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RESUMEN

La neurocisticercosis (NCC) es una enfermedad parasitaria causada por el
establecimiento del estadio larvario de Taenia solium en el sistema nervioso central.
La cisticercosis murina por T. crassiceps se ha utilizado como modelo experimental de
cisticercosis, considerando que comparte antigenos y algunas caracteristicas de la
relacion hospedero parasito con T. solium. En este modelo experimental, el
componente del complemento 5 (C5) se ha relacionado con la permisividad a la
infeccion. Por lo tanto, este trabajo tiene como obijetivo estudiar la participacién en la
NCC humana de algunos polimorfismos en el gen que codifica al componente del
complemento 5 y/o el factor asociado al receptor de TNF1 (TRAF1), ambos genes

adyacentes localizados en el cromosoma 9g33-34.

Se estudiaron dos polimorfismos de un solo nucledtido (SNP) en la region
intergénica TRAF1 / C5 (rs10818488 A> G, rs3761847 G> A) y tres SNPs en C5
(rs17611 C> T, rs992670 G> A y rs25681 G> A) por primera vez en una poblacion
mexicana y se estudié su asociacidén con rasgos clinicos y radiolégicos relacionados
con la gravedad de la NCC (celularidad del LCR, localizacion de los parasitos en
sistema nervioso central, numero de cisticercos en SNC, grado de degeneracion del
parasito, presencia de epilepsia). En un estudio anidado de casos y controles, solo el
SNP TRAF1 / C5 rs3761847 [A> G] tuvo relevancia en la progresion de NCC. Este
SNP se asocio significativamente con epilepsia y mostré una tendencia de asociacién

con la celularidad del LCR.

Al analizar los haplotipos de forma independiente se encontr6 un fuerte
desequilibrio de ligamiento entre los SNP de TRAF1 y C5. Para los SNP C5, el
haplotipo CAA se encontré asociado con la localizacion del parasito y la celularidad
del LCR. En los SNP de TRAF1, los haplotipos GA y AG se encontraron asociados

con la celularidad del LCRy AG con epilepsia.

Los hallazgos obtenidos en este trabajo de tesis sustentan la participacion de los

SNP de TRAF1 / C5 en el riesgo de desarrollar NCC grave en la poblacién mexicana.

Palabras clave: Neurocisticercosis, polimorfismos genéticos, componente C5
complemento, asociacionde SNP, TRAF1/ C5
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ABSTRACT

Neurocysticercosis (NCC) is a parasitic disease caused by the establishment of the
larval stage of Taenia solium in the central nervous system. Murine cysticercosis by
T. crassiceps has been used as an experimental model of cysticercosis since it
shares many clinical and antigenic traits with other cestodes, including T. solium. In
this experimental model, the complement component 5 has been linked to
permissiveness to infection. Thus, this work is aimed to study the possible relevance
in human NCC of polymorphisms of the genes coding for the complement component
5 (C5) and/or TNF receptor-associated factor 1 (TRAF1), which are adjacent to each
other on chromosome 9g33-34.

Two single-nucleotide polymorphisms (SNPs) in the intergenic TRAF1/C5
region (rs10818488 A>G, rs3761847 G>A) and three SNPs in C5 (rs17611 C>T,
rs992670 G>A y rs25681 G>A) were studied for the first time in a Mexican population
and associated with clinical and radiological traits related to NCC severity (cell count
in the cerebral spinal fluid [CSF cellularity], parasite location in the brain, number of
brain parasites, parasite degenerating stage, and epilepsy). In a nested case-control
study, only the TRAF1/C5 rs3761847 [A>G] SNP had relevance in NCC progression.
This SNP was significantly associated with epilepsy and showed a tendency of
association with CSF cellularity.

When analyzing haplotypes, a strong linkage disequilibrium was found
between the TRAF1 and C5 SNPs; thus, these haplotypes were studied
independently. For C5 SNPs, the CAA haplotype was found associated with parasite
location and CSF cellularity. For TRAF1 SNPs, the GA and AG haplotypes were
found associated with CSF cellularity, and AG with epilepsy.

Overall, these findings support the participation of TRAF1/C5 SNPs in the risk

to develop severe NCC in the Mexican population.

Keywords: neurocysticercosis, genetic polymorphism, C5 complement, TRAF1,
association, SNP, TRAF1/C5
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1. INTRODUCCION

La Neurocisticercosis (NCC) es una enfermedad parasitaria causada por el
establecimiento de larvas de Taenia solium en el sistema nervioso central (SNC).
Esta es una parasitosis que frecuentemente afecta la salud humana en paises en
vias de desarrollo (Sciutto et al., 2000). T. solium es la causa del 30% de los casos
de epilepsia tardia en muchas zonas endémicas donde hay cerdos en libertad que
cohabitan con las personas y deficiencia en instalaciones sanitarias. La cisticercosis
y neurocisticercosis por T. solium fue considerada por la OMS en 2010 como una de
las enfermedades tropicales desatendidas (OMS, 2015). Aunque la cisticercosis ha
sido considerada erradicable, se mantiene endémica en la mayoria de los paises de
Latinoamérica, Asia y Africa, donde amplios sectores de la poblacién contintian
viviendo en una situacion de alta marginacion social. México no es la excepcion:
segun datos del Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugiac(INNN) —que
atiende enfermos de todo el pais-, la frecuencia de pacientes con presencia de
cisticercos en el sistema nervioso central atendidos en esa institucion, no se ha
modificado entre 1994 y 2004 (Fleury, Moreno Garcia, et al.,, 2010). Ademas en dos
estudios realizados en comunidades rurales se encontré6 que la mayor parte de la
poblacién ha tenido contacto con el parasito (presencia de anticuerpos especificos y
proliferacion positiva), sin embargo solo en aproximadamente un 9% el parasito se
establece en el SNC causando NCC, y la gran mayoria de los casos cursan sin
sintomatologia (Fleury et al., 2003; Fleury et al., 2006). De la poblacion infectada que
desarrollan la enfermedad, los pacientes pueden presentar desde sintomas leves
como cefaleas hasta un cuadro clinico muy grave que compromete la vida del
paciente (Fleury et al., 2016). Factores del hospedero, del parasito y ambientales
podrian estar desempefiando un papel importante en el pleomorfismo de la
presentacién clinica. Al respecto de la participacién de factores del hospedero,
diferentes evidencias sefialan la participacion de factores genéticos del individuo en
la diferencias de susceptibilidad a la infeccién. Estudios en poblacion humana asi
como en el modelo murino experimental de cisticercosis han permitido avanzar hacia
la identificacion de posibles regiones genéticas involucradas (Caratachea, 2007). En
particular utilizando el modelo murino experimental de cisticercosis por Taenia

crassiseps, se ha identificado una region cromosémica asociada a la permisividad a
1



la infeccién (Aquino et al., 2011). Este trabajo de tesis se disefié con el propésito de
conocer su relevancia en las diferentes presentaciones clinico-radiologicas de

pacientes NCC.

1.1. Ciclo biolégico de Taenia solium
El humano es el huésped definitivo, la forma adulta del parasito establece en el
intestino delgado adhiriéndose a la mucosa intestinal desde donde se desarrolla
hasta alcanzar su madurez sexual, se auto-fecunda produciendo una gran cantidad
de huevos alojados en segmentos llamados proglétidos que son liberados con las
heces. Los huevos y los proglétidos que se eliminan en las heces pueden
contaminar el ambiente cuando se practica el fecalismo a ras de suelo. El cerdo,
animal coprofago puede ingerir los huevos al consumir heces de los portadores de
tenias (Fleury et al. Capitulo Il cistymex, http :/Avww-
lab.biomedicas.unam.mx/cistimex/s1-gene.html#capitulo2). En los cerdos los huevos

eclosionan al ser parcialmente digeridos en el estdmago, liberando las oncosferas,
las cuales atraviesan la pared intestinal y se desarrollan en cisticercos afectando
diversos tejidos como musculo esquelético, sistema nervioso o tejido subcutaneo
dando origen a la llamada cisticercosis porcina (Garcia et al., 2002). El ciclo de vida
continua cuando el humano ingiere carne de cerdo mal cocida e infectada con
cisticercos, los cuales evaginan y se establecen en el intestino delgado
desarrollandose el estado adulto. El humano también puede adquirir la cisticercosis
al ingerir los huevos de alimentos contaminados con material fecal de un individuo
teniasico o por autoinfeccién. En los humanos los cisticercos pueden encontrarse en
diversos tejidos, incluyendo el sistema nervioso central, localizacion en la que causa

la neurocisticercosis humana (Sciutto etal., 2013).

1.2. Neurocisticercosis
La neurocisticercosis es definida como la enfermedad causada por el
establecimiento de larvas de T. solium en el sistema nervioso central. La
enfermedad presenta una gran variedad de formas clinicas que dependen del
nimero de parasitos, de sus localizaciones, asi como de la extension y severidad de

la respuesta inflamatoria del huésped (Sciutto et al., 2013). El parasito puede


http://www-lab.biomedicas.unam.mx/cistimex/s1-gene.html#capitulo2
http://www-lab.biomedicas.unam.mx/cistimex/s1-gene.html#capitulo2

encontrarse en distintos grados de evolucion, cisticercos vesiculares, coloidales y
calcificados. Los primeros son cisticercos viables aparentemente sin ningun grado
de dafo, mientras que lo cisticercos coloidales presentan ya un grado de dafio
posiblemente causado por la respuesta inflamatoria. Los cisticercos calcificados se
consideran cisticercos muertos que han quedado en los tejidos como parte del
proceso inflamatorio (DeGiorgio, Medina, Duron, Zee, & Escueta, 2004).

Las conwulsiones son uno de los sintomas comuinmente encontrados y ocurren
hasta en el 75% de los pacientes. Se ha informado que las convulsiones pueden
comenzar hasta después de 30 afios de haber ocurrido la primera infeccion (del la
Garza et al.,, 2005; Garcia, Del Brutto, & Cysticercosis Working Group in, 2005;
Scharf, 1988). Nash et. al., (2006) en un estudio de cohorte sugieren que las
lesiones calcificadas pueden ser un foco de activacion de conwulsiones, pues en
pacientes con antecedentes de conwulsiones y serologia positiva el 36% tuvo una
recurrencia de convulsiones y en la mitad de ellos se demostré edema perilesional e
inflamacion en una o mas calcificaciones (Nash et al., 2008). Las hipotesis en la
génesis de las conwulsiones incluyen factores como la disfuncion en la barrera
hematoencefalica, en donde la inflamacién dirigida a quistes en degeneracion causa
una permeabilidad vascular anormal provocando disfuncién en la excitabilidad
cortical y conwlsiones agudas. No se sabe aun como estos efectos agudos
contribuyen al desarrollo del trastorno epiléptico focal y crénico. Hay posibles
mecanismos aditivos pueden ser inflamacion cerebral temprana y/o continua,
astrogliosis reactiva, dafio celular y aumento de la disfuncion de la barrera
hematoencefalica, que contribuye ain mas a la inflamacion haciendo una especie de
circuito de retroalimentacién positiva (Nash et al., 2015).

El sintoma mas grave en los pacientes con NCC causado por el aumento de presion
intracraneal es la hidrocefalia. Aproximadamente afecta el 25% de los casos y se
manifiesta principalmente con nauseas, vomitos y alteraciones de la agudeza visual.
Otros sintomas son los déficits neurolégicos focales, sintomas psiquiatricos,
accidentes cerebrovasculares y la muerte subita (del la Garza et al., 2005; Scharf,
1988; White, 2000). Algunos estudios reportan tasas de mortalidad de hasta el 2.2 %
(Scharf, 1988; Sorvillo et al., 2004).



En la NCC podemos distinguir dos formas tipicas de la enfermedad, la
parenquimatosa y la extra-parenquimatosa. La presentacion parenquimatosa cursa
usualmente con conwvulsiones que pueden ser controladas con medicamentos
antiepilépticos. Ocasionalmente los parasitos pueden crecer y producir un efecto de
masa. La infeccién extra parenquimatosa puede causar hidrocefalia por obstruccion
mecanica del drenaje de liquido cefalorraquideo (Garcia et al., 2002).

El diagnostico de NCC no puede ser basado solamente sobre elementos clinicos (no
hay ningun sintoma patognomonico); para el diagnostico se requiere del uso de
neuro imagenes, también de pruebas seroldgicas que pueden representar un apoyo
en el diagnostico aunque pueden tener baja sensibilidad y especificidad por lo tanto
no resultan optimas (Garcia et al., 2002). Los resultados de los estudios radiol6gicos
pueden ser dificiles de interpretar, teniendo a veces dudas diagnosticas
confundiéndose con astrocitoma, enfermedad metastasica, malformaciones
arteriovenosas, tuberculosis y otras etiologias infecciosas por tanto en conjunto con
las pruebas serolégicas se crea una bateria para el diagndstico diferencial
(Moskowitz & Mendelsohn, 2010). EIl criterio epidemiolégico puede contribuir al
diagnostico, conociendo si el paciente ha tenido contacto el parasito, o en individuos
gue viven en areas donde la cisticercosis es endémica o bien un historial de diversos
viajes 0 estancias a areas endémicas de la enfermedad (Garcia et al., 2002). La
tomografia computarizada (TC) es considerada el mejor método para detectar
calcificaciones mientras que la resonancia magnética es mas sensible para
identificar parasitos localizados en los ventriculos y en el espacio subaracnhoideo
(DeGiorgio et al., 2004).

1.3. Larespuesta inflamatoria en la Neurocisticercosis

El conocimiento de la respuesta inmunolégica en la cisticercosis es relevante para
entender los mecanismos que el hospedero desarrolla ante el parasito y la
modulacion de estos por el propio parasito.

El resultado de estas interacciones pudiera culminar en el éxito de la infeccion, el
desarrollo de la enfermedad o la destruccion del parasito (Chavarria y Sciutto, 2006).
La informacién de otros cestodos en conjunto con lo que se ha estudiado enla NCC

sugiere que los cisticercos viables modulan activamente el sistema inmune del
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hospedero para evadir su destruccion (Flisser, 1994; White, Robinson, & Kuhn,
1997). Cuando el parasito empieza a degenerarse pierde su capacidad de modular
la inflamacion e inmunidad contra el mismo. Diversos estudios han analizado la
respuesta local inflamatoria alrededor del cisticerco cuando se localiza en cerebro.
Las caracteristicas de los hallazgos estan fuertemente influenciadas por el estado
degenerativo del parasito. Cuando el parasito es viable (estado vesicular) la
respuesta inflamatoria es escasa, compuesta principalmente por linfocitos, células
plasmaticas y eosindfilos (Escobar, Aruffo, Cruz-Sanchez, & Cervos-Navarro, 1985).
En el estado coloidal el pardsito esta degenerando, el infiltrado inflamatorio es
intenso con una abundante presencia de células NK, macréfagos y células T, asi
como también una respuesta de anticuerpos (IgM+). Las principales citocinas
presentes son IL-2, IL-6, IL-12, TGF-f e IFN-y, tendiendo hacia una respuesta
inflamatoria Thl (Restrepo, Llaguno, Sandoval, Enciso, & Teale, 1998) también hay
una intensa gliosis asi como proliferacion de la microglia (Escobar et al., 1985). En el
estado granular el infiltrado alrededor del parasito muestra células plasmaticas, hay
también linfocitos B y T, macrofagos y mastocitos, hay citocinas Thl pero también
existe la presencia de citocinas Th2 como IL-4, IL-13 e IL-10 (Restrepo et al., 2001)..
En el 2003, Chavarria et al., realizaron un estudio en donde los pacientes fueron
estratificados de acuerdo a la descripcion clinica y radioldgica de NCC (moderada,
media y severa). Los autores sefialan que el nivel de inflamacién o la celularidad del
liquido cefalorraquideo (LCR) se asocia con la severidad de la enfermedad. Ademas
los pacientes “severos” presentaron altos niveles de proteinas, eosindfilos, IL-5, IL-
10, IgG1, IgG2, IgG3 e IgE comparados con otros pacientes.

Con respecto a la localizacion del parasito una clara respuesta inflamatoria en el
liquido cefalorraquideo se observd en pacientes con cisticercos localizados en el
espacio subaracnoideo (SA) de la base o intraventricular y muchos de ellos
mostraron severa sintomatologia, parasitos vesiculares asi como un incremento de
IL-5, IL-6 e IL-10. En contraste pacientes con cisticercos localizados en el
parénquima tuvieron niveles bajos de citocinas y celularidad en el LCR (Chavarria et
al., 2003) la respuesta inflamatoria quedandose mas bien localizada en el propio

parénquima cerebral.



En modelos experimentales de neurocisticercosis murina se ha observado que la
fase aguda de la enfermedad se asocia a una respuesta mixta Thl/Thl7
acompafada de altos niveles de IL10, mientras que la fase tardia de resoluciéon se
asocia a un perfil Th2 (Moura etal., 2016).

Otros estudios han encontrado que también los ratones infectados por T. crassiseps
desarrollan una respuesta tipo Thl durante las fases tempranas de la infeccion y
después eventualmente desarrollan una respuesta Th2 que esti asociada también al
aumento en las cargas parasitarias (Terrazas, Bojalil, Govezensky, & Larralde,
1998).

1.4. El complemento como componente de la respuesta innata

El complemento es una parte central de la inmunidad innata que sirve como primera
linea de defensa en el huésped contra agentes externos o células alteradas (Ricklin,
Hajishengallis, Yang, & Lambris, 2010). Este sistema se compone de proteinas
plasméaticas o de membrana expresada en la superficie celular producidas
principalmente en higado y opera en diferentes tejidos y en la circulacién (Kolev, Le
Friec, & Kemper, 2014). La forma de accion se caracteriza por desencadenar una
cascada para la opsonizacion de patdgenos, con la liberaciéon de componentes
inflamatorios que ayudan a las células del sistema inmune a combatir la infecciéon y
mantener la homeostasis. El sistema del complemento puede desencadenarse por
tres vias distintas: clasica, lectinas y alternativa, todas conducentes a una via
terminal comun (Merle, Church, Fremeaux-Bacchi, & Roumenina, 2015).
Recientemente, se ha descrito una via mas de activacion nombrada via extrinseca
de las proteasas (Huber-Lang et al., 2006). Independientemente de cémo se active
la cascada, lleva a la generacion de una de las moléculas efectoras mas importantes
C5a, que es generada a partir de la enzima C5a convertasa, quien escinde C5 en
Cha y C5b, se C5b se une a C3b e inicia la formacion del complejo de ataque de
membrana lo cual conduce a la lisis celular y la destruccién bacteriana (Ricklin &
Lambris, 2007; Ward, 2004). Una diferencia de la via extrinseca de las proteasas es
que la escision de C3 y C5 es directa y se da por una serie de enzimas proteoliticas
como calicreina y trombina (Huber-Lang et al., 2006; Thoman, Meuth, Morgan,

Weigle, & Hugli, 1984), quienes pueden directamente activar y escindir a C5 para



producir C5a biolégicamente activo, en ratones genéticamente deficientes en C3 en
los que la convertasa de C5 no se forma. Los productos finales de activacion del
complemento C3a, C4a y Cba también se definen como anafilotoxinas por su
capacidad de activar la degranulacion de mastocitos, basofilos neutréfilos. De estos
Cbha es el mediador més eficaz de la degranulacion de leucocitos y representa una
de las moléculas inflamatorias mas potentes durante las respuestas inmunes (H.
Lee, Whitfeld, & Mackay, 2008). ElI complemento interactia con los receptores tipo
Toll (TLR’s) (Hajishengallis & Lambris, 2010) y tiene un papel importante en la
regulacién de la inmunidad humoral (Carroll & Isenman, 2012). Su regulacion esta
dada por el factor H y properdina para la via alterna, el inhibidor de C1 y la proteina
de unién a C4b para la via clasica y la via de las lectinas. Hoy en dia se sabe que el
complemento como parte de la inmunidad innata esta presente y se produce
cercano al sistema nervioso central. Las neuronas, astrocitos y microglia han
mostrado producir complemento y expresar sus receptores. El rol del complemento
en el sistema nervioso central es considerado dual ya que puede tener efectos
neurotoxicos o0 neuroprotectores dependiendo del nivel de su activacion, el sistema
del complemento se mantiene bajo control por reguladores que evitan su
sobreactivacién que conduce a dafios en los tejidos y enfermedades autoinmunes.
Los reguladores se pueden agrupar en fase liquida: factor H, properdina para la ruta
alterna, inhibidor de C1 y proteina de union a C4b para la ruta clésica, para ciertos
ligando el factor H también puede regular la via clasica mediada por C1qg(Shastri,
Bonifati, & Kishore, 2013).

En la presentacion de patologias que involucren bacterias, hongos o virus, cuando
algunos de sus componentes estan alterados o existe deficiencia de los mismos, se

ha observado una notable alteracion en la inflamacion.

1.5. C5ay sus receptores
La espectroscopia por resonancia nuclear magnética muestra la estructura de la
molécula humana de Cba, se trata de un mondmero que presenta cuatro alfa
hélices, las cuales se yuxtaponen en una topologia anti paralela, que estabilizada
por tres puentes bisulfuro (Cyst21-Cys47), (Cys22-Cys54) y (Cys34-Cys55) y se
conectan por tres enlaces peptidicos. La cola carboxilo terminal es de forma flexible



(Zhang, Boyar, Toth, Wennogle, & Gonnella, 1997; Zuiderweg & Fesik, 1989;
Zuiderweg, Nettesheim, Mollison, & Carter, 1989).

En la parte de los bucles 1y 2 y en la porcién C terminal de la molécula se une a su
receptor (C5aR). Anticuerpos neutralizantes para C5a han implicado la region Lys20-
Arg37 como un importante sitio de unién a receptor (Monk, Scola, Madala, & Fairlie,
2007). Cha es considerada una anafilotoxina, un fragmento derivado clasicamente
por protedlisis de la convertasa de C5 (enzima que contiene C3b méas C4b y C2a)
gue da origen a Cba y C5b, la molécula de C5a es rapidamente metabolizada en el
suero y la superficie celular por carboxipeptidasas que remueven una arginina C-
terminal para formar C5a des Arg, quien tiene una reducida accion (H. Lee et al.,
2008). Hace un tiempo se ha sugerido que existen enzimas independientes del
complemento como la trombina, la elastasa de neutrofilos y la serin proteasa de
macrofagos que tienen una actividad C5 convertasa y se sugiere puede ser otra via
de escision de la molécula C5 (Foley et al., 2016; Leung & Morser, 2016). En un
trabajo realizado por (Huber-Lang et al., 2006) en un modelo murino C3 deficiente y
C3 suficiente con dafio pulmonar inflamatorio observaron que la trombina tiene
actividad de C5 convertasa generando un residuo de C5a funcionalmente activo y
sefalandolo como un mecanismo compensatorio cuando la via de la coagulacién o
el complemento son perturbados en ratones C3 deficientes.

Cha es uno de los péptidos inflamatorios mas potentes potencia la actividad de
diversos tipos celulares. Dependiendo del tipo celular, C5a puede conducir la
sefalizacion a diferentes resultados incluyendo la fagocitosis, de granulacion
produccién de moléculas reactivas de oxigeno, liberacion de enzimas de granulos,
retraso 0 aumento de apoptosis produccién de citocinas o quimiocinas asi como
quimiotaxis (H. Lee et al, 2008). C5a recientemente ha mostrado participar en
procesos como la modulacién de la expresién de varias citocinas en distintos tipos
celulares (Laudes et al.,, 2002; Riedemann, Guo, Sarma, et al., 2002), asi como
provocar una reducida apoptosis en neutréfilos, pero mejorarla en timocitos en casos
de sepsis (Guo et al., 2000; Riedemann, Guo, Laudes, et al., 2002). También
aumenta la expresion de moléculas de adhesion en neutréfilos y puede activar la via
de la coagulacién (Guo et al., 2002). Aunque no esta claro si C5a puede regular a

las células dendriticas, se conoce que en modelos murinos de sepsis inducida, C5a



puede inducir la migracion del tipo celular IL-12+DC de la cavidad peritoneal a la
sangre periférica y a los linfonodos. Ademas IL-12+DC induce la expansion de
linajes patogénicos IFN-y+Th1 e IL-17+Thl7 en sangre periférica y linfonodos (Ma
N, 2013).

Cuadro 1. Efectos de Cb5a en la actividad de distintos tipos celulares

TIPO CELULAR ACTIVIDAD
NEUTROFILOS Quimiotaxis, fagositosis, degranulacion
de enzimas, retraso de la apoptosis
EOSINOFILOS Aumento de la degranulacién de
enzimas, quimiotaxis
BASOFILOS Aumento en la secrecion de histamina
MASTOCITOS Secrecion de histamina
CELULAS DENDRITICAS Quimiotaxis
PLASMOCITOIDES
MACROFAGOS/MONOCITOS Quimiotaxis
TIMOCITOS Potencia la apoptosis
ENDOTELIO Vasodilatacion, liberacion de
guimiocinas
HEPATOCITOS Mejora la regeneracion
MICROGLIA Quimiotaxis

Hay dos receptores de alta afinidad conocidos que se unen a C5a; C5aR (CD88) y
C5L2 (GPR77). C5aR pertenece a la familia de receptores rodopsina acoplados a la
proteina G con siete segmentos transmembranales; C52L es similar pero no esta
acoplado a una proteina G; ambos genes estan localizados en el cromosoma 19
vecino uno con el otro (Gerard, Hodges, Drazen, Weller, & Gerard, 1989; H. Lee et
al., 2008). La secuencia de C5L2 muestra una identidad cercana a C5aR (58%) y a
C3aR (55%) (D. K. Lee et al., 2001). C5a y C5a des Arg han sido reportados como
ligando de C5L2 (Cain & Monk, 2002).

El papel funcional de los receptores esta intimamente asociado al tipo celular en el
gue se expresa. ChaR, inicialmente se pensd que se expresaba principalmente en

leucocitos como neutréfilos, eosindfilos, basdfilos, monocitos, células dendriticas y
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mastocitos, hoy se sabe que C5aR estd expresado en amplio espectro de células
tanto inmunes como no inmunes (H. Lee et al., 2008). Las células no inmunes que
pueden expresar el receptor incluyen células vasculares endoteliales, cardiomiocitos,
astrocitos,  oligodendrocitos,  sinoviocitos, condrocitos articulares, células
mensangiales glomérulo renales, células de kupffer y hepatocitos estimulados,
células del epitelio bronquial, queratinocitos, ovarios y testiculos (Gasque et al. 1995;
Lacy et al., 1995 ; Gavwrilyuk et al., 2005; Lee et al.,2001; Ohno et al., 2000;Laudes et
al. 20002; Okinaga et al., 2003; Otto et al., 2004 Niederbichler et al. 2006;
Rahpeymai et al.,, 2006). C5L2 es expresado en menor cantidad tanto en células
inmunes como no inmunes ,en inmunes como neutréfilos, macrofagos, células
dendriticas inmaduras (Ohno et al. 2000; Gao H, et al. 2005;Kalant et al. 2005; Chen
et al. 2007 ) y algunas células no inmunes como adipocitos fibroblastos de piel asi
como glandula adrenal, cordon espinal, tiroides, higado, pulmén, bazo, cerebro y
corazon, aunque de este receptor aun no se elucidan todas las respuestas
biolégicas que pueda tener en los distintos tipos celulares en que expresa (H. Lee et
al.,, 2008). Pero se puede mencionar algunos efectos de este receptor en células no
inmunes por ejemplo cuando el receptor de C5a se expresa en células mesangiales
glomerulares humanas in vitro, este puede tener un papel en la mediacion del dafio
glomerular promoviendo la proliferacién y la produccién de citocinas y factores de
crecimiento (Braun & Davis, 1998), en células de tejido subcutaneo o adiposas, se
ha demostrado que la expresion del receptor C5L2 puede ser un receptor funcional
gque media la estimulacién de proteinas acetilacion, mediando a su vez la
estimulacion de la sintesis de triacilgliceridos (Kalant et al.,, 2005), en células de
Kuppfer y células estrelladas o células perisinusoidales, C5a induce la liberacion de
prostanoides y mejoraron la liberacion de IL-6 dependiente de LPS. C5a mejor¢ la
actividad de glucégeno fosforilasa y por tanto la produccion de glucosa en células
perisinusoidales, ademas Cb5a también puede mejorar la transcripcion del gen de la
proteina de fase aguda tipo 2 a2-macroglobulina indirectamente en hepatocitos al
aumentar la liberacion de IL-6 (Schieferdecker, Schlaf, Jungermann, & Gotze, 2001).
Se han encontrado cantidades elevadas de Cb5a en el suero de pacientes con
enfermedades inflamatorias. La sobre o sobreexpresion de Cbha estd implicada en

modelos experimentales de enfermedades inflamatorias tales como artritis
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reumatoide, osteoartritis, lupus eritematoso, enfermedad obstructiva pulmonar,
psoriasis o gingivitis entre algunas (H. Lee et al., 2008; Monk et al., 2007).
1.6. Complemento y parasitosis

El complemento ha sido estudiado desde hace un par de décadas como un factor de
resistencia del hospedero a la infeccién por algunos helmintos. El papel activo de
estas proteinas en la infeccion por helmintos se ha reportado en trabajos como el
realizado por Kassis and Tanner (1977) los cuales en un modelo murino de infeccion
con Echinococcus multilocularis demostraron la participacion de las proteinas del
complemento en la infecciones hidatidicas, en donde primero por experimentos in
vitro demostraron la actividad litica del complemento en los protoscolex del parasito.
Para examinar el efecto del complemento in vivo establecieron un modelo de
infeccidn hidatidica secundaria con ratones a los que se les bloqueo la actividad del
complemento con factor de veneno de cobra (FVC) y luego inoculados con
protoescolex de E. multilocularis, los niveles del complemento y el crecimiento del
parasito fueron medidos a lo largo del curso de la infeccion. Como lo esperaban los
animales con el bloqgueo del complemento desarrollaron una infeccién fuerte con
altas cargas de quistes, mientras que las ratas no infectadas mantuvieron niveles
normales de titulos de complemento en el curso del estudio. Por otro lado los
animales que fueron inoculados con escolex de E. multilocularis tuvieron niveles
altos significativos de complemento al dia 3 post-infeccién y regresaron a titulos
normales el séptimo dia post-infeccion, tanto los ratones no infectados como los muy
infectados tenian niveles idénticamente normales de complemento en el mismo
tiempo. Las ratas infectadas y depletadas con el factor de veneno de cobra como se
esperaba tuvieron niveles mas bajos que los normales de complemento para el
tercer dia de infeccion pero este agotamiento fue seguido por un aumento en los
titulos para el dia 7 y un lento declive al dia 30, para luego elevarse
significativamente nuevamente al dia 60. Estos resultados sugieren que los
protoescolex son susceptibles a la accion del complemento y podria esperarse que
el nimero de larvas que sobreviven al ambiente rico en completo dependa del
ambiente peritoneal del hospedero. El tamafio de la infeccién hidatidica secundaria
puede ademas depender del nimero de protoescolex que escapan a la destrucciéon

de esta linea de defensa temprana del hospedero. La intensidad del aumento
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temprano en los niveles del complemento esta relacionada a la brusquedad del
cambio desde el estado normal al patolégico(Kassis & Tanner, 1977).

En otros cestodos, Davis y Hammerberg (1990), probaron la evasiéon del
complemento por Taenia taeniaformis en estadios tempranos en un modelo de
infeccién murino. Sus resultados indican que aunque la via de activacién alternativa
del complemento es significativa para supervivencia de T. taeniaformis el efecto de
este proceso no esta directamente relacionado con la lisis por el complejo de ataque
de membrana. Ademas C3 puede atacar el tegumento de las oncosferas recién
activadas. Pero cuando intentaron detectar deposicién de C5 en la superficie del
parasito usando un anticuerpo reactivo contra la proteina no existio evidencia de
esto. Ratones C5 deficientes B10D2 son moderadamente resistentes al desarrollo
de larvas T. taeniformis y hay diferencias muy pequefias en su resistencia al parasito
cuando son tratadas con factor de veneno de cobra. Esto en contraste con algunos
otros estudios en donde ratones con la cascada del complemento intacta, cuando
son tratados con factor de veneno de cobra son mucho mas susceptibles a la
infeccidn. Esto entonces indicaria que los reportes previos que atribuyen resistencia
a la deplecién del complemento por tratamiento con FVC, el nivel de C3 puede ser
una consecuencia aditiva de inhibicién en la accion de ambas opsoninas C3 y Cba.
Mientras que la comparacién de la resistencia entre ratones C5 deficientes tratados
y no tratados con FVC, refleja solo efectos no significativos de la presencia o
ausencia de la opsonina de C5. Los resultados sugieren que C5 y otras proteinas de
la secuencia terminal del complemento estan involucradas en la inmunidad innata
contra Taenia taeniformis. Ademas la supervivencia de las oncosferas activadas in
vitro en un suero normal mas la ausencia de algin dafio detectable en la membrana,
no se debe a la formacion del MAC en la fase soluble o en las superficies estructural
de las oncosferas, aunque las lesiones liticas en la membrana larval pueden

directamente resultar en la muerte del parasito (Davis & Hammerberg, 1990).

1.7. Lagenética de las enfermedades complejas
En general el término complejo se reserva para aquellos fenotipos influenciados por

multiples loci (poligénico) asi como también por factores ambientales.
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Estos loci pueden contener una 0 mas variantes de nucle6tido sencillo o
polimorfismos de nucledtido sencillo (SNP), que constituyen la base de la gran
variedad de biomoléculas que se producen y son la causa bioquimica subyacente de
gran parte de la diversidad heredada en las caracteristicas fisicas y fisiologicas de
los individuos y también en susceptibilidades relativas a diversas enfermedades y
trastornos.

En diversas enfermedades comunes como diabetes, hipertensién o cancer existen
multiples factores genéticos y ambientales que influyen en el riesgo de afectacion del
individuo. La importancia de los factores hereditarios en estos trastornos es grande,
por ejemplo en la masa 6sea se ha comprobado que la herencia explica entre el 50 y
el 80% de la variabilidad. Algunos otros ejemplos incluyen la enfermedad de
Alzheimer, la esclerodermia, el asma, la enfermedad de Parkinson, la esclerosis
multiple, la osteoporosis, las enfermedades del tejido conectivo, las enfermedades
renales, las enfermedades autoinmunes entre algunas(Hunter, 2005). Esto contrasta
con el patrén de herencia mendeliana de las enfermedades monogénicas, en el que
la presencia o ausencia de alelos en los individuos por lo general predice
completamente la presencia o ausencia de la enfermedad (aunque la gravedad o
edad de la aparicién pueda variar).

Para la enfermedades genéticamente complejas, los alelos de riesgo son menos
deterministas y probabilisticamente mas (la presencia de un alelo de alto riesgo
puede aumentar solo ligeramente el riesgo de la enfermedad). Ademas se ha
propuesto que estos alelos débilmente penetrantes pueden estar presentar en alta
frecuencia (> 1%) en la poblacion (Chakravarti, 1999; Lander & Schork, 1994; Risch,
2000).

Existen enfermedades hereditarias clasicas, que se deben a la mutacién de un gen
sin embargo, buena parte de las enfermedades mas prevalentes son en realidad el
resultado de la combinacion de factores hereditarios, ambientales mas otras causas
como penetrancia incompleta, heterogeneidad genética, y un fondo genético que
consiste en mdltiples genes con efecto menor, modificadores del fenotipo(Newton-
Cheh & Hirschhorn, 2005) .

Para estudiar la influencia genética en la resistencia o susceptibilidad a cierto rasgo,

una estrategia se basa en realizar estudios de asociacién de ciertos loci en
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moléculas polimérficas involucradas con algun fendbmeno de interés con diferentes
rasgos cuantitativos (QTL’s). Estos estudios se pueden realizar tanto en modelos de
la infeccibn como en la propia poblacién humana. En este proceso se realiza un
escaneo de una poblacion dada y se analiza en conjunto con el fenotipo de interés
(por ejemplo el nivel de resistencia contra una determinada infeccién). Si el fenotipo
de estos individuos se conoce, el genotipo puede ser estadisticamente trazado por
un mapa de ligamiento genético. De esta manera es posible localizar genes de
interés que representan pequefias regiones gendmicas sobre un mapa genético
(Wilfert & Schmid-Hempel, 2008).

Otro tipo de aproximacion son los estudios llamados estudios de asociacién que por
lo general utilizan disefio de casos y controles (aunque también se utilizan basados
en familias). En este disefio las frecuencias de los alelos o genotipos en el sitio de
interés se comparan en poblaciones de casos y controles; una mayor frecuencia en
los casos se toma como evidencia de que el alelo o genotipo se asocia con un
mayor riesgo de enfermedad. La conclusion usual de tales estudios es que el
polimorfismo que se esta probando o bien afecta el riesgo de enfermedad
directamente 0 es un marcador de alguna variante genética cercana que afecta el
riesgo de enfermedad (Hirschhorn, Lohmueller, Byrne, & Hirschhorn, 2002). Cuando
se utiliza el enfoque de genes candidatos se comienza con la seleccién de un gen
candidato putativo basado en su relevancia para una enfermedad (rasgo) que es
investigado. Es seguido por la evaluacion y la seleccién de polimorfismos, por lo
general polimorfismos etiqueta de nucleétido sencillo (SNPe), estos pueden tener
una consecuencia funcional, afectar la regulacion de genes o sus productos de
proteinas. Finalmente, la variante del gen se verifica mediante su asociaciéon al
riesgo de la enfermedad por la observacion de la ocurrencia en sujetos prueba al
azar (casos) y sujetos control, se evalla la asociacién con enfermedad para dar un
pronostico o diagndstico y ser en el futuro un potencial biomarcador (Patnala,
Clements, & Batra, 2013).

También se pueden utilizar modelos murinos, una vez conociendo un gen de interés,
se utilizan ratones knockout para una caracteristica determinada que evidencien la
influencia particular de ese gen sobre el fenotipo estudiado. Cabe mencionar que la

variabilidad fenotipica de cada individuo, asi como la susceptibilidad o la resistencia
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individual a distintas enfermedades se da por los SNP’s, y en menor grado por
inserciones, deleciones, secuencias repetidas y/o re-arreglos cromosémicos, debido
a que el genoma humano no es una estructura pasiva; al contrario, el ADN esta
expuesto a alteraciones que pueden dar como resultado la aparicion de
enfermedades o modificar la susceptibilidad a las mismas, pueden estar localizados
en la region promotora del gen, influenciando la actividad transcripcional del gen
(modulando la unién de factores de transcripcion) en intrones (modulando la
estabilidad de la proteina), en sitios de “splicing” (sitios donde ocurre la eliminacion
de intrones y unién de exones) o en regiones intragénicas (Bectticher et al., 1995;Lin
et al., 2003), una variante genética puede incrementar sustancialmente el riesgo
varios cientos de veces pero si por ejemplo un portador nunca llega a retarse con el
antigeno o requiere un polimorfismo adicional en un gen diferente para tener un
efecto funcional entonces la primera variante no tendria relevancia clinica, en este
sentido debe reconocerse que para el estudio de estas enfermedades la
epidemiologia genética debe proveer una mejor compresion de las interaccion
biolégicas entre las determinantes genéticas (Burgner, Jamieson, & Blackwell,
2006), entonces en un fenotipo complejo se espera que los tamafios del efecto de
los alelos implicados varien de indiscernible, minimo a grande vy significativo, solo se
espera que unos pocos alelos contribuyan con gran magnitud al efecto y por tanto
podrian ser detectados con los enfoques genéticos actuales (Marian & Belmont,
2011).

Prevalencia de la enfermedad
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Numero y tamafio del efecto de las determinantes alélicas

Figura 1. Determinacion de un fenotipo complejo, modificado de A.J. Marian, M.D,
2012
2. ANTECEDENTES

2.1 Rasgos genéticos en la Cisticercosis
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Una caracteristica de muchas infecciones humanas es que solo una proporcién de
los individuos expuestos desarrolla clinicamente la enfermedad por ello se ha
considerado a los factores hereditarios que pueden tener un papel dominante en
esta variacion interindividual (Chapman & Hill, 2012). Se asume que las
enfermedades complejas comunes son la consecuencia del efecto combinado de
muchos polimorfismos frecuentes en la poblacion, por lo cual para los estudios de
estas enfermedades un enfoque puede ser elegir un gen candidato, identificar
algunos de sus polimorfismos y analizar si los alelos de esos loci polimérficos se
asocian con un rasgo fenotipico determinado o con la frecuencia de una enfermedad
(Newton-Cheh & Hirschhorn, 2005). Gracias al avance tecnolégico actualmente
existen otros enfoques que involucran el analisis de cientos de polimorfismos al

mismo que permiten identificar regiones de maxima asociacion.

2.2 Neurocisticercosis y algunos rasgos genéticos

En la NCC, como en otras enfermedades ciertas observaciones permiten pensar que
el rasgo genético ancestral tiene una atribucion en la patogenia. En particular la
enfermedad parece expresarse de manera diferencial en distintas poblaciones del
mundo por ejemplo en la poblacion africana y asiatica la presentacion
parenquimatosa es la mas comun y la localizacién subaracnoidea es muy poco
frecuente (G. Singh, 1997), mientras que en poblacion latinoamericana la
subaracnoidea es mucho mas comun (Fleury et al., 2004). Si bien las diferencias
entre el parasito entre continentes podrian explicar estas observaciones diferencia
entre factores del hospedero también podrian estar involucrados (Fleury, Escobar,
Fragoso, Sciutto, & Larralde, 2010).

Otras evidencias que sustentan el rol de factores genéticos en la susceptibilidad a
esta enfermedad, es un estudio realizado en comunidades endémicas, rurales en
México en donde se evidencio que los nifios nacidos de madres con
Neurocisticercosis mdltiple tienen mayor probabilidad de tener NCC mudltiple que los
nifios nacidos de madre no afectada de NCC o afectadas por un solo
parasito.(Fleury et al., 2006). Asi mismo en la poblacion mestiza mexicana se ha
demostrado que individuos que portan un alelo de HLA-A28 esta asociado a un

riesgo relativo mas alto de padecer NCC parenquimatosa, mientras que el alelo

16



HLA-DQ2 se asocia a una disminucion de este riesgo, puntualizando que los autores
refieren a estas variantes en relacion a la resistencia o susceptibilidad a NCC, que
es diferente a la severidad de la inflamacion o relacionada a la presentacién de
epilepsia (Del Brutto, Granados, Talamas, Sotelo, & Gorodezky, 1991). Otro factor
genético de la respuesta innata estudiado para verificar su asociacion con
Neurocisticercosis es el codificado por los receptores tipo Toll (TLR'S). Los
receptores tipo Toll son moléculas centrales en la inmunidad innata pues controlan
multiples vias de sefializacién. Son proteinas altamente conservadas, existen varios
estudios que han reportado el cambio de expresion de diferentes TLR’s en nervios o
asociados a tejidos/células durante la infeccion, el trauma o enfermedades
autoinmunes. Mishra et al. (2006)(Mishra, Mishra, & Teale, 2006) encontraron
incrementada la expresion de TLR1-9 después de la infeccion con Mesocestoieds
corti en un modelo murino de NCC. Observaron un patron diferencial de expresion
para estas moléculas en neuronas, epéndimo y microglia / macrofagos. Mas
interesante aun fue que las células ependimales y los neurofilamentos de la materia
blanca cerebelar de los ratones infectados mostraron una sobre regulacién de
proteinas de TLR7 y TLR8. Entonces esto sugiere que los TLR’s y su regulacion
pueden tener un rol complejo en la NCC asi como en otras infecciones parasitarias
del sistema nervioso central. Basado en estos reportes (Verma et al, 2010)
estudiaron la asociacion entre polimorfismos del TLR4 (Asp299Gly, Thr399lle) bajo
un modelo recesivo y la presencia de NCC en general y NCC asintomatica de
comunidades rurales en India, que se dedicaban a la crianza de cerdos en
condiciones de poca tecnificacion, bajo la hipotesis de que la variacidon genética en
este gen puede estar asociada al desarrollo de la enfermedad sintomatica.
Identificaron un incremento en el riesgo de NCC en pacientes que tenian la variacion
Asp299Gly (p<0.001; OR, 4.57; 95% CI 2.60-8.04) y Thr399lle (p<0.003; OR 3.39;
95% Cl 1.52-7.56) respectivamente. Observaron también una alta prevalencia
significativa para los alelos de Gly e lle (233 vs 80% y 96 vs 3.7 %
respectivamente) en pacientes con NC, estas variaciones fueron asociadas a la
presentacién asintomatica. Otro estudio de las mismas variaciones en TLR's

realizado en poblacién de infantes africanos, encontré significativamente asociados
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estos dos polimorfismos con la patogénesis severa por malaria pero con baja
mortalidad (Ferwerda et al., 2007).

2.3. Cisticercosis por Taenia crassiceps

En el modelo murino de cisticercosis por Taenia crassiceps se ha observado que se
presentan diferentes grados de resistencia y susceptibilidad a la infeccion asociados
a factores inmunoldgicos, sexuales y genéticos (Fragoso et al., 1998; Sciutto et al.,
1991). Con respecto a los factores genéticos se ha reportado que el fondo genético
de diferentes cepas de ratones, esta asociado a la restrictividad en la instalacion y
crecimiento del parasito. Asi cepas BALB/cAnN, CD1 y DBA/2J son altamente
permisivas al crecimiento del parasito, mientras que cepas de fondo C57BL/6J y
BALB/cJ son mas restrictivas (Fragoso et al., 2006). Utilizando un animal transgénico
se determiné que el gene Q9 que codifica a la proteina Qa-2 (una molécula no
clasica del complejo principal de Histocompatibilidad) esta relacionada con la
restrictividad al crecimiento del parasito (Fragoso et al., 2008). Por otro lado (Alonso-
Trujillo, Rivera-Montoya, Rodriguez-Sosa, & Terrazas, 2007) condujeron un estudio
para delimitar la participacion del 6xido nitrico en la resistencia o susceptibilidad en
una infeccion experimental murina con T. crassiceps, utilizando cepas susceptibles
BALB/c y cepas resistentes STAT6 -/-BALB/c. Después de la infeccion el tipo
silvestre BALB/c desarrollo una fuerte respuesta Th2, con altos niveles de IgG1, IgE,
IL-5, IL-4 y niveles discretos de 6xido nitrico (NO) permaneciendo susceptibles a la
infeccion por T. crassiseps. En contraste ratones similarmente infectados BALB/c
tratados con N®-nitro-L-arginin metil ester (L-NAME un inhibidor de la NO sintasa)
montaron una respuesta inmune similar pero con bajos niveles de NO y albergaron
casi 100% mas parasitos que los ratones tratados con L-NAME.

Otro gen promisorio que podria estar asociado a la restrictividad de la infeccion
parasitaria, es el gen C5 del complemento. En efecto un estudio reportado por
(Ramirez-Aquino et al., 2011) utlizando un conjunto de cepas congénicas
recombinantes, encontrd0 un locus en el cromosoma 2 murino denominado TCCR1
(Taenia crassiceps restrictive locus 1), relacionando este locus al componente 5 del

complemento y la proteccion temprana a la infeccion por T. crassiceps.
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2.4 C5 como gen candidato asociado a la restrictividad de la infeccién por
Taenia crassiceps en un modelo murino

Para ayudar a la diseccién de los caracteres complejos se utilizan modelos murinos,
este es ampliamente aceptado debido a sus cortos tiempo de reproduccion, al
conocimiento de su secuencia genética, ademas se sabe con cierta exactitud que
genes 0 regiones son homologas al genoma humano. En el contexto de la
cisticercosis se ha utlizado la infeccibn con T. crassiceps como un modelo
experimental de la cisticercosis en humanos causada por Taenia solium. Un grupo
de investigacibn canadiense, gener6 un conjunto de cepas congénicas
recombinantes (CCR) denominadas AcB y BcA (Fortin et al., 2001) a partir de lineas
parentales A/J y C57BL/6J. Este panel de cepas fue desarrollado por
retrocruzamiento limitado entre las dos lineas singénicas de interés vy
subsecuentemente por el apareamiento hermano-hermana, de esta forma se
crearon paneles, uno contiene la fraccion del genoma C57BL/6J sobre fondo
genético A/J (AcB y otro conteniendo una fraccion de A/J sobre fondo genético
C57BL6J (panel BcA). Estos paneles han sido herramientas potentes para la
diseccién de componentes genéticos complejos asociados a diferentes trastornos y
enfermedades. Cabe sefalar que entre las diferentes cepas de ratones evaluadas
en la cisticercosis experimental murina destacan la cepa A/J(A), la DBA/2J, la
C57BL/6J, A/J y DBA/2J estas dos Ultimas son cepas cuyo fenotipo es permisivo al
crecimiento del parasito, mientras que C57BL/6J es restrictiva (Fragoso et al., 1996).
Considerando estas diferencias fenotipicas de la cepa A y B6 Ramirez-Aquino et al.,
(2011) utilizé este panel de cepas congénicas recombinantes como herramienta de
diseccion genética y busqueda de loci asociados a la restrictividad al crecimiento del
parasito de T. crassisceps en el modelo murino cisticercosis. En este estudio, se
identificaron dos loci asociados con la restrictividad al crecimiento del parasito, uno
localizado en el cromosoma 2 (Tccrl) y otro en el cromosoma 19 (Tccr2). El
ligamiento maximo se asocié con un marcador que se localiza a 29.7 MB vy fue
previamente asociado con el gen que codifica el componente hemolitico del
complemento (Hc), localizado aproximadamente a 5 Mb de distancia rio abajo. El
hallazgo fue verificado por genotipificacion del panel completo de cepas congénitas

recombinantes asi como evaluando la restrictividad a la cisticercosis de la F2,
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confirmando que la cepa DBA/2J es deficiente en C5 mientras que la AcB55 es C5

suficiente y no tiene esta delecion.

2.5. Gen TRAF1

El factor asociado al receptor de TNF 1(TRAF1) es una proteina con actividad E3
ligasa ubiquitina, intracelular con una actividad en la sefializacion con el receptor del
receptor del factor de necrosis tumoral (RTNF) y receptores tipos toll (TLR) del
sistema inmune (Bradley & Pober, 2001; Chung, Park, Ye, & Wu, 2002; Inoue et al.,
2000; Kim et al., 2016), TRAF1 es bien conocida como una molécula adaptadora
que regula la activaciéon de NF-kB y JNK (Carpentier & Beyaert, 1999; S. V. Lee &
Choi, 2007). La familia de proteinas TRAF consiste en seis miembros que estan
implicadas en la transduccion de sefales intracelulares por varios miembros de la
superfamilia del receptor de TNFR y de la interleucina-1 (IL-1), incluyendo TNFR1,
TNFR2, CD30, CD40, receptor de IL-1 y Toll tipo 4 (McHugh, 2017; Vallabhapurapu
& Karin, 2009) como proteina adaptadora del TRAF2 participa en la activacion
clasica del factor de transcripcion NF-kB y en el reclutamiento de linfocitos (Bradley
& Pober, 2001; S. Y. Lee & Choi, 2007), TRAF1 es el tnico miembro de la familia
TRAF que carece del dominio dedo RING N terminal, es una proteina de andamiaje
que participa en la sefalizaciéon de TNFR2 en células T asi como regulador negativo
0 positivo mediante interaccion directa con TRAF2, que también se ha identificado
como regulador pro-apoptético en muerte celular neuronal (Lu et al.,, 2013; Wang,
Mayo, Korneluk, Goeddel, & Baldwin, 1998). TRAF1 fue la primera proteina
identificada como proteina de unidén a el TNRF2 (TNF receptor tipo 2). A pesar de las
funciones celulares de TRAF1 aun no son bien comprendidas cuando se comparan
con otros miembros de la familia, diversos estudios han indicado que participa en la
sefalizacion en TNFR2 en células T como un regulador negativo via interaccién
directa con TRAF2. También estudios recientes describen un rol de regulador
positivo de esta proteina rio debajo de TNFR2, GITR, 4-1BB, LMP1 y CD30
asociado con TRAF2 (Greenfeld et al.,, 2015; Nocentini & Riccardi, 2009; Sabbagh,
Pulle, Liu, Tsitsikov, & Watts, 2008). Este gen localizado en el cromosoma 9 humano
ha sido implicado en enfermedades de curso inflamatorio cronico. En estudios de
asociacion de genoma completo se ha encontrado asociacién a mayor riesgo en
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pacientes con artritis reumatoide de SNP’s en TRAF1. Uno de estos SNP’s es
rs3761847 en la region intronica 5°del gen, este SNP ademas esta en desequilibrio
de ligamiento con otro SNP rs2900180 localizado en la regién intergénica entre
TRAF1 y C5 (Plenge et al., 2007). Cuando Abdul y col.(2017) analizaron el papel
funcional de estos polimorfismos en sujetos sanos y con artritis reumatoide
encontraron que TRAF1 se expresa en niveles muy bajos en linfocitos en reposo, la
reduccion de la proteina TRAF1 fue significativamente menor en células T CD8 que
en CD4 en células de sujetos sanos con el genotipo de riesgo (GG). Ademas vieron
los monocitos y las células T de seres humanos sanos que tienen una mutacién en
TRAF1 expresan menos TRAF1 pre-mRNA y proteinas siguientes a la activacion. La
expresion reducida de TRAF1 hace que los monocitos sean hipersensibles a las
respuestas inflamatorias inducidas por LPS, consistente con el papel de estos SNP’s

en las enfermedades inflamatorias (Abdul-Sater et al., 2017) .

Por otro lado autores como Cheng y col. (2016) han propuesto que esta proteina
podria ser un marcador serolégico de inflamacion en pacientes con artritis
reumatoide  activa ya que encontraron  concentraciones  serolégicas
significativamente mayores en pacientes con AR (35.9+-51.2 pg/mL) que en
personas sanas (12.5+-8.6 pg/mL), correlacionado positivamente con los titulos de
anticuerpos antiglucosa 6-fosfato isomerasa y factor reumatico (Cheng et al., 2016).
Este gen hasta ahora no ha sido implicado en la resistencia/susceptibilidad a

enfermedades infecciosas.

2.6. Modelos de herencia para las enfermedades multifactoriales y poligénicas

Los patrones de herencia se pueden clasificar en funcion de dos criterios, por un
lado cuando los genes se localizan en los autosomas, se habla entonces de
herencia autosomica mientras que si los genes se encuentras en los cromosomas
sexuales la herencia sera ligada al sexo, por otro lado en funcién de las de las
copias necesarias para que se desarrolle la enfermedad , en los organismos
diploides cada célula somatica contiene dos copias de cada cromosoma y dos
copias de cada gen entonces se habla de herencia dominante o recesiva, la primera
de ellas se dara cuando la presencia de la mutacién en una de los dos copias del
gen es suficiente para que el individuo que la presente este enfermo. En cambio en
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el segundo caso es necesario que la mutacién este en las dos copias para que la
enfermedad se de. Las enfermedades causadas por mutaciones en un solo gen
generalmente se heredan en un patron simple, dependiendo de la ubicacién del gen
y si se necesitan una o dos copias normales del gen. Esto se conoce como herencia
mendeliana, pero las enfermedades multifactoriales no siguen un patrén
definidamente mendeliano, algunos rasgos o caracteristicas muestran una variacion
continua, un rasgo o fenotipo no se pueden dividir facilmente en categorias claras,
en muchos de estos casos el fenotipo final es el resultado de una interaccion entre
factores genéticos e influencias ambientales (Genetic, The New York-Mid-Atlantic
Consortium for, & Newborn Screening, 2009). En efecto todos los rasgos genéticos
son complejos debido a que aunque existan individuos fenotipicamente similares
estos no llevan la misma carga de alelos en los locus, ademas que la regulacién de
la expresion y funcién genética es en multicapas, indicativo de la complejidad de los
determinantes en los fenotipos complejos (Marian, 2012), para el estudio de las
enfermedades multifactoriales se aplican modelos estadisticos de segregacion(
dominante, recesivo, codominante), que determina el patron de transmisién y su
consistencia con la segregacion mendeliana (Sun, 2017). Estos patrones de
transmision permiten una aproximacion y pueden proporcionar evidencia para

predecir riesgos de recurrencia para familiares o grupos poblacionales.

3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La neurocisticercosis es una enfermedad pleomérfica con un amplio espectro en su
presentacién clinico-radiolégica. Algunos pacientes que se infectan pueden destruir
silenciosamente al cisticerco, sin presentar una sintomatologia que amerite consulta
con el médico, mientras que otros desarrollan una enfermedad que puede tener una
presentacién clinico-radioldgica benigna (cisticercos Unicos localizados en el
parénquima cerebral y con un cuadro clinico leve) o bien una presentacion severa
(cisticercos mdltiples localizados en el espacio subaracnoideo de la base ylo
intraventriculares, con una intensa reaccion inflamatoria a su alrededor y con un
cuadro clinico grave). La respuesta inmuno-inflamatoria juega un papel esencial
tanto en el establecimiento del parasito como en la evolucion de la enfermedad.
Estudios previos han sefialado que la infeccion por Taenia solium esta determinada
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por rasgos genéticos complejos. Utilizando el modelo murino de cisticercosis por
Taenia crassiceps se identificé que el gene C5 de complemento participa de manera
critica en el control de la infeccidon y reproduccién del cisticerco. Dentro de las
primeras fases de la respuesta inflamatoria el complemento juega un papel critico,
ya que la activacion del mismo conlleva al desencadenamiento de la respuesta de
células del sistema granulocitico-fagocitico endotelial, cuyos productos de su

activacion inician la respuesta inflamatoria.

El componente C5 de complemento cuando es fraccionado por la C5 convertasa
genera dos fragmentos; C3a que forma parte del complejo de ataque a la membrana
y C5a que tiene funciones quimiotacticas y de anafilatoxina. Adicionalmente se ha
observado que el receptor de Cbha (que se expresa en macréfagos, neutrofilos,
células dendriticas) tiene una colaboracion con vias de sefalizacion de TLR,
modulando la respuesta inflamatoria. Por otro lado se han encontrado polimorfismos
en la regiéon TRAF1/C5 que se asocian con niveles incrementados de Cb5a circulante,
asi como en la intensidad de la respuesta inflamatoria en poblacion humana con
artritis. Este panorama claramente sefala la relevancia de estudiar estos
polimorfismos en la regidon genética en pacientes con NC en poblacién mestiza-
mexicana enferma para comparar si aquellos que tienen una presentacion mas

inflamatoria o menos inflamatoria tienen algun tipo de asociacion.

Identificar las variantes genéticas que influencian el pleomorfismo de la enfermedad
es un paso fundamental hacia el esclarecimiento de la participacion de genes, sus
interacciones y sus productos, también podrian ayudar a esclarecer determinantes
de la susceptibilidad en la NCC, este conocimiento integrado con otras pruebas
pudiese ser potencialmente traducido en estrategias profilacticas/terapéuticas mas

eficaces o medicina personalizada.

4. HIPOTESIS

Algunos polimorfismos en la region génica TRAF1/C5 se asocian con diferencias en

la presentacion clinica y a la evolucion de la neurocisticercosis humana.
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5. OBJETIVOS

5.1 GENERAL
Identificar en muestras de pacientes con diagndstico de NC, las variantes rs17611,

rs25681, rs992670, rs10818488 y 3761847 polimorficas de la region TRAF1/ C5 del
complemento y su asociacion con la severidad del proceso inflamatorio clinicamente

categorizado.

5.2 ESPECIFICOS

Evaluar la relevancia de los polimorfismos o haplotipos en la region TRAF/1 C5 del
complemento y su probable asociacion, en pacientes con NCC con caracteristicas
mas severas 0 menos severas de inflamacion medida en funcion de la localizacion y
nimero de parasitos, fase o estadio de degradacion del parasito, y nimero de

células o celularidad en LCR.

6 MATERIALES Y METODOS

El disefio de este estudio es de casos y controles anidado con cohorte. A

continuacion se describen algunas de las caracteristicas del grupo de estudio y las
consideraciones para determinar las variables en estudio.

6.1 Muestras de Pacientes con neurocisticercosis

Se incluyeron 200 muestras sanguineas de pacientes que asisten a la consulta
externa de neurocisticercosis en el Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia
(INNN) que fueron diagnosticados con Neurocisticercosis a través de estudios de
Imagen (Tomografia Axial Computarizada y Resonancia Magnética nuclear) y
eventualmente estudios serolégicos (presencia de anticuerpos y del antigeno de
secrecion HP10 de Taenia solium) por médico del propio Instituto. Todos los
pacientes tienen un expediente clinico, con datos demograficos, historia clinica y
estudios de laboratorio (biometria hematica, quimica sanguinea, y estudios de
niveles de glucosa y celularidad en el liquido cefalorraquideo) ademas del
consentimiento informado. La informacion colectada de los expedientes clinicos para
la caracterizacion de la enfermedad fue numero de cisticercos (Unico o mudltiple),
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estadio del cisticerco (vesicular, granular, calcificado), localizacion (parenguimatosa
0 extra parenquimatosa). Cabe sefialar que con base a los hallazgos de imagen y
nimero de células en LCR los médicos tratantes establecen el criterio, si el paciente

presenta una respuesta muy inflamatoria o poco inflamatoria.

Las etapas degenerativas del parasito se determinaron con base en las
neuroimagenes de TC y RM; 1) vesicular cuando el parasito es viable que se
determina cuando hay una sefal parecida al fluido cerebroespinal dentro de un
quiste visible, 2) coloidal cuando el liquido del quiste es turbio y hay una intensa
reaccion inflamatoria en el parénguima circundante siempre y cuando la localizacién
permitiera visibilizarlo y 3) calcificado cuando los restos del parasito aparecen como
granuloma mineralizado. Existieron pacientes en estadios denominados mixtos en
los que era visible parasitos en distintos estadios. También de los estudios
radiologicos se colectd la siguiente informacion: cantidad de lesiones, Unica cuando
en las imagenes era visible un solo parasito independiente de la localizacion o
estadio, multiple si las imagenes daban evidencia de mas de un parasito en
cualquiera de sus estadios o localizacion. Para la ubicacion se denominé
parenquimatosa cuando el o los parasitos estan localizados en cualquier lugar
dentro del parénguima cerebral o surcos corticales, mientras que la localizacion
extra parenquimatosa fue cuando el o los parasitos estaban en el espacio
subaracnoideo de la base del craneo, ventriculos, fisura de Silvio o médula. Se
presentaron casos mixtos en donde los pacientes presentaban parasitos tanto en el
paréngquima como extra-parénquima. En los pacientes con sospecha de localizacion
extraparenquimatosa se realizO una puncion lumbar para colectar liquido
cefalorraquideo (LCR) en donde se realiz6 un conteo celular. La celularidad del LCR
es un indicador de la intensidad de la reaccién inflamatoria en NCC, se califica un
LCR como inflamatorio cuando el numero células excede 5 cel / mL, mientras que
un LCR que excede tres veces este punto es considerado muy inflamatorio (> 15

células) (Chavarria et al., 2005)

Otro grupo de 58 muestras sanguineas de pacientes, se obtuvo de una poblacion
rural de Cuentepec, estado de Morelos. Estos sujetos fueron diagnosticados por TC

de craneo en el marco de un estudio epidemiolégico de NCC (Fleury et al., 2006).
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Los sujetos que resultaron con una lesion compatible con NCC, fueron evaluados
neurolégicamente (practicado por la Dra. Agnes Fleury, neurdloga del INNN) y se
establecid que los pacientes presentaban una NCC de presentacion asintomatica.
Los estudios de imagen aunados a los estudios serologicos soportaron las bases

para determinar que eran sujetos con NCC.

Criterios de inclusion: Se incluyeron aquellas muestras que contaran con los criterios

de fenotipificacion completos.

6.2 Extraccion y purificacion de ADN gendmico de casos

De la sangre obtenida en tubos Vacutainer® con EDTA, se tomo una alicuota de 200
uL y se utilizé para la extraccién de ADN gendémico el kit DNeasy Blood & Tissue de
QUIAGEN™ con el procedimiento de lisado de acuerdo a las especificaciones del

fabricante, eluyendo el material genético en 200 pL.

6.3 Evaluaciéon del rendimiento de la extraccién

El ADN purificado y conservado a temperatura de refrigeracion (4 ° C) se cuantifico
tomando 2 pL por cada muestra con un espectrofotometro Epoch™ Biotek a 260 nm
de longitud de onda y el software Gen 5; se considerd una muestra con una buena
extraccion y pureza cuando el limite inferior del contenido sea > 1.8 de la relacién de

Densidad Optica a 260/280.

6.4 Evaluacion de la Integridad del ADN

Se corrieron cada una de las muestras del ADN en geles de agarosa a una
concentracion de 0.8 % con Gel red™ como agente intercalante junto con un buffer

de carga, en una solucion de TAE 1X pH 8.1 (agua destilada, Tris, acido glacial
aceético, Na2EDTA-2H20 2 mM) a un voltaje de 90 V durante 35 min.

6.5 Seleccién de polimorfismos y localizacién
Para seleccionar los polimorfismos en la region génica se tomaron como referencia
aquellos que al menos tienen un estudio de asociacion con alguna enfermedad de

origen inflamatorio en otras poblaciones distintas a la mestiza-mexicana y con
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frecuencias del alelo menor (MAF) de al menos 40% para descartar variantes raras
(https://Aww.ncbi.nim.nih.gov). También se consideré el valor del alelo menor dado

en el estudio de 1000 genomas para la poblacion mexicana residente en los Angeles
(MXL) cabe sefalar que los polimorfismos en estudio no cuentan con frecuencias
alélicas o estudios de asociacion para la poblacion mestiza mexicana. En la Figura 2
se muestra graficamente la posicién de los polimorfismos estudiados, uno de ellos

localizado en la region intergénica TRAF1/C5 y uno mas en el gen TRAF1.

Figura 2. Mapa que muestra la localizacién de los polimorfismos en estudio en la

region génica
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Cuadro 2. Caracteristicas y localizacion cromosémica de los polimorfismos en

estudio
ID Tipo de SNP y Variacién MAF
localizaciéon
rs17611 Chr.9:123769200 CIT T=0.4048/2027
Missense 1802V
rs25681 Chr.9:123780005 AlG
Sinénima Y544Y A=0.4058/2032
rs992670 Chr.9:123781770 AlG
Intron G=0.4093/2050
rs3761847 Chr.9:123690239 AlG G=0.4609/2308
TRAF1 variante de 5
prime UTR
rs10818488 Chr9: 9:123705087 AlG A=0.47
TRAF1 variante en
region reguladora
6.6 Iniciadores y sondas Taq man™ para la determinacién de los
genotipos

El ensayo para la genotipificacion fue mediante el uso de sondas TagMan™
predisefiadas con marcaje VIC y FAM, ademas de contar con un quencher en el
extremo 3", mas los dos iniciadores especificos diana. Los ensayos son ensayos de
genotipificacion predisefiados por

Assay ID: C__ 2359571 1 RS Number: rs25681,

Assay ID: C__ 2783640 _10 RS Number: rs3761847,

Assay ID: C___ 2783655_10 RS Number: rs10818488,

Assay ID: C__ 2783709 10 RS number: rs992670,

Assay ID: C__11720402_10 RS Number: rs17611.
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Figura 3. Secuencias contexto de los iniciadores y sondas marcadas para la identificacion de los p olimorfismos.
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TECTTACCAGTGTTGAMTSCCAACTRCCTTOMITTCACAGTORTTAGH



6.7 Reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real para la

determinacién de los genotipos

La reaccion se llevd a cabo con la siguiente mezcla de reaccion: 2X TagMan™
master mix 7uL, Solucién de trabajo 20X, 0.70 uL, 20 ng de ADN de muestras
problema y 4.3 uL agua libre de nucleasas hasta completar el volumen final de 15
buL. Se utiliz6 un termociclador Rotorgene Q (Quiagen) con las siguientes
condiciones de reaccion pre incubacién 60° C durante 30 seg, incubacion 95° C
durante 10 min, ciclado en 40 ciclos en dos etapas, una de desnaturalizacion a 95° C
15 seg y otra de hibridacién elongacién 60° C 1 min. La determinacion del genotipo
se hizo mediante el analisis de la curva de amplificacion segun la fluorescencia

emitida.

6.8 Ensayos de ELISA para la determinacion de concentracion de C5a en
suero

Se utilizaron el kit comercial Human C5a Platinum ELISA (Affymetrix-eBioscience),
siguiendo las instrucciones del fabricante. La microplaca del kit est4 previamente
sensibilizada con un anticuerpo especifico anti-C5a. Se realizd una curva estandar
de 7 diluciones dobles seriadas donde la concentracibn maxima fue de 5 ng/pL. Las
muestras de suero fueron pre diluidas (dilucién 1:25) y agregadas a cada pozo por
duplicado, incubandolas 120 min con agitacion (400rpm), seguido se agrego biotina
conjugada incubando 60 min, después se adiciond estreptavidina incubando
nuevamente 60 min, entre cada paso hubo seis lavados con buffer provisto por el
kit., cuando se agregé TMB a cada pozo el color fue monitoreado a una densidad
optica de 650 nm con un espectrofotometro Epoch 2 (Biotek™), la reaccion enzima-
sustrato fue detenida por la adicién de un solucion de paro y el cambio de color fue
cuantificado (a una longitud de onda de 450 + 2 nm. La concentracion de las
muestras fue determinada por la comparacién de la densidad éptica de la curva

estandar (curva de regresion logistica de 5 parametros).
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6.9 Anadlisis estadistico

Con los datos obtenidos del total de muestra (poblacion mestiza-mexicana de
pacientes con NCC) se calculé la frecuencia alélica y genotipica, el equilibrio de
Hardy-Weinberg por el test exacto. Para las variables de respuesta como
localizacion, nUmero de parasito, celularidad y la magnitud de la asociacion se
calculé la OR (razén de momios u odds ratio) y el intervalo de confianza (IC) 95%
utiizando un modelo de regresion logistica condicional con el software SPPSS
(BM™ statistics, version 23.0.0), en donde se considerd al sexo y la edad del
paciente como covariable. La interaccion de la covariable sexo puede ser mas fuerte
para estadio del parasito, celularidad y la edad para variables como estadio y

numero de parasitos.

El desequilibrio de ligamiento (LD) y los haplotipos se determinaron con el software
de Haploview 4.2 (Broad Institute), el OR y el IC para los haplotipos construidos, se
determindé con un modelo de regresion logistica condicional con el software SPSS.
La construccion de intervalos de confianza se realizd con 95% coeficiente de
confianza. Ademas se probaron modelos de herencia para determinar si las
variantes génicas y haplotipos pueden tener algun riesgo atribuible al patrén de
herencia, al ser dominantes, recesivos 0 codominantes bajo aproximaciones
bayesianas y utilizando el programa SNP AnalyzerTM 2.0 (Yoo, Lee, Kim, Rha, &
Kim, 2008).

7 .RESULTADOS
7.1 Caracteristicas clinicas

Se parti0 de una muestra de 258 sujetos, de los cuales no se incluyeron en el
estudio 18 debido a que no cumplieron con el estandar de calidad de ADN requerido
para la amplificacion (integridad, concentraciéon) o bien no se contd con la
informacion del expediente clinico. Los sujetos se clasificaron de acuerdo a los
siguientes criterios: estado del parasito (vesicular, granular, calcificado), numero de
parasitos (Unico o muditiple), localizacion (parenquimatosa cuando estan localizados
en paréngquima o Subaracnoideo, cerebral sulcus; extraparenquimatosa cuando
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estan en cisternas de la base o ventriculos, silviano, médula) y celularidad en el

liquido cefalorraquideo (LCR) (alta celularidad 215 células/mm?, baja celularidad<15

células/mm3, sin celularidad =0). En la Tabla 1 se muestran las caracteristicas

clinico-radioldgicas de las muestras en estudio.

Tabla 1. PERFIL CLINICO DE LOS PACIENTES INCLUIDOS EN EL ESTUDIO

Caracteristica Categoria N
. Hombres 110
Género _
Mujeres 106
Vesicular 88
Coloidal 20
Calcificado 56
Estadio del parasito Dafiados 76
(Coloid+Calcif)
Mixto 48
ND 4
Unico 63
Numero Multiple 145
ND 7
Parenquimatosos 88
L Extraparenquimatosos 69
Localizacion Mixto 48
ND 8
Celularidad en Altg =15 celpormm3 79
LCR Baja < 15 cel 83
ND 53

ND: no determinada
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7.2 Frecuencias genotipicas y alélicas en la poblacion de estudio para los
SNP’s en TRAFly C5.

La tabla 2 muestra los datos de las frecuencias alélicas y genotipicas de la poblaciéon
en estudio, destacando que estas frecuencias son las primeras reportadas en
relacion a la patologia de neurocisticercosis de la region TRAF1/C5 y con el analisis
de asociacion, cuando se comparan las frecuencias obtenidas en este estudio con
datos de poblaciones con otra ancestria obtenidos del proyecto de 100 genomas
humanos (Tabla 3), se destaca que para el rs17611 y rs25681 las frecuencia del
alelo menor no son concordantes con lo ya reportado para la poblacion mexicana
migrante de los angeles (MXL), la cual podria ser equiparable en ancestria. Mientras
que para los otros SNP las frecuencias son similares en proporcion a los datos

reportados.

Tabla 2. Frecuencias genotipicas y alélicas en la poblacién de pacientes mexicanos
con NC

Frecuencia Frecuencia

genotipican (%) alélica (%)
CcC CT TT C T
17611 59(25.21) 96(41.02) 79(33.76)  0.46 0.54
AA AG GG A G
25681 75(31.51) 118(49.57) 45(18.90)  0.56 0.44
AA AG GG A G
992670 89(37.51) 111(46.63) 38(15.96)  0.61 0.39
AA AG GG A G
10818488 27(11.63) 109(46.98) 96(41.37)  0.35 0.65
AA AG GG A G
3761847  105(44.49) 98(41.52) 33(13.98) 0.65 0.35
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Tabla 3. Comparativo de las frecuencias alélicas de la poblacién en estudio con

diagnoéstico de NC y las frecuencias reportadas por el proyecto 1000 genomas.

rs17611 rs25681 rs992670 rs10818488 rs3761847
Poblacién: T C A G A G A G A G
Mestiza-M-NC 54 46 56 44 61 39 35 65 65 35
TODAS 40 60 41 59 59 41 47 53 54 46
AFR 3 97 3 97 48 52 64 36 39 61
AMR 50 50 50 50 56 44 40 60 60 40
EAS 57 43 57 43 76 24 50 50 52 48
EUR 46 54 46 54 53 47 43 57 57 43
MXL 49 51 49 51 57 43 41 59 59 41
PEL 59 41 59 41 62 38 40 60 61 39

TODAS: general de acuerdo al proyecto de 100 genomas, AFR: poblaciQn africana,
AMR: americana, EAS: asiatica, EUR: europea, MXL: mexicanos de los Angeles,
PEL: poblacion peruana de Sudamérica.

7.3 Relevancia de los SNP’s en TRAF Y C5 estudiados en las caracteristicas

clinico-radiolégicas de pacientes con NCC.

La tabla 4 describe las frecuencias encontradas en el grupo de estudio al analizar la
variable localizacién del parasito, en donde se observa que el rs17611(P 0.0074) se
encuentra en desequilibrio Hardy-Weinberg (H-W), mientras que en los otros
polimorfismos las frecuencias genotipicas observadas son compatibles con el
equilibrio de HW (p>0.05). En la tabla 5 se realizd un andlisis de regresién logistica
condicional para determinar si las variantes de riesgo se asocian al riesgo de
padecer NCC parenquimatosa o extraprenquimatosa siendo esta Ultima el fenotipo
asociado a un mayor dafio patologico al paciente y mayor inflamacion, ademas este
analisis se hizo para descartar probables variables de confusién como la edad y
sexo de los pacientes y permitir hacer la asociacion de manera mas objetiva. Se
observa que ninguno de los polimorfismos esta asociado al riesgo en este fenotipo,
ademas ni el sexo ni la edad fueron significativas estadisticamente (p>0.05) al
analisis.
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Tabla 4. Frecuencias genotipicas y alélicas de pacientes con NC parenquimatosa y extraparenquimatosa y equilibrio de H-W

Frecuencia genotipica, n (%) alelo Frecuencia alélica, n
N HWE Menor MAF (%)

rs17611 c/c c/T T/T N/N p p [ T p
Parenquima 90 22(24.44)  40(44.44)  28(31.11) 3 0.9275 0.0074 C 0.464  84(46.7)  96(53.3)
Extraparen 122 34(27.87) 45(36.89)  43(35.25) 3 113(46.3) 131(57.7)  0.9625
rs25681 A/A A/G G/G A G
Parenquima 93 28(30.11)  46(49.46) 19(20.43) 1 0.5333 0.8259 G 0.435 102(54.8) 84(45.2)
Extraparen 123 39(31.71)  64(52.03)  20(16.26) 2 142(57.7) 104(42.3)  0.6719
rs992670 A/A A/G G/G A G
Parenquima 92 31(33.70) 44(47.83)  17(18.48) 1 0.3611 0.8399 G 0.399 106(57.6)  78(42.4)
Extraparen 124 47(37.90) 58(46.77) 19(15.32) 2 152(61.3)  96(38.7) 0.5853
rs10818488 A/A A/G G/G A G
Parenquima 90 14(15.56)  42(46.67)  34(37.78) 3 0.1856 0.6827 A 0.353  70(38.9)  110(61.1)
Extrapren 120 10(8.33) 58(48.33) 52(43.33) 5 78(32.5) 162(67.5) 0.3375
rs3761847 A/A A/G G/G A G
Parenquima 92 35(38.04) 39(42.39) 18(19.57) 1 0.0526 0.4126 G 0.356  109(59.2)  75(40.8)
Extraparen 122 57(46.72) 53(43.44)  12(9.84) 4 167(68.4)  77(31.6) 0.1630

P2: es la probabilidad de que la desviacion del equilibrio H-W (HWE) pueda explicarse por casualidad con un test exacto de H-

W. p°: es el valor de asociacion de alelos dado por el estadistico de Chi-cuadrada. MAF: frecuencia del alelo menor
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Tabla 5. Andlisis de polimorfismos de region TRAF1/C5 y su asociacion al riesgo

de NCC parenquimatosa 0 extra parenquimatosa

SNP Par N (%) ExPar N (%) OR( 95% ClI) P
C5 rs17611(C>T)

TT 28(31.11) 43(35.25) 1 (referencia)

CT 40(44.44) 45(36.89) 1.485(0.672-3.280) 328
CcC 22(24.44) 34(27.87) 1.032(0.506-2.103) 931

C5 1s25681 (A>G)

AA 28(30.11) 39(31.71) 1 (referencia)
AG 46(49.46) 64(52.03) 1.186(0.601-2.343) 623
GG 19(20.43) 20(16.26) 0.949(0.395-2.283) 907

C5 rs992670 (A>G)

AA 31(33.70) 47(37.90) 1 (referencia)
AG 44(47.83) 58(46.77) 1.097(0.561-2.145) 786
GG 17(18.48) 19(15.32) 0.987(0.413-2.358) 976

TRAF1 rs10818488 (G>A)

GG 34(37.78) 52(43.33) 1 (referencia)
AG 42(46.67) 58(48.33) 1.309(0.674-2.544) 427
AA 14(15.56) 10(8.33) 0.666(0.248-1.788) 420

TRAF1 153761847 (A>G)

AA 35(38.04) 57(46.72) 1 (referencia)
AG 39(42.39) 53(43.44) 1.062(0.542-2.079) 861
GG 18(19.57) 12(9.84) 0.552(0.220-1.384) 205

Analisis por modelo de regresion logistica condicional, ajustado por
edad y sexo. P-valor< 0.05 significativo
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La Tabla 6 muestra el analisis respecto al fenotipo nimero de parasitos (Unico vs
multiples), en donde se considera que el fenotipo mas inflamatorio es en donde
existen mudltiples parasitos, tres SNP’s se encuentran en desequilibrio de H-W
(rs17611 p=0.0076, rs992670 p=0.0496, rs3761847 p=0.0478), mientras que el resto
se encuentran en equilibrio. En el analisis de regresion logistica para el fenotipo de
nimero de parasitos (tabla 7) se observa que existe un polimorfismo (rs376841) con
tendencia a la asociacion, es de resaltar que la variable sexo no mostr6 diferencia
estadistica significativa (p>0.05), a diferencia de la edad que si fue estadisticamente

significativa en el andlisis (p<0.05).
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Tabla 6. Frecuencias genotipicas y alélicas de pacientes con NC y un solo parasito o mdltiples parasitos y equilibrio de H-W

Frecuencia genotipica, n (%) Alelo
N HWE menor AF Frecuencia alélica, n (%)
rs17611 c/C CIT TIT N/N pa () T
Unico 67 21(31.81) 22(33.33) 23(35.32) 0 ).0076 C 0.467 64(48.50) 68(51.49)
Mdltiple 149 35(23.48) 64(42.95)  50(33.55) 5 134(44.96) 164(55.03)
rs25681 AlA AIG G/G A G
Unico 67 23(34.32) 28(41.79)  16(23.88) 0 ).1677 G 0.438 74(55.22) 60(44.77)
Mdltiple 153 47(30.71) 83(54.24)  23(15.03) 2 177(57.84) 129(42.15)
rs992670 AlA AIG G/IG A G
Unico 66 26(39.39) 26(39.39)  14(21.21) 1 ).0496 G 0.413 78(59.09) 54(40.90)
Mdltiple 154 55(35.71) 77(50.0)  22(14.28) 4 187(60.71) 121(39.28)
rs10818488 AlA AIG G/IG A G
Unico 64 9(14.06) 27(42.18)  28(43.75) 3 ).4054 A 0.353 45(35.15) 83(64.84)
Mdltiple 150 15(10.0) 75(50.0)  60(40.0) 4 105(35.0) 195(65.0)
rs3761847 A/A AIG G/G A G
Unico 67 28(41.79) 25(37.31)  14(20.89) 0 ).0478 G 0.376 (60.44) (39.55)
Mdltiple 151 68(45.03) 67(44.37)  16(10.59) 3 3(67.21) (32.78)

pb

0.633

0.722

0.7865

0.997

0.3276

Pa: es la probabilidad de que la desviacion del equilibrio H-W pueda explicarse por casualidad con un test exacto de H-W. p°: es
el valor de asociacion de alelos dado por el estadistico de Chi-cuadrada. MAF: frecuencia del alelo menor
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Tabla 7. Analisis de polimorfismos de region TRAF1/C5 y su asociacion al riesgo

de NCC con parasito Unico o parasitosis mditiple

Unico N Mdltiple N
SNP (%) (%) OR( 95% CI) P
C5 rs17611(C>T)
T 23(35.32) 50(33.55) 1 (referencia)
CT 22(33.33) 64(42.95) 1.219(0.556-2.674) 0.621
CcC 21(31.81) 35(23.48) 0.842(0.374-1.896) 0.678
C5 rs25681 (A>G)
AA 23(34.32) 47(30.71) 1 (referencia)
AG 28(41.79) 83(54.24) 1.410(0.672-2.961) 0.364
GG 16(23.88) 23(15.03) 0.629(0.252-1.571) 0.321
C5 rs992670 (A>G)
AA 26(39.39) 55(35.71) 1 (referencia)
AG 26(39.39) 77(50.0) 1.438(0.688-3.008) 0.334
GG 14(21.21) 22(14.28) 0.962(0.386-2.400) 0.934
TRAF1 rs10818488 (G>A)
GG 28(43.75) 60(40.0) 1 (referencia)
AG 27(42.18) 75(50.0) 0.776(0.275-2.186) 0.631
AA 9(14.06) 15(10.0) 1.413(0.684-2.918) 0.35
TRAF1 rs3761847 (A>G)
AA 28(41.79) 68(45.03) 1(referencia)
AG 25(37.31) 67(44.37) 0.419(0.161-1.094) 0.076
GG 14(20.89) 16(10.59) 1.037(0.497-2.167) 0.922

Andlisis por modelo de regresion logistica condicional, ajustado por edad y sexo.
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En la Tabla 8 se muestran las frecuencias genotipicas, alélicas y equilibrio de H-W
con respecto a la celularidad presente en LCR, se observa que el rs17611 se
encuentran en desequilibrio de H-W (p 0.0067) mientras que el resto se encuentran
en equilibrio. Con respeto a las diferencias en genotipos observados y frecuencias
alélicas, no se encontraron datos estadisticamente significativos. En el andlisis de
regresion logistica condicional (tabla 9) el genotipo CT del rs17611 tiene una
tendencia a mostrar significancia estadistica hacia la proteccion, mientras en el
rs3761847 los alelos GG muestran una tendencia a la significancia estadistica para
la disminucion de la celularidad, traducido como un efecto protector, es de notar que
en el analisis de las covariables sexo y edad, la primera mostré significancia

estadistica en todos los polimorfismos(p<0.05), mientras que la segunda no.
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Tabla 8. Frecuencias genotipicas y alélicas de pacientes con NC alta celularidad y baja celularidad y equilibrio de Hardy-

Weinberg
N Frecuencia genotipica, n (%) Frecuencia alélica,
HWE Alelo Menor n (%)
rs17611 cic T T N/N pa C T ob
Baja cel 110 24(21.8) 49(44.5) 37(33.6) 3 0.0067 0.433 97(44.1) 123(55.9)
Alta cel 85 23(27.0) 27(31.7) 3/@4L1) 1 37(42.9) 49(57.1) ).8749
rs25681 A/A AlG G/IG A G
Baja cel 113 37(32.7) 60(53.1) 16(14.1) 0 0.6159 0.404 134(59.3) 92(40.7)
Alta cel 85 31(36.4) 40(47.06) 14(16.4) 1 102(60.0) 68(40.0) ).9199
rs992670 A/A AIG G/G A G
Baja cel 112 42(45.6) 52(56.5) 18(19.5) 1 0.956 0.367 136(60.7) 88(39.3)
Alta cel 85 37(29.8) 38(30.6) 108.0) 1 112(65.9) 58(34.1) ).4569
rs10818488 A/A AlIG G/IG A G
Baja cel 109  11(10.09) 54(49.54) 44(40.37) 4 0.5711 0.326  76(34.9) 142(65.1)
Alta cel 83 7(8.43) 35(42.17) 41(49.40) 3 49(29,5) 117(70.5) ).4537
rs3761847 A/A AlG G/IG A G
Baja cel 112 47(41.96) 50(44.64) 15(13.39) 1 0.6517 0.321 144(64.3) 80(35.7)
Alta cel 84 45(53.57) 32(38.10) 7(8.33) 2 122(72.6) 46(27.4) ).2163

P2: es la probabilidad de que la desviacion del equilibrio H-W pueda explicarse por casualidad con un test exacto de H-W.
de asociacion de alelos dado por el estadistico de Chi-cuadrada. MAF: frecuencia del alelo menor.
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Tabla 9. Andlisis de polimorfismos de regién TRAF1/C5 y su asociacion a la baja o alta celularidad en LCR en pacientes con NCC

SNP Baja cel N (%) Alta cel N (%) OR( 95% CI) P

C5 rs 17611(C>T)

TT 37(33.6) 35(41.1) 1 (referencia)

CT 49(44.5) 27(31.7) 0.509(0.247-1.049) 0.067
CcC 24(21.8) 23(27.0) 0.894(0.411-1.945) 0.777
C5 rs25681 (A>G)

AA 37(32.7) 31(36.4) 1 (referencia)

AG 60(53.1) 40(47.06) 0.595(0.302-1.171) 0.133
GG 16(14.1) 14(16.4)) 0.733(0.299-1.801) 0.499
C5 rs992670 (A>G)

AA 42(45.6) 37(29.8) 1 (referencia)

AG 52(56.5) 38(30.6) 0.743(0.384-1.439) 0.379
GG 18(19.5) 10(8.0) 0.650(0.262-1.611) 0.352
TRAF1 rs10818488 (G>A)

GG 44(40.37) 41(49.40) 1 (referencia)

AG 54(49.54) 35(42.17) 0.626(0.324-1.211) 0.163
AA 11(10.09) 7(8.43) 0.548(0.188-1.601) 0.272
TRAF1 rs3761847 (A>G)

AA 47(41.96) 45(53.57) 1 (referencia)

AG 50(44.64) 32(38.10) 0.576(0.297-1.120) 0.104
GG 15(13.39) 7(8.33) 0.381(0.135-1.076) 0.069

Andlisis por modelo de regresién logistica condicional, ajustado por edad y sexo.
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La tabla 10 muestra las frecuencias genotipicas, alélicas y equilibrio de H-W para la
degradacion del parasito, en donde los pacientes més inflamatorios son aquellos que
tienen parasitos no deteriorados; en este andlisis los polimorfismos estan en
equilibrio de H-W y en las frecuencias alélicas no existe diferencia estadistica
significativa(P>0.05). En la tabla 11 cuando se analizan por el modelo de regresion
logistica condicional tampoco existio diferencia estadistica significativa en la
asociacion al riesgo con las variantes en estudio, ademas las covariables sexo o

edad no tuvieron significancia estadistica (p>0.05).

En la tabla 12 se muestra el equilibrio de H-W para la variable epilepsia en donde se
observa desequilibrio de H-W en el rs17611 (p=0.0127), mientras que en la
frecuencias alélicas hay una diferencia estadistica significativa en el rs3761847
(p=0.0222). Con respecto a las frecuencias para los otros polimorfismos no existio
diferencia estadistica significativa (P>0.05). En el analisis de regresién logistica
(tabla 13) para esta variable no hubo diferencias estadisticas significativas en ningun

polimorfismo para la asociacion al fenotipo.
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Hardy-Weinberg

Tabla 10. Frecuencias genotipicas y alélicas de pacientes con NC con parasitos deteriorados y no deteriorados y equilibrio de

; o 0 Alelo Frecuenciaalélica, n
Frecuencia genotipica, n (%) HWE menor MAE (%)

rsl7611 C/C CIT TIT N/N P C T p
No deterio 93 23(24.7) 41(44.0) 29(31.1) 0 0.1206 T 0.438 87(46.8) 99(53.2)
Deterior 79 16(20.5) 32(40.5) 31(39.2) 5 64(40.5) 94(59.5) 0.275
rs25681 AA AG GIG A G
No deterio 95 28(29.4) 52(54.7) 15(15.7) 0 0378 A 0.417 108(56.8) 82(43.2)
Deterior 81 29(35.8) 40(49.3) 12(14.8) 2 98(60.5) 64(39.5) 0.516
rs992670 A/A AG GIG A G
No deterio 94 35(37.2) 46(48.9) 13(13.8) 1 0.6498 G 0.379 116(61.7) 72(38.3)
Deterior 82 31(37.8) 40(48.7) 11(13.41) 4 102(62.2) 62(37.8)  1.00
rs10818488 A/A AG GIG A G
No deterio 92 9(9.7) 47(51.0) 36(39.1) 3 0277 A 0.341 65(35.5) 119(64.7)
Deterior 79 7(8.8) 37(46.8) 35(44.3) 4 51(32.3) 107(67.7) 0.568
rs3761847 AA AG GIG A G
No deterio 95 42(44.2) 41(43.16) 12(12.6) 0 0.6498 G 0.336 125(65.8) 65(34.2)
Deterior 8037(46.25) 34(42.5) 9(11.2) 3 108(67.5) 52(32.5) 0.820

P2: es la probabilidad de que la desviacion del equilibrio H-W pueda explicarse por casualidad con un test exacto
de H-W. pP: es el valor de asociacién de alelos dado por el estadistico de Chi-cuadrada. MAF: frecuencia del alelo
menor.
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Tabla 11. Analisis de polimorfismos de region TRAF1/C5 y su asociacion a la degradacion del parasito en pacientes con NCC

SNP Deteriorado N (%) No Deteriorado N (%) OR( 95% CI) P

C5 rs 17611(C>T)

TT 31(39.24) 29(31.18) 1 (referencia)

CcT 32(40.51) 41(44.09) 1.446 (0.644-3.247) 0.372
CC 16(20.25) 23(24.73) 2.444(0.942-6.342) 0.660
C5 rs25681 (A>G)

AA 29(35.80) 28(29.47) 1(referencia)

AG 40(49.38) 52(54.74) 1.377(0.694-2.962) 0.425
GG 12(14.81) 15(15.79) 2.09(0.787-6.287) 0.182
C5 rs992670 (A>G)

AA 31(37.80) 35(37.23) 1 (referencia)

AG 40(48.78) 46(48.94) 1.158(0.545-2.458) 0.703
GG 11(13.41) 13(13.83) 1.729(0.574-5.207) 0.331
TRAF1 rs10818488

(G>A)

GG 35(44.30) 36(39.13) 1(referencia)

AG 37(46.84) 47(51.09) 1.373(0.643-2.931) 0.413
A 7(8.86) 9(9.78) 1.542(0.432-5.502) 0.504
TRAF1 rs3761847

(A>G)

AA 37(46.25) 42(44.21) 1(referencia)

AG 34(42.50) 41(43.16) 1.018(0.478-2.172) 0.962
GG 9(11.25) 12(12.63) 1.549(0.488-4.916) 0.458

Analisis por modelo de regresion logistica condicional, ajustado por edad y sexo
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Tabla 12. Frecuencias genotipicas y alélicas de pacientes con epilepsia y equilibrio de Hardy-Weinberg

Frecuencia genotipica, n (%) Alelo .

N HWE menor MAF Frecuencia alélica, n (%)
rs17611 c/c c/T T/T N/N p C T p
sinepilepsia 99 28(28.28) 35(35.35) 36(36.36) 2 0.0127 C 0.352 91(45.95) 107(54.04) 0.9511
epilepsia 82 19(23.19) 37(45.12) 26(31.70) 2 75(45.73) 89(54.26)
rs25681 A/A A/G G/G A G
sinepilepsia 100 35(35) 51(51) 14(14) 1 0.628 G 0.418 121(60.50) 79(39.50)  0.319
epilepsia 84 25(29.76) 43(51.19) 16(19.04) 1 93(55.35) 75(44.64)
rs992670 A/A A/G G/G A G
sinepilepsia 101 43(42.57) 44(43.56) 14(13.86) 1 1 G 0.383 130(64.35) 72(35.64)  0.1601
epilepsia 83 27(32.53) 42(50.60) 14(16.86) 1 96(57.83) 70(42.16)
rs10818488 A/A A/G G/G A G
sinepilepsia 97 9(9.27) 43(44.32) 45(46.39) 4 0.611 A 0.352 61(31.44) 133(68.55) 0.1059
epilepsia 82  11(13.41) 43(52.43) 28(34.14) 3 65(39.63) 99(60.36)
rs3761847 A/A A/G G/G A G
sinepilepsia 98 51(52.04) 36(36.73) 11(11.22) 3 0.4206 G 0.349 138(70.40) 58(29.59) 0.022
Epilepsia 84  29(34.52) 41(48.80) 14(16.66) 5 99(58.92) 69(41.07)

P2: es |a probabilidad de que la desviacién del equilibrio H-W pueda explicarse por casualidad con un test exacto de H-W. pb: es el valor de
asociacién dealelos dado por el estadistico de Chi-cuadrada. MAF: frecuencia del alelo menor.
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Tabla 13.Analisis de polimorfismos de region TRAF1/C5 y su asociacion a la presentacion de epilepsia en pacientes con NC

SNP SinepilepsiaN (%) Epilepsia N (%) OR(95% CI) P
C5rs17611(T>C) DUDA

T 36(36.36) 26(31.70) 1(referencia)

cT 35(35.35) 37(45.12) 1.322(0.590-2.959) 0.498
CcC 28(28.28) 19(23.17) 0.274(0.022-3.493) 0.319
C5 rs25681 (A>G)

AA 35(38.04) 25(27.17) 1(referencia)

AG 43(46.73) 51(55.43) 1.306(0.521-3.272) 0.569
GG 14(15.21) 16(17.39) 1.074(0.452-2.550) 0.871
C5 rs992670 (A>G)

AA 43(42.57) 27(32.53) 1(referencia)

AG 44(43.56) 42(50.60) 1.314(0.528-3.268) 0.557
GG 14(13.86) 14(16.86) 0.910(0.374-2.218) 0.836
TRAF1rs10818488 (G>A)

GG 45(46.39) 28(34.14) 1(referencia)

AG 43(44.32) 43(52.43) 0.531(0.184-1.535) 0.243
AA 9(9.27) 11(13.41) 0.629(0.323-1.227) 0.174
TRAF1rs3761847 (A>G)

AA 51(52.04) 29(34.52) 1(referencia)

AG 36(36.73) 41(48.80) 2.258(0.849-6.00) 0.103
GG 11(11.22) 14(16.66) 1.186(0.456-3.08) 0.727

Analisis por modelo de regresion logistica condicional, ajustado por edad y sexo
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7.4 Andlisis de haplotipos de SNP en C5y TRAF1

Con el software Haploview se realizé el analisis de desequilibrio de ligamiento (LD)
de los tres polimorfismos en C5 y los dos de TRAF1 de acuerdo a cada una de las
variables de respuesta estudiadas: localizacion, numero de parasitos, celularidad,
estadio y epilepsia. También se utilizb el software SNPanalizer que permitio a traves
de una aproximacién bayesiana generar modelos de herencia para haplotipos
infiriendo que cada individuo tiene dos haplotipos para la regién determinada, el
materno y paterno. Se encontré la formacién de dos bloques, uno entre los
polimorfismos de C5 y otro entre TRAF1 con un alto valor de desequilibrio de

ligamiento (LD), entre ellos no hubo un valor de LD significativo.

En el andlisis de Haplotipos para la variable localizacion (Grafica 1, A), se observa la
formacion de dos bloques con valores significativos de LD (r>0.8), se destaca que
en el bloque 2(C5) el valor del LD es muy alto (r?=94), en comparacion con el bloque
1(TRAF1) (r’=86), advirtiéndose que este grupo de polimorfismos son heredados en
conjunto. En el grafico 1 (B) se observa la frecuencia de los haplotipos por bloque,
siendo el haplotipo mas frecuente TAA(0.505) para C5 y AG(0.608) para TRAF1 los
cuales se toman como haplotipo de referencia por tener la frecuencia mas alta,
cuando se analizo la significancia de los haplotipos con la prueba de Chi-cuadrada,
la combinacién CAA del bloque 2(C5) es estadisticamente significativo (P 0.04) en
comparacion con las otras combinaciones, indicando que este haplotipo puede tener
asociacion al fenotipo de localizacién del parasito. Esto es coincidente cuando se
compara con el analisis de los haplotipos bajo el modelo de herencia aditivo y
dominante en C5 (figura 5) en donde el haplotipo CAA muestra asociacion
significativa. Para TRAF1 (figura 7 y 8) no hubo algun haplotipo que demostrara
asociacion en los andlisis de haplotipos bajo algin modelo de herencia aunque el
haplotipo AG mostrd una tendencia de asociacion en el modelo dominante (p=0.06).
Sin embargo se realiz6 un estudio que tomara como covariables al sexo y la edad de
los pacientes, a través de un andlisis de regresion logistica condicional que se
muestra en la tabla 14; en donde se observa que de acuerdo a los haplotipos
formados por los SNPs en C5, el haplotipo CGA tiene un significancia estadistica (P-

0.04) lo que lo permite asociar al riesgo de localizacion extraparenquimatosa, otro
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haplotipo con una tendencia a la significancia fue CAA (p=0.054). En esta misma
tabla se observa que los haplotipos en TRAF1 no tienen significancia estadistica por
tanto no es atribuible algun tipo de asociacion para el fenotipo en este estudio y es
concordante con los otros analisis realizados.

Grafica 1. Grafico de Haplotipos y desequilibrio de ligamiento de polimorfismos en

region TRAF1/C5 en pacientes con NC con parenquimatosa y extraparenquimatosa

A) B)
// g Elock 1 Block 2
5 £ § § £ AG .608 TAA .505
Block1 14 kby  |Block 2 (12 kb GA .326 CGG .376
1 2 5 AA D35 CGA .039
GG .031- \\CAA .040
"TGA 014
= CAG .013
at
C)
Chi cuadrada P
Block 1

AG 3.517 0.0607

GA 2.487 0.1148

AA 0.004 0.9515

GG 1.170 0.2794

Block 2

TAA 0.011 0.918

CGG 0.85 0.3565

CAA 4,184 0.0408

CGA 0.28 0.5966

TGA 0.178 0.6735

CAG 0.355 0.5515

A) Los rombos del blogue representan el desequilibrio de ligamiento entre SNP, los valores
de r2 se informan dentro de los recuadros; el diamante mas oscuro corresponde a un fuerte
nivel de desequilibrio y rosa débil bajo nivel. B) muestra los haplotipos formados, su
frecuencia y la comparacion interbloques, C) nivel de significancia estadistica de los
haplotipos formados por el software Haploview con la prueba de chi-cuadrada por bloque
(P<0.05 significativo).
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Figura 5. Andlisis por modelo de herencia aditivo y dominante de los haplotipos de C5 en la variable localizacion del parasito
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Figura 6. Andlisis por modelo de herencia recesivo de los haplotipos de C5 en la variable localizacién del parasito
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Figura 7. Andlisis por modelo de herencia aditivo y dominante de los haplotipos de TRAF1 en la variable localizacion del parasito
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Figura 8. Andlisis por modelo de herencia aditivo y dominante de los haplotipos de TRAFL1 en la variable localizacion del par&sito
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Tabla 14. Andlisis de regresion logistica para la determinacion del riesgo e intervalo
de confianza de los haplotipos formados por los SNPs de la region TRAF/C5 de
acuerdo a la localizacion en pacientes con NC

Haplotipos Par N (%) Extrapar N (%) R(95% IC) P
C5 (rs17611-rs25685-rs992670)

TAA 430(50.3) 297(50.8) 1(Referencia)

CGG 306(35.7) 234(40.1) 1.163(0.876-1.543) 0.296
CAA 49(5.7) 10(1.8) 1.541(0.993-2.392) 0.054
CGA 38(4.4) 20(3.4) 1.530(1.005-2.329) 0.047
TGA 14(1.7) 71.2) 0.936(.586-1.496) 0.782
CAG 9(1) 10(1.7) 1.280(0.824-1.988) 0.273

TRAF1(rs3761847-rs10818488)

AG 275(64.7) 161(55.8) 1(referencia)

GA 125(29.5) 106(36.7) 1.209(0.818-1.786) 0.830
AA 15(3.5) 10(3.4) 1.272(0.818-1.786)  0.341
GG 8(2.3) 12(4.1) 1.095(0.643-1.867) 0.684

Analisis de regresion logistica condicional. P<0.05 significativo

El andlisis de haplotipos para la variable de nimero de parasitos (Grafica 2 A y B)
mostré la formacién de 2 bloques con un valor de desequilibrio de ligamiento (LD)
significativo, bloque 1 (r°=86) y bloque dos (r2=94), el haplotipos mas frecuente en el
blogue 1(TRAF1) fue AG(0.613) y en el bloque 2 TAA(0.514), cuando se analiz6 la
significancia de la asociaciéon de cada haplotipo con la prueba de Chi-cuadrada
(figura 2 C), se observd que la combinacién AA en el bloque 1 (TRAF1) tiene una
tendencia a la significancia estadistica (p=0.066) y de los haplotipos formados en C5
ninguno se encontr6 asociado( p>0.05). Pero cuando se analizaron los haplotipos de
acuerdo al modelo de herencia (figura 9, 10, 11 y 12) no se evidencia asociacion

alguna tanto de los haplotipos en C5 como en TRAF1 (p>0.05).
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Grafica 2. Grafico de Haplotipos y desequilibrio de ligamiento de polimorfismos en

region TRAF1/C5 en pacientes con NC con un solo parasito o muiltiples parasitos

A) B)
I p o I - I =] T W ST LN
""x. ,..-""’ - // ) _ _
. B “ - AG .613 TAA .514
E & & B B GA .325 (66 .572
= = = = = AA 032 CAA .037
Elloik‘l (141(;} BID;kQﬁZkf} GG ,|:|3|:| I'-.III EGA ,|:|33
"TGA 014
CAG .013
) i ? D
C)
Chi cuadrada P
Block 1
AG 0.426 0.514
GA 1.496 0.221
GG 0.153 0.696
AA 3.364 0.066
Block 2
TAA 0.002 0.967
CGG 0.993 0.319
CGA 0.01 0.920
CAA 0.238 0.625
TGA 2.574 0.108
CAG 0.292 0.588

A) Los rombos del bloque representan el desequilibrio de ligamiento entre SNP, los
valores de r2 se informan dentro de los recuadros; el diamante mas oscuro
corresponde a un fuerte nivel de desequilibrio y rosa débil bajo nivel. B) muestra los
haplotipos formados, su frecuencia y la comparacion interbloques, C) nivel de
significancia estadistica de los haplotipos formados por el software Haploview con
testado con la prueba de Chi cuadrado por bloque (P<0.05 significativo).
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Figura 9. Andlisis por modelo de herencia dominante y aditivo de los haplotipos de C5 con la variable nUmero de parasitos
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Figura 10. Analisis por modelo de herencia recesivo de los haplotipos de C5 con la variable nimero de parasitos.
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Figura 11. Analisis por modelo de herencia aditivo y dominante de los haplotipos de TRAF1 con la variable nimero de parasitos
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Figura 12. Andlisis por modelo de herencia recesivo de los haplotipos de TRAF1 con la variable nUmero de parasitos
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En el analisis de regresion logistica de los haplotipos (tabla 15), existe tendencia a la
significancia estadistica del haplotipo CGA en C5 (p=0.054, OR= 1.654, IC 0.990-
2.763) y de igual forma el haplotipo CAG, En las haplotipos de TRAF1 no se

encontrd significancia estadistica (p >0.05).

Tabla 15. Andlisis de regresion logistica para la determinacidn del riesgo e intervalo
de confianza de los haplotipos formados por los SNPs de la region TRAF/C5 de

acuerdo al nimero de parasitos en pacientes con NCC.

Mditiple N ) OR(95%
Haplotipos (%) Unico N (%) IC) P
C5 (rs17611-rs25685-rs992670)
TAA 534(51.4) 222(51.1) Referencia)
CGG 370(35.6) 176(40.5) 842(0.625-1.135) 0.259
CGA 39(3.8) 17(4.0) 654(0.990-2.763) 0.054
TGA 20(2) 1(0.2) 443(0.823-2.532) 0.201
CAG 16(1.5) 3(0.8) 654(0.990-2.763) 0.054
CAA 41(4) 13(3) 247(0.776-2.004) 0.363
TRAF1(rs3761847-rs10818488)
AG 297(57.5) 125(58.9) 1(referencia)
GA 138(26.8) 78(36.5) 0.771(0.509-1.167) 0.219
AA 47(9.1) 2(0.9) 1.105(0.605-1.878) 0.074
GG 34(6.6) 8(3.7) 1.105(0.650-1.878) 0.713

Regresion logistica condicional; p value (<0.05) significativo

Para la variable celularidad en LCR, la grafica 3 A y B muestra la formacién de dos
blogues con un valor de desequilibrio de ligamiento (LD) r2 >.8 siendo el bloque
2(C5) el de mayor valor (r2=94), el haplotipo de mayor frecuencia en este bloque es
TAA(0.545) mientras que en lo bloquel el de mayor fue frecuencia fue el haplotipo
AG(0.641) el andlisis para determinar la significancia de la asociacion de estos
haplotipos por el estadistico de Chi-cuadrada (Grafica 3, C) mostro a TGA en el
bloque 2 con diferencia estadistica significativa (p=0.008) lo cual puede ser asociado
al riesgo de padecer mayor celularidad en LCR en pacientes con NCC con este
analisis, pero esta tendencia no se observd cuando se realiz6 el analisis de

haplotipos por modelos de herencia (figuras 13,14,15, y 16) en donde se observa
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gue bajo el modelo de herencia aditivo los haplotipos CAA y TGA en C5 tienen
significancia estadistica (p <0.05) y en el modelo dominante CAA también muestra
significancia estadistica en el analisis de la variable, por tanto esto confirma la
asociacion de este loci con la variable celularidad bajo estos tipos de herencia. Para
TRAF1 en el modelo recesivo y aditivo (figura 15 y 16) el haplotipo AG mostrd
significancia estadistica mientras que el haplotipo GA mostro significancia en el

modelo dominante y aditivo.

En el andlisis de regresion logistica de haplotipos para la variable celularidad (Tabla
19), se encontr6 que en C5 existe un haplotipo con una tendencia a la asociacion
(CGG, p=0.064), mientras que en los haplotipos formados en TRAF1, dos (GA p=
0.002, GG p=0.022)) tiene una clara asociacion al fenotipo de celularidad alta. Este
analisis es concordante en el haplotipo GA con el analisis bajo modelos de herencia
de haplotipos.
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Grafica 3. Gréafico de Haplotipos y desequilibrio de ligamiento de polimorfismos en

region TRAF1/C5 en pacientes con NC con alta y baja celularidad.
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A) Los rombos del bloque representan el desequilibrio de ligamiento entre SNP, los
valores de r2 se informan dentro de los recuadros; el diamante mas oscuro
corresponde a un fuerte nivel de desequilibrio y rosa débil bajo nivel. B) muestra los
haplotipos formados, su frecuencia y la comparacion interbloques, C) nivel de
significancia estadistica de los haplotipos formados por el software Haploview con la
prueba de Chi cuadrado por bloque (P<0.05 significativo).
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|Figura 13. Andlisis por modelo de herencia aditivo y dominante de los haplotipos de C5 con la variable celularidad.
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Figura 14. Andlisis por modelo de herencia recesivo de los haplotipos de C5 con la variable celularidad.
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Figura 15. Andlisis por modelo de herencia recesivo y dominante de los haplotipos de TRAF1 con la variable celularidad.
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Figura 16. Andlisis por modelo de herencia aditivo de los haplotipos de TRAF1 con la variable celularidad.
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Tabla 16. Andlisis de regresion del riesgo e intervalo de confianza de los haplotipos
formados por los SNPs de la region TRAF/C5 de acuerdo a la celularidad en

pacientes con NCC

Alta cel N Bajacel N
Haplotipos (%) (%) OR(95% IC) P

C5 (rs17611-rs25685-rs992670)

TAA 202(68.1) 278(60.9) 1(Referencia)

CGG 189(31.5) 328(36.5) 0.762(0.572-1.016) 0.064
CAA 38(6.4) 25(2.8) 0.914(0.598-1.396) 0.677
CGA 28(4.6) 28(3.2) 1.045(0.697-1.566) 0.832
TGA 20(3.4) 1(0.1) 0.907(0.563-1.461) 0.688
CAG 1(1.2) 16(1.8) 0.859(0.554-1.331) 0.495

TRAF1(rs3761847-rs10818488)

AG 202(68.1) 278(60.9) 1(referencia)

GA 78(26.2) 148(32.4) 0.525(0.347-0.796) 0.002
AA 13(4.3) 15(3.3) 0.835(.0527-1.332 0.442
GG 4(1.4) 16(3.4) 0.556(0.339-0.912) 0.020

Regresion logistica condicional; p value (<0.05) significativo

La grafica 4, A y B muestran la formacion de haplotipos de acuerdo a la variable
deterioro del parasito, en donde se forman 2 bloques con LD alto. El bloque 2(C5)
con un alto LD (0.95), en donde TAA (0.536) es el haplotipo mas frecuente dentro de
la muestra poblacional. En el analisis de asociacion con el estadistico de chi-
cuadrada (grafica 4 C) no se encontré diferencia estadistica significativa de ninguno
de los haplotipos para la variable. En el analisis de haplotipos por modelos de
herencia (figura 17, 18, 19 y 20) no se encontré bajo ningun modelo que C5 o
TRAF1 tuvieran significancia estadistica. Esto Ultimo no es concordante al
compararlo con el andlisis de regresion logistica en donde (tabla 17) se encontraron
dos haplotipos en C5 (CGG y CGA; p= 0.001 y 0.01, respectivamente) altamente
significativos, con base en la OR y el IC 95% estos pueden ser asociados hacia una
proteccion posiblemente conferida por esta presentacion genética. Por otro lado los

haplotipos de TRAF1 analizados no tuvieron diferencia estadistica (p>0.05).
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Grafica 4. Gréafico de Haplotipos y desequilibrio de ligamiento de polimorfismos en

region TRAF1/C5 en pacientes con NCC con parasitos deteriorados o no

deteriorados
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A) Los rombos del blogue representan el desequilibrio de ligamiento entre SNP, los
valores de r2 se informan dentro de los recuadros; el diamante mas oscuro
corresponde a un fuerte nivel de desequilibrio y rosa débil bajo nivel. B) muestra los
haplotipos formados, su frecuencia y la comparacion interbloques, C) nivel de
significancia estadistica de los haplotipos formados por el software Haploview con

la prueba

de

Chi-cuadrado

por bloque (p<0.05 significativo).
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Figura 17. Analisis por modelo de herencia aditivo y dominante de los haplotipos de C5 con la variable deterioro del

parasito.
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Figura 18. Analisis por modelo de herencia recesivo de los haplotipos de C5 con la variable deterioro del parasito.
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Figura 19. Analisis por modelo de herencia aditivo y recesivo de los haplotipos de TRAF1 con la variable deterioro del parasito.
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Figura 20. Andlisis por modelo de herencia dominante de los haplotipos de TRAF1 con la variable deterioro del parasito.

2
Dominante
1.6
1.2
0.8
0.4
D —— T T T 1
Al GA Jiviy a1e
OR 1.0 1.3 0.8 0.4
cl 0.38-2.45 0.68-2.29 0.26-2.71 0.07-2.31
' 0.0 0.5 0.1 0.4

HAPLOTIPOS DE TRAF1

La barra horizontal muestra el nivel de significancia.- Logio (P), es significativo

72



Tabla 17. Andlisis de regresion del riesgo e intervalo de confianza de los haplotipos
formados por los SNPs de la region TRAF1/C5 de acuerdo al deterioro del parasito

en pacientes con NCC.

Deteriorado N

Haplotipos No deterior N (%) (%) OR(95% IC) P
C5 (rs17611-rs25685-rs992670)
TAA 368(56.1) 243(51.5) 1(Referencia)

CGG 233(35.5) 175(37.1) 0.550(0.391-0.775) 0.001
CAA 21(3.2) 17(3.7) 0.656(0.402-1.070) 0.091
CAG 13(2.0) 8(1.7) 0.661(0.402-1.070) 0.106
CGA 12(1.8) 25(5.2) 0.537(0.334-0.861) 0.010
TGA 9(1.4) 4(0.8) 1.091(0.644-1.849) 0.745
TRAF1(rs3761847-rs10818488)

AG 205(63) 144(62) 1(referencia)

GA 96(29.7) 77(32.9) 1.230(0.772-1.958) 0.384
AA 13(3.9) 9(3.8) 1.185(0.701-2.003) 0.527
GG 11(3.4) 3(1.3) 0.864(0.501-1.491) 0.600

Regresion logistica condicional; p <0.05 significativo

La grafica 5, A y B muestra la formacion de haplotipos de acuerdo a la variable
epilepsia, en donde se forman 2 bloques con LD alto. El bloque 2(C5) con un alto LD
(0.95), en donde TAA (0.529) es el haplotipo mas frecuente dentro de la muestra
poblacional, en el bloque 1 el LD fue de 0.85 y el haplotipo méas frecuente es AG
(0.609). En el andlisis de asociaciéon con el estadistico de chi-cuadrada (grafica 5 C)
se encontré diferencia estadistica significativa en C5 del haplotipo CAA (p=0.0127) y
en el haplotipo AG (p= 0.0127) de TRAFL1. Esto resulté concordante con el andlisis
de acuerdo al modelo de herencia de haplotipos en donde, para C5 el haplotipo
significativo fue CAA bajo el modelo aditivo y dominante, mientras que en TRAF1 AG
fue significativo bajo el modelo aditivo y dominante. Cuando se observa la tabla 18 el
analisis mostr6 que para C5 no hay significancia estadistica, mientras que para
TRAF1 el haplotipo AA y GG si mostraron significancia estadistica en asociacion con

la variable epilepsia.
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Grafica 5. Haplotipos y desequilibrio de ligamiento de polimorfismos en region
TRAF1/C5 en pacientes con NCC sin epilepsia y con epilepsia.
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oscuro corresponde a un fuerte nivel de desequilibrio y rosa débil bajo nivel. B)
muestra los haplotipos formados, su frecuencia y la comparacion interbloques,
C) nivel de significancia estadistica de los haplotipos formados por el software
Haploview con la prueba de Chi cuadrado por bloque (P<0.05 significativo.
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Figura 21. Analisis por modelo de herencia aditivo y dominante de los haplotipos de C5 con la variable epilepsia.
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Figura 22. Analisis por modelo de herencia recesivo de
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Figura 23. Analisis por modelo de herencia dominante de los haplotipos de TRAF1 con la variable epilepsia.
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Figura 24. Andlisis por modelo de herencia recesivo de los haplotipos de TRAF1 con la variable epilepsia.
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Tabla 18. Analisis de regresion del riesgo e intervalo de confianza de los haplotipos

formados por los SNPs de la regiéon TRAF1/C5 en pacientes con NCC con epilepsia y

sin epilepsia.
Epilepsia No epilepsia

Haplotipos N (%) N (%) OR( 95% CI) P
C5 (rs17611-rs25685-rs992670)

TAA 54(52.8) 45(52.9) 1

CGG 42(40.8) 28(33.3) 2.195(0.190-25.298) 0.529
CGA 4(3.1) 4(5.0) 4.970(0.363-67.998) 0.230
CAA 2(1.3) 5(6.4) 0.973(0.074-12.878) 0.983
TRAF1(rs3761847-rs10818488)

AG 56(55.2) 56(65.7) 1

GA 37(36.6) 23(27.6) 1.189(0.652-2.168) 0.573
AA 4(3.8) 4(4.3) 5.372(2.204-13.097)  0.001
GG 5(4.5) 2(2.3) 1.687(1.042-2.729) 0.033

Regresion logistica condicional; p value (<0.05) significativo
8 DISCUSION

La neurocisticercosis es la enfermedad causada por el establecimiento de larvas de T.
solium en el sistema nervioso central. Dentro de las caracteristicas de esta
enfermedad es que no todos los pacientes expuestos se infectan, esto sefiala la
participacidon de factores ambientales, inmunolégicos y genéticos (Sciutto et al., 2013).
Cuando un paciente adulto tiene una presentacion grave existe una respuesta
neuroinflamatoria muy intensa, que depende de varios factores como el nUmero de
parasitos, su localizacion, el estado degenerativo del parasito y posiblemente de la
presencia o no de epilepsia. La intensidad y la extensiéon de la inflamacién que
provoca la presencia del parasito en el tejido nervioso es un punto crucial en la
heterogeneidad en esta enfermedad, (Fleury et al, 2004) ademas de factores
genéticos del huésped, que agrega una variante de gran interés en el estudio de esta
enfermedad. El componente genético en NCC ya ha sido estudiado por algunos
grupos. Entre los estudios figuran aquellos que se han enfocado en evaluar el papel
del MHC en la presencia de sintomatologia por la infeccion (Del Brutto et al., 1991),

otros en polimorfismos de TLR-4, MMP-9 y su asociacion a la inflamacién perilesional
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en el desarrollo de convulsiones (Lachuriya et al.,, 2016), polimorfismos en ICAM-1
con el desarrollo de NCC sintomatica (A. Singh et al., 2014) y algunos otros estudios
epidemioldgicos, que sefialan que en regiones de la poblacion mestiza-mexicana el
fondo genético es un factor que influye en la resistencia a la infeccion (Fleury et al.,
2006).

En este estudio evaluamos la asociacion de cinco polimorfismos en la region
TRAF1/C5 con variables de mayor inflamacién en pacientes con NCC, bajo la premisa
que la region génica del gen C5 en un estudio de Ramirez-Aquino et al., (2011) se
encontrd ligada a la restriccion a la infeccion por T. crassiceps en un modelo murino
de cisticercosis (Ramirez-Aquino et al., 2011), sefialandolo como un gen candidato o
region candidata. Para ampliar la exploracion se seleccioné la region contigua a C5,
TRAF1 que se ha sefialado como participe en fendmenos inflamatorios. Algunos
estudios la sefialan como una region denominandola TRAF1/C5 por la cercania y por
la probable influencia regulatoria que tiene la region intergénica en la regulacion de
C5 (Messemaker et al., 2016). En este estudio no existio desequilibrio de ligamiento
entre C5 y TRAF1 estadisticamente significativo (DL<74 D’), resultado que coincide
con el encontrado por Kurreman y cols, (2007) quienes reportaron un DL de 75 para
estos genes (Kurreeman et al.,, 2007) lo que puede permitir analizar estos genes por
separado. TRAF1 y C5 son genes que generan componentes ligados a la respuesta
innata. C5 es una proteina que participa en la casada de activacion del complemento
gue se escinde y produce una potente anafilotoxina (C5a) que potencia la respuesta
inflamatoria (Merle, Church, et al., 2015; Merle, Noe, Halbwachs-Mecarelli, Fremeaux-
Bacchi, & Roumenina, 2015). La proteina codificada por el gen TRAF1 pertenece a
las proteinas de la familia de receptores de TNF; las proteinas TRAF median la
sefializacion para la transduccion de varios receptores de TNF. TRAF1 forma un
complejo heterodimérico con TRAF2 que se requiere para la activacion del TNF-a y
las vias de senalizacion MAPK8/JNK y NFk-B. El complejo formado por TRAF1 y
TRAF2 también interactta como inhibidor de proteinas pro-apoptoticas mediando

sefiales anti-apoptoticas de los receptores de TNF (Lu et al., 2013; Wang et al., 1998).

En la exploracién encontramos que los polimorfismos rs17611, rs992670 (en C5) y

rs3761847 (TRAF1) estan en desequilibrio de H-W, el primero de ellos para la
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variable de localizacion, numero, y celularidad, y los otros dos solo en la variable
nimero de parasitos. Las razones para que un polimorfismo no cumpla el equilibrio
pueden ser varias y atribuibles a distintas causas como un tamafio de muestra
pequefio, estratificacion de la poblacion, fallas en el genotipado por falta de
experiencia en las técnicas o bien puede existir una seleccion positiva de ciertos
alelos especialmente considerando que ésta es una muestra dentro de una poblacion
de sujetos enfermos, este equilibrio describe como se comporta la variacion en
ausencia de fuerzas evolutivas, es una especie de modelo nulo como si no operara
ningun proceso evolutivo (Eguiarte L. E., 2013; Hosking et al., 2004; Statistical Human
Genetics, 2012). Cuando se analizaron los polimorfismos de manera individual se
encontré solo una tendencia a la asociacion del rs17611 (C5) con la celularidad y del
rs376184 (TRAF1) con el nimero y la celularidad. EI SNP rs17611 es un polimorfismo
ampliamente estudiado en relacion a enfermedades inflamatorias, Giles et al. (2015),
estudiaron la variante en relacion al aumento de Cb5a plasmatico circulante en
pacientes con artritis reumatoide, su hallazgo mas relevante fue que el polimorfismo
aumenta la cantidad de la anafilotoxina, sugiriendo que genera mayor escision de C5
a Cba (Giles, Choy, van den Berg, Morgan, & Harris, 2015). Otros estudios implican la
sobreexpresion de Cb5a en modelos experimentales de enfermedades inflamatorias
como osteoartritis, lupus eritematoso, enfermedad obstructiva pulmonar, psoriasis 0
gingivitis entre algunas(H. Lee et al, 2008; Monk et al., 2007). Aungue no
encontramos asociacion a nivel individual de cada uno de estos SNPs, si se encontro
asociacion en los haplotipos. Los haplotipos son la combinacion de diferentes
marcadores a lo largo de determinada regiéon en el mismo cromosoma que se
heredan como una unidad, cada haplotipo es una combinacion de alelos mayores y
menores y en cada individuo esta representado dos veces para explicar las
contribuciones maternas y paternas, también la asignacion de haplotipos es poderosa
por que proporciona informacion sobre la recombinacion, que es el intercambio fisico
de ADN durante la meiosis (Crawford & Nickerson, 2005). Podemos observar que en
los diferentes analisis realizados hay concordancia con los haplotipos mientras que en
otros no, esto es debatible pero explicable por los algoritmos usados, mientras que los
enfoques bayesianos realizan una mejor parsimonia y algoritmos de maxima

verosimilitud (Stephens, Smith, & Donnelly, 2001), el andlisis de regresion logistica
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modela la probabilidad en funcion de otros factores que en este caso fueron la edad y

el sexo de los pacientes, por ello la variacion en algunos de los resultados.

En el analisis de los haplotipos de C5, el haplotipo CAA bajo un modelo aditivo y
dominante se encontr6 asociado a la localizacién del parasito, también el haplotipo
CAA bajo un modelo aditivo y dominante en la variable celularidad mostro
significancia, y en la variable deterioro del parasito el haplotipo CGA en modelo
aditivo y dominante es significativo, estos resultados aunado a la relevancia de C5 en
la cisticercosis murina (Ramirez-Aquino et al, 2013) hace suponer que los
polimorfismos individuales de C5 si estan involucrados en el éxito de la infeccion mas
que en el estadio clinico o radiolégico de pacientes con NCC, la participacion de C5
en la inmunidad innata contra T. taeniformis apoya esta posibilidad (Davis &
Hammerberg, 1990). También Kassis y Tanner (Kassis & Tanner, 1977) en un modelo
murino encontraron que los protoescolex son susceptibles a la accion del
complemento y podria esperarse que el nimero de larvas que sobreviven al ambiente
rico en complemento dependa del ambiente peritoneal del hospedero. Si bien los
polimorfismos individuales no se encontraron asociados a las caracteristicas clinicas
radiolégicas de los pacientes, si se encontré que el haplotipo CAA mostré incrementar
el riesgo alrededor de 3 veces en la celularidad y casi 4 veces en la localizacién del
parasito. Para la variable epilepsia también se encontré asociacion del haplotipo CAA
bajo un modelo aditivo y dominante en C5. Estos resultados al haplotipo CAA como
un rasgo genético que predispone al paciente a desarrollar un cuadro mas severo de
NCC.

Los polimorfismos de TRAF1 aqui estudiados tampoco se asociaron de manera
individual a alguna de las variables, el rs376184 tendi6 a la asociacién con la variable
celularidad y nimero de parasitos. Abdul-Sater y col. (2016) estudiaron el efecto de la
mutacion rs3761847 en TRAF1 sobre la inflamacién en células provenientes de
pacientes sin AR y en un modelo murino inflamatorio, sus hallazgos muestran que la
disminucion de TRAF1 aumenta la produccién de citocinas pro inflamatorias, y
concluyeron que aunque el SNP tiene un efecto pequefio en las cantidades de
produccién de la proteina TRAF1, esto podria tener un efecto sustancial en el

resultado de la enfermedad cuando hay un periodo prolongado con muchos ciclos de
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inflamacion. Otro resultado relevante de este estudio es que encontraron que TRAF1
ejerce una regulacion negativa sobre la sefalizacion en receptores tipo toll, que
proporcioné una explicacion funcional al aumento de la inflamacién que se observa
para el polimorfismo asociado a la enfermedad; también se observd en un modelo
murino que en los macréfagos de ratdn Trafl”- se potencia la sepsis inducida por LPS
y destacan que en ratones de la misma camada heterocigotos (Trafl +/-) hay un
fenotipo intermedio, lo que indic6 que una diferencia doble en la expresion de TRAF1
permite marcar el efecto del resultado del choque séptico inducido por LPS, lo que
podria explicar algunos de los hallazgos de nuestro estudio, pues se encontrd
asociacion con la variable celularidad del haplotipo AG, bajo modelos de herencia
aditivo y recesivo (OR=1.76 y 1.76) y del haplotipo GA en un modelo aditivo y
dominante (OR=0.61 y 0.57). Otras asociaciones de este loci fueron los haplotipos

CGA en un modelo aditivo y dominante de la variable deterioro del parésito.

La region intergénica en donde se encuentra el rs10118488 puede tener gran
relevancia pues Kurreman y cols. (2007) en un estudio multinivel de casos y controles
en poblacion europea con AR y con un enfoque de gen candidato, encontraron
asociacion significativa (p<0.05) de SNP’s ubicados en un bloque de haplotipos en el
extremo 3" de C5 y TRAF1 y un pico de asociacion de una region intergénica situada
aproximadamente a 10 kb tanto de C5 como de TRAFL, este pico es definido por el
SNP rs10818488. Los resultados de este estudio sugieren que existe un estado
temprano hiperinflamatorio con bajas cantidades de TRAF1 que en monocitos podria
incrementar potencialmente el reclutamiento de células inmunes (Kurreeman et al.,
2007). Ademas la region intergénica que involucra al rs10818488, podria funcionar de
alguna otra forma en la regulacion de C5 u otros genes inflamatorios ya que se ha
descrito un transcripto no codificante (C5T1IncRNA) que inicia en la region 3’ no
traducida de Cb5; este transcripto es expresado predominantemente en nicleo y su
expresion se correlaciono positivamente con CSmRNA en varios tejidos (p=0.001) y
células mononucleares en sangre periférica sugiriendo una co-regulacion
transcripcional (Messemaker et al, 2016). Con esta Ultima perspectiva de la
participacion de la region intergénica y los antecedentes de estudios previos (Abdul-
Sater et al., 2017; Lachuriya et al., 2016) se abre la ventana para la exploracion de la

regulacion entre TRAF1 y otros genes del componente inflamatorio en pacientes con
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NCC. Podria ser necesario explorar si se requieren varios haplotipos (varios sitios que
actian en cis) en lugar de sitios Unicos para producir el fenotipo o impactar el

producto genético.

El presente trabajo nos permite comprender mejor los mecanismos genéticos que
subyacen a la exacerbacion de la inflamacion con relacién al fondo genético en
pacientes con neurocisticercosis. Siendo una certeza que un solo polimorfismo no
puede explicar el total del fendbmeno inflamatorio, sin embargo la identificacion y
validacién de predictores individuales o poblacionales como los realizados en este
estudio en la region TRAF1/C5, puede contribuir a la creacion de algoritmos
complejos que con ayuda de herramientas bioinformaticas puedan mejorar la
prediccion para guiar el tratamiento clinico o hacer scores y estratificaciones en
relacion al riesgo poligénico, en poblacion mestiza mexicana para NCC. Entonces el
reto es encontrar variantes en locus que en conjunto mejoren la prediccién para la

enfermedad.

Es importante que se realicen estudios de todos los SNPs que se han encontrado
asociados a la susceptibilidad a la infeccion y/o evolucion de la enfermedad en los
mismos sujetos asi como en distintas poblaciones étnicas, incluyendo los SNPs en
TRAF1/C, HLA-A28, HLA-B63, HLA-B50 (Jain et al., 1999), DQ-W2, HLA-A11(Del
Brutto et al., 1991),TLR-4(Asp299Gly),(Asp/Gly +Gly/Gly), (Thr/lle +lle/lle) (Verma et
al., 2010), sICAM(-1/K469E, -1/E469K) (A. Singh et al., 2014), GSTM1(del)(A. Singh
et al., 2017) o de algunos otros que aunque se encontraron asociados en la poblacién
de estudio como IL-6(-174C/G), TNF(-238G/A), IFNG(+874T/A),IL2(-330G/T), IL-4(-
589 C/T) (Fleury et al., 2018), con el fin de evaluar si la contribucién de todos ellos

participa en la susceptibilidad a la infeccién o altera la evolucién de la enfermedad.

9 CONCLUSION

Finalmente podemos concluir que la region TRAF1/C5 tiene un aporte en el fenotipo
inflamatorio en pacientes con NCC sintomatica y la presentacién de epilepsia, a

través de los haplotipos que se construyeron entre los SNPs de C5y de los TRAF1.
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ABSTRACT Neurocysticercosis is caused by the establishment of Taenia solium cysts
in the central nervous system. Murine cysticercosis by Taenia crassiceps is a useful
model of cysticercosis in which the complement component 5 (C5) has been linked
to infection resistance/permissiveness. We sough here to study the possible rele-
vance for human neurocysticercosis of single nucleotide polymorphisms (SNPs) in
the C5-TRAFT region (rs17611 /T, rs992670 G/A, 1525681 G/A, rs10818488 A/G, and
rs3761847 G/A) in a Mexican population and associated with clinical and radiological
traits related to neurocysticercosis severity (cell count in the cerebrospinal fluid [CSF]
cellularity, parasite location and parasite load in the brain, parasite degenerating
stage, and epilepsy). The AG genotype of the rs3761847 SNP showed a tendency to
association with multiple brain-parasites, while the CT and GG genotypes of the
rs17611 and rs3761847 SNPs, respectively, showed a tendency to associate with low
CSF cellularity. The rs3761847 SNP was associated with epilepsy under a dominant
model, whereas rs10818488 was associated with CSF cellularity and parasite load un-
der dominant and recessive models, respectively. For haplotypes, C5- and the
TRAF1-associated SNPs were, respectively, in strong linkage disequilibrium with each
other; thus, these haplotypes were studied independently. For C5 SNPs, carrying the
CAA haplotype increases the risk of showing high CSF cellularity 3-fold and the risk
of having extraparenchymal parasites 4-fold, two conditions that are related to se-
vere disease, For TRAFT SNPs, the GA and AG haplotypes was associated with CSF
cellularity, and the AG haplotype was associated with epilepsy. Overall, these find-
ings support the clear participation of C5 and TRAF1 in the risk of developing severe
NCC in the Mexican population.

KEYWORDS neurocysticercosis, genetic polymorphism, C5 complement, TRAF1,
association, SNP, TRAF1/C5

| uman neurocysticercosis (NCC) is caused by the establishment of the larval stage
Hof Taenia solium in the central nervous system (CNS); it is a prevalent infectious
disease in nondeveloped countries of Asia, Africa, and Latin America (1). NCC is a
clinically and radiologically pleomorphic disease. Indeed, some infected subjects can be
completely asymptomatic, while others exhibit a severe, acute, life-threatening clinical
picture (2, 3). This variability has been linked to radiological heterogeneity, i.e., differ-
ences in parasite load and parasite location in the CNS, and to the various degenerating
stages of parasites (4). Seizures are the most frequent sign of NCC, and it is a significant
contributor to late-onset epilepsy in tropical regions worldwide according to a recent
meta-analysis study (5). Among the factors involved in the clinical and radiclogical
heterogeneity of NCC, those related to the host immunoinflammatory and endocrino-
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logical response have been found to play a role in the pathogenesis of the disease
(6-8), and previous studies have demonstrated the relevance of the host genetic
background in modulating these factors (9-12).

Particularly, the participation of the complement component 5 (C5) in the early
protective inflammatory response was observed in murine cysticercosis by Taenia
crassiceps (10). The complement system is an innate immune component with a
prominent role in modulating the inflammatory response against several sterile and
nonsterile pathological conditions (13). The complement system is comprised of more
than 30 proteins, from which the fragments C3a, C4a, and C5a act as anaphylatoxins
and chemotactic factors, triggering inflammation. C5 polymorphisms have been found
associated with chronic inflammatory diseases such as bronchial asthma, rheumatoid
arthritis, liver fibrosis, periodontitis, and stroke (14-17). The role of complement in the
outcome of neuroinflammation in sterile and nonsterile conditions has been widely
studied and recently reviewed (18). Indeed, the complement system, especially the C5a
fragment, plays an important role in some neuropathologies closely related to inflam-
mation. C5 mice and C5 receptor (C5aR) knockout mice or mice therapeutically treated
with specific antibodies against either C5 or C5aR showed a notable improvement in
neurological disorders like traumatic brain injury, spinal cord injury, and Alzheimer’s
disease (19-21). Until now, no study has evaluated the levels of C5 or C5a in NCC.
Proximal to C5 is the TRAFT gene, which codes for the TNF receptor-associated factor
1 (TRAF1); this protein associates with and mediates the signal transduction of various
receptors of the TNFR superfamily. TRAF1 plays a key role in the prosurvival down-
stream signaling of TNFR superfamily members such as TNFR2, LMP1, 4-1BB, and CD40;
in addition, an independent role of the tumor necrosis factor (TNF) receptor was
proposed as a negative regulator of the Toll-like receptor (TLR) and Nod-like receptor
signaling pathways (22). TRAF1 is an essential molecule of the TNF signaling cascade,
promoting the expression of inflammatory cytokines such as TNF-a through the NF-«B
pathway (22), and it was recently suggested to have a regulatory influence on the
expression of C5 (23). Single nucleotide polymorphisms (SNPs) of the TRAFT region have
been associated with inflammation in rheumatoid arthritis (24). Considering this, three
C5 and two TRAFT SNPs, the most widely studied SNPs in these regions, were studied
here to evaluate the contribution of their alleles, genotypes, and haplotypes to the
clinical and radiological heterogeneity of NCC in a Mexican population, in which their
significance for NCC has not been yet defined.

RESULTS

General traits of NCC patients. All patients included met the most recently
validated NCC diagnosis criteria (25). The demographic and clinical-radiological char-
acteristics of the patients enrolled are shown in Table 1. Since our study is aimed to
evaluate genetic factors associated with parasite location and degenerating stage,
patients with mixed parasite locations and/or parasite degenerating stages were
excluded from the study.

Genotypic and allelic frequencies of the five SNPs studied in all NCC patients were
compared to the information reported for the Mexican migrant population in Los
Angeles (MLX) in the HapMap project (see Fig. S1 in the supplemental material). As
shown, a heterozygous genotype was the most frequent finding in both populations
except for rs3761847, for which AA was the most frequent genotype in NCC patients,
with a similar frequency to the heterozygous (44.49 versus 41.52). With respect to allele
frequency, our results agree with the HapMap study except for the rs25681 SNP, for
which we found a higher frequency of the allele A, while the HapMap study reported
a higher frequency of the allele G.

Allele and genotype frequencies of C5 and TRAF1 SNPs and association with
susceptibility to develop a severe disease. Tables 51 to S5 show the genotype and
allele frequencies of the five SNPs studied for each disease-related variable (parasite
location, parasite load, cerebrospinal fluid [CSF] cellularity, parasite degenerating stage,
and epilepsy), along with the results of the Hardy-Weinberg equilibrium (HWE) test. A
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TABLE 1 Dichotomized clinical and radiological traits of NCC patients included in this
study

Trait Category® n
Sex Male 110
Female m
Parasite degenerating stage Vesicular (viable) 95
Colloidal or calcified (damaged) 82
Mixed or NDF 44
Parasite load in the brain Single 67
Multiple 154
Parasite location in the brain Parenchymal 90
Extraparenchymal 123
Cell count in CSF (CSF cellularity) High, =15 /ml 85
Low, <15 /ml 13
ND 23
Epilepsy Yes 10
No 84
Unknown 36

9ND, not determined; f, not included in SNP analysis.

deviation of the HWE test was observed in the C5 rs17611 SNP with respect to parasite
load, parasite location in the brain, CSF cellularity, and epilepsy, while a deviation in the
HWE was observed in the C5 rs992670 and TRAFT rs3761847 SNPs with respect to
parasite load only.

The effect of each SNP on the disease was evaluated by regression analysis on
individual genotypic variants (Tables S6-510) and under two genetic models of inher-
itance (dominant and recessive) (Table S11). Odds ratio (OR) data and P values of the
frequency of association of the SNPs are shown. The phenotypes associated with
increased inflammation are extraparenchymal location, multiple brain parasites in the
degenerating state, and a CSF cellularity of >15 cells/ml. As observed, none of the
individual SNPs was found to be associated with the risk of having parenchymal or
extraparenchymal NCC, with the risk of having vesicular or damaged parasites, nor with
the risk of suffering epilepsy (P > 0.05; Tables S6, S9, and 510, respectively). Although
the AG genotype of the TRAF1 rs3761847 SNP showed a slight tendency to associate
with multiple brain parasites (Table S7), in this variable only age was statistically
significant (P < 0.05). The CT and GG genotypes of the C5 (rs17611) and TRAF1
rs3761847 SNPs, respectively, showed a tendency toward association with low CSF
cellularity (Table 58), with a statistically significant effect for sex as a covariate of these
SNPs (P < 0.05), but not for age, since a higher inflammatory CSF was found in women
(P < 0.05). According to the analysis of the effect of these SNPs under two inheritance
models, the TRAF1 rs10818488 (A/G) SNPs have a strong tendency toward association
at the limit of significance (P = 0.0511) with the parasite location in the brains of NCC
patients in a recessive model. In a dominant model, this SNP was significantly associ-
ated with CSF cellularity (P < 0.05) and showed a tendency to associate with epilepsy
(P = 0.096). Meanwhile, the TRAF] rs3761847 (A/G) SNP was found to be significantly
associated with epilepsy (P = 0.018) in a dominant model and showed a tendency
toward association with CSF cellularity (P = 0.085). No association of the three C5 SNPs
studied was found with any clinical-radiological trait of NCC patients (Table 511).

C5 and TRAF1 haplotypes and their association with disease severity. As shown
in Fig. 1, two haplotype groups were constructed, one for C5 SNPs and the other for
TRAF1 SNPs. No linkage disequilibrium (LD) was found between TRAFT and C5 haplo-
types. The highest disequilibrium was found among C5 SNPs (D' = 0.94).

The most common haplotypes in NCC patients for C5 were TAA (51.41%) and CGG
(35.3%); CAA, CGA, CAG, and TGA were also present at a very low frequency (3.7,3.1, 1.2,
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Linkage in the study popul
Number
of Parasite Parasite
Cellutarity parasites location stage Epilepsy
o ' o e o' i o e L

rs17611 rs25681 0s 71 095 381 082 73 0983 77 0.96 78
rs25681 rs992670 091 72 083 73 081 72 084 77 084 78
rs17611 rs992670 0.92 65 095 75 094 68 095 72 095 68
rs10818488 rs3761847 0.88 73 081 65 086 73 089 74 085 70

C
Sobiniobmes Frequericy (%) TRAF1 Haplotypes Frequency (%)

TAA 51.41
GG 35.30 AG 60.527
CAA 3.68 GA 29,222
CGA 3.11 AA 3.604

c CAG 1.18 GG 2.734

0 TGA 1.15

iﬁ TAG 0.69

R GG 0.44

FIG 1 Representative pairwise linkage disequilibrium (LD) in the C5/TRAFT region for CSF cellularity, Three single C5 SNPs and two TRAF] SNPs
were analyzed in this study. An LD test was performed using HAPLOVIEW v4.2. The relative location of each SNP along chromosome 9 is shown.
(A) Diamoends in haplotype blocks represent the pairwise linkage disequilibrium between all SNPs analyzed. As shown, two blocks were
constructed: one for C5 SNPs and the other for TRAF1 SNPs, (B) D' and r? values for each comparison (cellularity, parasite degenerating state,
number and location of brain parasites, and epilepsy). (C) Frequency of the constructed haplotypes for C5 in NCC patients, (D) Frequency of the
constructed haplotypes for TRAF1 in NCC patients.

and 1.15%, respectively). For TRAFI, AG and GA were the most frequent haplotypes
(60.53 and 29.22%, respectively), while the least frequent haplotypes were AA and GG,
at 3.6 and 2.7% frequencies, respectively (Fig. 1). Associations of SNP haplotypes with
disease severity NCC patients were obtained using SNP analyzer software (26). Among
C5 haplotypes, CAA was significantly associated with parasite location in the brain, CSF
P2 cellularity, and epilepsy in both additive and dominant inheritance models (Fig. 2 and
F3-4 3 and Fig. 4, respectively). The TGA haplotype was significantly associated with CSF
cellularity, but only in an additive inheritance model (Fig. 3). With respect to TRAFT
haplotypes, GA was found to be significantly associated with CSF cellularity in both

F5-6/ additive and dominant inheritance models (Fig. 5 and 6), whereas the haplotype AG
ARG was significantly associated with CSF cellularity in additive and recessive inheritance
7 models and with epilepsy in additive and dominant inheritance models (Fig. 6 and 7,

respectively). None of the C5 haplotypes was significantly associated with parasite
degenerating stage or parasite load in the brain, whereas no TRAF] haplotypes were
significantly associated with parasite load, parasite degenerating stage, or parasite
location in the brain (data not shown).

DISCUSSION

Neurocysticercosis, due to the establishment of T. solium cysticerci in the CNS, is a
clinically and radiologically heterogeneous disease. Symptoms vary from headaches to
severe intracranial hypertension; at a radiological level, the number, location, and
degenerating stage of brain parasites are highly variable among patients (4). Hetero-
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A
Frequency of C5 haplotypes in NC patients with parasites
located in
C5 haplotypes Parenchyma, N (%) Extra-Parenchyma, N(%)
Total number: 182 Total Number:245
TAA 95(52.2) 124 (50.6)
CGG 71(39.0) 88(35.9)
CGA 6(3.3) 8(3.3)
CAG 3(1.6) 2(0.08)
CAA 3(1.6) 14(5.7)
TGA 2(1.1) 3(1.22)
TGG 1(0.05) 4(1.6)
TAG 1(0.05) 2(0.08)
Statistical Analysis under three models of inheritance
B . c ,
Additive Dominant
- 16 16
=
51,
;: E 12
5’ 08 i 08
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o - L = 1 - ) Iﬁl o — 1 —
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OR 100 082 El: B} 078 051 115 154 OoR 090 085 390 102 050 050 158 076
O _068146 062136 106132 03530 01538 008306 019696 014171 a 050-161 055-164 11.140 034306 008307 0.08-307 0141725 005124
¥ __oo 017 471 000 001 009 0,08 005 i 013 003 4957 000 009 009 005 028
C5 haplotypes C5 haplotypes
D % Recessive
T 16
2
H
-;-: 12
o
3
08
04
I [
TAA €66 CAA CGA CAG TGA TAG TGG6
OR i1 078 = 0 L 078
a 06220 036174 = £ = 005-124
x 013 033 - -1 - 028 -
C5 haplotypes

FIG 2 Association of C5 constructed haplotypes with parasite location in NCC patients (parenchymal versus extraparenchymal). (A} The abseolute numbers and
percentage values of each haplotype for patients with parenchymal and extraparenchymal brain parasites are shown. Graphs were generated using the SNP
analyzer software. The graphs show the statistical association of the generated C5 haplotypes with parasite location for three inheritance models (B, additive;

C, dominant; and D, recessive). P values are graphed as the —log,, P and are represented in the y axis. The horizontal line in each model represents the
significance level (P = 0.05). ¥ OR, and confidence interval values are shown under each haplotype.

geneity in the intensity of the inflammatory reaction is also frequent, and a clear
relationship between increased inflammation and the destruction of parenchymal
parasites has been observed (4). In addition, an association between degenerated
parasites and the occurrence of symptomatic seizures has been clearly described
(27, 28).

The host genetic background has been reported to participate in the clinical and
radiological heterogeneity of NCC. Polymorphisms in the gene coding for the Toll-like
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A Frequency of C5 haplotypes in NC patients with high and
low CSF cellularity
CS haplotypes Low, N (%) High, N(%)
Total number: 271 Total Number:172
TAA 145(53.5) 92(53.5)
GG 107(39.48) 56(32.6)
CAA 6(2.21) 11(6.4)
CGA 8(2.95) 6(3.5)
CAG 5(1.84) 0
TGA 0 5(2.9)
TAG 0 2(1.1)
Statistical Analysis under three models of inheritance
B = c .
Additive

Infection and Immunity
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C5 haplotypes

FIG 3 Association of C5 constructed haplotypes with CSF cellularity. (A) The absolute numbers and percentage values of each C5 generated haplotype for
patients with high and low CSF cellularity values are shown. Graphs were generated using the SNP analyzer software, The graphs show the statistical association
of the generated C5 haplotypes with parasite location for three inheritance models (B, additive; C, dominant; and D, recessive). P values are graphed as the
—log,, P and are represented in the y axis. The horizontal line in each model represents the significance level (P = 0.05), 2, OR, and confidence interval values

are shown under each haplotype.

receptor 4 (TLR4) were found associated with calcified parasites and seizure occurrence;
polymorphisms in the gene coding for matrix metalloproteinase-9 (MMP-9) were
associated with calcified parasites (9), and polymorphisms in the gene coding for the
intercellular adhesion molecule 1 (ICAM-1) were linked with brain edema (11).

The genes TRAF1 and C5 are associated with the immunoinflammatory response,
and the selected SNPs have been found to be associated with the inflammatory
reaction in several diseases (14, 16, 17, 29, 30). In addition, in a previous study on the
murine model of cysticercosis by T. crassiceps, the C5 gene was associated with
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A Frequency of C5 haplotypes in epileptic and non-epileptic NC patients
C5 haplotypes Non-epileptic, N (%) Epileptic, N(%)

Total number: 202 Total Number: 164

TAA 105(51.9) 84(52.4)
CGG 66(32.5) 64(39.1)
CAA 13(6.4) 2(3.1)

CGA 8(4.03) 5(1.16)

CAG 2(1.1) 1(0.66)

TGA 1(0.53) 0

TGG 1(0.52) 1(0.61)

TAG 0 2(0.62)

Statistical Analysis under three models of inheritance
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C5 haplotypes

FIG 4 Association of C5 constructed haplotypes with epilepsy presentation. (A) The absolute numbers and percentage values of each C5 generated haplotype
for epileptic and nonepileptic patients are shown. Graphs were generated using the SNP analyzer software. The graphs show the statistical association of the
generated C5 haplotypes with parasite location for three inheritance models (B, additive; C, dominant; and D, recessive). P values are graphed as the —log,,
P and are represented in the y axis. The horizontal line in each model represents the significance level (P = 0.05). y?, OR, and confidence interval values are
shown under each haplotype.
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A Frequency of TRAF1/C5 haplotypesin NC patients with
parasites located in
TRAF haplotypes Parenchyma, N (%) Extra-Parenchyma, N(%)
Total number: 182 Total Number:234
AG 105(55.1) 153(62.8)
GA 63(33.0) 68(27.3)
AA 7(3.8) 8(3.7)
GG 18(9.8) 5(2.1)
Statistical Analysis under three models of inheritance
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TRAF1/C5 haplotypes

FIG 5 Association of TRAF] constructed haplotypes with parasite location in NCC patients (parenchymal versus extraparenchymal). (A) The absolute numbers
and percentage values of each haplotype for patients with parenchymal and extraparenchymal brain parasites are shown, Graphs were generated using the
SNP analyzer software. The graphs show the statistical association of the generated TRAF1 haplotypes with parasite location for three inheritance models (B,
additive; C, dominant; and D, recessive). P values are graphed as the —log,, P and are represented in the y axis. The horizontal line in each model represents

the significance level (P = 0.05). x?, OR, and confidence interval values are shown under each haplotype.

susceptibility to the infection (10). Since inflammation is one of the main clinical
manifestations of symptomatic NCC, the relationship between five SNPs in the TRAFT
region and NCC severity in Mexican patients was studied here.

None of the three C5 SNPs under study was found to be significantly associated with
the clinical and radiological traits of NCC patients. A tendency toward association was
found between the CT genotype of the rs17611 SNP and a low CSF cellularity level. No
significant association of the C5 SNPs was found in either dominant or recessive
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A Frequency of TRAF1 /C5 haplotypes in NC patients with high and
low number of cells in the CSF
TRAF1 haplotypes Low, N (%) High, N(%)
Total number: 274 Total Number: 169
GA 162 (59.12) 117 (69.2)
AG 94 (34.3) 41(24.3)
AA 8(2.9) 3(1.8)
GG 10(3.6) 8(4.7)
Statistical Analysis under three models of inheritance
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TRAF1/C5 haplotypes
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TRAF1/C5 haplotypes

FIG 6 Association of TRAF1/C5 constructed haplotypes with CSF cellularity, (A) The absolute numbers and percentage values of each C5 generated
haplotype for patients with high and low CSF cellularity values are shown. Graphs were generated using the SNP analyzer software. The graphs
show the statistical association of the generated TRAFT haplotypes with parasite location for three inheritance models (B, additive; C, dominant;
and D, recessive). P values are graphed the as —log,, P and are represented in the y axis. The horizontal line in each model represents the
significance level (P = 0.05). y% OR, and confidence interval values are shown under each haplotype.

inheritance models. A joint contribution of these three C5 SNPs has been found only in
one study on the human inflammatory disease caused by dental plaque in Chinese
patients from Hong Kong (29). From these three C5 SNPs, the most widely studied
one in inflammatory diseases is rs17611, which is related to C5 serum levels in these
patients (31). Considering the relevance of C5 in murine cysticercosis (10), it could be
hypothesized that these SNPS are involved in the success of infection rather than in the
clinical and radiological status of NCC patients. The involvement of C5 in the innate
immunity against Taenia taeniaeformis supports this possibility (32). In addition, several
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A Frequency of TRAF1 /C5 haplotypes in epileptic and non-epileptic NC
patients
TRAF1/C5 Non-epileptic, N (%) Epileptic, N (%)
haplotypes Total number: 190 Total Number: 164
GA 127 (66.8) 92(56.1)
AG 51(26.8) 59 (36.0)
AA 8(4.2) 7(4.2)
GG 4(2.1) 6(3.6)
Statistical Analysis under three models of inheritance
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FIG 7 Association of TRAFI/C5 constructed haplotypes with epilepsy presentation. (A) The absolute numbers and percentage values of each C5 generated
haplotype for epileptic and nonepileptic patients are shown. Graphs were generated using the SNP analyzer software. The graphs show the statistical
association of the generated TRAF] haplotypes with parasite location for three inheritance models (B, additive; C, dominant; and D: recessive). P values are

graphed as the —log,, P and are represented in the y axis. The horizontal line in each model represents the significance level (P = 0.05). %, OR, and confidence
interval values are shown under each haplotype.

cestodes, including Echinococcus multilocularis and T. crassiceps, are known to be
damaged by the complement system (33, 34). Considering this, further family studies
(parents and NCC children) will be required to evaluate the role of these C5 SNPs in the
risk of acquiring the infection. However, the relevance of these C5 SNPs for disease
severity cannot be ruled out, and the lack of association observed here may be due to

the small sample size.
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TRAF1 SNPs made a greater contribution to the clinical and radiological traits of NCC
patients. Indeed, the AG genotype of the rs3761847 SNP showed a tendency toward
association with multiple brain parasites and CSF cellularity. This SNP showed a
tendency toward association with CSF cellularity and a significant association with
epilepsy under a dominant maodel of inheritance (Table S11). None of the clinical and
radiological NCC traits that have been reported to underlie epilepsy development, such
as degenerating parasites and a parenchymal parasite location, were found significantly
associated with this SNP. These findings indicate that epilepsy in NCC patients is a
complex phenomenon that may be related to several factors beyond parasite location
and degenerating state, The TRAF1 rs10818488 (A/G) SNP has a strong tendency toward
association, at the limit of significance (P = 0.051), with parasite location in the brain
of NCC patients in a recessive model of inheritance and with CSF cellularity (P = 0.022)
in a dominant model of inheritance, although with low OR values, accounting for the
low relevance of this SNP in the evolution of the disease, as shown in Table S11.

TRAF1 is a member to the TNF receptor family that participates in several signaling
pathways, especially in NF-kB signaling, which promotes the expression of inflamma-
tory cytokines such as TNF-« (22) and regulates leukocyte recruitment to inflamed
tissues (35); this could explain the relationship of the rs10818488 SNP with CSF
cellularity. In addition, TRAF1 forms a heterodimeric complex with TRAF2, required for
the activation of the TNF-a, MAPKB/JNK, and NF-kB signaling pathways, thus promot-
ing an inflammatory response, but also to inhibit proapoptotic proteins, thus mediating
antiapoptotic signals of TNF receptors (36, 37). In swine NCC, TNF-« has been detected
in the fluid surrounding degenerating cysts, a condition associated with symptomatic
NCC that causes additional damage to host tissues and hence may contribute to the
pathology in NCC (38). Also, higher TNF-a levels were found in symptomatic NCC
patients compared to healthy controls and asymptomatic NCC individuals (39). Finally,
a TNF-a blockade suppresses pericystic inflammation after antihelminthic treatment in
swine NCC (40). All of these findings highlight the relevance of TNF-« in promoting
inflammation. The two TRAF1 SNPs here studied have not been reported to increase the
levels of TNF-c, and only correlations with the production of autoantibodies have been
observed. However, since TRAF1 modulates the expression of inflammatory cytokines,
it is possible that can contribute to the expression of TNF-a). Recently, TRAF1 was
proved to be an adapter that negatively regulates TLRs (41). Previous studies failed to
show an association of the TNF (-238G/A) SNP (42) or the TLR4 (Asp299Gly) SNP (9) with
parasite infection and its clinical evolution. These findings point out the relevance of
studying the joint contribution of TRAF1 and TLR4 SNPs in the same population sample.

In previous studies of rheumatoid arthritis, high LD values were found between the
TRAF1 and C5 genes, a result that precluded the determination of which of these two
genes is responsible of the exacerbated inflammatory response (43). However, an LD of
<78 between both genes was found in our study, a value like that reported by
Kurreeman et al. for these genes (16). Thus, it is possible to analyze these two genes
separately. From the five SNPs studied here two haplotype groups were constructed,
one for C5 and one for TRAF1 SNPs. Among C5 SNPs, the two with the highest frequency
in our Mexican population were TAA (51.41%) and CGG (35.30%), followed by the CAA
haplotype, with a frequency of only 3.68%. The CAA haplotype was significantly
associated with parasite location, CSF cellularity, and epilepsy; its expression was higher
in patients with extraparenchymal parasites, patients who showed high CSF cellularity
levels, and patients without epilepsy, although the latter with a very low OR (0.2 in both
dominant and additive models). Thus, although individual C5 SNPs were not related to
disease severity, an overall contribution of the C5 SNPs was found when haplotypes
were considered, Nevertheless, these results should be replicated in other NCC popu-
lations.

Our data show a more severe inflammatory disease in the small population that
carries the CAA haplotype; indeed, carrying this haplotype increased by three times the
risk of showing high CSF cellularity levels (OR = 3.09 and 3.24 for the additive and
dominant models, respectively). This haplotype also increased by almost four times the
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risk of having parasites located in extraparenchymal regions of the brain (OR = 3.73
and 3.90 for the additive and dominant models, respectively). Both conditions are
clearly linked with severe disease. With respect to TRAF1 haplotypes, AG was the most
common haplotype in the NCC patients included (60.52%), followed by the GA haplo-
type (29.22%). Although GA was significantly associated with high CSF cellularity, the
risk is very low (OR = 0.61 and 0.57 for the additive and dominant models); a similar
situation was observed when the analysis was performed on patients with high CSF
cellularity levels and suffering from epilepsy, in whom a tendency toward association
of the AG haplotype was found in the dominant model, although with a very low risk
AQ:H (P = 0.071, OR = 0.37). Meanwhile, the AG haplotype increased by 1.5 to 2.0 times the
risk of having a low CSF cellularity level but suffering from epilepsy. However, the
number of patients included for these analyses is very low, and a larger patient sample
is required to evaluate the participation of these haplotypes in the development of
epilepsy along with an inflammatory status or extraparenchymal parasites along with
an inflammatory status. However, other factors beyond the expression of inflammatory
genes could be influencing the clinical profile of patients, such as a genetic predispo-
sition to develop epilepsy or physiological/anatomical conditions that favor epilepsy.

The possible contribution of these genetic variants in the C5 and TRAFT regions in
the severity of NCC, considering the functions of the C5 and TRAF1 proteins, is depicted

8 in Fig. 8. As proposed in the figure, the complement cascade can be activated by the
parasite, rendering C5a and CSb (as previously described for other cestodes). As an
anaphylatoxin, C5a promotes mastocyte degranulation and the release of histamine,
which activates the endothelial cells of the blood-brain barrier (BBB), favoring the
recruitment of peripheral blood mononuclear cells into the CNS, a process also pro-
moted by the chemotactic activity of C5a. On the other hand, C5b, together with C6,
C7, €8, and C9, forms the membrane attack complex, which may affect both the
oncosphere and larvae before and after entering the CNS. On the other hand, TNF-«
may trigger the TNFR2 signaling pathway, involving the participation of TRAF1 with the
expression of inflammatory cytokines like TNF-a, which also increase BBB permeability.

AQ: 1 Further studies will be conducted to evaluate the levels of C5, C5a, and TNF-v in these
NCC patients to support this hypothetical picture,

Finally, the joint contribution of the already reported SNPs that have been found to
be related with infection and disease severity (such as TLR4, MMP-9, and ICAM1), along
with those reported in this study, could set a genetic marker to predict how an
individual would respond to infection by T. solium and the evolution of the disease to
establish personalized clinical treatments.

MATERIALS AND METHODS

Population under study and characterization of NCC cases. All of the patients included in this
study met the most recently validated NCC diagnosis criteria (25). All subjects were Mexicans who
attended the NCC outpatient clinic at the Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia (INNN), Mexico
City, Mexico, from January 2009 to May 2016 (700 patients in total). Written informed consent was
obtained from all participants, and the protocol was approved by the INNN Ethics and Research
Committee, Patients came from rural communities, as well as from urban and suburban areas of Mexico.
For this study, 221 patients (of 700 total) were recruited, and a DNA sample was obtained. Of these 221
patients, 111 were females, and 110 were males, with ages ranging from 17 to 74years (mean,
37.8 = 13.84 years old), Complete clinical-radiological records could not be recovered for all patients. The
confirmatory diagnosis of NCC was based on computed tomography (CT) and magnetic resonance
imaging (MRI); all images were interpreted and analyzed by a medical specialist.

The radiological presentation of NCC was evaluated at the time of diagnosis, before treatment. Based
on CT and/or MRI findings, parasite degenerating stages were defined as vesicular (parasites with a
transparent membrane, clear vesicular fluid, and scarce surrounding inflammatory reaction) or damaged
parasites, including colloidal (degenerating parasites with turbid fluid, surrounded by an inflammatory
reaction) and calcified parasites (dead parasites that appear as a mineralized granuloma).

The following information was collected from clinical and radiological studies performed for each
NCC patient (provided by the medical doctor of the neurocysticercosis clinic) and dichotomized for SNP
analysis: number of lesions (single versus multiple cysts), cysticercal degenerating stages (vesicular versus
damaged), and CNS location (parenchymal versus extraparenchymal). To evaluate the intensity of the
CNS inflammatory reaction, CSF samples were taken by lumbar puncture to determine cell counts (CSF
cellularity); CSF samples were regarded as inflammatory when more than 15 cells/ml were counted. Data
on epilepsy were retrieved from clinical records.
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FIG 8 Schematic picture depicting the effect of the immune factors on cysticercal brain infection. Both C5a and TNF-a participate in the recruitment of
peripheral blood cells (CSF cellularity increases) that may damage brain cysticerci. The exacerbated inflammation increases the severity of the disease and
promotes the destruction of the parasite. Parenchymal parasites are the main cause of late-onset epilepsy in countries of endemicity, and seizure crises
are clearly linked to the presence of an inflammatory reaction around the parasites. TRAF1 participates in the TNF-a signaling pathway via the TNFR2
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complement activation, promotes the recruitment of peripheral macrophages, neutrophils, and eosinophils, which induce parasite damage through cell
degranulation and the release of toxic molecules. On the other hand, cysticerci and oncospheres can also be damaged by the membrane attack complex

of the complement.

Blood samples and DNA extraction. Portions (10 ml) of EDTA-treated peripheral blood were
collected; plasma and cells were separated, dispensed into aliquots, and stored at —70°C. DNA was
extracted from blood leukocytes using a DNeasy Blood and Tissue kit (Qiagen, Venlo, Netherlands)
according to the manufacturer's instructions. DNA was stored at —20°C until used.

SNP selection. Three C5 SNPs (rs17611, rs25681, and rs992670), one SNP of the TRAF! intergenic
region (rs10818488), and one of the 5" untranslated regulatory region (5" UTR) of TRAFT (rs3761847) were
selected (Table 2), considering that these loci were previously identified in genetic linkage analyses as
involved with permissiveness to parasite growth in T. crassiceps murine cysticercosis (10) and their
participation in many inflammatory diseases. It should be noted that, according to the HapMap project
and the variations found in a Mexican population residing in Los Angeles, the changes considered for
rs17611, rs25681, rs992670, rs3761847, and rs10818488 were C/T, A/G, A/G, A/G, and A/G, respectively
(https://www.NCCbi.nlm.nih.gov/variation/tools/1000genomes/). In addition, the minor allelic frequency
of all these SNPs was up to 40% in the Mexican migrant population of Los Angeles; this allelic frequency
was used as a reference since no previous studies on these SNPs have been conducted on the mestizo
Mexican population,

Genotyping C5 and TRAF1 SNPs. TRAFT (rs10818488 and rs3761847) and C5 (rs17611, rs992670, and
rs25681) SNPs and their variations were detected by quantitative PCR using TagMan predesigned probes
(Applied Biosystems, Foster City, CA), i.e, C_11720402_10, C_2359571_10, C_2783709_10, C_2783655_10, and
C_2783640_10 for rs17611, rs99267, rs25681, rs10818488, and rs3761847, respectively. Briefly, 20 ng of DNA
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TABLE 2 Information of the selected SNPs in the C5-TRAF1 region

Infection and Immunity

Gene SNP no. Chromosome position (Chr9)? Location

Base change

MAF? (%)

cs 1517611 123769200 Missense
1525681 123780005 Intron
rs992670 123781770 Intron

TRAF1 510818488 123705087 5" UTR

13761847 123690239 Regulatory region

oT
A/G
A/G

A/G
A/G

T/49
A/49
G/43

A4l
G/39

“That is, the SNP position according to the NCBI database (https://www.ncbinlm.nih.gov/snp/) and the 1000 Genomes Project (http://www.hapmap.org).

Frequency of the minor allele for the Mexican population residing in Los Angeles (MXL), (http://www.hapmap.org).

containing 20 TagMan genotyping master mix (Applied Biosystems), including two fluorescent probes, were
used, along with allele-specific primers and AmpliTaq Gold DNA polymerase. The amplification conditions
were as follows: preincubation at 60°C for 30 s, incubation at 95°C for 10 min, followed by 40 two-step cycles,
one for denaturalization at 95°C for 15 s and another for hybridization-elongation at 60°C for 1 min. Data on
DNA quality or SNP amplification could not be obtained for all samples.

Statistical analysis. This study was designed to evaluate the relevance of three C5 and two TRAF]
SNPs for the severity of the infection by T. solium in NCC patients with different clinical and radiological
presentations. All patients who attended the INNN in the period from 2011 to 2015 on whom radiological
and clinical studies were performed, who were diagnosed with NCC, and who met the inclusion criteria
(most radiological and clinical information available and access to biological material to obtain appro-
priate samples [>20 ng of DNA/sample with >90% integrity]) were included. A total of 221 NCC patients
of 700 met these inclusion criteria. The allele and genotype frequencies were determined, and an HWE
analysis of all studied SNP and haplotype frequencies was performed for dominant and recessive models
using SNP Analyzer 2.0 software (25). Haplotype construction and linkage disequilibrium (LD; D" > 0.8)
analysis was performed using HAPLOVIEW 4.2 (http://www.broad.mit.edu/mpg/haploview/). An associ-
ation between the severity of each of the studied SNPs and the relationship between the joint
contribution of the SNPs and the main clinical features of the disease were also evaluated using multiple
logistic regressien adjusted for age and sex fer the categorical response variables (number of parasites,
degenerating stage, and parasite location) and a general linear model for the continuous response
variables (CSF cellularity). These analyses were performed using SPSS software (IBM Statistics, v23.0.0).
Statistical significance was set at P < 0.05. The association of the C5 and TRAFT haplotypes with disease
severity was tested by Bayesian statistics for the dominant, recessive, and additive models using SNP
Analyzer 2.0.
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