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RESUMEN

La neurocisticercosis (NCC) es una enfermedad parasitaria causada por el estadio larvario de
Taenia solium en el sistema nervioso central y es la principal causa de epilepsia adquirida en paises
endémicos. Las calcificaciones producidas por esta enfermedad se asocian a convulsiones en el
20% de los pacientes. El objetivo de este estudio fue caracterizar y evaluar los hallazgos
neuropatoldgicos de quistes parenquimales en el cerebro de cerdos con NCC. Se utilizaron 15
cerdos infectados naturalmente con T. solium y recibieron tratamiento antiparasitario. Luego, se
sacrificaron 5 cerdos a los 4, 8 y 12 meses post-tratamiento respectivamente. Se obtuvieron las
ldminas con el tejido cerebral y se realiz6 la tincion hematoxilina-eosina para describir la respuesta
inflamatoria; para identificar y describir la presencia de depdsitos de calcio utilizamos la tincién
de Von Kossa y se us6 el marcador de neurofilamento (NF) en inmunohistoquimica, para evaluar
el dafio neuronal mediante la acumulaciéon de NF. Los cerdos con NCC tuvieron una mayor
respuesta inflamatoria y mayor presencia de calcio en el grupo de 8 meses. También encontramos
mayor acumulacién de neurofilamento en el grupo de 12 meses. Estos resultados permitiran
comprender la neurocisticercosis calcificada y asi ser fuente de informacién para futuros

tratamientos antiparasitarios.

Palabras clave: neurocisticercosis, cerdo, calcificaciéon, dafilo neuronal, reaccion

inflamatoria, neurofilamento.



ABSTRACT

Neurocysticercosis (NCC) is a parasitic disease caused by the larval stage of Taenia solium in the
central nervous system and is the main cause of acquired epilepsy in endemic countries. The
calcifications produced by this disease are associated with seizures in 20% of patients. The
objective of this study was to characterize and evaluate the neuropathological findings of calcified
cysts in the brain of pigs with NCC. 15 pigs naturally infected with T. solium were used and
received antiparasitic treatment. Then, 5 pigs were slaughtered at 4, 8 and 12 months post-
treatment respectively. Slides were obtained with brain tissue and hematoxylin-eosin staining was
performed to describe the inflammatory response; To identify and describe the presence of calcium
deposits, we used the Von Kossa stain and the neurofilament marker (NF) was used in
immunohistochemistry to evaluate neuronal damage through the accumulation of NF. Pigs with
NCC had a greater inflammatory response and greater presence of calcium in the 8-month-old
group. We also found a greater accumulation of neurofilament in the 12-month group. These
results will allow us to understand calcific neurocysticercosis and thus be a source of information

for future antiparasitic treatments.

Key words: neurocysticercosis, pig, calcification, neuronal damage, inflammatory reaction,

neurofilament.



L INTRODUCCION
1.1 Descripcion y formulacion del problema

La neurocisticercosis (NCC) es la enfermedad parasitaria mds frecuente del sistema
nervioso central (SNC) causada por la invasién del metacestodo de Taenia solium al cerebro,
siendo esta parasitosis un importante problema de salud publica, principalmente en lugares donde
existe crianza de cerdos en malas condiciones sanitarias e higiénicas. Asimismo, varios autores
mencionan que esta enfermedad se encuentra ampliamente distribuida en los paises de Africa, Asia

y Latinoamérica (Barriga, 2002; Garcia et al., 2003).

En Perd, se ha estimado que aproximadamente 30.000 personas padecen de NCC
sintomadtica, convirtiéndola en una zoonosis de alta prevalencia. Este pardsito es la causa principal
de epilepsia adquirida en adultos y una de las parasitosis mds frecuentes del SNC con alta
morbilidad y mortalidad. Sin embargo, la etapa en la que se desencadena esta crisis epiléptica es
cuando el quiste comienza el proceso de calcificacion (Bern et al.,1999; Nash et al.,2008;

Cangalaya et al., 2015).

Asi mismo el diagnéstico de esta enfermedad es un reto, pues su identificacion involucra
convencionalmente compatibilidad en la historia clinica, serologia positiva y monitoreo por
tomografia computarizada o resonancia magnética y su prevalencia es dificil de determinar, es
decir, los datos sobre la distribucion real de esta zoonosis son ain fragmentados. Ademds, no hay
especificidad de sus manifestaciones clinicas y falta de recursos para obtener pruebas

completamente confiables y seguras. (Leyton, 2007; Mewara et al.,2013; Ndimubanzi et al., 2010).
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Es asi que, para poder estudiar mejor estas manifestaciones de la NCC, se propuso muchos

modelos, los més usados son los ratones y ratas, debido a su facilidad de manejo y la abundancia
de reactivos disponibles comercialmente. Con estos modelos se han obtenido resultados muy
interesantes para una comprension profunda de la enfermedad, mas no es posible extrapolarlo con
el ser humano (Arora et al., 2017). Actualmente se utiliza el modelo porcino, ya que se toma en
cuenta que este animal es el huésped intermediario natural de T. solium y es el que tiene mds
semejanza con el ser humano en cuanto a la respuesta inflamatoria (Sikasunge et al., 2008). Debido
a ello muchos estudios estin empleando cerdos naturalmente infectados por T. solium para
describir el dafio de la enfermedad y para evaluar la eficacia del tratamiento. Sin embargo, atin no
se ha investigado la caracterizacion de la inflamacién inducida por la droga antihelmintica en
cisticercos calcificados (Alvarez et al., 2002; Londoiio et al., 2002). La presente investigacion
pretende examinar los cambios histopatoldgicos y el grado de dafio neuronal, durante la interaccién
huésped-parasito causada por los cisticercos en su etapa calcificada en el tejido cerebral porcino.
Para ello se ejecutd algunos andlisis histol6gicos e inmunohistoquimicos al tejido cerebral con
cisticercosis, de modo que podremos comprender mejor las respuestas inflamatorias de las
calcificaciones inducidas por el tratamiento y asi servir de base para futuras investigaciones

encargadas de diseiar medidas de tratamiento mads eficientes contra esta patologia.

1.2 Antecedentes

Arora et al. (2017) nos expresaron que es dificil desarrollar un modelo animal que pueda
imitar el curso natural de infeccion de T. solium para la enfermedad de neurocisticercosis, sin

embargo, en la revision que realizaron, existen diferentes estudios que evalian modelos animales
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utilizados para estudiar la inmunopatogénesis de la neurocisticercosis, empleando ratones, ratas,

cobayas, perros, gatos y cerdos como modelos para esta enfermedad, con diferente grado de
éxito. Los modelos de ratones y ratas se han utilizado ampliamente debido a su facilidad de manejo
y la abundancia de reactivos disponibles comercialmente para estudiarlos, dando asi resultados
muy interesantes para una comprension profunda de la enfermedad. Pero dltimamente, el modelo
porcino infectado experimental o naturalmente se estd convirtiendo en el mejor modelo animal ya
que la progresion de la enfermedad es similar a la infeccién humana, por ser el hospedador natural
de la enfermedad. Aunque hay algunas limitaciones, ya que es un animal grande el manejo se hace

-un poco costoso, aun asi, es el mejor modelo para el estudio de la enfermedad.

Cangalaya et al. (2015) observaron que la ubicacion y la extension de los cisticercos en el
cerebro es un factor que determina el grado de la respuesta inmune después del tratamiento con
antiparasitario. Ellos evaluaron al modelo de cerdo infectado de forma natural sin tratamiento,
donde vieron que las caracteristicas de la inflamacién alrededor de los cisticercos cerebrales, ya
sea cisticercos parenquimatosos, meningeos y/o mixtos, no tuvieron diferencias en la
inflamacion. Por el contrario, cuando analizaron cisticercos después del tratamiento antiparasitario
con praziquantel, observaron que la inflamacién alrededor de los cisticercos cerebrales

parenquimatosos se incrementd, en comparacion con los otros lugares.

Londoio et al. (2002) recomiendan que debiéramos tener en cuenta las ventajas dnicas
ofrecidas por los cerdos como modelos animales para la cisticercosis, ellos usaron el corazén,
musculos esqueléticos y los tejidos cerebrales de cerdos infectados naturalmente con T. solium,

analizdndolo mediante técnicas histolgicas e inmunohistoquimicas utilizaron anticuerpos como


file:///C:/Users/miran/Downloads/TESIS%20CON%20NEUROFILAMENTO.docx%23Londoño_etal_2002
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anti-cerdo SWC3a para monocitos y granulocitos, CD21 antihumano para células B, fibrilar glial

antihumana proteina dcida (GFAP) para astrocitos, y CD44 anti-cerdo para adhesina, entre otros,
y observaron en los tejidos, que los cisticercos inducen la formacién de un granuloma maduro, el
cual estd constituido por una capa rica en eosinéfilos alrededor del pardsito, un revestimiento
compacto de células gigantes epitelioides y multinucleadas y un infiltrado inflamatorio con fibras
de coldgeno entremezcladas. Concluyen asi, que sus resultados inmunohistoquimicos refuerzan

cada vez maés las similitudes entre la cisticercosis humana y porcina.

Sikasunge et al. (2009) estudiaron tejidos de cerebro de cerdos sanos y con NCC, mediante
técnicas de histologia e inmunohistoquimica, donde sus resultados revelaron una extensa
astrogliosis, dafio neuronal y mayormente axonal en lesiones tempranas tardias, al observarse una
mayor expresion de proteina dcida fibrilar glial (GFAP) y de neurofilamento (NF). Con estos
resultados demostraron que la NCC porcina estd asociada al dafio severo del tejido nervioso y que
la respuesta del huésped es un esfuerzo de colaboracién entre las respuestas inmunes locales y
periféricas comparables a las observadas en el NCC humano, comprobando asi que el cerdo

seguiria siendo un modelo ttil para comprender el curso del NCC en humanos.

Asi otros estudios sobre NF como de Gomez-Isla et al. (1997) nos sefialaron que varios
trastornos neurodegenerativos, como la enfermedad de Parkinson, el Alzheimer y la esclerosis
lateral amiotréfica, implican la acumulacién de proteinas especificas, una de ellas es la
acumulacién de un grupo de proteinas, conocidas como los neurofilamentos (NF). Ellos analizan
el tejido cerebral de pacientes con Alzheimer y sin Alzheimer donde observa que en pacientes con

Alzheimer se perdié mds del 50% de neuronas y existen acumulacion de ovillos de neurofilamento.
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Asi concluye en su estudio donde observan que tanto la perdida neuronal y los ovillos

neurofibrilares aumentaron en paralelo con la duracién y la gravedad de la enfermedad, pero la
cantidad de perdida neuronal superada por muchas veces la cantidad de ovillos neurofibrilares

acumulados.

Igualmente, Smith et al. (1999) nos informa que el trauma cerebral en humanos aumenta
el riesgo de desarrollar la enfermedad de Alzheimer (EA) y puede inducir la formacién aguda de
placas similares a EA que contienen 3 amiloide (A). Por ello querian explorar mds sobre el
posible vinculo entre el trauma cerebral y la neurodegeneracion, es asi como realizaron estudios
neuropatoldgicos utilizando un modelo porcino de lesion cerebral difusa. Primero sacrificaron los
animales a los 1, 3, 7 y 10 dias después del trauma, luego realizaron un andlisis
inmunohistoquimico en secciones del cerebro usando anticuerpos especificos para A, proteina
precursora de B amiloide (pPP), tau y proteinas de neurofilamento (NF). Detectando asi la
acumulacion de AP y tau que se colocalizé con pPP y NF inmunorreactivos en axones dafiados en
toda la sustancia blanca en todos los animales lesionados. También algunos animales presentaron
acumulaciones de inclusiones ricas en tau y NF en el cuerpo neuronal. Concluyendo asi, que este
modelo porcino de lesioén cerebral difusa se caracteriza por la acumulacién de proteinas que

también forman agregados patoldgicos en la EA y enfermedades neurodegenerativas relacionadas.

También Petzold et al. (2005) nos informan que al analizar muestras de liquido céfalo
raquideo (LCR) mediante nuevas técnicas de ELISA, los niveles de NF aumentaron desde el inicio
hasta los tres afios de muestreo de seguimiento en aproximadamente la mitad de nuestros pacientes

con esclerosis miiltiple (EM). Ellos interpretan sus hallazgos sobre la hipdtesis epidemioldgica
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donde el dafio axonal es un proceso acumulativo gradual durante el curso de la enfermedad. Por

lo que deducen que estos valiosos marcadores sustitutos de NF, tienen el potencial de ser utilizado

como nuevas medidas de resultado secundarias en ensayos de EM tratamiento.

1.3 Objetivos

- Objetivo General

Determinar el dafio neuronal por quistes calcificados en el modelo de cerdo infectado
naturalmente con neurocisticercosis en grupos sacrificados en 4, 8 y 12 meses después del

tratamiento antihelmintico.

- Objetivos Especificos

Determinar la ubicacion del quiste e identificar la respuesta inflamatoria en el tejido cerebral

porcino mediante la tincién hematoxilina-eosina.

Determinar la presencia de calcio en quistes calcificados mediante la tincién Von Kossa.

Cuantificar el dafio axonal mediante el uso del marcador de neurofilamento.

1.4 Justificacion

La neurocisticercosis ha sido clinicamente bien documentada, pero atin se requiere una
mayor comprension de la compleja relacién hospedero-parasito y la inflamacién causada , ya que

es un factor principal en la severidad de los sintomas.
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En este mismo sentido Gonzdlez, et al. (2012) y Garcia et al. (2014) nos sefialan que el tratamiento

mata al pardsito y por ello causa la calcificacion, seguidamente de la inflamacion y posteriores
crisis epilépticas, pero ellos afirman que aun falta profundizar mds el tema. Para superar estas
limitaciones se han desarrollado varios modelos animales tales como el cerdo ya que se parece

mads al humano (Londofio et al., 2002; Verastegui et al., 2000; Sikasunge et al., 2009).

En el presente estudio a fin de caracterizar la inflamacién inducida por la droga
antihelmintica, se emplearon cerdos naturalmente infectados por T. solium en los que se detalla el
desarrollo de la enfermedad y se evalda la eficacia del tratamiento, debido a que existen muy pocos

estudios enfocados en describir estos aspectos.

Es asi como se pretende examinar los posibles cambios histopatolégicos y el grado de
afectacion o dafio neuronal, si lo hubiera, durante la interaccién huésped-pardsito causada por los
cisticercos en su etapa calcificada, en el tejido cerebral porcino. Para ello se ejecuta algunos
andlisis, como someter al tejido cerebral porcino naturalmente infectado por cisticercosis, a
métodos histoquimicos e inmunohistoquimicos. De modo que podremos comprender mejor las
respuestas inflamatorias agudas inducidas por el tratamiento, pudiendo asi servir de estudio base
para futuras investigaciones y asi se disefien medidas de tratamiento simples, seguras y mas

efectivas contra esta patologia.
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1.5 Hipotesis

Ho: Existe dafio neuronal por quistes calcificados en el modelo de cerdo infectado
naturalmente con neurocisticercosis en grupos sacrificados en 4, 8 y 12 meses después del
tratamiento.

Ha: No existe dafio neuronal por quistes calcificados en el modelo de cerdo infectado
naturalmente con neurocisticercosis en grupos sacrificados en 4, 8 y 12 meses después del

tratamiento.
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IL. MARCO TEORICO

2.1 Bases tedricas sobre el tema de investigacion

2.1.1 Taenia solium

T. solium es un platelminto de la clase Eucestoda y es una de las tres especies del género
Taenia que tienen capacidad de parasitar al hombre. El parésito adulto estd compuesto por una
pseudocabeza (escélex) armada con cuatro ventosas y una doble corona de ganchos en el rostelo
retrictil, posee un cuello angosto y un cuerpo elongado que consta de varios cientos de proglétidos

cada uno con ambos 6rganos sexuales funcionales (Hoberg, 2006).

2.1.1.1 Ciclo de vida. Presenta un ciclo de vida complejo donde los humanos son los
unicos hospederos definitivos, no obstante, tanto los cerdos como los humanos pueden ser
hospederos intermediarios (Verster, 1967).

Existen dos tipos de patologias causadas por la infeccién de T. solium, la primera es
causada por el pardsito adulto inicamente en el intestino del humano denominada teniasis, La
teniasis se adquiere por la ingesta de carne de cerdo infectado con larvas de T. solium. Los
cisticercos ingeridos evaginan en el intestino humano y mediante estructuras de la cabeza (escolex)
se pueden adherir a la pared del intestino y desarrollar el estadio adulto del parasito y la segunda,
que se refiere a la infeccién causada por la forma larvaria, denominada cisticercosis (CC), esto
ocurre en el cerdo o en el ser humano al ingerir huevos u oncésferas presentes en alimentos o
liquidos contaminados con heces. Una vez ingeridos estos, los embriones se liberan por accién de

los 4cidos estomacales y pasan al intestino delgado; luego de atravesar la mucosa intestinal llegan
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a la circulacion, mediante la cual potencialmente pueden infectar cualquier tejido y puede

desarrollarse en el musculo esquelético, el tejido subcutdneo y también en el sistema nervioso
central, en donde provoca un desorden clinico con la capacidad de adquirir distintas formas,

conocido como neurocisticercosis (Del Brutto, 2005; Flisser, 1994).

2.1.2 Neurocisticercosis

En la NCC, los quistes tienen una forma de vesiculas redondeadas u ovaladas que varian
en tamafio desde unos milimetros hasta 1-2 cm de didmetro (Garcia et al., 2014). La localizacién
mads comun son los hemisferios cerebrales, principalmente entre la unién de la materia gris con la
blanca. Ademads, se pueden hallar quistes en el cerebelo, ventriculos, espacio subaracnoideo,

cisternas basales y columna vertebral (Garcia et al., 2003).

La NCC tiene diversas manifestaciones clinicas, llegdndose a presentar como otro sintoma
neuroldgico, es asi que puede ocurrir aumento de la presion intracraneal, hidrocefalia y crisis
epilépticas, esta ultima es la mds frecuente. Asimismo, el tamafio del quiste y el bloqueo de la
circulacion cerebroespinal influyen en la sintomatologia de NCC, sin embargo, la mayoria de los
sintomas son resultado directo de la cantidad de quistes, la localizacion en el cerebro y de la
gravedad del proceso inflamatorio del tejido alrededor del pardsito. Por otro lado, el diagndstico
de la NCC involucra convencionalmente compatibilidad en la historia clinica, serologia positiva y
monitoreo por tomografia computarizada o resonancia magnética (Nash et al., 2015; Garcia et al.,

2002).

2.1.3 Presentacion clinica de los quistes
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Las manifestaciones clinicas de NCC pueden ir desde una infeccién sin sintomas

hasta enfermedad grave y muerte. La gravedad de la enfermedad y las manifestaciones clinicas
son debido al nimero, tamafio y ubicacion de los quistes e intensidad de la respuesta inmune
del huésped. El principal determinante de las caracteristicas del NCC sintomatico se da cuando
los pardsitos se encuentran en el parénquima cerebral o en los espacios extraparenquimatosos.
Sin embargo, la cisticercosis cerebral parenquimatosa es la més frecuente y la que se presenta

con convulsiones como la manifestacion principal (Estaiiol et al., 1989; Garcia et al., 2005).

2.1.3.1 Neurocisticercosis parenquimatosa. La cisticercosis parenquimal es la maés
frecuente ya que constituye el 29-62 % de los casos de NCC, siendo la forma mads frecuente.
Suelen ser quistes de tipo celuloso, localizados sobre todo en dreas corticales del SNC y ganglios
de la base.

Es la que presenta convulsiones como la manifestacién principal, también epilepsias,
dolores de cabeza y otros sintomas. Las crisis epilépticas se producen principalmente por dos
causas, ya sea como crisis sintomadticas agudas en el contexto de quistes activos o formacién de
granulomas, o como "epilepsia crénica" asociada con lesiones calcificadas en etapa terminal
(Carabin et al., 2011). Asimismo, muchos informes de casos y estudios epidemiolégicos han
establecido una relacion entre el NCC y los dolores de cabeza similares a la migrafa, con un
cociente de probabilidades entre 2.65 y 3.39 similar al de la epilepsia. Dado que los dolores de
cabeza recurrentes son mds frecuentes que la epilepsia, incluso en regiones donde el NCC es

endémico. Sin embargo, no hay evidencia suficiente para recomendar pruebas sistemdticas de
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laboratorio o neuroimagen para NCC en pacientes que presentan dolores de cabeza recurrente o

cronico (Fogang et al., 2014).

Igualmente, la NCC también pueden mostrar signos neurolégicos focales (11.8%), signos
de presion intracraneal elevada (16.3%), signos meningeos (5.6%), anormalidades de la marcha
(5.6%) y estado mental / sintomas psiquidtricos alterados (28.1%) y otros sintomas (Carabin et al.,

2011).

2.1.3.2 Neurocisticercosis extraparenquimatosa. Los cisticercos pueden ubicarse en el
espacio ventricular o subaracnoideo y puede desarrollarse una hipertension intracraneal aguda que
puede llegar a ser mortal. El impedimento del flujo del LCR ocurre con mayor frecuencia cuando
los quistes se alojan en el cuarto ventriculo y causan hidrocefalia progresivamente (Fogang et al.,
2014; Nash et al., 2011) en su revision, dividieron el NCC extraparenquimatoso en cuatro
subgrupos, que consisten en NCC ventricular, NCC subaracnoideo de la convexidad cerebral, NCC
subaracnoideo de la fisura lateral y NCC subaracnoideo basal debido a diferentes ubicaciones,

patologias y caracteristicas clinicas posteriores.

Dentro de este grupo también podemos clasificarlos segin la incrustacion, ya que algunos
pueden encontrarse totalmente incrustados dentro del tejido parenquimatoso o meningeo o
parcialmente adyacentes tanto al parénquima cerebral como a las meninges (corticomeningeos)

(Cangalaya et al., 2016).
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2.1.4 Tipos de quistes

El quiste pasa por cuatro fases de desarrollo: fase vesicular, fase granular y la fase

calcificada (Escobar, 1983).

2.1.4.1 Quiste viable. Quiste esférico de 4 a 20 mm que rodea el escélex, el que se ve como
un nédulo en el interior de 2 a 4 mm. Tiene paredes finas (1 mm de espesor) y contenido liquido
y homogéneo, de sefial idéntica al liquido cefalorraquideo. Los quistes viables no presentan una
inflamacion evidente. Aun no se sabe o como consecuencia del tratamiento, el huésped identifica
el quite viable o en desarrollo y recién empieza con una respuesta inflamatoria intensa y un proceso

gradual de cambios degenerativo (Garcia et al., 2003).

2.1.4.2 Quistes degenerados (coloidal). En este estadio el parédsito muere, lo cual genera
un infiltrado inflamatorio local, con formacién de una capa mas gruesa de coldgeno, formacién de
tejido de granulacién. El fluido o liquido coloidal se transforma en una suspensién coloidal, con
solutos proteicos de mayor intensidad y se encuentran rodeados de edema vasogénico (Cuéllar et

al., 2011).

2.1.4.3 Quistes degenerados (granular). Segin va aumentando la inflamacién, el
contenido del quiste se vuelve opaco. Asi se va formando un granuloma que rodea el quiste, al
empezar con un infiltrado celular dentro del quiste y después se forma totalmente con una capa
celular epiteloide interna. Segun pasa el tiempo, el quiste se desarregla con muchos restos de

quiste, corpusculos calcdreos y diversos grados de reaccién inflamatoria. Luego el granuloma
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disminuye su tamaiio, se transforma en nodular, a veces con edema con inclinacién de generar

convulsiones (Nash et al., 2004).

2.1.4.4 Quistes calcificados. En esta etapa los quistes se vuelven no visibles y se
establecen como granuloma, incluso su contenido puede hialinizarse. La mayoria de ellos se
calcifica, lo cual se desconoce cdmo ocurre, pero se presume que sea una combinacién de la alta
accesibilidad del antigeno para el huésped que ocasiona inflamacién y/o pérdida de la eliminacién
de la respuesta celular del huésped por razones que no estdn claras. También hay desarrollo de

gliosis, después de la inflamacién en el cerebro lo cual aumenta el riesgo de epilepsia.

El NCC calcificado generalmente se denomina NCC inactivo porque incluye un proceso
de cicatrizacion no clinicamente relevante. Sin embargo, investigaciones recientes sugieren que el
NCC calcificado estaria relacionado con el origen y el mantenimiento de las convulsiones en zonas
endémicas. De los pacientes sintomdticos con NCC que asisten a centros clinicos, del 20 al 40%
de los casos se presentan solo con lesiones calcificadas. Las convulsiones se producen por quistes
calcificados, a veces con edema perilesional en el momento de una convulsién y a veces sin ella.
(Del Brutto, & Garcia, 2017; Minguetti, & Ferreira, 1983). Existe muy poca informacién
documentada de la patologia de las calcificaciones que en su mayoria describen las lesiones
hialinizadas y calcificadas con inflamacién perilesional variable (Nash et al., 2004; Pradhan, et al.,

2000).

2.1.5 Fase inflamatoria
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La respuesta inflamatoria desencadenada por el quiste puede separarse en cuatro etapas.

Primera etapa, el edema y el infiltrado inflamatorio rodea los vasos sanguineos en las proximidades
del parésito, el sitio se llena de células defensivas sensible a antigenos y moléculas bioactivas. La
segunda etapa, empieza cuando se presenta gliosis cerca del metacestodo. Las células gliales y
neuronales juntas apoyan la inflamacidn circundante. La tercera etapa, se ve que la inflamacién
provoca que las células del tejido conectivo desarrollen fibrosis (que son ricos en coldgeno y
fibroblastos) y recluta células inmunolégicas para formar granulomas (que estdn compuestos por
células gigantes y células epitelioides) como barreras protectoras para el tejido neural. Y la dltima
etapa, ya solo queda restos de granuloma y fibrosis, ademds se forman necrosis y depodsitos
intersticiales en la lesion (el material necrético puede calcificarse). Se pueden desarrollar cambios

vasculares (Alvarez et al., 2002).

Las células involucradas en los procesos defensivos contra los metacestodos, se puede
plegar en un subgrupo inmunolégico mesenquimal (linfocitos T, linfocitos B, células plasmaticas,
macréfagos y eosinéfilos); otro subgrupo similar a la epidermis mesenquimatosa (células
fibrobldsticas, gigantes y epitelioides); y un subgrupo neuronal mesenquimal (microglia) (Alvarez

et al., 2002; Mahanty, et al., 2015; Dametto, 2016).

2.1.6 Daiio neuronal

Es una lesién dentro del sistema nervioso central, que afecta a las neuronas, causada por
una fuerza fisica externa o agente interno, que imposibilita la realizacién de las funciones normales
del cerebro. Puede producir alteraciones motoras, cognitivas, emocionales, conductuales,

sensoriales y/o del nivel de conciencia. Por ello es base patoldgica de la discapacidad permanente
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en varias enfermedades neuroldgicas. La cuantificacion confiable y el seguimiento longitudinal

de dicho dafio son importante para evaluar la actividad de la enfermedad, monitorear las respuestas
al tratamiento, facilitar el desarrollo del tratamiento y determinacién del prondstico (Khalil et al.,

2018).

Durante la NCC existe este dafio neuroaxonal, ya que hay dafio no solo en neuronas sino
también en su axon, y también astrogliosis total; lo que causa expresion incrementada de proteina
acida fibrilar glial (GFAP), proteina de neurofilamento (NFP) y otras proteinas (Sikasunge et al.,

2009).

2.1.6.1 Lesion axonal. La lesion especifica de los axones puede ser debida a una tensién
sobre las fibras, a una lesion destructiva en el cortex cerebral o bien a fenémenos secundarios del
propio trauma (isquemia, edema, etc.). Al principio la tensién no es suficiente para ocasionar
dafio, después aparece una lesién leve, probablemente debida a cambios reversibles en la
membrana y posteriormente al aumentar el arrastre se desarrollan formas méds severas con lesiones
estructurales, llegando al rompimiento del axén (axotomia) (Lafuente Sanchez, 2005).
Esquematicamente la cronologia de los cambios histolégicos podria empezar a partir de las 3 horas
tras el traumatismo, podemos detectar actimulo focal de APP-beta, a las 7 h., dilataciones axonales
con histologia convencional (HE), luego a partir de las 24 h., los esferoides axonales también se
ponen de manifiesto mediante impregnaciones argénticas y con inmunohistoquimica podriamos
visualizar APP-beta, neurofilamentos y ubiquitina. Después a los 5 dias existirian grupos de

microglia en las regiones afectadas, en los 2 meses tras la lesion, existiria una degeneracion
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Walleriana con pérdida de vainas de mielina y de fibras mielinizadas, es asi como se incrementa

el dafo del tejido cerebral (Oehmichen, 1999; Lafuente, 2005).

Muchos autores asumen que la mejor técnica para observar la degeneracion axonal era la
impregnacién argéntica sobre secciones en parafina. Pero las técnicas inmunohistoquimicas
mediante anticuerpos frente a neurofilamentos, ubiquitina han simplificado y hecho mads

reproducibles los hallazgos (Sherriff et al., 1994).

2.1.6.2 Neurofilamento. Los neurofilamentos (NF) estdn presentes en el citoesqueleto
neuronal, especialmente el axén, y son filamentos intermedios de tipo IV con un didmetro de
aproximadamente 10 nm. Estas proteinas se encuentran principalmente en neuronas mielinizadas
adultas del sistema nervioso central (SNC) y axones mielinizados de gran calibre del sistema
nervioso periférico (SNP). El NF humano se compone de cuatro subunidades: una cadena ligera
(NF-L), cadena media de neurofilamento (NF-M) y cadena pesada de neurofilamento (NF-H) con
pesos moleculares de aproximadamente 68, 160 y 205 kDa, respectivamente; la cuarta subunidad
dependera de la ubicacion de la proteina, por lo tanto, la a-internexina (66 kDa), que se encuentra
en la médula espinal y el nervio 6ptico, ubicado en el SNC, mientras que la perifherina (58 kDa),
presente en las neuronas de los ganglios de la raiz, estd ubicado en el SNP (Tsuda et al., 2000;
Hoffman et al., 1987).

Una de sus funciones es dar soporte estructural a las neuronas, participar en procesos de
maduracién y regeneracion, involucrdndose en crecimiento y calibre axonal, también en procesos

de memoria y aprendizaje (Ressler et al., 2002; Tsuda et al., 2000).
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Por otro lado, la fosforilacién es la principal transformacién post-traduccional de

neurofilamentos, los cuales intervienen en su polimerizacion y despolimerizacion y es responsable

de su correcto ensamble, transporte, organizacion y funcidn en el proceso neuronal (Alberti, 2006).

Es asi que Liem y Leung (2003) nos afirma que las acumulaciones anormales de NF y las
crecientes inflamaciones axonales, pueden ser una causa o una consecuencia del transporte axonal
dafiado dentro de las neuronas comprometidas. Esta acumulacién anormal o modificaciones de
proteinas neurofilamento son encontradas en muchas enfermedades neurodegenerativas, es por
ello por lo que es de suma importancia estudiar su relacién con la neurocisticercosis. Para ello se
hace uso de técnicas inmunohistoquimicas pues asi nos permitirdn profundizar su estudio y aportar

en la investigacion.

2.1.7 Modelos animales

La necesidad de un modelo animal confiable que se asemeje de cerca a la patologia humana
es altamente deseable para estudiar cualquier enfermedad. Existe una mayor necesidad de un
modelo animal adecuado para el NCC, ya que la infeccién del SNC por quistes causa epilepsia
solo en humanos y, por lo tanto, es dificil comprender la biologia del parasito. Hasta ahora, varios
mamiferos han sido evaluados como modelos experimentales de infeccién por T. solium para
cisticercosis, pero desarrollar un modelo confiable de NCC sigue siendo un desafio (Arora et al.,

2017).

Por lo tanto, los investigadores de todo el mundo han probado ratones, ratas, conejos,

cobayas, perros jovenes, monos, gibones, hamsteres y gatos como modelos animales para la
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cisticercosis y para la NCC. Los roedores son los animales mas utilizados en los laboratorios

dentro de ellos el ratén, lo cual tiene sus propias ventajas, ya que se conoce toda su secuencia del
genoma, tiene una vida util corta y hay abundantes reactivos disponibles para su estudio y analisis

(Arora et al., 2017).

2.1.7.1 Modelo de cerdo. El cerdo, hospedero intermediario natural de T. solium, se ha
utilizado frecuentemente para estudios de NCC, ya que segin descripciones histoldgicas la

respuesta alrededor del pardsito es muy similar a la respuesta en neurocisticercosis humana

(Londoiio et al., 2002).

De la misma forma que en el humano, los quistes viables generan una leve o nula respuesta
inmune, mientras que la degeneracién del quiste por causas naturales o debido al tratamiento con

drogas antihelminticas produce una respuesta inmune elevada (Nash et al., 2014).

Tanto los cerdos infectados experimentalmente como los infectados naturalmente se han
utilizado para diversos estudios. Pero el modelo del cerdo con infeccion natural como modelo de
estudio se estd volviendo cada vez mas usado, ya que este modelo estd facilmente disponible en
todas las dreas endémicas y los cerdos infectados pueden identificarse facilmente en funcién de
los signos clinicos, junto con exdmenes musculares de lengua o cuello (Gonzélez et al., 1990)

(Prasad et al., 2006).
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1. METODO

3.1 Tipo de investigacion

Investigacién Cuantitativa: Por el nlimero de ldminas con tejido cerebral infectado con
quistes.

Investigacion descriptiva: Los componentes celulares presentes en la inflamacién causada
por el quiste.

Investigacion experimental: Realizada en el laboratorio.

Investigacion comparativa: Al determinar qué grupo después del tratamiento tienen mayor

dafio neuronal.
3.2 Ambito temporal y espacial

Se empezo el proyecto el mes de febrero del 2019; Los experimentos con animales se
realizaron en la Facultad de Medicina Veterinaria de la Universidad Nacional Mayor de San
Marcos, Lima, Pert y los andlisis de histologia e inmunohistoquimica de los tejidos se realizaron
en el Laboratorio de Diagndstico Parasitolégico de la Facultad de Ciencias y Filosofia de la

Universidad Cayetano Heredia.
3.3 Variables
3.3.1 Independiente.

Variable politémica: Tiempos después del tratamiento.
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3.3.2 Dependiente.
e Variable cuantitativa discreta: Grados de inflamacién, fibrosis, calcificacion mediante
tincién HE
e Variable cuantitativa continua: Presencia del grado de dafio neuronal mediante conteo de
NF.

e Variable cualitativa dicotomica: Presencia de calcificacion mediante Von kossa.

3.4 Poblacion y muestra

Se obtuvo un total de 17 cerdos, de los cuales 16 cerdos estdn infectados naturalmente por
T. solium en aldeas endémicas de la region Huancayo y 1 cerdo no infectado, estos animales se
transportaron a nuestras instalaciones en Lima. De los 16 cerdos infectados se dividieron al azar
en dos grupos: con tratamiento de antihelminticos (15 cerdos) y un grupo sin tratamiento (1 cerdo)
que es el control positivo; y por otro lado el grupo no infectado (1 cerdo) el cual fue el control
negativo; de los tratados con antihelminticos (15 cerdos) se sacrificaron a los: cuatro meses (n =
5), ocho meses (n = 5) y doce meses (n = 5) después del tratamiento. De cada grupo con tratamiento
o sin tratamiento, se obtuvo todas las 1dminas posibles de tejido con alguna lesion (quiste o fibrosis)

y del grupo control negativo se obtuvo 5 ldminas por cerdo.

Se utilizo solo un control de un cerdo infectado naturalmente con neurocisticercosis sin
tratamiento y no a los tres tiempos, porque se contaba con informacion de estudios previos que los
cerdos evaluados de diferentes edades (2 a 4 afios) con neurocisticercosis infectados naturalmente

existen falta de inflamacion alrededor de quistes no tratados (Cangalaya et al., 2015; Cangalaya et
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al., 2016; Mahanty et al., 2015). Lo cual en nuestro estudio se centra mas en cuanto a la presencia

de calcificacidn, inflamacién y dafio neuronal que ocasiona los quistes que fueron tratados con

antihelmintico.

Dado asi que, desde la obtencién de ldminas con tejido cerebral es donde se empezé el

proyecto.

3.5 Instrumentos

Muestra bioldgica: Tejidos de cerebro con quiste y sin quiste.
Materiales: Gradillas, ldminas, laminillas, pipetas de plastico de 3 ml, coplins jars de
pléstico, coplins jars de vidrio, ollas, cocina pequeiia, ice pad, termémetro, cimara himeda,

pizetas, frascos de vidrio de 250 ml, 500 ml y 1 litro.

3.5.1 Equipos.

Estufa marca VWR aifio 2005; microscopio con cdmara AxionCam ICc marca ZEISS afio
2016; cabina de limpieza con luz UV marca KYNTEL afio 2018; refrigeradora marca Oster afio
2018; checker Plus pH Tester marca HANNA Instruments aifio 2016 y micropipetas de 10 ul, 200

ul y 1 ml marca Axygen afio 2018.

3.5.2 Reactivos.

Solucién de hematoxilina de Harris marca MERCK; solucién de Eosina Y marca Sigma
Aldrich; kit de tincién de calcio (Von Kossa modificado) marca ScyTek Laboratories; solucién

recuperadora de antigenos marca EnVision™ FLEX (Tris/EDTA, pH 9); buffer de lavado marca
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EnVision™ FLEX (Solucién salina tamponada con Tris que contiene Tween 20, PH 7.6);

reactivo de bloqueo de peroxidasa marca FLEX EnVision ™ (Buffer de fosfato que contiene
peréxido de hidrégeno, 15 mmol / L de NaN3 y detergente); anticuerpo primario de ratén anti-
Neurofilamento monoclonal marca Dako; EnVision™ FLEX / HRP, Polimero/peroxidasa
(Dextrano con moléculas de peroxidasa y anticuerpo secundario de cabra, moléculas contra
inmunoglobulinas de conejo y ratén, en solucién tamponada); diaminobencidina (DAB)
Cromégeno marca Thermo scientific; agua destilada; alcohol de 96°, 70° marca Jenfarma; etanol
absoluto para andlisis EMSURE marca Merck; Neo-Clear (sustituto de xileno) marca Merck;
entellan marca Merck; solucién Poly-L-lysina marca Sigma Aldrich y plumén hidrofobico

ImmEdge.

3.6 Procedimiento

3.6.1 Estudio de diseiio y animales.

Se obtuvieron cerdos de aldeas endémicas de Huancayo, Pert. Fueron determinados por
un examen positivo de lengua a cisticercosis y transportados a las instalaciones de Lima. Las
muestras de suero se evaluaron con prueba seroldgica, ensayo de Western blot (WB), examen en
legua y confirmado por resonancia magnética basal, para revalidar la presencia de cisticercos en

el cerebro.

El protocolo de tratamiento parasitario consistié en una terapia combinada con albendazol
(Sanibendazol 10%, Montana SA, Pertd) administrado por cinco dias a 15 mg / kg / dia, dividido

en dos dosis de 7.5 mg por la mafiana y 7.5 mg por la tarde, y praziquantel (Saniquantel 10%,
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Montana SA, Pert) administrado durante dos dias a 75 mg / kg / dia, dividido en tres dosis de

25 mg / kg administradas cada dos horas (Gonzales et al, 2012). Luego, el tratamiento de los cerdos
se mantuvo en instalaciones para administrar bajo supervision veterinaria. La comida y el agua

fueron reguladas y manipuladas bajo condiciones éticas

3.6.2 Coleccion de especimenes.

Después del sacrificio de los animales, los cerebros de los cerdos se colocardn en placas de
hielo seco y se cortaron en secciones de 1 cm. Las muestras de los hemisferios se fijaron en
formalina tamponada neutra al 10%, luego se incluyeron en tacos de parafina y se realizaron cortes

coronales a un espesor de 4 um.

Una vez obtenidas las ldminas con tejido, se empezo este trabajo, realizando las tinciones
de: Hematoxilina-eosina 'y Von kossa, posterior ello se realiz6 la inmunohistoquimica para detectar
neurofilamento, para cada muestra y se examinardn las secciones con microscopia Optica

convencional.

3.6.3 Protocolo de tincion hematoxilina-eosina

Se desparafinaron e hidrataron las laminas con tejido (dos cambios de Neo-cleaner,
degradacidn de alcoholes de 96°, 80°, 70° y terminar en agua destilada), luego se retir6 las ldminas
del agua destilada y colocamos en un soporte, para pasar a tefiirlas con 6-8 gotas de Hematoxilina
por 3 minutos, después lavamos las secciones en agua corriente (2 veces) y agua destilada (2
veces), agregar alcohol dcido al 1% durante 10 segundos. Lavar 2 min con agua, posteriormente

se coloca 6-8 gotas de eosina por 2 minutos. Enjuagaremos las secciones con agua destilada (2
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veces) y finalmente se deshidrato las secciones en alcohol de 70°,80°, 96°, tres cambios de

alcohol absoluto y tres cambios de Neo-Clear, todos por espacio de 1 minuto y por dltimo se hace
el montaje con entellan. El protocolo fue basado de (Bancroft & Gamble, 2008), aunque se

modific los tiempos y los lavados era solo con agua destilada.

3.6.4 Protocolo de tincion Von kossa

Primero se desparafino e hidratard las ldminas con tejido, seguidamente se cubrird con 6 a
8 gotas de solucién de nitrato de plata (5%) durante 45 minutos mientras se expone a luz
ultravioleta. Luego de este tiempo se enjuago en tres cambios de agua destilada, después se incubo
las 1dminas en 5-8 gotas de solucién de tiosulfato de sodio (5%) durante 2 minutos. Enjuagamos
durante 2 minutos en agua corriente del grifo y luego dos cambios de agua destilada y
posteriormente se tifio la seccidn de tejido con 6-8 gotas de Solucién Nuclear Fast Red durante 5
minutos. Enjuagamos durante 2 minutos en agua corriente del grifo y luego dos cambios de agua
destilada y finalmente se deshidrato muy rdpidamente en tres cambios de alcohol absoluto, tres
cambios de Neo-Clear y se monté con entellan. El protocolo fue basado de (Bancroft. & Gamble,

2008), aunque se modifico los tiempos y los lavados, ya que se realiz6 solo con agua destilada.

3.6.5 Protocolo de tincion inmunohistoquimica para neurofilamento.

Se colocd en la estufa por 30 minutos a 60°C para desparafinar y después se hidratardn las
ldminas. Para ello se coloc6 en solucidn recuperadora de antigeno Tris / EDTA, pH 9 (3 en 1)

dentro de coplins jars de plastico. Luego se incubo en bafio maria por 20 minutos a 95° C,
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posteriormente se retira y dejar enfriar hasta 65° C, se lavaron dos veces con tampén Tris y

Tween pH 7.6

Se afiadi6é peréxido de hidrogeno (H202) por 5 min a temperatura ambiente, se lavé dos
veces con tampon Tris. Luego, las secciones se incubaron durante 20 minutos a temperatura
ambiente con el siguiente anticuerpo primario anti-neurofilamento de ratén (NF) (anticuerpo
monoclonal, clon 2F11, CCIS607). Se us6 como cromégeno el 3,3 'diaminobencidina
tetrahidrocloruro (DAB) (DakoCytomation), revelamos por 30 segundos y se detiene la reaccién
con agua destilada 2 veces por 5 minutos c/u. Para contrastar las ldminas, se realizé una breve
inmersion en hematoxilina por 1 segundo, posteriormente se lavé con agua destilada. Finalmente
se paso el rack por una serie creciente de alcoholes (70, 80, 96°) hasta alcohol absoluto II, donde
se coloco en la estufa a 37 °C por 3-5 minutos hasta que se sequen. Luego se sumergié en Neo-
cleaner por 5 minutos, se retird y se dejo secar para luego montar con Entellan. El sistema de
deteccion IHC fue un método basado en polimero de dextrano (EnVision®System,

DakoCytomation) y se aplicé de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

3.7 Analisis de datos

Se evaludé todos los quistes segin donde se ubicaban en el cerebro (parenquimal,
corticomeningial o extraparenquimal), pero para los datos de clasificacion solo se tomé en cuenta

solo quistes parenquimales.

Se tom¢6 fotos con Microscopio con cdmara AxionCam ICc (Carl Zeiss) para ver la

presencia de calcio del tejido tefiido con Tincién Von Kossa y reconocer las células inflamatorias
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presentes en el tejido y alrededor de los quistes en la tinciéon de Hematoxilina-Eosina. Para

determinar el grado de dafio ocasionado por el quiste se realizara la lectura en campos de 40x con

la ayuda de un especialista en patologias.

Los andlisis del proceso de inflamacién, de fibrosis y de calcificacion serdn comparadas
entre los tres grupos con tratamiento antiparasitarios, tomando como grupo control al grupo de 4
meses. En cambio, el andlisis de neurofilamento se tomard como grupo control a un tejido sin

quistes y sin tratamiento antiparasitario.

3.7.1 Anadlisis neuropatolégico

La inflamacién alrededor de la lesién se determiné en funcién del dafio del tejido y la

presencia de calcificacion. Se tomé en cuenta dos caracteristicas que son la intensidad

y distribucioén las cuales tienen una puntuacion dividida en 4 grados (Tabla 1). El anélisis
semicuantitativo de las células inflamatorias infiltrantes se realizé mediante una evaluacion
manual de toda el drea que rodea el quiste en la seccién coronal, bajo un microscopio 6ptico con
un objetivo de 40X. Las células infiltrantes se identificaron como plasmocitos, macréfagos,

linfocitos, eosindfilos y neutréfilos.

Para determinar grosor de la capa de células fibréticas se calculé promediando el ancho en
4 puntos al azar alrededor del quiste, para ello de acuerdo con la medida se dividi6 en 4 grados.
En cuanto a las células gigantes y reaccién granulomatosa solo se evalué la presencia o ausencia

de este alrededor de la lesion.
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El proceso de calcificacion se evalud con una puntuacion dividida en 4 grados para

evaluar la deposicion de cristales de calcio (tabla 1). El andlisis semicuantitativo de la
calcificacion, identificado con corpuisculos calcareos y depdsitos de sales de calcio, se realizd
mediante una evaluaciéon manual de toda el area del quiste bajo un microscopio optico con un

objetivo de 40X. La calcificacion se expres6 como el drea calcificada sobre el drea del quiste.

Tabla 1

Ubicacion y niimero de quistes en cada cerdo de los tres grupos con tratamiento

CARACTERISTICAS GRADO DESCRIPCION

Inflamacién Intensidad 0 No existe inflamacién
1 Leve presencia de células inflamatorias (plasmocitos,
macro6fagos, linfocitos, eosinéfilos y neutréfilos)
2 Moderada presencia de células inflamatorias (plasmocitos,
macréfagos, linfocitos, eosindfilos y neutréfilos)
3 Alta presencia de células inflamatorias (plasmocitos,
macré6fagos, linfocitos, eosinéfilos y neutréfilos)
Distribucién 0 No existe inflamacién
1 Presencia focalizada con un porcentaje inferior al 25 % del
area del quiste.
2 Presencia dispersa con un porcentaje entre 25% a 50% del
area del quiste.
3 Presencia abundante con un porcentaje entre el 50% a
100% del area del quiste.
Fibrosis Intensidad 0 Ausencia de fibrosis
1 Capa delgada de células fibroblasticas alineadas en un
grosor < 0.02 mm
2 Capa mediana de células fibroblasticas alineadas en un

grosor 0.02 mm a 0.5 mm
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Capa gruesa de células fibroblésticas alineadas en un
grosor > 0.05 mm o solamente fibrosis.

Distribuciéon 0

Ausencia de fibrosis

1 Presencia focalizada alrededor del quiste, con un
porcentaje inferior al 25 % del 4rea del quiste.

2 Presencia incompleta alrededor del quiste, con un
porcentaje que se encuentre entre 25% a 75% de fibrosis
en comparacion con el drea del quiste.

3 Presencia completa alrededor del quiste, con un porcentaje
que se encuentre entre 75% a 100% de fibrosis en
comparacion con el drea del quiste.

Calcificacion 0 Ausencia de calcificacion.

1 Presencia solo de corpusculos calcareos.

2 Porcentaje inferior al 50 % del area del quiste

3 Porcentaje entre el 50 % al 100% del area del quiste

Células gigantes No Ausencia de células gigantes.
St Células gigantes en la pared inflamatoria, fuera de la

Reaccion granulomatosa No

lesion.
Ausencia de reaccion inflamatoria.

Presencia de patrén de inflamacién crénica caracterizada
por la agregacién nodular de células inflamatorias,
predominantemente macréfagos activados, que a menudo
se transforman en células similares al epitelio (epitelioide)
alrededor de la lesion.

3.7.2 Analisis del neurofilamento

El nimero total de NF en un plano (coronal) se conté manualmente en las dreas de andlisis

incluidas corteza, hipocampo, putamen caudado y tdlamo. Se tomard en cuenta solo los quistes

parenquimales ya que se evaluard alrededor de 1000 um alrededor de la pared inflamatoria de la

lesion, las otras ubicaciones no retinen esta caracteristica por ello no se les evalud, luego se

evaluard 4 puntos alrededor del quiste y se promediara los valores.
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3.8 Consideraciones éticas

El proyecto fue aprobado por el Comité de Etica Institucional para el Uso de Animales en

la Universidad Peruana Cayetano Heredia (R-036-12-18).
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IV. RESULTADOS

Se analizaron las secciones histoldgicas de tejido cerebral de todos los cerdos, del grupo
con tratamiento antihelmintico se encontré 137 muestras con alguna lesién causada por el
cisticerco. Se identificaron un total de 62 quistes y 75 que poseian solo fibrosis. De todos ellos
ninguno era viable, pero el grupo de 8 meses es el que presento mds quistes, luego le sigue el grupo
de 12 meses y por dltimo el de 4 meses. En cuanto a la presencia de fibrosis, el grupo que mas

muestras tiene es el de 12 meses (tabla 2).

Tabla 1

Ubicacion y numero de quistes en cada cerdo de los tres grupos con post-tratamiento

Cerdos Quistes Fibrosis Total
4 meses (n=5) 13 17 30

8 meses (n=5) 35 28 63

12 meses (n=5) 14 30 44
Total 62 75 137

La tabla 3, nos muestra que, en todos los grupos post-tratados, la ubicacién de los quistes
es variada, pero la mayoria se ubica en la zona parenquimal. Por ello estos quistes se tomaran en

cuenta para nuestros andlisis.

Tabla 2

Niimero de quistes por ubicacion en el cerebro de cada grupo post-tratamiento
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Cerdos P CM M

4 meses (n=5) 10(1, 2,1, 3, 3) 3(1,0,0,0,2) 0

8 meses (n=>5) 23 (14,1, 8,0,0) 9(1,0,8,0,0) 3(0,0,3,0,0)
12 meses (n=5) 8(3,2,0,3,0) 6(3,0,3,0,0) 0

Total 62 75 137

Nota. Parenquimal (P), corticomeningial (CM) y meningial (M)

Enla figura 1 se realiz6 la tincién de hematoxilina-eosina a los tejidos con quistes, podemos
observar a un representante de los quistes de cada grupo, es asi como se pudo notar que en el grupo
de 8 meses es el que tiene quistes mds grandes, conteniendo mucha calcificacién y poca fibrosis

alrededor.

Figura 1

Tincion de Hematoxilina-eosina en cerebros de cerdo a los 4, 8 y 12 meses después del

tratamiento.

4 meses 8 meses 12 meses
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Nota. Aumento de 100x, barra=500 pm.

4.1 Calcificacion

Con la tincién de Von Kossa se evidencio depdsitos densos de agregados de calcio, en los
quistes de los grupos post-tratamiento (4, 8 y 12 meses). En la figura 1 se observa que la mayoria
de los quistes del grupo de 8 meses son de grado 2 o 3. La clasificacion de grados es segtn la tabla

1. De la figura 2 podemos destacar la mayor presencia de calcio que existe en el grupo de 8 meses.

Figura 2

Comparacion de los tres grupos post-tratamiento que poseen quistes parenquimales con calcio
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Figura 3

Imdgenes de tincion de von kossa del cerebro de cerdos con neurocisticercosis en tres grupos pos-

tratamiento

4 meses 8 meses 12 meses

Nota. Aumento 100x, barra=500 pum.

4.2 Células infiltradas inflamatorias

En la figura 4, se puede ver que el que mds sobresale es el grupo de 8 meses ya que tiene
una intensidad moderada de células inflamatorias (grado 2) y una distribucién abundante de células

inflamatorias entre el 50% a 100% en comparacion del drea del quiste (grado 3).
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Figura 4

Grupos post-tratamiento que poseen quistes parenquimales con presencia de células inflamatorias
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4.3 Células fibroticas

La figura 5 nos muestra, que el grupo de 8 meses en cuanto a intensidad posee una capa
mediana con células fibréticas de un grosor que va desde 0.2 a 0.5 mm alrededor del quiste (grado
2) y una distribucién completa alrededor del quiste que va del 75% a 100% en comparacién con

el drea del quiste (grado3).
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Figura 5

Grupos post-tratamiento que poseen quistes parenquimales con presencia de células fibréticas
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4.4 Células gigantes y reaccion granulomatosa

En la figura 6, comparando los tres grupos vemos que existe alta presencia de células

gigantes en los quistes del grupo de 8 meses.
Figura 6

Comparacion de los tres grupos post-tratamiento que poseen quistes parenquimales con presencia

de células gigantes
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En cuanto a la reaccién inflamatoria, la muestra de cada grupo con quistes del grupo de

8 meses posee reaccion granulomatosa en gran cantidad.
Figura 7

Comparacion de los tres grupos post-tratamiento que poseen quistes parenquimales con presencia

de reaccion granulomatosa
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4.5 Neurofilamento

La tabla 4 muestra el nimero de ovillos en el cerebro de cerdo a los 4, 8 y 12 meses post-
tratamiento antiparasitario en cerdos infectados naturalmente con neurocisticercosis. Se puede
observar un promedio mayor de ovillos en el grupo de 12 meses a diferencia del grupo de 8 y 4
meses. Solo se analiz6 algunas ldminas de los quistes parenquimales por cuestiones donde se

observaban una buena tincién o el tejido en buen estado.
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Igualmente, en la figura 8 se puede ver un ejemplo de cada grupo con post-tratamiento,

donde se ve que el grupo de 12 meses tienes mds neurofilamentos (forma de ovillos de color

marrén) presentes en un drea del tejido alrededor del quiste.

Tabla 3

Cuantificacion de neurofilamento en quistes parenquimales de cerdos con neurocisticercosis, en

cada grupo con post-tratamiento antihelmintico.

Grupo Cerdos (N)  Quistes (n) Ovillos Total Promedio
4 meses 5 6 33 5.50
8 meses 5 12 75 6.25
12 meses 5 4 53 13.25
Figura 8

Comparacion de los tres grupos post-tratamiento que poseen quistes parenquimales con

aglomeracion de neurofilamento en un drea.

4 meses 8 meses 12 meses

Nota. Aumento 400x, barra=50 pm.
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V. DISCUSION DE RESULTADOS

En nuestro estudio realizado en cerdos infectados naturalmente con NCC, se tomo en
cuenta el andlisis de los quistes que se encontraban en el parénquima, ya que ocupaban la mayor
parte de lesiones observadas. También, por que se podia observar mejor el grado de inflamacién,

calcificacion, fibrosis y dafio neuronal alrededor del quiste (ya que estdn rodeados de tejido).

Al comparar los tres grupos post-tratamiento antihelmintico. Hemos visto que la mayoria
de los quistes del grupo de 8 meses sobresale: en poseer mayor reaccion inflamatoria con presencia
moderada (grado 2) y ocupando > 50% con respecto al drea del quiste (grado 3); células fibréticas
con un grosor que va entre 0.2 mm - 0.5 mm (grado 2) y rodeando completamente al quiste (grado
3); calcificacién con depositos de calcio entre 50%-100% dentro del quiste (grado 3) y por dltimo
si existe presencia de reaccion granulomatosa y células gigantes. Al observar los quistes sin
tratamiento antihelmintico, no se observa ninguna reaccion inflamatoria, ni fibrosis, ni

calcificacion. Igualmente pasa con el tejido sano sin quistes.

Lo que si observamos es que, al ir disminuyendo la reaccién inflamatoria y las otras
caracteristicas es porque los quistes se estdn desintegrando por completo, esto lo visualizamos en
el grupo de 12 meses post- tratamiento donde tenia estas caracteristicas(inflamacién, fibrosis,
calcificacion, etc.) en grados menores de clasificacion. Otro aspecto que observamos es que, en
algunos quistes del grupo de 4 meses, solo tenian presencia de corpusculos calcdreos esto puede

ser por que recién se estaban degenerando.
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En cuanto a la acumulacién de neurofilamentos alrededor de los quistes, se podria decir

que es debido a la presencia de la reaccién inflamatoria que se incrementa al estar el quiste
degraddndose y también por el dafio que causa el quiste en el tejido, por lo tanto, existiria dafio
neuronal en el tejido cerebral del cerdo, ya que se observa acumulacién de neurofilamento. Esta
mayor acumulacién se dio en el grupo de 12 meses post-tratamiento, lo cual se podria inferir que
seria porque esta proteina se va acumulando segin pase el tiempo de la enfermedad. Por otro lado,
la presencia de neurofilamento en quistes sin tratamiento antihelmintico fue escasa y en tejido sano

no se encontré presencia de neurofilamento.

Asi Cangalaya et al. (2016) quienes manifestaron que la ubicacién parenquimal tiene una
vascularizaciéon mds densa y mds microvascularizaciéon. Pues visualizaron que la respuesta
inflamatoria alrededor del cisticerco localizado en meninges es menor a la respuesta de los
cisticercos parenquimales. También esta mayor vascularizaciéon permite que el medicamento
antihelmintico llegue mejor a estas ubicaciones parenquimales, dando paso a la desintegracion del

parasito y al inicio de la reaccion inflamatoria.

En cuanto a la reaccién inflamatoria Restrepo et al. (2001) nos dio a conocer, al analizar
tejido cerebral de varios pacientes con NCC mediante histologia e inmunohistoquimica, que los
quistes degenerados y calcificados estin rodeados por un granuloma maduro, compuesta por
células gigantes multinucleadas rodeadas por una capa fibrosa densa, una regién con gran cantidad
de leucocitos, con macréfagos infiltrantes que estdn cerca de la capa fibrosa, linfocitos T y B,
células plasmadticas, neutréfilos, mastocitos, eosinéfilos y microglia cerebral. Nos dicen que el

granuloma asociado con abundante fibrosis parece ser que protege el tejido adyacente de una
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lesion, debido a la respuesta inflamatoria del hospedero, pero dafia irreversiblemente el tejido

nervioso que rodea al cisticerco. Es por ello que estos pacientes con estas lesiones graves
presentaron sintomas fuertes que incluian convulsiones, alteraciones mentales y aumento de la

presion intracraneal.

Igualmente, (Agapejev, 1996) nos menciona que cuando la respuesta inflamatoria del
huésped se hace mads intensa, el pardsito comienza a sufrir un proceso de destruccién que resulta
en su muerte. Esta reaccién inflamatoria ira disminuyendo cuando mds se desintegre
completamente el parasito, pero atin existird presencia de células gigantes, rodeando al parasito

también seguird la capa de fibrosis, la gliosis y el edema.

Gonzélez et al. (2012) nos demuestran que al evaluar el modelo cerdo con diversos
tratamientos antihelminticos y haciendo uso de la tincién de hematoxilina-eosina y la tincién Von
kossa. Observan que la presencia de calcio fue mas evidente en quistes degenerados en cerebro y
musculos, que en quistes viables. En los quistes viables solo se encontrdé corpusculos calcéreos.
Sin embargo, en los quistes degenerados los depdsitos de calcio aumentaron segun el grado de
degeneracion. Concluyeron que la mejor combinacién vendria a ser albendazol més prazicuantel,

lo cual puede proporcionar un tratamiento antiparasitario mas eficaz para la cisticercosis humana.

También (Varga-Parada et al., 1999), nos informa que la calcificaciéon encontrada en los
quistes viables puede explicarse como los corpisculos calcdreos producidos por el pardsito y

depositados en la luz de los conductos protonefridiales.
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Para neurofilamento Sikasunge et al. (2009) confirmo que la proteina del neurofilamento

aumenta su expresion durante la lesion cerebral y/o inflamacién. Este aumento en neuronas y
axones es indicativo de que se produce dafio neuronal y principalmente axonal durante la NCC
porcina, también nos informa que existié la formacion de nuevos vasos sanguineos, lo que hace
mas permeable la barrera hematoencefélica y permite el ingreso de muchas células inmunes a
destruir al parasito. Igualmente, Mejia Maza et al. (2019) coinciden al ver inflamaciones axonales
extensas, en forma de esferoides (neurofilamentos) en ratas con NCC. Los esferoides demostraron
un aumento de la inmunorreactividad a la proteina precursora amiloide y al neurofilamento, lo que
indica una posible alteracion del transporte axonal. Ellos dicen que esto seria por el tamafio
relativamente grande de los cisticercos y la compresion fisica del axén en el cerebro, también
porque existe una respuesta inflamatoria significativa alrededor de los cisticercos, todo ello

contribuye al deterioro del transporte axonal y la formacién de esferoides axonales.

Gomez et al. (1997) también coincide con nuestro estudio ya que, ellos evaluaron la
cantidad de neuronas y neurofilamentos en pacientes con Alzheimer y concluyen que tanto la
pérdida neuronal y los ovillos neurofibrilares aumentaron en paralelo con la duracién y la gravedad
de la enfermedad. Aunque la perdida neuronal (mds del 50% de neuronas) era mucho més que la
acumulacién de neurofilamentos. Otro estudio de Petzold et al. (2005) analizaron muestras de
liquido cefalorraquideo de pacientes con esclerosis multiple, mediante la técnica ELISA (ensayo
por inmunoabsorciéon ligado a enzimas) y notan que la presencia de los niveles de NF se
incrementaron desde el inicio del muestreo hasta el final (seguimiento de tres afios) en

aproximadamente la mitad de los pacientes. Ellos interpretan sus hallazgos sobre la hipétesis
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epidemioldgica donde el dafio axonal es un proceso acumulativo gradual durante el curso de la

enfermedad.

Finalmente se tuvo limitaciones en nuestro estudio, ya que fue bajo el nimero de muestras
para el andlisis, ya que no todas las lesiones fueron quistes y de estos quistes no todos eran

calcificados, los cuales se requerian para el andlisis de cuantificacion de neurofilamento.
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VI. CONCLUSIONES

En la cuantificacién de neurofilamento el grupo que obtuvo el mayor acumulacién fue el

grupo de 12 meses, lo que evidenciaria dafio neuronal.

La ubicacién que la mayoria de los quistes presento fue la zona parenquimal y son las que se

analizaron en nuestro estudio.

El grupo de 8 meses posee mayor respuesta inflamatoria ya que se encontraron alta
presencia de células inflamatorias, células fibréticas, células gigantes y reaccién granulomatosa

alrededor de los quistes parenquimales.

En la mayoria de los quistes se visualiza la presencia de calcio, pero el que mayor grado

de calcificacion (grado 2 y 3) obtuvo fue el grupo de 8 meses post-tratamiento.

Asi determinamos que si existe dafio neuronal ocasionado por quistes calcificados en los tres
grupos postratamiento (4, 8 y 12 meses) a diferente grado, utilizando el modelo de cerdo infectado

naturalmente con neurocisticercosis.
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VII. RECOMENDACIONES

Se recomienda utilizar otros marcadores para identificar dafio neuronal y para describir
mejor que otras células aparecen por el dafno. También se recomienda aumentar el nimero de
muestras, a las cuales se le realice  diferentes tipos de tinciones histolégicas e
inmunohistoquimicas, ya que asi se podra describir con méas detalle que células estdn presentes a
causa del dafio que ocasiona el quiste en el cerebro del cerdo infectado naturalmente con

neurocisticercosis.
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