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RESUMEN

Encephalitozoon cuniculi es un microorganismo intracelular obligado,
zoonGtico, generador de esporas y cuyo huésped definitivo es el conejo. Este
microsporidio genera una inflamacién granulomatosa de tipo Tu1, que se
ubica principalmente en encéfalo, rindn e higado. Un granuloma es un acopio
de macrofagos y otras células del sistema inmune cuyo objetivo es el de
aislar a la espora infectante y eliminarla. Sin embargo, bajo condiciones de
estrés o mediante la inmunosupresiébn con farmacos, se puede
desencadenar un cambio en el tipo de senfalizacién celular que en éstas
células se produce, creando un sesgo hacia una inflamacién granulomatosa
tipo Th2. Lo anterior pudiera dar lugar a la diseminacion de esporas, la
aparicion de signos clinicos y la extension de las lesiones en el animal. Estos
cambios se producen mediante vias de sefalizacion celular llevadas a cabo
por la interaccion de citocinas y moléculas de superficie leucocitaria, las
cuales influyen en ciertas poblaciones celulares y en el tipo de activacién y/o
reaccion que estas pudiesen tener. En el presente estudio se utilizaron
cuatro grupos de conejos, dos de ellos con encefalitozoonosis (A y B) y dos
sanos (C y D), de los cuales los grupos B y C, recibieron un tratamiento
inmunosupresor con dexametasona. El grupo infectado A representé a
animales cursando por la condicién crénica (infeccion asintomatica), mientras
que el grupo B representdé una infeccion microsporidiana oportunista en

individuos bajo condiciones de estrés.

Mediante la técnica inmunohistoquimica de los granulomas formados en

encéfalo y riidn (in situ), se logrd la identificacion y comparacion de la

XV



presencia de tres marcadores de superficie leucocitario: CD4, presente
principalmente en linfocitos T CD4*, CD8, presente principalmente en
linfocitos T CD8*y MHC II, presente principalmente en células presentadoras
de antigeno (Monocitos, macréfagos y células dendriticas). Lo cual permitié
evidenciar la presencia de dichas poblaciones celulares concurrentes en el
microambiente del granuloma formado en condiciones de estrés y aquel
producido de manera cronica en animales asintomdticos y sin signologia

aparente.

Se encontr6 que el efecto de la dexametasona promueve un cambio en el
fenotipo celular de Tu1 a Th2, en el granuloma y que dicha inmunosupresion
estimulé la presencia de células CD4+ en los animales infectados,
modificando el fenotipo celular. Mientras que la presencia de la espora en el
rindn permiti6 observar una mayor respuesta de tipo citotéxica sobre la de
tipo cooperadora, aunque dicho fenotipo celular fue revertido por la

inmunosupresion.

A nivel renal la inmunosupresion promovié un aumento en la presencia del

MCH Il en animales infectados y la redujo a nivel cerebral.

XVi



1. INTRODUCCION

El filo Microspora consta de parasitos unicelulares formadores de esporas con
ciclos intracelulares obligados y relacionados con los hongos (Keeling vy
McFadden, 1998), éstos ostentan un filamento polar Unico con el que logran
parasitar una amplia variedad de especies. En los seres humanos se han
encontrado prevalencias serolégicas de hasta un 38%, (Didier et al., 1995; Didier
et al., 2004). La microsporidiosis se ha clasificado como una severa enfermedad
zoonGtica y también emergente, ya que su incidencia ha aumentado en los ultimos
10 anos. Debido a esto, se ha incrementado el interés por este microorganismo
buscando explicar las estrategias que éste utiliza para llevar a cabo la infeccién
asi como también entender la comunicacion celular y molecular que estos
microorganismos desarrollan con sus hospedadores. Encephalitozoon cuniculi (E.
cuniculi), fue el primer microsporidio en ser identificado en los mamiferos, siendo
reportado primeramente en lepdridos (Wright, 1922). La encefalitozoonosis se
considera como una variable, en estudios donde los roedores 0 conejos son
utilizados como modelo experimental (Didier et al., 2004). Las esporas de E.
cuniculi utilizan su filamento polar para inocular el esporoplasma en las células del
hospedador (Wasson y Pepper, 2000), aunque también se produce la infeccion
mediante la fagocitosis de las esporas (Franzen et al., 2005). Las células
infectantes emergen desde el interior de la célula parasitada como esporas
maduras, rompiendo tanto a la vacuola parasitéfora como la membrana celular
(Franzen, 2005). Posteriormente se diseminan a distintas areas del cuerpo como

intestino delgado, rinones o pulmones, permitiendo la subsiguiente liberacién de
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esporas hacia el medio ambiente mediante las heces, fluidos urinarios y nasales
respectivamente, contaminando el suelo, el agua y los alimentos. Los cuadros
clinicos varian de acuerdo al estado inmunolégico del hospedador asi como la via
de entrada de E. cuniculi (Yazar et al., 2013). Las lesiones macroscépicas son
inaparentes, aunque las infecciones cronicas se pueden manifestar en los rinones
como areas deprimidas, irregulares y focalizadas. Las lesiones microscépicas mas
representativas en conejos son la formaciéon de estructuras granulomatosas que
se establecen en el encéfalo y riflones, desarrollandose una meningoencefalitis no
supurativa con astrogliosis e infiltracién linfocitica perivascular, asi como una
nefritis linfocitica focal con cantidades variables de fibrosis (Wright, 1922;
Rodriguez-Tovar et al.,, 2011; Al-Sadi y Al-Mahmood, 2014). Se han realizado
numerosos estudios para identificar el papel de la respuesta inmune mediante sus
distintas vias. Tal es el caso de la respuesta por células T CD8*, ya que,
asumiendo el parasitismo intracelular obligado de los microsporidios, se ha
sugerido que la respuesta celular puede desempenar un papel importante en la
defensa del organismo contra estos agentes infecciosos (Lawlor et al., 2010; Stark
et al., 2009). En contraste, la respuesta de células T CD4* tiene un papel en su
mayoria regulatorio (Stark et al,. 2009; Valencakova et al,. 2004). Sin embargo, se
desconoce el tipo de respuesta inmune (TH1 0 TH2) y el microambiente (células y
citocinas) que se desarrollan dentro de los granulomas generados por la infeccion
de E. cuniculi, siendo que el conocimiento de estos elementos en el contexto de
otras lesiones granulomatosas causadas por patdégenos como Mycobacterium
tuberculosis 0 Schistosoma mansoni (TH1 y Tn2 respectivamente) (James, 2000),

son de suma importancia en la implementacion de estrategias para el control o
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tratamiento de estas enfermedades.Por lo tanto, los primeros pasos para
contrarrestar la encefalitozoonosis depende de la obtencién de la informacién
referente al tipo de respuesta inmune que prevalece. Mediante el uso de técnicas
deinmunofluorescencia (IFA) e inmunohistoquimica (IHC) se han detectado
esporas en tejido o fluidos de animales infectados (Al-Mekhlafi et al., 2011); en el
presente estudio, utilizando la IHC, se evidenci6 la presencia de los marcadores

de superficie leucocitarios asociados a granulomas en respuesta a microsporidios.

1.1. Objetivos

1.1.1. Detectar conejos infectados con E. cuniculi mediante serologia y examen

coproparasitoscépico.

1.1.2. Identificar esporas de E. cuniculi en granulomas de animales infectados

mediante histopatologia.

1.1.3. Identificar la expresion de marcadores celulares asociados al granuloma

microsporidiano.

1.2. Hipotesis

La formacién de granulomas por esporas de Encephalitozoon cuniculi promueve la

expresion de marcadores de superficie leucocitaria.
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1.3. Justificacion

El estudio de los marcadores de superficie leucocitarios, nos permitira entender el
papel de las células participantes en la respuesta inmune durante la fase inicial de
la infeccion, desarrollo y eliminacién de las esporas de E. cuniculi en conejos
infectados naturalmente, para establecer a futuro estrategias que nos permitan

controlar y prevenir esta zoonosis.
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2. REVISION DE LITERATURA

2.1. Historia de Encephalitozoon cuniculi

Encephalitozoon cuniculi se mantiene como el microsporidio clasico en mamiferos
(Wasson y Peper,. 2000), el cual originalmente fue descubierto en 1922 al ser
identificado en conejos (Wright, 1922). Este microorganismo infeccioso e
intracelular ha sido reportado en diversas especies mamiferas alrededor del
mundo, como ratas, ratones, caballos, zorros, gatos, perros, ratas almizcleras,
leopardos, babuinos y humanos (Didier et al., 2000). Sin embargo, no fue sino
hasta la década de los ochenta cuando se recobr6 el interés sobre la
microsporidiosis humana, al identificarse Enterocytozoon bieneusi como el
causante de diarrea, emaciacion y desgaste en un paciente humano
inmunosuprimido, positivo al virus de la inmunodeficiencia humana (VIH)
(Desportes et al., 1985). Los casos reportados de infecciones por E. cuniculi,
comunmente se relacionaban con personas inmunodeficientes (VIH, tratamientos
inmunosupresores, linfocitopenia T CD4+* idiopatica, etc.) (Mathis et al., 2005). De
este microsporidio se han diferenciado cuatro genotipos, que son I, I, lll y IV y los
cuales han sido encontrados y aislados originalmente de conejo, raton, perro y
humano, respectivamente (Pelin et al., 2016). En el ser humano, existen catorce
microsporidios que lo llegan a infectar, siendo E. cuniculi (Genotipos |, lll y 1V), uno
de los mas virulentos (Flynn et al., 2007). La encefalitozoonosis en el humano
provoca severas lesiones entéricas, renales y respiratorias, debido a su
diseminacién sistémica (Hocevar et al., 2014), llegando a infectar practicamente
todos los 6rganos de un paciente (Didier y Weiss, 2011). Se han realizado pruebas
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serolégicas de aglutinacion y de ELISA en seres humanos, dando resultados
positivos en poblaciones tanto inmuno-competentes como inmuno-suprimidas. Se
ha observado que las personas que se ubican con un alto rango de seropositividad
son aquellas relacionadas con la exposicidbn ocupacional con animales. Una
situacién importante que muchos de estos individuos son inmuno-competentes y
no presentan signologia clinica aparente (asintomaticas) (Mathis et al., 2005).
Estudios posteriores relacionaron la presencia de E. cuniculi en personas
seropositivas-asintomaticas (Sak et al., 2011), con aquella presente en animales
de laboratorio, sugiriendo una transmisién zoonética (Didier et al., 2000). Desde
los anos setenta, la encefalitozoonosis en conejos de laboratorio ha sido un
problema muy frecuente, afectando la salud de los animales e interfiriendo con los
resultados de los experimentos (Petri, 1969; Shadduck y Pakes, 1971). Por lo
tanto, en Europa y EUA se exige el monitoreo regular en los conejos utilizados en
la investigacién, llevado a cabo mediante pruebas serolégicas, como ELISA y
aglutinacion de esporas, para tener la seguridad de no tener alguna concomitancia
de encefalitozoonosis y el experimento cientifico. Se han reportado casos de
encefalitozoonosis en seres humanos en donde existi6 un contacto previo con
animales infectados (conejos o perros), haciendo la zoonosis mas evidente
(Mathis et al., 2005). En base a lo anterior, se han llevado a cabo numerosos
estudios encaminados a conocer los diversos factores relacionados con la
interaccién E. cuniculi-hospedador, tales como las caracteristicas morfolégicas y
bioquimicas de la espora, su capacidad infectocontagiosa, su patogenia, asi como
los factores inmunoldgicos que predisponen la encefalitozoonosis y su posterior

diseminacion en el huésped susceptible (Mathis, 2000; Khan et al., 2001). Hasta
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ahora, la lista de especies portadoras o seropositivas a E. cuniculi continua
incrementandose con el paso del tiempo y alrededor del mundo (Bartova et al.,
2015; Pan et al., 2015,). Mientras tanto, en humanos, los factores predisponentes
respecto a la condicién de los pacientes (edad, estado inmunoldgico, infeccion
asintomatica) o las vias (zoonosis, agua contaminada, trasplante de érganos
infectados) por las que estos pueden llegar a infectarse se ha mantenido en

aumento continuamente (Hocevar et al., 2014; Kim et al., 2015).

2.2. Morfologia de la espora de Encephalitozoon cuniculi

Los microsporidios son agentes patégenos ubicuos, y aunque son considerados
como células eucaribticas, no poseen mitocondrias ni aparato de Golgi completo.
Se han adaptado evolutivamente a la vida parasitaria intracelular y, por lo tanto,
dependen totalmente del metabolismo energético de la célula huésped (Ghosh et
al., 2012). Ademas, basados en las caracteristicas bioquimicas y en los analisis
moleculares, a los microsporidios se les considera actualmente como hongos,
siendo anteriormente considerados como protozoos (Valencakova et al., 2011).
Estos microorganismos forman esporas infectantes cuando se encuentran en el
medio ambiente. En el caso de E. cuniculi las esporas miden aproximadamente 2-

4 um de largo y las estructuras que la conforman se pueden dividir en 2 partes:

1) La capsula: la cual esta formada de una capa externa proteica electrodensa

(exoespora) y la otra interna compuesta de quitina (endoespora).
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2) El aparato de extrusion, infeccion o reproduccion: el cual esta formado por el
tubo polar, la vacuola posterior y el agente infeccioso o esporoplasma, el cual es

considerado el nucleo verdadero del parasito (Figura 1).

La presencia o ausencia de una vacuola parasitéfora en la célula infectada y el
namero de vueltas del tubo polar dentro de la espora, ayudan a diferenciar las

especies del genero Encephalitozoon (Cuadro 1).
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— Disco de anclaje

Polaroplasto

Tubo Polar

Exospora
Endospora

Membrana
Plasmatica

Esporoplasma
(nucleo)

Vacuola Posterior

Figura 1.- Esquema de una espora madura de E. cuniculi. Se puede apreciar la
representacién de cada una de sus partes, ademas del nombre y la localizacién de

estas. (Franzen et al., 2005).
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Cuadro 1.- Diferenciacién de las especies del género Encephalitozoon spp. a partir

de la esporas.

CARACTERISTICAS

Encephalitozoon

Encephalitozoon | Encephalitozoon | Enterocytozoon
cuniculi hellem intestinalis bieneusi
DIMENSION DE LA
ESPORA (uM) 1.5x25 1.0x25 1.2x2.0 0.5x1.5
NUMERO DE
VUELTAS DE TUBO 5-7 4-9 4-7 4-5
POLAR
DESARROLLO Vacuola Vacuola Formacion de un Contacto con
INTRACELULAR parasitofora parasitéfora septo. Vacuola citoplasma
parasitéfora
o . Enterocitos,
Epltell?ec:]lg;estlvo Enterocitos, epitelio biliar,
. . maycréfa ’os macréfagos, epitelio
CELULA HUESPED monocit%s ’ Células epiteliales monocitos, pancreatico,
linfocitos ’ fibroblastos, epitelio
endotelic; endotelio respiratorio,
macréfagos
Modificado de: Anane et al., 2010.

27




Una caracteristica Unica de E. cuniculi es la de poseer un genoma
extremadamente pequefio, el cual abarca hasta 2.9 Mbp. Esta reduccién en el
tamafno de su genoma se debe al apretado empaquetamiento de la informacién
genética dentro del cromosoma (con una ausencia virtual de intrones, un bajo
numero de secuencias repetitivas y muchos genes de una sola copia), y a una
pérdida de la informacién genética relacionada con ciertas actividades metabdlicas
que se considerarian innecesarias para el estilo de vida de este microsporidio

(Weiss, 2000).

2.3. Desarrollo y ciclo de vida de Encephalitozoon cuniculi en el conejo

El epitelio digestivo y respiratorio se consideran como los posibles sitios primarios
de la infeccion de E. cuniculi. Una vez que la espora de E. cuniculi se localiza en
estas regiones, infectan a las células huésped a través de un mecanismo unico de
invasion, el cual comprende la utilizacién de un tubo polar. Después de atravesar
la membrana celular, esta estructura descarga al esporoplasma a manera similar a
una jeringa, depositandolo directamente en el citoplasma de las células huésped

(Figura 2).
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Figura 2.- Ciclo de vida de E. cuniculi. Se aprecian seis etapas de la infeccidén y
desarrollo de la espora: 1. Inoculacion del esporoplasma a la célula hospedadora.
2. Formacioén de la vacuola parasitéfora. 3. Esporoplasma se torna en meronte con
su posterior division (merogonia). 4. Esporogonia. 5. Esporas maduras e
infectivas. 6. La espora infecta una nueva célula hospedadora o es liberada al
medio ambiente, en donde puede llegar a ser ingerida nuevamente. (Imagen

tomada de Wright, 2014)

29



La estimulacion de la extrusién del tubo polar posiblemente sea por una sefal
bioquimica en el microambiente, la cual aun no esta del todo definida (Franzen et
al., 2005). Se ha sugerido que un incremento en la presién osmética interna de la
espora 0 un cambio de pH ocasiona la salida subita del tubo polar. De esta
manera, el esporoplasma no establece contacto con el medio extracelular y no es
reconocido por la respuesta inmune (Dall, 1983; Weiss, 2014). Una vez dentro del
citoplasma, el esporoplasma atraviesa dos fases de desarrollo, la merogonia (fase
proliferativa) y la esporogonia (fase infectiva). La merogonia comprende la
proliferacién y crecimiento de la fase inmadura del parasito, el cual es llamado
meronte, mientras que la esporogonia es la etapa desarrollo y maduracién hacia
esporas infectantes (Bohne et al., 2011). Este proceso se lleva a cabo dentro de la
vacuola parasitéfora, la cual separa al parasito del resto de los componentes de la
célula huésped y consiste principalmente de lipidos derivados de la célula. El
periodo de desarrollo del ciclo es breve, siendo de entre 24 - 48 horas, aunque su
duracién se ha relacionado con varios factores ambientales como la temperatura,
la cual afecta de manera notable el nimero de esporas, el tejido infectado del
huésped, la respuesta inmune (fagocitosis) y enzimas digestivas (Fasshauer et al.,

2005),

Después de este tiempo, la célula infectada se rompe debido a la excesiva
proliferacion del parasito en el interior de la misma, liberando las esporas
directamente en el huésped, en las células vecinas, en el sistema vascular o a
través del sistema fagocitico mononuclear (Mathis, 2000). La ruptura de la célula
huésped genera una severa respuesta inflamatoria caracterizada por el desarrollo

de granulomas. Si la célula huésped no se rompe, la infeccion puede propagarse
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por extension directa de las esporas a las células circundantes (Rodriguez-Tovar
et al, 2003). Experimentalmente se ha demostrado que en conejos
inmunocompetentes e infectados con E. cuniculi por via oral, se presentan las
etapas tempranas de la infeccidn intestinal, sin propagacion a otros érganos, y las
esporas pueden encontrarse en las heces a partir de la 6ta semana después de la
infeccién. Sin embargo, este mismo estudio menciona que al infectar animales
inmunocomprometidos, el parasito puede propagarse al huésped por via
sanguinea y ocasionar lesiones en encéfalo, pulmén, higado vy rifones
aproximadamente 3 semanas después de la exposicion experimental con esporas
de E. cuniculi (Jeklova et al., 2010). Es en estas condiciones donde las esporas
pueden ser observadas en la orina a partir del primer mes de infeccion y los
animales infectados pueden continuar excretando esporas del parasito a lo largo
de su vida. Una vez en el medio ambiente, las esporas pueden sobrevivir por una
semana a 4°C, o bien estar viables hasta 2 meses a una temperatura de 22°C

(Desportes-Livage, 2000).

2.4. Signos clinicos y lesiones asociadas a Encephalitozoon cuniculi en el
conejo

2.4.1. Signos clinicos

Los signos clinicos de un animal infectado por E. cuniculi pueden variar desde una
forma subclinica e inaparente hasta una muerte aguda. En general, se establecen
3 formas de la manifestacién clinica, que son la nerviosa, la renal y la ocular,

pudiendo presentarse de manera individual o en combinacién. Los signos
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neurolégicos por E. cuniculi comprenden un mayor porcentaje de las
manifestaciones clinicas relacionadas con encefalitis (Klinzel et al., 2008). La
enfermedad vestibular y las convulsiones son la signologia mas obvia asociada a
encefalitozoonosis en conejos, aunque también puede presentarse rodamiento
horizontal, ataxia, torticolis y opistotonos. A pesar de tener la cabeza desplazada
hacia un lado o hacia atras, la ingesta de agua o alimento no se interrumpe en el
animal. La paresia posterior y el severo desgaste muscular se han asociado con la
ultima fase de la enfermedad antes de presentarse la muerte (Neuschl et al.,
1999). Ocasionalmente, los conejos pueden presentar manifestaciones agresivas,
brincos desordenados y automutilacion (Kinzel y Joachim, 2009). Estas
manifestaciones clinicas se generan a raiz del dafo directo a las células nerviosas
ocasionado por la liberacion de las esporas de E. cuniculi en el tejido cerebral (Al-
Sadi y Al-Mahmood, 2014). Las manifestaciones renales varian desde
escaldamiento urinario en la regién perineal y parte medial de los muslos, hasta
disuria, incontinencia urinaria, azotemia e incremento en los niveles de creatinina
plasmatica o sérica (Suter et al., 2001). Otras manifestaciones clinicas asociadas
indirectamente al dafno crénico renal es la pérdida de peso, polidipsia, poliuria y
urolitiasis. La presentacién ocular incluye la formaciéon de cataratas, hipopién y
uveitis, principalmente en conejos jévenes. Un gran porcentaje de animales con
enfermedad intraocular son diagnosticados con E. cuniculi mediante pruebas
serolégicas, histopatolégicas y por PCR. Las lesiones oculares en la
encefalitozoonosis se deben a la ruptura de los lentes oculares. La capsula
anterior del cristalino se rompe espontaneamente y causa una reaccion

granulomatosa zonal y uveitis. La mayoria de las veces la lesion en el cristalino es
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unilateral. Se ha sugerido que las lesiones oculares solamente ocurren
intrauterinamente, cuando la cipsula de los lentes en desarrollo es muy delgada o

ausente (Kianzel y Joachim, 2009).

2.4.2. Lesiones

Las lesiones en el encéfalo a nivel macroscdpico son inaparentes, mientras que a
nivel microscépico, estas corresponden con una meningoencefalomielitis no
supurativa y granulomatosa, con astrogliosis e infiltrado linfocitico perivascular.
Las lesiones son més frecuentes en la corteza del encéfalo y en la médula espinal,
pero pueden observarse en el tallo cerebral y cordén espinal, y menos
frecuentemente en el cerebelo (Rosell, 2000). Las esporas se observan como una
coleccion de microorganismos dentro de las células astrogliales o diseminadas
dentro de focos granulomatosos (Percy y Barthold, 2009). Los granulomas
contienen linfocitos, células plasmaticas, células gliales y necrosis central. El dafo
al tejido renal a nivel macroscopico incluye é&reas de cicatrizacidbn y areas
deprimidas palidas o rojizas en la superficie externa de corte del rindn y que
pueden extenderse hasta la médula renal (Kinzel et al., 2008), mientras que
microscopicaente se evidencia una nefritis intersticial granulomatosa multifocal con
infiltrado por células mononucleares, necrosis y descamacion de células epiteliales
tubulares con minimo dafio glomerular. Asimismo, esta lesion se acompafa de
diversos niveles de fibrosis. Ocasionalmente, las esporas pueden observarse en el
epitelio o en el lumen de los tubulos renales, en macréfagos o en la reaccién
inflamatoria. La lesién ocular mas importante es la uveitis facoclastica, la cual se

caracteriza por presencia de esporas en la lente y una severa infiltracién en el
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cristalino por células granulociticas, macrofagos y células gigantes (Giordano et
al., 2005). Asimismo, el iris y los procesos ciliares pueden contener un infiltrado
por células plasmaticas y linfocitos. Esta severa respuesta inflamatoria puede

conducir a una ruptura del lente (Richardson, 1999).

2.5. Diagnostico de laboratorio de Encephalitozoon cuniculi

El diagnéstico definitivo de E. cuniculiin vivo es dificil, ya que los signos clinicos de
un padecimiento neuroldgico o renal pueden confundirse con otros. Un diagndstico
presuntivo se obtiene por wuna combinacibn de examenes clinicos,
ultraestructurales mediante microscopia electrénica de transmisién (MET),
inmunoldgicos, histolégicos, citoldgicos, coproldgicos, urolégicos, moleculares,

inmunohistoquimicos e histoquimicos (Garcia, 2002).

2.5.1. Microscopia electronica de transmision

La identificacién de E. cuniculiy sus propiedades taxonémicas han sido realizadas
mayormente mediante el analisis de sus caracteristicas ultraestructurales. La
localizacion de E. cuniculi en tejidos mediante microscopia electrénica de
transmision (MET) es hasta la fecha la mejor técnica para identificar las esporas;
sin embargo, esta técnica no esta disponible en todos los laboratorios (Abu-
Akkada, 2014). La sensibilidad de MET no puede ser igualada cuando se compara
con andlisis de biopsias, citologias, copro o urodiagnéstico. La morfologia de los
microsporidios es unica y patognomoénica para el filo y es debido a esto que la

MET es realmente util para la asignacion de los variados géneros de
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Encephalitozoon. La estructuras de la espora de E. cuniculiy el desarrollo de sus
etapas como la merogonia y esporogonia, se estudian mucho mejor con la ayuda
de éste instrumento, debido a que son organismos muy pequefos y se encuentran
dentro de una célula (Joseph, 2006). No obstante y a pesar de que MET es
considerada como la técnica de oro, estandar para el diagnostico y confirmacién
de E. cuniculi, otras técnicas son necesarias para determinar los genotipos de este
microorganismo, como técnicas moleculares (Ghosh et al., 2014). Una limitante de
utilizar MET es su baja sensibilidad, pues solo puede utilizarse una pequeia
cantidad de la muestra, lo que significa un considerable margen de error en el

muestreo (Abu-Akkada, 2014).

2.5.2. Estudios inmunoldgicos

Existen 2 tipos de analisis inmunolégico para el diagndstico y deteccién de E.
cuniculi en individuos infectados y en individuos aparentemente sanos: técnicas

basadas en la deteccién de Ag y las basadas en la deteccion de Ac.

1) Deteccién antigénica. Se emplean Ac de animales inmunizados
experimentalmente para detectar determinantes antigénicos especificos del
agente patégeno. Para el caso de E. cuniculi, se emplean las técnicas de
inmunofluorescencia (IFA), ELISA y Western Blot (WB). Las técnicas de ELISA y
WB examinan al Ag completo o un homogenado del agente patégeno. Los Ac
pueden ser policlonales o monoclonales. Existen Ac contra E. cuniculi en el
mercado (Furuya et al., 2007), los cuales van dirigidos contra la pared de la espora
o el tubo polar. Desafortunadamente, muchos de esos Ac han demostrado tener

inmunidad cruzada contra otros microsporidios.
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2) Deteccién de Ac. Existen pruebas serolégicas encaminadas a detectar Ac
contra E. cuniculi en varias especies animales, incluyendo al conejo, entre las
técnicas mas utilizadas se encuentran ELISA, inmunoblot y aglutinacion (CIA)
(Jordan et al., 2006). La utilidad de estas pruebas reside en la deteccion de las
infecciones subclinicas en donadores de transplante prospectivos o en individuos
que pueden estar en riesgo de una reactivacién de la infeccion debido a un

problema en la respuesta inmune.

2.5.3. Histologia

Encephalitozoon cuniculi en conejos usualmente sigue un curso cronico, ya que
toma semanas o meses para desarrollar una significante carga parasitaria, la cual
puede conducir 0 no a la presentacion de signologia clinica. Las esporas de E.
cuniculi son dificilmente discernibles (Csokai et al, 2008), por varias razones: 1) las
esporas no son tefiidas con los colorantes habituales y los resultados son
impredecibles. Frecuentemente, las esporas de E. cuniculi tefidas con
Hematoxilina y Eosina (HE) se observan refractiles, transparentes y poco nitidas,
por lo que solamente personal entrenado puede reconocerlas, ya que pueden ser
confundidas con protozoarios, bacterias, e incluso con material necrético o
artefactos (Giordano et al., 2005). 2) Otro factor que dificulta el diagndstico, es el
pequeno tamano de la espora. Para el reconocimiento de las esporas es necesario
utilizar el objetivo de inmersion 100X. 3) Las esporas pudieran no ser reconocidas
debido a la intensa respuesta inflamatoria adyacente, la cual esta caracterizada
por una severa reacciéon multifocal granulomatosa. Ademas, el centro de estos

granulomas contiene tejido necrotico, el cual esta rodeado por células como:
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linfocitos, células plasmaticas y macréfagos, y en el area mas externa, esta
cubierto por una capa de tejido conectivo fibroso. 4) Las lesiones pueden ser
desde inaparentes a discretas hasta severas y pueden variar significativamente en
individuos  inmunocomprometidos o que reciben algun tratamiento
inmunosupresor. 5) La secuencia de lesiones en el conejo infectado. A las pocas
semanas de infeccion las primeras alteraciones discernibles se observan en los
rifiones, pero después de 15 semanas, las lesiones mas significantes se observan
en el encéfalo. Después de ese tiempo las lesiones decrecen y las esporas

pueden estar ausentes en esos érganos (Zietek et al., 2014).

2.5.4. Citologia

La encefalitozoonosis, asi como otras microsporidiosis, involucran una invasion
hacia membranas mucosas o tejido. Las muestras a considerar para el diagndstico
citolégico incluyen el epitelio digestivo, corneal o conjuntival, traqueobronquial,
renal y vesical (Csokai et al., 2008). El diagndstico citologico puede llevarse a cabo
mediante improntas o frotis tomados directamente del tejido o de biopsias.
Siempre debe usarse el objetivo de 100X (inmersion) para observar las esporas de
E. cuniculi. Igualmente, andlisis citologicos de fluidos corporales como esputo,
descarga nasal, liquido bronquiolo-alveolar, fluido ascitico y cefalorraquideo,
pueden llevarse a cabo mediante un muestreo directo centrifugado y despues

tifirlo con Giemsa el sedimento y colocarlo en una laminilla (Lallo et al., 2016).
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2.5.5. Coproparasitoscopico y urodiagnostico

Las tinciones mas utilizadas para la determinacion de esporas en heces y orina de
conejos sospechosos de encephalitozoonosis son el azul de tricromo (Weber et
al., 2000) y calcofluor White (Luna et al., 1995). Por otro lado, los procedimientos
parasitolégicos utilizados de manera rutinaria para concentrar huevos y parasitos
no son de utilidad para encontrar las esporas de microsporidios en heces y orina.
La toma directa de heces o sedimento urinario después de la centrifugacién (1,500
x g / 10 minutos/ 4°C), parecen ser las técnicas mas adecuadas para encontrar
esporas en esas muestras (Accoceberry y D’Almeida-Fourquet, 2012).
Generalmente, las esporas de E. cuniculi son mas faciles de identificar en fluidos
corporales (orina, liquido cefalorraquideo, etc.), que en excremento, debido a la
ausencia de bacterias y detritos. Es recomendable llevar a cabo controles
positivos para facilitar la identificacion de las pequefas esporas de E. cuniculi (1-
2.5 pum), asi como utilizar una combinacion de tinciones cromotrdpicas vy
quimiofluorescentes. Sin embargo, los agentes quimiofluorescentes pueden arrojar
falsos positivos, ya que pueden reaccionar con levaduras y material vegetal (Didier
et al., 1995). Otras tinciones recomendadas en el examen coproparasitscopico y

urodiagnéstico son Giemsa, Ziehl-Neelsen y Gram (Aldras et al., 1994).

2.5.6. Métodos moleculares

Los métodos moleculares utilizados para el diagnéstico de E. cuniculi en los
cuales se involucra la utilizacion de PCR, poseen la caracteristica de ser mas
rapidos y sensibles que la microscopia o serologia; aunque, en medicina

veterinaria no han sido utilizados extensivamente (Reabel, 2012). Para patégenos
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como E. cuniculi, las pruebas con PCR se basan en la amplificacion del ADN de
esporas inmersas en la orina u otro fluido corporal, asi como aquellas esporas
maduras o en etapas intracelulares que estén presentes en los tejidos. Utilizando
primers para amplificar porciones del gen del RNA de la subunidad menor
ribosomal (SSU-rRNA), se logra incrementar la sensibilidad y especificidad de esta
prueba, en comparacién con métodos de deteccion no moleculares (Garcia, 2002;

Weber et al., 2000; Weiss, 2000).

La sensibilidad de una prueba de PCR para E. cuniculi, recae en la calidad y
cantidad del ADN extraido del microsporidio (Ghosh y Weiss, 2009).En conejos, la
técnica de PCR es comunmente utilizada en laboratorios de investigacién animal,
mientras que en laboratorios de diagnéstico clinico no se considera una prueba de
rutina, debido a la falta de su estandarizacién como prueba de diagnostico para E.

cuniculi (Garcia, 2002).

Se han logrado avances considerables mediante la secuenciacién de ADN en
unos cuantos microsporidios, incluyendo E. cuniculi (Abu-Akkada, 2014). Existen
reportes de deteccién de marcadores de este microsporidio mediante técnicas de
PCR en biopsias intestinales o de muestras frescas tomadas inmediatamente
después de la necropsia (Csokai et al., 2009) asi como de la utilizacién de PCR en
tiempo real (RTPCR) para la deteccion de esporas en orina de conejo (Hester et
al., 2002). Aunque esta ultima técnica se ha caracterizado por ser capaz de
detectar cantidades tan pequefias como 10 esporas por mililitro (Jeklova, 2010),
se requiere del establecimiento y estandarizacion de las técnicas moleculares para

determinar la presencia de esporas de E. cuniculi en conejos infectados.
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2.5.7. Inmunohistoquimica e Inmunofluorescencia

Las técnicas de inmunohistoquimica (IHC) e inmunofluorescencia (IFA) se han
ubicado en un lugar importante en el diagndstico de padecimientos patoldgicos.
Actualmente, la identificacion de epitopos es un proceso rutinario en tejidos
embebidos en parafina, utilizando un Ac especifico y un apropiado sistema de
marcaje (Ghosh et al., 2014). El fundamento basico de la IHC es la interacciéon de
un Ac con un Ag en un tejido o muestra citol6gica. Posteriormente, el sitio de
interaccién Ac es identificado por marcaje directo del mismo, o empleando un Ac
secundario marcado o conjugado con biotina. En el caso de IFA, el procedimiento
es exactamente el mismo, solo que el marcaje del Ac primario o secundario se
realiza con un agente fluorescente (isotiocianato de fluoresceina) y la identificacion
del Ag se realiza mediante el uso de un microscopio de luz UV (Habenbacher et
al., 2012). En el caso de la identificacion de microsporidios mediante IHC o IFA,
anticuerpos monoclonales o policlonales biotinilados (ABC) o marcados con
fluoresceina, estas técnicas han sido recomendadas como métodos de
identificacién de esporas en tejidos embebidos en parafina (Cox et al., 1977; Abu-
Akkada, 2014). Tanto la IHC como IFA puede ser recomendada para la
identificacion especifica de E. cuniculi en las muestras de tejidos, como el ojo,
cerebro y rifndn, y ha resultado util para la demostracion especifica del patégeno y
su localizacién en los tejidos; sin embargo, se requiere de pericia y personal

especializado para su realizacién (Giordano et al., 2005).
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2.5.8. Histoquimica

Utilizando dnicamente la tincion de HE, las esporas de E. cuniculi aparecen
palidas, mal definidas y rodeadas por un halo de quitina (pared de la espora), las
cuales no logran tenirse, razén por la cual pueden confundirse con levaduras. La
falta de gemacioén pudiera ayudar a la diferenciacion entre esporas de E. cuniculiy
estos hongos; sin embargo, los detalles o caracteristicas morfoldgicas de la
espora, como el tubo polar, no son visibles con esta tincion (Didier et al., 1995). Se
han utilizado una variedad de metodologias en tinciones especiales para
demostrar las esporas en tejidos fijados con formol y embebidos en parafina. La
birrefringencia es observable en muchas tinciones y resulta de la presencia de
quitina en la endospora. Esta propiedad se ha observado con muchos
microsporidios al ser tenidos con Gram y Warthin-Starry, siendo las tinciones
recomendadas por la literatura, por los adecuados resultados con la mayoria de
las esporas microsporidianas y son las confiadas para tejidos embebidos en
parafina (Garcia, 2002). Otras tinciones recomendadas son PAS, la cual tifie la
vacuola posterior de un color violeta y la de Ziehl-Neelsen, que tifie de rojo la
espora microsporidiana. Sin embargo, para las esporas de E. cuniculi se han
utilizado algunas tinciones especiales tales como: Azul Alciano, Calcofluor White,
Giemsa, Gram, Grocott, Luna, Luxol Azul, Tricromico de Mason, Azul de Tricromo,

Acido Peryodico de Schiff, VanGieson, Warthin-Starry y Ziehl-Neelsen.

2.6. Granuloma
El granuloma, esta constituido por una coleccion focal y compacta de células

inflamatorias, predominando las células mononucleares. Este es el resultado de
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varios mecanismos de proteccion tisular y es formado cuando el proceso
inflamatorio agudo no es capaz de destruir el agente invasor (Zumla y James,
1996). Esta estructura es la secuela de una compleja interaccion entre un
organismo invasor o antigeno, quimico, droga u otro irritante, una prolongada
antigenemia o actividad de macréfagos, una respuesta de linfocitos CD4+* (TH1 y
TH2), reactividad excesiva de células B, complejos inmunes circulantes y un vasto
arraigo de mediadores biolégicos (James, 2000). El granuloma es un sitio activo
de numerosas enzimas y citocinas, que con el tiempo seran remplazadas por
fibronectina y factores de reparacion. Originalmente se sabe que las areas de
inflamacion o actividad inmunolégica atraen macréfagos, los cuales pueden
fusionarse, formando células gigantes multinucleadas y células epitelioides a partir
de éstos (inflamacién granulomatosa). Existe una estrecha relacion entre
poblaciones de macrofagos activados que expresan un incremento en sus
moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad clase Il (MHC 1l) y de
linfocitos CD4* (Zumla y James, 1996). Estas ultimas células, llamadas también
células T cooperadoras, reconocen los péptidos proteicos que las células
presentadoras expresan en sus moléculas MHC II; induciendo a la produccion de
interleucina 1 (IL-1) y TNF-a (Factor de necrosis tumoral alfa) por parte de los
macréfagos. Posteriormente, una cascada de factores qumiotacticos como la
proteina 1 quimioatrayente de monocitos (MCP-1/CCL2), la proteina inflamatoria
de macroéfagos 1 alfa (MIP-1 a) y RANTES/CCL5 promueven la granulomagénesis.
Entre tales elementos se encuentran también citocinas como interferbn gamma
(IFN-y), que incrementa la expresion de la molécula MHC Il en macréfagos, asi

como la externalizacién de la fraccion cristalizable (Fc) de inmunoglobulinas G
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(lgG) que potencializara la habilidad fagocitica de estos (Broos et al., 2013). El
resultado final es el granuloma epitelioide, el cual progresara bajo la influencia de
otros factores a una fibrosis (James, 2000). La activaciéon de las células T
cooperadoras (Tu1) también requiere de la activacibn de ciertas vias
coestimuladoras como la B7:CD28/ CTLA (Epstein et al, 1996). La
sobreestimulacién de TH1, conlleva a una pronunciada hiperreactividad mediada
por células, destruccion de tejido y formacién de granulomas (inmunidad tipo TH1).
Mientras que una respuesta Th2 que supere las influencias de Th1, se
desencadena en una anergia y apoptosis que puede ser revertida con agonistas

de CD28 (Zumla y James, 1996) (inmunidad tipo TH2).

2.6.1 Tipos de granuloma

Se han establecido numerosas clasificaciones, identificando la variedad de
granulomas que se pueden desarrollar en el organismo y en las cuales se
pretende comprender las distintas presentaciones u origenes que esta estructura
puede tener. Las clasificaciones se han realizado en base al origen del estimulo
inicial (James, 2000) y comprendiendo, infecciones, vasculitis, aberraciones
inmunolégicas, defecto en Ila oxidasa de leucocitos, neumonia por
hipersensibilidad, quimicos y neoplasias. Ademas de clasificaciones a partir del
agente etioldgico causal (Zumla y James, 1996) o la distribuciéon de las células
participantes (morfologica) (Zachary y McGavin, 2012), esta ultima, senala tres
factores que participan en el desarrollo de un granuloma: el agente incitante,
usualmente relacionado con antigenos persistentes, indigestibles o pobremente
degradables (ej., Mycobacteria spp.); la respuesta inmune del hospedador (gj., tipo
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de respuesta TH 0 de macréfagos); la interaccion entre las citocinas, quimiocinas y
otros mediadores pro y anti-inflamatorios producidos por las células ubicadas
dentro de la lesién inflamatoria cronica. Tal clasificacion se utilizara en el presente

escrito y se explicara en el apartado siguiente.

2.6.1.1. Nodular o tuberculoide (Granulomas tipo Tu1)

Los granulomas causados por Mycobacterium bovis, Mycobacterium tuberculosis
o por infecciones micoéticas profundas (coccidioidomicosis), son claros ejemplos de
granulomas nodulares o tuberculoides. Macroscépicamente, el granuloma nodular
se describe de color gris o blanco, redondo u oval y de firme a duro. Se desarrolla
como resultado de una respuesta linfocitica del tipo Tw1, evidencidandose
microscépicamente la presencia o0 ausencia de un centro necrético (granuloma
€caseoso 0 NO caseoso, respectivamente). Ambas presentaciones describen a un
granuloma nodular, compuesto en su parte media por numerosos macréfagos,
células epitelioides y células gigantes multinucleadas. En la periferia o capa mas
externa, se pueden encontrar fibroblastos, linfocitos y células plasmaticas
(Zachary y McGavin, 2012). Se considera que en este tipo de granulomas
predominan las citocinas IL-2, IL-12, 1L-17, TNF-a e IFN-y (Qiu et al., 2001;
Yamamura, 1992), asi como las quimiocinas RANTES (Regulado en activacion,
expresado y secretado en células T normales) y CCL19 (Wangoo et al., 2001) es
decir, un microambiente pro-inflamatorio con actividad fagocitica activa. En
modelos murinos infectados con tuberculosis, la secreciéon de las citocinas Tr1
activa a los macro6fagos lo cual genera que estos predominen en el microambiente

del granuloma nodular. Este fenotipo celular tiene la capacidad de eliminar las
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bacterias presentes en el citoplasma, ya que producen Oxido nitrico sintasa
(INOS), enzima que cataliza la sintesis de 6xido nitrico (NO), el cual es inducido
por IFN-y (Miranda et al., 2012). Otras poblaciones derivadas de los monocitos y
presentes en este microambiente son las células gigantes multinucleadas (MGC) y
las células dendriticas derivadas de monocitos (mDCs). En donde la previa
diferenciacion de los macréfagos a MGC se da una vez que estas son estimuladas
mediante sus receptores parecidos a Toll-2 (TLR-2), mientras que las mDCs
mantienen una elevada expresion de receptores MHC Il (Miranda et al., 2012). En
cuanto a poblaciones linfociticas, en ratones con tuberculosis se han identificado
porcentajes de células T CD4* de hasta 70%, mientras el resto corresponden en

su mayoria a células T CD8* (Tsai et al., 2006).

2.6.1.2. Granuloma difuso o lepromatoide (Granuloma tipo Tn2)

En el humano, Mycobacterium leprae produce agregados de macréfagos no
caseosos con células de la respuesta inflamatoria crénica, lo mismo se observa en
bovinos y ovinos con la enfermedad de Johne (Mycobacterium avium) (Zachary y
McGavin, 2012) y en ratones infectados con huevos de Schistosoma mansoni
(Chensue, 1997). Estas lesiones son pobremente delimitadas, comprenden una
amplia distribucion y son consistentes con una respuesta linfocitica del tipo TH2,
poseen una importante carga bacteriana intracelular, poca presencia de linfocitos,
numerosos macréfagos alrededor de un limite poco diferenciado y distintos grados
de fibrosis (Zachary y McGavin, 2012). Las citocinas predominantes en el
granuloma del tipo Tu2, son consistentes con el desarrollo de un perfil anti-

inflamatorio, identificandose a TGFB, IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13 (Vaquero et al.,
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2010). Estas citocinas inducen la diferenciacion de macréfagos hacia macréfagos
activados alternativamente (AAM), los cuales producen citocinas antiinflamatorias
(IL-10, TGF-B) y arginasa, esta ultima compite con iINOS en la utilizacion de L-
arginina como sustrato. Aunado a este efecto, las citocinas IL-4, IL-10 e IL-13,
activan la proliferacion de linfocitos B (Miranda et al., 2012), generando una
marcada respuesta humoral, mientras que la produccién de IL-5 promueve la
proliferacion de eosindfilos y la quimiotaxis de basoéfilos. Se sabe que la
proliferacion de linfocitos TnH1 se genera solamente con la presencia de IL-2, en
cambio la proliferacién de linfocitos con fenotipo Th2 es independiente de esta
mientras que la IL-4 se encuentre en el microambiente. Por lo tanto, en las
situaciones clinicas en las que esta citocina es limitada (pacientes con ciclosporina
o glucocorticoides), solo los linfocitos TH2 serdn capaces de propagarse en
respuesta a un antigeno (Miranda et al., 2012). En ratones, este efecto se observa
también bajo un estrés sistémico severo o tras una inoculacién microbiana
exacerbada, en donde el sistema inmune monta una respuesta del tipo 2 en contra
de infecciones que normalmente se controlarian con una inmunidad del tipo 1

(Spellberg y Edwards, 2001).

2.6.1.3. Granuloma Microsporidiano

La infeccion por E. cuniculi, se caracteriza por la formacion de lesiones
granulomatosas en encéfalo y rifién, provocando wuna encefalomielitis
granulomatosa multifocal no supurativa y una nefritis granulomatosa multifocal,
respectivamente (Rodriguez-Tovar, 2016). Los granulomas estan compuestos de

un centro necrotico, rodeado de macréfagos y/o células gigantes, linfocitos, células
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plasmaticas y fibroblastos (Csokai et al., 2008), lo cual coincide con las
caracteristicas descritas en el granuloma nodular o tuberculoide (tipo Th1).
Durante el examen histopatol6gico en conejos con encefalitozoonosis se pueden
ubicar las esporas en los focos de necrosis encefdlicos delimitados por una
reaccion inflamatoriagranulomatosa (Owen, 1992; Rodriguez-Tovar et al,. 2016),
en donde se observan abundantes linfocitos, célulasplasmaticas, células de la glia
y abundantes “manguitos” perivasculares. Estetipo de lesidbn puede observarse
principalmente en el cerebro, aunque tambiénen el cerebelo y en el bulbo
raquideo.En los rifiones, las lesiones granulomatosas con estas
caracteristicastambién son tipicas (Richardson, 1999; Rodriguez-Tovar et al,.

2016).

Al utilizar ratones noqueados para los genes de ciertas citocinas, se ha validado la
importancia de TH1 en la respuesta inmune contra E. cuniculi, mientras que la
produccién de citocinas de perfil Th2 se ha categorizado como minima (Khan et
al., 2001). Al tomar en cuenta la importancia de IL-4 en el montaje de una
respuesta del tipo TH2, se han evaluado los niveles de ARN mensajeros (mARN)
presentes en esplenocitos de ratones con encefalitozoonosis, asi como la
presencia de la citocina en los sueros de estos, reportando niveles indetectables
en ambos casos. Sin embargo, en los mismos esplenocitos se reportd un
incremento de los mARN para IL-10 (Khan y Moretto, 1999), una potente citocina
T2 capaz de regular la respuesta inmune tipo Tu1 en otros modelos animales
(Scharton-Kersten et al., 1995), lo cual sugiere que en infecciones con E. cuniculi
se podrian generar respuestas similares. En cuanto a las poblaciones de linfocitos
presentes durante la encefalitozoonosis, en esplenocitos de ratones infectados se
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han registrado incrementos en el numero de células T CD8*, mientras que el
nuamero de células T CD4* no mostraron un cambio aparente (Khan et al., 1999).
Sin embargo, no se ha encontrado informaciéon que describa las caracteristicas
presentes en el microambiente (citocinas y fenotipo de células presentes) del

granuloma microsporidiano en conejos.

2.7. Marcadores de superficie

Los marcadores de superficies celulares o antigenos de superficie celular, son
proteinas expresadas en la superficie de las células, estas moléculas son
convenientemente utilizadas como etiquetas de tipos especificos de células. Por
ejemplo, los marcadores de superficie de linfocitos T, para identificar sus linajes y
etapa de su proceso de diferenciacién. La importancia de conocer el subtipo
celular de las células a estudiar, en este caso los linfocitos (CD4 y CD8) o células
presentadoras de antigeno (MHC Il), recae en los procesos bioldgicos especificos
que estas realizan y su contribucion a las distintas respuestas inmunolégicas en
los que se les involucra. La presencia de ciertos marcadores de superficie también
puede determinar si una célula expresa el receptor especifico para alguna
respuesta bioldgica, asegurando que su respectivo ligando sera reconocido por el

tipo celular de interés (Lydyard et al., 2011).

Los linfocitos T maduros expresan solo uno u otro de los antigenos de superficie
celular, CD4 o CD8 y cuyos roles se discutirdan mas adelante, por otro lado, las

células presentadoras de antigeno exponen la molécula MHC Il. Este antigeno de
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superficie se asocia con el receptor de células T (TCR) ubicado en linfocitos que

poseen el marcador CD4 (ver mas adelante) (Todd, 2015).

2.7.1. Marcador de superficie CD4

La glucoproteina CD4, se encuentra presente en la superficie celular de cierta
subpoblacién de linfocitos T (células T CD4+). Dicha poblacion incluye las células
cooperadoras o TH, involucradas en la interaccidn cooperativa con células TH2 o
Tu1 (Todd, 2015).Esta molécula interactia con el antigeno presentado por la
proteina MHC Il. Por lo tanto, la presencia de CD4+ en un linfocito T, indica que su
receptor de célula T (TCR) reconoce un péptido en la regidén variable de una
molécula de MHC Il (Luckheeram et al., 2012), ubicada en la superficie de una
célula presentadora de antigeno (CPA). La apropiada formacidén de este complejo
(CD4+/TCR/ antigeno/MHC II), resulta en la aproximacion de elementos
citoplasmaticos que se asocian con CD4* y TCR, generando sefales intracelulares
que activaran al linfocito (Harrison, 1993). El marcador CD4 de conejo (RbCD4)
posee un peso molecular estimado de 48 kDa y un punto isoeléctrico de 9.5, asi
como regiones hidrofébicas e hidrofilicas en su estructura. Estas ultimas se
presentan en espacios extensos de su secuencia, que al compararse con la de
moléculas CD4 de raton, gato y humano, muestran una marcada conservacion de
esta propiedad (Hague et al., 1992). En la porcion del citoplasma, los residuos
intracitoplasmaticos de serina que ejercen como objetivo de fosforilacién y la
region de unidén a p56Ick también se encuentran conservados entre la molécula
CD4 de humano y RbCD4 (Turner et al.,, 1990), siendo identificadas estas

estructuras como necesarias para la fosforilacion de CD3 y las cadenas { de TCR,
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por parte de la molécula tirosina protein quinasa p56lck que conlleva a la posterior
cascada de activacion de tirosina (Veillette et al., 1991). Esta cascada de
activacion genera la movilizacién de iones de calcio intracelular (Ca2+) y la
activaciébn de cascadas de senalizacion dentro del linfocito, entre las que se
incluyen las vias Ras-MEK-ERK, que resulta en la activacién de factores de
transcripcion como NFAT, NF-kB, AP-1 (Chiang y Sefton, 2001), los cuales
regulan la produccién génica de multiples moléculas. El tipo de diferenciacion a
experimentar (TH1 o TH2) por parte de las células T CD4* se da en torno al
microambiente generado por las citocinas (IL-2, IL-4, IL-6 o IL-12), la
concentracion de antigeno, el tipo de CPA y las moléculas coestimuladoras
presentes (Luckheeram, 2012). Una vez activadas, las células T CD4+ producen
una importante cantidad de las citocinas IFN-y (Tu1) o IL-4 (Th2) (Zhu y Paul,

2008).

2.7.2. Marcador de superficie celular CD8

La segunda mayor categoria de linfocitos T se define por aquellos que presentan
el marcador CD8 (células T CD8*) y que corresponden a los linfocitos T citotoxicos
o CTC, los cuales poseen importantes funciones efectoras en las reacciones
inmunes mediadas por células (Todd, 2015). La molécula CD8 en roedores, se
compone por dos cadenas denominadas alfa (a) y beta (B), las cuales se muestran
como un heterodimero alfa/beta unido por puentes de disulfuro, mientras que en el
humano solo se expresan cadenas alfa unidas por los mismos puentes (Shiue,
1988). En su porcidn intracitoplasmica, la cadena alfa sirve de sitio de anclaje para

la asociacion con p56lck, lo que da como resultado la interaccion de esta con el
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complejo CD8/TCR, que a su vez interacciona con el antigeno contenido en la
molécula del MHC | expresada en la superficie de la célula blanco. Al igual que
CD4, la molécula CD8 potencializa la respuesta generada por la unién de TCR con
la molécula de MHC, asi como la afinidad por el antigeno contenido en este ultimo
(Wallace et al., 1993) y la posterior activaciéon de la CTC. Una vez que las CTC
son activadas, estas ejercen tres funciones principales: la secrecién de las
citocinas TNF-a e IFN-y, la produccion y liberacion de granulos citotoxicos
conteniendo proteinas (perforinas y granzimas) y la destruccion de células

infectadas mediante la interaccién Fas/FasL (Todd, 2015).

2.7.3. Marcador de superficie celular MHC Il

A diferencia de MHC I, la molécula MHC Il no se expresa en todas las células del
organismo; estd presente solo en las CPA (ej. Macréfagos, linfocitos B y CD).
Como se mencioné anteriormente, los TCR de células T CD4*, reconocen
péptidos antigénico especificos solo cuando estos se encuentran asociados a una
molécula MHC Il en la superficie de una CPA (Todd, 2015). Esta glucoproteina
esta constituida por dos cadenas polipeptidicas glicosiladas, una pesada a y una
ligera B. Sus porciones extracelulares contienen dos dominios (a1y a2 6 31y R32)
estan conectadas mediante una corta secuencia a una regién transmembranal
para terminar con un dominio citoplasmatico (Holling et al., 2004). Los dominios a1
y 31 poseen un gran polimorfismo, mientras que los dominios a2 y 32 tienen una
homologia estructural con la region constante de las inmunoglobulinas. El conejo,
posee cinco genes distintos que codifican su cadena pesada a (Leguern et al.,

1985), siendo una variedad casi tan amplia como la del humano. Ademas de su
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funcion en la presentacion de péptidos antigénicos, la molécula de MHC I, ejerce
como una molécula de sefalizacion en la CPA (Bishop, 1991). En la union de
MHC Il de células B de ratén con Ac o con el TCR de un linfocito T cooperador, se
generan sefiales que pueden afectar el estatus o supervivencia de dicha célula.
Este marcador de superficie transduce sefiales como la produccién de adenosin
monofosfato ciclico (AMPc), que lleva a la activacién de tirosin quinasa, hidrolisis
lipidica de inositol y movilizacién de Ca?*, ademas de inducir un incremento en las
actividades de ERK 1/2, AP-1 y NF-kB. Lo cual da como resultado, el incremento
de moléculas coestimulatorias, como CD86, incremento en la adhesién célula a
célula mediante el aumento de LFA-1, induccién a la diferenciacion de células B y
muerte celular (Nashar y Drake, 2006). Se ha reportado también que en ratones,
la deficiencia de MHC |l atenta la produccion de citocinas proinflamatorias e
interferdn tipo 1, originados por la estimulacion de TLR en macréfagos y CD (Liu et

al., 2011).
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Animales para el Estudio

Se utilizaron 40 conejos (Oryctolagus cuniculus) de las razas California y
Nueva Zelanda, tanto hembras como machos, con un peso promedio de 1 Kg
y con una edad de entre 1-4 meses. Veinte animales provenian del Centro de
Especies Menores (CEM), ubicado en el municipio de Ixtacuixtla de Mariano
Matamoros, en Tlaxcala, México (19°19'N 98°22'0), los cuales conformaron
los grupos control C y D, no infectados (ver apartado 3.2). Los veinte
animales requeridos para los grupos infectados de manera natural (grupos A
y B), se consiguieron en centros de produccién ubicados en el area
metropolitana de la ciudad de Monterrey, Nuevo Ledén (25°40'N 100°18'O).
Para el criterio de seleccion de los animales infectados con este patdgeno,
se utilizaron los analisis seroldgicos, orina y coproldgicos (Ghosh et al., 2014;
Kinzel y Joachim, 2009) evidenciando de una manera confiable la presencia
0 ausencia de este microsporidio en los conejos del estudio y en base a esto,
crear el acomodo del disefio experimental (ver apartado 3.2). Los animales
se mantuvieron con agua purificada y alimento ad libitum, con periodos de
luz/oscuridad de 12 hr. Estos animales fueron alojados en la Unidad de
Experimentacion Animal, del Centro de Investigacion y Desarrollo en
Ciencias de la Salud (CIDICS), UANL. Las condiciones se mantuvieron de
acuerdo con lo establecido en la Norma Oficial Mexicana (NOM-062-Z00-
1999) sobre el uso y cuidado de animales de laboratorio. Se manej6é un

periodo de cuatro dias de reposo antes del inicio del experimento.
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3.2. Diseiio del Experimento

La conformacién de los grupos para el experimento se realizé tomando en
cuenta el estado inmunolégico de los animales, asi como la presencia o
ausencia de la infeccion (Cuadro 1). De este modo, se formaron cuatro
grupos (A, B, C y D), con 10 animales cada uno. El grupo A, conformado por
animales infectados con E. cuniculi. El grupo B, se form6 con animales a los
que se les indujo una inmunosupresién y que a su vez estaban infectados.
Los animales del grupo C recibieron solamente el tratamiento de
inmunosupresion y en los cuales la infeccién se encontraba ausente. Por
ultimo, el grupo D se utiliz6 como grupo control, el cual estaba conformado
por animales sanos. Para la inmunosupresién mencionada anteriormente, los
animales de los grupos B y C, fueron tratados con tres aplicaciones de
dexametasona (Bursol, Laboratorios Brovel, México) a razén de 6.5 mg/kg/IM
(Jeklova et al., 2008), cada 7 dias y utilizando jeringas de 3ml (Terumo,
Japdn). Mientras que a los animales del grupo D, solamente se les aplicé 3ml
de solucién salina fisiolégica (SSF) conteniendo 0.9 de cloruro de sodio
(Solucién CS Pisa, Pisa Agropecuaria, México) en el mismo intervalo de

aplicaciones (Cuadro 2) y con el mismo tipo de jeringa.
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Cuadro 2.- Diseno del experimento. Grupos utilizados y las caracteristicas de

cada uno.

Grupos y
caracteristicas

Numero de animales

Tratamiento

A Infectados 10 Ninguno
B Infectados e 6.5mg/Kg Dexametasona IM a los
. .. 10 .
inmunosuprimidos dias 4,11y 18.
C 10 6.5mg/Kg Dexametasona IMa los
Inmunosuprimidos dias 4,11 y18.
D Control 10 1ml Solucidén salina fisiolégica IMa

los dias 4,11 y18.
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3.2.1 Anestesia y eutanasia de los animales

Este procedimiento se llevd a cabo el dia 4 para los animales del grupo A,
mientras que para los grupos B, C y D se realizé hasta el dia 25 del
experimento (Figura 1). Primeramente se realizd la sedacién y/o anestesia,
donde los conejos recibieron una combinacién de Tiletamina y Zolacepan
(Zoletil 100, Virbac, Francia) a una dosis de 20 mg/kg/IM y utilizando jeringas
de 1ml (Terumo, Japdn). En este periodo se extrajeron las muestras de orina
por puncidon suprapubica y la sanguinea por puncién intracardiaca (ver
apartado 3.3.1) con jeringas de 5ml (Terumo, Japo6n). Una vez extraidas las
muestras, cada animal fue colocado en un recipiente plastico transparente de
boca ancha conteniendo torundas impregnadas en éter etilico anhidro

(Jalmek, México) hasta inducir paro respiratorio.
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Grupo A
Grupo B
Grupo C

Grupo D

Dia

O

O
O

0 4 11

B Obtencion de suero
Aplicacion de dexametasona

O Obtencidn de suero/sangre.

18

25

Figura 3.- Cronologia del experimento y las actividades realizadas en este. El

arribo de los animales se identific6 como el inicio del experimento (dia 0) y la

finalizacién de este, como el dia 4 para el grupo A y dia 25 para los grupos B, C, y

D. El periodo que comprende desde el dia 0 hasta el dia 4 fue tomado como

periodo de aclimatamiento. El tratamiento de inmunosupresion en los grupos By C

comenzd el dia cuatro y fueron repetidos los dias 11 y 18 (triangulos). A cada

grupo se le realiz6 un muestreo serolégico en el transcurso del experimento

(rectangulos). El procedimiento de toma de muestra sanguinea/ suero y eutanasia,

se hiso al final de cada experimento (circulos).
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3.3. Coleccion, Preservacion y Procesamiento de las Muestras

3.3.1 Orina y heces

Las muestras de orina de cada conejo fueron colectadas durante el periodo
de anestesia mediante una puncion suprapubica utilizando jeringas de 5ml, y
depositadas en frascos de plastico que fueron almacenados a -20°C. Las
heces se colectaron durante la necropsia del animal, directamente tanto del
intestino delgado como el grueso. Estas muestras se colocaron en un bote
plastico conteniendo formaldehido amortiguado al 10% con PBS (pH 7.4)

para su fijacion y almacenadas a temperatura ambiente.

3.3.2 Muestras sanguineas

Se realizaron dos extracciones de sangre en todos los conejos; la primera,
dos semanas antes de la eutanasia y la segunda, durante la fase de
tranquilizacidén previa ala eutanasia de los animales, tal y como se mencioné
en el apartado anterior (Figura 3). Durante la primera extraccion se extrajo
iml de sangre de cada conejo utilizando jeringas de 3ml, tomadas
directamente de las venas auriculares marginales y/o arterias centrales;
estas fueron depositadas inmediatamente en tubos con acido
etilendiaminotetraacético (EDTA) de 1ml (Tubos BD MicrotainerEDTA K2, BD
Vacutainer, EUA). La segunda extraccidon se realizé mediante una puncion
intracardiaca con jeringas de 5ml y las muestras de cada conejo fueron
colocadas en dos tubos de 5 ml. Uno con anticoagulante (EDTA) (BD

Vacutainer EDTAKS, BD Vacutainer, EUA) para obtener los parametros
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sanguineos, utilizando el sistema Hemograms analyzer BC VetM®? (Kontrolab,
ltalia), y otro sin anticoagulante (BD Vacutainer Serum, BD Vacutainer, EUA)
para serologia. El conteo mencionado, se utilizé6 para medir tres variables:
hematocrito, porcentaje de linfocitos/monocitos y porcentaje de granulocitos
(Burke et al., 2010). De los tubos sin anticoagulante se recuperé el suero, el
cual se coloc6 en microtubos para centrifugacién (Capp, Dinamarca). Dichos
tubos se almacenaron a -20°C hasta su uso para la deteccién de anticuerpos
presentes en los animales del estudio. La metodologia que se empleé fue la
de carb6n inmunoensayo (CIA) segun las instrucciones del fabricante (CIA-
Medicago, Suecia). Esta consiste en utilizar las esporas completas (muertas
por calor) de E. cuniculi suspendidas con carbon ya contenidas en el kit y
exponerlas al suero del animal muestreado, que en caso de presentar Ac
contra E. cuniculi, generaran una aglutinacién que puede ser vista con un
microscopio de luz convencional a 40X. Mediante esta técnica se descarto la
presencia o ausencia de anticuerpos contra E. cuniculi en cada uno de los

animales que conforman los grupos (Boot et al., 2000).

3.3.3 Obtencion y preservacion de muestras tisulares

Una vez realizada la eutanasia, se realizé una revisién anatémica general del
cadaver y posteriormente se llevd a cabo la técnica de necropsia con la
finalidad de extraer primordialmente cerebro y rifiones. Al mismo tiempo, se
extrajeron pulmones, lengua, ojos, porciones de intestino delgado y grueso,
higado, bazo, corazén, musculo, ganglios popliteos y mesentéricos. Estas

muestras fueron fijadas en 250 ml de formaldehido al 10% amortiguado en
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PBS con pH 7.4, durante 48 horas. Los tejidos se embebieron en parafina
siguiendo la inclusién de rutina (Apéndice A-1). Los cortes posteriores se
realizaron a partir de los cubos obtenidos; utilizando un micrétomo (Microm
HM 315 Microtome, GMI, EUA) para seccionar porciones de 4um de grosor.
Las secciones de cada tejido fueron colocadas en el bafo de flotacién
(Modelo 14792, Boekel Scientific, EUA) a 40-45°C que contenia gelatina ya
diluida, esta ultima se omitié para las secciones destinadas a técnicas IFA e
IHC donde se utiliz6 solo agua destilada. Una vez extendidas las secciones,
estas fueron adheridas a sus laminillas correspondientes que posteriormente
se dejaron alrededor de 4 horas antes de su uso. Una vez logrado esto, se
tineron con las técnica de (HE) (apartado 3.4.4.1), Azul de Tricromo
(apartado 3.4.3.2), IFA (3.4.1.1) o IHC (apartado 3.4.1.2 y apartado 3.5.2).
Todas estas técnicas fueron requeridas para la deteccién y discriminacion de
esporas, quistes o granulomas. Se observaron con un objetivo de 100X en
un microscopio de luz Primo Star (Zeiss, Alemania) para buscar la presencia
0 ausencia de las caracteristicas mencionadas. Los resultados se registraron

utilizando una cadmara PowerShotG10MR (Canon, Japén).
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3.4 Deteccion de esporas en muestras

3.4.1 Deteccion de esporas en tejido mediante tincién con anticuerpos
conjugados

3.4.1.1 Inmunofluorescencia indirecta

Para la deteccidon de esporas en tejido (cerebro y rifidén) mediante esta
técnica (Alfa Cisse et al., 2002), se utilizaron secciones de tejido previamente
incluido en bloques de parafina (apartado 3.3.3), fueron cortadas y fijadas en
laminillas recubiertas con poli-L-lisina (PolysinM? Microscope Adhesion
Slides, Sigma, EUAPor lo tanto, una vez que las secciones se desparafinaron
y rehidrataron, se expusieron al proceso de desenmascaramiento de
antigeno con calor utilizando un buffer de citratos (pH 6, 10mM Ac citrico). De
este modo se logr6 que el calor desnaturalizara dichas uniones mientras que
el buffer mantuviera las conformaciones resultantes (Gutierrez et al., 1999;
Meyers, 2011), Luego se retiraron del buffer y se dejaron atemperar para
después fijarlas en metanol. Al terminar este paso, se sacaron y dejaron
secar al aire para después colocarlas dentro de acetona previamente helada
a -20°C con la que se realiz6 una segunda fijacién. Después del secado se
rehidrataron con PBS, el cual se retir6 mediante un aspirado utilizando una
micropipeta (Single Pippete LMP1000, PZ HTL, Polonia). Posteriormente,
sobre cada seccion se colocaron 60ul de la dilucibn comercial (no
especificada) del anticuerpo primario (Mouse mAb anti-Microsporidia, Bordier
Affinity Products, Suiza) con ayuda de una micropipeta, (Single Pippete,
LMP200, PZ HTL, Polonia) para después lavarlas con PBS. Una vez

terminado, se procedié a eliminar las fuentes de luz/iluminacién del area de
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trabajo, procurando una adecuada visualizacion de los materiales y reactivos.
Hecho esto, se agregaron 60ul de la dilucion (1:50) del anticuerpo secundario
conjugado con FITC [Anti-Mouse IgG (whole molecule)-FITC antibody
produced in goat, Sigma-Aldrich, EUA], PBS y azul de Evans (Evans Blue
Dye content 275 %, Sigma-Aldrich, EUA). Después de su incubacion, las
laminillas fueron lavadas con PBS, secadas y montadas utilizando resina
sintética (VectaMount Permanent Mounting Medium, Vector Laboratories,
EUA). Al terminar este procedimiento, las laminillas se observaron bajo un
microscopio de epifluorescencia UV (Zeiss-Axiostar HBO 50, Zeiss,
Alemania), con una longitud de onda de excitacién de entre 380 y 490 nm

(Apéndice A-2).

3.4.1.2 Inmunohistoquimica (IHC)

Para la deteccién de esporas en tejido mediante la técnica de IHC, se
utilizaron secciones de las muestras parafinadas utilizadas en el apartado
anterior, que una vez fijadas en laminillas recubiertas con poli-L-lisina se
dejaron secar como minimo 4 horas. Posteriormente se desparafinaron y
rehidrataron utilizando alcoholes graduados. Una vez terminada esta primera
etapa, se les expuso a un proceso de desenmascaramiento de antigeno con
calor, utilizando un buffer de citratos (pH 6, 10mM Ac citrico). Después de
esto, las laminillas se dejaron enfriar antes de entrar al bloqueo de
peroxidasa enddégena, donde se utilizd peréxido de hidrogeno. Al terminar el
bloqueo las laminillas se lavaron gentilmente con PBS, para pasar al bloqueo

de sitios de union inespecificos utilizando el suero de equino contenido en el
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mismo kit del anticuerpo secundario (Vectastain ABC Kit, Vector
Laboratories, EUA). Posteriormente se escurrié el exceso de suero de
bloqueo y se incub6 a 4°C por una noche con la dilucibn comercial (no
especificada) del anticuerpo primario (Mouse mAb anti-Microsporidia, Bordier
Affinity Products, Suiza). Al dia siguiente, se lavaron con PBS nuevo y se
incubaron con el anticuerpo secundario conjugado a biotina (Vectastain ABC
Kit, VectorLaboratories, EUA) previamente preparado bajo las condiciones
del fabricante (1:50). Se realizd otra incubacion con el reactivo del complejo
enzima-biotina-avidina contenido en el mismo kit. Por dltimo, se requirié de
una incubacién con el sustrato de peroxidasa (ImmPACMR DAB, Vector
Laboratories, EUA) que se colocd sobre el tejido. Finalmente cada laminilla
se deshidraté con alcoholes y se aclar6é con xilol, antes de aplicar la resina
sintética (VectaMount Permanent Mounting Medium, Vector Laboratories,
EUA). Las muestras se secaron y se visualizaron al microscopio de luz Primo

Star (Zeiss, Alemania) con objetivos de 4, 10, 40 y 100x (Apéndice A-3).

3.4.2 Estudios coproldgico y urologico

Se utilizaron las muestras de heces previamente conservadas en formol y las
muestras de orina congeladas a -20°C (Garcia, 2002; Khanaliha, 2014) (ver
apartado 3.3.1). La secuencia para preparar cada laminilla fue la siguiente:
Con ayuda de un agitador rotatorio (Vortex Mixer VX-200, Labnet
International Inc, EUA), se homogenizé el contenidofecal o de orina. Se
esterilizé un asa bacteriolégica (al rojo vivo) en la flama de un mechero de

Bunsen. Se introdujo el asa en el frasco que contenia la muestra ya sea de
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heces u orina, y se agité ligeramente dentro de este a modo de que tuviera
contacto con todo el contenido del frasco. Se hizo el frotis de la muestra
sobre un portaobjetos y se pasd de una manera rapida y gentil de dos a tres
ocasiones sobre la flama del mechero Bunsen a modo de fijar el liquido. La
laminilla fue colocada sobre una toalla de papel con el frotis hacia arriba, esto
permitiria que la muestra se seque a temperatura ambiente. Se guardé el
frasco utilizado y el asa bacteriolégica se volvié a esterilizar en el mechero,
una vez hecho esto se pudo continuar con la siguiente muestra o
procedimiento. Se colocaron las laminillas en una rejilla metélica, se

identificaron posteriormente se inicié el proceso de tincion correspondiente.

3.4.2.1 Tincion de tricromo modificada (técnica de Weber) para heces y orina

Para la visualizacién de las esporas estaes una de las técnicas mas
recomendadas en cuanto a su rapidez y facilidad realizacion (Garcia, L. S.
2002; CDC, 2013,). Las laminillas se fijaron en metanol, después se secaron
al aire y se sumergieron en el azul de tricromo (Para-Pak® Trichrome Blue
Stain, Meridian Bioscience, EUA). Se escurrié el exceso del colorante y
rapidamente se sumergieron en alcohol acido. Se continué con un breve
escurrimiento, las muestras se deshidrataron con alcoholes graduales (95,
95, 100) terminando con un aclaramiento con xilol. Finalmente se secaron y
se montaron con una resina sintética (VectaMount Permanent Mounting
Medium, Vector Laboratories, EUA). Una vez que la resina secé, las
laminillas se analizaron (50 campos por muestra) utilizando el microscopio de

luz Primo Star (Zeiss, Alemania), para comprobar la ausencia o presencia de
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esporas en heces y orina. Los resultados se registraronmediante una camara
digital PowerShot G10MR (Canon, Japon). Para la deteccion e identificacion
de esporas de E. cuniculi, se compararon con laminillas control positivas

(Apéndice A-4) las cuales, se tifleron de un color rojo rosaceo claro.

3.4.2.2 Calcofluor White para heces y orina

Se inicié con la obtencién, colocacion y fijacién de las muestras de heces y
orina en laminillas (apartado 3.4.2) de la misma manera que la técnica
anteriorhasta la fijacion en metanol. Se elabor6é una base para sostener las

laminillas a tratar y sobre la cual se escurri6 el reactivo excedente (Figura 4).
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Figura 4.- Base para posicionamiento de laminillas. Utilizando una charola de
metal, recubierta con aluminio. Sobre esta se colocaron 2 pipetas Pasteur a modo
de que sostengan las laminillas y a su vez las mantengan niveladas, evitando el

escurrimiento de lo que en ellas se depositaria.
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Con una pipeta Pasteur se cubrieron las laminillas con calcofluor White M2R
(Fluorescent Brightener 28, Sigma-Aldrich, EUA). Después se lavaron con
agua destilada y se dejaron secar mantenidas en oscuridad. Una vez secas,
se montaron con resina sintética y se observaron en un microscopio de
epifluorescencia UV (Zeiss-Axiostar HBO 50, Zeiss, Alemania) (Apéndice A-

5).

3.4.3 Tincién histopatologica

3.4.3.1 Hematoxilina y Eosina (HE)

Para este procedimiento se requirieron cortes de tejido a partir de los cubos
de parafina previamente elaborados (apartado 3.3.3). Estos se fijaron en
laminillas convencionales (Pearl, China) que posteriormente pasaron por
todo el proceso de una técnica de HE tradicional y su ulterior montaje con
resina sintética (Apéndice A-6). Por ultimo, cada laminilla procesada se
visualizé bajo un microscopio de luz tradicional para evidenciar y localizar
lesiones, infiltraciones celulares, presencia de esporas, quistes u otra

manifestacidon de la encefalitozoonosis.

3.4.3.2 Azul de tricromo modificada (Técnica de Weber) en tejido

Se usé la misma metodologia utilizada en heces y orina.Se sumergieron en
Azul de Tricromo (Para-Pak® Trichrome Blue Stain, Meridian Bioscience,
EUA); que después se retird para poder continuar con el proceso, hasta su

montaje en resina (Apéndice A-7).



3.5 Deteccion de CD4, CD8 y MHC lI

3.5.1 Anticuerpos anti-marcadores de superficie

Se utilizaron tres Ac monoclonales: 1) anticuerpo de ratéon anti-CD4 de conejo
[Rabbit CD4 mAb (clone RTH1A), Kingfisher Biotech Inc, EUA], 2) anticuerpo de
raton anti-CD8 de conejo [Rabbit CD8 mAb (clone ISC27A), Kingfisher Biotech Inc,
EUA] y 3) anticuerpo de ratén anti-MHC clase Il de bovino que cruza
antigénicamente con el MHC Il de conejo [Bovine MHC Il mAb (clone TH14B),

Kingfisher Biotech Inc, EUA].

3.5.2 Inmunohistoquimica para la deteccion de marcadores de superficie

Se realizaron cortes de cerebro y rindny se montaron en laminillas con poli-L-
lisina (apartado 3.3.3). Primeramente, las laminillas se desparafinaron, luego
se deshidrataron y posteriormente se les aplicé el desenmascaramiento de
antigenocon las laminillas inmersas en TRS (pH 9, 1X) (DakoM® Target
Retrieval Solution High pH 10x concentrate, Dako, EUA) y calentadas en una
vaporera (Hamilton Beach, USA). Después se continué con los bloqueos de
peroxidasa enddgena y de sitios de unién inespecificos, para después anadir
e incubar la dilucién del Ac primario (1:100). Una vez concluido el periodo de
incubacion, se realizé el lavado con TBS (EnvisionM® Flex Wash Buffer 20x,
Dalo, EUA) y la posterior aplicacion del Ac secundario (EnVisionM? Detection
Systems Peroxidase/DAB, Dako, EUA). Continuando con el proceso; las
laminillas se volvieron a lavar para después agregar el sustrato de

peroxidasa-cromégeno (EnVisionM? Flex DAB+Chromogen, Dako, EUA). Por
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ultimo, se lavaron con agua destilada y se montaron en una rejilla metélica
para comenzar los procesos de contraste con hematoxilina de Harris y
continuar con los lavados, deshidratacion, aclarado y montaje (Apéndice A-

8).

3.6 Analisis estadistico

Para comprobar la inmunosupresién se utilizaron los parametros de las
muestrassanguineas, para desarrollar un disefio multifactorial 2x2 entre
variables independientes y bajo una distribucion completamente al azar para
10 individuos por tratamiento. A esta informacién se le realizé un analisis de
varianza (ANOVA) y una comparacion de medias utilizando la DMS,
utilizando el software SPSS 15.0 y el Programa de Disefnos Experimentales
UANL Version 1.6. Para comparar la expresiéon de los marcadores de
superficie entre los grupos A y B, se analizaron los resultados del conteo de
células positivas en los granulomas revisados con el programa ImageJ
(National Institutes of Health, EUA); y sus datos fueron analizados por medio
de un ANOVA de dos colas y la prueba de Bonferroni como comparacién de

medias utilizando el software Prism 4 (GraphPad Software, EUA).
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4. RESULTADOS

4.1 Muestras sanguineas

4.1.1 Prueba de Carbén Inmunoensayo (CIA)

Los sueros de los grupos A y B, aglutinaronlas esporas contenidas en el kit
(Figura 5A), por lo tanto, elresultado con la prueba CIA fue positivo para los
10 animales contenidos en cada grupo; mientras que los sueros de los
conejos de losgrupos C y D (10 c/u) no aglutinaron las esporas de E. cuniculi

(Figura 5B).
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Figura 5.- Prueba de carb6n Inmuno Ensayo. Conejo. (A) Muestra positiva a
prueba CIA; anticuerpos anti-E. cuniculi interactuando con las esporas vy
permitiendo la visualizacién de estas (flechas). (B) Muestra negativa a prueba de
CIA, no se evidencia interaccion alguna y por consiguiente las esporas no son

visibles. Barras = 10um.
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4.1.2 Parametros sanguineos

4.1.2.1 Porcentaje de hematocrito

Se observé una diferencia significativa (p<0.05) en el grupo A, al ser
comparado con los grupos B, C o D. Mientras que el grupo B, al compararlo
con los grupos C o D no mostré diferencia alguna. Lo mismo result6 al cotejar

los grupos C y D (Figura 6).
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Figura 6.- Hematocrito de los grupos A, B, C y D. Los resultados se expresan
comola desviacion estandar de la media. En el grupo A presenté 32.7%, el grupo
B 39.6% se obtuvo, en el grupo C un 35.5% y grupo con D 39.4%.El asterisco

denota una diferencia significativa (p<0.05).
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4.1.2.2 Porcentaje de linfocitos/monocitos

Se encontr6 una diferencia significativa (p<0.05) entre el grupo A y los
grupos C o D, mas no al compararlo con el grupo B. En cuanto al grupo B
solo mostré unadiferencia significativa (p<0.05) al compararlo con el grupo D,
mientras que el grupo C, también present6 una diferencia significativa con el

grupo D (Figura 7).
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Figura 7.- Valores de Linfocitos/Monocitos de los grupos A, B, C y D. Los
resultados se expresan como ladesviacion estdndar de la media. El grupo A un
26.5%, el grupo B present6 un 28.3%, el grupo C, 27.5% y el grupo D presentd

41%. El asterisco denota una diferencia significativa (p<0.05).

75



4.1.2.3 Porcentaje de granulocitos

Se registré una diferencia significativa (p<0.05) en el grupo A respecto a los
grupos C y D, mas no con el grupo B. Los grupos B y C no tuvieron diferencia

significativa. El grupo D fue distinto a todos (p<0.05) (Figura 8).
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Figura 8.- Valores de los granulocitos de los grupos A, B, C y D. Los resultados se
expresan como la desviacion estandar de la media.El grupo A, un 73.5%, el grupo
B, 59.5%, grupo C un 57.9% y grupo D, 47%. El asterisco denota una diferencia

significativa (p<0.05).
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4.2 Deteccion de esporas en muestras

4.2.1 Deteccion de esporas en tejido mediante tinciéon con anticuerpos

conjugados

Ambas técnicas tanto IF como IHC, mostraron resultados satisfactorios al
permitir evidenciar la presencia de esporas de E. cuniculi en los tejidos de los
conejos infectados (A y B), asi como el comprobar la ausencia de estas en
las secciones de tejido tomadas de los grupos de conejos no infectados (C y

D).

4.2.1.1 Inmunofluorescencia indirecta

Se confirm6 la presencia de esporas de E. cuniculi en muestras de tejido
renal de animales de los grupos A y B. Las esporas se localizaron tanto en
los glomérulos como en las células epiteliales de los tubulos renales (Figura
9). Las esporas se apreciaban en un verde-amarillo fluorescente intenso,

agrupadas en cumulos facilmente identificables.
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Figura 9.- Rindn de conejo infectado. Epifluorescencia. Tejido renal, mostrando
esporas de E. cuniculiinmunomarcadas con FITC (flecha). Se aprecia un grupo de

esporas dentro de un glomérulo renal. Barra = 10 um.

79



Por otro lado, esta reaccion fue negativa tanto para tejido cerebral como para

el renal de los animales de los grupos C y D.

4.2.1.2 Inmunohistoquimica indirecta

Los anticuerposmonoclonales anti-microsporidia, permitieron localizar las
esporas de E. cuniculi tanto en tejido renal como en eltejido nervioso de los
conejos de los grupos A y B. La inmunoreaccién revel6 la forma y tamano de
las esporas que se encontraban localizadas en el tejido (Figura 10) e incluso
dentro de las células que lo conformaban, formando los caracteristicos
quistes intracelulares (Figura 11). Estos ultimos se observaron en los tubulos
renales. Esta reaccidon no se observé en los tejidos cerebrales o renales
delos conejos de los grupos C y D, coincidiendo con los controles negativos y

corroborando los resultados negativos previos de CIA (apartado 4.1.1).

80



Figura 10.- Encéfalo de conejo infectado naturalmente. Esporas de E. cuniculi en
tejido nervioso cerebral (flecha), adyacente a una zona granulomatosa (*). Barra =

10um.
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Figura 11.- Rif6n de conejo infectado naturalmente. Esporas maduras de E.
cuniculi dentro (*) y fuera (flecha) de una célula de epitelio de tubulo renal. Barra =

10 pm.
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Debido a la tincion de contraste propia de esta técnica, se logré una rapida
localizacion de las esporas y establecié su relacién con las estructuras y

células del tejido afectadoadyacente.

4.2.2 Estudio coproldgico y de orina

En los grupos infectados (A y B) se lograron identificar esporas de manera
mas frecuente en muestras fecales. Aunque, se observé al menos una
muestra positiva para cada animal ya sea proveniente de heces u orina o al

ser procesada con las técnicas de Weber o calcofluor White.

4.2.2.1 Tincion de Tricromo modificada (técnica de Weber) para heces y orina

En los grupos A y B se identificaron muestras positivas en orina, 4 y 1
respectivamente (Figura 12A). Mientras que en las muestras fecales se
registraron 8 muestras positivas del grupo A y 7muestras positivas del B

donde las esporas también eran visibles (Figura 12B).
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Figura 12.- Conejo infectado naturalmente. A) Esporas de E. cuniculi (flecha) en
muestra de orina tefiida con azul de tricromo. B) Heces. Espora de E. cuniculi

(flecha) en muestra de heces tenida con la técnica mencionada. Barras = 5um.
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Ninguna de las muestras de orina 0 heces de los conejos pertenecientes a
los grupos C o D presentaron evidencia alguna de las esporas, manteniendo

el estatus de no infectados.

4.2.2.2 Calcoflaor White para heces y orina

Las esporas en los conejos infectados naturalmente se observaron, tanto en
orina como heces. Fue posible visualizar la reaccion de contraste
caracteristica de la técnica; la cual permitié una rapida identificacién de
esporas en los grupos clasificados como positivos (A y B), que a diferencia
de la técnica de azul de Tricromo (apartado 4.2.2.1) ésta permitié identificar
un mayor numero de muestras como positivas. Resultando en 4 muestras de

orina para el grupo Ay 6 para el B (Figura 13A).
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Figura 13.- Conejo infectado narturalmente. A) Esporas de E. cuniculi (flecha) en
muestra de orina tefiida con el fluorocromo calcoflior White. B) Espora de E.

cuniculi (flecha) en muestra de heces tefiida con la técnica mencionada. Barras =

S5um.

86



Por otro lado, las muestras de orina provenientes de los grupos C y D, fueron
negativas. Al analizar las muestras de heces, todas las muestras de los
grupos A (10) y B (10) se registraron como positivas. Ya que fue aqui donde
la presencia de las esporas fue mas evidente (Figura 13B). No se

evidenciaron esporas en las secciones recuperadas de los grupos C y D.

4.2.3 Tincion histopatologica

4.2.3.1 Hematoxilina y Eosina (HE)

Esta técnica histologica permitio identificar las lesiones granulomatosas en
las muestras de tejido cerebral y renal, asi como lesiones diversas
relacionadas con la propia reaccidn inflamatoria y el dafo celular. En los
animales de los grupos grupo A y B, todas las secciones de cerebro
presentaron lesiones granulomatosas no supurativas en grado variable
desde cumulos de células y satelitosis, hasta la visualizacidén de los distintos
grados de lesidon granulomatosa segun los parametros establecidos por

Csokai et al (Csokai et al., 2008, Rodriguez-Tovar et al., 2016) (Figura 14).
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Figura 14.- Conejo infectado naturalmente. Encéfalo. Granuloma compuesto por
células microgliales y células mononucleares, rodeado por tejido edematizado ().
Se puede observar astrocitosis alrededor del granuloma (flechas). HE. Barra =

50um.
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Ademds se mostraron extensas areas de infiltrado perivascular linfocitario
que dieron lugar a la formacién de manguitos perivasculares mononucleares,
aunque; en otras secciones se presentaron solo edemas perivasculares. Por

otro lado, las secciones tisulares de los grupos C y D no presentaron lesion.

En todas secciones de rindndel grupo A se presenté un numero considerable
de lesiones que variaban en cuanto a su severidad, mientras que solo 8/10
muestras del grupo B presentaron este tipo de cambios. La presencia de
quistes intracelulares de E. cuniculi se hizo evidente en dos de las muestras
del grupo B (Figura 15), una de ellas presentando descamacion del epitelio
renal. Por otro lado, en todas las muestras de los grupos A y B, se aprecio
atrofia glomerular y dilatacién de capsulas de Bowman, asi como también la
presencia de multiples areas de infiltrado perivascular en médula renal y que

variando de moderado a intenso.
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Figura 15.- Conejo infectado naturalmente. Rifidén. Quistes intracelulares de E.
cuniculi en epitelio renal (E). Se distingue la presencia de numerosos quistes
parasitarios (flechas) conteniendo gran cantidad de esporas de E. cuniculi en su

interior. Lumen del tdbulo renal (L). HE. Barra = 5um.
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Otra caracteristica encontrada a nivel medular, fue la presencia de
numerosas hemorragias, areas de infarto y/o fibrosis, presentandose de
moderadas a severas. No se encontraron lesiones en las secciones de los

grupos Cy D.

4.3.3.2 Azul de tricromo modificada (Técnica de Weber) en tejido

Se encontraronquistes intracelulares en células del epitelio renal tubular de
2/10 muestras del grupo B. Las esporas contenidas se tifieron positivas,

permitiendo discriminar el tejido circundante u otras estructuras (Figura 16).
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Figura 16.- Conejo infectado naturalmente. Rindn. Las esporas de E. cuniculi se
observan tanto dentro (*) como fuera del epitelio renal (flechas). Tincién de azul de

Tricromo modificada. Barra = 5um.
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4.3 Deteccion de marcadores de superficie leucocitaria CD4, CD8 y MHC Il

Los granulomas de encéfalo variaron en estructura y conformacion; en las
secciones del grupo A, éstos poseian una distribucion mas focalizada y con
mayor consolidacién a diferencia de los de secciones del grupo B. En los
granulomas de ambos grupos se logrd la inmunolocalizacion de las células
que expresan a los antigenos de superficie de interés para este estudio, las
cuales fueron posibles de visualizar al realizarse la reaccidbn con
inmunoperoxidasa caracteristica de la técnica de IHC utilizando el revelado

con DAB.

4.3.1 Marcador de superficie leucocitaria CD4

4.3.1.1 Cerebro

Los granulomas previamente localizados con la técnica de HE (ver apartado
4.2.3.1) en las secciones de los grupos A y B mostraron variado numero de
células inmunomarcadas (Figuras 17) las cuales se encontraron ubicadas
dentro y fuera de estos cumulos de células inflamatorias. No se observé

inmunomarcaje en secciones de los grupos control (C y D).
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Figura 17.- Conejo infectado naturalmente. Encéfalo. Linfocitos T CD4* (flechas)
en la periferia o formando parte de un granuloma (asterisco). IHC anti-CD4. Barra

= 10um.
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4.3.1.2 Rifidn

Las secciones de riidn (grupos A y B), mostraron un marcaje positivo en
cuanto a las células que presentaban el antigeno de superficie CD4 y que a
su vez se encontraban formando parte de los granulomas; la distribucién del
marcaje en estos grupospresentaba una estructura mas diseminada dentro
del tejido (Figura 18). No se detectaron reacciones positivas en las secciones

control (secciones de Grupos C y D).
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Figura 18.- Conejo infectado naturalmente. Rifién. Linfocitos T CD4+ (flechas)
localizados en un granuloma (*). Se aprecia la extension del granuloma y su
difusién entre los tubulos renales (T) con epitelio degenerado. IHC anti-CD4. Barra

= 50um.
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4.3.2 Marcador de superficie leucocitaria CD8

4.3.2.1 Cerebro

Se detectaron numerosas reacciones de inmunomarcaje a lo largo de los
granulomas ubicados en las secciones de cerebro de los grupos Ay B,
permitiendo visualizar la posicion y la presencia de estos linfocitos respecto a

los granulomas formados en ese tejido (Figura 19).
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Figura 19.- Conejo infectado naturalmente. Encéfalo. Linfocitos T CD8* (flechas)

presentes en un granuloma (*). IHC anti-CD8. Barra = 20um.
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Estas reacciones no fueron observadas en secciones de tejidos control,

recuperadas a partir de muestras de los grupos C y D.

4.3.2.2 Rifidn

Tomando en cuenta la amplia difusion de los granulomas renales dentro del
tejido se observaron reacciones positivas en la periferia y dentro de estas

estructuras (Figura 20).
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Figura 20.- Conejo infectado naturalmente. Rifién. Linfocitos T CD8* (flechas)

presentes en un granuloma renal (*). IHC anti CD8. Barra = 50um.
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Por otro lado, las reacciones no se vieron presentes en secciones de tejidos

controles tratados con el mismo procedimiento.

4.3.3 Marcador de superficie leucocitaria MHC Il
4.3.3.1 Cerebro

En los cortes provenientes de los grupos A y B, se registraron marcajes
positivos en poblaciones celulares que ocupaban extensas areas de cada
granuloma (Figura 21), aunque la tendencia de inmunomarcaje fue mayor en

secciones del grupo B. No se registraron reacciones en secciones control.
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Figura 21.- Conejo infectado naturalmente. Encéfalo. Células expresando la
molécula de superficie MHC |l (flechas) presentes en una reaccion inflamatoria
granulomatosa. El asterisco denota el centro necrético del granuloma. IHC anti

MHC II. Barra = 50um.
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4.3.3.2 Rifidn

Se observaron marcajes positivos en los granulomas de los grupos A y B,
observandose una menor presencia de células con este antigeno de
superficie (Figura 22) a diferencia de los ubicados en granulomas de tejido

cerebral.
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Figura 22.- Conejo infectado naturalmente. Rifién. Células inmunomarcadas con el
anticuerpo anti MHC Il (flechas) en un granuloma renal. IHC anti MHC I, rifidn.

Barra = 50um.
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No se encontrd reaccion positiva en secciones de tejido control (Grupos C y

D).

4.3.3.3 Secciones control negativas

Como se mencion6 anteriormente, estos controles consistieron en secciones
recuperadas de tejido proveniente de animales de los grupos C y D. En los
cuales se realizd la misma técnica de IHC y bajo las mismas condiciones

(Figuras 23 y 24).
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Figura 24.- Conejo clinicamente sano. Rifén. IHC. Barra = 50um.
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4.4 Conteo celular

El andlisis de los datos obtenidos en el conteo de células inmunomarcadas
arroj6é resultados significativos en cuanto a sus medias, al ser comparadas
entre sus distintas variables; ya sea entre las poblaciones marcadas contra
cierto antigeno comparando los grupos A y B (Figuras 25 y 26) o entre los
datos obtenidos de los 6rganos de cada animal de los cuatro grupos (A, B, C
y D). En encéfalo, la comparacion de las medias del numero de células
inmunomarcadas para MHC Il asociadas a granulomas de los grupos Ay B
mostré una diferencia significativa (p<0.05), siendo mayor en el grupo A. En
el inmunomarcaje para CD8 no se presentd alguna diferencia entre sus
medias observandose solo un mayor aumento en el numero de células en el
grupo B. En cuanto a las reacciones positivas para CD4, ambos grupos
presentaron una diferencia significativa (p<0.01) mostrando resultados

significativos para el grupo B (Figura 25).
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Figura 25.- Comparacion entre grupos A y B en cuanto al nimero de células con

marcaje positivo para las moléculas de superficie del estudio y ubicadas en

granulomas formados en encéfalo.
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En los granulomas de las secciones de tejido renal, las medias del numero
de células inmunomarcadas para MHC Il y CD8 no mostraron diferencia
significativa, siendo ligeramente mas altos los conteos del grupo B. Sin
embargo; en el inmunomarcaje para CD4, el nUmero de reacciones positivas
entre ambos grupos presentaron una diferencia significativa (p<0.01)
mostrando resultados mas altos para el grupo B (Figura 26) tal y como se

observé en granulomas de tejido cerebral.
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Figura 26.- Comparacion entre los grupos A y B del numero de células con
marcaje positivo a las moléculas de superficie del estudio y localizadas en los

granulomas del rifdn.
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Se compararon los granulomas del encéfalo y rindon del grupo A,
encontrandose diferencias. En cuanto numero de células con inmunomarcaje
para el antigeno CD4 (linfocitos T CD4*) ubicadas en granulomas de
encéfalos del grupo A; se encontré una diferencia altamente significativa
(p<0.001) al compararse con las variables de los datos de riiones del mismo
grupo (Figura 27) siendo mayor para encéfalo. Dentro de los érganos de los
animales del grupo B; también se encontraron diferencias en el niumero de
células positivas a CD4, al encontrarse significativamente distintos (p<0.05)
los conteos de células en granulomas de encéfalos y rindn (Figura 27). Estos
ultimos, al igual que en el grupo A mostraron mayor significancia en encéfalo

que en rindn.
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Figura 27.- Comparacién entre los érganos de cada grupo, midiendo el nimero de

células con marcaje positivo a las molécula CD4 localizadas en los granulomas

ubicados en cada tejido.
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Al realizar el andlisis estadistico con los datos obtenidos en el conteo de
células positivas al inmunomarcaje para la molécula CD8 (linfocitos T CD8*)
se observd que no habia diferencias significativas entre los 6rganos de los
grupos A o B. Sin embargo se observé cierta diferencia en el conteo de
células de rindn sobre las de encéfalo del grupo A; mientras que se aprecié
lo contrario en el grupo B, siendo mayor en encéfalo que en riiidn (Figura

28).
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Figura 28.- Comparacion entre los 6rganos de los grupos A y B, midiendo el
namero de células con marcaje positivo a CD8 localizadas en los granulomas

ubicados en cada 6rgano.
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Al comparar las medias de encéfalo con respecto al rindn en el conteo de
células positivas a MHC Il se obtuvo una diferencia estadistica de p<0.001 en
mayor namero de células en los granulomas de encéfalo (Figura 29). Lo cual
no se observé en los conteos del grupo B; donde el conteo celular en
granulomas de rindn resulté mas alto que en encéfalo, y en los que no se

encontrd una significancia estadistica (Figura 29).

115



80-
70+

50+
40+
30+
20+
10+

# de Celulas

COMPLEJO MAYOR DE
HISTOCOMPATIBILIDAD

p< 0.0106

-

= GRUPO A
I GRUPO B

T

ENCEFALO

TEJIDO

RINON

Figura 29.- Comparacion entre los 6rganos de cada grupo, midiendo el nimero de

células con marcaje positivo a MHC |l localizadas en los granulomas ubicados en

cada tejido.
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4. DISCUSION

La encefalitozoonosis representa un potencial zoonético tanto para los
animales domésticos como salvajes, asi como para las personas y
profesionales que interactian con ellos. Debido a esto, se han encaminado
numerosos estudios enfocados a identificar los multiples mecanismos de
defensa del huésped que participan durante su transmisién, diseminacién
sistémica, asi como su patogenia (Lindsay y Weiss, 2004; Percy y Barthold,
2007). Actualmente se ha estudiado también el papel que juegan tanto la
respuesta inmune celular como la humoral, asi como la produccion de
citocinas contra E. cuniculi, mayormente en modelos murinos y humanos,
tanto en individuos inmunocompetentes como inmunosuprimidos (Salat et al.,
2006; Ghosh et al., 2012; Valencakova y Halanova, 2012).No obstante,
aunque se cuenta con informacion relacionada a la infeccion por E. cuniculi
en otras especies, es poca la investigacion referente en el huésped definitivo,
el conejo. Este animal se considera como un modelo experimental idoneo
para el estudio las interacciones entre la respuesta inmune y el agente

causante de la infeccion.

Actualmente se conoce muy poco sobre la respuesta inmune generada
durante la infeccion natural con E. cuniculi en conejos. En el presente
estudio, se investigd la presencia de los marcadores de superficie
leucocitaria CD4+, CD8* y MHC Il, en las células inflamatorias dentro de los
granulomas desarrollados en conejos Nueva Zelanda inmunocompetentes e

inmunosuprimidos, infectados con E. cuniculi de manera natural. El grupo
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inmunosuprimido represent6 una infeccion microsporidiana oportunista en
individuos bajo condiciones de estrés. Para estudiar ambos estados
inmunolégicos y su interaccion con la infeccidbn por E. cuniculi, se
organizaron en cuatro grupos experimentales: A y D representaron los
controles positivo y negativo de la infeccidn, respectivamente. Los grupos B y
C representaron los tratamientos con dexametasona en animales infectados

y no infectados, respectivamente.

La infeccién natural en los grupos A y B se confirmd con los resultados
positivos obtenidos al utilizar las técnicas de la prueba de CIA,
histopatologia, coprodiagnéstico, urodiagnéstico, IFA e IHC. Con la prueba
de CIA, se verifico la presencia de anticuerpos anti-E. cuniculi, la cual se
evidenci6 mediante la visualizacién de la aglutinacion de las esporas al
desafiarlas con los sueros de los animales infectados (Boot et al., 2000).
Posteriormente se identificaron en los conejos de los grupos A y B, las
lesiones no supurativas y granulomatosas en el tejido renal y cerebral
mediante histopatologia. Utilizando el coprodiagnédstico y urodiagnéstico se
demostrd la presencia de las esporas de E. cuniculi en heces y orina,
sugiriendo con esto su liberacion hacia el medio ambiente (Ozkan et al.,
2011; Fukui et al., 2013; Carhan, 2015). Por ultimo, mediante IFA e IHC, se

logré la visualizacién y la localizacién de las esporas en encéfalo y rinén.

El estado de inmunosupresién generado en los grupos B y C se comprobé
mediante el andlisis de los parametros sanguineos de los mismos al
compararlos con el grupo D, el cual representaba a individuos sanos y sin

inmunosupresion. Al analizar los porcentajes de hematocrito, se observé que
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el estado de anemia se present6 solo en el grupo A, a pesar de que también
el grupo B tenia la infeccidn latente. Ademas, el valor del hematocrito de este
altimo fue similar al de los grupos C y D. Esto quiza pudo deberse al
restablecimiento de algun mecanismo compensatorio (homeostasis), a raiz
del tratamiento con dexametasona. Y que en estudios in vitro utilizando
células hematopoyéticas de rata, ratbn y humano tratadas con
glucocorticoides se han caracterizado como una sensibilizaciébn a la
eritropoyetina endégena, la cual genera un incremento en los indices de
eritropoyesis (Malgor et al., 1974; Golde et al., 1976; von Lindern et al., 1999;
Srivastava et al, 2006). Esta informaciéon es comparable con la reportada en
ratones tratados con dexametasona e infectados con Schistosoma spp.
(Pyrrho, 2004); infeccion que genera un cuadro granulomatoso que se
asemeja al producido por E. cuniculi como el observado en este estudio en

los animales del grupo B (ver més adelante).

En los leucogramas se demostrd una diferencia significativa (p<0.05) para los
valores de L/M del grupo D con respecto a los demas grupos A, By C, en los
cuales se registré6 una disminucion que sugiere una leucopenia (Manning et
al, 1994; Brown, 2002). Mientras que el valor de granulocitos de los grupos
A, B y C, se incrementaron con la misma significancia respecto al grupo D.
Aunque el grupo B fue similar a A y C, considerando que el grupo B
compartia al menos una caracteristica con los demas grupos (infeccion o
inmunosupresioén). Por lo tanto, ambos resultados sugieren que la presencia
de una infeccién por E. cuniculi, de una inmunosupresién por dexametasona

o de ambas condiciones, pueden inducir a una granulocitosis como lo fue en
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los grupos A, B y C, ademéas de una monocitopenia y una linfopenia, lo cual
coincide con otros estudios previos (Schwarz et al, 2005; Jeklova et al,
2008). Estos investigadores mencionan que tales parametros son producidos
principalmente por condiciones de estrés, como en las observadas en
padecimientos infecciosos crénicos. Ademas, el bajo porcentaje de
hematocrito (anemia) observado solamente en el grupo A, puede sugerir que
dicho resultado fue producto de la encefalitozoonosis, la cual también se
reflej6 por los cambios en los demas parametros analizados
(Linfocitos/monocitos bajo y granulocitos alto), y que en conjunto pudieran
corresponder con una respuesta inmune a la infeccion, tal y como fue

reportado por Hinton (Hinton et al., 1982) y por Brown (Brown, 2002).

Al comparar las secciones histolégicas, tefidas con HE, de los granulomas
observados tanto en encéfalo como rin6n de los dos grupos A y B, se
observé que diferian en cuanto a su extensiéon y morfologia. Tales diferencias
histopatolégicas coincidieron con lo reportado en conejos (Keeble, 2006) y en
ratones (Kotkova et al., 2013) con encefalitozoonosis, en modelos murinos
con schistosomiasis (Pyrrho et al., 2002; Pyrrho et al., 2004) y en humanos y
conejos con tuberculosis (TB) (Thwaites et al., 2004; Manabe et al., 2008).
En el presente estudio, los granulomas encontrados en encéfalo y rinén del
grupo A concuerdan con Rodriguez-Tovar et al. (2016) y Leipig et al. (2012);
es decir, estructuras compactas de aproximadamente 50-100um de diametro,
bien delimitadas y con numerosos macréfagos, linfocitos y células
epitelioides. Lo anterior es consistente con la descripcién de un granuloma

originado por una respuesta de tipo TH1, la cual esta mediada principalmente
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por IFN-y; y es responsable de la eliminacibn de microorganismos
intracelulares (Berger, 2000). Sin embargo y como se ha descrito en conejos
inmunosuprimidos (Keeble, 2006; Latney et al., 2014) las muestras del grupo
B mostraron granulomas con un mayor numero de células con
inmunomarcaje positivo, pero con limites menos definidos y mas
diseminados; es decir, morfolégicamente poseian caracteristicas similares a
las observadas en los granulomas del tipo Tuw2. Esta variacion en la
morfologia del granuloma se ha estudiado més a fondo en ratones infectados
con Schistosoma mansoni y tratados con dexametasona, donde se
registraron valores elevados de IL-10 y bajos niveles de IFN-y (Phyrro et al.,
2002; Aly et al., 2010). Esto pudiera provocar un retraso en el proceso de
maduracién de los granulomas, ya que esos perfiles de citocinas favorecen la
formacién de un microambiente anti-inflamatorio, es decir, del tipo Th2
(Zumla y James, 1996; Berger, 2000). Se sabe que las células presentadoras
de antigeno (CPA) proporcionan la sefializacién necesaria para conducir la
respuesta de linfocitos Tw inmaduros hacia Tu1 o Tw2 (Tizard, 2013). En
modelos murinos con esquistosomiasis, TB o encefalitozoonosis, se ha
reportado la formacion de granulomas del tipo Th1 (Layland et al., 2005;
Benoit et al., 2008; Lugo-Villarino et al., 2013; Marino et al., 2014). Sin
embargo, en pacientes sanos se ha observado que bajo un tratamiento con
corticosteroide se induce la expresion de IL-10 (Couper et al., 2008; Coutinho
y Chapman, 2011). La IL-10 se considera como la principal citocina
inmunorreguladora durante una respuesta del tipo Th2, ya que inhibe la

actividad de los linfocitos Tu1, células NK y macréfagos (Clark, 2007).
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Estudios in vitro utilizando monocitos y macréfagos humanos y murinos han
evidenciado la produccion de esta citocina después de la aplicacion de
glucocorticoides (Clark, 2007). Aunado a esto, la dexametasona afecta la
maduracion y la expresiéon de MHC Il en células dendriticas (CD) de
humanos y ratones (Piemonti et al., 1999; Pan et al., 2001). Lo anterior
podria explicar el efecto que este glucocorticoide pudo ocasionar, en los
granulomas presentes en el grupo B. Sin embargo, a la fecha no existen
estudios inmunohistoquimicos comparativos referentes al microambiente
inmunolégico dentro del granuloma microsporidiano en modelos animales o

modelos in vitro con y sin tratamientos inmunosupresor.

En este estudio se encontraron diferencias significativas entre las células
CD4+ en los grupos A y B, siendo més evidente en los granulomas del grupo
B. Estas células mostraron un aumento considerable del 100% y que pudo
deberse al efecto de la dexametasona aplicada en los animales de este
grupo, tomando en consideracion las variadas vias en las que esta droga
ejerce sus efectos inductores o supresores sobre el sistema inmune
(Franchimont et al., 2000). Al analizar sus efectos en ratones, cerdos y
conejos, se ha demostrado que dicho glucocorticoide influye en los procesos
de maduracién de los timocitos doble positivos (CD4+CD8*), ejerciendo un
fuerte efecto apoptético sobre estos (Purton et al., 2000; Jeklova et al., 2008)
asociado con un posterior aumento en la diferenciacion (seleccion positiva y
negativa) de las células sobrevivientes, dirigiéndolas hacia CD4+* o CD8*
(Berki et al., 2002; Schwarz et al., 2005). Este aumento en el indice de

maduracion se ha explicado en ratones, identificando a nivel de corteza del
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timo las células T doble positivas (CD4*CD8*) que contienen el marcador
temprano de seleccion positiva CD69* (Berki et al., 2002). En cerdos, se ha
observado experimentalmente que dichas células (CD69*) son capaces de
sobrevivir las senales apoptéticas ejercidas durante la seleccidén negativa en
la region cortico-medular del timo, al administrarseles dexametasona
(Schwarz et al., 2005). En conejos clinicamente sanos, la administracion de
este glucocorticoide tiende a aumentar el porcentaje de linfocitos T CD4* a
nivel general, mientras que el porcentaje de los linfocitos T CD8* se
mantienen sin un cambio aparente (Jeklova et al., 2008). Con esto ultimo, se
podria sugerir que el tratamiento con dexametasona en conejos afecta
principalmente a las células CD4*. Sin embargo, en cuanto a la presencia de
CD8* en los granulomas del encéfalo y del rifidn en los conejos del grupo B,
ésta no se vio afectada por la aplicacién del glucocorticoide. No obstante de
que se observé un incremento de células CD8* en ambos 6rganos del grupo
B, no se consideré significativo, a pesar de que la sefal positiva para células
CD8* fue mas evidente en los granulomas de encéfalo. La razon para esta
diferencia se desconoce, por lo que son necesarios estudios posteriores que
permitan explicar quizas el papel de las células presentadoras de antigeno
en el reclutamiento y selecciébn de las células CD4* y CD8* en el

microambiente del granuloma microsporidiano.

Para el caso de las moléculas MHC Il las diferencias observadas entre los
grupos A y B pudieron deberse a la interaccién entre la infeccion y los
resultados del tratamiento con dexametasona. En este estudio se sugiere

que la expresién de MHC Il en CPA de granulomas de encéfalo en el grupo A
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fue debido a la captura, procesamiento y presentaciéon de los antigenos de E.
cuniculi (Khan et al., 2001). Por otro lado, la baja cantidad en el niumero de
MHC Il en los granulomas en encéfalos del grupo B, se interpretaria como
resultado de los efectos desencadenantes tras la aplicacién de la
dexametasona. Esto se iniciaria por una induccién a la diferenciacién de
células productoras de citocinas anti-inflamatorias (IL-4 e IL-10) con una
considerada disminucion en su actividad antimicrobiana de macro6fagos y
células dendriticas, por efecto de la dexametasona (Coutinho y Chapman,
2011). Este efecto se ha visto en CPA de modelos experimentales humanos
y murinos (Piemonti et al.,, 1999) y en células CD4* y CD8* en humanos
(Richards et al., 2000; Bartels et al, 2007), en donde la alta produccion de IL-
10 en humanos y en modelos murinos, originada por la aplicacion de un
glucocorticoide, se relaciona con una baja expresion de MHC Il y una
limitada activacion de CPA (Cella et al., 1996; Grewal et al., 1996; Xia et al.,
2005). Por lo tanto, estos efectos se podrian relacionar con la disminucién
del inmunomarcaje para MHC Il encontrada en encéfalos del grupo B, con
una probable sobreexpresién de IL-10 producida a raiz de la aplicacion de la

dexametasona.

En el rindn, al comparar la cantidad de células que expresaron MHC |l dentro
del microambiente de granulomas para ambos grupos, no se encontré una
diferencia significativa. No obstante, se sugiere que el discreto aumento en el
namero de células positivas para MHC II, en granulomas de rindn del grupo
B respecto al grupo A, quizds se origind por una mayor presencia de la

espora circulante (Jeklova et al., 2010). Esta posibilidad se abre, al
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considerar que la aplicacion de dexametasona en animales con
encefalitozoonosis tiende a exacerbar las areas de lesién renal asi como el
aumento en la distribuciéon de la espora por el organismo (Latney et al.,
2014), lo cual generaria una mayor captacion y procesamiento de la misma,
con el posterior aumento de MHC Il. En este estudio, se corrobord esta
observacion, ya que la morfologia de los granulomas formados en el grupo
tratado con dexametasona fue consistente con las caracteristicas de un
granuloma del tipo TH2, el cual no puede contener al agente infeccioso

(Keeble, 2006).
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5. CONCLUSIONES

El efecto de la dexametasona promueve un cambio en el fenotipo celular de Tu1 a
Th2 en el granuloma por efecto de la inmunosupresién bajo condiciones de infeccién

natural.

El efecto de la inmunosupresion estimul6 la presencia de células CD4* en animales
infectados naturalmente, modificando el fenotipo celular en el granuloma

microsporidiano.

En el rindbn se observdé una mayor respuesta de tipo citotdéxica sobre la de tipo
cooperadora por efecto de la espora. Dicho fenotipo celular fue revertido por la

inmunosupresion.

A nivel renal la inmunosupresion promovié un aumento en la presencia del MCH I

en animales infectados y la redujo a nivel cerebral.
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APENDICE

A.- Técnicas y métodos

A-1 Inclusién en parafina

1.- Obtener la muestra.

2.- Fijar con formaldehido al 10% por 48 horas.

3.- Lavar en agua corriente.

4.- Deshidratar en alcoholes graduales del 60 al 100%.
5.- Aclarar con xilol.

6.- Preincluir en parafina.

7.- Incluir en parafina formando los bloques.

A-2 IFA de esporas en tejido

Pasos previos:

1.- Tener las muestras fijadas en laminillas recubiertas con poli-L-lisina.
2.- Precalentar el buffer de citratos a 80°C.

3.- Preparar una camara humeda a 35-40°C.

Procedimiento:
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1.- Desparafinar en xilol por 5 minutos.

2.- Rehidratar en alcoholes graduales (etanol) del 100%,100%, 70% y 30%, 5

minutos c/u.
3.- Terminar hidratacion con agua destilada, 5 minutos.

4.- Recuperar antigenicidad, colocando las laminillas dentro de algun estuche
(permitiendo el contacto con los liquidos) y este a su vez dentro del buffer de
citratos (pH 6, Ac. citrico 10Mm) previamente calentado (jPrecaucién,

manejard materiales calientes!). Dejar por 80 minutos.

5.- Retirar del buffer y dejar atemperar. Se puede colocar un poco del mismo

buffer de citratos para evitar que se reseque la seccion de tejido.
6.- Fijar en metanol de 3-5 minutos.

7.- Retirar y dejar secando de 1-2 minutos.

7.- Fijar en acetona, previamente helada a -20°C por 10 minutos.
8.- Secar por 1-2 minutos

9.- Rehidratar utilizando PBS por 5 minutos, para luego aspirarlo con una

micropipeta.

10.- Colocar 60ul del anticuerpo primario (producto listo para usarse) sobre el
tejido de las laminillas y mantenerlo dentro de la camara humeda

(previamente calentada) por 30 minutos.

11.- Lavar con PBS (dejarlo humedo hasta el paso 13) no dejar que la

temperatura de la camara humeda baje demasiado.
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12.- Eliminar las fuentes de iluminacién del area de trabajo al minimo

posibles, durante el resto del procedimiento.

13.- Agregar 60ul de la dilucién (1:50) del anticuerpo secundario conjugado
con FITC y el Azul de Evans/PBS (5mg/ml) por 30 minutos y mantener en la

camara humeda.

14.- Lavar con PBS, después secar muy bien y montar utilizando resina

sintética.

15.- Secar y guardar, manteniéndolas en la oscuridad en todo momento

incluso al momento de su uso.

A-3 IHC de esporas en tejido
Pasos previos:

1.- Obtener las secciones fijadas en laminillas recubiertas con poli-L-lisina y

secadas por no menos de 4 horas.

2.- Comenzar a calentar el Buffer de Citratos (pH 6, Ac. citrico 10Mm) hasta

que alcance los 80°C.
3.- Preparar una camara humeda a 35-40°C.

4.- En caso necesario, colocar las laminillas en una rejilla de metal para

realizar los pasos iniciales (pasos 1,2 y 3 del procedimiento).
Procedimiento:

1.- Desparafinar en Xilol por 5 minutos.
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2.- Rehidratar mediante alcoholes graduales (etanol) del 100%,100%, 70% Yy

30%, 5 minutos c/u.
3.- Sumergir en agua destilada, 5 minutos.

4.- Realizar el desenmascaramiento de antigeno, utilizando Buffer de Citratos

a 80°C por 80 min.

5.- Sacar (con mucho cuidado) y dejar enfriar a temperatura ambiente por 10
minutos sin que la muestra se seque (se le puede agregar un poco del

mismo buffer de citratos).

6.- Realizar el bloqueo de peroxidasa enddgena con la solucién de perbxido
de hidrégeno, colocandola sobre el tejido (100ul aproximadamente) y ubicar
las laminillas dentro de la camara humeda por 30 minutos a temperatura

ambiente.
7.- Lavar con PBS.

8.- Bloquear sitios de unién inespecificos; utilizando el suero de bloqueo
sobre el tejido, guardar las laminillas en la cAmara humeda y mantener ahi

por 20 minutos.

9.- Escurrir el exceso y secar los bordes del tejido sin tocarlo y con ayuda de

una gasa.

10.- Colocar anticuerpo primario (100ul aproximadamente) (listo para

usarse), e incubar dentro de la camara hiumeda por una noche a 4°C.

11.- Lavar gentilmente con PBS.
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12.- Agregar Anticuerpo secundario, cubrir la muestra con el anticuerpo
secundario conjugado a biotina (1:50) (2 gotas o 100ul) e incubar dentro de

la camara humeda por 30 minutos a temperatura ambiente.
13.- Lavar con PBS.

14.- Agregar el reactivo que contiene el complejo enzima- biotina avidina e

incubar dentro de la cdmara humeda por 30 minutos.

15.- Lavar con PBS y agregar el sustrato de peroxidasa por 3-7 minutos
(cuando se genere la reaccidén deseada. jCarcinogénico! Utilizar guantes y

proteccidn necesarios). Contratenir.
16.- Lavar con agua de la llave.

17.- Deshidratar con alcoholes graduales (70%, 96%, 100% y 100%) y

aclarar con xilol. 5 minutos c/u.

18.- Montar con resina sintética.

A-4 Tincion de Tricromo modificada o técnica de Weber (heces y orina)
Pasos previos:

1.- Recordar que E. cuniculi es zoon6tico, utilizar guantes y cubreboca.
Proceso:

1.- Colocar los frotis sobre las laminillas (ver texto de apartado 3.4.2)

2.- Sumergir en metanol por 5 minutos.

152



3.- Secar a temperatura ambiente de 3 a 5 minutos.
4.- Sumergir en Azul de Tricromo por 90 minutos.
5.- Escurrir el exceso (no demorar).

6.- Sumergir dentro de alcohol acido por 10 segundos. Después, dejar

escurrir.

7.- Pasar la canastilla por dos recipientes con alcohol al 95%, cinco minutos

cada uno.

8.- Dejar escurrir.

9.- Introducir en alcohol al 100% por 10 minutos, después de esto escurrir.
10.- Aclarar con xilol por otros 10 minutos.

11.- Escurrir la canastilla y dejar secar sobre una toalla de papel en un area

ventilada.
12.- Montar con resina sintética.

13.- Etiquetar y dejar reposar una noche.

A-5 Tincion con calcofluor White (heces y orina)

Pasos previos

1.- E. cuniculi es zoondtico; utilizar guantes y cubreboca en todo momento.
Procedimiento:

1.- Colocar el frotis sobre la laminilla (apartado 3.3.4.1)

153



2.- Fijar en metanol por 5 minutos.
3.- Dejar secando mientras se realiza el siguiente paso.

4.- Colocar una charola cubierta con aluminio y dentro de ella algun soporte
para las laminillas, a modo de que estas no entren en contacto con el
aluminio y se mantengan en posicion horizontal con el tejido hacia arriba

(Figura 4).

5.- Acomodar las laminillas en los soportes del paso anterior, de la forma mas

equilibrada y horizontal posible.

6.- Apagar y cubrir cualquier fuente de luz, aunque permitiendo continuar asi

por todo procedimiento.

7.- Colocar con ayuda de una pipeta, el fluorocromo sobre el tejido por 5

minutos a TA.

8.- Retirar la tintura con agua destilada, utilizando una piseta o una pipeta

Pasteur sin rociarla directamente sobre el area de la muestra.
9.- Secar al aire libre y mantenidas con cierta oscuridad.

10.- Una vez completamente secas; montar con resina sintética volver a dejar

secando y guardar en recipiente cerrado y fuera de la luz.

11.- Se utiliza un microscopio de epifluorescencia para identificar las esporas

tenidas con esta técnica.

12.- Nunca exponer estas laminillas a la luz.
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A-6 Tincion de hematoxilina y eosina
1.- Desparafinar los cortes con xilol por 5 minutos.
2.- Hidratar con etanol-xilol por 2 minutos.

3.- Hidratar con etanol absoluto y alcohol etilico al 96% por 2 minutos cada

uno.

4.- Enjuagar en agua destilada por 2 min.

5.- Sumergir en hematoxilina de Harris, 2 min.

6.- Colocar en agua de la llave, 1 min.

7.- Sumergir en alcohol acido, rapidamente y solo una vez.
8.-Sumergir en agua destilada 2 min.

9.- Realizar una inmersion rapida en agua amoniacal.

10.- Introducir en agua destilada 2 minutos.

11.- Sumergir en Eosina, 30 segundos.

12.- Deshidratar con alcohol etilico 96% 2 cambios, 2 inmersiones c/u.
13.- Deshidratar en etanol absoluto, 2 inmersiones.

14.- Sumergir en etanol-xilol 2 minutos.

15.- Aclarar en xilol, 2 cambios, 2 minutos c/u.

16.- Montar con resina sintética.
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A-7 Azul de Tricromo modificada (Tecnica de Weber) en tejido

1.- Se utilizan laminillas con secciones del tejido a estudiar y se colocan en

una canastilla, orientadas e identificadas.

2.- Se sumergen las laminillas en metanol por 5 minutos, después se retiran

de este y se dejan secar a temperatura ambiente de 3 a 5 minutos.
3.- Se depositan en Azul de tricromo por 90 minutos
4.- Sacar y escurrir el exceso (no tardar mucho en este paso).

5.- Inmediatamente se pasa a sumergir dentro de alcohol acido por 10

segundos.Se retira de este rapidamente y de deja escurrir.

6.- Se pasa por dos recipientes con alcohol al 95% por cinco minutos cada

uno y se vuelven a dejar escurrir.
7.- Alcohol al 100% por 10 minutos, escurrir.
8.- Xileno (Xilol) por 10 minutos.

9.- La canastilla se retira de esta ultima solucién para dejarla escurrir y secar

sobre una hoja de papel, ubicada en un area ventilada.
10.- Montar con resina sintética.

11.- Se etiquetan las laminillas (etiqueta adhesiva) y se dejan reposar una

noche.
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A-8 IHC de marcadores de superficie
Pasos previos:
1.- Obtener las secciones (4um) fijadas en laminillas con poli-L-lisina

2.- Colocar las jarras coplin con TRS dentro de la vaporera y el agua
destilada en el recipiente de esta para precalentar (100°C) por 20 minutos, a
modo de que coincida el término de este tiempo con el punto 4 del

procedimiento.

3.- Preparar y calentar una camara humeda (30-40°C)
Procedimiento:

1.- Desparafinar con dos pasos en xilol, 5 min c/u.

2.- Hidratar en etanol al 100, 95 y 70% 3min c/u.

3.- Hidratar con agua destilada y solucion Tris-Buffer salino (TBS) 3 min c/u,

escurrir y retirar el exceso sin dejar secar.

4.- Recuperar los antigenos con TRS, 20 min a 100°C y dejar reposar dentro

del mismo TRS otros 20 min.

5.- Bloquear la peroxidasa enddgena con peréxido de hidrogeno (H202) 3%,

10 min dentro de la camara humeda.
6.- Lavar con solucién buffer TBS, 3-5 min.

7.- Bloquear sitios de unién inespecificos, 30-45 min en camara humeda

después y escurrir (no lavar).
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8.- Anadir anticuerpo Primario (1:100 en diluyente [EnVision FLEX Antibody
Diluent, DAKO, EUA]), en camara humeda y en refrigeracién a 4°C, por una

noche.

9.- Lavar con solucién buffer TBS 3-5 min y volver a calentar la camara

himeda.
10.- Anadir Ac secundario —Polimero, 45 min en camara humeda.
11.- Lavar con solucion buffer TBS, 3-5 min.

12.- Revelar con solucién sustrato-cromoégeno, estandarizar tiempos (3-10

min).

13.- Lavar con agua destilada, 2 min dos veces.

14.- Contratenir con HE, 30 segundos.

15.- Lavar con agua corriente y con un flujo constante.
16.- Enjuagar en agua destilada.

17.- Deshidratar gradualmente con etanol 70% (dos cambios), 90% (dos

cambios), 100% (dos cambios) y xilol (dos cambios).

18.- Escurrir exceso de xilol, montar con resina sintética y almacenar.
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B. Preparacion de soluciones y reactivos

B.1 Azul de Tricromo modificada (Tecnica de Weber) en tejido, heces y orina

B.1.1 Alcohol acido
*Para preparar 100 ml
99.5 ml de alcohol al 90% (con agua destilada).

0.5 ml de Ac. Acético.

B.2IHC e IFA
B-2.1 Buffer de Citratos
*Para preparar 1litro se utilizo.

10mM Acido citrico (1.92g de Citric acid ACS reagent, 299.5% (Sigma-

Aldrich, EUA))

998.5ml de Fosfato bufferado salino (5 tabletas de PBS Tablet (Sigma-

Aldrich, EUA) en 1 litro de agua destilada)

0.05% de Polietilenglicol sorbitan monolaurato [1.5ml de Tween 20 (Sigma-

Aldrich, EUA)].
Ajustar pH a 6.0

Se esteriliza dentro de un contenedor apropiado que permita ser esterilizado
con calor (Botellas PYREXMR o con tapa y empaque de polipropileno,

Corning, EUA) y se refrigera hasta su uso.
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B.2.2 Solucidn de peroxido de hidrogeno para Bloqueo

*Para preparar 100m|

10% de peroxido de hidrogeno al 3% (10ml de H202, Uso doméstico)
50% PBS (50ml)

40% de metanol (40ml)

B-2.3 Fosfato bufferado salino (PBS)
Para 200ml se utilizé

1 tableta de PBS Tablet (Sigma-Aldrich, EUA) en 200ml de agua destilada,

mezclar por 10-15 min.

B.2.4 Solucion TRIS-buffer salino con Tween 20 (TBS)
Para 200m|
10ml EnvisionMR Flex Wash Buffer 20x

190ml Agua tridestilada

B.2.5 Solucidn recuperadora de antigeno (TRS)
Para 100ml

10 ml DakoMR Target Retrieval Solution High pH 10x concentrate
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90ml Agua tridestilada

B.2.6 Solucidon de sustrato-cromoégeno
Para 1ml
EnVision™ Flex Substrate Buffer 1ml

EnVision™ Flex DAB+Chromogen, una gota (50-60ul).
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