso del cerebro se analizé el dafio en las células del hipocampo a los 45 y 115 dias post tratamiento.
Todos los ratones se anestesiaron y se perfundieron transcardialmente con solucién salina seguido de
formalina al 10% tamponada con fosfatos y a continuacién los cerebros se removieron cuidadosamente
y se embebieron en parafina. Se analizaron cortes coronales tefiidos con varias técnicas. Se encontré
apoptosis extensa y significativa en los animales experimentales, principalmente en el giro dentado, CA1,
CA2, CA3 y regiones vecinas, en comparacion con las células aparentemente intactas de los ratones
controles (P <0.01). A los 115 dias post-infeccion (dpi) en los ratones experimentales se observé un déficit
significativo de aprendizaje usando el laberinto de Barnes y esclerosis hipocampal bilateral. El andlisis
bajo microscopia éptica revelé una importante dispersidn celular, apoptosis extensa y pérdida de células
en el giro dentado, hilus y en las regiones CA1-CA3 en el hipocampo de ambos grupos experimentales,
asi como un intenso deterioro de la corteza adyacente. También se observé una alteracion sobresaliente
de su histoarquitectura en el tejido circundante de todas estas regiones y apoptosis de las células
endoteliales.

Estos hallazgos pueden mejorar la comprensién de la relacion huésped-parasito en la neurocisticercosis
humana. Los resultados del presente estudio sugieren que las deficiencias neurolégicas que sufren los
pacientes con neurocisticercosis, particularmente las deficiencias de aprendizaje y memoria pueden

generarse por la apoptosis extensa de las células del hipocampo.
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ABSTRACT
This study was conducted to determine if a parasitic substance secreted by Taenia crassiceps

metacestodes causes structural pathology in the spleen and brain of mice. A low molecular weight
T. crassiceps metacestode factor (MF), isolated from the peritoneal fluid of female mice infected
with T. crassiceps metacestodes, induced pathological and immunological changes in mouse spleen
cells in vivo. Electron microscopy and confocal microscopy revealed severe changes of the spleen of
mice infected with T. crassiceps or treated with MF. Apoptotic spleen cells were observed in the
white and red pulps, being more conspicuous in the white pulp of the spleen of mice infected with
T. crassiceps than in mice treated with MF. Flow cytometry revealed that the number of CD4+ cells
was smaller in both experimental groups than in control mice. The ex vivo expression of
transforming growth factor (TGF) -B and Foxp3 factor were significantly higher in splenocytes of
experimental mice than the basal expression observed in control cells.

In the case of the brain, damage was analysed in hippocampal cells 45 and 115 days after infection
(dpi), all mice were anesthetized and perfused transcardially with saline, followed by 10% formalin
buffered with phosphate afterwards the brains were removed. Coronal sections were analysed
using different staining techniques. Extensive and significant apoptosis was found in the
experimental animals, mainly in the dentate gyrus, CA1, CA2, CA3, and neighbouring regions, in
comparison with the apparent intact cells of control mice (P <0.01). In the experimental mice, a
significant decrease in performance (learning) was observed in the Barnes labyrinth and bilateral
hippocampal sclerosis. Analysis under optical microscopy revealed significant cell dispersion,
extensive apoptosis and cell loss in the dentate gyrus, hilus and CA1-CA3 regions of both
hippocampi, as well as an intense deterioration of the adjacent cortex. We also observed an
outstanding alteration of its histoarchitecture in the surrounding tissue of all these regions and
apoptosis of the endothelial cells.

These findings may have applications for a better understanding of the host-parasite relationship in
human neurocysticercosis. Our results suggest that the neurological deficiencies that patients with
neurocysticercosis suffer, especially learning and memory deficits, may be generated by extensive

apoptosis of hippocampal cells.
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INTRODUCCION

1. Taenia solium y Taenia carssiceps
La cisticercosis (CC) es ocasionada por Taenia solium y es un problema de salud publica

mundial. La prevalencia de esta enfermedad es elevada en paises en vias de desarrollo de
Latinoamérica, Asia y Africa y se estd aumentando en paises industrializados debido a la
inmigracion (Evans et al., 1997, Garcia et al. 2020) (Fig. 1). En la década de los 80’s en México
presentaba una mayor seroprevalencia en las regiones centro occidental y sureste del pais
(Larralde et al., 1990). En 2016 la Secretaria de Salud reporté una disminucién considerable
de casos de teniosis en México (Secretaria de Salud, 2016). Sin embargo, Bhattarai et al.,
2019 reportaron que México gasto $186.2 millones en 2015. Esto incluye el costo del
tratamiento de la epilepsia asociada a la neurocisticercosis (NCC), las pérdidas humanas y

las de cerdos para la ganaderia.

Endemicity of Taenia solium, 2015
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Fig. 1 Mapa mundial de edemicidad de T. solium. OMS.

Frecuentemente se observan multiples metacestodos en varias localizaciones

principalmente en el sistema nervioso central por lo que los sintomas clinicos pueden variar




POSGCRADD

® BIOLOGICAS®

en cada caso (Garcia et al., 2005). Los drganos hacia los que el parasito presenta tropismo
son el corazén, musculo esquelético y tejido graso subcutdneo. La CC sintomatica se observa
casi exclusivamente en el sistema nervioso central (SNC) o en el ojo (Nash y Garcia, 2011).
Cuando el metacestodo se encuentra en el SNC es causante de la NCC, que se caracteriza
por sintomas tales como cefalea, convulsiones, trastornos en la conducta e hipertensién
intracraneal entre los mas importantes. Las manifestaciones clinicas causadas por la CC
dependen del numero, localizacién, tamafo y viabilidad o estado de degeneracién del
parasito (Del Brutto, 2012). Sanz (1987) reportd que alrededor de los metacestodos vivos
habia una escasa reaccion inflamatoria alrededor de los cisticercos en tomografias de
cerebros obtenidas de nifios con NCC. De igual forma, en la NCC experimental se
encontraron pocas células inflamatorias alrededor de metacestodos de T. solium
implantados subcutaneamente en ratones, comparada con la intensa reaccion inflamatoria
en ratones testigos (Tato et al, 1995; 1996; Molinari et al., 1998). Otro signo de
inmunosupresion que se puede observar es la disminucion de la proliferacion de linfocitos
de bazo de ratéon implantado con metacestodos de T. solium (Willms et al., 1980). La escasa
reaccidon inflamatoria y la disminuciéon de la proliferacién de linfocitos pueden estar
asociadas a las estrategias de evasidn de la respuesta inmune que tiene el parasito.
Numerosos estudios de CC experimental se han enfocado en la respuesta inmunolégica del
huésped que ocurre por la infeccidn. Sin embargo, es poco conocida la participacién de
sustancias secretadas por el pardsito que pudieran estar participando en la interaccion
hospedero parasito. Estas sustancias podrian estar implicadas en la evasion de la respuesta
inmune, y en los déficits cognitivos que se observan en pacientes con NCC.

La generacidn de informacidn necesaria para conocer los efectos de estas sustancias en el
humano es dificil y su obtencién es practicamente imposible. Ademas, aunque se pudieran
obtener, no se podrian probar en humanos. Los cerdos son también hospederos naturales
del parasito, pero su manejo y manutencion requiere de espacios grandes y costosos.
Debido a esto, se buscan estrategias alternativas que permitan conocer mejor su patogenia
en un modelo animal. Por ello, se ided un modelo de cisticercosis experimental murina

causada por Taenia crassiceps.
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Se eligio a T. crassiceps porgue su ciclo de vida es muy parecido al de T. solium y ambas
pertenecen a la familia Taeniidae. Requieren de dos hospederos: uno intermediario que son
cerdos y ratones y uno definitivo representado por humanos y caninos para T. solium vy T.
crassiceps, respectivamente. La fase adulta se encuentra alojada en el hospedero definitivo.
Son gusanos planos con un escélex que cuenta con ganchos y ventosas para poder adherirse
ala pared del intestino delgado. A lo largo del gusano se encuentran proglétidos inmaduros,
maduros y gravidos. Los proglétidos gravidos se encuentran llenos de huevecillos (50,000 a
60,000 huevos/progldtidos), los cuales son expulsados junto con las heces del hospedero
definitivo. Al ingerir estos huevecillos, los hospederos intermediarios de ambas especies
son infectados. Los huevecillos viajan por el tracto digestivo hasta llegar al intestino donde
las oncosferas eclosionan. Ahi atraviesan la pared intestinal y viajan por el torrente
sanguineo hasta el lugar definitivo en donde los cisticercos se alojaran (Del Brutto, 2012;
Freeman, 1962). En el caso de T. solium, los humanos suelen ser pseudo-hospederos
intermediarios, es decir, que naturalmente la fase larvaria (metacestodo) no se aloja en el
humano, pero en lugares insalubres los humanos pueden consumir alimentos
contaminados con huevecillos y desarrollar cisticercosis (Fig. 2 a y b). El metacestodo de T.
crassiceps ofrece varias ventajas, entre ellas, que puede mantenerse facilmente en
animales de laboratorio, por lo que se pueden producir grandes cantidades de antigeno el
cual es obtenido en condiciones homogéneas, en contraste con las serias dificultades
técnicas y econémicas que se presentan para obtener antigenos de T. solium (Peon et al.,
2013)

En investigaciones de nuestro grupo de trabajo se encontré que ratones infectados con T.
crassiceps presentan un intenso dafio en el epitelio seminifero (Zepeda et al., 2011). Esto
sugiere que el parasito debe de estar secretando una sustancia de bajo peso molecular
capaz de viajar por el torrente sanguineo y llegar a érganos distantes al sitio de infeccidn.
En este estudio se analizan los efectos de una sustancia de bajo peso molecular
(denominada Factor de Metacestodo, FM) sobre el bazo y cerebro de ratones hembras
Balb/C y su repercusiéon en la respuesta inmunoldgica. Este FM se aislé de las
excreciones/secreciones producidas por metacestodos de T. crassiceps, con el que se

inocularon ratones para conocer si la histoarquitectura del bazo y del cerebro sufren alguna
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alteracion. Para evaluar el efecto del FM se realizaron diversas tinciones como el TUNEL que
ayudd a determinar si habia apoptosis en las células que conforman estos érganos. Por
ultimo, la afectacién del aprendizaje/memoria se examind en el laberinto de Barnes

(Rosenfeld y Ferguson, 2014).
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2. Bazo
El bazo es un drgano linfoide que tiene un papel importante en la inmunidad humoral y

celular. Los antigenos son filtrados desde la sangre periférica y transportados a los centros
germinales en donde se activan multiples mecanismos para tratar de controlar las posibles
infecciones presentes en el huésped. Durante la infeccién en el humano por T. solium Bueno
et al., 1993 demostraron una disminucion en la proliferaciéon de linfocitos de sangre
periférica; por otro lado, Willms et al., 1980 observaron una baja proliferacién de linfocitos
esplénicos de ratén cuando se les implantaron metacestodos de T. solium subcutanemente.
Estos datos suguieren que el parasito juega un papel importante en la disminucién de la
funcién del este 6rgano.

El bazo es el sitio primario en donde se filtra la sangre. Estd ubicado en el abdomen,
directamente debajo del diafragma y cercano al estémago. El bazo esta dividido por funcién
y estructura en pulpa roja (PR) y pulpa blanca (PB), entre estas dos regiones estd la zona
marginal (MZ) en los roedores que en los humanos se conoce como la zona perifolicular
(Bronte et al., 2013).

El bazo se organiza como un arbol de vasos arteriales ramificados en el que las arteriolas
mas pequefas terminan en un sistema sinusoidal venoso. El érgano esta rodeado por una
capsula fibrosa de tejido conectivo que proviene de la trabécula que soporta la vasculatura
mas grande. Las ramas mas pequenas del suministro arterial estan cubiertas por tejido
linfoide que forman la PB (Mebius y Kraal, 2005). La PR esplénica contiene macréfagos que
sirven principalmente para filtrar la sangre y reciclar el hierro de los glébulos rojos viejos. El
hierro de los glébulos rojos es liberado por los macréfagos de la pulpa roja o se almacena
en el propio eritrocito en forma de ferritina. Ademas, el eritrocito puede almacenar grandes
cantidades de hierro en forma de hemosiderina y se pueden observar grandes depésitos de
este en los macréfagos de la pulpa roja. Los macréfagos de la pulpa roja también obtienen
hierro mediante la eliminacién de un complejo de hemoglobina (liberada de los eritrocitos
destruidos intravascularmente en todo el cuerpo) y la haptoglobina a través de la via.
endocitosis a través de CD163. El hierro almacenado en los macréfagos esplénicos se libera
segun las necesidades de la médula ésea (Forrellat et al., 2000). La organizacién estructural

y la composicidon multicelular del érgano también permiten la deteccidon de los eritrocitos
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viejos de la mayor parte de la sangre en la PR y la ZM. Las diversas poblaciones esplénicas
no solo atrapan y eliminan los antigenos transportados en la sangre, sino que también
inician respuestas inmunes innatas y adaptativas contra los patdgenos. La pulpa blanca es
estructuralmente similar a un ganglio linfatico, contiene zonas de células Ty B y permite la
generacion de respuestas inmunitarias especificas de antigenos que protegen al cuerpo
contra enfermedades bacterianas transmitidas por sangre, infecciones viricas y fungicas.
(Bronte y Pittet, 2013). Los leucocitos en el bazo incluyen varios subconjuntos de células T

y B, células dendriticas y macréfagos (Fig. 3).
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Fig. 3 Vista esquematica de la anatomia del bazo de ratén. Modificado de Bronte y Pittet, 2013

2.1 Pulpa Roja

La PR esplénica extrae células envejecidas, muertas u opsonizadas de la circulacién,
mientras que al mismo tiempo reconoce los patégenos y el dano tisular. La sangre se envia
a la ZM por las arteriolas terminales y estas arteriolas liberan su contenido en un sistema
sanguineo abierto sin los revestimientos endoteliales tradicionales. En la PR se filtran los
glébulos envejecidos que deben atravesar los sinusoides venosas tortuosos para volver a
entrar en circulacion. Estos glébulos rojos envejecidos, junto con los infectados o
disfuncionales, que han perdido a CD47 (también conocida como, IAP integrin associated
protein), una sefial de “no me comas”, o han sido opsonizados por anticuerpos o
complemento son removidos de la circulacién por macréfagos de la PR y el hierro que
trasportaban es reciclado. Después de percolar la sangre en la PR se recoge en los senos
venosos para formar el sistema sinusoidal venoso e ingresa en la vena eferente para
regresar al sistema circulatorio (Lewis SM et al., 2019). Entre los cordones esplénicos se
encuentran los glébulos rojos, granulocitos y monocitos. Los granulocitos estan casi

ausentes en la PR solo se encuentran en la PB. Los plasmablastos migran de la PB a la PR
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siguiendo los gradientes de CXCL12 para que en la PB produzcan anticuerpos y luego sean
transmitidos por el sistema circulatorio (Nolte et al., 2000).

2.2 Pulpa Blanca

La PB se organiza como los ganglios linfaticos con compartimentos de células T y B,
alrededor de los vasos arteriales. La organizacién y el mantenimiento correctos de la pulpa
blanca estan controlados por quimiocinas especificas que atraen a las células T y B a sus
respectivos dominios (Fig. 4). En la vaina linfoide periarteriolar (PALS por sus siglas en inglés)
las células T interactdan con células dendriticas y células B a través de un proceso de sinapsis
inmunoldgica. Por otro lado, en los foliculos de células B o zona de células B (ZCB) se lleva a
cabo la expansidén clonal de las células B activadas, lo que permite un cambio de isotipo e
hipermutaciéon somatica (Mebius y Kraal, 2005). La migracion de las células B a la ZCB
requiere CXCL13, mientras que las quimiocinas CCL19 y CCL21 participan en la atraccién de
células T en donde se unen al receptor CCR7 (Fig. 4). El CXCL13 es producido por células
dendriticas foliculares CD35+ (CDF) y células estromales adyacentes a éstas. Las células B
expresan CXCR5, que participa en su migracién hacia la ZCB e induce la expresion de la
linfotoxina alB2 (LT alB2) en la superficie de las células B, que a su vez induce la
diferenciaciéon de las CDF y su expresion de CXCL13, lo que produce un ciclo de
retroalimentacion positiva (Mebius y Kraal, 2005). Existe un mecanismo similar para regular
la integridad de la zona de células T, en la que las quimiocinas CCL19 y CCL21 son cruciales
para la atraccidn y retencion de las células T. Ademas, las células dendriticas en la ZCT
producen CCL19, aunque en menor medida que la estromales. Esta interaccidn crucial de
las células B y las células estromales ocurre en la vida neonatal temprana (Mebius y Kraal,

2005).
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Fig. 4 Compartimientos y quimiocinas que participan en la migracién de los linfocitos By T
Los linfocitos del bazo ingresan a la pulpa blanca del bazo desde la zona marginal, la entrada estd mediada por la
sefializacidn a través de receptores de quimiocinas. Las células B son atraidas a los foliculos de las células B por CXCL13,
mientras que las células T se dirigen a la zona de células T atraidos por CCL19 y CCL21. Modificado de Mebius y Kraal,
2005

2.3 Zona Marginal

Parte de la sangre liberada por las arteriolas terminales en la PR se drena en la zona marginal
(ZM). En esta zona reside un tipo distinto de células B de tipo innato (células B de la ZM) en
estado latente ancladas por las integrinas LFA-1 y a4B7 que se unen a la molécula de
adhesién intracelular -1 (ICAM-1) y a una molécula de adhesién de células vasculares-1
(VCAM-1) junto con sefiales de quimioatraccién (S1P). En la ZM los leucocitos
especializados, capturan y transportan antigenos transmitidos por la sangre a la PB para la
vigilancia de las células Ty B. En esta zona hay dos poblaciones de macréfagos: macréfagos
metalofilicos marginales (MMM) que estan ubicados mas cerca de la pulpa blanca formando
un anillo interno y se caracterizan por la expresién de la molécula de adhesién SIGLEC1
(sialic-acid-binding immunoglobulin-like lecitinl). Y, macréfagos de la ZM los cuales forman
un anillo externo y se caracterizan por la expresion de la lecitina tipo-C SINCNR y del
receptor scavenger tipo 1 MARCO (macrophage receptos with collagen structure)

(Eisenbarth SC, 2019; Mebius y Kraal, 2005).
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3. Células T reguladoras

Otra de las células moduladoras de la respuesta inmunoldgica que se encuentran en el bazo
son las células T reguladoras (Treg). Se sabe que las Treg tienen un papel relevante en la
modulaciéon de la respuesta inmunoinflamatoria. Su presencia se ha reportado en
parasitosis causadas por Trypanosoma, Plasmodium y T. solium. En la cisticercosis humana,
el papel de las células Treg parece estar relacionado con el control de la inflamacién, que al
mismo tiempo promueve el establecimiento del parasito y reduce los posibles dafios al
hospedero asociados con una inflamacién exacerbada en respuesta a la parasitosis.

Las células T reguladoras (Treg) son linfocitos T que regulan o suprimen a otras células del
sistema inmune. Controlan la respuesta inmune ante particulas propias o extrafias y ayudan
a prevenir enfermedades autoninmunes. Existen dos tipos principales: las producidas en el
timo (Treg naturales — nTreg) o aquellas que se diferencian a partir de células T activadas
en la periferia (Treg inducidas — iTreg).

En los aifos 70’s surgid el concepto de células T supresoras, sin embargo, no se encontré un
marcador celular o molécula soluble para identificar esta poblaciéon (Gershon y Kondo,
1971). Mas tarde en los 80’s se encontrd que los ratones timectomizados desarrollaron
enfermedades autoinmunes (Nishizuka et al., 1982). Sakaguchi S. y colaboradores (1995)
demostraron que lo anterior se debia a la ausencia especifica de células T CD4+CD25+ y que
al transferirlas de otro animal se prevenia el desarrollo de estas enfermedades. La busqueda
de nuevos marcadores para definir a las células Treg llevé a la identificacion de Foxp3
(Forkhead box P3). Se descubrié que estaba altamente expresado en células T CD4+CD25+
(Viguier et al., 2004). La mutacién de este factor de transcripcion provoca diversas
deficiencias inmunolégicas tales como esplenomegalia, hepatomegalia y muerte temprana
(Hori et al., 2003). La expresion sostenida de Foxp3 en células Treg maduras es necesaria
para el mantenimiento del fenotipo de la célula Treg y la funcidn supresora. La pérdida o Ia
disminucion en la expresion de Foxp3 en las células Treg conduce a la adquisicion de
propiedades de las células T efectoras (Williams y Rudensky, 2007)

3.1 Células T reguladoras naturales

En la actualidad se sabe que las células nTreg CD4+CD25+Foxp3+ se originan durante el

proceso normal de maduracion de los linfocitos T en el timo y constituyen entre el 5% vy el
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10% de las células T CD4+ de la sangre periférica. La seleccidn timica de las nTreg requiere
interacciones de mayor avidez entre su TCR y el MHCII expresado en las células del estroma
del timo. Ademas, las células nTreg son dependientes de la via de sefializacién del receptor
de IL-2 para su desarrollo, expansion y funcion en la periferia (Rodriguez-Perea et al., 2015).
Expresan también en su superficie otras moléculas tales como el receptor del factor de
necrosis tumoral inducido por glucocorticoides (GIRT, glucocorticoid — inuced tumor
necrosis factor receptor) y el antigeno 4 asociado al linfocito T citotdxico (CTLA4 — citotoxic
T Linphocyte antigen 4) o CD152, cuyo papel se relaciona con mecanismos de suspensién
(Chavez-Sanchez FR et al., 2017). Tras el proceso de seleccidn positiva, la seleccidon negativa
de antigenos propios se lleva a cabo por las células epiteliales de la médula timica (células
mTEC). Durante la seleccidn negativa, los linfocitos T adquieren competencia para la
eliminacidn de células potencialmente autorreactivas por apoptosis. Por lo tanto, si el TCR
muestra una afinidad elevada o inapropiada por el autoantigeno expresado en mTEC, el
timocito se destruird. Esto gracias a la expresién de una molécula reguladora de la
transcripcion denominada regulador auntoinmune (AIRE, autonimmune regulator) que les
permite a las células epiteliales de la médula timica expresar y presentar auto antigenos
llamados ectépicos (Chavez-Sanchez et al., 2017) (Fig. 5). Las mTEC son importantes para la
implementacién de la autotolerancia, que esta mediada por células nTreg CD4+ CD25+
Foxp3+. El desarrollo de Foxp3 en las Treg esta respaldado por las mTEC durante la seleccién
negativa cuando los timocitos tienen especificidades de TCR con afinidad intermedia por los

autoantigenos.
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Fig. 5 Mecanismos de seleccion
(a) Efecto de los cambios cuantitativos en la presentacion de MHC de clase Il (MHCII) por mTEC en los timocitos CD4SP con un TCR
especifico autorreactivo de MHC de clase Il. Un nivel elevado de presentacién de MHC de clase Il favorecen la seleccidn negativa,
mientras que pequefias cantidades conducen "preferentemente" a la generacion de células Treg. (b) Seleccion de timocitos
policlonales en la médula con presentacién de MHC de clase Il de tipo salvaje. Los mTEC expresan los antigenos con restriccion de
tejido en parte bajo la influencia de Aire. Algunos antigenos se transfieren a DC mediante apoptosis y fagocitosis de mTEC o
mediante transferencia de célula a célula. Los timocitos que expresan TCR que reconocen el péptido MHC de clase Il con baja
avidez dan lugar a células CD4SP convencionales. Para los timocitos con alta avidez por el péptido propio-MHC, un grupo se
elimina por interacciones con mTEC, mientras que un grupo separado se elimina por interacciones con DC. Para timocitos con
afinidad intermedia, el reconocimiento de antigeno-MHC clase Il en mTEC puede conducir a la induccién de células Treg. Las
interacciones de afinidad moderada con otros tipos de células, incluidas las CD, también pueden conducir a la induccion de
células Treg (no presentadas aqui). (Modificado de Ivan Dzhagalov & Ellen A Robey)
(b)
3.2 Células T reguladoras inducidas
Las células iTreg Foxp3+ se diferencian en condiciones variadas. Por ejemplo, las células
iTreg aparecen en los nédulos linfaticos mesentéricos durante la induccién de tolerancia
oral (Coombes et al., 2007; Mucida et al., 2005), pueden diferenciarse continuamente en la
[dmina propia del intestino en respuesta a la microbiota y los antigenos alimentarios (Sun
et al., 2007). Se generan también en tejidos con inflamacién crénica (Curotto de Lafaille et
al., 2008), tumor (Cao et al., 2007) y tejidos trasplantados (Waldmann et al., 2004). La
comprension de los diferentes microambientes en el desarrollo de las células iTreg in vivo
aun es incompleta. Sin embargo, se ha definido que el programa minimo para el desarrollo
de las células iTreg Foxp3+ requiere estimulacion a través del TCRy las citocinas TGF-B e IL-
2, tanto para células iTreg generadas in vitro como in vivo. La adicion de TGF-f3 a las células
T CD4+ virgenes estimuladas por el TCR indujo la transcripcién de Foxp3, la adquisicién de
actividad anérgica y supresora in vitro y la capacidad de suprimir la inflamacién en un

modelo experimental de asma (Chen et al., 2003). El TGF-B indujo la expresion de Foxp3 en
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cultivos de células T virgenes adheridas a una placa y estimuladas con CD3 y CD28 unidas a
placa (Chen et al., 2003); por lo tanto, las células presentadoras de antigeno (APC) no son
necesarias para la conversion in vitro. EI mecanismo por el cual el TGF-B induce la
transcripcion de Foxp3 implica la cooperacién de los factores de transcripcion STAT3 y NFAT
que actuan como un efecto potenciador para su expresion (Fantini et al., 2004; Josefowicz
y Rudensky, 2009). La elevada expresion de Foxp3 y la adquisicion de actividad supresora
por células virgenes activadas con TGF-B in vitro requieren de una regulacién positiva de
CTLA-4. En contraste, CTLA-4 no es necesario para el desarrollo de las células nTreg en el
timo, pero es necesario para su funcién (Yi et al., 2006). Consistentemente se requeria la
expresion de B7 en las APC para que se una a CTLA-4 en las células T CD4 + CD25, de este
modo se adquirira el fenotipo CD4+ Foxp3 + CD25 + (Chen et al., 1992; Chen et al., 2005)
(Fig. 6)

Se han descrito dos tipos de células iTreg: Trl y Th3. Las células Trl muestran una fuerte
actividad inmunosupresora y son capaces de restablecer la tolerancia en varias
enfermedades auntoinmunes (Roncarlo y Battaglia, 2007; Pot et al., 2011). La secrecién de
grandes cantidades de IL-10 y la destruccion de las células APC por la granzima B son los
principales mecanismos de supresion mediada por Trl (Magnani et al., 2011). Hasta el
momento no se han identificado biomarcadores especificos para las células Trl. Sin
embargo, se distinguen de las células Thl, Th2 y Th17 por su perfil Unico de citocinas y su
funcién. Secretan mayores cantidades de IL-10, pero también secretan IL-4 e IL-17 que son
citocinas caracteristicas de las células Th2 y Th17, respectivamente. Dependiendo del medio
local de citocinas pueden producir IFN-y, ademas producen pequenas cantidades de IL-2 y
ambas citocinas son caracteristicas de las células Th1l. Foxp3 no es un marcador de células
Trl, ya que su expresion es baja y transitoria después de la activaciéon (Roncarolo et al.,
2011). Las células Trl han sido detectadas en pacientes con inmunodeficiencias combinada
grave (SCID, por sus siglas en inglés) después del trasplante de células hematopoyéticas que
no desarrollan la enfermedad de injerto vs. huésped. Suprimen la respuesta de células T de
memoria a través de via dependiente de IL-10 y TGF-$ a nivel local (Weiner et al., 2011) (Fig.

6).
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Las células Th3 es el tercer tipo de células iTreg. Se han descrito en contextos de tolerancia
oral (mucosas). Se distinguen de las células Th1/Th2 por la secrecion de TGF-B y por la
expresion del péptido asociado a latencia (LAP). LAP es un propéptido que estd asociado de
forma no covalente al dominio amino-terminal de TGF- formando un complejo latente
(Santiago et al., 2011). Oida y colaboradores (2010) identificaron una poblacién de células
T CD4+ CD25- LAP+ en el bazo que suprimian la colitis inducida por CD4+ CD45RB de manera
dependiente de TGF-B. Se han identificado también células CD4+ LAP+ en sangre periférica
de humanos que no expresan Foxp3, pero si el marcador de activacidon CD69. Estas células
secretan IL-8, IL-9, IL-10, IFN-y y TGF-B tras su activacion. Ademas, proliferan después de
activar y amplificar IL-8 (Gandhi et al., 2010). Los estudios realizados hasta el momento
sugieren que las células Th3 son CD4+ CD25- Foxp3- LAP+, se encuentran en la periferia 'y
se activan por la sefializacién del TCR en el intestino por algun antigeno oral (Weiner et al.,

2011) (Fig.6).

Timo beriferi
< erneria
(CD4Y)
Foxp3- .
CD4* Ll Th efector
( ) — ( ) ~ O Thi, Th2,
O\ U Th17,Tth
: etc.
R rtori Repertorio del &
::IGRC"I-'IO RCT de células FOXP3
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— —. virgenes
@ @
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Fig. 6 Generacion timica y periférica de las células Treg Foxp3+ y Foxp3-
Las células Treg naturales (nTreg) se diferencian en el timo y migran a los tejidos periféricos. Las células inducidas Treg
Foxp3 + (iTreg) se diferencian en drganos y tejidos linfoides secundarios. Las células inducidas Treg Foxp3- Trly Th3 son
estimuladas por IL-10 y TGF-B respectivamente. (Modificado de Curotto de Lafaille y Lafaille, 2009)
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3.3 Células Treg en infecciones parasitarias

Las células Treg que influyen en la persistencia del pardsito se describieron por primera vez
en un modelo de ratdn con infeccion crénica por Leishmania. Las células Treg se acumulan
en el sitio de inoculacion / infeccion y suprimen la respuesta protectora Thl por
mecanismos dependientes e independientes de IL-10 (Belkaid et al., 2002). Por otra parte,
el modelo murino de Trypanosoma congolense mostré que las células Treg afectan el
control eficaz de los parasitos y la produccidon de citocinas proinflamatorias lo cual
exacerban la enfermedad (Okwor et al., 2012). En humanos, Plasmodium falciparum induce
Treg posiblemente por un mecanismo no especifico de antigeno (que implica IL-2, IL-10 y
TGF-B) que disminuye la respuesta inmune especifica de antigeno y promueve la
parasitemia (Scholzen et al., 2009; Walther et al., 2005). Ademas, se ha propuesto que
esubconjunto TNFRII + de Treg con funciones supresoras mejoradas puede contribuir a la
gravedad de la malaria (Minigo et al., 2009). Todos estos estudios sugieren un papel
perjudicial de las células Treg en el control de infecciones parasitarias. Las células Treg se
han implicado también en la reactivacién de enfermedades causadas por pardsitos. Por
ejemplo, en el modelo de infeccién por Leishmania, la transferencia de células Treg de
ratones infectados a ratones infectados crénicamente resultdé en la reactivacidon de la
enfermedad. Por el contrario, el agotamiento de células Treg en el momento de la

exposicién secundaria impidid la reactivacion de la enfermedad (Méndez et al., 2004).

4, Regulacion de la respuesta inmune en enfermedades causadas por helmintos.

Se ha demostrado que los helmintos modulan/regulan la respuesta del huésped (Nutman,
2005; Harnett y Harnett, 2008). Las células Treg se han asociado con la modulacion de la
gravedad de la enfermedad inflamatoria intestinal (Ell) (McSoley et al., 2011), diabetes
(Zaccone P, Cooke A, 2011) y artritis (Chen et al., 2016). Debido a la capacidad de los
helmintos para regular la respuesta inmune del huésped, ha habido un interés generalizado
en comprender los mecanismos por los que llevan a cabo la regulacién inmune inducida por
helmintos junto con las moléculas codificadas por los parasitos que pueden conducir dicha
regulacion. En particular, los llamados productos excretores/secretores (ES) de parasitos

helminticos han recibido la mayor atencién, ya que pueden ser objetivos para vacunas,
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diagndsticos y medicamentos antihelminticos o podrian ser Utiles como posibles terapias
para trastornos inflamatorios y autoinmunes (Gazzinelli-Guimaraes, Nutman, 2018). Al
principio de la infeccién natural por helmintos durante la migracién larval a través de los
pulmones o la mucosa intestinal, antes del desarrollo y establecimiento del gusano adulto,
las células epiteliales secretan un grupo de alarmas tales como la linfopoyetina del estroma
timico (TSLP), IL-33 e IL-25, que promueven la activacién y diferenciacién de las células
linfoides innatas tipo 2 (ILC2) y las células T cooperadoras CD4 T (Th2), lo que conduce a la
secrecion de citocinas IL-4, IL-5 e IL-13. Estas citocinas asociadas a una respuesta tipo T
herlper 2 (Th2) provocan hiperplasia de células caliciformes, hipersecrecién de moco,
eosinofilia periférica y tisular, diferenciacién de macréfagos M2 e inducen también altos
niveles de IgG1 e IgE especificas. Las respuestas tempranas/agudas de los helmintos se
asocian generalmente con una respuesta similar a la alergia. La exposicion persistente a los
parasitos helmintos y a los antigenos excretados/secretados (ES) derivados de éstos
durante el curso de la infeccién conducen a una respuesta modificada de tipo Th2 que
resulta en una modulacién significativa de la respuesta T helper 1 (Th1): IL-2 e interferdn
gamma (IFN-y) e inducen también la expansién de células (nTreg) que expresan CTLA-4, PD-
1, GITR (glucocorticoid-induced TNFR family related gene), células dendriticas reguladoras
(regDC) y monocitos, que son todas fuentes de IL-10. Esta misma respuesta impulsa el
cambio de isotipo de células B a IgG4. La infeccidn crénica con helmintos altera también la
composicion de las comunidades bacterianas intestinales, lo que conduce a la presencia de
mas acidos grasos de cadena corta (SCFA) derivados de microbios que también activan y
promueven la expansion de las células Treg. Colectivamente, este nuevo entorno
regulatorio favorece el establecimiento de una infeccién crénica asintomatica de larga
duracion, caracterizada por una respuesta linfoproliferativa especifica del parasito
silenciada/anérgica, pero también una inmunidad suprimida a los patégenos, alergenos,
vacunas o inflamaciones no relacionadas, enfermedades autoinmunes como enfermedades
inflamatorias del intestino (Ell) y diabetes tipo 1 (DMT1) o enfermedades metabdlicas

(Gazzinelli-Guimaraes, Nutman, 2018) (Fig. 7).
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Fig. 7 Agudeza y cronicidad de la infeccidn por helmintos impulsan distintos perfiles inmunes
Modificado de Gazzinelli-Guimaraes y Nutman, 2018.

5. Hipocampo en la neurocisticercosis

Durante la infecciéon por metacestodos de T. solium pueden resultar afectados varios
organos del huésped dependiendo en donde se aloje el parasito. Cuando se aloja en el
cerebro, una de las areas afectadas puede ser el hipocampo. Se estima que entre dos y
ocho millones de personas en todo el mundo tienen NCC (OMS, 2017). Los estudios de
poblacién en regiones endémicas de T. solium de Sudamérica, India y partes de Africa han
identificado el NCC como el posible factor de riesgo en aproximadamente un tercio de los
casos de epilepsia (Montano et al., 2005; Medina et al., 2011; Millogo et al., 2012). Las
convulsiones son la presentacidn clinica mas comun y se estima que ocurren en hasta el
80% de las personas con NCC sintomatico. En raras ocasiones, la NCC podria estar asociada
con una epilepsia dificil de tratar (Singla M et al., 2007; Rathore et al., 2013). Las causas de
la epilepsia cronica en pacientes con NCCa menudo es resistente a los medicamentos y
puede contribuir al desarrollo de la esclerosis hipocampal (EH). Esta farmacoresistencia
puede deberse a la gliosis perilesional o residual y dafio celular directo que rodea la lesién.

Vista en secuencias de resonancia magnética (MR) no convencionales, la gliosis, se ha
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asociado con epilepsia mal controlada (de Souza et al., 2011). Esto, sin embargo, debe ser
corroborado en estudios a mayor escala. Si se confirma, el hallazgo podria ser relevante
para casos de epilepsia criptogénica aparente con imagenes normales en humanos con
evidencia de exposicion previa a T. solium. Se ha sugerido también una asociaciéon entre las
lesiones calcificadas de NCC y la epilepsia del I6bulo temporal mesial con esclerosis del
hipocampo (HS), aunque se especula que es esto es coincidencia (Leite et al., 2000). En este
trabajo se exploraron los efectos del Factor de T. crassiceps sobre el hipocampo de los
ratones para saber si esta sustancia es causante de gliosis y esclerosis como las reportadas
en enfermos de NCC.

5.1 Anatomia del Hipocampo

En los humanos, el hipocampo es una estructura alargada dentro del Iébulo temporal
medial. En una diseccién gruesa se encontrd un gran parecido a un caballito de mar el cual
inspiré su nombre. En los roedores, el hipocampo es una estructura relativamente grande
en forma de nuez de la india que se encuentra justo debajo de la neocorteza. Una seccion
transversal revela la representacion anatémica del hipocampo, el llamado "bucle
trindptico" (Fig. 8). La corteza entorrinal es el principal interfaz entre el hipocampo y la
neocorteza y con proyecciones mas fuertes a través de la ruta prefrontal a la region del giro
dentado (DG) (sinapsis 1). EI DG proyecta a la region CA3 a través de las fibras nerviosas
(sinapsis 2). Las proyecciones de la regién CA3 a la regidon CA1 a través de la via colateral
Schaffer (sinapsis 3). Finalmente, CAl se proyecta nuevamente a la corteza entorrinal,
completando el ciclo. Una adiciédn importante al circuito trisinaptico clasico es que los
axones CA3, ademas de sus proyecciones a CAl, envian sefiales colaterales que hacen
sinapsis en otras neuronas CA3. Esta via colateral recurrente inspird una serie de teorias
influyentes acerca de la regién CA3 como un sistema de memoria autoasociativo que
muestra dindmicas de atraccidn que son criticas para soportar una memoria distribuida.
Originalmente se creia que la sefalizacion unidireccional del circuito trindptico estaba
contenida principalmente dentro de un corte transversal (o l[dmina) del hipocampo. La
"hipotesis lamelar" propuso que el hipocampo estaba estructurado como una pila de estas
[daminas organizadas como mddulos independientes y funcionales a lo largo del eje

longitudinal del hipocampo. Sin embargo, los estudios modernos de trazado anatémico han
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revelado una conectividad generalizada a lo largo del eje longitudinal, que muestra que los
cortes transversales (secciones transversales, como en la figura 9) a través del hipocampo
no son funcionalmente independientes. La conectividad dentro del eje transversal es
también mas compleja con multiples circuitos de procesamiento en paralelo y circuitos de
retroalimentacién. La corteza entorrinal se proyecta no solo al DG, sino también
directamente a las regiones CA3 y CAl. La regién CA3 proporciona una proyeccién de
retroalimentacioén al DG a través de las células musgosas excitadoras del hilus, violando asi
la nocién anterior de que el procesamiento del hipocampo es exclusivamente
unidireccional. Finalmente, experimentos recientes han fomentado una nueva apreciacién
de la regién CA2, que tradicionalmente se ha considerado una zona de transicion entre CAl
y CA3. Ahora esta claro que CA2 tiene sus propias funciones y debe considerarse como una

unidad distinta de las regiones CA3 y CA1 (Knierim , 2015)

' I Directoy o A f ‘,%’F“
ia subiculum - Tt

b

Fig. 8 Corte coronal a través del eje transversal del hipocampo.

Las flechas negras trazan el clasico "lazo trindptico". Las lineas rojas representan otras vias importantes en el
hipocampo, incluidas las proyecciones directas de la corteza entorrinal (EC) a los tres campos de CA, la retroalimentacion
a la CE a través del subiculo, la circuiteria colateral recurrente de CA3 y la proyeccién de retroalimentacién de CA3 a la
DG. Por simplicidad, se omiten muchos otros detalles de la conectividad del hipocampo. Current Biology 25, 2015

5.2 La memoria espacial y el hipocampo.
En el ser humano el sistema hipocampico que se compone por la corteza perirrinal y la

corteza etorrinal. Este sistema se asocia con la memoria episddica y la memoria espacial.
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Como se menciond antes, la corteza etorrinal es el interfaz entre la neocorteza y el
hipocampo. Por su parte, la corteza perirrinal participa en el reconocimiento visual de
objetos complejos. Ambas cortezas conforman la circunvoluciéon parahipocampal. La
imagen neuronal funcional encefalica de seres humanos sanos muestra que la memoria
espacial involucra en mayor grado a la actividad del hipocampo en el hemisferio derecho
gue la memoria para palabras, objetos o personas, mientras que estos ultimos implican
mayor actividad en el hipocampo del hemisferio izquierdo dominante (Solis y Lopez-
Hernandez, 2009). La relacion entre las estructuras cerebrales y las formas de memoria se
ha conceptualizado bajo una taxonomia de sistemas de memoria multiple, en la que
estructuras especificas estan vinculadas a clases especificas de comportamiento aprendido
(Burwell et al., 1995). En esta taxonomia, el hipocampo esta asociado con la memoria
episddica, el cuerpo estriado con el aprendizaje de habilidades, la neocorteza con el
aprendizaje perceptual y la amigdala con la memoria emocional. Esto fomenta la idea de
que existe una correspondencia simple uno a uno entre una estructura Unica y un tipo de
memoria y que estos sistemas estdn separados unos de otros (Squire, 1987). Actualmente
se considera que si bien estas estructuras inicialmente actuan de forma independiente,
posteriormente generan redes de conexién complejas que interactian para generar un
memoria parcialmente compleja (Dudai et al., 2015).

La red del hipocampo, que incluye el DG y las areas neocorticales, no es el lugar donde se
almacenan los recuerdos, pero tiene un papel crucial en la formacién de nuevos recuerdos
y en su reactivacion posterior. Se sugiere que el hipocampo tiene una capacidad limitada y
adquiere informacién de forma rapida y automatica sin guardarla durante mucho tiempo.
Con el tiempo, la informacién originalmente disponible se vuelve permanente en otras
estructuras cerebrales (en la corteza), independientemente de la actividad del hipocampo
en si. El mecanismo crucial de esta transferencia es la reactivacién neuronal. En otras
palabras, el hipocampo y las estructuras temporales mediales conectadas a él son cruciales
para mantener un evento en su conjunto, ya que distribuye de manera organizada los
rastros de memoria. La dindmica entre el hipocampo, la corteza y la amigdala depende de

la duracién de la retencion de la memoria (Dudai and Morris 2013).
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Las observaiciones de pacientes con amnesia después del dafno del hipocampo revelan un
patron complicado de funciones de memoria deterioradas y preservadas. Los déficits
incluyen un deterioro profundo y generalizado en el aprendizaje y el recuerdo de nuevos
hechos y eventos, lo que impide que los pacientes, por ejemplo, aprendan normalmente de
nuevas rutas, lugares o personas y que hagan un seguimiento de las citas o eventos de la
vida diaria. Sin embargo, otros aspectos de la memoria como el aprendizaje de habilidades
permanecen completamente intactos (Watson et al., 2013). La pérdida de memoria espacial
suele ser el primer sintoma que experimentan los pacientes con dafio en el |6bulo temporal

medial en enfermedades progresivas como el Alzheimer (Kolb y Wishaw, 1998).
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ANTECEDENTES

Como ya se ha mencionado antes, los metacestodos de T. solium pueden alojarse en el SNC.
Durante la infeccidn, mientras el parasito esta vivo puede causar inmunosupresiéon. Una de
las primeras indicaciones de inmunosupresion es la ausencia o reduccién de reacciones
inflamatorias que rodean al parasito en la cisticercosis humana (Sanz, 1987) y alrededor de
metacestodos de T. solium implantados por via subcutdnea en ratones (Tato et al., 1995,
1996; Molinari et al., 1998). Otro signo de inmunosupresidon es la disminucién de la
proliferaciéon no especifica, ex vivo de linfocitos de sangre periférica estimulados con
concanavalina A (Con A) en cerdos infectados naturalmente con cisticercos (Molinari et al.,
1993). Ademas, se ha demostrado una disminucién de la proliferaciéon de linfocitos
esplénicos de ratones infectados con T. crassiceps y linfocitos periféricos estimulados con
Con-A o antigenos cisticercales en humanos infectados con cisticercos de T. solium (Sciutto
et al., 1995; Bueno et al., 2001). Hay poca informacién disponible sobre las moléculas que
E/S los metacestodos de T. solium involucradas en la induccion de los efectos
inmunosupresores. Sin embargo, estd demostrado que una sustancia de bajo peso
molecular (3500 Da) secretada por el metacestodo de T. solium disminuye la captacion de
timidina triteada [H3] por linfocitos periféricos humanos estimulados con fitohemaglutinina
(Molinari et al., 1990). Esta sustancia disminuye también la produccién de IL -2, IFN-y e IL-4
en linfocitos sanos de bazo de ratén estimulados con Con-A y la del TNF-a en macréfagos
peritoneales de ratén estimulados in vitro con lipopolisacérido (Arechavaleta et al., 1998).
Otros estudios han demostrado que los productos de excrecidon/secrecidén de metacestodos
de T. crassiceps suprimen las respuestas proliferativas de células T in vitro y la produccién
de IFN-y e IL-4 en las primeras etapas de la infeccidon (Spolski et al., 2000). Recientemente,
se demostrd que el FM de T. crassiceps induce dano estructural en células somaticas y
germinativas de los testiculos y aumenta significativamente la atresia de los foliculos de
ovario primario y secundario en ratones Balb/C (Zepeda et al., 2011b; Solano et al., 2015).
Los estudios experimentales de la cisticercosis se han centrado en gran medida en su
relaciéon con la respuesta de inmunorregulacion del huésped (Gémez-Garcia et al., 2006;
Pedn et al.,, 2013). Por el contrario, se sabe poco sobre la participacién de sustancias

secretadas por el parasito en las interacciones huésped-pardasito. Numerosos estudios han
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demostrado que el TGF-B tiene un efecto inhibitorio sobre la proliferacién de varias células
linfoides, incluidas las células T y B (Kehrl et al., 1986, 1991). Chen et al., (2003)
proporcionaron evidencia de que TGF-B1 es un factor critico en el desarrollo de células
reguladoras Treg periféricas) y demostré que TGF-3 cambia las célulasCD4+ CD25- hacia un
fenotipo supresor de células T CD4+CD25- a través de la activacion del factor Foxp3. El FM
podria estar activando la expresién de TGF-f y Foxp3 para regular la respuesta inmune a su
favor.

Los metacestodos de T. solium no solo pueden suprimir al sistema inmune. Ademads, cuando
se alojan en el SNC y causan la NCC pueden manifestar diversos sintomas en el huésped
tales como convulsiones, dolores de cabeza y déficits neuroldgicos. Sin embargo, los déficits
neurolégicos causados por T. solium en humanos no se han examinado completamente,
particularmente los sindromes de depresidén. Adicionalmente, el deterioro cognitivo en
pacientes con NCC puede ser mucho mas frecuente de lo que anteriormente se pensaba.
Se han informado signos de enfermedad psiquiatrica y deterioro cognitivo en 65.8% y 87%
de los pacientes, respectivamente (Forlenza et al., 1997). Estos autores detectaron también
déficits de atencién en todos los pacientes y el 25% de los pacientes tenian la memoria
alterada en una muestra de 38 pacientes con NCC. Descubrieron ademas que la enfermedad
activa y la hipertensidn intracraneal se asociaron con tasas mas altas de morbilidad
psiquidtrica y trastornos del estado de animo que estaban fuertemente relacionados con la
depresion existente. Otros sintomas de enfermos de NCC son hidrocefalia, meningitis
crénica y deterioro de las funciones ejecutivas, memoria verbal y no verbal, praxis y fluidez
verbal (Varghese et al., 2016). Se ha observado atrofia del hipocampo sin convulsiones en
pacientes con NCC calcificada, lo que sugiere mecanismos mediados por inflamacion
provocados por la cisticercosis que pueden contribuir o incluso conducir a una epilepsia del
I6bulo temporal mesial refractaria con esclerosis del hipocampo (MTLE-HS) por mecanismos
gue necesitan aclararse (Bianchin et al., 2015; Gripper y Welburn, 2017). Recientemente,
Morales-Montor et al., (2014) identificaron correlacién entre la infeccién por T. crassiceps,
la alteracién de la memoria a corto plazo y los niveles alterados de neurotransmisores y
citocinas en el hipocampo del raton. Usando las secreciones in vitro de metacestodos de T.

solium obtenidas de cerdos cisticercosos, se aisléd una "fraccién" de bajo peso molecular,
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qgue al cultivarla con linfocitos T humanos y de raton redujo significativamente su
proliferacion y la produccidn de citocinas cuando se estimuld con lectinas (Molinari et al.,
1990; Arechavaleta et al., 1998; Hernandez-Mendoza et al., 2005). Dado que la NCC humana
parece estar asociada con déficits cognitivos, incluidas las alteraciones de la memoria, se
necesitan estudios que investiguen la participacion de dreas relacionadas con la memoria
en la NCC. De igual forma que en el caso de T. solium, en nuestro grupo de trabajo hemos
demostrado que una sustancia de bajo peso molecular (1300 Da) secretada por
metacestodos de T. crassiceps, esta involucrada en el dafo de diversos drganos como
testiculos y ovarios en ratones inoculados con la misma (Zepeda et al., 11a y b, Solano et
al., 2015). A esta sustancia la hemos denominado Factor de Metacestodos (FM). Este FM
fue aislado del liquido peritoneal de ratdones infectados con metacestodos de T. crassiceps
mediante una ultrafiltarcién en una columna de Sephadex G50.

Todos estos hallazgos sugieren que la psicopatologia observada en la NCC humana debe
tener una base organica, que podria ser inducida por una fraccién de bajo peso molecular
secretada por el parasito en su etapa vesicular durante la infeccidn. A partir de esto dicha
fraccion podria migrar y dafiar las células en varios tejidos. Por lo tanto, en el presente
trabajo se determinaran los efectos patogénicos de la infeccién por T. crassiceps y la
inoculacién del FM en la histoarquitectura del bazo de ratdn y sus repercusiones en la
respuesta inmune del huésped, como la expresion de TGF-B y el factor Foxp3 por las células
esplénicas. Esto puede ayudar a entender la inmunosupresion en la cisticercosis
experimental. Se estudiardan también los efectos tanto de la infeccidén como la inoculacion
del FM en células del hipocampo de ratones BALB/c, como modelo de cisticercosis humana.
En esta parte del estudio se analizaran algunas formas de aprendizaje y memoria el
laberinto de Barnes, asi como las lesiones histoldgicas que puedan causar en el hipocampo
y las diferentes areas que lo componen. Histopatoldgicamente la epilepsia del Ié6bulo
temporal (TLE) asociada con esclerosis hipocampal se ha caracterizado por la muerte celular
y la pérdida de células neuronales, que es mas grave en las regiones CAly CA3 y en el hilus
del DG, pérdida de volumen, gliosis reactiva, y dispersidén de las células granulares de DG

(Sloviter, 1994; Lurton et al., 1998).
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HIPOTESIS
Si el factor de metacestodos de bajo peso molecular estd relacionado con la

inmunosupresion en la cisticercosis, puede ser el responsable de la disminucién de

linfocitos ocasionados por un dafio tisular del bazo y de la pérdida de memoria espacial

debido al dafio en el hipocampo.

OBJETIVO GENERAL
Estudiar los efectos patogénicos del factor de metacestodo de Taenia crassiceps sobre la

histoarquitectura del bazo e hipocampo de ratén, su repercusiéon en la respuesta

inmunoldgica del huésped y en la memoria espacial.

OBJETIVOS PARTICULARES

1.
2.

Aislar el Factor de Metacestodos (FM) secretado por T. crassiceps

Determinar el efecto de la infeccidn intraperitoneal con metacestodos de T. crassiceps
y del FM inoculado subcutdneamente en ratones sobre las células de bazo.

Analizar la expresion génica del TGFP y Foxp3 en esplenocitos de ratones infectados o
inoculados con el FM

Cuantificar las poblaciones de linfocitos esplénicos CD4+, CD8+ y CD19+ en bazos de
ratones sanos, infectados o tratados con el FM.

Analizar el aprendizaje y la memoria espacial en el laberinto de Barnes en ratones sanos,
infectados o tratados con el FM.

Determinar el efecto de la infeccién o de la inoculacion del FM sobre las células del

hipocampo en el cerebro de ratén.
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MATERIAL Y METODOS

1. Reactivos

PBS (Roche, Mannheim, Alemania)

Membrana de 0.45 um de poro (Millipore,
Darmstadt, Germany)

Sephadex G-50 (Pharmacia, Issaquah, WA, USA)

Pesos moleculares estandares (BioRad,
Hercules, California, US)

Glutaraldehido (Merck, Darmstadt, Alemania)

RPMI 1640 (SIGMA®, Mannheim, Alemania)

L-Glutamina 200mM-Penicilina (10,000U)-
Estreptomicina 10mg (SIGMA® Mannheim,
Alemania)

Suero Fetal Bovino (SBF) (Gibco, Grand Island,
N.Y.)

Histopaque 1077 (SIGMA®, Mannheim,
Alemania)

Anti-CD4 PE (0.2 mg/ml) (BD, Franklin Lakes,
Nueva Jersey, USA)
Paraformahdehido (Merck, Darmstadt,
Alemania)

FACS™ Permeabilizing Solution 2 (Roche)
In Situ Cell Death fluorescein Kit (Roche)
Pentobarbital sddico (Sedalphorte MR)

In Situ Cell Death Detection Kit, POD (Roche)

2. Material Bioldgico.

Se utilizaron ratones hembras de la cepa BALB/c de 28 dias de edad (20-22 g) que se
mantuvieron en condiciones estandar de alojamiento con acceso a comida y agua ad
libitum, siempre bajo los principios de los cuidados de animales de laboratorio y las leyes
sobre el uso de animales (Bankowski y Hower-Jones, 1986).

Se utilizaron metacestodos de T. crassiceps de la cepa WFU, mantenidos
intraperitonealmente en los ratones hembras BALB/c por pases sucesivos cada 45 dias post-
infeccién. Se infectaron 12 ratones hembras BALB/c por via intraperitoneal con 40
metacestodos (de 1 a 2 mm) de T. crassiceps suspendidos en 200 pl de PBS. Después de 9
dias de la infeccidn, los ratones fueron sacrificados y se les lavé el peritoneo con 10 ml de

PBS estéril. Como controles se obtuvieron lavados peritoneales de 6 ratones hembras
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BALB/c sanas. Los lavados (controles e infectados) se recuperaron en tubos conicos estériles
de 15 ml. Todos los tubos y se centrifugaron a 28 g por 10 minutos (Centrifuga DAMON/IEC
DIVISION, Needham, Mass, USA). Los sobrenadantes de cada grupo de ratones se liofilizaron

y se almacenaron a -20 °C hasta su uso.

3. Ultrafiltracion en una columna de Sephadex G-50 M.

Los sobrenadantes liofilizados de ambos grupos (controles e infectados), se re suspendieron
en 15 ml de PBS y se ajustaron a 2.0 mg de peso seco/ml. Se filtraron a través de una
membrana de 0.45 um de poro (Millipore) y se cargaron en una columna (95 X 1.5 cm) de
Sephadex G-50 que fue previamente equilibrada con 0.15 M de PBS y se recolectaron
fracciones de 4 ml. Los sobrenadantes eluidos con PBS se monitorearon mediante un
analizador ultravioleta ISCOmodelo UA5 a una longitud de onda de 280 nm. Se
seleccionaron y mezclaron las fracciones correspondientes al pico Il (34-44) de ambos
grupos, se liofilizaron y se almacenaron a -20 °C. La columna de Sephadex G-50 se calibré
previamente usando pesos moleculares estandares. Al pico Il de los ratones sanos se le
llamé Liquido Peritoneal Control (LPC) y al pico Il de los ratones infectados se le Ilamé Factor

de Metacestodo (FM).

4. Tratamientos para obtener los bazos de los ratones de 45 dpi.

Tanto el FM como el LPC (Liguido peritoneal control) se ajustaron a una concentracién a 2.5
mg/ml de proteina usando un espectrofotometro Spectronic 1001 plus (Milton Roy, North
Houston Gardens, Texas, USA). Se inocularon 5 ratones BALB/c sanos con 0.1 ml de FM y 5
ratones hembras BALB/c con 0.1 ml de LPC; ambos grupos fueron inoculados cada 4 dias
durante 43 dias. Dos dias después de la ultima inoculacion (45 dias), los ratones fueron
sacrificados y se obtuvo el bazo de cada uno. Por otro lado, se infectaron
intraperitonealmente 5 ratones hembras BALB/c con 40 metacestodos de T. crassiceps
intraperitonealmente suspendidos en 200 ul de PBS 1X. La infeccion se mantuvo 45 dias y
se sacrificaron el mismo dia que los dos grupos anteriores. Los bazos de cada grupo (control
y experimentales) se cortaron en 3 partes. La seccion derecha se fijé6 con formalina

amortiguada (PBS) pH 7.4 durante 12 horas a temperatura ambiente; posteriormente se
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deshidraté usando diferentes concentraciones de alcohol (desde 70% al 100%). La seccion
izquierda se fijo con glutaraldehidoal 2.5% y se procesdé para su estudio mediante
microscopia electrénica. La seccidn central se perfundié con RPMI 1640 para obtener los

linfocitos como se detallard posteriormente.

5. Obtencidn de linfocitos esplénicos.

La seccidn central de cada bazo se perfundié con 15 ml de RPMI 1640 con L-Glutamina
200mM-Penicilina (10,000U)-Estreptomicina 10mg (RPMI incompleto)} en una caja Petri
para recolectarlo posteriormente en un tubo cdnico de 15 ml. El material se dejé reposar
en hielo durante 5 minutos para eliminar los detritus gruesos y se decanto a otro tubo. Los
tubos con células se centrifugaron a 1,500 rpm durante 10 minutos (Centrifuga DAMON/IEC
DIVISION, Needham, Mass, USA). El sobrenadante se desechd y el sedimento se
resuspendié en 1 ml de RPMI arriba mencionado adicionado con 10% de Suero Fetal Bovino
(SBF), (RPMI completo). Los linfocitos esplénicos se obtuvieron mediante un gradiente de
histopaque 1077 por centrifugacion a 28 g durante 30 minutos en una centrifuga
DAMONY/IEC DIVISION. La interfase se recuperd y se colocé en 15 ml RPMI incompleto. Las
células se centrifugaron a 38 g durante 10 minutos, el sobrenadante se deseché y las células
se resuspendieron en 1 ml de RPMI completo, se tifieron con azul de tripano para

determinar viabilidad y se contaron en hemocitémetro.

6. Tincidn de linfocitos esplénicos con anti-CD4 y TUNEL

Un millén de células de cada ratdn se colocaron en tubos para citémetro (BD). Un tubo para
cada raton. A cada tubo se le agregd 2 ul de anti-CD4 PE (0.2 mg/ml) en un volumen final
de 200 pl. Todos los tubos se incubaron a temperatura ambiente, en oscuridad y en
agitacion durante 30 min (Agitadora horizontal Water Bath Shaker). A cada tubo se le
agregod 1ml de PBS 1X y todos los tubos se centrifugaron a 38 g (Centrifuga clinica SOL-BAT
Mod. J-12) durante 10 minutos. Los sobrenadantes se desecharon, a cada tubo se le agregd
1 ml de paraformahdehido al 4% en PBS 1X y todos los tubos se incubaron durante 1 hora
a temperatura ambiente, en oscuridad y en agitacién, las células se lavaron 2 veces con 1

ml de PBS 1X centrifugandolos durante 10 minutos. Los sobrenadantes se desecharon y a
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cada tubo se le agregd 1ml de FACS™ Permeabilizing Solution 2 (10) 1:10 v/v y se incubaron
a temperatura ambiente en oscuridad y agitacién por 10 minutos. A continuacién, las
células se lavaron 2 veces con 2 ml de PBS 1X y los tubos se centrifugaron durante 10
minutos. A cada tubo se le agregaron 20 pl de la mezcla de TUNEL (mezcla: 50 pl de Enzyme
solution (viall) + 450 ul de Label solution (vial2)) (In Situ Cell Death fluorescein Kit) y se
incubaron a 37 °C durante 1 hora agitando ligeramente cada 15 minutos. Por Ultimo, a cada
tubo se le afnadié 1 ml de PBS 1Xy se centrifugaron a 20 g durante 10 min, los sobrenadantes
se desecharon y a cada tubo se le agregd 1ml de PBS 1X. Todas las muestras se analizaron

en el citémetro de flujo FACSCalibur (BD).

7. Andlisis por citometria de Flujo.

El citometro de flujo FACSCalibur permite analizar de forma simultanea diversas
caracteristicas celulares, lo que proporciona informacién de varios pardmetros de cada una
de células que se analizan. Los valores de calibracion fueron: FSC — 1.60, SSC - 389, FL1 -
579, FL2 - 462, FL3 — 465. Compensacion: FL1-FL2 - 0.6, FL2-FL1 - 163, FL2-FL3 — 15.4 y FL3-
FL2 — 9.1. Se analizaron 10,000 células por cada experimento, se obtuvieron graficos FSC
(tamafiio) y la SSC (granularidad) para conocer el porcentaje de células de cada estirpe

mediante fluorescencia.

8. PCR punto final

Para determinar sila infeccidon con metacestodos de T. crassiceps y la inoculacidn de ratones
con el FM indujeron la expresion génica de TGF-3 y Foxp3 por células esplénicas de raton
se usaron 18 ratones hembras BALB/c con un peso de 20 g +2 g (seis por grupo). Los ratones
se infectaron y se inocularon con el FM como se describid en el punto 3 de la metodologia.
A los 45 dias post-tratamiento todos los ratones se sacrificaron, los bazos se removieron
asépticamente y el ARN total se obtuvo de acuerdo con el método de Shabaana et al.,
(2001). Los primers forward y reverse que se usaron son: TGF-B1 FP:
TTGCTTCAGCTCCACAGAGA, RP:  TACTGTGTGTCCAGGCTCCA; and FOXP3  FP:
TCCTTCCCAGAGTTCTTCCA, RP: CGAACATGCGAGTAAACCAA (Yang et al., 2010). El gene f3-

actina se uso como control interno (Sun et al., 2012).
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9. Tratamientos para obtener cerebro de ratones de 45 dpi.

Nuevamente tanto el FM como el LPC se ajustaron a una concentracion a 2.5 mg/ml de
proteina de acuerdo a la lectura a 280 nm, medida en un espectrofotdmetro Spectronic
1001 plus (Milton Roy). Se inocularon dos grupos de 5 ratones como se describid
anteriormente Por otro lado, se infectaron 5 ratones con metacestodos de T. crassiceps
como se describié anteriormente. La infecciéon se mantuvo 45 dias y se sacrificaron el mismo
dia que los dos grupos anteriores. Todos los ratones fueron anestesiados con 0.3 ml de
pentobarbital sédico (Sedalphorte MR) para hacer una perfusion transcardiaca. Primero se
perfundidn con solucién salina durante 5 minutos para eliminar todas las células sanguineas
del sistema circulatorio y luego con formalina amortiguada durante 5 minutos para fijar
todos los d6rganos del ratén. El cerebro se obtuvo haciendo un corte coronal en la linea
bregma de cada uno, la parte posterior del corte se mantuvo en formalina amortiguada
durante 12 horas a temperatura ambiente; posteriormente las muestras se deshidrataron
usando diferentes concentraciones de alcohol (desde 70% al 100%). Todas las muestras se

embebieron en parafina.

10. Tratamientos para obtener cerebros de ratones de 115 dpi.

18 ratones fueron divididos en 3 grupos de 6 ratones c/u. El grupo control (Con) y el grupo
inoculado con el factor de metacestodos (FM) fueron inoculados subcutdneamente con 0.1
ml de LPC y del FM respectivamente cada 4 dias durante 100 dias. Un 3er grupo (Inf) fue
inoculado intraperitonealmente con 40 metacestodos de T. crassiceps. Todos los ratones
fueron sacrificados a los 115 dpi anestesiandolos con 0.3 ml de pentobarbital sédico
(Sedalphorte MR) para hacer una perfusion transcardiaca primero con solucion salina
fisioldgica y luego con formalina amortiguada como se describié anteriormente. Se obtuvo
el cerebro de cada uno, haciendo un corte coronal como se describe arriba y las porciones
detras del corte se mantuvieron en formalina amortiguada durante 12 horas a temperatura
ambiente; posteriormente se deshidrataron usando diferentes concentraciones de alcohol

(desde 70% al 100%). Todas las muestras se embebieron en parafina.
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11. Laberinto de Barnes

A los 110 dias postinfeccion con metacestodos intraperitoneales de T. crassiceps o
inoculacién subcutanea con FM se siguié el procedimiento de Barnes Maze para roedores
pequefios para estimar el deterioro cognitivo en el aprendizaje y la memoria (Rosenfeld y
Ferguson, 2014) con modificaciones menores. Se utilizdé una sobrecarga de iluminacidn
brillante. El laberinto estaba centrado debajo de las luces. Los ratones fueron probados sin
el uso de una pared o seiales. El laberinto tenia 90 cm de diametro y 90 cm de altura, con
20 agujeros de escape que tenian un didmetro de 5 cm cada uno y solo habia un agujero
con una caja de escape. En esta prueba ningun agujero fue tapado. Después de 30 min de
habituacidn, cada ratén se retiré suavemente de su jaula y se depositd en el centro del
laberinto. Entonces, las luces del techo se encendieron. La actuacion de cada ratén se grabd
utilizando una cdmara Canon vixia HF R70 (Canon, Melville, N.Y. USA). Si el ratén no pudo
ingresar a la jaula de escape en 5 minutos, se le llevé suavemente de la cola a la ubicacion
correcta y dentro de la caja de escape, donde permanecié durante dos minutos. Esta tarea
se realizd con cada ratén 2 veces/dia con un intervalo entre ensayos de aproximadamente
30 minutos. Todos los ratones se evaluaron durante cinco dias consecutivos. Los videos se
analizaron cuidadosamente y los datos se graficaron en funcién del tiempo de latencia en
segundos (tiempo que el ratéon tarda en encontrar el agujero de escape y se introduce en
él). La prueba de laberinto de Barnes se utilizd para estudiar el comportamiento de los

ratones control, infectados con metacestodos y tratados con FM.

12. Tincidon con hematoxilina-eosina de bazos y cerebro (45 y 115 dpi).

Los bazos y los cerebros fijados con formalina amortiguada y deshidratados se incluyeron
en parafina para hacer 20 cortes de 3 um de cada érgano (control y experimentales), en un
microtomo 1130/Biocut (Reichert-Jung, Metek, Depew, NY, USA). Los cortes se tifieron
mediante la técnica de hematoxilina-eosina y se analizaron en un microscopio dptico IX71
Olympus. Se fotografiaron las regiones hipocampales y las imagenes se procesaron en

Photoshop.
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13. Tincidon con TUNEL (bazos de 45 dpi y cerebros de 45 dpiy 115 dpi)

Se utilizé el In Situ Cell Death Detection Kit, Fluorescein para esta tincién. Después de
desparafinar y rehidratar los cortes se incubaron 30 minutos a 37 °C en una solucién de
proteinasa K (15 pg/ml en Tris HCL 10 mM, pH 7.4) para permeabilizar los tejidos. Se lavaron
2 veces con PBS 1X y se trataron con una solucién de bloqueo (Tris HCL pH 7.5 0.1M + 3%
BSA + 20% SFB). Se lavaron 2 veces con PBS 1X, se sec6 el drea alrededor de la muestra y se
afiadierdn 50 pl del mix de reaccién de TUNEL (como lo indica el Kit). Los cortes se cubrieron
con parafilm con el fin de que la solucidn se distribuyera uniformemente y se incubaron en
una camara hiumeda durante 1 hora a 37 °C en oscuridad. Por ultimo, los cortes se lavaron
2 veces con PBS 1X y se analizaron en un microscopio confocal invertido FV 1000 Olympus

y se obtuvieron fotografias que luego se procesaron en Photoshop.

14. TUNEL-Pod (cerebros de 45 dpi)

Para esta tincion se utilizé el In Situ Cell Death Detection Kit, POD para esta tincién. De los
cortes de cerebro se escogieron 10 cortes alternadamente que se desparafinaron vy
rehidrataron. A continuacion, se bloqueé la peroxidasa endégena con H,02 3% en metanol,
se lavaron 2 veces con PBS 1X y se incubaron 30 minutos a 37 °C en una solucién de trabajo
de proteinasa K (15 pg/ml en Tris HCL 10 mM, pH 7.4) para permeabilizar los tejidos. Se
lavaron 2 veces con PBS 1X y se trataron con una solucion de bloqueo (Tris HCL pH 7.5 0.1M
+ 3% BSA + 20% SFB). Se lavaron 2 veces con PBS 1X, se secd el drea alrededor de la muestra
y se afiadierdén 50 pl de la mezcla de reaccion de TUNEL (como lo indica el Kit). Los cortes se
cubrieron con parafilm con el fin de que la solucién se distribuyera uniformemente y se
incubaron en una camara humeda durante 1 hora a 37 °C en oscuridad. Para convertir la
sefial se agregaron 50 ul del convertidor POD sobre el tejido, se cubrié con parafilm y se
incubd en una cdmara humeda por 30 minutos a 37 °C. Se lavé 2 veces con PBS 1X y se
utilizdé una solucion de DAB (3, 3’ diaminobenzidine tetrahydrochloride) (900 pL de buffer
de DAB + 100 ul DAB 10X) para revelar la sefial. Por ultimo, los cortes se lavaron 2 veces
con PBS 1X, se deshidrataron (alcohol al 70, 80, 90, 100% por 10 minutos) y 10 minutos en
xileno para al final poner cubre objetos. Al final se analizaron en un microscopio dptico IX71

Olympus.
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15. Microscopia de transmision electrénica

Los bazos de los ratones control y experimentales se lavaron con cacodilatos y se siguid la
técnica de Spurr (1969) para el procesamiento. Para analizar las ultraestructuras, se
realizaron cortes ultrafinos con una navaja de diamante, se tifieron con citrato de plomoy

se examinaron con un microscopio de transmisidn electrénica Jeol 100 S.

16. Tincién DAPI (4’,6diamidino-2-phenylindole)

Se tomaron 5 laminillas de cada ratdn. Después de desparafinarlas y rehidratarlas, se
lavaron 2 veces con PBS 1X durante 10 minutos. Los cortes se permeabilizaron con 0.1% de
Triton X100 + 0.1% de Citrato de Sodio durante 15 minutos a temperatura ambiente, se
lavaron 2 veces con PBS 1X durante 10 minutos y se tifleron con 25 pl del stock de DAPI +
975 ul de PBS 1X. (Stock= 0.002g DAPI + 1ml de H,O estéril). Por ultimo, se lavaron con PBS
1X durante 5 minutos y se contratifieron con azul de Evans (0.026% en PBS 1X) 1 segundo
por laminilla. Se lavaron con PBS 1X y se analizaron en un microscopio confocal Zeiss LSM

800 (Oberkochen, Alemania).

17. Estadisticas

Se contaron las células apoptdticas en diez campos microscopicos de la pulpa blanca de
cada bazo de todos los grupos para calcular la media + DE y el valor P en las secciones de
bazo tefidas con H/E. Las secciones de bazo tefiidas con TUNEL (dos secciones de cada bazo
para todos los grupos) se analizaron con un microscopio invertido confocal FV 1000
Olympus. Las imagenes se analizaron con el programa ImagePro v. 6.2 (Media Cybernetics
Silver Spring, Maryland, EE. UU.) Para medir la media + DE y los valores P de los nucleos
fluorescentes (TUNEL+) en dreas de 0.3-6 mm?2. Los porcentajes de células CD4+
determinados a partir de los diagramas de citometria de flujo FL1 / FL2 se consideraron para
analisis estadisticos. Todos los datos, incluidos los de densitometria, se procesaron para
determinar los valores media + DE y P utilizando el software GraphPad InStat (La Jolla,
California, EE. UU.). Los valores de P<0.05 se consideraron estadisticamente significativos.

El nimero de nucleos tefidos con TUNELPOD del hipocampo de ratones de 45 dpi se midio
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mediante conteo manual (células/mm?) con la ayuda del software Image J (National
Institutes of Health, Bethesda, MD, EUA; http://imagej.nih.gov/ij/, 1997- 2012). Las células
de los tres grupos de ratones se contaron en areas seleccionadas de 1 o 3 mm? de cada
seccion del hipocampo. Para el andlisis estadistico se realizaron analisis de varianza de una
cola para comparar la media de células apoptéticas de ratones infectados con
metacestodos de T. crassiceps o ratones tratados con FM con la media de células
apoptoticas de ratones controles. El analisis estadistico se realizé con el software Graphpad
(GraphPad Instat, San Diego, California, EE. UU.) P<0,05 se considerd significativo. El
numero de células tefiidas con hematoxilina/eosina y TUNEL positivas del hipocampo de
ratones de 115 dpi se midié mediante conteo manual (drea de 100 um?) con la ayuda del
software Image J. Para datos estadisticos se hizo un andlisis de varianza de una cola y la
prueba de Tukey, ambos se realizaron con el software GraphPad (GraphPad Instat, San
Diego, California, EE. UU.). Los datos se presentan como la media + DE. P <0.05 se consideré

significativo.
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RESULTADOS

1. Ultrafiltracidn a través de Sephadex G50.

Después de concentrar los liquidos peritoneales de los ratones infectados y de los ratones
sanos se pasaron por una columna de Sephadex G-50. En la figura 9 se puede observar como
el liquido peritoneal del ratén infectado, genera dos picos. El pico nimero | se encuentra
constituido por proteasas principalmente (dato no mostrado), mientras que las fracciones
34 a la 44 indicadas con el nimero Il constituyen lo que se ha llamado Factor de
Metacestodos (FM). Estas fracciones se mezclaron y la mezcla se utilizé para inocular a los
ratones experimentales. Por otro lado, el liquido peritoneal de los ratones sanos generd
solo el pico | aunque en menor concentracion que el de los ratones infectados. Las

fracciones 30 a la 47 de los ratones sanos se utilizaron para inocular a los ratones controles.
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Fig. 9 Perfil de elucion mediante ultrafiltracién por Sephadex G-50 de los liquidos peritoneales de ratones
infectados con metacestodos de T. crassiceps y ratones sanos.
Las flechas sefialan los PM expresados en KDa. 1 = 105.92 kDa, 2 = 36.84 kDa, 3 =9.2 kDa, and 4 = 1.3 kDa.l=pico | de
ratones infectados con metacestodos de T. crassiceps y de ratones sanos. ll=pico Il de ratones infectados.

2. Evaluacion de los cortes de bazo tefiidos con H/E

La histoarquitectura de la pulpa blanca de las secciones de bazo de los ratones control
tratados con LPC estaba intacta (figura 10 A y D). En contraste, las secciones del bazo de los
ratones infectados con metacestodos de T. crassiceps y tefiidas con H/E exhibieron un dafo
grave de los tejidos en ambas pulpas: la histoarquitectura de la pulpa blanca estaba
desorganizada y muchas células habian perdido contacto intercelular y exhibido
alteraciones intracelulares como picnosis y nucleos fragmentados (figura 10 B y E). Los
bazos de los ratones tratados con el FM exhibieron también desorganizacion de la pulpa
blanca, aunque el alcance de esta desorganizacién fue menor que la de la pulpa blanca de

ratones infectados con T. crassiceps. Muchas células mostraron la cromatina fragmentada
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y periférica. En cada campo algunos linfocitos exhibieron nucleos picnéticos y fragmentados

(figura 10 C y F). El numero de células apoptdticas en la pulpa blanca de los ratones

infectados con T. crassiceps fue significativamente mayor que el de los ratones de control

(figura 10 G).
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Fig. 10 Histoarquitectura de la pulpa blanca y la pulpa roja del bazo de ratones.
Control (Ay D) con células esplénicas intactas, (B y E) ratones infectados con Taenia crassiceps y (Cy F) ratones tratados
con FM que muestran una histoarquitectura interrumpida y células apoptéticas (flechas). (G) La media = SD del nimero
de células apoptoticas en 20 campos* P<0.05. Barra de escala = 2.5 um; Aumento de 40X.

3. Estudio de la apoptosis en células esplénicas.
Para evaluar el dafo en el ADN en las células esplénicas de ratones infectados con

metacestodos de T. crassiceps o inoculados con FM se realizaron analisis de microscopia
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confocal. Las secciones de la pulpa blanca del bazo tefiidas con TUNEL de ratones control
no exhibieron fluorescencia positiva (figura 11 A). Sin embargo, si se observaron células
fluorescentes TUNEL positivas en la pulpa roja (figura 11 D). Por el contrario, las secciones
de bazo de ratones infectados con metacestodos de T. crassiceps o inoculados con el FM
contenian células fluorescentes positivas para TUNEL tanto en la pulpa blanca como en la
roja. Los ratones infectados con T. crassiceps mostraron un numero significativamente
mayor de células fluorescentes en la pulpa blanca que los ratones tratados con el FM (P<
0,05) (figura 11 B, C). La pulpa roja de los ratones control exhibié nucleos dafiados (figura
11 B), pero este dafio no fue significativo en comparacién al observado en la pulpa roja de
los ratones infectados y tratados con el FM (figura 11 E, F). La tasa de apoptosis en las células
de la pulpa blanca de los ratones infectados con metacestodos de T. crassiceps fue
significativamente mayor (P<0.05) que la de las células de la pulpa blanca de los ratones
tratados con el FM (figura 11 G). Ademas, la tasa de apoptosis de las células de la pulpa roja
de los ratones infectados fue significativamente mayor (P<0.05) que la de los ratones
controles. La diferencia en la apoptosis entre las células de la pulpa roja de los ratones

tratados con el FM y las de los ratones control no fue significativa (figura 11 H).
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Fig. 11 Analisis por microscopia confocal de secciones de bazo tefiidas con TUNEL
(A) Pulpa blanca sin apoptosis y (D) pulpa roja con nucleos fluorescentes (TUNEL positivo) en ratones de control; (B)
pulpa blanca y (E) pulpa roja con abundantes nucleos fluorescentes en ratones infectados con Taenia crassiceps; y (C)
pulpa blanca y (F) pulpa roja de ratones tratados con FM, ambos con abundantes nucleos fluorescentes. Se muestran las
medias * SD de los numeros de nucleos fluorescentes (ADN) en (G) la pulpa blanca y (H) la pulpa roja del control, ratones
infectados con T. crassiceps o tratados con FM medidos en 20 campos. * P<0.05. Barra de escala = 25 pum; Aumento de
40 X.
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4, Microscopia electronica de transmision del bazo de ratones

Las micrografias de microscopia electrénica de transmisién revelaron que la
histoarquitectura del bazo de los ratones control (pulpa blanca y roja) estaba bien
conservada (figura 12 A, B). En contraste, se observaron varias anormalidades celulares en
la pulpa blanca y roja del bazo de ratones infectados con metacestodos de T. crassiceps. Se
observé cromatina compactada, segmentada y periférica en numerosos linfocitos
picnéticos. Varios macréfagos se dispersaron entre los linfocitos y se observaron numerosas
vesiculas citoplasmicas en estas células. Las formas, tamafios y densidades de estas
particulas sugirieren que probablemente son particulas de cromatina de las células
apoptoticas (figura 12 C, D). La pulpa blanca y roja de los ratones inoculados con el FM
exhibid las mismas caracteristicas histopatolégicas que los ratones infectados, aunque en

menor grado (figura 12 E),
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Fig. 12 Micrografias de microscopia electrdnica de transmisidén de bazos.

Histoarquitectura intacta de (A) pulpa blanca y (B) pulpa roja de ratones de control; cambios en la cromatina como
picnosis (puntas de flecha) en (C) la pulpa blanca y (D) la pulpa roja de ratones infectados; y (E) picnosis de nucleos en
pulpa blanca y (F) cuerpos apoptdticos en la pulpa roja de ratones tratados con FM. M, macréfagos con densas

particulas esféricas (flechas); ER, eritrocitos. Barras de escala =5 um.

5. Analisis de los linfocitos CD4+ del bazo de ratones mediante citometria de flujo

Los andlisis de citometria de flujo revelaron una disminucién significativa (P<0.05) en las
células CD4+ en los bazos de ratones infectados con T. crassiceps y de los ratones tratados
con el FM en comparacién con los ratones control (figuras 13 A-B).

Con Inf FM
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Fig. 13 Efecto de la infeccion con T. crassiceps y de la inoculacion del FM en los linfocitos CD4+ del bazo de
ratones.
A) Ratones de control, B) ratones infectados con T. crassiceps y C) ratones tratados con FM. (D) Grafico de barras que
indica el porcentaje de células CD4+ (media * SD) en 100 mil eventos. * P< 0.05 entre el control y los ratones infectados
/ tratados.

6. PCR de TGF-B y Foxp3

La expresion de TGF-B aumentd significativamente en ratones infectados con T. crassiceps
(media + SD = 66.55 + 7.35, P = 0.0021) y en ratones tratados con FM (53.58 + 11.88, P =
0.0054) en comparacion con los ratones control (21 + 3.8, figura 14 A, B). La expresién de
Foxp3 aumenté significativamente (P<0.05) en los ratones tratados con el FM (49.5 + 5) en
comparacion con la expresion basal de los ratones controles (34 + 4) y fue mayor en los

ratones infectados (66.8 £ 23) que en los ratones controles (figura 14 C, D)
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Fig. 14 Expresion de TGF-B y Foxp3 en las células de bazo del control, ratones infectados con T.rassiceps'y
tratados con FM.
A) Expresidon de TGF-B , C)Foxp3. B) Unidades de expresion relativa de TGF-B y D) Foxp3 (media + SD) * P<0.05
entre ratones infectados con T. crassiceps y ratones control; yentre ratones tratados y control. (E) Expresion
representativa de B-actina utilizada como control interno.
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7. TUNEL POD del hipocampo de ratones de 45 dpi

Se ha reportado que los pacientes con NCC presentan déficits cognitivos en aprendizaje y
memoria. Tales funciones neurolégicas se desempefian en parte en el hipocampo (Watson
PD et al., 2013) por lo que se estudid la histopatologia de esta region. Para saber si las
células del hipocampo estaban afectadas por el FM, se hizo una tinciéon con TUNEL con la
adicion de un anticuerpo conjugado con antifluoresceina POD secundaria (TUNEL POD) por
lo que las células apoptdticas se ven de color rojo oscuro. Los resultados del ultimo ensayo
mostraron un alto numero de células apoptdticas en las tres capas de la circunvolucién
dentada (capa molecular, capa granular y capa polimodrfica o hilio) y en células de las
regiones CA1, CA2, CA3 y otras areas vecinas, en los ratones infectados con metacestodos
de T. crassiceps y en los ratones inoculados con el FM en comparacién con las células del

hipocampo aparentemente intactas de los ratones control (Fig. 15 A, By C).

Fig. 15 Secciones cerebrales de ratdn tefiidas con TUNEL POD
Las imagenes muestran el giro dentado (DG), CA1, CA2, CA3 y la capa molecular (ML) del hipocampo de los ratones
control (A), ratones infectados con metacestodos de T. crassiceps (B) y ratones inoculados con el FM (C). LT, nucleos
taldmicos laterodorsal. Barra de escala = 275 um.

8. TUNEL y TUNEL POD del giro dentado de ratones de 45 dpi.

En un segundo andlisis las células apoptodticas se identificaron inicialmente mediante un
ensayo TUNEL positivo y luego mediante un ensayo TUNEL POD positivo (Fig. 16). En las
secciones tefiidas con el ensayo TUNEL POD unicamente células apoptoéticas fuertemente
tefiidas se contaron en dreas de 100 um? del giro dentado. En estas areas seleccionadas se
encontraron numeros significativos de células apoptdticas en los ratones infectados con
metacestodos de T. crassiceps y en ratones tratados con el FM en comparacién con el
numero de células apoptdticas en el hipocampode los ratones control (P <0.01 para ambos)

(fig. 16).
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Fig. 16 TUNEL y TUNEL POD del giro dentado de ratones Con, Inf, FM
(a—c) y secciones cerebrales tefiidas con TUNELPOD (d — f) que contienen una porcion de la capa de células granulares
del giro dentado (DG) de ratones de control (a y d), ratones infectados con metacestodos de T. crassiceps (bye)y
ratones inoculados con el factor de metacestodo de T. crassiceps (cy f). Area del rectangulo en E = 3 um2. ML, capa
molecular del hipocampo. Barras de escala = 20 um. (g) Las barras representan la media * SD de células apoptdticas /
um?2 de ratones de control (C), ratones infectados con metacestodos de T. crassiceps (1) y ratones inoculados con T.
crassiceps FM (FM). P <0.01, |y FM vs. C.

9. TUNEL POD de CA1, CA2 y CA3 de ratones de 45 dpi

En las regiones CA1, CA2 y CA3 las células apoptdticas se contaron en dreas de 100 pm?2. Los
resultados mostraron que habia un numero significativo (P<0,01) de células apoptdticas en
estas tres regiones en los ratones experimentales en comparacion con el nimero de células
apoptoticas en los ratones controles (fig. 17). Cabe sefialar que, aunque se observé una
apoptosis extensa bilateralmente en los hipocampos de cada ratén experimental, los datos

estadisticos se calcularon a partir de solo un hipocampo por ratén por grupo.
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Fig. 17 Secciones cerebrales tefiidas con TUNEL POD de ratones controles, infectadoa y tratados con el FM.
Las imagenes muestran parte de las regiones CA1, CA2 y CA3 de los ratones control (a — c), ratones infectados con
metacestodos de T. crassiceps (d —f) y ratones inoculados con el FM (g — i). Cada micrografia tiene un adrea de 1 um?2. Las
flechas indican cuerpos apoptéticos. Barras de escala = 26 um. (j) Las barras representan la media + SD (20 areas) de
células apoptdticas / um?2 en regiones CA1, CA2 y CA3 de ratones de control (C), ratones infectados con metacestodos de
T. crassiceps (1) y ratones inoculados con T. crassiceps MF (MF). * P <0,01.

10. Laberinto de Barnes con ratones de 115 dpi

Tanto la infeccién intraperitoneal en los ratones infectados con metacestodos de T.
crassiceps, asi como los que fueron inoculados subcutdneamente con el FM produjeron un
deterioro significativo en su actuacion en el laberinto de Barnes e indujeron esclerosis
hipocampal bilateral. La actuacién en el laberinto de Barnes se evalud principalmente
mediante el parametro de latencia de escape (media * SD), medido en los segundos que
tardardn en encontrar y esconderse completamente en el orificio de escape. Durante todo
el tiempo del segundo ensayo para aprender esta tarea, tanto los ratones infectados como
los de factor fueron significativamente mdas lentos para encontrar y esconderse en el
agujero de escape en comparaciéon con los ratones controles. En el quinto dia, todos los

ratones controles (n = 6) pudieron esconderse en el orificio de escape en 28+44 s. Los
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valores de latencia de los ratones control fueron significativamente menores que los de los
ratones experimentales (P <0.05 Con vs FM, y P <0.01 Con vs Inf., Fig. 18). Los ratones
infectados (n = 4) mostraron dificultad para moverse en el laberinto; en el cuarto dia solo
uno (25%) pudo esconderse a los 151 s después de alcanzar el orificio de escape. En el
quinto dia solo uno alcanzé el orificio de escape en 73 s y permanecio alli el resto del tiempo
sin esconderse en el orificio. En el quinto dia, los ratones inoculados con FM (n = 6)
mostraron hiperactividad, alcanzando el orificio de escape a los 67+38 s. Cinco ratones se
habian escondido a los 73185 s después de alcanzar el orificio de escape. El sexto ratén
alcanzo el orificio de escape a los 99 s, luego lo abandond cuatro veces para explorar varios
orificios y regresd, pero nunca se escondio (Fig. 18).
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Fig. 18 Latencia de escape mediatSD en segundos de ratones controles, Infy FM

Medida del rendimiento de los ratones en el laberinto de Barnes. Valores de las segundas pruebas por 5 dias. Grupo de
control (¢); Grupo infectado (0); Grupo FM (A ). ** P <0.01 Control vs infectado. * P <0.05 Control vs FM.

11. Tincion con H/E del giro dentado, CA1, CA2 y CA2 de ratones de 115 dpi.

Se encontrd una gran carga de parasitos en la cavidad peritoneal de ratones infectados con
metacestodos de T. crassiceps (485+78 metacestodos por ratén). La tincién con
hematoxilina/eosina mostré que todas las subregiones de los hipocampos de los ratones
experimentales se vieron afectadas en su arquitectura tisular, ya sea en la morfologia
celular o en el tejido circundante. Los giros dentados (Fig. 19 cy e), asi como las células del
hilus (Fig. 20 d y f), CA1, CA2 y CA3 (Fig. 20 d-i) mostraron dispersion, nucleos blanqueados,
pérdida de células y muchos desgarres en la sustancia blanca circundante, en comparacién
con la integridad de las células y la sustancia blanca del hipocampo control. Las ramas del
giro dentado de ratones experimentales (Fig. 19 c, e) formaron un angulo mas pequefio en

comparacion con las de los hipocampos de los controles (barras rojas Fig. 19 a,c y e). El
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numero de células con la morfologia y la tincidn alteradas en las regiones CA1, CA2 y CA3

fueron significativamente (P <0,001) mds que las de los ratones controles (Fig. 20 j)

Fig. 19 Seccidn del giro dentado y el hilus del hipocampo tefiido con H/E de ratones controles, Infy FM.
Control (a y b), infectado con metacestodos de T. crassiceps (c y d) y un ratén inoculado con FM (e y f). Pérdida celular
(*) en e y c; nucleos vacios (flechas); desgarres (puntas de flecha); dngulo de ramas de giro (barra vertical). Barra de
escala =25 pm. 40 x.
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Fig. 20 Secciones cerebrales tefiidas con H/E que contienen porciones de regiones CA1, CA2, CA3.
Raton de control (a — c), un ratén infectado con metacestodos de T. crassiceps (d — f) y un ratén inoculado con FM (g —i).
Barra de escala = 25 um. 40 x. (j) Numero de células apoptdticas / 100 um2. Las barras representan la media + SD. * P
<0.001 infectado vs control. ** P <0.001 FM vs Control.

12. Tincidon DAPI de hipocampo de ratones de 115 dpi

La tincion con DAPI mostré picnosis o hipercondensacion de la cromatina de los nucleos
(flechas blancas) CA1, CA2 y CA3 de ratones infectados con T. crassiceps y los tratados con
FM. Aparentemente, todos los nucleos en estas subregiones se colapsaron y su nimero fue

menor que el de los ratones de control. Ademas, se observaron numerosos espacios vacios
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entre el reducido nimero de nucleos picndticos de estas subregiones, lo que sugiere la

pérdida de células (Fig. 21)

Con

CA3

Fig. 21 Secciones cerebrales tefiidas con DAPI de ratones controles, Inf, FM.
Contienen porciones de CA1, CA2 y CA3 de un ratén control (a — c), un ratén infectado con metacestodos de T.
crassiceps (d —f) y un ratén inoculado con FM (g-i) Barra de escala = 25 um. 40X. Flechas blancas — hipercondensacion.

13. TUNEL del hipocampo de ratones infectados con metacestodos de T. crassiceps e
inoculados con FM de 115 dpi

Para evaluar la fragmentacién del ADN, las roturas de la cadena de ADN se marcaron
utilizando oligos dUTP fluoresceinados. Esta tincidn mostrd células positivas para TUNEL
generalizadas y significativas en las tres capas de la circunvolucién dentada, el hilioy en las
células de las regiones CA1, CA2 y CA3, incluida la corteza adyacente (P <0.01 Inf y FM vs.
Con) Fig. 22. En todos estos lugares se observaron muchos nucleos fragmentados en
comparacion con los nucleos TUNEL negativos de los hipocampos control. La intensidad de
la fluorescencia de los nucleos en las regiones mencionadas no fue homogénea, lo que
sugiere que la apoptosis se indujo en diferentes momentos. Los nucleos con una intensidad

de fluorescencia mas baja y de tamafio reducido podrian estar entre los primeros en
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desarrollar apoptosis. También se observaron dispersién y pérdida de células (Figs. 22 y 23).
Ademas, se encontraron numerosas células positivas para TUNEL en la corteza vecina (Fig.

23h). Un hallazgo notable fue la observaciéon de la apoptosis de células endoteliales en

varios lugares en todas las regiones estudiadas (Figs. 22 y 23).

Fig. 22 Secciones cerebrales tefiidas con TUNEL de ratones controles, Inf.
Contienen una porcidn del giro dentado de un ratén de control (a), y una porcidn del giro dentado, hilus, CA1, CA2 y CA3

de un ratdn infectado con metacestodos de T. crassiceps (b —f). Barra de escala = 50 pum. 60X.
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Fig. 23 Secciones cerebrales tefiidas con TUNEL de ratones controles, Infy FM
Contienen una porcién del giro dentado de un ratén de control (a), una porcion de giro dentado e hilus de un ratén
infectado con FM (b y c), una porcién de CA1, CA2 y CA3 de un ratén inoculado con FM (d —f), una porcién de la corteza
adyacente de un ratén inoculado con FM (g) y el borde de la corteza adyacente que muestra células endoteliales
apoptaticas dentro de las secciones del capilar (flecha) (h) Barra de escala = 50 um. 60 X. (i) es una amplificacion de (h).
Barra de escala = 10 um. 200 X.
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Fig. 24 Datos estadisticos de los resultados obtenidos con la tincion con TUNEL.
Las barras representan la media  DE del giro dentado de los ratones control (a y b), el giro dentado (DG), el hilus (H),
CA1, CA2 y CA3 de los ratones infectados (a), y DG, H, CA1, CA2, CA3 y Cortex (Cx) de ratones factor (b). * P <0.01 DG, H,
CA1, CA2, CA3y Cx vs Con.
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DISCUSION
Diferentes estudios han mostrado que los productos de E/S de los helmintos provocan dafio

cuando estos se encuentran dentro de su hospedero. En trabajos previos de nuestro grupo
de trabajo se reportd que la infeccidn con metacestodos de T. crassiceps y la inoculacién de
FM provocan un grave dafio en los tejidos del testiculo y ovarios murinos (Zepeda et al.,
2011ay 2011b; Solano et al., 2015). En dichos trabajos también se discutié que el FM debe
ser una molécula de bajo peso molecular para poder introducirse al torrente sanguineo y
viajar por él para asi llegar a drganos inmunoprivilegiados como los testiculos y los ovarios.
El FM tiene un peso molecular aparente de < 1.3 KDa, lo que sugiere que éste es el que
puede introducirse al torrente sanguineo. Los estudios fisicos y quimicos que se le han
hecho al FM indicaron la ausencia de alguna banda proteica en la electroforesis realizada y
un coeficiente de extincién a 260 nm (Zepeda et al., 2011b); estos datos sugieren que puede
ser un carbohidrato ya que estos tienen una absorbancia mdxima 260 nm. Se sabe que otros
productos de E/S de los metacestodos de T. crassiceps son las proteasas que el parasito
utiliza para degradar las proteinas de su huésped (Leon et al, 2013). Estas proteasas
provocan también apoptdsis en las células que se encuentran en el sitio de infeccién
(Zepeda et al., 2010). Sin embargo, el peso molecular de estas proteasas es de entre 27 a
53 kDa, por lo que no es posible que puedan entrar al torrente sanguineo. Después de
haber analizado el efecto del FM en los testiculos y los ovarios decidimos analizar los
posibles dafios y consecuencias en el bazo y en el cerebro. Ambos 6rganos pueden resultar
afectados durante la infeccion por T. solium, por lo que nos parecié importante saber si el
FM los afectaba de alguna manera.

En el bazo se encontraron diversas afectaciones en ambos grupos experimentales: los
infectados intraperitonealmente con metacestodos de T. crassiceps y los inoculados
subcutaneamente con el FM. Se observaron células apoptédticas en los cortes tefidos con
H/E y con TUNEL. El nimero de células afectadas fue significativamente mayor en ratones
infectados con metacestodos de T. crassiceps que en los controles y en los inoculados con
el FM. En este dltimo grupo se encontraron también células apoptdticas, pero la diferencia
entre el numero de células apoptéticas no fue significativa vs. los ratones controles. En la

pulpa roja de los ratones control se observd apoptosis; consideramos que esto es normal
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porque ahi se encuentran numerosos vasos sanguineos y hay un recambio celular
constante. Aun asi, el nimero de células apoptdticas fue mayor en los grupos
experimentales que en el grupo control. La apoptdsis en la pulpa blanca del bazo en los
grupos experimentales sugieren la pérdida de las funciones de estas células. Como se sabe,
el bazo es uno de los érganos donde hay reservorio de células T virgenes que pueden ser
activadas cuando las APC les presentan un antigeno. Sin embargo, si las células T se
encuentras apoptéticas no pueden ser activadas. Lo anterior sugiere que la infeccidon con
metacestodos de T. crassiceps y la inoculacién del FM pudieron provocar una
inmunosupresidn. Anteriormente se encontré que en el sitio de infeccion, es decir en el
peritoneo, hubo una disminucién significativa de células CD4+, CD8+ y CD19+ conforme
pasaban los dias postinfeccion (Zepeda et al, 2010). La hipdtesis de lainmunosupresién esta
sustentada por la disminucidn significativa de células CD4+ en el bazo de los dos grupos
experimentales en comparacién con los ratones control. La disminucién de células CD4+
puede estar relacionada con la inhibiciéon de IL-2, IFNy y otras citocinas reportadas por
Arechavaleta et al.,, (1998). Asi como, con la inmunosupresion humoral reportada en
ratones parasitados con T. crassiceps e inmunizados con antigenos de Salmonella
typhimurium y luego desafiados con bacilos virulentos de S. typhimurium (Rubio et al.,
1998), y en ratones con parasitemia y lesiones cutdneas mas grandes debido a una infeccidn
previa con T. crassiceps y coinfeccion con Leishmania major y Leishmania mexicana
(Rodriguez-Sosa et al., 2006). Otras observaciones similares incluyen la supresién de las
respuestas proliferativas de células T in vitro y la supresion de la produccion de IFN-y e IL-4
por los productos de excrecién de metacestodos de T. crassiceps (Spolski et al., 2000)
Después de la apoptosis observada en las células de la pulpa blanca quisimos ver si el factor
TGF-B jugaba un papel importante en la induccién de esta muerte celular programada.
Algunos estudios han reportado que las infecciones originadas por diversos parasitos
utilizan células Treg a su favor (Belkaid et al., 2002; Owkwor et al., 2012; Scholzen et al.,
2009; Walter et al., 2005). Las células CD4+ CD25- pueden ser inducidas por IL-10 o por TGF-
B para convertirse en células CD4+CD25+. En este proceso se induce la expresidon de Foxp3
(Chen et al., 2003). El TGF-B es una citocina que tiene diversos mecanismos para no solo

suprimir células T efectoras sino también para inducir células Treg. Se aprecia un
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incremento de la expresion de TGF-B y Foxp3 en ambos grupos experimentales lo que.
sugiere que el FM juega un papel muy importante en la induccién de su expresion.

Las personas infectadas por T. solium no sélo presentan inmunosupresion sino también
deficit de la memoria, esclerosis hipocampal y epilepsia cuando hay uno o varios
metacestodos alojados en el cerebro. Se puede ver que en ambos grupos experimentales
hay numerosas neuronas apoptdticas con mayor proporcion en todas las subregiones del
hipocampo (DG, CA1, CA2 y CA3) asi como también en el nucleo talamico latero dorsal que
en el grupo control, esta diferencia es significativa. Como se menciond anteriormente, el
hipocampo es la region del cerebro en la que se almacena nuevo conocimiento y la memoria
espacial se genera, por lo que al haber un dafio generalizado, estas funciones deben de
estar afectadas. Morales Montor et al., (2014) emplearon la prueba de nado forzado y
encontraron que la infeccidn intraperitoneal con T. crassiceps alteré el comportamiento y
la memoria de corto plazo de los ratones. Asi como también los niveles de
neurotrasnmisores y citocinas en el hipocampo del ratén. Los autores de este estudio
sugierieron que los cambios de comportamiento se deben a cambios hormonales en ambos
sexos. Con base en el presente estudio, nosotros planteamos que este cambio de
comportamiento se debe mas bien a la E/S de sustancias por el parasito y una de ellas debe
ser especificamente el FM.

Hay dos regiones en el cerebro en donde se pueden regenerar las células, la denominada
neurogénesis que ocurre en condiciones normales: La zona subventricular del ventriculo
lateral y la subgranular del giro dentado. Las células de estas regiones son requeridas para
adquirir nuevo aprendizaje y memoria (Shors et al., 2001; Zhao et al., 2008). Los dafios que
encontramos en el hipocampo nos llevaron a preguntarnos como podriamos evaluar la
posible pérdida de la memoria y el aprendizaje de los ratones experimentales. Como se
describe en la metodologia, tras aumentar el tiempo de infeccidn con metacestodos de T.
crassiceps y de inoculacién del FM se realizé una prueba en el laberinto de Barnes. El
aumento de la latencia que se observo en los grupos experimentales sugiere un déficit de
aprendizaje y memoria. Este déficit fue mayor en los ratones infectados con metacestodos
de T. crassiceps probablemente porgue los ratones ya estaban muy parasitados, asi como

también porque la histoarquitectura del hipocampo presentd graves afectaciones. En
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cambio, los inoculados con el FM tenian una mayor movilidad, pero a pesar de haber sido
entrenados el mismo tiempo que los ratones controles, no fueron capaces de encontrar el
agujero de escape. Esto concuerda con los dafios que se aprecian en ambos grupos
exprimentales, es decir, una muerte celular significativa, dispersién celular y perdida de
células en todas las subregiones. La diferencia del numero de células picndticas en los
grupos experimentales en comparacion con el grupo control es significativa. Se ha
reportado que los enfermos de NCC pueden presentar epilepsia debido al dafio causado por
los parasitos. La patoldgica producida por la infeccién por metacestodo de T.crassiceps o
por el FM de T.crassiceps en todas las subregiones del hipocampo se asemeja a la esclerosis
del hipocampo humano, como la pérdida de volumen, que indica atrofia (Jeniffer et al.,
2015). El déficit de aprendizaje y la hiperactividad son manifestaciones neuroldgicas de
dafio estructural en el hipocampo, que se apoyan en otras funciones, como la atencién, el
lenguaje y la memoria espacial. Por otro lado, en cada subregion que se estudio se
encontraron células endoteliales apoptéticas dispersadas en la materia blanca cerca de los
paquetes celulares y de los bordes de la corteza adyacente. Este hallazgo sugiere que el FM
pudiera estar atravesando la barrera hematoencefalica sin ninguna restriccion explicando,
asi como es que puede llegar a érganos inmunoprivilegiados e indusca el dafio observado.
Una ultima cuestidn por resaltar seria la diferencia entre los dafios causados por la infeccién
intraperitoneal con metacestodos de T. crassiceps y los causados por la inoculacion
subcutanea del FM. En la mayoria de los resultados aqui presentados se puede ver que los
ratones infectados presentan una mayor afectacidén que los ratones inoculados con el FM.
Esto podria deberse a que en los ratones infectados no sdlo estd presente el FM sino todas
las demas sustancias que el parasito secreta. Ademas, el nimero de parasitos presentes en

el peritoneo va aumentando conforme va avanzando la infeccion.
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CONCLUSIONES
- El FM induce una histopatologia en el bazo lo que lleva a una inmunosupresion

disminuyendo el porcentage de células CD4+. Induce también una inmunorregulaciéon
favoreciendo la expresion de Foxp3 a través de TGF-f.

- Todo este proceso puede crear un ambiente antiinflamatorio que favorece al desarrollo
y sobrevivencia del parasito.

- El hipocampo se encuentra afectado, asi como las cortezas adyacentes lo que sugiere
que el FM es capaz de llegar al cerebro a travesando la barrera hematoencefalica y
produciendo esclerosis hipocampal.

- El comportamiento erratico en el laberinto de Barnes y el dafio en el cerebro hablan de
qgue el FM puede ser el causante del déficit de memoria similar a la observada en
pacientes con NCC.

- Lapatologia observada en el ratén infectado con T. crassiceps sugiere que en el humano

podria estar pasando algo similar cuando atraviesa una infeccién por T. solium.
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Abstract

An experimental Taenia crassiceps mouse model was used to assess the role of Taenia solium
metacestode factor (Fac) in human neurocysticercosis. Intraperitoneal infection with T. cras-
siceps metacestodes or subcutaneous inoculation with a T. crassiceps metacestode factor (Fac)
produced significant impairment of performance (learning) in the Barnes maze and induced
bilateral hippocampal sclerosis in mice. Several staining techniques revealed important cell
dispersion, extensive apoptosis and cell loss in the dentate gyrus, hilus and CA1-CA3 regions
of both hippocampi, as well as intense deterioration of the adjacent cortex. An outstanding
disruption of its histoarchitecture in the surrounding tissue of all these regions and apoptosis
of the endothelial cells were also observed.

Introduction

Human beings acquire neurocysticercosis (NCC) by ingesting foods contaminated with Taenia
solium eggs. The acidic gastric juice breaks up the inter-embryophore cement of the eggs.
Then, the sheath-covered embryos are carried to the duodenum, where the pancreatic juice
and bile dissolve the external lipid layer of the sheath, allowing the entrance of water and nutri-
ents, which activate the previously dormant embryos. The activated embryos rip their envel-
opes with the help of their six sharp hooks, and they promptly leave these broken structures, as
described in an in vitro study (Molinari ef al., 1993). Released from their envelopes, activated
embryos invade the intestine, as with Hymenolepis nana (Miyasato et al, 1977), migrate
through the bloodstream and implant in several tissues, such as the striated muscles and cen-
tral nervous system, where they develop into the metacestode stage.

Neurocysticercosis is considered to be the most common parasitic infestation of the central
nervous system and the single most common cause of epilepsy. Seizures, headaches and neuro-
logical deficits are described in human neurocysticercosis. Signs of psychiatric disease (65.8%),
cognitive decline (87%), altered memory (25%) and attention deficits (100%) among others
were reported in a heterogeneous sample of 38 patients (Forlenza et al., 1997). Other features
are hydrocephalous, chronic meningitis, and impairment in executive functions, verbal and
non-verbal memory, praxis and verbal fluency (Varghese et al, 2016).

Hippocampal atrophy without seizures in patients with calcified neurocysticercosis (cNCC)
has been observed, suggesting inflammatory-mediated mechanisms provoked by cysticercosis,
which may contribute or even lead to refractory mesial temporal lobe epilepsy with hippocam-
pal sclerosis (MTLE-HS) by mechanisms that need to be clarified (Bianchin et al., 2015; Griper
and Welburn, 2017). To address the role that T. solium metacestode factor (Fac) (Molinari
et al., 1990) could play in the production of hippocampal sclerosis, whose cause in human
neurocysticercosis is poorly understood, we developed an experimental Taenia crassiceps-
mouse model to study and understand the effects of an infection of mice with T. crassiceps
metacestodes and the subcutaneous inoculation of mice with a T. crassiceps factor on hippo-
campal cells; results showed an extensive and significant apoptosis of dentate gyrus, CA1, CA2,
CA3 and hilus cells compared with intact control cells (Zepeda et al., 2017).

In the current research, we extended the time of infection and the inoculation with Fac for
110 days to try to induce a more severe hippocampal injury than that reported recently
(Zepeda et al, 2017). Histopathologically, temporal lobe epilepsy (TLE) associated with HS
has been characterized by cell death and neuronal cell loss, which is most severe in the
CAl and CA3 regions and in the hilus of the dentate gyrus (DG), volume loss, reactive gliosis,
and dispersion of the dentate gyrus granule cells (Sloviter, 1994; Lurton et al., 1998).
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Materials and methods
Treatment of mice

BALB/c mice (28 days old, 20-22g) were maintained under
standard animal housing conditions with access to Purina chow
and water ad libitum. Taenia crassiceps metacestodes (WFU
strain) were maintained in our laboratory via peritoneal passage
in female mice, as described (Everhard ef al, 2004). Peritoneal
fluid from healthy female controls (CPF) and T. crassiceps
metacestode-infected mice, as well as T. crassiceps metacestode
factor (Fac), were obtained according to Zepeda et al. (2011).
To determine the effects of infection with T. crassiceps metaces-
todes and Fac treatment on hippocampal cells and the surround-
ing tissue, 18 female mice were divided into three groups. The
control (Con) group (n=6) and Factor (Fac) group (n =6) were
inoculated subcutaneously with 0.1 ml CPFE, or Fac containing
50 pug of carbohydrates, as determined by the anthrone method
(Ashwell, 1957) every 4 days for 100 days. The infected (Inf)
group (n = 6) was infected intraperitoneally with up to 40 T. cras-
siceps metacestodes, measuring 2-3 mm in diameter and sus-
pended in 0.2 ml phosphate buffered saline (PBS).

Barnes maze

At 110 days post infection with intraperitoneal T. crassiceps meta-
cestodes or subcutaneous inoculation with T. crassiceps Fac, the
Barnes maze procedure for small rodents was followed to estimate
cognitive impairment in learning and memory (Rosenfeld and
Ferguson, 2014), with minor modifications. Briefly, a bright illu-
mination overhead was used. The maze was centred below the
lights. Mice were tested without the use of a wall or cues. The
maze was 90 cm in diameter and 90 cm in height, with 20 escape
holes that each had a diameter of 5cm, and there was only one
hole with an escape cage. No hole was plugged in this test.
After 30 minutes of habituation, each mouse was gently removed
from his home cage and placed onto the maze centre. Then, the
overhead lights were turned on. Every mouse’s performance was
recorded using a Canon VIXIA HF R70 camera (Canon,
Melville, NY, USA). If the mouse failed to enter the escape cage
within 5 minutes, it was guided gently to the correct location
and into the escape cage, where it remained for 2 minutes.
Each mouse was tested for two trials/day with an inter-trial inter-
val of approximately 30 minutes. All mice were tested for five con-
secutive days. Videos were analysed carefully. The Barnes maze
test was used to study the behaviour of the control, experimental
cysticercotic and Fac treated-mice.

Histology and cellular apoptosis

At 115 days post treatment and infection, all mice were anaesthe-
tized with pentobarbital and perfused transcardially with saline
followed by phosphate-buffered 10% formalin. Then, the brains
were carefully removed, and intraperitoneal metacestodes were
obtained and counted. Two coronal cuts were made in each
brain: an anterior cut was made at Bregma —1.43 mm and the
other at Bregma —5.19 mm (Paxinos and Franklin, 2013). The
intermediate fragments of each brain were fixed with 2.5% paraf-
ormaldehyde in PBS for 12 h at room temperature. Next, the frag-
ments of each brain were embedded in paraffin. Coronal sections
that were 5 um thick were prepared on a rotary microtome, placed
on poly-L-lysine-coated microscopic slide, and subjected to
haematoxylin/eosin (H/E) and DAPI staining to analyse the
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Fig. 1. Mean escape latency in seconds as a measure of performance of mice in the
Barnes maze. Values of the second trials for 5 days. Control group (¢); Infected group
(C)); Factor group (). ** P<0.01 Control vs Infected. * P<0.05 Control vs Factor.

Fig. 2. Haematoxylin/eosin-stained brain section that contains part of the dentate
gyrus and hilus from a control mouse (a & b), a mouse infected with T. crossiceps
metacestodes (c & d), and a mouse inoculated with T. crassiceps Fac (e & f). Cell
loss (*); bleached nuclei (arrows); tears (armowheads); gyrus branches angle (vertical
bar). Scale bar=25um. 40x.

cellular morphology and histoarchitecture of the dentate gyrus
and CA1-CA3 regions. Sections stained with H/E were analysed
with an Olympus IX71 microscope and IMAGE PRO-PCUS 60
software. Sections stained with DAPI were analysed with a Zeiss
LSM 800 confocal microscope and ZEN version 2.1 software.
The presence of DNA strand breaks was evaluated using an in
situ cell death detection kit (Roche). TUNEL assays were analysed
with a confocal microscope Leica TCS-SPS (Carl Zeiss de
México-Divisién Microscopia, Ciudad de México).

Data analysis

The numbers of haematoxylin/eosin-stained and TUNEL-positive
cells were measured by manual counting (area in um?) with the
aid of Image | software (National Institutes of Health, Bethesda,
MD, USA). For statistical data, one-way analyses of variance
and Tukey’s test were performed using GraphPad software
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Fig. 3. Haematoxylin/eosin-stained brain sections that contain portions of CA1, CA2 and CA3 regions from a control mouse (a-c), a mouse infected with T. crassiceps
metacestodes (d-f) and a mouse inoculated with 7. crassiceps Fac (g-i). Scale bar=25um. 40x. (j) Number of apoptotic cells/100 um?. Bars represent the mean +

SD. * P<0.001 Infected vs Control. ** P<0.001 Factor vs Control.

(GraphPad Instat, San Diego, CA, USA). Data are presented as the
mean +SD. P <0.05 was considered significant.

Results
Barnes maze

Both intraperitoneal infection with Taenia crassiceps metacestodes
and subcutaneous inoculation with a T. crassiceps metacestode
factor (Fac) produced significant impairment on performance in
the Barnes maze and induced bilateral hippocampal sclerosis in
mice. The performance in the Barnes maze was mainly assessed
by the escape latency parameter (mean + SD), measured in the

number of seconds it took to reach and completely hide in the
escape hole.

During all time (second trial) to learn this task, both infected
and factor mice were significantly slower in reaching and hiding
in the escape hole, in comparison with control mice. On the
fifth day, all control mice (n =6) were able to hide in the escape
hole in 28 + 44 s after reaching it. Latency values of control mice
were significantly less than those of experimental mice (P < 0.05
Con vs Fac, and P <0.01 Con vs Inf; fig. 1). Infected mice (n=
4) showed difficulty in moving in the maze; on the fourth day
only one (25%) was able to hide at 151 s after reaching the escape
hole. On the fifth day only one reached the escape hole in 73,
and stayed there the rest of time without hiding in the hole. On
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Fig. 4. DAPI-stained brain sections that contain portions of CA1, CA2 and CA3 from a control mouse (a-c), a mouse infected with T. crassiceps metacestodes (d-f)
and a mouse inoculated with T. crassiceps Fac (g-i). Scale bar =25 um. 40x.

Con Hilus-Inf

CA1-Inf CA2-Inf

Fig. 5. TUNEL-stained brain sections that contain a portion of the dentate gyrus from a control mouse (a), and a portion of the dentate gyrus, hilus, CD1, CD2 and
CD3 from a mouse infected with T. crassiceps metacestodes (b-f). Scale bar =50 pm. 60x.
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Fig. 6. TUNEL-stained brain sections that contain a portion of dentate gyrus from a control mouse (a), a portion of dentate gyrus and hilus from a mouse infected
with T. crassiceps Fac (b and c), a portion of CD1, CD2 and CD3 from a mouse inoculated with T. crassiceps Fac (d-f), a portion of the adjacent cortex from a mouse
inoculated with Fac (g), and the border of the adjacent cortex showing apoptotic endothelial cells within sections of the capillary (arrow) (h). Scale bar = 50 pm.

60x. (i) is an amplification of (h). Scale bar = 10 um. 200x.

the fifth day Factor mice (n=6) showed hyperactivity, reaching
the escape hole at 67 +38s. Only five mice had hidden at 73 +
85s after reaching the escape hole. The sixth mouse did reach
the escape hole at 99 s, then left the hole four times to explore sev-
eral holes and came back, but it never hid (fig. 1).

Histopathological studies

A heavy parasite load was found in the peritoneal cavity of mice
infected with T. crassiceps metacestodes (485 +78 metacestodes
per mouse). Haematoxylin/eosin staining showed that all sub-
regions of hippocampi from experimental animals were affected
in their tissue architecture either in the cellular morphology or in
the surrounding tissue. The dentate gyri, as well as the hilus, CAl,
CA2 and CA3 cells displayed dispersion, bleached nuclei, cell loss
and many tears in the surrounding white matter, compared with
the integrity of the cells and the white matter of the control hippo-
campi. Dentate gyrus branches from experimental mice (fig. 2c, e)
formed a smaller angle compared to those of the control hippo-
campi (fig. 2a). The number of cells that had altered morphology
and staining were statistically (P < 0.001) more than those of the
control mice (fig. 3). DAPI staining displayed generalized pyknosis
or hypercondensation of the chromatin of the CA1, CA2 and CA3
nuclei from T. crassiceps infected and Fac-treated mice. Apparently,
all nuclei in these sub-regions were collapsed, and their number was

ore. YBP Library Services, on 23 Aug 2018 at 17:32:54, subject to the Cambridge Core terms of use, available at https:/

less than those of the control mice. Additionally, numerous empty
spaces among the reduced number of pyknotic nuclei of these sub-
regions were observed, which suggested cell loss (fig. 4). Pyknosis is
the accepted sign of programmed cell death (Burgoyne, 1999). To
evaluate DNA fragmentation, DNA strand breaks were labelled
using fluorescein-dUTP. This staining showed generalized and sig-
nificant TUNEL-positive cells in the three layers of the dentate
gyrus, hilus and in cells from the CA1l, CA2 and CA3 regions,
including the adjacent cortex (P < 0.01 Inf and Fac vs. Con). In
all these places, many fragmented nuclei were observed, compared
to TUNEL-negative nuclei of the control hippocampi. The intensity
of the fluorescence of the nuclei in the above-mentioned regions was
not homogeneous, suggesting that apoptosis was induced at differ-
ent times. Nuclei with a lower fluorescence intensity and of reduced
size could be among the first in developing apoptosis. Dispersion
and cell loss were also observed (figs 5 and 6). Numerous
TUNEL-positive cells were also found in the neighbouring cortex.
A remarkable finding was the observation of apoptosis of endothe-
lial cells in several places in all the studied regions (figs 6 and 7).

Discussion

In the current research, the experimental T. crassiceps mouse
model (Zepeda et al, 2017) was used to investigate parasite
mechanisms involved in the production of hippocampal sclerosis
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Fig. 7. Statistical data from the sections stained with TUNEL. Bars represent the
mean +SD of the dentate gyrus from control mice (a & b), dentate gyrus (DG),
hilus (H), CA1, CA2 and CA3 from infected mice (a), and DG, H, CAl, CA2, CA3 and
Cortex (Cx) from factor mice (b). * P<0.01 DG, H, CAL, CA2, CA3 and Cx vs Con.
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(HS), in which some patients suffer from neurocysticercosis. A
deficit in learning and memory functions was observed using
the Barnes maze. This deficit was more pronounced in mice
infected with T. crassiceps metacestodes, perhaps due to a heavy
parasitic load and an intense intraperitoneal inflammatory reac-
tion as described (Zepeda et al., 2010), as well as structural dam-
age of the histoarchitecture of the hippocampi from experimental
mice. This damage was characterized by significant cell death
(apoptosis), cell dispersion and cell loss, in all sub-regions of
the hippocampus either in the infected group or the Fac-treated
animals, such as dentate gyrus, hilus, CAl, CA2, CA3, and the
adjacent cortex, compared with the integrity of the cells in control
mice. Structural damage was also observed in the neighbouring
white matter.

The Barnes maze has been used to relate memory loss and
long-term potentation (LTP) dysfunction in the hippocampus,
which are involved in Alzheimer’s disease. Using the Barnes
maze, Hadipour et al. (2018) found that administration of crocin
in rats significantly improves spatial memory indicators such as
latency time. The learning deficit in AP (beta-amyloid)-treated
animals correlated with a reduction of LTP in hippocampal
synapses. Crocin significantly reduced the number of TUNEL-
positive cells in the CA1 sub-region compared to the Ap-group.
Barbe et al. (2016) utilized the Barnes maze to test for long-term
memory deficits, with good success. Their results showed in the
CAI1-3 regions of the hippocampus of mice significantly reduced
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numbers of neuronal cell bodies overall, and reduced numbers of
Pur-alpha+ neuronal cell bodies and dendrites in heterozygous
Pur-alpha (+/-) mice, compared to wild-type (+/+) littermates.

Here, in every sub-region studied, a very interesting finding
was the observation of apoptotic endothelial cells dispersed in
the white matter near the neuronal packages and in the border
of the adjacent cortex. This finding suggests that the Fac apopto-
genic activity on endothelial cells could impair the blood-brain
barrier, allowing the entry of the Fac (that migrated via the blood-
stream when the peritoneal cavity of the mouse was infected with
T. crassiceps metacestodes or the abdominal skin of the mouse was
inoculated with Fac) into the brain, so that it can reach the hip-
pocampal cells and other regions of the brain, such as thalamic
nuclei (Zepeda et al,, 2017). The apoptogenic activity of Fac
seems to have been cumulative, as was observed with the
TUNEL staining.

The pathological characteristic produced by T. crassiceps meta-
cestode infection or by T. crassiceps Fac in all sub-regions of the
hippocampus resembles human hippocampal sclerosis, such as
volume loss, which indicates atrophy (Jeniffer et al, 2015). The
learning deficit and hyperactivity are neurological manifestations
of structural damage in the hippocampus, which rely on other
functions, such as attention, language and spatial memory.
Another feature of hippocampal sclerosis described in the litera-
ture is the increase of astrocytes during the scarring process in
places where there has been cell loss due to some injury
(Sloviter, 1994). We looked for this feature using a rabbit antibody
anti-GFAP fluorescein mouse, but we could not obtain positive
results in this way. So, in the next study, we intend to test this
hypothesis.

In humans, NCC damage to the hippocampus caused by the T.
solium Fac must be a very chronic process, proportional to the
number of living parasites; thus, when the neurological deficits
are apparent, including epilepsy, the parasites are probably already
calcified. Molinari et al. (1987) reported that in porcine cysticer-
cosis, the suppression of T-cells was proportional to the number
of cysticerci per 1kg of parasitized meat. Human neurocysticerco-
sis has been associated with hippocampal atrophy, and the results
of a study by Del Brutto ef al. (2017) suggested that NCC-related
hippocampal atrophy takes a long time to develop.

Taenia crassiceps Fac are chromatographic Sephadex G-50
fractions containing substances of low molecular weight
(<1250 Da) obtained by ultrafiltration of the peritoneal fluid
from female mice infected intraperitoneally with T. crassiceps
metacestodes (Zepeda et al., 2011). The complete chemical char-
acterization of these substances has not been possible. By prelim-
inary NMR and infrared studies, these Sephadex G-50 fractions
contain at least three aromatic components, carbohydrates such
as glucose, and can induce a specific antibody response in rabbits
and mice, which indicate that this factor is produced by the para-
site (data not published). The non-specific way this Fac induces
apoptosis in different types of cells, such as testis cells (Zepeda
et al, 2011), ovary cells (Solano et al, 2015), spleen cells
(Zepeda et al, 2016), and hippocampal cells (Zepeda et al.,
2017) is unknown. The learning deficit and the extensive apop-
tosis of hippocampal cells of experimental mice indicate a close
relationship between both structure and function. Thus, it may
be reasonable to assume T. solium metacestode factor is the causa-
tive agent of brain injuries such as hippocampal sclerosis in
human neurocysticercosis. It will be important to contrast these
results with relevant studies in human neurocysticercosis, as has
been noted by Del Brutto et al. (2016).
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Using the Barnes maze, experimental mice showed a learning
deficit closely related to hippocampal injury and very similar to
that observed in patients with neurocysticercosis. Apoptosis of
hippocampal endothelial cells suggested that T. crassiceps meta-
cestode factor was able to break the BBB, enter the brain and pro-
duce hippocampal sclerosis.
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