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RESUMEN

Encephalitozoon cuniculi actia como pardsito intracelular en macréfagos de
mamiferos al ser fagocitadas sus esporas. La unién de este patégeno a receptores
TLR2 en macréfagos humanos estimula la expresion de IL-12 y TNF-a que activan a
linfocitos NK para que produzcan IFN-y, citocina que confiere a los macréfagos
propiedades antimicrosporidianas. Sin embargo, algunos esporoplasmas escapan de
lisosomas hacia citoplasma y se desarrollan dentro de una vacuola parasitéfora
evadiendo asi su destruccion. Este estudio evalué el indice fagocitico de esporas de
E. cuniculi y su supervivencia intracelular en macréfagos J774A.1 asi como sus
efectos sobre la produccion de 6xido nitrico y viabilidad celular. Se utilizaron tres
tipos de esporas: 1) Intactas, 2) Muertas por calor a 90°C, y 3) Muertas por formalina
al 10%. La activacion de macréfagos increment6 (P<0.01) la fagocitosis y produjo
una disminucién (P<0.01) de esporas intracelulares a las 24 y 48 h, no obstante, a las
72 h los microsporidios aumentaron significativamente (P<0.001). Se encontraron
diferencias significativas (P<0.05) en la produccién de 6xido nitrico entre las 3 y 72
h en los tratamientos de activacion y de infeccion. Ademds, se encontraron
diferencias significativas (P<0.05) en la viabilidad celular entre las 3 y 72 h en el
tratamiento de infeccion. Los resultados aqui mostrados indican que la activacién de
macréfagos J774A.1 con LPS a 50ng/ml consigue aumentar la fagocitosis, pero sus
efectos son limitados y E. cuniculi es capaz de sobrevivir sin inducir un aumento en

la produccién de 6xido nitrico ni comprometer la viabilidad de estos.
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ABSTRACT

Encephalitozoon cuniculi acts as an intracellular parasite in macrophages as their
spores are phagocytosed. Binding of this pathogen to TLR2 receptors in human
macrophages stimulates the expression of IL-12 and TNF-a that activate NK
lymphocytes in order to produce IFN-y which confers to macrophages
antimicrosporidian properties. However, some sporoplasms may escape from
lysosomes into cytoplasm and develop into a parasitophorous vacuole evading their
destruction. This study evaluated the phagocytic index of E. cuniculi spores and its
intracellular survival on J774A.1 as well as its effects on the production of nitric
oxide and cellular viability. Three types of spores were used, 1) untreated spores, 2)
killed by heating (90°C), and 3) killed with 10% formalin. The activation of
macrophages increased (P<0.01) the phagocytosis and produced a decrease (P<0.01)
of intracellular spores at 24 and 48 h, however at 72 h the microsporidia increased
significantly (P<0.001). Significant differences were found (P<0.05) in the
production of nitric oxide between 3 and 72 h in the treatments of activation and
infection. Also, significant differences were found (P<0.05) in the cell viability
between 3 and 72 h in the infection treatment. The results here shown indicate that
the activation with LPS at 50ng/ml increases (P<0.01) phagocytosis, but their effects
are limited and E. cuniculi can survive without inducing an increase in the

production of nitric oxide neither compromising the macrophage viability.
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1.- INTRODUCCION

Encephalitozoon cuniculi, inicialmente descubierto en 1922 (Wrigth & Craighead,
1992) y posteriormente nombrado en 1923 por Levaditi et al. (1923); es un
microorganismo perteneciente al filo Microsporidia (Mathis, 2000), que se ha
asociado filogenéticamente al reino Fungi (Keeling, 2003). Utiliza la produccién de
esporas para infectar a una amplia gama de vertebrados incluidas algunas aves y
mamiferos como animales domésticos y el hombre, siendo el conejo (Oryctolagus
cuniculus) su principal reservorio. Produce en este ultimo la encefalitozoonosis, una
enfermedad que compromete al sistema nervioso central, al higado, rifién y ojo
(Kiinzel et al., 2008). A menudo se presentan en estos animales una
meningoencefalitis granulomatosa que produce trastornos de tipo vestibular y
movimientos en circulos; y una nefritis intersticial que termina evidencidndose por
una incontinencia urinaria por rebosamiento (Harcourt-Brown, 2004). Los individuos
afectados comienzan a diseminar esporas infectivas de E. cuniculi a través de heces y
orina, mismas que pueden ser ingeridas por otros animales los cuales podrian
contraer la enfermedad dependiendo de su estado inmunolégico, ya que estos agentes
infecciosos presentan un comportamiento oportunista (Valencakova & Halanova,
2012). Se tiene el conocimiento de que estos microorganismos son capaces de
infectar células epiteliales, endoteliales, musculares cardiacas, fibroblastos
pulmonares y macrofagos (Visvesvara, 2002) mediante la germinaciéon de sus
esporas al inyectar su esporoplasma o a través de la fagocitosis de las mismas
(Couzinet et al., 2000). Dentro de las células infectadas comienza un proceso
replicativo que a menudo evade los procesos internos de control de infecciones y que
tiene como fin la produccién de un gran nimero de esporas para ser liberadas al

espacio extracelular (Weidner, 1975).

Se ha evidenciado en promedio y a lo largo del planeta una seroprevalencia en
conejos del 50% la cual es bastante alta. Esto pudiera explicar el que se hayan
encontrado en humanos clinicamente sanos seroprevalencias de entre 5 y 10%
(Halanova et al., 2002; Yaogqian et al., 2015) las cuales son indicativo de exposicion
a un agente potencialmente zoondtico. Se ha encontrado ademds una relacion
positiva entre la presencia de anticuerpos contra E. cuniculi e infecciones persistentes

en pacientes inmunocomprometidos (Abu-Akkada et al., 2015; Adam et al., 2014).
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Recientemente se ha reportado la presencia de estos microorganismos en casos de
trasplantes de o6rganos, donde los tratamientos inmunosupresores que reciben los
aceptores de Organos, crean las condiciones idoneas para que se desarrolle la

infeccion.

Este estudio permiti6 entender la medida en que E. cuniculi es internalizado en
células activadas o no activadas del sistema fagocitico mononuclear cuando sus
esporas son expuestas previamente a tres distintos tratamientos: 1) Esporas intactas,
2) Sometidas a una temperatura de 90°C, y 3) Sumergidas en formalina tamponada al
10%. Se evalu6 la supervivencia de estos microorganismos dentro de células
activadas y no activadas. Asimismo, se buscO cuantificar la presencia de 6xido
nitrico en sobrenadantes de células estimuladas con LPS y/o infectadas con E.
cuniculi para asociarlo con activacion celular. De igual forma, se cuantific6 mediante
espectrofotometria la formacion de cristales de formazdn por parte de células
activadas con LPS y/o infectadas con E. cuniculi y expuestas a la sal de Bromuro de
3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT) y los resultaron se asociaron a

viabilidad celular.
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2.- REVISION DE LITERATURA

2.1.- Agente etiologico

E. cuniculi es un microorganismo unicelular de tipo eucariota que funge como
pardsito intracelular obligado para completar su ciclo de vida (Cali & Takvorian,
1999; Weiss & Vossbrinck, 1999). Es capaz de infectar células epiteliales,
endoteliales, musculares cardiacas, fibroblastos pulmonares y células del sistema
fagocitico mononuclear (concretamente macréfagos) (Visvesvara, 2002). Para llevar
a cabo lo anterior, cuenta con dos mecanismos de internalizacién: uno de ellos es la
invasion activa mediante la germinacion de sus esporas e inoculacion de su material
infectante en una célula apropiada; o invasion pasiva a través de procesos fagociticos

sobre las mismas (Couzinet et al., 2000).

Posee un pequefio genoma de apenas 2.9mb (Biderre er al., 1995) en el cual se
encuentran codificados remanentes mitocondriales conocidos como mitosomas
(Vavra, 2005; Williams et al., 2002). E. cuniculi no posee ciertas rutas metabdlicas
como fosforilacién oxidativa, cadena transportadora de electrones y ciclo del dcido
tricarboxilico, sin embargo cuenta con la ruta de las pentosas fosfato, la glucolisis y

el metabolismo de la trehalosa (Katinka ez al., 2001) .

Se han descrito tres cepas distintas de E. cuniculi en base al nimero de repeticiones
de GTTT en el espaciado transcrito interno (ETS) del gen del rDNA. De este modo
se conoce un genotipo I (“cepa de conejo”) con tres repeticiones, genotipo II (“cepa
de raton”) con dos repeticiones y genotipo III (“cepa de perro”) con cuatro

repeticiones (Didier et al., 1995).

Sus ribosomas no cuentan con la subunidad 5.8 del rRNA, misma que es
caracteristica de células eucariotas; en cambio tiene una sola subunidad grande la
cual es tipica de células procariotas (Vossbrinck & Woese, 1986). Carece de
peroxisomas y aparato de Golgi; sin embargo posee una estructura conocida como
polaroplasto la cual se piensa que tiene funciones similares a las de este ultimo

(Corradi & Keeling, 2009).
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2.2.- Ciclo de vida

El ciclo de vida de E. cuniculi se ha dividido en tres fases generales: 1) Fase

ambiental, 2) Fase proliferativa y 3) Fase esporogénica (Cali & Takvorian, 1999).

2.2.1.- Fase ambiental

Las esporas de E. cuniculi suelen medir de 2.5 a 3um de largo por 1.5 a 2.0um de
ancho (Didier et al., 1998) y se encuentran delimitadas por una gruesa pared que esta
compuesta por dos capas: una capa delgada externa denominada exospora la cual es
electro densa y estd conformada por glicoproteinas; y una capa intermedia gruesa
electro ldcida conformada de proteinas complejas y a-quitina; posteriormente se
encuentra una membrana plasmadtica interna que delimita al esporoplasma (Vévra,
1976) donde se aloja un nudcleo, numerosos ribosomas, asi como las estructuras que
conforman a su complejo sistema de infeccién que son: 1) Un largo filamento polar
(tubulo polar o tubulo eyector), el cual se haya enrollado en espiral formando cinco
vueltas en promedio y anclado en la porcion apical de la espora mediante su disco de
anclaje caracteristico (Thelohan, 1894); 2) Un polaroplasto el cual es un conjunto de
compartimentos membranosos que asemejan ldminas o sacos y se encuentran en la
mitad anterior de la espora; y 3) Una vacuola posterior localizada cerca del polo
posterior (Leitch et al.,1993; Weiss & Becnel, 2014). En la figura 1 se ejemplifica la

estructura de una espora de E. cuniculi.
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Disco de Anclaje

Figura 1. Representacion de una espora de E. cuniculi. Se destacan
una exospora (café), una endospora (blanco), su complejo aparato
de extrusion (amarillo), un nicleo (morado), una vacuola posterior
(verde) y un polaroplasto (azul) (Franzen, 2004).

A nivel intestinal, la espora microsporidiana debe de ser primeramente activada bajo
cierto estimulo o estimulos que atn no se dilucidan por completo. Sin embargo, se
han llevado a cabo ensayos experimentales en los que se ha inducido la germinacién
de las esporas bajo las siguientes condiciones: 1) Ambientes extremos de pH (Muy
dcidos, alcalinos o cambios drédsticos de los mismos) y 2) Alteraciones en las
concentraciones de aniones y cationes (Williams, 2009). Actualmente es aceptado
que la germinacién de las esporas conlleva procesos de osmosis, los cuales
posiblemente sean dependientes de calcio (Weidner & Byrd, 1982). Del mismo
modo, también pudieran estar involucradas moléculas ion6foras y/o acuaporinas de
membrana las cuales se cree que participan en el aumento en la presiéon osmoética que
finalmente desencadena la turgencia intracelular (Dall, 1983; Frixione et al., 1997) .
Esto ocasiona que se produzcan a su vez hinchazones en el polaroplasto y la vacuola
posterior las cuales son indispensables para la germinacion de las esporas (Keohane
& Weiss, 1999; Lom & Vavra, 1963; Ohshima, 1937).

La germinaciéon puede ser un proceso dependiente de energia, aunque atn no se
conocen a ciencia cierta las fuentes de la misma. Se lleg6 a postular la posibilidad de
que esta proviniese a partir de la hidrélisis de la trehalosa que contienen dentro las

esporas (Undeen, 1990), sin embargo estudios posteriores determinaron que los
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niveles de esta molécula disminuian durante la germinacién solamente en
microsporidios acudticos mas no en terrestres por lo que se requieren actualmente
estudios complementarios (Undeen & Vander Meer, 1999). Se ha inferido que la
trehalosa contribuye més bien como una fuente energética de supervivencia y como

un agente desecante (Méténier & Vivares, 2001).

La germinacidén es inminente cuando la pared de la espora comienza a protruir sobre
su porcidn apical e inmediatamente el tibulo polar es evertido explosivamente a gran
velocidad. Mientras esto ocurre, la vacuola posterior continda expandiéndose e
induce al esporoplasma a avanzar a través del tubulo eyector. La punta del tibulo
polar avanza hasta conseguir introducir el esporoplasma en el citoplasma de una
célula hospedadora. Al cabo de dos segundos el proceso de germinacion e
inoculacién habrd culminado y el esporoplasma se encontrard ahora dentro de una
naciente vacuola parasit6fora la cual posee poros mediante los cuales se permitird la
libre difusion de pequefias moléculas como ATP, carbohidratos, aminodcidos y
péptidos que ayudaran al microsporidio a obtener energia para completar su ciclo
vital (Frixione et al., 1992; Ishihara, 1968; Ronnebdumer et al., 2008). El proceso de

germinacion se resume en la figura 2.

Figura 2. Germinacién de la espora. A) Espora en reposo presentando el filamento polar
(negro), el nticleo (gris), su polaroplasto en la porcién apical y su vacuola parasitéfora en la
porcién distal. B) Hinchazén del polaroplasto y vacuola posterior, ruptura del disco de
anclaje y eversién del tibulo polar sobre si mismo. C) El tiibulo polar continda evertiendose.
D) y E) Una vez que el tibulo polar se encuentra completamente evertido, el esporoplasma
es forzado a avanzar a través de este. F) El esporoplasma emerge desde el tibulo polar y
ahora se encuentra delimitado por una nueva membrana (Keeling & Fast, 2002).
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2.2.2.- Fase proliferativa

El esporoplasma entrard a la fase proliferativa o merogonia en la cual se producirdn
mediante fisiones binarias unas estructuras conocidas como merontes, los cuales
estardn intimamente adheridos a la membrana de la vacuola parasitéfora (Desportes-
Livage, 2000; Fasshauer et al., 2005). Estas estructuras se caracterizan por poseer
una morfologia circular, superficies membranosas irregulares, reticulo endopldsmico
liso y rugoso pobremente desarrollados y pocos ribosomas (Cali & Takvorian, 1999;

Didier et al., 1998).

2.2.3.- Fase esporogonica

También es conocida como fase de diferenciaciéon debido a que aqui se distinguen
tres estadios: 1) Esporonte (célula que produce dos esporoblastos) 2) Esporoblasto
(célula que mediante metamorfosis termina produciendo una espora) y 3) Espora

madura e infectiva (Cali & Takvorian, 1999).

Los esporoblastos son células resultantes de la dltima division de los esporontes y es
en esta etapa donde se termina de desarrollar el aparato de extrusion con todas las
estructuras que lo componen (tubulo polar, disco de anclaje, polaroplasto y vacuola
posterior) ademds de producirse una gran cantidad de ribosomas. A medida que
continda el desarrollo, los esporoblastos comienzan a crenarse, se vuelven mds
compactos y electrodensos para finalmente convertirse en esporas infectivas que
seran liberadas al espacio extracelular cuando la célula termine por ser lisada (Cali &
Takvorian, 1999). Estas esporas pueden infectar a otras células y/o ser fagocitadas
por macréfagos locales o circulantes, evadir su eliminacién, permanecer replicindose
dentro de estas células y ser diseminadas via circulacion sistémica primero hacia
ganglios linfiticos y més tarde hacia sistema nervioso central, rinén e higado

principalmente (Meredith & Richardson, 2015).

Conejos inoculados experimentalmente eliminan grandes cantidades de esporas
mediante orina entre la quinta y sexta semana posterior a la exposicion (Cox et al.,
1979; Jeklova et al., 2010); pudiendo estas sobrevivir durante meses en condiciones

de ambiente himedo y a una temperatura de entre 10 y 30°C (Waller, 1979). Este
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largo periodo de supervivencia le confiere a E. cuniculi la capacidad de transmitirse
via horizontal mediante inhalacién y/o ingesta de sus esporas contenidas en agua o
alimentos contaminados; o via vertical a través de infeccion transplacentaria, aunque
esta udltima forma de infecciéon solo se ha descrito en conejos (Meredith &

Richardson, 2015).

2.3.- Epidemiologia

A través de pruebas seroldgicas se ha determinado que conejos de criaderos y tiendas
de mascotas conviven a menudo con E. cuniculi y que existe una alta prevalencia de
anticuerpos contra este agente infeccioso en humanos inmunocompetentes y

clinicamente sanos.

2.3.1.- Seroprevalencia de anticuerpos contra E. cuniculi en conejos

E. cuniculi se encuentra ampliamente diseminado entre poblaciones de conejos de
acuerdo a resultados de diversos estudios seroepidemioldgicos llevados a cabo en
diferentes paises del mundo. Por ejemplo: Se han reportado seroprevalencias del
15% en Egipto, 81.7% en Brasil, 61.1% en Estados Unidos, 63.5% en Jap6n, 70.5%
en Austria, 16.5% en Nigeria, 31.6% en Italia y 67.8% en Taiwén; obteniendo con
estos datos en promedio una prevalencia global del 50.96% (Ashmawy et al., 2011;
Baldotto et al., 2015; Cray et al., 2009; Igarashi et al., 2008; Kiinzel et al., 2008;
Okewole, 2008; Santaniello et al., 2009; Tee et al., 2011).

2.3.2.- Seroprevalencia de anticuerpos contra E. cuniculi en humanos

Se ha documentado la presencia de anticuerpos contra estos agentes infecciosos en
un 5 y 10% en personas inmunocompetentes que no mostraban signos clinicos
aparentes (Haldnova et al., 2002; Yaoqian et al., 2015) y se ha encontrado ademds
una relacion positiva entre la presencia de anticuerpos contra E. cuniculi y pacientes
inmunocomprometidos o con infecciones virales como VIH o VPH (Abu-Akkada et

al., 2015; Adam et al., 2014).
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2.3.3.- Presencia de E. cuniculi en humanos

En 1959 se present6 el primer caso de encefalitozoonosis en un ser humano, este
provino de un nifio japonés de 9 afios el cual presentaba fiebre de 39°C, dolores de
cabeza, vomitos, pérdida de la consciencia y convulsiones (Matsubayashi, 1959). A
partir de esta fecha se llegaron a reportar algunos casos pero sin mayor trascendencia
y fue a partir de los 90°s cuando se dieron los primeros reportes bien documentados
en pacientes inmunocomprometidos que presentaban trastornos neurolégicos y
desoérdenes nefrolégicos (Weber ef al., 1994). En la tabla 1 se resumen algunos casos

de pacientes inmunocomprometidos que contrajeron la enfermedad en la década de

los 90’s:
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Primeros reportes de E. cuniculi en humanos inmunocomprometidos

Pais Diagnéstico Referencia
Estados Unidos Cultivo celular y PCR (De Groote et al., 1995)
Alemania Anticuerpos (Franzen et al., 1995)

inmunofluorescentes y

Microscopia electrénica de

transmision
Estados Unidos PCR (Didier et al., 1996)
Estados Unidos Anticuerpos (Mertens et al., 1997)

inmunofluorescentes y

técnicas moleculares

Suiza Cultivo celular y PCR (Weber et al., 1997)
Italia Inmunoblot y PCR (Rossi et al., 1998)
Espaiia Cultivo celular y PCR (Del Aguila et al., 2001)
Italia Microscopia electronica y (Tosoni et al., 2002)
PCR

Tabla 1. Primeros reportes sobre la presencia de E. cuniculi en pacientes inmunocomprometidos.
A través de diagnésticos moleculares y de aislamiento microsporidiano en cultivo celular se ha
podido corroborar la presencia de este agente en infecciones oportunistas.

Recientemente se ha descrito la infeccién en casos de trasplantes de 6rganos como el
reporte de una mujer de 45 afos libre de VIH y que recibié un tratamiento
inmunosupresor debido a un trasplante renal. Esta persona se encontraba
diseminando esporas a través de heces, orina y finalmente muri6 (Mohindra et al.,
2002). O el de una mujer de 49 afios que recibio un trasplante de células madre para
tratar un linfoma de Hodgkin y tiempo después presentaba esporas de E. cuniculi en
alvéolos bronquiales, sangre, heces y orina; ademds se suministré un tratamiento por
tres semanas que no consiguid erradicar la infeccion, muriendo 8 meses después
(Ambrosioni et al., 2010). Se report6 ademds el caso de dos nifias de 13 afios que, al
recibir rifiones de un paciente fallecido por etiologia desconocida, comenzaron a
experimentar fiebres y problemas nefroldgicos que no cedian a tratamientos

antimicrobianos convencionales. La biopsia renal reveld esporas de E. cuniculi e
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inmediatamente se suspendid el tratamiento inmunosupresor que venian recibiendo y
se inici6 un tratamiento con albendazol consiguiendo la mejoria de ambas pacientes

(Ladapo et al., 2014).

2.4.- Respuesta inmune frente a agentes infecciosos

La primera linea de defensa contra agentes infecciosos en mamiferos estd
representada por los neutréfilos, células de respuesta inmune innata que, si bien
acuden rdpidamente a controlar la infeccion, su capacidad para eliminarla no es muy
eficiente. Es por esto que se recluta a células fagociticas especializadas que pueden
encontrarse en circulacion sistémica como monocitos inmaduros; o en una gran

cantidad de tejidos y 6rganos como macréfagos (Tizard, 2013).

2.4.1.- Macrofagos

Estas células cuentan con una respuesta lenta pero cumplen muchas funciones dentro
de las que se destacan: Actuar como células centinela, ser capaces de eliminar por si
solas ciertas infecciones, reparar tejidos dafiados e iniciar una respuesta inmune
adaptativa mediante presentacion de antigenos y secrecion de citocinas pro-

inflamatorias y anti-inflamatorias (Tizard, 2013).

Se dice que actian como células centinela debido a que expresan en su superficie
receptores de reconocimiento de patrones (PRRs) como los receptores tipo toll
(TLRs), receptores de acido retinoico (RLRs), y receptores de unidén a nucledtidos
(NLRs) los cuales activan cascadas de sefializacion intracelular en presencia de
patrones moleculares asociados a patogenos (PAMPs) o patrones moleculares
asociados a dafio (DAMPs) que a su vez inducirdn a la produccién de citocinas pro
inflamatorias como son IL-1, IL-6, IL-12, IL-18 y factor de necrosis tumoral o (TNF-
o) que reclutardn células y contribuirdn a llevar a cabo una respuesta inmune

adaptativa (Tizard, 2013).
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2.4.2.- El proceso fagocitico

Las células tienen normalmente la capacidad de ingerir particulas, pero solo los

neutro6filos y los macréfagos lo hacen de manera profesional (Rojas et al., 2003).

Cuando se suscita una infeccién microbiana, ciertas moléculas como productos
bacterianos, componentes del complemento y los patrones moleculares asociados a
dafio (DAMPs) de células y tejidos afectados funcionan como quimioatrayentes para
monocitos los cuales se adhieren a endotelio vascular para emigrar posteriormente a
los tejidos en los que se encuentre la infeccion donde finalmente se produce la
fagocitosis, un proceso endocitico que ocurre a través de la unién de patdgenos
extracelulares con receptores localizados en la membrana celular de macréfagos

(Abbas et al., 2014).

La ingestién de microorganismos ocurre a través de dos tipos de receptores: los
receptores para constituyentes propios de los microorganismos, los PRRs; y los
receptores para opsoninas. Los primeros incluyen a los receptores para manosa
(MR), los receptores para mananas e integrinas (DEC-205), y los receptores para
lipopolisacaridos (ScR, Receptores Scavenger) (Medzhitov & Janeway Jr, 2000). La
membrana plasmética se extiende alrededor del microorganismo a fagocitar una vez
que este se une a los receptores de membrana especificos. Posteriormente el agente
es internalizado en una vesicula membranal conocida como fagosoma, la cual se
fusiona con un lisosoma para formar un fagolisosoma. Los receptores que
contribuyeron a la internalizacién del microorganismo a su vez desencadenan una
serie de sefiales que activan a tres principales enzimas dentro de este fagolisosoma

(Medzhitov & Janeway Jr, 2000):

1) La fagocito oxidasa que convierte el oxigeno molecular en anién siper 6xido
y radicales libres. Estas sustancias son conocidas como especies reactivas de
oxigeno (ROS) y son toxicas para patégenos ingeridos

2) La 6xido nitrico sintasa que cataliza la conversion de arginina a 6xido nitrico
(ON), una sustancia con propiedades microbicidas

3) Proteasas lisosomales que rompen proteinas microbianas para presentar sus

péptidos como antigenos
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2.4.3.- Produccion de oxido nitrico

En algunos mamiferos como roedores, bovinos, ovinos y equinos los PAMPs
microbianos estimulan a los macréfagos para que estos sinteticen a la 6xido nitrico
sintasa (INOS o NOS2), enzima que actia sobre la L-arginina usando NADPH vy
oxigeno para producir grandes cantidades de ON vy citrulina (Tizard, 2013). Por si
solo el ON no es muy téxico pero reaccionando con el anién de superéxido se
producen potentes oxidantes como peroxinitrito y radicales de diéxido de nitrégeno

(Tizard, 2013). La reaccién se resume en la figura 3.

NO + O, - OONO™ - HOONO — OH + NO3;

Oxido Anién Radical de

Nitrico Peroxinitrito Diéxido de
Nitrégeno

Figura 3. Reaccion entre el 6xido nitrico y el anién peroxinitrito. Se producen radicales de diéxido de
nitrégeno, potentes componentes microbicidas (Tizard, 2013).

Al ingerir microorganismos los macréfagos producen IL-12 y TNF-a, citocinas que
estimulan a cierto tipo de linfocitos conocidos como asesinos naturales (“NK”) para
que secreten IFN-y, citocina pro-inflamatoria que actia directamente sobre los
macrofagos, “activandolos”, y ocasionando un aumento en la transcripcion del gen
de la enzima iNOS para convertir a los macréfagos en eficaces asesinos de patégenos

intracelulares (Abbas et al., 2014; Tizard, 2013).

Los proteinas de los microorganismos entran en contacto con enzimas proteoliticas y
se generan muchos péptidos de variable longitud y secuencia los cuales pueden ser
presentados mediante moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad clase 11
(MHCII) (Abbas et al., 2014; Medzhitov & Janeway Jr, 2000) a linfocitos que
generardn una respuesta inmune adaptativa a través de la produccién de anticuerpos

dirigidos hacia el agente en cuestion.
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2.5.- Supervivencia intracelular

El mecanismo de control intracelular por parte de macréfagos funciona contra una
gran parte de agentes infecciosos. Sin embargo algunos microorganismos como los
protozoarios Leishmania, Cryptosporidium spp., Toxoplasma gondii., Pneumocystis
carinii y el microsporidio E. cuniculi pueden evitar su destruccién por parte del

sistema inmune (Valencakova & Halanova, 2012).

Como se mencioné anteriormente, E. cuniculi consigue internalizarse en las células
que infecta mediante la germinacion de sus esporas y a través de la ingesta de las
mismas (Couzinet et al., 2000). Los estudios de Franzen et al. (2005).indican que las
esporas son internalizadas en mayor proporcién a través de ingesta fagocitica y
sugieren que estas logran evadir su destruccion en los fagolisosomas mediante la

germinacion dirigida hacia el citoplasma de la célula hospedadora.

Bajo este planteamiento, el esporoplasma comenzaria a replicarse dentro de una
vacuola parasitofora que evitaria la fusion con endosomas/lisosomas (Weidner,
1975) y estas células se convertirian en “caballos de Troya” con un alto potencial
para diseminar la infeccidn hacia diversos 6rganos y terminarian muriendo por lisis

celular cuando la carga microsporidiana fuese demasiado alta.

Las células poseen ademds un mecanismo dependiente de ATP conocido como
apoptosis (Kerr et al., 1972), en el cual la célula infectada entra en un proceso de
muerte celular programada formando cuerpos apoptdticos para ser fagocitada
facilmente por otras células fagociticas profesionales, evitando asi libre dispersion
del agente infeccioso hacia el espacio extracelular (MacFarlane & Williams, 2004).
Algunos protozoarios como Toxoplasma gondii, Trypanosoma cruzi, Leishmania
spp., Cryptosporidium parvum y el microsporidio Nosema algerae interfieren con la
sefalizacion intracelular normal de las células, provocando una inhibicién en el

proceso apoptotico de las mismas (Heussler et al., 2001).

Recientemente se comprobd que en células Vero E6 infectadas con E. cuniculi, el
producto de la escisiéon de la caspasa-3, una proteina intermediaria en el proceso
apoptotico, se encuentra ausente a diferentes tiempos. Se ha sugerido ademas que la
replicacion del pardsito no activa la via de apoptosis o es capaz de bloquear la

cascada sefalizacion en estas células ya que p53, un factor supresor de tumores que
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funge como factor transcripcional clave en este proceso, no se encuentra en su forma
fosforilada ni es translocado al nicleo cuando ocurre la infeccion. Asimismo, se ha
observado que al aplicar Estaurosporina, un agente natural inductor de apoptosis,
sobre cultivos previamente infectados, se aprecia una inhibicién parcial en la
translocacion de p53 y consecuentemente una inhibiciéon de muerte celular
programada (Del Aguila et al., 2006). Por lo anterior, no seria descabellado pensar
que E. cuniculi asi como N. algerae (Leech et al., 1999) fuese capaz de inhibir
cascadas de sefalizacion apoptética en células que infecta como macréfagos
peritoneales, consiguiendo asi replicarse en gran nimero sin ser eliminado

eficientemente.
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3.- JUSTIFICACION

La encefalitozoonosis representa a una enfermedad emergente con alto potencial
zoonotico, poco estudiada y comprendida. El presente estudio buscard dilucidar en
qué medida las células de defensa del hospedador pudieran hacer frente a una

infeccion de esta naturaleza y sentard las bases para estudios posteriores.

4.- HIPOTESIS

La activacion de macrofagos J774A.1 mediante LPS conferird capacidad

antimicrosporidiana sobre E. cuniculi en un modelo in vitro.

S.- OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de la viabilidad de esporas E. cuniculi sobre la actividad

antimicrosporidiana de macréfagos murinos activados y no activados.

6.- OBJETIVOS PARTICULARES

1. Establecer una linea de cultivo celular para propagar E.cuniculi y cosechar

sus esporas para infeccion

2. Determinar el indice de fagocitosis de esporas de E. cuniculi: intactas,

muertas por calor y formalina en macréfagos murinos J774A.1

3. Valorar la supervivencia intracelular de E. cuniculi en macréfagos murinos

JT74A.1

4. Cuantificar la produccién de ON en macréfagos murinos J774A.1 infectados

con E. cuniculi

5. Evaluar la viabilidad celular de macréfagos murinos J774A.1 desafiados con

E. cuniculi
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7.- MATERIAL Y METODOS

7.1.- Propagacion de E. cuniculi y cosecha de sus esporas

Para llevar a cabo el proceso experimental, era necesario producir en poco tiempo
una gran cantidad de microorganismos de E. cuniculi; debido a esto, se opté por
utilizar la linea celular Vero E6 (ATCC®CCL-81™®) como sustrato para propagacion
debido a que se ha demostrado que la velocidad de replicacién de E. cuniculi es
mayor en estas células (Joseph & Sharma, 2009). Esta linea fue amablemente donada
por el Dr. Francisco Contreras de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la

Universidad Auténoma de Nuevo Leon.

7.1.1.- Cultivo celular

Las células fueron sembradas en cajas de cultivo celular ventiladas de 25cm?
(Corning, Nueva York, EUA), utilizando para su mantenimiento medio de cultivo
RPMI 1640 (Sigma-Aldrich, Misuri, EUA) suplementado con suero fetal bovino
inactivado (Corning, Nueva York, EUA) al 5%; y con una combinacién comercial de
antibidticos 'y antimicético (Sigma-Aldrich, Misuri, EUA) para prevenir
contaminacion bacteriana y/o fingica que comprometiese el proyecto, denominando
a esta mezcla cRPMI 1640. Las células fueron incubadas a una temperatura de 37°C,
con inyeccion permanente de CO; al 5% y con una humedad del 95% en una
incubadora Forma Series II Water Jacket (Thermo Fisher, Ohio, EUA) siguiendo la

metodologia descrita previamente (Del Aguila et al., 2001).

Se obtuvo la cepa de laboratorio de E. cuniculi (ATCC®50789MR) de la American
Type Cell Collection (ATCC). Una vez que fue descongelado el criovial en el cual se
entreg6 el biolégico, fue tomada una alicuota de 250ul (6.0 x 107 microorganismos),
para ser inoculada en una caja de cultivo celular de 25cm?en la que se encontraba en

desarrollo una monocapa de células Vero E6 de confluencia apropiada (55-60%).

El medio de cultivo fue cambiado cada tercer dia y cuando se requirieron pases
celulares estos se llevaron a cabo mediante la utilizacion de tripsina (Sigma-Aldrich,

Misuri, Estados Unidos) al 0.25% de acuerdo a instrucciones de ATCC®. Se tomaron
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muestras del medio de cultivo utilizado y se observé que a la primera semana post-
infeccion (PI) el ndmero de esporas en sobrenadante disminuy6 drasticamente. Para
la segunda semana PI comenzaron a observarse células distendidas conteniendo en su
interior vacuolas parasitéforas donde los microorganismos se encontraban

replicdndose.

Para corroborar la infeccion de las células Vero E6, estas fueron removidas de sus
respectivas cajas de cultivo celular mediante la utilizacién de tripsina al 0.25%. Una
vez obtenida la suspension celular, esta fue sembrada en laminillas portaobjetos las
cuales se encontraban dentro de cajas de Petri desechables y estériles. Para esto,
fueron depositados 20ul de la suspension celular sobre estas laminillas y se
incubaron en la incubadora Forma Series II Water Jacket durante 30 min con la
finalidad de que se adhirieran las células. Transcurridos los 30 min, el 100% de la
superficie interna de la caja de Petri fue cubierta con medio de cultivo cRPMI 1640

de modo que las laminillas quedaron sumergidos en su totalidad.

Al dia siguiente las laminillas fueron lavadas con PBS y sometidas a fijacién
mediante su inmersién en una solucién que contenia partes iguales de Metanol y

Acetona. El proceso se llevo a cabo en el transcurso de 20 min y a 4°C.

Los siguientes pasos se llevaron a cabo en completa oscuridad e incluyeron: La
tincién de las laminillas durante 20 min con Calcofldor White dentro de una cdmara
himeda, enjuague con agua destilada, secado y finalmente el montaje de las mismas
con resina y su posterior conservacion para ser observadas al dia siguiente en un

microscopio de Epifluorescencia Axiostar Plus (Carl Zeiss, Gotinga, Alemania).
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7.1.2.- Cosecha de esporas de E. cuniculi

Fue hasta la cuarta semana PI y cuando visualmente se apreciaban vacuolas
parasitoforas en practicamente el 80% de las células Vero E6 totales contenidas en

. 2 .z
una caja de 25cm”, cuando se procedio a cosechar las esporas.

Las cajas seleccionadas para cosecha fueron raspadas en su totalidad usando un
Scraper celular (Corning, Nueva York, EUA) y la suspensién fue transferida a un
tubo Falcon® fondo cénico de 50ml (Axygen Scientific, Nueva York, EUA) para su
centrifugaciéon a 1,500 x g durante 10 min a una temperatura de 4°C en una
centrifuga Universal 320R (Hettich Zentrifugen, Alemania). Posteriormente el
sobrenadante fue removido mediante decantacion cuidando que no se perdiera la
pastilla en el fondo para luego resuspenderla en 1ml de medio de cultivo cRPMI
1640. La suspension celular resultante fue pasada a través de una aguja de calibre
27mm (Terumo, Tokio, Japon) hacia un tubo de microcentrifuga (Eppendorf, Nueva
York, EUA). Se homogenizé esta suspension en un Vortex Mixer (Labnet, Nueva
Jersey, EUA) y se repitié el proceso tomando el contenido con una nueva aguja
calibre 27mm y haciendo pasar el contenido a través de ella para ser depositado
finalmente en un tubo de 50ml al que se le agregaron 9ml de medio cRPMI 1640
para tener un volumen final de 10ml. Se centrifugd una ultima vez con las mismas
condiciones para con esto eliminar la mayor parte de restos celulares al remover el
sobrenadante. La pastilla fue finalmente resuspendida en 10ml de medio de cultivo

cRPMI 1640.

7.1.3.- Conteo de esporas mediante cAmara de Neubauer

La soluciéon de 10ml se homogenizé apropiadamente y 10ul fueron tomados y
colocados en un tubo de microcentrifuga de 0.5ml (Eppendorf, Nueva York, EUA).
A estos 10ul se les agregaron 190ul de medio de cultivo cRPMI 1640 para obtener
un volumen final de 200ul, posteriormente se homogeniz6 mediante Vortex Mixer
para que de esta manera la muestra fuese diluida 20 veces y asi facilitar el conteo. A
partir de esta solucidén se tomaron 10ul para ser depositados en cada una de las
camaras de una camara de Neubauer (Hausser Scientific, Pensilvania, EUA). Se

colocé un cubreobjetos encima de la cdmara y los 10ul se depositaron en el extremo
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del cubreobjetos para que el contenido avanzara por medio de capilaridad a través de

la cuadricula.

Para el conteo de esporas se utilizd un microscopio Axiostar Plus (Carl Zeiss,
Gotinga, Alemania) y se analizaron las cuadriculas centrales con un aumento de
100x. Para la estimacioén del nimero de esporas totales se siguié la metodologia de
Fuentes (2013). En la figura 4 se muestran las secciones de la cuadricula que se

contemplaron para el conteo.

0.05 mm. —

0.ZE5 mm.

T

|
1 L
|

Figura 4. Cuadriculas contempladas para conteo de esporas. Se utilizaron 4
esquinas y un central de las cuadriculas centrales utilizadas cominmente para
conteo de eritrocitos.

La férmula aplicada para la determinacién del nimero de microorganismos es la

siguiente:

#de esporas = (X de esporas de 5 cuadros centrales) x (0.25) x (FD) x (1,000,000)

Dénde X representa el promedio obtenido de contabilizar y promediar a los cinco
cuadros seleccionados; y FD representa el factor de dilucién, que se determina de la

siguiente manera:

ED — VF
VI
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Donde VF representa el volumen final de la muestra y VI representa el volumen
inicial
De este modo, el factor de dilucién utilizado como estandar en los conteos de esporas

fue de “20”. La solucion “stock™ con esporas se conservaba en refrigeracion a 4°C

hasta su uso.

7.2.- Indice fagocitico y supervivencia intracelular

Se analiz6 el indice fagocitico de esporas intactas y esporas afectadas por dos
tratamientos: 1) Muertas por calor a una temperatura de 90°C y 2) Muertas por
formalina tamponada al 10%, ambos tratamientos aplicados durante 30 min. La
supervivencia intracelular fue determinada a las 24, 48 y 72 h y unicamente
utilizando esporas intactas. Tanto el indice fagocitico como la supervivencia
intracelular involucraron células J774A.1 relajadas y activadas con LPS a una

concentracion de 50ng/ml.

7.2.1.- Diseiio experimental

Todos los ensayos se realizaron por triplicado y en tres repeticiones independientes.
La microplaca se dividi6 en 4 tiempos (TO: 3 h, T1: 24 h, T2: 48 h, T3: 72 h) como
se aprecia en la figura 5. Dentro del tiempo O (fagocitosis) se utilizaron esporas
intactas, muertas por calor y formalina; y para los tiempos 1, 2 y 3 (supervivencia
intracelular) se utilizaron tUnicamente esporas intactas. El modelo experimental se

resume en la tabla 2.
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Fagocitosis Supervivencia intracelular
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Figura 5. Disefio experimental de ensayos de fagocitosis y supervivencia intracelular.
El tiempo cero (TO) representa a las 3 h y los tiempos 1, 2 y 3 (T1, T2 Y T3)
representan a las 24, 48 y 72 h respectivamente.

Modelo experimental

M@ (Control negativo)

M@ + LPS (Control de activacion)

M@ + E.c. (Control de fagocitosis)

M@ + LPS + E.c.

M@ + E.c. HK.

M@ +LPS + E.c. HK.

M@ + E.c. F.X.

M@ +LPS + E.c. FX.

Tabla 2. Modelo experimental de los ensayos de fagocitosis y supervivencia
intracelular. Se resumen los diversos tratamientos a los cuales fueron sometidas las
células. La abreviatura “M@” se refiere a macrofagos murinos, “H.K” se refiere a
esporas muertas por calor y “F.K.” se refiere a esporas muertas por formalina. Cada
tratamiento se aplicé por triplicado y en tres repeticiones independientes.
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7.2.2.- Tratamientos aplicados a esporas de E. cuniculi

(i) Calor constante de 90°C durante 30 min

Se tomd la suspension celular (la cual contenia a las esporas previamente
contabilizadas) y se hicieron ajustes de modo que la cantidad total de
microorganismos a utilizar pudiese ser almacenada en tubos de microcentrifuga de
0.5ml. Estos tubos se colocaron en un bloque térmico AccuBlock™® Digital Dry Bath
(Labnet International, Nueva Jersey, EUA) para aplicarles una temperatura constante
de 90°C durante 30 min. Finalmente, las esporas fueron almacenadas a 4°C hasta su

uso.

(ii) Fijacion con formalina tamponada al 10% durante 30 min

Se tom6 la suspension celular (la cual contenia a las esporas previamente
contabilizadas) y se hicieron ajustes de modo que se obtuviera la cantidad necesaria
de microorganismos a utilizar. Esta suspensién fue depositada en un tubo Falcon®
fondo cénico de 50ml para ser centrifugada a 1,500 x g durante 10 min y a 4°C en la
centrifuga Universal 320R. Una vez formada la pastilla, el medio de cultivo fue
removido y el sedimento fue resuspendido en 1 ml de formalina al 10%, para dejarlo
actuando durante 30 min. Transcurrido este tiempo, el contenido fue transferido a un
tubo de microcentrifuga de 2ml y se centrifugé en una centrifuga Mikro 200R
(Hettich Zentrifugen, Alemania) bajo las mismas condiciones, se decantd el
sobrenadante conteniendo la formalina, la pastilla fue resuspendida con PBS y la
suspension fue sometida a centrifugacién. Posteriormente, el proceso se repitié una
vez mas y al finalizar la pastilla fue resuspendida utilizando medio cRPMI 1640. Las

esporas fueron almacenadas a 4°C hasta su uso.

7.2.3.- Cosecha y siembra de macréfagos J774.A1

Una caja de cultivo celular ventilada de 25cm” conteniendo en su interior una
monocapa de células J774.A1 de confluencia cercana al 80% fue seleccionada para la
cosecha celular. El medio de cultivo fue removido mediante decantacion y la caja fue

lavada tres veces utilizando 3ml de PBS. Después de realizar los lavados, se
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agregaron 10ml de medio de cultivo cRPMI 1640 y la caja fue raspada en su
totalidad. La suspensién celular fue transferida a un tubo Falcon® fondo cénico de
50ml y homogenizada apropiadamente. Se recogieron 50ul y se depositaron en un
tubo de microcentrifuga de 0.5ml en el cual se agregaron 50ul de Azul Tripin
(Sigma-Aldrich, Misuri, EUA). Se homogeniz6 bien la muestra haciendo 8 pipeteos
para posteriormente tomar 10ul, depositarlos en las respectivas cdmaras de Neubauer
y asi proceder al conteo celular en un microscopio invertido Axiovert 40 CFL (Carl
Zeiss, Overkochen, Alemania). A la par de que se contabilizaron las células, la
suspension celular fue centrifugada a 200 x g durante 10 min con una temperatura de

4°C en la centrifugadora Universal 320R.

Para la determinacion del numero total de células presentes en las suspensiones se
tomaron en cuenta los cuatro cuadrantes grandes de las esquinas, aplicando la

siguiente formula:

| #Total de células = #de células de cuadrantes x 0.25 x FD x 10,000 x ml |

Donde “FD” representa el factor de dilucion y en este caso era de “2”, aplicando la

misma férmula utilizada para contabilizar esporas:

ED — VF
VI

100ul
50ul
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CONSIDERACIONES IMPORTANTES:

*No permitir que las células experimenten mas de 10 min de exposicién al colorante

Azul Tripan
*Células refringentes son consideradas células viables y aptas para ser contabilizadas

*Células opacas y de coloraciéon azul oscuro/morado son consideradas células

muertas

*Establecer desde un principio que bordes (internos o externos) serdn considerados

para la contabilizacién en caso de que algunas células se encuentren sobre estos

La pastilla fue resuspendida en medio cRPMI 1640 de tal modo que la cantidad de
células a sembrar (1X104) estuviese contenida en un maximo de 200ul. Finalmente,
las células fueron sembradas en un total de 60 pocillos (24 para pruebas de
fagocitosis y 36 para evaluar supervivencia intracelular). La microplaca de 96

pocillos fue conservada incubdndose hasta el dia siguiente.

7.2.4.- Activacion celular mediante LPS

Transcurridas 24 h desde la siembra, la microplaca fue observada en el microscopio
invertido Axiovert 40 CFL para cerciorarse de la integridad de las células
(morfologia, confluencia, pulcritud). Consiguientemente, a 30 pocillos se les
agregaron 100ul de medio cRPMI 1640 y a los 30 restantes se les agregaron 100ul
de cRPMI 1640 suplementado con LPS a una concentraciéon de 50ng/ml (Castillo et
al.,2011).

7.2.5.- Infecciones de macroéfagos J774.A1

Al dia siguiente (24 h posteriores), el medio de cultivo de todos los pocillos fue
removido y sustituido por medio que contuviese 1X105esporas de E. cuniculi para de
este modo cumplir con una multiplicidad de infeccion de 10 a 1. Inmediatamente, los

pocillos fueron aforados a 200ul de medio de cultivo.
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7.2.6.- Colecta de sobrenadantes y esporas intracelulares

Transcurridas 3 h PI, se recogieron los sobrenadantes de todos los pocillos y estos se
almacenaron en tubos de microcentrifuga a una temperatura de -20°C. Para esto los
pocillos se lavaron mediante 3 pipeteos utilizando 200ul de PBS. Estos microlitros
de PBS se agregaron al sobrenadante que fue recogido inicialmente para recolectar

esporas que pudieran haberse quedado en el pocillo (Didier, 1995).

A los pocillos del tiempo cero (3 h) se les aplicaron 100ul de Tween 20° (Sigma-
Aldrich, Misuri, EUA) al 0.5% y a los pocillos de los tiempos 1,2y 3 (24, 48 y 72 h)
se les suministraron 200ul de medio cRPMI 1640 solo o suplementado con LPS. La
microplaca fue incubada durante 1 h para posteriormente dar paso a la colecta de
esporas del tiempo cero (3 h) la cual fue llevada a cabo mediante 10 pipeteos.
Inmediatamente se recolectaron los 100ul del detergente y se agregaron 100ul
adicionales de PBS al pocillo y se repiti6 el proceso, las suspensiones se

almacenaron en tubos de microcentrifuga a -20°C.

Los procesos de lisis celular mediante Tween 20 al 0.5% y colecta de esporas se

repitieron para los tiempos 1, 2 'y 3 a las 24, 48 y 72 h respectivamente.

7.2.7.- Microscopia optica de alta resolucion en cortes semifinos

Para corroborar la internalizacion de este pardsito se llevd a cabo un ensayo
independiente en el que 1x10* macréfagos J774A.1 contenidos en cajas de cultivo
celular de 25cm” fueron infectados con 1x10° esporas de E. cuniculi. Al cabo de 3 h
PI se prosiguié a lavar las cajas de cultivo celular mediante PBS para remover
esporas no internalizadas. Posteriormente las células fueron despegadas mediante la
suspension Accutase™® Cell Detachment Solution (Corning, Nueva York, EUA), se
centrifugaron a 3000 rpm durante 3 min y la pastilla celular se fijé durante 24 h con
glutaraldehido al 2.5%. Después las muestras se lavaron brevemente con PBS 1X y
se post-fijaron en tetradxido de osmio acuoso al 2% durante 1 h a temperatura
ambiente. En seguida las muestras se trataron con solucién acuosa de nitrato de
uranilo al 1% y se deshidrataron con concentraciones graduales de etanol (70-100%).

Finalmente las muestras se embebieron en resinas epoxicas y se formaron bloques de
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acuerdo con la técnica de Luft (1961). De los bloques se obtuvieron mediante
ultramicrotomia cortes semifinos que se tifieron con azul de toluidina al 1% y se
analizaron en el microscopio 6ptico Omax LED 2500X con cdmara Omax A35140U
14.0MP. Después de cada paso se centrifugaron las muestras a 3,000 rpm durante 3

min para concentrar la pastilla celular.

7.2.8.- Determinacion del indice fagocitico y valoracion de la supervivencia
intracelular

Para determinar el indice fagocitico se utiliz6 la siguiente férmula general:

T .. # de esporas
Indice fagocitico = ———————

# de células

Para valorar la supervivencia intracelular se utiliz6 la siguiente férmula general:

#de esporas a determinado tiempo (24,48 0 72 h)

Supervivencia intracelular =

# de esporas al tiempo cero (3 h)

Para corroborar la infeccién de macréfagos J774A.1, estos fueron sembrados en
cubreobjetos circulares que se encontraban dentro de una placa de cultivo celular de
6 pocillos, a una densidad de 1x10* e infectados con 1x10°. Transcurridas 3 h de
infeccion los cubreobjetos fueron lavados con PBS vy fijados con Metanol: Acetona.

Se les aplicé Calcofluor White siguiendo la metodologia antes descrita.

7.3.- Medicion de 6xido nitrico

Para analizar la produccion de ON se utilizé la reaccién de diazotizacién
inicialmente descrita por Griess (1879), siguiendo los protocolos de Sigma-Aldrich
para la preparacion de los reactivos y de un kit comercial para el andlisis de las
muestras (Promega, Wisconsin, EUA). La reaccion entre sulfanilamida (Sigma-
Aldrich, Misuri, EUA), dihidrocloruro de N-1-naftil-etilendiamina (NED) (Sigma-
Aldrich, Misuri, EUA) y la muestra, tiene como objetivo la deteccién de nitritos

(NOy), estables y no volétiles productos del rompimiento del ON. Se produce una
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coloracidn rosada en funcién de la cantidad de nitritos presentes en la muestra, y esta

debe leerse en un espectrofotémetro a una longitud de onda de 540nm.

7.3.1.- Preparacion de una curva de referencia estandar de nitritos

Se prepard una curva de calibracion utilizando medio cRPMI 1640 como matriz,
siguiendo la metodologia del kit comercial de Promega. Los pasos que se llevaron a
cabo fueron los siguientes:

1.- Se prepar6 Iml de solucién de nitritos al 100uM diluyendo 1ul de la solucién
stock de nitrito de sodio (NaNO;) de 0.1M en 999ul de la matriz (cRPMI 1640)
usada para los experimentos (1: 1,000).

2.- Se designaron 3 columnas (24 pocillos) en una microplaca de 96 pocillos. Se
dispensaron 50ul de la matriz en los pocillos B-H.

3.-Se agregaron 100ul de la solucion de nitritos al 100uM en los 3 pocillos de la fila
A.

4.- Se realizaron 6 diluciones (50ul/pocillo) en triplicado y hacia abajo (100, 50, 25,
12.5, 6.25, 3.13 y 1.56uM), descartando los 50ul que se tomaron del set de pocillos
de 1.56uM. Los pocillos de la fila “H” no recibieron nitritos ya que representan a la
molaridad OuM. De este modo todos los pocillos tuvieron un volumen final de 50ul y

el rango de concentracién de nitritos fue de 0 a 100uM.

Se aplicaron primeramente 50ul de sulfanilamida (Sigma-Aldrich, Misuri, EUA)
sobre cada pocillo y la microplaca se mantuvo incubando a 37°C durante 10 min.
Posteriormente se aplicaron 50ul de NED (Sigma-Aldrich, Misuri, EUA) a todos los
pocillos y la microplaca se incubé a 37°C durante 10 min adicionales. Una
coloracion morada/magenta se form¢6 fuertemente en los pocillos con una mayor
concentracion de nitritos como puede observarse en la figura 6. Finalmente, la
absorbancia de la microplaca fue leida a 540nm en un espectrofotémetro Epoch®

(BioTek, Vermont, Estados Unidos).
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Figura 6. Curva de calibracién de NaNO,. Se utilizaron distintas
diluciones, siendo los pocillos de la fila “A” los que representan al
100pM y los pocillos de la fila “H” al OuM.

Se graficaron la absorbancia promedio de cada concentracion de nitrito como funcién
“Y” y la concentracion de nitritos como funcién “X”. La férmula de regresion lineal

simple es la siguiente:

ly = Bo+ Pix|

Donde S, representa parametro “intercepto” y P; representa parametro “pendiente”.

La curva de referencia puede apreciarse en la figura 7.

4 ] I
Curva de Referencia
0.6
05 y =0.0051x - 0.008
’ R? =0.9881
804
€ 03
-E 0.2
2 o1
<
o1 40 60 80 100 120
L Concentracién de nitritos )

Figura 7. Curva de referencia de nitritos. Se utilizé6 cRPMI 1640 como matriz.
El valor 0.0051x representa el parametro “intercepto” y el valor 0.008
representa el parametro “pendiente”.
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7.3.2.- Determinacion de 6xido nitrico presente en sobrenadantes

Para el andlisis de ON fueron utilizados los sobrenadantes que se recogieron de las
pruebas de fagocitosis y supervivencia intracelular en los distintos tiempos de colecta
(3, 24,48 y 72 h) y se siguid la metodologia del kit comercial de Promega.

Brevemente se colocaron 50ul de muestra en cada pocillo de una microplaca de 96
pocillos. Se aplicaron primeramente S0ul de sulfanilamida a todos los pocillos y la
microplaca se incub6 a 37°C durante 10 min. Transcurrido este tiempo se aplicaron
50ul de NED a todos los pocillos y la microplaca fue igualmente incubada a 37°C y
durante 10 min. Finalmente, la absorbancia fue leida en el espectrofotémetro Epoch®

a una longitud de onda de 540nm.

Para la determinacion de nitritos se utilizo la siguiente formula:

Valor promedio de absorbancia
NO,_

~ Valor del parametro "pendiente”

7.4.- Evaluacion de la viabilidad celular

Se evalu6 la viabilidad celular a distintos tiempos (TO, T1, T2 y T3) y bajo distintos
tratamientos utilizando la técnica de MTT. Esta técnica se basa en el principio de la
formacion de cristales de formazan al ser metabdlicamente reducida la sal de
bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT) por parte de la
enzima succinato-deshidrogenasa presente en mitocondrias de células vivas. El anillo
de tetrazolio se rompe unicamente cuando las mitocondrias se encuentran
metabdlicamente activas. La incapacidad para formar cristales se asocia a su vez con

muerte celular (Mosmann, 1983).
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7.4.1.- Diseiio experimental

Para los ensayos de viabilidad celular el SFBI se aplicé en una concentracion del 2%
para evitar que las células crecieran demasiado rdpido y murieran al pasar los dias

debido a altas confluencias.

Primeramente se determiné el ndmero de células a utilizar de acuerdo al protocolo ya
conocido (Mosmann, 1983). Este consiste en sembrar células a diferentes densidades
y realizar la técnica sin llevar a cabo tratamientos. Aquellas concentraciones
celulares que mostraron valores en el espectrofotdmetro superiores a “1” fueron
consideradas apropiadas para los ensayos. En el caso de macr6fagos murinos, se opto

por utilizar una concentracién de 5x10* células por pocillo.

Los ensayos se llevaron a cabo por triplicado y en tres repeticiones independientes.
La microplaca se dividi6 en cuatro tiempos (TO= 3 h, T1=24 h, T2=48 h y T3=72 h)
tal como se aprecia en la figura 8. Como control negativo de viabilidad se utilizaron
células a las que se les privd de medio de cultivo por 24 h. También se determind la
absorbancia de células “blanco” y la absorbancia de esporas de E. cuniculi por

separado. Los tratamientos se resumen en la tabla 3.

o ) S [ - R o AR IS

000000000000

Figura 8. Disefio experimental para los ensayos de viabilidad celular. Donde
TO0=3h, T1=24 h, T2=48 hy T3=72 h.
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Modelo Experimental

Control Positivo: M@

M@ + LPS

M@ +1LPS +E. c.

M@ + E. c.

Control Negativo: M@ inviables

Tabla 3. Modelo experimental de los ensayos de
viabilidad celular. Se resumen los tratamientos a los
cuales fueron sometidas las células. La abreviacion “M@”
se refiere a macréfagos murinos. Todos los tratamientos
se realizaron por triplicado y en tres repeticiones
independientes.

7.4.2.- Ensayos de viabilidad celular

Se sembraron 5x10* células por pocillo en un total de 48 pocillos para mantenerlas
incubando durante 24 h utilizando medio cRPMI 1640. Al dia siguiente la mitad de
las células en pocillos fueron activadas utilizando LPS a una concentracién de
50ng/ml y la mitad restante fue completada Unicamente con medio cRPMI 1640.
Transcurridas 24 h se procedio a infectar a las células con 5x10° esporas por pocillo
para de este modo cumplir con la multiplicidad de infeccion de 10 a 1. Al cabo de 3
h, todos los pocillos se lavaron mediante pipeteo para remover esporas no
internalizadas y restos celulares. Se completaron los pocillos del tiempo cero con
100ul de medio DMEM (Sigma-Aldrich, Misuri, EUA) y 50ul de MTT (Sigma-
Aldrich, Misuri, EUA) a una concentracién de Img/ml (Denizot & Lang, 1986). Los
pocillos de los tiempos 1, 2 y 3 fueron completados con 200ul de medio cRPMI 1640

suplementado o no con LPS.

La microplaca se incubé durante 4 h y al cabo de este periodo el contenido total del
pocillo se removid y los cristales de formazan que se encontraban en el fondo fueron
disueltos utilizando DMSO al 100%, acto seguido de una incubacién adicional de 30
min a temperatura ambiente (Wang et al., 2012). Al cabo de este lapso los pocillos

del tiempo cero fueron leidos en el espectrofotémetro Epoch® a una longitud de onda
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de 570nm. Durante el proceso, los pocillos restantes se cubrieron con parafilm
(American National Can, Chicago, EUA) para evitar la contaminacion. El proceso se

repitio a las diferentes horas de estudio.

Para determinar la viabilidad celular se utilizé la siguiente férmula:

DO de células tratadas
Viabilidad celular = - X100
DO de células control

7.5.- Analisis Estadistico
Los datos de los ensayos de fagocitosis fueron analizados usando un ANOVA de una
cola con una comparaciéon de medias de Newman-Keuls.

Los datos de supervivencia intracelular, ON y viabilidad celular fueron analizados

utilizando un ANOVA de dos colas con una comparacion de medias de Bonferroni.

Se utilizé el programa de GraphPad Prism 4 para la generacion de graficos.
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8.-RESULTADOS

8.1.- Establecimiento de E. cuniculi y cosecha de sus esporas

El cultivo celular de células Vero E6 fue adecuado para la propagacion de esporas de
E. cuniculi. Durante la primera semana post-infeccion (PI), se observé que un 20%
de las células se encontraban infectadas con escasas esporas. Sin embargo, durante la
segunda y tercera semana PI, se pudo observar que el 100% de las células lucian
repletas de esporas de E. cuniculi. En las figuras 9-11 pueden apreciarse los cambios
morfolégicos experimentados en diversas etapas de la infeccion como lo son
agrandamiento citoplasmdtico, generacién de una vacuola parasitéfora la cual
contiene en su interior a los microorganismos en replicacién y es causante del
agrandamiento celular. Por caja de cultivo celular de 25cm” se produjeron en

promedio entre 5x10° y 20x10° esporas por ml entre la tercera y cuarta semana PI.

Figura 9. Células Vero E6 infectadas con E. cuniculi. Se
observa una aparente célula sana (flecha). Se observan ademads
vacuolas parasitéforas de células afectadas (asteriscos).
Fotografia correspondiente a la primera semana post-infeccién.
Microscopio invertido. Sin filtro. 25x.
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Figura 10. Células Vero E6 infectadas con E. cuniculi. Se
observa una gran cantidad de vacuolas parasitéforas (flechas).
Existe en este punto un 100% de afectacion. Microscopio
invertido. Fotograffa correspondiente a la 3ra semana post-
infeccion. Filtro color verde. 4x.

Figura 11. Célula Vero E6 en la 3era semana post-infeccién. Se
observan vacuolas parasitéforas a cada lado del ntcleo celular
(asteriscos) donde se encuentra replicando E. cuniculi.
Microscopia de Epifluorescencia. Calcofldor White. 100x
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8.2.- Determinacion del indice de fagocitosis de esporas de E. cuniculi por
macroéfagos murinos J774A.1

Existen dos maneras para evaluar la actividad fagocitica de los macréfagos: 1)
Evaluacién del porcentaje de fagocitosis (porcentaje de células que presentan
actividad fagocitica) y 2) Evaluacion del indice fagocitico (el ndmero de patdégenos
ingeridos por célula fagocitica), este Gltimo método es el mds sensible de los dos y es
el que se utiliz6 en este trabajo para determinar la internalizacién de los

microorganismos (Leiro et al., 1995; Narnaware, Baker, 1994).

El tratamiento que involucré esporas fijadas con formalina (FK) fue el que produjo el
porcentaje de internalizaciéon mas bajo con un 61.1%, seguido de los tratamientos
que involucraron esporas muertas con calor (HK) y células previamente activadas
con LPS (LPS + HK) con porcentajes del 94.4%. El tratamiento con células activadas
y esporas fijadas con formalina (LPS + FK) mostré un valor del 100% mientras que
el tratamiento que involucrd células activadas y esporas vivas (LPS + E.c.) resultd
ser el que produjo el mayor porcentaje de internalizacion entre todos los tratamientos
con un 172.3%, superando inclusive al control positivo (E.c.). Todos los tratamientos
produjeron una diferencia significativa (P<0.01) respecto al control positivo (E.c.).
Se observé ademds una diferencia significativa (P<0.01) al comparar todos los
tratamientos entre si, mas no entre los tratamientos que involucraron esporas muertas
por calor (HK y LPS + HK). Lo anterior se resume en la figura 12. También puede
observarse en la figura 13 como esporas de E. cuniculi son fagocitadas por

macréfagos J774A.1.

Al observar los cortes semifinos de los diversos tratamientos se pudo constatar que
efectivamente el nimero de microorganismos es menor en tratamientos con esporas
muertas con calor y formalina; y que la activacion celular mediante LPS consigue
incrementar la cantidad de esporas internalizadas a comparaciéon del tratamiento
control que incluyd esporas intactas. Lo anterior puede apreciarse en las figuras 14-

17.
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Figura 12. Indice de fagocitosis de esporas de E. cuniculi con un tiempo
de incubacién de 3 h. Los resultados se encuentran expresados en
porcentaje y cada valor representa la media +SD Existe diferencia
significativa (P<0.01) entre todos los tratamientos excepto entre “HK”
y “LPS + HK”.

Figura 13. Macréfagos J774A.1 fagocitando esporas de E.
cuniculi. Se observan esporas al ser fagocitadas (flechas).
Fotografia correspondiente a las 3 h post-infeccién. Microscopia
de Epifluorescencia. Calcoflior White. 100x

52



Figura 14. Macréfagos J774A.1 expuestos a esporas de E.
cuniculi. Se observan esporas extra e intracelulares (flechas).
Fotografia correspondiente a 3 h post-infecciéon. Microscopia
laser de alta resolucion. Azul de Toluidina al 1%. 100x

Figura 15. Macréfagos J774A.1 activados con LPS y expuestos
a esporas de E. cuniculi. Se observa una posible vacuola
parasitéfora conteniendo en su interior una gran cantidad de
microorganismos (flecha). Fotografia correspondiente a 3 h
post-infeccion. Microscopia ldser de alta resolucién. Azul de
Toluidina al 1%. 100x
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Figura 16. Macréfagos J774A.1 expuestos a esporas de E.
cuniculi muertas por calor. Se observan esporas de E. cuniculi
tanto extra como intracelularmente (flechas). Fotografia
correspondiente a 3 h post-infeccién. Microscopia laser de alta
resolucion. Azul de Toluidina al 1%. 100x

Figura 17. Macréfagos J774A.1 expuestos a esporas de E.
cuniculi muertas por formalina. Se observa una espora
internalizada (flecha). Fotografia correspondiente a 3 h post-
infeccién. Microscopia ldser de alta resolucién. Azul de
Toluidina al 1%. 100x
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8.3.- Valoracion de la supervivencia intracelular de E. cuniculi en macréfagos
murinos J774A.1

La supervivencia intracelular de estos agentes infecciosos estd bien documentada en
células epiteliales y endoteliales. Aunque se conoce que E. cuniculi puede infectar
macréfagos, la sefializacion celular y su posterior produccién de citocinas favorece
su eliminacion. En los ensayos de supervivencia intracelular de este trabajo se busc6
emular a la activacién celular mediada por la citocina IFN-y mediante la utilizacién
de LPS a una concentraciéon de 50ng/ml. Con esto se pretendia observar la efectiva
eliminacién de este parasito.

En el tratamiento de activaciéon celular (M@ + LPS + E.c.) se encontré6 una
disminucion altamente significativa (£<0.001) en la supervivencia intracelular a las
24 h con un 72.4% respecto al tratamiento control (M@ + E.c.), donde la
supervivencia intracelular fue de un 93%. Para las 48 h se mantuvo este patrén ya
que la supervivencia intracelular en el tratamiento de activaciéon (M@ + LPS + E.c.)
fue de 41.4% y en el tratamiento control (M@ + E.c.) esta fue mayor con un 62.2%.
Inesperadamente, a las 72 h la supervivencia intracelular de E. cuniculi en el
tratamiento control (M@ + E.c.) con un 100% fue significativamente menor
(P<0.001) a la observada en el tratamiento de activacion (M@ + LPS + E.c.) donde el
porcentaje alcanzo el 122.6%. Existe una diferencia altamente significativa entre los
tratamientos de control (M@ + E.c.) y de activacion (M@ + LPS + E.c.) en los tres

tiempos (24, 48 y 72 h). Lo anterior se resume en la figura 18.
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Figura 18. Supervivencia intracelular de E. cuniculi. Los resultados se
encuentran expresados en porcentaje y cada valor representa la media
+SD. Existe diferencia altamente significativa (P<0.001) entre
tratamientos de los tres distintos tiempos.

8.4.- Cuantificacion de la produccion de 6xido nitrico en macréfagos murinos
J774A.1 infectados con E. cuniculi

Como se menciond anteriormente, la activacion celular es capaz de influir sobre la
expresion de genes relacionados con la enzima encargada de producir grandes
cantidades de ON. La finalidad de analizar la concentracién de esta molécula en
sobrenadante de cada uno de los tratamientos era el de asociarla con activacién
celular ya sea inducida por previa exposicion a LPS o por la presencia de esporas de
E. cuniculi.

En este trabajo, la producciéon de ON a las 3 h fue similar en los cuatro tratamientos
teniendo como valor promedio una concentracion de nitritos de 16uM. En el
tratamiento control (M@) no se observaron diferencias en la produccién de ON a
ningin tiempo como si se evidenciaron en los demds tratamientos a las 72 h. En el
tratamiento que involucré activacion celular (M@ + LPS) se encontr6 una diferencia
significativa (P<0.05) entre las 3 y 72 h donde las concentraciones de nitritos fueron

de 15.79uM y 19.62uM respectivamente. Asimismo, se observo en el tratamiento de
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infeccion (M@ + E.c.) una diferencia significativa (P<0.05) entre las 3 y 72 h con
concentraciones de 15.96uM y 19.73uM respectivamente. Lo anterior se resume en

la figura 19.
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Figura 19. Concentraciéon de nitritos presente en sobrenadante. Los
resultados se encuentran expresados en molaridad y cada valor
representa la media £SD. Existe diferencia significativa (P<0.05) en
dos tratamientos (M@ + LPS y M@ + E.c.) entre las 3y 72 h.
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8.5.- Evaluacion de la viabilidad celular de macréfagos J774A.1 expuestos a E.
cuniculi

En cuanto a los resultados de este trabajo, no se encontraron diferencias
significativas en la viabilidad celular entre tratamientos a distintos tiempos. Sin
embargo, al comparar macréfagos infectados entre las 3 y 72 h se encontré una
diferencia significativa (P<0.05). Los porcentajes de viabilidad fueron en lo general
del 100% aunque parece que la activacion celular y el desafio con esporas de E.
cuniculi redujo el metabolismo mitocondrial y/o la proliferacion celular entre las 3 y
48 h. A las 72 h producen una mayor cantidad de cristales de formazén las células
bajo activacién e infeccién. El control negativo contemplado incluy6 células a las
que se les privé de medio de cultivo por 24 h y como era de esperarse no se formaron
cristales de formazan por lo que la viabilidad celular fue nula en este tratamiento. Lo

anterior se resume en las figuras 20 y 21.
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Figura 20. Viabilidad celular de macréfagos J774A.1 expuestos a E. cuniculi. El control
negativo esta representado por células a las que se les privé de medio de cultivo. Los
resultados se encuentran expresados en porcentaje y cada valor representa la media
+SD. No existe diferencia significativa entre los tratamientos de cada uno de los
tiempos analizados.
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Diferencias en la viabilidad celular
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Figura 21. Viabilidad celular de macréfagos J774A.1 expuestos a E.
cuniculi. El control negativo estd representado por células a las que se
les privé de medio de cultivo durante 24 h. Los resultados se encuentran
expresados en porcentaje y cada valor representa la media +SD. Existe
diferencia significativa (P<0.05) entre las 3 y 72 h del tratamiento “M@
+E.c”.
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9.- DISCUSION

E. cuniculi es un patégeno oportunista, emergente y zoondtico que presenta una
amplia diseminacion entre conejos a nivel mundial y que es capaz de transmitirse a
un gran ndmero de mamiferos incluido el hombre. La produccién de esporas
resistentes al medio ambiente le confiere a este pardsito la capacidad de ser
transmitido a través de agua y alimentos con relativa facilidad (Didier, 2005). En los
ultimos treinta afios se han llevado a cabo estudios encaminados a describir la
respuesta inmune del hospedador hacia la exposicion de esporas de E. cuniculi,
utilizando conejos o ratones para experimentacion. Se ha reportado que aquellos
animales inmunosuprimidos o carentes de poblaciones de linfocitos T los que

generalmente sucumben a infecciones microsporidianas (Salat et al., 2002).

Se ha sugerido por varios autores que en individuos inmunocomprometidos los
macréfagos podrian acarrear las esporas por via sanguinea o linfética llegando a
afectar 6rganos primordiales como rifién o encéfalo. Esta condicion se ve favorecida
por una baja sefializacion intercelular la cual es producto de poblaciones celulares

disminuidas (Valencakova & Halanova, 2012).

En macréfagos humanos el reconocimiento de lipoproteinas de superficie de la
espora de E. cuniculi mediante receptores TLR2 produce una sefializacion que
favorece la produccién de citocinas como IL-8 y TNF-a (Fischer et al., 2008).
Ademads la digestion de estos microorganismos provoca que estas células sinteticen
IL-12 la cual en el hospedador provoca que los linfocitos T y NK produzcan IFN-v,
la cual activa a los macréfagos y los vuelve aptos para controlar la infeccion
estimulando la fagocitosis y posterior incremento de moléculas como ON (Fischer et
al., 2008). Sin embargo, cuando los animales se encuentran inmunocomprometidos
(c.p.e. cuando cursan con alguna infeccidon que comprometa a las células blancas o
cuando reciben tratamientos inmunosupresores se pueden crear las condiciones para

que este mecanismo de control resulte infructuoso (Valencakova & Halanova, 2012).

Una de las ventajas de trabajar con un modelo basado en cultivo celular es que se
puede analizar el comportamiento individual de determinada estirpe celular. En este
andlisis de la respuesta inmune de macréfagos murinos peritoneales de ratén se
descarta la influencia externa de citocinas pro-inflamatorias producidas por células T

o NK, y se estudia una respuesta inmune exclusivamente de tipo innata.
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El reconocimiento de LPS por parte de receptores TLR4 en los macr6fagos murinos
produce la activacion de diversos factores de transcripcion que terminan por producir
citocinas pro-inflamatorias como son IL-1, IL-6 y TNF-a, las cuales estimularan a

los mismos macréfagos incrementando su motilidad y favoreciendo a la fagocitosis

(Tizard, 2013).

Una parte de este estudio consistié en desafiar a los macréfagos murinos a esporas de
E. cuniculi, las cuales se presentaron de dos maneras: Esporas intactas (aquellas con
la capacidad de infectar células) y esporas inviables (sometidas a tratamientos que
comprometiesen su viabilidad). Para llevar a cabo lo anterior, primeramente se
considerd en base a la literatura que los métodos para evaluar la viabilidad de las
esporas son lentos, costosos y basados generalmente en microscopia de fluorescencia

(Green et al., 2000) y/o infeccion exitosa de cultivos celulares (John et al., 2005).

Para tener certeza sobre la inviabilidad de las esporas de E.cuniculi utilizadas en este
trabajo y en base a los resultados de (Waller, 1979), se opté por someterlas a una
temperatura de 90°C y a formalina tamponada al 10%. Como complemento a esto se
sabe que la exposicion de esporas microsporidianas a 60°C durante 10 min y a
formalina al 4% por 24 h es suficiente para inactivarlas segun lo recomendado en la

literatura (Leiro et al., 2012).

Leiro et al. (1996) encontraron que la utilizacion de sodio m-periodado sobre esporas
del microsporidio Glugea culletyi reduce la internalizacion de las mismas en células
fagociticas de bazo del pez rodaballo (Scophthalmus maximus). El objetivo principal
de la utilizaciéon de sodio m-periodado era el de modificar la estructura de los
azucares presentes en las glucoproteinas de superficie de las esporas de Glugea
culletyi. En ese ensayo se utilizé una multiplicidad de infeccion de 85 a 1 y el indice
de fagocitosis fue evaluado a los 145 min PI. Los resultados evidencian un indice
fagocitico de 7 (700%) en esporas intactas y 4 (400%) en esporas tratadas con sodio
m-periodado. Esta alteraciéon ocasioné que las esporas no fueran detectadas

apropiadamente para ser fagocitadas.

En el presente estudio, los tratamientos que involucraron esporas intactas mostraron
un indice fagocitico de 1.44 (144%), mientras que esporas muertas (HK o FK)
presentaron indices de 0.94 (94%) y 0.61 (61%) respectivamente. Probablemente los

indices de fagocitosis aqui presentados sean menores debido a que se utiliz6 una
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multiplicidad de infeccién menor (10:1). No obstante, en ambos trabajos se observa
una disminucién similar en la ingesta fagocitica cuando la integridad de la exospora

se ve comprometida.

La temperatura a la cual fueron sometidas las esporas utilizadas en este estudio pudo
también haber alterado la estructura y/o conformacidon nativa de glicoproteinas de
superficie como la proteina uno de la pared de la espora (SWP1) (Peuvel et al., 2006)
mediante la modificacién de la posicion original de las subunidades proteicas, lo que
a su vez posiblemente propicio a que las esporas perdieran su capacidad
inmunogénica y no fueran reconocidas por los macréfagos (Dill & Shortle, 1991;
Tanford, 1968). Las esporas muertas por formalina tamponada al 10% fueron
internalizadas en una proporcion ain menor y esto probablemente se deba a la unién
de la formalina a grupos funcionales de las proteinas. La unién a uno de los
diferentes grupos funcionales que poseen las proteinas produce grupos de
hidroximetileno que pueden estar reaccionando con grupos de otra o de la misma
proteina formando puentes que estén enmascarando o vuelvan irreconocibles a las

proteinas de superficie (Pacheco, 2016).

Asimismo Leiro et al. (1997) encontraron que los tratamientos de esporas de Glugea
culletyi con enzimas quitinoliticas (20 Ul/ml) y proteoliticas (2745UI/ml) reducen el
indice fagocitico de estas cuando son expuestas a macréfagos de bazo del pez
rodaballo (Scophthalmus maximus). Esta reduccioén se argumenta que es debida a la

pérdida de glicoproteinas antigénicas de superficie.

Los medios fisicos y quimicos utilizados en este trabajo pudieron desnaturalizar a las
proteinas de superficie o formar puentes entre ellas a tal grado de volverlas
irreconocibles. Si bien la temperatura constante de 90°C no es capaz de lisar a las
proteinas de pared, esta es capaz de ocasionar alteraciones cruciales que las vuelve
pobremente inmunogénicas al verse comprometida su complejidad, en el entendido
de que entre mds compleja es una proteina mayor es su grado inmunogenicidad

(Ianez, 1999).

Lo encontrado en este estudio coincide con lo observado en el trabajo de Leiro et al.
(2000) en donde al evaluar el indice de fagocitosis de esporas viables y no viables de

Microgemma caulleryi en macréfagos de bazo de pez rodaballo (Scophthalmus
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maximus), se encontré que las esporas inviables son internalizadas en menor

proporcién (250%) que las esporas viables (350%).

En ese mismo afio Couzinet et al. (2000) encontraron que esporas de E. cuniculi
muertas con formalina al 4% son internalizadas en la misma proporcién que esporas
sin tratamiento. Esto contrasta con lo encontrado en este trabajo; no obstante, debe de
resaltarse que ellos utilizaron fibroblastos pulmonares humanos (células MRCS5) los
cuales no son fagocitos profesionales por lo que la maquinaria de expresiéon de
receptores de superficie pudiera ser distinta y la adicion de formalina a una
concentracion menor pudo haber conducido a una modificacién parcial y no total de

las proteinas de superficie.

Existe discrepancia con lo reportado por Nassonova (2001) donde mencionan que
esporas de N. grylli tratadas con calor son internalizadas del mismo modo que
esporas intactas, sin embargo en ese estudio no se menciona a que temperatura
fueron tratadas y ese factor puede ser determinante ya que a diferentes temperaturas
las proteinas pueden perder o no su inmunogenicidad dependiendo de su

conformacion.

Los ensayos de supervivencia intracelular demostraron que independientemente de
existir 0 no una previa activacion celular con LPS a una concentracién de 50ng/ml,
E. cuniculi puede sobrevivir dentro de macrofagos mas alla de 48 h. La disminucion
en la carga microsporidiana a las 24 y 48 h en células activadas (M@ + LPS + E.c.)
hace pensar que existe cierto control de la infeccién; sin embargo, a las 72 h estos
microorganismos aumentan en nimero en células control (M@ + E.c.) y aumentan
ain mas en células previamente activadas (M@ + LPS + E.c.). Una posible
explicacion al porque se encontr6 una mayor cantidad de microorganismos en
macréfagos activados puede ser que al incrementarse significativamente (£<0.01) la
fagocitosis de esporas de E. cuniculi se favorecio el que a las 72 h el nimero de estas
fuese mayor en este tratamiento (M@ + LPS + E.c.) que en el tratamiento control
(M@ + E.c.). Este planteamiento pone en duda la eficacia de estas células para
controlar la infecciébn por E. cuniculi cuando son activadas con LPS a una
concentracion de 50ng/ml. Podria a su vez considerarse la posibilidad de que los

macréfagos requieran forzosamente a la respuesta inmune adquirida para eliminar
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eficientemente a este pardsito intracelular como ya se ha sugerido en otros estudios

(Niederkorn & Shadduck, 1980).

Didier (1995) encontr6 que la replicacidon microsporidiana en macréfagos
peritoneales de ratéon se ve disminuida cuando estas células son previamente
activadas con LPS (10ng/ml) y rIFN-y (100 U/ml) o con una combinacién de
citocinas (10%) a las 24 y 48 h después de la adicion de los parésitos. En ese trabajo
el nimero de organismos por 100 macréfagos pasé de 138 esporas a las 3 h a 45
esporas (P<0.05) a las 24 h y a 43.9 esporas (P<0.001) después de 48 h. Contrario a
esto, en los cultivos que no fueron activados se incrementd el nimero de pardsitos
por cada 100 macrofagos a las 48 h pasando de 143 esporas (£25-46) a las 3 h a
391.33 esporas (+24-54) a las 48 h. Se encontr6 que la activacion de macréfagos
murinos peritoneales con LPS a una concentracién de 10ng/ml resulta insuficiente

para inhibir la replicacién microsporidiana.

En ese trabajo la adicion de LPS pudiera estar ayudando a que se incremente el
nimero de microsporidios ingeridos y la utilizacién de IFN-y puede estar en efecto
contribuyendo a la eliminacién del pardsito al estimular la expresién del gen que
codifica a la sintasa inducible de ON. Esto pudiera causar que un gran numero de
microsporidios sean fagocitados y eliminados credndose asi un efecto sinérgico al

utilizar en conjunto estos tratamientos.

Los resultados de este trabajo contrastan con el estudio de Didier (1995) en el hecho
de que la adicién de LPS a 10ng/ml no consigue incrementar la internalizacién de
microorganismos respecto al tratamiento control (sin previa activacion) pero si con la
concentracion utilizada en este trabajo (50ng/ml), observandose una diferencia
significativa (P<0.01) respecto al tratamiento control (M@ + E.c.). Sin embargo,
existen coincidencias como el hecho de que a las 24 y 48 h la replicacion
microsporidiana parece inhibirse en células activadas (M@ + LPS + E.c.) respecto a

células control (M@ + E.c.).

Franzen et al. (2005) estudiaron el destino que siguen esporas de E. cuniculi sobre
distintos tipos celulares encontrando que a las 24 h los pardsitos aumentan en
numero, a las 48 h empiezan a disminuir, y para los tres dias no se encuentran
esporas dentro de macr6fagos humanos. Utilizando inmunofluorescencia

determinaron el estado intracelular de los microsporidios, encontrando que el nimero
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de esporas internalizadas fue diez veces superior al nimero de esporoplasmas
inyectados. Esto nos hablaria de que la via de infeccion predilecta de E. cuniculi es a
través de la fagocitosis de sus esporas y que el tibulo polar le ayuda mds bien a

evadir su destruccién dentro de fagolisosomas.

El presente estudio coincide con lo observado por Franzen et al. (2005) en el hecho
de que a las 48 h se aprecia una disminucién en la carga microsporidiana; sin
embargo, existe discrepancia con el destino de estas esporas a las 72 h y esto tal vez
esto se deba a que ellos suplementaron el medio de cultivo con suero humano
autélogo, el cual puede contener una combinacién de citocinas como IL-12, IL-6 e
inmunoglobulinas como IgM o IgD las cuales pueden contribuir a la eliminacién del
parésito (Spalter et al., 1999). El incremento en la acidez del medio pudo a su vez
influir en la germinacién de las esporas y producir la consecuente infecciéon de

células vecinas (Williams, 2009).

El trabajo de Franzen et al. (2005) podria explicar por qué en este estudio las células
con indices fagociticos més altos también fueron las que presentaron los porcentajes
de supervivencia intracelular mds altos, ya que al estimular la fagocitosis, se asegura

también la infeccion.

Didier et al. (2010) encontraron que la adicién de donantes de especies reactivas de
nitr6geno sobre macrofagos peritoneales de ratones previamente infectados y
estimulados contribuye positivamente a controlar la infeccién hacia las 72 h. En ese
trabajo la adicion de L-arginina al 5SmM significativamente redujo (P<0.01) los
niveles de infeccion en macréfagos sin previa activacion (59.9% + 7.5) en
comparacion con las células control no tratadas y no activadas (100% + 12.83). Las
especies reactivas de nitrogeno al ser productos del ON contribuyen adecuadamente
a eliminar los pardsitos fagocitados (Tizard, 2013). En el presente trabajo no se
agregaron especies reactivas de nitrogeno y los valores de ON no se vieron
incrementados al utilizar LPS a 50ng/ml ni al exponer a los macréfagos a esporas de
E. cuniculi, tal vez por esto los microsporidios no fueron eliminados dentro de los

fagolisosomas y escaparon a citoplasma.

La completa induccién en la produccion de ON en macréfagos requiere la exposicion
a citocinas como TNF-a e IFN-y, las cuales provienen de poblaciones de linfocitos T

(Franzen et al., 2005).
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La pobre respuesta observada en la producciéon de ON en los tratamientos de
activacion (M@ + LPS) de este estudio, podria significar que la concentracion de
LPS (50ng/ml) es poco estimulante en esta linea celular. Lo anterior coincide con el
trabajo de (Meng & Lowell, 1997) donde se demostr6 que la activacion de
macréfagos murinos peritoneales con LPS a una concentraciéon de 10ng/ml no

consigue incrementar la produccion de ON.

En cuanto a la exposicién de macréfagos J774A.1 a esporas de E.cuniculi, en este
trabajo se encontré que estos agentes infecciosos no inducen un aumento en la
produccién de ON y posiblemente esto se deba a que los microsporidios por su
caracteristica de pardsitos intracelulares han evolucionado a tal grado de permitir la
fagocitosis de sus esporas sin que estas induzcan un aumento en la produccion de ON
que desencadene la destrucciéon de las mismas y posterior procesamiento de
antigenos. Esto concuerda con el trabajo de Franzen et al. (2005) en el que no se
observé diferencia significativa en la concentracion de nitritos de macréfagos

humanos cuando estos fueron expuestos a diferentes especies de microsporidios.

La diferencia significativa (P<0.05) entre las 3 y 72 h de los tratamientos de
activacion (M@ + LPS) e infeccion (M@ + E.c.) puede deberse a la posterior
interaccion intercelular mediada por citosinas (IL-6, IL-10 y TNF-a), las cuales son
producto de la exposicion a moléculas extrafias como LPS o glicoproteinas de

esporas de E. cuniculi (Fischer et al., 2008).

Didier (1995) observé que la producciéon de nitritos en macréfagos murinos
peritoneales no se ve aumentada al utilizar LPS a una concentracién de 10ng/ml ni al
desafiar a las células unicamente con E. cuniculi. Es al utilizar IFN-y solo o en
combinacién con LPS y en concentraciones de 10 a 100pg/ml cuando los niveles de
nitritos se ven aumentados y se presentan diferencias significativas. Podria concluirse
que lo encontrado en este trabajo corrobora en parte esos hallazgos ya que la
utilizacion de LPS a 50ng/ml y la exposiciéon a esporas de E. cuniculi no
consiguieron inducir un aumento en la producciéon de ON en practicamente todo el

experimento.

Leiro et al. (2001) analizaron el estallido respiratorio en macréfagos de rata
desafiados con esporas de M. caulleryi, encontrando que a las 48 h la produccion de

nitritos fue significativamente menor cuando las células fueron desafiadas
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Unicamente con esporas de este parasito (31uM) que cuando se activaron con LPS a
una concentracién de 100ng/ml (56uM) o desafiaron con levaduras Kluyveromyces
lactis (48uM). Los macréfagos activados con LPS (100ng/ml) y que fueron ademads
desafiados con esporas microsporidianas produjeron concentraciones de ON
inferiores (30uM) a los valores observados en células activadas con LPS (100ng/ml)
o desafiadas a levaduras Kluyveromyces lactis 1o que sugiere una modulacion en la
produccién de ON por parte del microsporidio. En el presente estudio podria estarse
presentando una modulacién de este tipo ya que en el tratamiento que involucrd
células activadas e infectadas (M@ + LPS + E.c.) no se encontraron diferencias
significativas entre las 3 y 72 h como si sucedi6 en células activadas (M@ + LPS) o
infectadas (M@ + E.c.). Como ya se mencioné en este trabajo, la adicién de LPS a
una concentracion de 50ng/ml consigue incrementar el indice fagocitico y una
explicacion al posible efecto sinérgico entre el LPS y las esporas de E. cuniculi para
no disparar los niveles de ON pudiera ser que al estarse garantizando la
internalizaciéon de las esporas mediante la activacion celular, esto a su vez esté

favoreciendo que estas puedan modular la produccion de ON.

Los ensayos de viabilidad celular son dttiles para determinar las concentraciones
idoneas de sustancias para ser utilizadas sobre un cultivo celular. Sirven ademaés
como un control necesario a la hora de probar tratamientos antimicrobianos o
anticancerigenos. Aplicando el mismo fundamento de viabilidad celular, esta técnica
puede utilizarse para evaluar que tan patégeno es un microorganismo sobre una linea

celular especifica.

Los porcentajes de viabilidad en todos los tratamientos se mantuvieron muy cercanos
al porcentaje del tratamiento control o incluso lo superaron sin ser esto
estadisticamente significativo. La evaluacion de la viabilidad celular no solo sirvi6
para estudiar el posible efecto apoptético o citotéxico de la adicion de esporas de E.
cuniculi sobre macréfagos murinos peritoneales de ratén sino también para evaluar si

a través del tiempo estos pardsitos son capaces de alterar la proliferacion celular.

Del Aguila et al. (2006) observaron que E. cuniculi es capaz de inhibir la apoptosis
en células Vero E6, algo que también se ha observado con el microsporidio Nosema
algerae cuando infecta fibroblastos pulmonares humanos (Leech et al., 1999). Lo

encontrado en este trabajo podria sustentar esas observaciones ya que
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independientemente de la replicacién microsporidiana que pudiera existir en los

macréfagos J774A.1, estos sobreviven bajo infeccion por lo menos hasta 72 h.

La diferencia significativa entre las 3 y 72 h pudiera asociarse a metabolismo
mitocondrial aumentado y no a proliferacion celular. Esto se deduce en base a lo
observado por Scanlon et al. (2000) quienes demostraron que estos microorganismos
son capaces de inhibir la mitosis celular normal de células Vero E6. El aumento en la
produccién de cristales de formazdn puede ser un indicativo de que una vez
establecida la infeccidon, estos pardsitos pudieran estar forzando al metabolismo
mitocondrial de la célula hospedadora para su propio beneficio (Ronnebdaumer et al.,

2008).
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10.- CONCLUSIONES

La temperatura es un factor determinante en la exposiciéon de estructuras
antigénicas cruciales para la presentacion y procesamiento antigénico de E.

cuniculi.

El método de activacién celular aqui expuesto no compromete el indice
fagocitico en esporas tratadas con formalina al 10% por lo que se concluye

que este factor no es determinante.

La activacion celular con LPS a una concentracion de 50ng/ml produce un

aumento en el nimero de microorganismos ingeridos.

Esa misma activacién produce una disminucién en el numero de
microorganismos hacia las 48 h, pero no se consigue eliminar la infeccién y a
las 72 h aumentan considerablemente aprovechando el metabolismo celular y

beneficiandose de la activacion celular.

E. cuniculi no induce un aumento en la produccion de ON en fases tempranas

de la infeccion y este mecanismo de control resulta ser insuficiente.

La viabilidad celular de macréfagos peritoneales de ratén no se ve
comprometida al desafiarlos con esporas de E. cuniculi por 1o menos hasta las

72 h de infeccion.
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12.- SOLUCIONES

RPMI 1640 con SFBI

Polvo 14.6 g
Antibiético/Antimicotico 11 ml
Bicarbonato de Sodio 2 g
SFBI 50 ml
Agua destilada estéril 950 ml
*Filtrar con poro de 0.22um

DMEM sin SFBI

Polvo 8.3 g
Glucosa 1 g
L-glutamina 0.584 g
Bicarbonato de Sodio 3.7 g
Antibiético/Antimicotico 11 ml
Agua destilada estéril 1000 ml
*Filtrar con poro de 0.22um

PBS 1X

NaCl 8.06 g
KCl 0.22 g
NazHP 04 1.15 g
*Ajustar a pH de 7.5 *Filtrar con poro de 0.22um

Tripsina 1X al 0.5%

Trypsin — EDTA 10X 10 ml
PBS 1X 90 ml
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Tripsina 1X al 0.25%

Tripsina 1X al 0.5% 1 parte
PBS 1X 1 parte
Medio de congelacion para células

SFBI 90 ml
DMSO 10 ml
Antibiético/Antimicotico 1.1 ml
Medio de congelacion para esporas

SFBI 6 ml
DMSO 20 ml
RPMI 1640 74 ml
Acido clorhidrico al 3M

Acido clorhidrico 9.3 ml
Agua ultra pura 90.7 ml
Sulfanilamida

Sulfanilamida 0.9987 g
Acido clorhidrico al 3M 100 ml
NED

Dihidrocloruro de N—1-naftil - etilendiamina 10 g
Agua ultra pura 250 ml
MTT 1mg/ml

MTT 50 mg
PBS 50 ml
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