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RESUMEN
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El Encephalitozoon cuniculi es un parasito intracelular formador de esporas que
depende de la energia de la célula huésped que infecta. Las citocinas juegan un
papel importante en la produccion de sefales para la iniciacidén y la orientacion de
la reaccién inflamatoria y la formacién de los granulomas. Este trabajo se enfocé
en la deteccién de la presencia de las citocinas, TNF-a e IL-4, en los granulomas
presentes en cerebro y rindbn de conejos positivos, por medio de la técnica
inmunohistoquimica y su comparacion en animales inmunosuprimidos mediante
Dexametasona. La presencia de estas citocinas se observaron en todos los cortes
histolégicos de los granulomas de los conejos positivos a esta infeccion. Los
resultados obtenidos permitieron conocer las caracteristicas pro-inflamatoria de los
granulomas en el encéfalo y antiinflamatoria en los rifiones de estos animales, asi
como los efectos inmunomoduladores de la espora y la reacciéon del organismo
ante inmunosupresores como la Dexametasona. La informacién obtenida es clave
para el desarrollo de futuras estrategias de control y prevencién contra este

microsporidio.
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1. Introduccion

L 4

Encephalitozoon cuniculi (Ec), es un microorganismo perteneciente al phylum
Microsporidia, subphylum Sporozoa, y ha sido reconocido como un agente
patdbgeno en conejos desde 1920. Los microsporidios son organismos
intracelulares formadores de esporas, los cuales dependen del metabolismo
energético de la célula huésped, ya que carecen de mitocondria." En la Gltima
década, los microsporidios han recibido un creciente interés, ya que infectan a una
amplia gama de mamiferos, desde conejos, roedores, caballos, carnivoros, hasta
los seres humanos.? En estos Gltimos se les ha relacionado como una de las
causas de diarrea cronica en pacientes infectados con virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH).> Es por ello que las infecciones por Ec se
consideran de alto riesgo para los individuos inmunosuprimidos.® La
encefalitozoonosis es muy frecuente en los conejos, siendo un problema serio y
comun en las tiendas de mascotas y en bioterios de investigacién.® La infeccion en
conejos puede pasar desapercibida por la ausencia de signologia clinica.® Las
pruebas seroldgicas disponibles en la actualidad son dificiles de interpretar debido
a que el diagnostico definitivo depende de la fase en que se encuentre la

infeccion.®

La forma de transmision de Ec en los conejos puede ser a través de la via
digestiva, la inhalacibn de las esporas o por la transmision intrauterina.

Inicialmente, la infeccion es inaparente y se encuentra localizada al nivel del

14
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epitelio intestinal; aunque también puede infectar a las células inflamatorias
residentes del tracto digestivo, como macro6fagos y linfocitos inter e intraepiteliales.
Posteriormente las esporas llegan por via sanguinea o linfatica a los ojos, los
rifones, el encéfalo, el higado y el pulmén. En el encéfalo ocasiona una severa
meningoencefalitis granulomatosa, mientras que en rifidn causa una nefritis
intersticial y granulomatosa, y a nivel ocular puede causar cataratas e hipopién, las
lesiones pueden presentarse individualmente o en combinacién. Las lesiones a
nivel sistémico, es decir de manera multiorganica, pueden causar muerte por

convulsiones o infarto .t

El papel de la inmunidad tanto humoral como celular en una infeccién con Ec ha
sido reportada®, pero poco se sabe sobre el papel que las citocinas desempefian
en la respuesta inmune durante la formacién del granuloma en una infeccion
microsporidiana.'®"" Se ha reportado que las citocinas proinflamatorias producidas
por las células Th1, IFN-y e IL-12, son importantes para promover una inmunidad
protectora contra numerosas infecciones intracelulares. Las citocinas
antiinflamatorias, como la IL-4 e IL-10, producidas por las células de tipo Th2,
participan en la regulacion de respuesta Th1 del sistema inmune, y es posible que

desempefien un papel similar en la infeccién por Ec.'?

La deteccion de estas citocinas es primordial para entender su funcién durante la
formacién del granuloma microsporidiano. La evaluacién de la concentracién de
citocinas en una infeccion por Ec suele hacerse generalmente mediante técnicas
de inmunoensayo ligado a enzima (ELISA)'™, pero este tipo de técnica detecta

solamente la concentracibn de estas citocinas en fluidos sanguineos o
15



sobrenadantes de cultivos celulares, por lo que se requiere de técnicas mas
sensibles que las detecten a nivel tisular, como la inmunohistoquimica (IHC). Las
técnicas de IHC han sido utilizadas para detectar a las esporas de Ec dentro de
las células infectadas, pero a la fecha no se han llevado a cabo estudios sobre la
produccién de citocinas durante la formacion de los granulomas en infecciones por
microsporidios. Por lo tanto, se necesita una investigacibn mas extensiva para
lograr comprender no solamente la formacion y crecimiento del granuloma, sino
también los mecanismos de interaccion entre las esporas de Ec y las células
inflamatorias del huésped durante la latencia del xenoma (la proliferacion de
parasitos microsporidios dentro de la célula huésped) o del granuloma y su

posterior reactivacion.

En este trabajo, se estudiaron las citocinas TNF-a e IL-4 en la dinamica de la
formacién del granuloma microsporidiano en individuos inmunocompetentes e
inmunosuprimidos y se establecieron las diferencias clinicas y patolégicas en
ambos grupos utilizando al conejo como modelo natural. Asi como también la
determinacién y analisis de las citocinas en los diferentes grupos de animales. La
informacion obtenida en este trabajo es de relevancia cientifica en el area basica
de la investigacion ya que se pudo determinar la dinamica de la
inmunomodulacién en cuanto a produccion de citocinas durante una infeccién por

Ec en un modelo de infeccién natural en el conejo.
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1.1. Justificacion

El estudio de las citocinas pro y antiinflamatorias permitira comprender el papel
que la respuesta inmune juega durante el desarrollo del microambiente del
granuloma microsporidiano, asi como la interaccién entre huésped y el agente
infeccioso en conejos infectados de manera natural, ya que estos animales son

considerados como el huésped definitivo de la encefalitozoonosis.

1.2. Hipétesis

Encephalitozoon cuniculi promueve la expresion de citocinas pro y

antiinflamatorias dentro del granuloma microsporidiano.

1.3. Objetivo General

Demostrar mediante el uso de anticuerpos conjugados con avidina-biotina, la

expresion TNF-a e IL-4 asociadas al granuloma microsporidiano.

1.4. Objetivos Especificos

1. Detectar conejos infectados con Ec mediante serologia y examen

coproparasitolégico.

2. |dentificar las esporas de Ec mediante histopatologia y tincién con fluorescencia

en granulomas de animales infectados naturalmente.

17



3. Identificar la expresion de TNF-a e IL-4 asociadas al granuloma

microsporidiano.

18



2. Literatura Revisada
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2.1. Encephalitozoon cuniculi

Encephalitozoon cuniculi (Ec) fue el primer microsporidio en ser reconocido como
un parasito de mamiferos. Reportes desde el afio 1920 describieron un sindrome
de encefalitis que ocurria en el conejo doméstico y que estaba relacionado con la
presencia de microsporidios en las lesiones histoldgicas. El organismo asociado a
esta enfermedad neuroldgica fue nombrado Encephalitozoon cuniculi por Levaditi
et al. (1923). Este nombre cientifico fue cambiado en el afio 1964, a Nosema
debido a las similitudes que presentaba con ciertos microorganismos patégenos
identificados en los artrépodos, y por un periodo de tiempo, el nombre cientifico
Nosema cuniculi fue ampliamente utilizado.' En 1971, Shadduck y Pakes
propusieron un retorno a la nomenclatura original, y desde entonces Ec ha sido el
nombre usado para las especies de parasitos de conejos y roedores. La
Encefalitozoonosis es ahora ampliamente reconocida como una enfermedad

ocasionada por un microsporidio que afecta al conejo doméstico.'>'®

La posibilidad de transmision zoondtica de Ec de conejos a los seres humanos es
sumamente alta. El primer caso reportado de infeccién por microsporidia en el ser
humano fue en 1959 en un nifo asiatico de 9 afos de edad, que padecia de
convulsiones, espasmos, cefalea y nausea. Pruebas posteriores realizadas en
este paciente confirmaron el diagndstico positivo por infeccién con Ec. El siguiente

caso reportado fue hasta un cuarto de siglo después, en un nifio de 2 anos de

19
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edad en Suecia, donde se determiné también la presencia de microsporidos.'” En
1973 se documentaron dos casos de microsporidiosis corneal en pacientes que
recibieron trasplantes infectados por la espora.’® Desde entonces, cientos de
casos diagnosticados de microsporidiosis por Ec han sido mundialmente
documentados sobre todo en animales y personas inmunosuprimidas, en
pacientes con cancer o con transplante de 6rganos y en individuos que recibieron
tratamiento anticancérigeno inmunosupresor.’® A partir de entonces, la
encephalitozoonosis ha despertado un verdadero interés en la patologia humana y
veterinaria, principalmente sobre el papel que los animales tienen en la

transmision de este padecimiento.

Hasta el momento, tres genotipos de Ec han sido documentadas mediante
biologia molecular: el Tipo | presente en perros, el Tipo Il en roedores y el tipo I
en conejos®. En areas donde la cohabitacién con perros es comun, los duefios
son mas susceptibles a ser infectados con el Tipo I, y lo mismo ocurre con los

duefios y productores de conejos, con el Tipo 112!
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2.2. Estructura de la espora de Encephalitozoon cuniculi

Los microsporidios han desarrollado un mecanismo de infeccion unico que se
caracteriza no so6lo por una gran reduccidon en sus niveles morfologicos y
ultraestructurales (Figura 1), sino también en su genética. Esto se debe a que no
pueden crecer, ni dividirse, fuera de una célula huésped y ademas, requieren de

los recursos energéticos que obtienen a partir de éstas.??

Las esporas Ec estan rodeadas por una capa exterior que se divide en dos partes:
la exoespora, la cual estd compuesta de glicoproteina, y la endoespora, la cual es
una capa interior constituida de quitina, las cuales le proporcionan proteccion
contra el medio exterior. Estas capas difieren de la membrana plasmatica en que
contiene al citoplasma y el resto de los organulos de la espora. El Ec consta de un
nucleo diplocarion, los cuales son estructuralmente idénticos y se dividen de forma
sincrénica; un polaroplasto laminar membranoso que ocupa la tercera parte apical
de la espora y puede incluir un aparato de Golgi atipico. También cuenta con
vesiculas polares, las cuales se han hipotetizado que son vestigios de
mitocondrias 0 mitosomas, los cuales se encuentran muy reducidos y dispersos
por el citoplasma. Algunos elementos membranosos pertenecen al reticulo
endoplasmico rugoso, en una disposicidn como cisternas paralelas cubiertos por
los ribosomas, los cuales son un componente predominante del citoplasma
microsporidiano y una vacuola posterior que se aprecia como un espacio vacio al

observarlo en microscopia de luz.?®
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La espora contiene un aparato de infeccion sofisticado, compuesto de tres partes:
1) un largo filamento polar filiforme (también conocido como "tubo polar", "tubo de
invasion" o "tubo de inyeccién"), del cual emana desde el disco de anclaje en la
parte anterior y la porciébn mas delgada de la espora, 2) el polaroplasto, el cual es
un sistema de compartimentos membranosos, que se puede observar como una
serie de laminillas, sacos o tubulos en la mitad anterior de la espora, y 3) la
vacuola posterior, que se localiza cerca del polo posterior de la espora, y esta
compuesta de un contenido esponjoso o0 acuoso.?? Bajo condiciones apropiadas
dentro del microambiente del huésped, el tubo polar se descarga a través del
extremo delgado anterior de la espora como resultado de un cambio en la presién
osmdtica, lo que provoca la entrada subita de agua e hinchazén de la vacuola
posterior, con el arreglo subsecuente de las laminas del polaroplasto y finalmente
la eyeccién del tubo polar.?® Por este medio el esporoplasma se inyecta desde la

espora de una célula huésped iniciando la transmisién de la infeccion.
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Figura 1. Estructuras principales de la espora de Encephalitozoon cuniculi.
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2.3. Desarrollo y ciclo de vida de Encephalitozoon cuniculi en el

conejo

El ciclo de vida general para los microsporidios se puede dividir en tres fases: 1) la
fase infecciosa o ambiental; 2) la fase proliferativa, identificado por algunos

autores como merogonia; y 3) la fase de esporogonia o formadora de esporas.

Es la fase infecciosa es la uUnica etapa del ciclo de vida en donde la espora es
capaz de sobrevivir fuera de la célula huésped (Figura 2). Durante la germinacién
de la espora, el esporoplasma se inyecta en una célula huésped a través del tubo
polar, iniciando de esta manera un ciclo de reproducciéon que termina con la
produccién de las esporas.?* La experimentaciéon con varios factores fisicos y
quimicos del entorno de las esporas en el epitelio digestivo ha llevado a algunas
hipbtesis para explicar los mecanismos implicados en la extrusion de filamentos
polares. En estos estudios, las esporas respondieron a uno o mas estimulos tales
como pH, concentracion de iones, osmolaridad, enzimas digestivas, potencial
redox y productos digestivos llegandose a la conclusion de que los iones de sodio
y potasio (dentro de un rango de pH limitado) actuaron como factor de
germinacion primaria.?* Otros informes sugieren que el proceso de invasién de Ec
también puede implicar una estrecha asociacion entre los glicosaminoglicanos
(GAGs) tanto de las esporas y los de la superficie de la célula huésped, que
pudiera ser un mecanismo que ayude a la estabilidad de la espora en las

proximidades de la membrana celular.?®
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Dentro de la célula huésped, el esporoplasma del Ec crece en una vacuola
parasitofora en el citoplasma de esta, una vez que éste fue inyectado por el
filamento polar (Figura 2) conforme la vacuola crece, la célula infectada pierde
progresivamente masa citoplasmatica.! En el citoplasma del huésped, el
esporoplasma madura en meronte, estructura que contiene esporas inmaduras, el
cual se multiplica por divisién binaria y crea una infeccion primaria en el tejido o
puede ser transportado a otros sitios para su desarrollo. No obstante, aun no se
conocen bien estos mecanismos de transporte durante las etapas tempranas de
desarrollo parasitario, aunque se ha sugerido que la linfa, sangre o leucocitos
pudieran intervenir en su desarrollo.?” La esporogonia es la culminacién del
desarrollo del parasito e involucra el desarrollo transicional de esporontes a
esporoblastos y finalmente en esporas. Una espora se considera madura una vez
que todas sus estructuras internas, incluyendo el aparato de extrusion, estan

completas.’
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La infeccion por microsporidia en la célula huésped culmina con la degeneracion
de la misma, asi como necrosis del tejido infectado debido a una severa respuesta
inflamatoria, quiza provocado por la quitina de las esporas liberadas. Sin embargo,
antes de que esto ocurra, es comun observar en la mayoria de las
microsporidiosis una hipertrofia de la célula huésped, incluyendo al nucleo de la
misma.' La gran proliferacién de las esporas reemplaza gradualmente el contenido
celular, lo que resulta en la formaciébn de un quiste o xenoma. La célula
hipertrofiada eventualmente se convierte en una simple envoltura alrededor del
parasito y eventualmente muere. Asimismo, también se ha reportado una reaccién
entre el xenoma y las células de la periferia, principalmente fibroblastos, células
epiteliales e histiocitos que, en opinién de varios autores, también forman parte del
complejo del xenoma.?® Tanto el xenoma como el huésped se benefician
mutuamente, ya que el primero ofrece un ambiente éptimo de desarrollo

parasitario, mientras que el segundo lo confina evitando su propagacion.?

La principal via de infeccion es aquella que inicia con la perforacion de la célula
huésped por el tubo polar y de la deposicion de la esporoplasma dentro de ella,
aunque se ha informado y demostrado la existencia de otros medios de infeccion.’
El Ec puede ser fagocitado por macréfagos (en respuesta celular o provocada por
la quitina del mismo microorganismo), y una vez internalizado, escapa del
fagosoma, infectando asi a las células que participan en la respuesta inmune e

inicia su diseminacién por el resto del organismo.?
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2.4. Signos clinicos y lesiones asociadas a Encephalitozoon cuniculi

en el conejo.
2.4.1 Cuadro clinico.

La mayoria de las infecciones pueden presentarse de manera asintomatica, pero
las infecciones en conejos por Ec pueden ser de dos tipos: aguda y crénica; y los
signos clinicos caracteristicos son la pérdida de peso, diarrea liquida sin presencia

de sangre y de moco.?

En los casos agudos (< 3 semanas post infeccidon), el microorganismo se replica
en los pulmones y en el higado.® Conforme la proliferacién del parasito progresa,
la infeccidn continta hacia el rifidon, el sistema nervioso central (SNC), el corazén y
el ojo. Algunas veces puede observarse diarrea, ataxia, opistotonos, torticolis,
convulsiones, nistagmos y en los casos mas severos muerte stbita.?® Otros signos
asociados con la lesion nerviosa la paresis posterior que puede ser uni o bilateral y

el rodamiento completo del animal.®

En los casos crénicos (=5 semanas post infeccidén), puede llevar tanto a la
presentacién de la sintomatologia clinica, como a su ausencia.® Los conejos que
sufren de falla renal cronica generalmente también presentan letargia, pérdida de
peso, anorexia, poliuria, polidipsia y en algunos casos incontinencia urinaria y
escaldamiento de la piel del tren posterior. En los casos de lesion ocular, que
suelen ser durante la prefiez de la hembra afectando al producto no nato, se
pueden observar cataratas y ceguera uni o bilateral. El corazén también pudiera
estar afectado, aunque en menor grado.*’
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2.4.2. Cambios patologicos
El proceso de infeccidon por microsporidia en la célula huésped culmina con la
degeneracion de la misma, lo cual generalmente forma lesiones caracteristicas del
tejido infectado debido a una severa respuesta inflamatoria.’ Esto se observa en
los principales érganos que coloniza este patdgeno, entre ellos se encuentra el
pulmén, el higado y el rifién, avanzando al SNC, el corazén y el 0jo.° En el caso
higado se observan lesiones hepaticas caracterizadas por una respuesta
inflamatoria discreta, con una escasa infiltracion linfocitica periportal o una severa
respuesta inflamatoria granulomatosa focal, o multifocal con infiltracién linfocitica
periportal y necrosis.®® En el pulmén se limita a una hiperplasia y dafio al epitelio
alveolar incluyendo una gran produccién de secrecién nasal y bronco alveolar
donde generalmente se encuentran presente la espora; y en el o0jo, los cambios
patolégicos pueden ser debidos a ruptura del lente ya que la capsula anterior del
lente puede romperse espontdneamente y causar un granuloma zonal en el
mismo.%” Pero los dafios mas importantes son los observados a nivel de tejido

renal y SNC.

2.4.2.1. Sistema Nervioso Central
Los cambios a nivel de tejido nervioso generalmente ocurren alrededor de las 3 a
las 4 semanas postinfeccién, los cuales se caracterizan por una infiltracién
linfocitica perivascular, la cual puede ser desde discretos cambios de caracter no
supurativo hasta una severa meningoencefalitis o0 meningoencefalomielitis
granulomatosa focal o multifocal con astrogliosis.*> * Los granulomas estan
conformados de un centro necrotico, rodeado de macrofagos y/o células gigantes,

linfocitos, células plasmaticas y células gliales. Las areas mas afectadas son la
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corteza y la médula cerebral; aunque también han sido observadas lesiones en el
tallo cerebral, en el cordén espinal y en menor grado en el cerebelo. Las
leptomeninges frecuentemente resultan afectadas y ocasionalmente se puede
observar radiculitis espinal focal, lo cual pudiera explicar los signos neurolégicos

atipicos.?

2.4.2.2. Rihones
Las lesiones en el tejido renal van desde una nefritis intersticial no supurativa
focal, segmental o difusa hasta una severa nefritis focal o multifocal
granulomatosa. Frecuentemente se han descrito varios grados de nefritis
intersticial crénica con la formacién de fibrosis y la presencia de granulomas
multifocales.®® En los casos agudos es posible observar esporas maduras en el
epitelio de los tubulos distales, en macréfagos, en focos inflamatorios o libres en el
lumen de los tubulos colectores. Las esporas toman este sitio en particular para
su multiplicaciéon y una vez que maduran, son expulsadas fuera del organismo a
través de la orina. El epitelio de los tubulos renales también puede lucir
descamado y con presencia de infiltracidn intersticial por células mononucleares.
Sin embargo, las lesiones pueden estar presentes con una minima afectacién de
los glomérulos.®. En los casos crénicos se observa regularmente fibrosis
intersticial, colapso del parénquima renal e infiltracion por células

mononucleares.®*
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2.5. Diagnostico de laboratorio de Encephalitozoon cuniculi
2.5.1. Diagnéstico de microsporidiosis intestinal

La gran mayoria de los métodos de diagndstico para detectar esporas de
microsporidia toman como punto de partida el examen de heces fijadas con
formaldehido al 10% amortiguado. La deteccidon microscépica de las esporas
requiere una adecuada iluminacién y siempre usar un aumento de 100X con aceite
de inmersion. Las esporas de Encephalitozoon spp miden aproximadamente entre

1.0 a 1.5 pm de ancho y de 2.0 a 2.3 ym de largo.®®

2.5.1.1. Tincién con Azul de Tricromo (Cromotropismo, tincién con la

técnica de Weber).

Esta es la tincibn mas empleada y recomendada para detectar esporas de
microsporidia en heces frescas o fijadas en formaldehido, especialmente en
laboratorios donde las técnicas mas sofisticadas tales como Reacciéon en cadena
de la Polimerasa (PCR), Microscopia Electronica de Transmisiéon (MET),
inmunofluorescencia (IFA), no estan bien establecidas.*® El modo de accién de la
tincién radica en la afinidad del azul de Tricromo sobre la quitina de la pared
celular de la espora (endospora). La espora se tifie intensamente de un color rojo
o rosado facilitando la descripcion morfolégica de las mismas. Una caracteristica
distintiva de las esporas de microsporidia es que muchas muestran un cinturén de
color rojo o rosado que abarca la linea ecuatorial del parasito y que es la marca

distintiva del tubo polar enrollado.®’

31



2.5.1.2. Tincion de Calcofluor White MR2 (fluorocromo).

Esta tincion es la segunda mejor opcién para diagnéstico de microsporidiosis
intestinal. Los agentes quimiofluorescentes o abrillantadores &pticos tienen
afinidad por la quitina de endospora, al igual que el Tricrbmo, con la excepcion de
la necesidad de observarlo bajo luz UV; por lo tanto, se requiere de un
microscopio de epifluorescencia para la deteccidén de las esporas. Con la correcta
longitud de onda (390-420nm), la pared celular de microsporidia se observa de un
color azul intenso a un azul pélido, lo cual facilita la deteccién del parasito. Se
requiere de experiencia para el manejo del equipo de microscopia de luz UV, asi
como también para distinguir las esporas de artefactos presentados en el material

fecal o de elementos fecales que pudieran absorber el agente de fluorescencia.

2.5.2. Deteccion de esporas de Ec en tejido con anticuerpos

conjugados con fluoresceina — Inmunofluorescencia (IFA).

Los anticuerpos conjugados con un marcador fluorescente son herramientas Utiles
que han demostrado su eficacia al reconocer antigenos especificos de especie
sobre la espora misma o el tubo polar, debido al uso de anticuerpos
mononucleares marcados con fluoresceina.®® En el mercado existen anticuerpos
monoclonales y policlonales con una baja reaccion cruzada contra E. bieneusi, E.
cuniculi, E. intestinalis y E. hellem, lo cual permite a los investigadores distinguir a
esas especies cuya morfologia pudiera ser similar en el microscopio de luz. Como
en el caso anterior se requiere experiencia para la interpretacion de las esporas
asi como para el manejo del microscopio de fluorescencia. Este proceso tiene

fundamentos similares a IHC, donde se emplea un Ac secundario marcado o
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conjugado con biotina. Su ventaja sobre la IFA se debe a que no requiere de un
microscopio especial para llevar a cabo el diagnéstico, pero es una técnica que

requiere un mayor entrenamiento del personal técnico.®®

2.5.3. Diagndstico mediante pruebas de inmunoensayo

2.5.3.1. Pruebas de inmunoensayo ligado a enzima (ELISA)
Esta técnica ha sido establecida unicamente como propdsito de investigacion. La
prueba de ELISA detecta anticuerpos de la clase IgG e IgM hacia microsporidia,
especialmente contra Ec y otros miembros de la familia de los miscrosporidios.*
Esta prueba es adecuada para estudios epidemiolégicos; sin embargo, la
presencia de anticuerpos no refleja el estatus de una posible infeccién y resulta
imposible distinguir entre una infeccion latente y una infeccion inicial tras la

exposicién con antigenos de microsporidia.*°

2.5.3.2. Prueba de carbén inmunoensayo (CIA)
Esta prueba consiste en un ensayo serolégico de aglutinacién cuya funcion es
detectar Ac contra Ec (en una combinacion de agente inactivados y carbén) en
muestras de suero de diferentes especies animales. Este tipo de diagndstico es
muy util cuando se requiere detectar infecciones subclinicas en donadores de
trasplante prospectivos o en individuos que pueden estar en riesgo de una
reactivacion de la infeccién debido a un problema en la respuesta inmune.®® Pero
su defecto radica en que solo demuestra que el individuo estuvo en contacto con

el agente infeccioso en el pasado, no que presente la enfermedad.
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2.5.4. Otras pruebas diagnosticas
En la actualidad, los estudios moleculares han logrado establecer mediante
secuenciacion de DNA el coédigo genético en unos cuantos microsporidios,
incluyendo Ec.”® Existen reportes de deteccién de Ec mediante técnicas de PCR
en biopsias intestinales o de muestras frescas tomadas inmediatamente después
.30, 72

de la necropsia; sin embargo, aun no se disponen de productos comerciales

para ser una técnica practica para el diagndstico.

La identificacién de Ec en tejidos mediante MET es hasta la fecha la mejor técnica
para identificar las esporas de Ec; sin embargo, esta técnica no esta disponible en
todos los laboratorios.”® La morfologia de los microsporidios es Unica y
patognoménica para el phylum y la identificacibn de Ec y sus propiedades
taxondmicas mediante MET han sido realizadas mayormente mediante sus
caracteristicas ultraestructurales. Una limitante de utilizar MET es que tiene una
baja sensibilidad, ya que solo puede usarse una pequena cantidad de la muestra,

lo que significa un considerable margen de error en el muestreo.”’
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2.6. Respuesta inmune

Poco se sabe sobre la respuesta inmune contra Ec en conejos. Esto se debe a
que la infeccibn permanece latente cuando la proliferacion parasitaria es
controlada y mantenida por el sistema inmune del huésped. A esto se debe a su
dificultad para ser detectada y estudiada.”® La mayoria de los individuos
inmunocompetentes que llegan a infectarse con microsporidia desarrollan
eventualmente una infeccién crénica y persistente con minimos signos clinicos.
Esta condicién podria describirse como un balance huésped/parasito de la cual el
huésped en muchos casos sobrevive, pero la infeccion parasitaria persiste; sin

embargo, en conejos inmunosuprimidos la enfermedad resulta fatal. '?

La respuesta celular parece ser efectiva en controlar la infeccién contra este
parasito y en la sobrevivencia del huésped. Existen varios argumentos que pueden
soportar a esta rama de la respuesta inmune como la responsable de controlar,
contener y eliminar al microsporidio: 1) Ec es un parasito intracelular; 2) la
respuesta inmune humoral, aunque presente, parece no ser efectiva en proteger a
los conejos; 3) las células que se observan alrededor de los quistes parasitarios
son principalmente células mononucleares; 4) Ec ocasiona la formacion de
granulomas y, 5) la mayoria de los padecimientos causados por los microsporidios

son de caracter cronico.”

En el caso de microsporidiosis, las células que juegan un papel crucial y son
responsables de la comunicacion directa entre la inmunidad innata y adquirida,

son los macréfagos. En el caso de conejos infectados con Ec y con multiples
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organos afectados, los macréfagos infectados con esporas son evidentes en las

areas granulomatosas.’

2.6.1. Granuloma

Se definirse como una coleccién focal y compacta de células inflamatorias en las
que predominan las células mononucleares. Los granulomas generalmente se
forman como resultado de la persistencia de un producto no degradable o como el
resultado de respuestas de hipersensibilidad de tipo granulomatosa. Normalmente,
los granulomas son el resultado de mecanismos de proteccién y se forma cuando
los procesos inflamatorios agudos no pueden destruir los agentes patégenos

invasores.*'" 42

El granuloma es un sitio activo donde participan numerosas enzimas, citocinas,
factores de crecimiento, como el factor de crecimiento derivado de plaquetas
(PDFG), factor de crecimiento transformante B (TGF-B), factor de crecimiento
similar a la insulina (IGF), la fibronectina y el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-
a). También en el microambiente del granuloma existe una estrecha relacién entre
los linfocitos Th CD4" y los macréfagos activados (M1) que muestran un aumento
en la expresion MHC de clase Il. Esto es debido a que las células Th CD4"
reconocen péptidos de proteinas presentadas por las células presentadoras de

antigeno que llevan moléculas MHC de clase I1.*!
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El complejo proceso de la formacion de un granuloma inicia con un macréfago que
reconoce y fagocita al agente infeccioso, y continua con una respuesta
proinflamatoria, principalmente con la interleucina — 1 (IL-1), que actia de manera
autocrina y paracrina, y posteriormente es seguida por una cascada de factores
quimiotacticos y de citocinas [Interferon—y (IFN-y), IL-1 y el TNF-a], que
promueven la formacion del granuloma. La estimulacion de macréfagos con IFN-y
induce una reaccién antimicrobiana directa y mecanismos antitumorales, asi como
la regulacién de las vias de procesamiento y presentacion de antigenos; incluida la
deteccion de agentes infecciosos, la fagocitosis, la secrecidén, el estallido
respiratorio, y la produccion de o6xido nitrico. El IFN-y induce la atraccion de
leucocitos y dirige el crecimiento, la maduracion y diferenciacion de muchos tipos
de células, ademas de mejorar la actividad de las células NK y la regulacién de las
funciones celulares B, tales como la inmunoglobulina (lg). Estimula la adhesién de
los granulocitos a células endoteliales a través de la induccién de la molécula de
adhesion intracelular 1 (ICAM-1), una actividad compartida con IL-1 y el TNF-a.*°
Por ultimo, aumenta la expresién de moléculas MHC de clase Il en los macréfagos
en lo que activa el proceso de destruccion del agente infeccioso. Los receptores
para IgG de los macréfagos activados potencializan su capacidad fagocitica.

Resultando finalmente en la formacién de un granuloma.*’

Las células Th CD4" son necesarias para el desarrollo de granulomas, la
maduracion de los macrofagos y de otras células inmunes que producen varias
citocinas en diferentes cantidades y tipos, y son éstas las que determinan la
clasificacion inmunolégica siendo éstos: de caracter pro-inflamatorio y
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antiinflamatorio. Las células de tipo Th1 producen interleucina-2 (IL-2), IFN-y, y
TNF-a ante la estimulaciéon con un antigeno y la participacion de interleucina — 12
(IL-12) por parte de las células dendriticas, las células NK y los macrofagos. Las
células Th1 son las responsables en la formacién de granulomas de tipo Th1. Este
tipo de respuesta es tipico de la reaccidén de hipersensibilidad tipo IV o de tipo
retardado. Mientras que las células de tipo Th2 producen IL-4, IL-5, IL- 6, IL-9, IL-
10, e IL-13, bajo el estimulo de IL-1 por parte de células dendriticas 2 y células
cebadas. Las citocinas producidas por las células de tipo Th2, las cuales son
importantes para el desarrollo de las células B, y los eosindfilos, que también

conforman los granulomas de tipo Th2.*"*3

El granuloma de tipo Th1 es el de mayor interés para este estudio ya que se ha
reconocido esta formacidén de células inflamatorias intracelulares como en el caso
de los microsporidios, pero en la literatura actualmente no hay nada escrito al
respecto. El granuloma mas estudiado en la actualidad es el causado por
Mycobacterium tuberculosis, que esta caracterizado por la presencia de necrosis
caseosa central, conocido como tubérculo. Tipicamente, hay una zona central
amorfa granular de detritus celulares y necrosis caesificante con pérdida celular,
ademas de la presencia de los tipicos bacilos &cido-alcohol resistentes. Esta zona
esta rodeada por células fagociticas de tipo epitelioide, linfocitos, histiocitos,
fibroblastos, y células gigantes de Langhans. Estas caracteristicas histolégicas del
granuloma son suficientes para permitir un diagnéstico razonablemente preciso de

la tuberculosis.*! 4?
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El granuloma de tipo Th2, tiene caracteristicas morfoldgicas unicas. Un ejemplo de
este tipo de granuloma seria el lepromatoide provocado por Mycobacterium
leprae, donde la respuesta inmune exhibe un perfil de citocinas de tipo Th2 con
una respuesta inmune y un desarrollo celular escaso, con la presencia de bacilos
acido-alcohol resistentes. No obstante, un cambio en la respuesta inmune del
huésped (de células Th2 a Th1) puede dar lugar a variaciones en el espectro del
granuloma, lo que generaria una infeccién lepro-tuberculoide, donde las lesiones
presentan caracteristicas mediadas por células y expresan un perfil de citocinas
similar al tipo Th1. No hay duda de que las células Th CD4" juegan un papel
crucial y decisivo en la respuesta inmune adaptativa en la lepra. Células Th CD4 *
y CD8 * restringidas por MHC, asi como las células T restringidas por CD1, y las

células T vy, & serian los principales implicados.*

2.6.2. Citocinas
Las citocinas son proteinas pequefias que transmiten informacién de una célula
blanca a otra célula blanca** y poseen funciones de crecimiento, diferenciacion,
regulacion y activacién de la respuesta inmune. Son particularmente eficaces en
generar una respuesta inmune potente y proporcionar sefales que contribuyen a

la iniciacién y la orientacién de la naturaleza de la respuesta inmune adaptativa.*

Las citocinas derivan principalmente de las células dendriticas (DCs), las células
fagociticas, las células mononucleares y otras células presentadoras de antigenos

(APCs).* Todas las citocinas se unen a receptores especificos expresados en la
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superficie de la célula blanco, desencadenando asi cascadas de sefalizacién
intracelulares complejas, que en ultima instancia controlan la expresion génica

requerida para la respuesta celular (Figura 3).*

Algunas citocinas promueven la inflamacion por lo cual se denominan citocinas
proinflamatorias, mientras que otras suprimen la actividad de las citocinas
proinflamatorias, por lo cual se les denominan citocinas antiinflamatorias. El
concepto de citocinas pro y antiinflamatorias se basa en los genes que se
codifican para la sintesis de pequefias moléculas mediadoras durante la
inflamacion. En conjunto, es una cascada de productos génicos que por lo general
no se producen en individuos sanos. Productos inflamatorios tales como
endotoxinas, las citocinas IL-1, TNF y en algunos casos IFN-y; son particularmente

eficaces en la estimulacién de la expresién de estos genes.” 7

Las citocinas antiinflamatorias bloquean este proceso o al menos suprimen la
intensidad de la cascada. Por ejemplo, interlucinas como la IL-4, la IL-10 e la IL-13
(potentes activadores de los linfocitos B) y factor de crecimiento transformante
(TGF) —b, suprimen la producciéon de IL-1, TNF, quimioquinas, tales como IL-8,

moléculas de adhesién y vasculares.” "

Por lo tanto, se considera que un "equilibrio" entre los efectos de pro-inflamatorios

y anti-inflamatorios de las citocinas determina el resultado de la enfermedad, ya
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sea en el corto o largo plazo. De hecho, algunos estudios sugieren que la
susceptibilidad a la enfermedad esta determinada genéticamente por el equilibrio o
la expresion de cualquiera de las citocinas pro-inflamatoria o antiinflamatorias. Por
lo tanto, en funcién del proceso biolégico, cualquier citocina puede funcionar

diferencialmente.”
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Figura 3. Cascada de la respuesta inmune pro-inflamatoria e antiinflamatoria
mediante citocinas.
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2.6.2.1. TNF-a

El factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) es un miembro de una familia creciente
de citocinas conocidas como la superfamilia de TNF, que comprende al menos 20
péptidos. La actividad bioldgica de TNF-a fue descrita a mediados de 1970 con la
identificacion de un producto derivado de macréfagos que caus6é necrosis
hemorragica de ciertos tumores sélidos, por lo cual se caracterizé como un factor
que produce necrosis tumoral in vivo, y mostré actividad antitumoral mediante la

induccién de apoptosis de las células.*®

Esta citocina es producida por numerosos tipos de células inflamatorias, tales
como células B y células T, baséfilos, eosindfilos, células dendriticas, células NK,
neutréfilos y mastocitos. Sin embargo, también es producida por astrocitos,
fibroblastos, células gliales, queratinocitos, neuronas, osteoblastos, células
epiteliales, fibras del musculo liso, y células de la espermatogénesis, y muchos
tipos de células tumorales. Sin embargo, los monocitos y los macrofagos son la
fuente primaria para la sintesis de TNF-a, al menos durante la respuesta

inflamatoria.*®

En los macroéfagos, la expresion del gen del TNF-a es inducida por los estimulos
fisicos que incluyen virus, bacterias y productos de origen parasitario, células
tumorales, complemento, citocinas (IL-1b IL-2, IFN-y, GM-CSF, MCSF y TNF-a),

isquemia, trauma e irradiacion.*®
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Se ha reconocido que el TNF-a cumple ciertas funciones: 1) modula el
crecimiento, la diferenciacién y el metabolismo en una gran variedad y tipos de
células; 2) puede producir caquexia mediante la estimulacién de la lipdlisis y la
inhibicién de la actividad de la lipoproteina lipasa en los adipocitos y mediante la
estimulacién de la lipogénesis hepatica; 3) puede iniciar la apoptosis en las células
malignas o transformadas, células infectadas por virus, linfocitos T, y las células

epiteliales; y 4) puede producir la inflamacién.*” %8

Al igual que IL-1, TNF-a es un potente activador de la respuesta inflamatoria y es
un regulador clave de la inmunidad innata.*® EI TNF-a interacttia con las células
endoteliales para inducir la ICAM 1, molécula vascular de adhesién celular
(VCAM) -1 y E-selectina, lo que permite la salida de los granulocitos en loci
inflamatorio. También es un potente activador de los neutréfilos, la mediacién de la

adhesioén, la quimiotaxis, la degranulacioén, y el estallido respiratorio.*

Aunque generalmente se asume que la funcion primaria de TNF-a es beneficiosa
en la activacion de la respuesta inmune innata, la produccién inadecuada de TNF-
a conduce a una respuesta inflamatoria amplificada, destruccion del tejido y lesion
de los 6rganos. Dado el papel primordial que el TNF-a juega tanto en la respuesta
fisiolégica normal a la inflamacioén y la inmunidad adquirida e innata, asi como las

consecuencias patologicas asociados con su sintesis inadecuada y liberacién, no
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es de extrafar que la expresién y la actividad de TNF-a estén estrictamente

regulados en muchos niveles difeerentes.*®

2.6.2.2. IL-4

La interleucina -4 (IL-4) es posiblemente una de las citocinas mejor estudiada y
mas influyentes del sistema inmunoldgico. Fue descrito originalmente en 1982
como un factor estimulante de células B, la cual estaba presente en los
sobrenadantes de una linea celular T tumorales estimuladas con éster de forbol,
por Maureen Howard y Bill Paul en el Laboratorio de Inmunologia del Instituto
Nacional de Alergias y Enfermedades Infecciosas (NIAID).** *° Tiempo después,
Mossman y Coffman publicaron que existe un patron de expresién reciproca de IL-

4 e IFN-y en células Th1y Th2, respectivamente.>®

La IL-4 es una citocina que funciona como un potente regulador de la inmunidad
secretada principalmente por los mastocitos, células Th2, los eosinéfilos y los
basdfilos.*® Ademas de linfocitos Th2, la IL-4 se deriva a partir de células NK. En
eosindfilos y basdfilos, IL-4 existe como un péptido preformado, asociados a
granulos que pueden ser rapidamente liberados en las respuestas inflamatorias

alérgicas.®

Esta citocina juega un papel importante en la supervivencia de los leucocitos, tanto

en condiciones fisioldgicas como patolégicas, como la inmunidad mediada por
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células Th2, la reparacién de tejidos y la homeostasis a través de la activacién de
macréfagos.”® La IL-4 puede inducir cambios fenotipicos que resultan en
activacién de macréfagos (M2), caracterizados por regulacion al alza de MHC
clase Il y el receptor de manosa, asi como una variedad de otros marcadores,®' 2
también estimula la proteina B7 (CD80 / CD86), CD40, induce el interruptor de
isotipo de la IgM de superficie, y el receptor de IgE de baja afinidad (CD23), la
expresion de células B, mejorando asi la capacidad presentadora de antigeno.
Asimismo de estos efectos sobre las células B, la IL-4 tiene influencias
importantes en los linfocitos T, contribuye a la diferenciacion de los linfocitos ThO
virgenes hacia un fenotipo Th2; también es importante en el mantenimiento de las

respuestas inmunes alérgicas mediante la prevencion de la apoptosis de linfocitos

Th2.%

En cuanto a los efectos de la IL-4 en érganos de importancia para este estudio,
cabe mencionar que en hallazgos realizados por Ganardi et al. 2015 sobre las
citocinas inflamatorias tales como IL-1B y TNF-a en el cerebro, ejercen un efecto
negativo en el comportamiento cognitivo, caracterizado, como la depresion y el
estrés; ademas demostraron un papel fundamental y beneficioso de la IL-4 en
células T, la cognicion y la homeostasis cerebral en ratones; el cual se debido a
gue actua como un agente anti-inflamatorio al administrarse conjuntamente o poco
después de un estimulo inflamatorio, y genera una regulacion negativa de la

produccién de citocinas inflamatorias tales como TNF-a.
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3. Material y Métodos

L 2
L 2

3.1. Animales para el estudio

Se utilizaron 40 conejos (Oryctolagus cuniculus) de ambos sexos, de las razas
California y Nueva Zelanda con una edad promedio de 3 meses y con un peso
aproximado de 1 kg. Los animales fueron alojados en la Unidad de
Experimentacién Animal del Centro de Investigacion y Desarrollo en Ciencias de la
Salud (CIDICS-UANL), cumpliendo con la Norma Oficial Mexicana (NOM-062-
Z00-1999) sobre el uso y cuidado de animales de laboratorio. Los conejos
recibieron agua purificada y alimento comercial ad libitum'y con un fotoperiodo de
12 hr de luz/oscuridad. Previo al inicio del experimento, los animales se

mantuvieron por un periodo de cuatro dias para su aclimatamiento.

3.2. Diseio del experimento

Para los animales positivos se formaron dos grupos: el grupo A o infeccién natural
y el grupo B infeccidén natural/inmunosuprimido. Para conformarlos se utilizé un
criterio de seleccién, en donde se seleccionaron aquellos animales que
presentaran signos clinicos compatibles con Ec tales como: diarrea, ataxia,
opistétonos, torticolis, convulsiones, nistagmos, letargia, pérdida de peso,
anorexia, poliuria, polidipsia, incontinencia urinaria y escaldamiento de la piel en el
tren posterior. Estos animales se obtuvieron de granjas cuniculas y de negocios a
nivel local (diferentes municipios de Nuevo Ledn). Los animales negativos se

conformaron en dos grupos: el grupo C o inmunosuprimido y el grupo D o testigo,
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estos animales se obtuvieron del Centro de Especies Menores, Ixtacuixtla,

Tlaxcala, México (19°21'14.1"N 98°23'00.1"W).

Los tratamientos utilizados en los diferentes grupos (Cuadro 1) fueron los
siguientes: los animales del grupo A no recibieron ningun tratamiento. A los
animales pertenecientes a los grupos B y C se les administré Dexametasona 6.5
mg/kg (Bursol, Laboratorios Brovel, México)®? por via IM para provocar un estado
de inmunosupresién. Mientras que los animales del grupo D se les administré
solucién salina fisioldgica (0.9 ml/por animal) por via IM. Esto se realiz6 después
del aclimatamiento de los animales, y mediante 3 administraciones del tratamiento
con Dexametasona en lapsos de 7 dias cada uno. Al finalizar los tratamientos, se
realiz6 la extraccidon de sangre y la obtencion del suero y posteriormente se llevo

a cabo la eutanasia de los animales (Figura 4).
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TRATAMIENTO POR ANIMAL

10
B- Infeccion natural/inmunosuprimido | 10 | 6-5 mg/kg Dexametasona/lM
C- Inmunosuprimido 10 | 6.5 mg/kg Dexametasona/IM
10 | 0.9 ml SSF/IM/animal

D- Testigo

Cuadro 1. Distribucién de los grupos de animales de acuerdo al tratamiento y a la infeccién.
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DIA 7 DIiA 14 DIiA 21

DIA 0

Periodo de

Adquisicion de «1° Aplicacion e 2° Aplicacién * 3° Aplicacién * Toma de

aclimatamiento

Figura 4. Linea de tiempo del tratamiento con Dexametasona.
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3.2.1. Anestesia y Eutanasia de los Animales

Los conejos se anestesiaron mediante la administracion de 0.4mg/kg de
clorhidrato de Zolazepam (Zoletil 100 Virbac®, México) aplicandose por via IM en
el miembro posterior izquierdo.”® Una vez anestesiados, la eutanasia se realiz6
mediante la inhalacibn de éter etilico (Eter, Jalmek Cientifica, México).
Procediéndose a realizar la necropsia (Manual de técnicas de necropsia en

animales domésticos’®).

3.3. Coleccion, Preservacion y Procesamiento de las Muestras

3.3.1. Extraccion de sangre y obtencion del suero
Este procedimiento se realiz6 una vez que los conejos ya estaban anestesiados.
De cada conejo se colectaron 3 ml de sangre, esto se llevd a cabo colocando al
conejo en decubito dorsal y realizando una puncién intracardiaca siguiendo como
referencia la linea media toracica ventral e inmediatamente por debajo del
esterndn. La extraccidén sanguinea se realizd por duplicado, con jeringas plasticas
estériles de 3 ml y depositando la sangre en tubos al vacio con y sin coagulante.
La sangre con anticoagulante se colecté en tubos de ensaye con EDTA (3 ml, 13 x
75 mm, BD Vacutainer® con EDTA K, México) y posteriormente se analizé
mediante biometria hematica y conteo leucocitario en un analizador automatico
(Hemograms analyzer BC Vet Kontrolab 2014-20150, ltalia), en el Hospital
Veterinario de Pequenas Especies de la Facultad de Medicina Veterinaria y

Zootecnia de la UANL.
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La sangre sin anticoagulante se colectd en tubos de ensaye (6 ml, 13 x 100 mm.
BD Vacutainer®, México) y se almacen6 12 h a 4 °C, una vez que se formé el
coagulo en los tubos sin coagulante; posteriormente, el suero se separd mediante
centrifugacion (Zentrifugen Universal 320R Hettich, Estados Unidos) a 5000

rpm/15 min/4 °C. El suero obtenido se almacen6 a -20 °C hasta su uso posterior.

3.3.2. Muestras fecales
Las muestras fecales se tomaron durante la necropsia, directamente del intestino
grueso y del ciego, abriendo longitudinalmente el tracto digestivo con unas tijeras.
Las muestras fecales se colocaron en botes de plastico y se fijaron
inmediatamente en frascos con formaldehido al 10 % con PBS (Phosphate Buffer
Saline Tablets, Sigma-Aldrich®, México) a un pH de 7.4 (Apéndice B. 3), las

muestras permanecieron en un frasco hasta su uso.

3.3.3. Muestras de Orina
La coleccidbn de orina también se realizé durante la necropsia, mediante
cistocentesis, con jeringas plasticas estériles desechables de 5 ml (DL, México
D.F.). Se colect6 la totalidad de la orina presente en la vejiga. Las muestras de
orina se almacenaron en frascos de 60 ml (38 x 65 mm) de polipropileno estériles
y se congelaron a -20 °C hasta su uso. De cada conejo se extrajeron en promedio

5 ml de orina.
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Durante la necropsia se realiz6 la inspeccion general del cadaver y posteriormente
se obtuvieron las muestras de los érganos como: cerebro, rifidn, pulmén, higado,
tracto digestivo, bazo y ganglios linfaticos; se fijaron durante 48 h en formaldehido
amortiguado al 4 % con PBS a un pH de 7.4 (Apéndice B.2). En los tejidos se
realiz6 la técnica histolégica de rutina, se embebieron en parafina (Surgipath
Paraplast, Leica®, México) se seccionaron a 4 um en el micrétomo para tefiirlos
con Hematoxilina y Eosina (HE) y revisar las lesiones en los 6rganos y por ultimo

se procedié a la realizacion de la IHC.

3.4. Deteccion de Esporas en Muestras

3.4.1.CIA

La metodologia que se empled para la deteccion de IgG contra Ec fue la
aglutinacion de esporas utilizando una prueba diagnéstica para Ec CIA-Medicago®
(Medicago AB, Suecia), la cual consta de esporas completas de Ec muertas por
calor y suspendidas en carbdn coloidal (Apéndice A. 3). Se realiz6 una mezcla de
suero/antigeno/carbén que se le coloc6é un cubreobjetos para evitar su
deshidratacion y facilitar la observacion de la aglutinacién directa en un
microscopio (Primo Star. Zeiss) a un aumento de 40 X o 100 X. La positividad se
demostré6 mediante la presencia de esporas de Ec aglutinadas y rodeadas de
particulas de carbén, lo cual se interpreté como la presencia de IgG en el suero de
los conejos reconociendo antigenos en la superficie de las esporas. Estas
muestras fueron comparadas con los controles positivos y negativos de la misma

prueba.
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3.4.2. IFA
Para la deteccion de las esporas mediante IFA, se realizaron secciones de tejido
renal 4 um. Se utilizaron anticuerpos primarios para la detecciéon de esporas de
microsporidio (Monoclonal antibodies, Bordier Affinity Products, Suiza) a una
proporcién 1:100 y como anticuerpo secundario se utiliz6 un Ac conjugado con
FITC (Anti-Mouse IgG-FITC antibody produced in goat, Sigma-Aldrich®, México) a
una proporcion 1:50. Se contrasté con azul de Evans (Sigma-Aldrich®, México)
siguiendo las especificaciones del fabricante (Apéndice A.1). La mitad del proceso
se realizé evitando cualquier exposicion a la luz (a partir de la incubacién con el
anticuerpo secundario). Finalmente, las muestras montadas, fueron observadas en
un microscopio de fluorescencia (Axiostar Plus Epifluorescence, Zeiss) a 10X, 40X

y 100X para poder determinar la presencia de las esporas en los tejidos.

3.4.3.IHC
Se realizd en un principio un proceso similar a la IFA para detectar las esporas,
con el corte de las secciones del tejido cerebral a 4 ym, hasta el proceso de
recuperacion o desenmascaramiento del antigeno (Apéndice A.2). Para la
deteccion de las esporas, las secciones tisulares se incubaron con anticuerpos
monoclonales contra microsporidios (Monoclonal antibodies, Bordier affinity
products, Suiza) a una proporciéon 1:100, y posteriormente, se continudé con las
especificaciones del fabricante (previamente estandarizadas para este proceso)
para la incubacion del anticuerpo secundario (Vectastain® ABC Kit, Vector

Laboratories, Estados Unidos) a una proporcion 1:100 y revelado con DAB
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(ImmPACT™ DAB Substrate, Vector Laboratories, Estados Unidos). Las muestras
una vez montadas fueron observados en un microscopio (Primo Star. Zeiss) a

10X, 40Xy 100x para determinar la presencia de las esporas en los tejidos.

3.4.4. Tinciéon de muestras fecales y orina

3.4.41. Tincidon azul de Tricromo (técnica de Weber) y observacion

microscopica
Previo a la tincidn, los botes plasticos conteniendo las muestras de heces fijadas y
las de orina fueron agitados para asegurar la homogeneidad de las mismas.
Posteriormente, con un asa bacteriol6gica se tomd una pequefa alicuota de cada
muestra y se realizé un frotis de 4 cm? en un portaobjetos. Posteriormente se
sigui6 el protocolo establecido (Apéndice A.4) con azul de Tricrémo (Trichome
Blue Stain, Para-Pak® Stool System), los frotis tefiidos fueron secados al aire, se
les aplico resina Entellan (Merck Millipore, Alemania) y un cubreobjetos para su

observacion al microscopio (Primo Star. Zeiss) a 10X, 40Xy 100X.

3.4.4.2. Tincion con Calcofluor White M2R y observacion microscopica
Se realizd un frotis a las muestras de heces y de orina segun el protocolo de
tinciébn con Calcofltor White M2R (Fluka Analytical, Sigma-Aldrich®, México).
(Apéndice A.5). Una vez que los frotis fueron tefiidos y secados, se le aplicd
resina y se les colocé el cubreobjetos para ser observados en el microscopio de
fluorescencia (Axiostar Plus Epifluorescence, Zeiss) a 10X, 40X y 100X. Los

controles positivos se utilizaron para confirmar que las estructuras encontradas
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corresponden a las esporas en los animales infectados y descartar cualquier

artefacto.

Las laminillas control (Scientific Device Laboratory, USA) contenian frotis tefiidos
con azul de Tricrdbmo y con Calcofluor White MR2 de las microsporidias mas
comunmente reportadas en animales domeésticos y humanos: Encephalitozoon
hellem, Enterocytozoon bieneusi, Nosema corneum y Septata (Enterocytozoon)

intestinalis.

3.4.5. Tincion histopatolégica con Hematoxilina y Eosina
Las secciones fijadas con formaldehido al 4 %, se seccionaron a 4 ym de espesor
siguiendo el protocolo de tincion para HE, (Apéndice A.6). Finalmente, los
especimenes fueron observados al microscopio (Primo Star. Zeiss) a 10X, 40X y
100X para la deteccién y discriminacién de esporas y/o granulomas asi como las
posibles lesiones asociadas a la presencia del parasito. Los resultados fueron

registrados por medio de fotogréficas digitales.

3.5. Deteccion de TNF-a e IL-4 mediante IHC
3.5.1. Pares de anticuerpos anti-citocinas
Las caracteristicas de los anticuerpos monoclonales anti-citocinas que se

utilizaron para este estudio se muestran en el cuadro 2.
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3.5.2. IHC para deteccion de citocinas
Después de la identificacién de los granulomas en las secciones tenidas con HE,
se seleccionaron aquellas con mayor cantidad de granulomas o con respuesta
inflamatoria no supurativa. De los bloques de parafina de estos tejidos, se
realizaron cortes histolégicos de un grosor de 3-4 um, y se colocaron en laminillas
recubiertas con Poli-L-lisina (Sigma-Aldrich®, México), posteriormente se dejaron
secar toda la noche. Subsecuentemente se realiz6 el proceso de inmunotincién
con el sistema Envision™ (Agilent Technologies Dako, Dinamarca), (Apéndice
A.7), utilizando anticuerpos para la deteccion de las citocinas TNF-a e IL-4. Este
método se estandariz6 y realiz6 en el Laboratorio de Técnicas Histolégicas del
Depto de Histologia de la Facultad de Medicina de la UANL. Una vez procesadas
todas las muestras, fueron observadas al microscopio de luz Nikon Eclipse 50i y
un sistema de andlisis de imagen con el software NIS-Elements Advanced
Research Digital Sight DDS-2Mu, a un aumento de 4X, 10X y 40X y se registraron
los resultados con fotografias digitales para la evaluacién morfolégica posterior del

marcaje de las citocinas.
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Anti-TNF « antibody Mouse monoclonal [P/T2] Abcam, Inc. © ab194403
para TNF a
Monoclonal Mouse
Rabbit IL-4 Antibody | IgGos Clone # 855824 | 1&D Systems, Inc. © 855824

Cuadro 2. Anticuerpos anti TNF-a y anti IL-4 para determinar su presencia en el granuloma microsporidiano.
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3.6. Analisis sanguineo
Las muestras de sangre obtenidas por puncién intracardiaca antes de realizar la
necropsia y conservadas con anticoagulante se procesaron en el analizador
automatico de sangre, pre-programado con los valores para muestras sanguineas
para conejo. Los resultados se presentaron como: Porciento del Hematocrito (%
HCT), Porciento de los Granulocitos (% GRANS) y Porciento de los
Linfocitos/Monocitos (%L/M) para su conteo. Posteriormente, a estos datos se les

realiz6é su andlisis estadistico.

3.7. Analisis Estadistico y Morfologia

Los resultados obtenidos de la biometria hematica y diferencial leucocitario fueron
evaluados mediante un analisis factorial 2x2 bajo un disefio completamente al
azar, ANOVA y DMS para el analisis de medias. Se consider6 que los resultados
menores a p <0.05 eran significativos. Para este propoésito se utilizé el programa
estadistico SPSS (IBM SPSS Statistics 22.0). Para el conteo de las células
positivas a TNF-a e IL-4, las foto-capturas fueron analizadas mediante el programa
de procesamiento de imagenes Imagend (Imagend IE 6.0, Microsoft Java 1.1.4),
utilizando controles positivos y negativos a TNF-a e IL-4 para obtener los umbrales
de medicidén y posteriormente, los resultados obtenidos se analizaron mediante la
suma de rangos de Wilcoxon, utilizando el programa de disefios experimentales

(FA-UANL, 2014).
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4. Resultados

L 4

4.1. Deteccion de Esporas
41.1.CIA
Todos los animales muestreados del grupo A (conejos infectados) y B (conejos
infectados con aplicacion de Dexametasona) mostraron seropositividad a Ec
mediante la prueba CIA con el objetivo de 40X se observaron numerosas esporas
de Ec rodeadas de particulas de carb6on en un fondo café o sepia (Figura 5), lo
cual indicé la presencia de anticuerpos (IgG) contra antigenos de la superficie de
las esporas en los conejos muestreados. Esto fue indicativo de que estos animales
habia estado en contacto previo con este agente infeccioso, pero por si sola esta
prueba no indica la presencia del Ec en estos conejos, por lo cual se requirié
utilizar otros examenes para confirmar su diagnéstico. Mientras que todos los
animales que conformaban el grupo C (conejos sanos con Dexametasona) y grupo

D (conejos controles negativos) resultaron seronegativos a Ec (Figura 6).

4.1.2. Tinciéon con Azul de Tricromo
Los animales pertenecientes a los grupos no infectados (C y D) resultaron
negativos a la presencia de las esporas de Ec en todas las muestras, tanto de
heces como de orina, o que permitié confirmar el diagndstico negativo a Ec en
estos conejos. A diferencia de los conejos pertenecientes a los grupos Ay B
(animales infectados) donde se observaron de heces, esporas de forma oval de
aproximadamente 2-4 ym de longitud compatibles con Ec en la mayoria de las

muestras. Las esporas se tifleron de color rojo como marca la literatura y las
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indicaciones de la técnica de tincién, lo cual permitié identificarlas como
microsporidios. Las esporas presentaban la tipica linea horizontal del cinturén
ecuatorial o en diagonal (Figura 7). En cuanto a las muestras de orina, las esporas
fueron escasas, observandose como maximo 2 por campo y no estaban presentes
en todas las muestras, esto pudo deberse al tiempo de infeccion en se
encontraban cada uno de los animales muestreados durante el momento de la
eutanasia. En aquellas muestras donde si se observaron las esporas, se tifieron

de un color rosa palido y mostraban un incipiente tubo polar central.
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Figura 5. Resultado positivo a la presencia de IgG contra Ec mediante CIA en
suero de conejo infectado. La presencia de los anticuerpos en el suero provoca la
aglutinacién de las esporas (flecha). El carbdn permite observar con claridad la
circunferencia de las esporas de Ec (Barra = 50 um)

62



Figura 6. Resultado negativo a la presencia de IgG contra Ec mediante CIA en
suero de conejo clinicamente sano. No se observa aglutinacion. (Barra = 50 pum).
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Figura 7. Tincion con Azul de Tricrémo de las heces de conejo perteneciente a un
conejo infectado. En la imagen se observan la espora de Ec (flecha) de color
rosado palido y con el caracteristico cinturon ecuatorial que la identifica como un
microsporidio (Barra = 20 um).
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4.1.3. Tincién con Calcofluor White
Todos los conejos que formaban los grupos controles negativos (C y D) cuyas
muestras fueron tenidas con Calcofluor white, tanto las heces como la orina,
resultaron negativos a la presencia de las esporas de Ec, estableciendo a estos
animales como negativos a la presencia del miscrosporidio. Por su parte, los
conejos de los grupos A y B (animales infectados) mostraron una mayor presencia
de esporas redondas y ovales en las muestras fecales que en las de orina, y en
mayor proporcion en comparacion con los resultados de la tincion con azul de
Tricrémo. Las esporas maduras y completas mostraron una fluorescencia de color
azul brillante, mientras que las esporas incompletas o germinadas presentaban un
brillo tenue y una apariencia transparente y con forma de anillo (Figura 8) debido a
la concentracién de quitina en éstas. Estos resultados ayudaron a confirmar el
diagnostico positivo de la presencia del miscrosporidio en los conejos

pertenecientes a los grupos Ay B.

4.14.IFA
La técnica de IFA en tejido, principalmente rindn permitié una rapida deteccién de
las esporas de Ec en las muestras de los animales seropositivos (Grupos A y B,
conejos infectados con Ec). Se pudo observar la presencia de las esporas de
aproximadamente 2-4 um de tamafo cada una dentro del glomérulo, en la cdpsula
de Bowman, asi como a nivel intraepitelial e intraluminal en tabulos renales (Figura
9). Estas esporas fueron facilmente distinguibles debido a su color verde en

contraste al fondo rojizo del tejido. Dichos resultados confirmaron la presencia de
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Ec en el tejido renal de los animales tanto del grupo A (infectados) como el grupo
B (infectado con Dexametasona), a pesar de la diferencia del tratamiento. Mientras
qgue en lo animales del grupo C (con aplicacion de Dexametasona) y los del grupo
D (grupo control), como se habian confirmado, resultaron negativos a la presencia

de la espora en el tejido renal.
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Figura 8. Tincion con Calcofluor White en heces de conejo infectado. Se
observan claramente las esporas de Ec tefiidas de color azul brillante (flecha). El
tamano y forma caracteristica de estos microsporidios permite su identificacién
(Barra = 50 um)
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Figura 9. Inmunofluorescencia de rifidn de un conejo perteneciente a un conejo
infectado. Se obsevan esporas de Ec (flecha) agrupadas en racimo dentro del
glomérulo. (Barra = 50 um)
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4.1.5.IHC
Mediante IHC se detectaron esporas de Ec en el tejido cerebral de los animales
seropositivos a pesar de la diferencia de tratamiento entre ellos: Grupo A o
infectado y grupo B infectado con Dexametasona. Se observaron esporas de Ec
dentro y adyacentes a las estructuras quisticas. Estos quistes se encontraban con
mayor frecuencia en la sustancia blanca del encéfalo en ambos grupos. Se
pudieron observar esporas maduras y ovaladas de 2 - 4 ym de longitud, tefidas de
color café o marrén (Figura 10). Comparando estos resultados obtenidos a partir
de los animales pertenecientes a los grupos C, con Dexametasona y grupo D o
control, se pudo confirmar todo lo ya observado en las pruebas diagnésticas
anteriores y establecer el diagndstico positivo en los grupos Ay B y en los grupos

C y D, éste fue negativo.
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Figura 10. Inmunohistoquimica de encéfalo perteneciente a un conejo infectado
con Ec. Se observa una gran acumulacién de esporas maduras de Ec dentro y
fuera de un quiste o xenoma (flechas). (Barra = 50 um)
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4.2. Deteccion de granulomas por histopatologia con Hematoxilina y
Eosina
4.2.1. SNC

En todos los animales pertenecientes a los grupos Ay B, infectados con Ec (Ay
B) se observaron lesiones microscépicas de tipo granulomatoso, a diferencia de
los animales de los grupos C y D, controles; donde no se pudo observar ninguna
lesibn sugerente de encefalitozoonosis. En los grupos primeramente
mencionados, los sitios en donde se pudo apreciar la formacién de los granulomas
microsporidianos fueron: la sustancia gris, substancia blanca, bulbo raquideo, tallo
cerebral, las meninges y en el espacio extravascular (Figura 11). En cuanto al
cerebelo, se observaron pocos quistes parasitarios o0 xenomas y casi ninguna
lesibn macroscépica y/o microscopica aparente. Al comparar los resultados de
ambos grupos (A y B) entre si, se pudo observar una mayor cantidad de
granulomas en los conejos pertenecientes al grupo B a diferencia del grupo A, lo
que puede indicar que el tratamiento con Dexametasona tuvo un efecto negativo
sobre el sistema inmune para contener la infeccion, ya que el grupo C (sano con

Dexametasona) no se observd ningun dafo patolégico en el SNC.

4.2.2. Rifdn
Todos los conejos pertenecientes a los grupos infectados A y B mostraron
evidencia macroscopica de lesiones crénicas renales, las cuales se observaron
mayormente en la corteza y en la médula. Estas lesiones consistieron en multiples
areas focales, irregulares y deprimidas de color grisaceo, rojo o purpura 0Scuro.

Asimismo, se observaron areas radiales de color blanco-grisaceo que se
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extendian hasta la médula. A nivel microscépico, las lesiones iban de una discreta
a una severa infiltracion linfocitaria intersticial crdénica, acompanadas de una
reaccion granulomatosa, asi como discretos cambios degenerativos en epitelios
de los tubulos renales en corteza y médula a la capsula de Bowman, adherencia
de glomérulos y asi como la presencia ocasional de quistes parasitarios o
xenomas en epitelio tubular (Figura 12). Asimismo se observé en algunos costes
histolégicos hemorragia intratubular, degeneracion y descamacion de epitelio
tubular y severa fibrosis intersticial. Pero al hacer una comparacion en cuanto al
dano patologico entre los grupos A y B, fue el grupo B donde el dafio era mucho
mas severo e invasivo en el tejido renal. Esto sin duda, fue debido al tratamiento
entre ellos, que afecto la capacidad del sistema inmune en combatir al
microsporido, ya que el grupo C (sano con Dexametasona), grupo en el que se
compartia tratamiento, no presentaba lesiones patolégicas. Por ultimo, en el grupo

D, no se observaron lesiones patolégicas aparentes.
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Figura 11. Tincién con Hematoxilina y Eosina de encéfalo de un conejo infectado.
Se observan en el centro de la imagen la forma caracteristica de un granuloma.
Vaso sanguineo (flecha), astrocito (cabeza de flecha). (Barra = 10 um)
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Figura 12. Tincién con Hematoxilina y Eosina de riidn de un conejo infectado. En
esta imagen se observan la presencia de xenomas tanto en el lumen como en el
epitelio de un tubulo renal (flechas). (Barra = 50 um)
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4.3. Deteccion de TNF-a por IHC
Todos los animales del grupo A (infectado) resultaron positivos a la presencia de
TNF-a en los granulomas mediante IHC. En el tejido renal se pudo observar una
poblacion de células positivas distribuidas de manera dispersa tanto en el
granuloma como en el tejido adyacente (Figura 13). Mientras que en el tejido
nervioso, la distribucién fue mucho mas uniforme y mas marcada en todo el
granuloma (Figura 14). Esto podria ser por la diferencia en el tipo de células que
conforman el tejido renal (células endoteliales cuya funcion es la filtracion) en
comparacién del SNC (neuronas que se ocupan de trasmitir y recibir sefales),
pero cabe mencionar que esto también se observd en el grupo B (infectado con
Dexametasona) por lo cual la expresion de la citocina podria ser importante en

esta forma de distribucion.

En cuanto, a los conejos del grupo B (infectado con Dexametasona), también
todos resultaron positivos a TNF-a por IHC, aunque se observé una distribucion
similar al grupo A en ambos tejidos, esta era mucho mas diseminada y las células
tuvieron una sefal positiva mas intensa tanto en los granulomas de encéfalo
(Figura 16) y el rindn (Figura 15) al compararlos con el grupo A. La diferencia entre

ambos grupos era el tratamiento con Dexametasona.

En contraste, en las muestras de encéfalo y rifidn de los animales pertenecientes

a los grupos C, aunque tenian una produccibn minima de la citocina, no

presentaba lesiones granulomatosas en ambos tejidos para comparar las
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distribuciones de la marca positiva. Por ultimo, en el grupo D, no se observd

ninguna lesion positividad para TNF-a.

En el conteo de células positivas (principalmente macréfagos) que se realizdé de
los granulomas en el encéfalo y el rindn, no se observd diferencia significativa
entre los conejos de los grupos A y B, a pesar que al comparar la media del grupo
B (tanto encéfalo como rifidn) resulté mas elevada en comparacion con el grupo A
(Figura 17), probablemente ante la diferencia de tratamiento. Pero al evaluar el
encéfalo del grupo A con rindn del mismo grupo, se pudo observar un valor mucho
mas elevado en encéfalo que en rifidn; lo cual no sucedié en el caso de grupo B.
Por ultimo, no hubo diferencia significativa al evaluar entre si los grupos C (sano
con Dexametasona) y D (control), pero comparar C con Ao B, y D con A o B, se

pudo observar una diferencia significativa.
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Figura 13. Inmunohistoquimica para la deteccion de TNF-a en rifidn de un conejo
perteneciente al grupo A. La marca positiva de la célula (flechas) se observan de
manera intensa, en todos los niveles del granuloma.
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Figura 14. Inmunohistoquimica para la deteccién de TNF-a en encéfalo de un
conejo perteneciente al grupo A. La marca positiva de las células (flechas) se
observan de manera uniforme e intensa en todos los niveles del granuloma.
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Figura 15. Inmunohistoquimica para la deteccién de TNF-a en rindén de un
conejo perteneciente al grupo B. Las células positivas (flechas) se observan en el
centro (asterisco) y la periferia del granuloma.
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Figura 16. Inmunohistoquimica para la deteccion de TNF-a en encéfalo de un
conejo perteneciente al grupo B. Las células positivas (flechas) se observa de
manera abundante por todo el granuloma, el tejido adyacente y parénquima
cerebral.
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Figura 17. Conteo celular de la marca positiva a la expresién de presencia de
TNF-a en encéfalo y rindn de animales infectados con (grupo A) y sin
Dexametasona (grupo B). Se puede observar que ambos érganos, las medias
representativas del grupo B son mas elevadas que el grupo A. También se
muestra en el grupo A, un resultado mucho mayor al TNF- a en el encéfalo que el
rinén.
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4.4. Deteccion de IL-4 por IHC
Los resultados obtenidos en la deteccibn de IL-4 fueron positivos en los
granulomas microsporidianos de todos los animales de los grupos A y B. En el
tejido cerebral de los conejos del grupo A (infectados) se observd una senfal
positiva a IL-4 de manera dispersa tanto en el granuloma como en las meninges
(Figura 18). En tejido renal, la sefal positiva fue también dispersa en el granuloma
y médula de rindn (Figura 19) y en mayor cantidad a compararlo con el encéfalo.

Esto probablemente se deba a la accién de la citocina sobre las células.

En los animales del grupo B (infectado con Dexametasona) la senal para IL-4 fue
muy intensa y se observé de manera uniforme en la periferia y la parte medial del
granuloma en el tejido renal (Figura 20), lo que contrasta con lo observado en el
grupo A; y de una manera mucho mas dispersa en el tejido nervioso (Figura 21), lo
cual es similar a lo visto en el grupo A. Lo cual probablemente se deba mas a la

presencia de la espora, que al tratamiento.

El grupos C (sano con Dexametasona) a pesar de la produccion minima de IL-4,
no presentaba lesiones granulomatosas para comparar, y grupo D (control) no

mostr6é ninguna marca positiva para la IL-4 en los 6rganos (rifién y encéfalo).

Al comparar el conteo de las células positivas (principalmente mastocitos) a IL-4
de los grupos infectados (A y B) con los resultados de los grupos no infectados (C
y D) se observé una diferencia significativa (A con C o D y B con C o D). Sin

embargo, al comparar los tratamientos (A con B y C con D) no se observd
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diferencia estadistica. Aunque las medias representativas del grupo B eran mucho
mas elevadas que el grupo A (donde habia diferencia de tratamiento), y en el rifién

sobre salia en ambos grupos (A y B) sobre el encéfalo (Figura 22).
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Figura 18. Inmunohistoquimica para la deteccion de IL-4 en rifidn de un conejo
perteneciente al grupo A. Las células positivas (flechas) se encuentran dispersas
en la parte medial y circunferencia del granuloma.
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Figura 19. Inmunohistoquimica para la deteccion de IL-4 en encéfalo de un
conejo perteneciente al grupo A. Las células positivas (flechas) a la citocina se
observan de manera numerosa en todo el granuloma.

85



Figura 20. Inmunohistoquimica para la deteccion de IL-4 en rifdn de un conejo
perteneciente al grupo B. Se observan en la imagen que las células positivas a IL-
4 (flecha) se encuentran agrupadas en la parte media y la circunferencia del
granuloma, pero nunca en el centro.
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Figura 21. Inmunohistoquimica para la deteccion de IL-4 en encéfalo de un
conejo perteneciente al grupo B. La marca positiva de las células (flechas) se
observa en todo el granuloma.
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Figura 22. Conteo celular de la marca positiva a la expresion de presencia de IL-
4 en encéfalo y rindn de animales infectados con (grupo B) y sin Dexametasona
(grupo A). Se puede observar que ambos érganos, las medias representativas del
grupo B son mas elevadas que el grupo A. También se observa una tendencia
mayor a la citocina en el rindn que en el encéfalo, en ambos grupos de animales.
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4.5. Biometria Hematica.
Los resultados obtenidos en los analisis de la biometria hematica y diferencial
linfocitario (Tabla 3) mostraron diferencia significativa (p<0.05) en cuanto a la
comparacién de medias del conteo de linfocitos y monocitos al comparar todos
grupos de diferentes tratamientos con el grupo control D, cuyo valor era mucho
mayor con respecto a los demds. Pero sin embargo no se observéd diferencia

significativa al evaluar estos grupos (A, B, y C) entre si.

En los resultados del conteo de granulocitos (Tabla 4) se observé una diferencia
significativa (p< 0.05) al comparar entre si los grupos experimentales A, C y D,
siendo el grupo A con el valor mas elevado y D a la baja. Pero o mas relevante se
observé al comparar los resultados pertenecientes al B con los grupos C y A,

donde no hubo diferencia significativa.

Por dltimo, en lo que refiere a los resultados de hematocrito (Tabla 5) se pudo
observar una diferencia significativa (p<0.05) al comparar el grupo A con los
grupos experimentales B, C y D. Al evaluar los grupos B, C y D entre si no se

pudo apreciar una diferencia significativa, siendo B el principal valor mas elevado.
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Tabla 1. Comparaciones de medias de A dentro de B para el conteo de L/M.

AB Media 0.05 AB Media 0.05

1.1. 28.260 a 2.2. 41.010 a

2.1. 26.500 a 1.2. 27.530 b
8.927

*En donde la columna AB, 1.1 representa el grupo experimental B, 2.1 representa
el grupo experimental A, 2.2 representa el grupo experimental D y 1.2 representa
el grupo experimental C.

Tabla 2. Comparaciones de medias de B dentro de A para el conteo de L/M.

AB Media 0.05 AB Media 0.05

1.1. 28.260 a 2.2. 41.010 a

1.2. 27.530 a 2.1. 26.500 b
8.927

*En donde la columna AB, 1.1 representa el grupo experimental B, 2.1 representa
el grupo experimental A, 2.2 representa el grupo experimental D y 1.2 representa
el grupo experimental C.
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Tabla 3. Comparaciones de medias de A dentro de B para el conteo de
granulocitos.

AB Media 0.05 AB Media 0.05

2.1. 73.510 a 1.2. 57.890 a

1.1. 69.460 a 2.2. 44130 b
11.991

*En donde la columna AB, 1.1 representa el grupo experimental B, 2.1 representa
el grupo experimental A, 2.2 representa el grupo experimental D y 1.2 representa
el grupo experimental C.

Tabla 4. Comparaciones de medias de B dentro de A para el conteo de
granulocitos.

AB Media 0.05 AB Media 0.05

1.1. 69.460 a 2.2. 44.140 a

1.2. 57.890 a 2.1. 73.510 b
11.991

*En donde la columna AB, 1.1 representa el grupo experimental B, 2.1 representa
el grupo experimental A, 2.2 representa el grupo experimental D y 1.2 representa
el grupo experimental C.
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Tabla 5. Comparaciones de medias de A dentro de B para el conteo de
hematocrito.

AB Media 0.05 AB Media 0.05

1.1. 39.590 a 2.2. 39.390 a

2.1. 32.720 b 1.2. 35.540 a
4.558

*En donde la columna AB, 1.1 representa el grupo experimental B, 2.1 representa
el grupo experimental A, 2.2 representa el grupo experimental D y 1.2 representa
el grupo experimental C.

Tabla 6. Comparaciones de medias de B dentro de A para el conteo de
hematocrito.

AB Media 0.05 AB Media 0.05

1.1. 39.590 a 2.2. 39.390 a

1.2. 35.540 a 2.1. 32.720 b
4.558

*En donde la columna AB, 1.1 representa el grupo experimental B, 2.1 representa
el grupo experimental A, 2.2 representa el grupo experimental D y 1.2 representa
el grupo experimental C.
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5. Discusion

o
v

El Ec es un parasito intracelular zoonético y oportunista que se ha encontrado en
una gran variedad de mamiferos tanto domésticos como salvajes, aunque su ciclo
bioldégico, asi como la respuesta inmune que genera ha sido estudiado
principalmente en modelos murinos.> *® Sin embargo, el ratén no es el hospedero
definitivo de este microorganismo, y la informacion obtenida sobre la accion de los
diferentes factores de la respuesta inmune pueden estar limitada y deben tomarse

con ciertas rese rvas.5

Esta enfermedad provoca principalmente una meningoencefalitis y nefritis
intersticial (aunado a otros dafios patoldgicos) debido a la respuesta inmune
exagerada en los tejidos infectados, en este caso en el SNC y el rindn, lo que
conlleva a la formacibn de un granuloma. Para entender los factores
inmunolégicos que pueden intervenir o afectar la formacién de los granulomas (las
citocinas TNF-a e IL-4), en este trabajo fue necesaria la comparacion de la

respuesta inmune en animales inmunocompetes con inmunosuprimidos.

La utilizaciéon de los conejos inmunosuprimidos (grupos B y C) ayudaron a una
mejor comprension de los mecanismos de la respuesta inmune que soportan a la
formacion del granuloma al ser comparado con animales aparentemente sanos
(grupo D) o aquellos cuyo sistema inmune actia naturalmente contra el parasito

(grupo A). Esta inmunosupresién seria un equivalente al estrés por la cual podria
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sufrir el animal debido a diferentes factores, tales como el manejo o la

administracion de medicamentos.

En este estudio, la administracién de la Dexametasona permiti6 comprometer el
sistema inmune de los conejos y poder realizar la comparacién entre el efecto que
tenia este glucocorticoide y la presencia de la espora de Ec, evaluandolo
principalmente por medio de los conteos de hematocrito, granulocitos, linfocitos y

monocitos de los diferente grupos experimentales.

Se ha senalado que la administracion de Dexametasona tiene utilidad en el
tratamiento contra enfermedades de las articulaciones, estados alérgicos y otras
enfermedades;®® pero es reconocido que este tratamiento suele ser peligroso al
administrase en conejos infectados con Ec.®® Se sabe que en seres humanos y
otros hospedadores intermediarios los dafos provocados por este microorganismo
pueden ser graves, especialmente a individuos inmunosuprimidos;’ en el presente
estudio se pudo observar que a pesar del efecto notorio sobre el sistema inmune
que tenia la Dexametasona en los animales a los cuales se administré este
glucocorticoide (grupo B y C), también se observé que el microsporidio tenia
efectos inmuno-moduladores ante resultados altos en el conteo de granulocitos de

los grupo Ay B, siendo el grupo A el mas elevado de todos los grupos.

Los conejos al coexistir con este patégeno pudieron haber desarrollado una
especie de resistencia o un equilibrio, donde la infecciébn se mantenia controlada

tanto por la modulacién del sistema inmune por parte de la espora, como por el
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mismo organismo del animal al producir los mecanismos de defensas para

retenerla, por ejemplo el granuloma.

En base a los resultados obtenidos en los andlisis para la deteccién de las esporas
(tinciones en heces y orina, IFA, IHC, HE en tejido y CIA) que se realizaron con el
proposito de identificar a los animales positivos, éstos se clasificaron estos en los

diferentes grupos necesarios para el modelo experimental.

Entre las observaciones que se podria mencionar de estos resultados, fue la
dificultad de detectar la espora en muestras de orina en las dos tinciones realizada
(Calcofluor White y Tricrdmo) en ambos grupos de conejos infectados (A y B).
Esto podria deberse a la diferencias en los tiempos en que se infecté con la
espora cada uno de los conejos. Dependiendo del tipo de infeccion (aguda o
cronica), el tiempo en que la espora de Ec coloniza el SNC, higado, rifiones, etc.
hasta a la formacién del dafo patolégico, que este puede ser muy amplio (entre 3

a 5 semanas) como lo menciona Harcourt-Brown (2004).°

La tincion de HE, ademas de permitir el diagndstico positivo de la presencia de la
espora de Ec en el tejido renal y el SNC, también contribuy6 a la observacién de
los danos patolégicos y la eleccibn mejores campos en los mejores corte
histol6gicos con la mayor cantidad y calidad de granulomas. En cuanto a lo que se
observé el dafno al tejido, los animales pertenecientes a los grupos infectados
(grupo A y B) mostraron la patologia caracteristica para en el SNC y tejido renal:

una meningoencefalitis granulomatosa focal y multifocal en el encéfalo; y severa
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respuesta inflamatoria granulomatosa focal y multifocal con infiltracion linfocitica y
necrosis en el rindn, respectivamente, como lo menciona Kunzel et al. (2010) y
Csokai et al. (2008).3" 3 Mientras que los conejos de los grupos C y D, no
mostraban ninguna de estas lesiones. Pero cabe mencionar, que las lesiones
observadas en los animales del grupo B (infectado con Dexametasona) eran
mucho mas agresivas que lo observado en el grupo A (infeccidén natural). También
fueron estos animales del grupo B, aquellos con los valores mas altos en
hematocrito y con un conteo de granulocitos muy similar al grupo Ay C. Lo que
podria sugerir que la respuesta inmune exagerada del grupo B (reclutaciéon de
células y la formacion de granulomas) se deba a los efectos que tienen tanto la
Dexametasona como la espora Ec sobre el control de la modulacién del sistema

inmune.

Estos resultados no solo sugieren que la espora de Ec en si tiene un efecto
modulador del sistema inmune del hospedador, sino que también la
Dexametasona pueda tener un efecto estimulador del sistema inmune en el
conejo. Cabe mencionar que en el trabajo Jeklova (2008) se manifestaron efectos
secundarios en los conejos ante la administracién de la Dexametasona, tales
como Uulceras y hemorragias, desbalance hormonal y aumento en el riesgo de
infecciones parasitarias;®>® ademas la terapia con esteroides esta contraindicada
debido a sus efectos inmunosupresores importantes y su eficacia limitada para
mejorar el resultado supervivencia de los conejos o en la reduccion de los signos

clinicos neurolégicos como lo menciona Latney et al. (2014).”’
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Por lo cual es importante sefalar, que a pesar de las lesiones que se observaron
tanto en encéfalo como en rifiones, macroscopicamente al observarlos a la
necropsia o microscépicamente con tincién de HE; la mayoria de los conejos de
los grupos infectados e inmunosuprimidos (A y B) mostraron poca signologia
caracteristica ante una infeccion por Ec, a pesar del diagnostico positivo de la
presencia de la espora con tinciones en heces y orina, como por serologia, IFA e
IHC de tejidos, estos animales mostraron un comportamiento normal o similar a
los conejos del grupos C y D, que no presentaron lesiones patolégicas atribuibles
a Ec. El utilizar un plazo de 21-24 dias probablemente no es el suficiente tiempo
para que se lleve a cabo un denotado dano sistémico ocasionado por la presencia
del parasito. Pero como se ha mencionado anteriormente, se ha documentado que

2

los conejos poseen un delicado equilibrio al coexistir con esta espora, % siendo la

seguramente la principal razén de lo observado en este trabajo.

Una vez disefiado la formacion de los grupos experimentales, los posteriores
examenes para el diagndstico positivo o negativo, segun el caso en los grupos de
animales y la seleccion los mejores campos en los cortes histol6gicos de rinén y
encéfalo donde se observaron claramente los granulomas, se llevé a cabo la IHC
para la deteccion de las citocinas (TNF-a e IL-4), siendo el objetivo principal para

este estudio.

El TNF-a es una citocina que cumple diferentes funciones fundamentales para el
organismo. Es una de las principales citocinas que forma parte normal del

microambiente de un granuloma de tipo Th1.*? Este tipo de granuloma se ha
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identificado como una reaccion de la respuesta de tipo Th1 contra la presencia del

Ec en el hospedador.®®

Mediante la técnica de IHC se pudo observar la presencia TNF-a en todos los
granulomas perteneciente a los conejos del grupo A (infectados naturalmente),
granulomas del grupo B (infectados con Dexametasona), e igualmente se revisé
en el tejido de los animales de los grupos C y D a pesar de no presentar las
lesiones caracteristicas generadas por el Ec. Estos resultados soportan lo
estipulado por Zumla et al. (1996) en su clasificacion y etologia de granulomas
infecciosos, sobre lo esencial que es la presencia TNF-a en la formacion, el
desarrollo y mantenimiento del granuloma, y en los trabajos de Saunders et al.
(2007) sobre la inmuno-patologia de la tuberculosis granulomatosa, donde
también se ha confirmado la presencia de esta citocina en estos tipos de

granulomas.*'* 42

Lo que se conoce principalmente de la accién del TNF-a dentro del granuloma
como respuesta a un agente infeccioso ha sido mejor documentado en infecciones
por M. tuberculosis, donde esta citocina es un importante sefalizador para
macrofagos.®® El granuloma tuberculoso est4d compuesto de macréfagos, células
gigantes multinucleadas células CD4", CD8", células B, neutrdfilos y fibroblastos.
Con frecuencia los granulomas tuberculosos, tienen un centro necrético vy

caseo0so.”®
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Algunas de estas caracteristicas fueron observables en varios de los granulomas
en el encéfalo de los animales infectados con Ec (grupo A), donde la tincion
positiva fue mas diseminada e intensa, y abarcaba hasta el parénquima cerebral.
Cabe mencionar que estos animales fueron aquellos que pasaron por la infeccién
natural sin administrarles la Dexametasona y cuyo conteo de granulocitos fue el
mas alto. En los granulomas de encéfalo de este grupo de animales habia una
mayor cantidad de células positivas a TNF-a en comparacion del rifndn y fueron
los Unicos que llegaron a mostrar (no en todos los casos) un centro necrético en el

granuloma.

Esto puede indicar que la accién que posee el TNF-a en la formacion,
reclutamiento de células, mantenimiento del granuloma pro-inflamatorio en el
encéfalo por la presencia de Ec (en infeccion natural), puede ser similar a lo visto

en infecciones por M. tuberculosis en el pulmon.

Otro detalle que se observé tanto en encéfalo del los animales de los grupos A 'y
B, era la presencia del TNF-a en células del tejido adyacente a granulomas muy
cercanos a vasos sanguineos. Esto podria deberse a la interaccion que se ha
documentado entre esta citocina y la molécula de adhesién ICAM-1, la cual es
principalmente regulada por la TNF-a.%' La expresién de moléculas de adhesién,
puede ser la sefnal primaria para la activacién y la extravasacion de las células
inmunes en un sitio granulomatoso. Curiosamente, ICAM-1 puede ser reguladas

en varios tipos de células del estroma, tales como el endotelio y el epitelio,®’ lo
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cual explicaria los resultados observado en el tejido adyacente a los granulomas

de los animales infectados Ec (grupos Ay B).

En cuanto a los animales del grupo B, no se observd la misma organizacion de las
células a comparacion del grupo A, el dafo del tejido era mucho mas extensivo y
en el conteo de las células los valores obtenidos en rifidén y encéfalo del grupo B
con ambas citocinas, era superiores a lo obtenido del grupo A. Cabe mencionar
que eran estos conejos aquellos que se les administré la Dexametasona y también
tenian la presencia de la espora. Estos resultados demuestran de nuevo los
efectos tanto del glucocorticoide y del Ec para modular el sistema inmune, algo
que también se observd en el conteo de granulocitos (similar al grupo Ay C) y
hematocrito (parecido al grupo C). Solo el conteo de linfocitos, el grupo control D
era aquel con el valor superior, pero nuevamente A, B y C mostraban similitudes
en sus valores. Esto da a suponer que la Dexametasona es la responsables del
efecto exagerado en la accién de los granulocitos, los valores mayores de las
citocinas (TNF-a e IL-4) en ambos 6rganos a comparacién del grupos A y el dafo
extenso en el tejido a causa de los granulomas en el intento del organismo de

contener al Ec.

Los rifiones y encéfalo de los conejos de los grupos C (no infectados con
Dexametasona) y D (control) no presentaban granulomas o dano patoldgico
relacionado con Ec, por lo cual no habia expresién de TNF-a en granulomas para

comparar con los demas grupos.
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En este estudio, también se pudo comprobar la presencia de la IL-4 en los
granulomas de animales positivos a la infeccién con Ec, tanto en el grupo A como
B, y su presencia en el tejido de los grupos C y D. La IL-4 es una citocina que
funciona como un potente regulador de la inmunidad y es secretada
principalmente por los mastocitos, células de la respuesta Th2, eosindfilos,
linfocitos T y basdfilos. La IL-4, es la citocina dominante y responsable del fenotipo

Th2 de los granulomas.®®

Mediante la IHC se observé en los granulomas de los animales positivos a Ec
(tanto animales del grupo A y B), donde la tincién positiva de IL-4 era mucho mas
intensa y agrupada generalmente en la periferia y porcion media de la
congregacion de células a diferencia de los observado en los resultados obtenidos
con TNF-a, que se encontraba a todos los niveles del granuloma. Esto podria ser
al proceso de formacion del granuloma, donde la TNF-a es una de las citocinas
critica en la activacion y en la agrupacién de células, para que después su
expresion sea controlada por citocinas antiinflamatorias como la IL-4;%* y por ello
que se observa mas en la periferia o la parte media y rara vez en el centro del
granuloma, donde el caso del encéfalo del grupo A (la infeccion natural) se

observé con mas frecuencia el centro necrético y una mayor cantidad de TNF-a.

La citocina IL-4 mostré valores muchos mayores en el conteo de células en el
rindn en comparacién a lo visto con TNF-a en el grupo A (conejos infectado
naturalmente). Cabe mencionar que estructuralmente y visualmente, los

granulomas del rinbn poseian caracteristicas o similitudes a granulomas Th2;
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como ya se ha mencionado con anterioridad, la citocina IL-4 es responsable del
fenotipo Th2 de los granulomas y probablemente a esto se deba a lo observado en
HE. Fue solo en el encéfalo del grupo A donde la TNF-a superé los valores de la

IL-4.

Mientras que en el grupo B (conejos infectados y con Dexametasona) se observo
una mayor cantidad de esta citocina a comparacién del grupo A, pero los niveles
exagerados de IL-4 en el grupo B eran consistentes con la presencia de TNF-a.
Esto podria deberse al efecto antiinflamatorio de la IL-4 al ser expresado poco
después de un estimulo inflamatorio, y generando una regulacién negativa en la
produccién de citocinas inflamatorias tales como TNF-a como menciona Fenhalls
et al. (2002) en su investigacion.®* Y al haber una produccién exagerada de TNF-a
debido a los efectos ocasionados por la Dexametasona (tratamiento del grupo),
que en el caso de este estudio en el conejo no mostrd efectos supresores del
sistema inmune, probablemente el organismo trata de modular o regular esta

citocina con una produccion similar de IL-4.

Esto se ha observado con mayor detenimiento en tratamientos contra la
produccién excesiva de TNF-a en el SNC en modelos murinos, donde el TNF-a
tiene efectos altamente negativos el comportamiento cognitivo, caracterizado por
una enfermedad, depresién y estrés; lo cual demuestra el papel fundamental y
beneficioso de la IL-4 en células T, en la cognicién y la homeostasis cerebral en

ratones al controlar los niveles de la TNF-a.*®
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En los granulomas pertenecientes a encéfalo de animales infectados (grupo Ay
B), se pudo observar la marca positiva a IL-4 uniforme, numerosa y en las
meninges, l0 que no se observd con TNF-a. Se podria mencionar que esto se
debe a que células T en las meninges se activan por un mecanismo (aun
desconocido) que conlleva a la produccion de la IL-4, la cual sesga a los
macrofagos M2 de las meninges. Ademas se sabe la IL-4 afecta a los astrocitos,
microglia y neuronas, aunque el proceso aun no esta claro, ya que se carece de
datos para describir de forma concluyente esta respuesta®® pero se conoce que
esta accion soporta el control y la diminucién de la respuesta pro-inflamatoria que
puede tener TNF-a y otras citocinas en la formacion y mantenimiento del

granuloma.
Al igual que la TNF-a, los grupos C y D que no contaban con granulomas no se

pudieron comparar la presencia de la IL-4 en esta lesion caracteristica de la

infeccién por Ec, pero si estaba presente esta citocina normalmente en el tejido.
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6. Conclusion

P
v

L 2

Este estudio permitié conocer el complejo equilibrio que existe entre la respuesta
inmune, la presencia de las citocinas TNF-a e IL-4 en granulomas de conejo
infectados naturalmente contra Ec. Los animales pertenecientes al grupo A de la
infeccion natural demostraron la respuesta del organismo y sistema inmune contra
este agente parasitario, donde los granulomas del encéfalo mostraron
caracteristicas pro-inflamatorias y en el rindn, antiinflamatorias. Los conejos del
grupo B (infectado con Dexametasona) manifestaron los efectos negativos que
puede tener la administracién de un glucocorticoide como la Dexametasona en el
control del sistema inmune en estos animales; aunque inicialmente se esperaban
efectos supresores, lo que se observd en los resultados fue un desequilibrio de la
respuesta inmune, resultando en una produccion alta de las citocinas, pero
igualmente se pudo observar como el organismo contrarresta la produccion
desmedida de TNF-a con una produccion similar de IL-4. Esto demuestra la
importancia de las citocinas pro y antiinflamatorias para un control del sistema
inmune y la formacién de los granulomas. Los grupos C y D fueron clave para la
comparacién de los tratamientos, ayudando a definir cuél hallazgo tenia mayor
efecto sobre la respuesta inmune, la Dexametasona o la presencia de la espora. A
pesar de que se comprobd de los efectos inmuno-moduladores de la espora de
Ec, la Dexametasona ocasiona un cambio critico en el control y respuesta inmune
en conejos. Por dltimo, para comprender a mayor medida la completa produccion,
organizacion y formacion de estos granulomas en conejos orquestados por estas

citocinas, se requiere una evaluacion mas completa paso a paso del crecimiento
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del granuloma en diferentes periodos de tiempo, ya que este estudio solo se
enfoc6 en un momento especifico durante la infeccion. Toda la informacion
obtenida en esta investigacion sera parte crucial para entender el delicado
equilibrio que existe entre el Ec y su hospedero definitivo y proporciona la base
para estudios posteriores en la evaluacion de estas citocinas pro vy

antiinflamatorias.
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Apéndice A

Técnicas y métodos:

A.1. Inmunofluorescencia

1. Desparafinar las secciones mediante banos de inmersion:
a. Xilol (5 minutos),
b. Alcohol 100 % (5 minutos),
c. Alcohol 100 % (5 minutos),
d. Alcohol 70 % (5 minutos),
e. Alcohol 30 % (5 minutos).
2. Lavar con agua destilada por 5 minutos.
3. Recuperar o desenmascarar el antigeno mediante un bafo Maria con un
buffer de citrato por 80 minutos a 80 °C (Apéndice B.4).
4. Secar a temperatura ambiente.
5. Fijar en metanol por 5 minutos y nuevamente secar a temperatura
ambiente.
6. Deshidratar con acetona por 10 minutos a -20 °C.
7. Rehidratar con PBS 10X por 5 minutos (Apéndice B.2), y al terminar se
retira con cuidado el excedente del buffer.
8. Incubar con el anticuerpo primario por 30 minutos en camara humeda,
evitando que las secciones se sequen.
9. Lavar en vasos de Coplin con PBS X10, repetir tres veces y al terminar

retirar el buffer.
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10. Incubar con anticuerpo secundario conjugado con FITC con azul de Evans
por 30 minutos en camara humeda (apéndice B.5). A partir de este
momento evitar cualquier el contacto con luz.

11.Retirar el excedente y se realizar de nuevo tres lavados con PBS 10X.

12.Secar y montar con resina Entellan.
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A.2. Inmunohistoquimica para la deteccion de las esporas de Ec.

1. Desparafinar las secciones mediante bafos de inmersién:
a. Xilol (5 minutos),
b. Alcohol 100 % (5 minutos),
c. Alcohol 100 % (5 minutos),
d. Alcohol 70 % (5 minutos),
e. Alcohol 30 % (5 minutos).

2. Lavar con agua destilada por 5 minutos.

3. Recuperar o desenmascarar el antigeno mediante un bafio Maria con un
buffer de citrato por 80 minutos a 80 °C (Apéndice B.4).

4. Bloqguear la peroxidasa enddgena con H»O; al 3% por 30 minutos. Mantener
himedas las muestras en una camara especial que conserve la humedad.

5. Rehidratar con PBS 10X por 5 minutos (Apéndice B.2), y retirar con cuidado
el excedente del buffer.

6. Bloquear los sitios de union inespecifica usando suero equino (3 gotas
segun las instrucciones del Vectastain® ABC Kit) por 30 minutos,
procurando que no se seque el tejido.

7. Retirar el exceso del suero.

8. Incubar con el anticuerpo primario a una proporcion 1:100, toda la noche a
4 °C.

9. Lavar las secciones tres veces con PBS 10X y retirar el buffer de las
muestras.

10. Incubar con el anticuerpo secundario durante una hora en camara humeda:
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a. Incubar con el anticuerpo (tres gotas, segun las instrucciones del
Vectastain® ABC Kit) por 30 minutos.
b. Incubar con el reagente por 30 minutos.
11.Retirar el excedente y realizar un lavado con PBS 10X.
12.Revelar las secciones con DAB (Apéndice B.8) al 5 % por 3 minutos.
13.Lavar con agua destilada por 2 minutos.
14. Contratenir las secciones con Hematoxilina de Harris por 3 minutos,

15. Secar y montar con resina Entellan.
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A.3. Prueba de carbén inmunoensayo (CIA).

1. Preparar una alicuota del suero colectado a una proporcion de 1:40 con
PBS 10X (Apéndice B.2).

2. De esta dilucién tomar 5ul en un nuevo tubo Eppendorf y se agrega 5 pl
antigeno de Ec.

3. Tomar 5 pl de la suspension de suero/antigeno y mezclarla con una
suspensién de carbon (5 pl) en un nuevo Epperndortf.

4. Colocar la mezcla en un portaobjetos y mezclar cuidadosamente con una
micropipeta.

5. Cubrir la mezcla suero/antigeno/carbén con un cubreobjetos para evitar su

deshidratacion y facilitar su observacion en un microscopio.
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A.4. Tincion azul de Tricromo (técnica de Weber).

8.

9.

. Secar a temperatura ambiente por 10 minutos los portaobjetos con el frot

Fijar en metanol por 5 minutos.

Secar a temperatura ambiente.

conteniendo el azul de Tricrémo durante 90 minutos.
Lavar en alcohol acido (Apéndice B.1) por 10 segundos.
Lavar en alcohol al 95 % por 5 minutos cada uno.
Deshidratar con etanol al 100 % durante 10 minutos.
Fijar con Xilol por 10 minutos.

Secar a temperatura ambiente.

10.Montar en resina para cortes histolégicos para su preservacion

observacion.

is.

. Tedir por sumersion en una cubeta para tincion de vidrio (105x85x70 mm)
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A.5. Tincion con Calcofluor White M2R.

1. Secar a temperatura ambiente por 10 minutos los portaobjetos con los
frotis.

2. Fijar en metanol por 5 minutos.

3. Secar a temperatura ambiente.

4. Agregar de tres a cuatro gotas (hasta cubrirlo totalmente) de la solucién de
Calcofluor White M2R con pipetas desechables e incubar por 30 minutos a
temperatura ambiente y proteger de la luz.

5. Lavar con cuidado en agua destilada.

6. Secar al aire, embeber en resina y cubrirlos con cubreobijetos.

122



A.6. Tincion de rutina de Hematoxilina y Eosina

1. Xilol 5 minutos

2. Alcohol-xilol 2 minutos

3. Alcohol 100 % 2 minutos

4. Alcohol 96 % 2 minutos

5. Agua destilada 2 minutos

6. Hematoxilina de Harris 2 minutos

7. Agua corriente 1 minutos

8. Agua destilada 2 inmersiones
9. Alcohol acido 1 inmersion rapida
10.Agua destilada 1 minuto
11.Eosina 30 segundos
12. Alcohol 96 % 2 inmersiones
13. Alcohol 96 % 2 inmersiones
14.Alcohol 100 % 2 inmersiones
15. Alcohol-xilol 2 minutos

16. Xilol 2 minutos

17. Xilol 2 minutos

18.Montar en resina para cortes histolégicos para su preservacion vy

observacion.
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A.7. Inmunohistoquimica para detecciéon de citocinas (Sistema Envision™

Dako)

1.

9.

Desparafinar las secciones mediante bafnos de inmersién:
a. Xilol (5 minutos),
b. Alcohol-xilol (5 minutos),
c. Alcohol 100% (3 minutos),
d. Alcohol 96 % (3 minutos),

e. Alcohol 70 % (8 minutos).

. Lavar con agua destilada por 3 minutos.

Lavar con TBST (Buffer-TRIS salino con Tween 20) por 3 minutos

(Apéndice B.6).

. Recuperar o desenmascarar los antigenos mediante un bafo Maria con

una solucién TRS 1X (Target retrieval solution) por 60 minutos a 90 °C
(Apéndice B.7).

Lavar nuevamente en TBST por 5 minutos, sin permitir que se seque la
muestra.

Bloquear la peroxidasa endégena con H>O, al 3 % e incubar entre 10 a 20
minutos dependiendo de las dimensiones de los tejidos.

Lavar con TBST por 5 minutos.

Bloguear los sitios de unién inespecifica con suero equino (100 pl) por 30
minutos.

Sin realizar ningun lavado, retirar el exceso del suero.

10. Incubar el anticuerpo primario (en una dilucién de 1/100 del anticuerpo en

diluyente) en cdmara humeda durante toda una noche a 4 °C.
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11.Limpiar el exceso de anticuerpo primario con un lavado con TBST por 5
min.
12. Incubar con el anticuerpo secundario (100ul) por 45 minutos en camara
humeda a 37 °C.
13. Lavar con TBST por 5 minutos.
14.Revelar con una solucion de DAB al 5 % en diluyente (Apéndice B.8) por 2
minutos.
15.Lavar tres veces con agua destilada por 5 minutos cada uno.
16. Contratenir con Hematoxilina de Harris por 30 segundos.
17. Lavar con agua corriente.
18. Deshidratar en banos rapidos con:
a. Alcohol al 70%,
b. Alcohol 96%,
c. Alcohol 100%,
d. Xilol-alcohol,
e. Xilol.
19.Montar con resina Entellan y cubrir con un cubreobjetos para su posterior

observacion a microscopia de luz de campo claro.
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Apéndice B

Preparacion de soluciones y reactivos:

B. 1. Alcohol acido

Cantidad: 1L

Alcohol acético 4.5 ml

Etanol 90% 995 ml

B.2. Buffer de fosfatos salino (PBS) 10X

Cantidad: 100 ml
NaCl 8.0 gr
KCI 0.20 gr
NazHPO,4 1.44 gr
KH2PO4 0.24 gr

Diluir primero en 50 ml de agua destilada, posteriormente en 450 ml de agua

destilada para la concentracién final de 1X.
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B.3. Solucion de Formaldehido 4%

Cantidad: 500 ml

Formol comercial 37 % 135 ml

Agua destilada 365 ml

Para amortiguar la férmula se utiliza PBS 10X.

EstandarizarelpH a 7.2-7.4

B.4. Buffer de Citratos
Cantidad: 1L
Acido citrico 10 mM
(Citric-acid Buffer Tablets, Sigma-Aldrich®)
Tween200.5% 5ml

Agua destilada 995 ml

B.5. FITC anticuerpo secundario 1/50
Cantidad: 50 mi
Anticuerpo secundario (FITC) 1 ml
PBS 49 ml

Azul de Evans 0.02 gr.

B.6. Solucion Tri-buffer salino con Tween 20 (TBST) 1X

Cantidad: 200 ml
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TBST 20X 10 ml
(Envision™ Flex Wash Buffer 20X)

Agua destilada 190 ml

B.7. Solucién recuperadora de antigenos (TRS) 1X
Cantidad: 200 ml
TRS 50X 4 ml

(Dako® Target Retrival Solution High 50X)

Agua destilada 196 ml

B.8. Solucién de sustrato-cromégeno Diaminobencidina (DAB)
Cantidad: 1 mi
Solucién DAB 1 ml
(Envision™ Flex Substrate Buffer)
Sustrato DAB 5ul
(Envision™ Flex DAB+Chromogen)
Debe de utilizarse en un periodo de treinta minutos y emplear guantes al

manipularla por sus componentes carcinogéenicos.
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