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RESUMEN 

Introducción. Encephalitozoon cuniculi es hongo intracelular obligado formador de 

esporas perteneciente al Phylum Microsporidia que infecta a roedores y lagomorfos, 

aunque también es reconocido como un patógeno oportunista emergente por su potencial 

zoonótico en individuos inmunocomprometidos. Una de las células con mayor 

participación en el desarrollo de la respuesta inmune ante la infección por E. cuniculi es 

el macrófago. Se ha reportado la capacidad transitoria de macrófagos M1 para eliminar 

eficiente la espora; sin embargo, ésta puede evadir mecanismos efectores y replicarse 

dentro de la célula. Es posible que la espora de E. cuniculi module el fenotipo del 

macrófago hacia uno más permisivo que facilite su supervivencia y propagación. 

Objetivo. Investigar el efecto la espora de E. cuniculi, tanto viable como inactivada, sobre 

macrófagos peritoneales obtenidos a partir de un modelo murino de la infección in vivo y 

polarizados in vitro hacia M1 (iNOS+) o hacia M2 (Arg-1+), con la finalidad de determinar 

una posible función moduladora. Material y métodos. Fueron empleados dos grupos 

experimentales de ratones BALB/c: A) sano negativo a la infección, B) infectado con E. 

cuniculi in vivo. La expresión y presencia de iNOS y Arg-1 fue evaluada en macrófagos 

peritoneales murinos basales (Mφ), activados hacia M1 (IFN-γ+LPS+) o hacia M2 (IL-4+) 

en respuesta al desafío ex vivo con esporas vivas (EV), inactivadas por calor (EIC) e 

inactivadas por formalina (EIF). Resultados. El fenotipo basal predominante en 

macrófagos peritoneales del grupo infectado fue M2. Aunque la polarización in vitro 

causó incrementos diferenciales en iNOS y Arg-1 para los fenotipos M1 y M2, 

respectivamente, el grupo infectado tuvo mayor resistencia a la polarización a M1. El 

desafío ex vivo con la EV incrementó el fenotipo M2 en todas las poblaciones de 

macrófagos, excepto en Mφ del grupo infectado donde se observaron niveles similares de 

los fenotipos M1 y M2. La EIC promovió la repolarización a M2 en macrófagos M1 y el 

mantenimiento del fenotipo M2 en el resto de las poblaciones. En comparación con la EV, 

las presentaciones inactivadas de la espora tuvieron mayor efecto sobre el incremento de 

iNOS, siendo el desafío con la EIF el que resultó en la mayor expresión del fenotipo M1 

a nivel génico. Sin embargo, a nivel proteico M2 fue el fenotipo predominante obtenido 

con ambos desafíos. Conclusiones. Encephalitozoon cuniculi modula el fenotipo del 

macrófago peritoneal murino hacia M2 independientemente del estado previo de infección 
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in vivo y activación in vitro. El fenotipo M2 es mantenido incluso después del desafío con 

esporas vivas, así como con inactivadas tanto por calor como con formalina. 

Palabras clave: arginasa 1, Encephalitozoon cuniculi, iNOS, macrófago, M1, M2 
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ABSTRACT 

Introduction. Encephalitozoon cuniculi is an obligate intracellular, spore-forming fungus 

of the Microsporidia Phylum, infecting namely rodents and lagomorphs, although it is 

considered an emergent opportunistic pathogen of zoonotic potential in 

immunocompromised individuals. One of the most actively participating cells in 

mounting the immune response during E. cuniculi infection is the macrophage. M1 

macrophages have been reported to efficiently, though only transitionally, eliminate the 

spore, which has the ability of evading effector mechanisms and replicating within the 

cell. It is possible that modulation of the macrophage phenotype enables a permissive 

microenvironment for survival and propagation of the spore. Objective. To investigate 

the effect of the E. cuniculi spore, both live and inactivated, on murine peritoneal 

macrophages obtained from an in vivo model of infection and polarized in vitro towards 

M1 (iNOS+) or M2 (Arg-1+) to determine whether modulatory effect exists after challenge 

with the spore. Materials and methods. Two experimental groups of BALB/c mice were 

used: A) negative to infection, B) E. cuniculi-infected in vivo. Expression and presence of 

iNOS and Arg-1 was assessed in basal, M1 (IFN-γ+LPS+) and M2 (IL-4+) murine 

peritoneal macrophages in response to the in vitro challenge with live, heat-inactivated, 

and formalin-inactivated spores. Results. M2 was the predominant phenotype in basal 

peritoneal Mφ of chronically infected mice. Although in vitro polarization resulted in a 

differential increase in iNOS and Arg-1 levels for M1 and M2 cells respectively, Mφ from 

the infected group were more resistant to pro-M1 stimuli. Ex vivo challenging with live 

spores caused an increase in the M2 phenotype in all macrophage populations, except for 

Mφ of the infected group which adopted similar levels of M1 and M2 phenotypes. Heat-

killed spores promoted the repolarization towards M2 in M1 cells and the maintenance of 

the M2 phenotype in all macrophage populations. In comparison with live spores, 

inactivated versions of the spores had a greater effect promoting the M1 phenotype, with 

formalin-killed spores causing the highest expression of iNOS. However, M2 was the 

predominant phenotype at the protein level with either challenge. Conclusions. 

Encephalitozoon cuniculi modulates the phenotype of murine peritoneal macrophages 

towards M2 regardless of previous in vivo infection and in vitro activation. The M2 
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phenotype was maintained even after challenging macrophages ex vivo with live, as well 

as heat- and formalin-killed spores.  

Keywords: arginase 1, Encephalitozoon cuniculi, iNOS, macrophage, M1, M2  
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1. INTRODUCCIÓN 

Encephalitozoon cuniculi es un hongo intracelular obligado formador de esporas, 

perteneciente al Phylum Microspora, el cual infecta principalmente roedores y 

lagomorfos, además de ser un agente zoonótico, oportunista y emergente capaz de generar 

infecciones crónicas predominantemente en hospederos inmunocomprometidos (Didier et 

al., 2014). Actualmente se han identificado cuatro genotipos (I al IV) de E. cuniculi, 

clasificados según el orden y la especie de la que originalmente fueron aislados: conejo, 

ratón, perro y humano (Kotková et al., 2018).  

La infección experimental con E. cuniculi en modelos murinos genera severos granulomas 

en sistema nervioso central, riñón, bazo, hígado, entre otros tejidos, y los síndromes 

desarrollados son similares a aquellos presentados por individuos con inmunodeficiencias 

severas como VIH-SIDA, receptores de trasplantes de órganos o bajo otros estados de 

inmunosupresión (Al-Sadi & Mahmood, 2014; Han et al., 2021). Las reacciones se 

caracterizan por abundantes infiltrados mononucleares en donde los macrófagos tienen   

una participación importante (Rodríguez-Tovar et al., 2016).  

El papel del macrófago es de especial interés durante la infección por E. cuniculi, pues 

una vez que la espora es fagocitada, ésta puede evadir, interferir o modular la respuesta 

inmune innata, lo cual le permite sobrevivir y continuar con su replicación dentro de la 

célula. Este mecanismo de resistencia posiblemente sea clave en la diseminación del 

patógeno hacia otros sistemas y en la persistencia de la infección (Franzen et al., 2004). 

Se ha demostrado que macrófagos clásicamente activados o del fenotipo M1, son capaces 

de eliminar la espora; sin embargo, su efecto fungicida es transitorio (Didier et al., 2010; 

González-Machorro et al., 2019).   

Recientemente se evidenció la capacidad de la infección experimental in vivo y posterior 

desafío ex vivo de macrófagos peritoneales murinos para generar una polarización M1/M2 

balanceada (Holguín-Salas, 2021), pero se desconoce si la espora de Encephalitozoon 

cuniculi ejerce un efecto modulador sobre el fenotipo de macrófagos previamente 

activados hacia M1 o M2. En el presente trabajo se observó que macrófagos peritoneales 

de ratones BALB/c, independientemente de su estado previo de activación (M1, M2 o 
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Mφ), exhibieron una mayor tendencia hacia el fenotipo M2, luego de la infección in vivo 

y posterior desafío in vitro con diferentes versiones de la espora (viva, inactivada por calor 

e inactivada con formalina). Además, la presente investigación constituye la primera 

evidencia del efecto modulador de las esporas de E. cuniculi sobre poblaciones de 

macrófagos peritoneales. 
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1.1. Justificación  

El estudio de los marcadores de macrófagos peritoneales murinos nos permitirá entender 

el papel modulador de las esporas de Encephalitozoon cuniculi durante una infección 

experimental. 

1.2. Hipótesis 

La expresión diferencial de iNOS y Arg1 es modulada por la infección 

por Encephalitozoon cuniculi en macrófagos peritoneales murinos. 

1.3. Objetivo general 

Estudiar el efecto de las diferentes presentaciones de la espora de Encephalitozoon 

cuniculi sobre la modulación de macrófagos peritoneales durante la infección en un 

modelo murino. 

1.4. Objetivos específicos 

1.4.1. Identificar el fenotipo de macrófagos peritoneales de ratones BALB/c. 

1.4.2. Polarizar macrófagos M1 y M2 in vitro. 

1.4.3. Determinar la proporción de macrófagos M1 y M2 como respuesta al efecto 

modulador de la infección. 
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2. LITERATURA REVISADA 

2.1. Encephalitozoon cuniculi 

2.1.1. Antecedentes  

Encephalitozoon cuniculi fue el primer microsporidio reportado en infecciones en 

mamíferos. Originalmente fue aislado de la orina de conejos de laboratorio con encefalitis 

y parálisis motora, cuyas lesiones granulomatosas podían reproducirse al inocular las 

esporas viables en animales sanos (Wright & Craighead, 1922). La nomenclatura 

Encephalitozoon cuniculi, inicialmente propuesta por Levaditi et al. (1923), fue más tarde 

reclasificada dentro del género Nosema, por lo que E. cuniculi pasó a ser nombrado 

Nosema cuniculi (Weiser et al., 1964). Finalmente, en 1971 el análisis ultraestructural de 

la espora permitió consolidar a Encephalitozoon como un género independiente en base a 

sus diferencias morfológicas con otros del Orden Microsporidia (Sprague & Vernick).  

Durante años Encephalitozoon cuniculi se presentó con tasas de seroprevalencia que iban 

de moderadas a altas en colonias de conejos, ratones y otros animales de laboratorio 

(Gannon, 1980). Posteriormente, este agente fue clasificado como zoonótico tras su 

aislamiento a partir de un paciente VIH-SIDA positivo con encefalitozoonosis diseminada 

(DeGroote et al., 1995). También fue la primera especie microsporidiana de origen 

mamífero en ser cultivada exitosamente in vitro, permitiendo su estudio biológico, 

patogénesis y diagnóstico de este y otros miembros de la familia Encephalitozoonidae 

(Han et al., 2019).  

2.1.2. Clasificación 

Actualmente, el Phylum Microspora comprende alrededor de 220 géneros y 1700 especies 

reconocidas como eucariontes unicelulares formadores de esporas, con vida parasítica 

intracelular obligada en hospederos vertebrados e invertebrados (Han et al., 2021). 

Encephalitozoon es el género más incidente en mamíferos, aves y reptiles, dentro del cual 

E. cuniculi permanece como la especie tipo y ha sido identificada principalmente en 

lagomorfos y roedores, además de carnívoros, rumiantes, equinos y primates tanto no 

humanos como humanos (Didier et al., 2014). Encephalitozoon cuniculi es un patógeno 
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zoonótico oportunista y emergente de especial relevancia en individuos 

inmunocomprometidos e inmunocompetentes, siendo uno de los microsporidios con 

mayor incidencia en humanos luego de E. hellem, E. intestinalis y Enterocytozoon 

bieneusi (Hernández Rodríguez et al., 2012). 

La secuenciación del genoma completo de E. cuniculi y consecuentes análisis 

filogenéticos a nivel molecular de éste y otros géneros sugieren una relación entre 

Microspora y los zigomicetos o criptomicetos, por lo que actualmente se les considera 

dentro del reino Fungi (Capella-Gutiérrez et al., 2012; Xiang et al., 2019).  

2.1.3. Estructura de la espora 

La única fase de E. cuniculi con capacidad infectiva y resistente en el medio ambiente es 

la espora madura (Vávra & Larsson, 2014) (Fig. 1). Presenta una morfología piriforme u 

ovoide, con dimensiones de 1 – 2 x 2 – 4 µm aproximadamente. Encephalitozoon spp. 

cuenta con una pared celular trilaminar gruesa (~60 nm) alrededor de la espora, la cual se 

vuelve más fina en su ápice (30 – 35 nm). La capa más externa corresponde a la exospora 

electrodensa de 25 – 30 nm de grosor, compuesta por una matriz proteínica granulo-

fibrosa (Bigliardi et al., 1996). La endospora conforma la capa intermedia electrolúcida 

(30 – 35 nm), constituida por α-quitina y proteínas transmembranales como 

EcEnP2/EcSWP3, quimiorreceptores como EcEnP1 y enzimas con funciones metabólicas 

como la EcCDA (Han et al., 2020). La superficie interna de la endospora está recubierta 

por una membrana plasmática típica envolviendo el esporoplasma, considerada como el 

tercer componente de la pared dado que permanece in situ después de la germinación de 

la espora (Vávra & Larsson, 2014). Al centro del esporoplasma se localiza un núcleo 

delimitado por una doble membrana y sin nucleolos aparentes, que contiene uno de los 

genomas más reducidos y altamente conservados en eucariontes, con sólo 2.9 Mb que 

codifican para cerca de 2,000 proteínas (Pombert et al., 2013). El citoplasma contiene 

otros organelos primitivos como abundantes ribosomas atípicos similares a los de 

procariontes, un aparato de Golgi no apilado que es más prominente durante la fase de 

esporogonia, retículo endoplásmico (RE), mitosomas, componentes del citoesqueleto y 

las principales estructuras asociadas al aparato de infección: el polaroplasto, el filamento 

o tubo polar y la vacuola posterior (Vávra & Larsson, 2014). 
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En los miembros de Microsporidia es característico el aparato de infección conformado 

por un filamento o tubo polar (una vez extruido) cuya función es transferir el material 

genético de la espora al citoplasma de la célula blanco (Franzen, 2005). Mide 100 – 200 

nm de diámetro y puede ir de los 50 a 500 µm de largo. Se localiza adherido al disco de 

anclaje en el ápice y se enrolla de 5 a 7 veces alrededor de la vacuola en E. cuniculi (Xu 

& Weiss, 2005). La proteína del tubo polar 1 (PTP1) es el principal constituyente de esta 

estructura y por su contenido rico en prolina puede aportar mayor fuerza de tensión y 

elasticidad necesaria para la extrusión. PTP1, PTP2 y PTP3 interactúan entre sí para dar 

estructura al tubo polar, mientras que PTP4 se localiza en el extremo libre del mismo 

(Bouzahzah et al., 2010; Han et al., 2017). 
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Figura 1. Diagrama de la espora microsporidiana clásica. Modificado de Franzen, 2005. 

How do microsporidia invade cells? Folia Parasitologica 52: pp. 36-40. 
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2.1.4. Ciclo biológico y patogénesis 

Encephalitozoon cuniculi tiene un ciclo de vida directo, dividido en una fase ambiental 

vegetativa e infectiva y una fase intracelular proliferativa (Latney et al., 2014) (Fig. 2). 

Las principales vías de ingreso al hospedero incluyen la ingesta e inhalación de esporas, 

aunque también se ha reportado la transmisión vertical in utero en ratones, conejos, 

carnívoros, primates y equinos (Baneux & Pognan, 2003; Kotková et al., 2018). Una vez 

dentro del hospedero, la espora germina al encontrarse en proximidad de la célula blanco. 

El tubo polar es rápidamente extruido a una velocidad de ~300 µm/s, por la porción apical 

en respuesta a diversos factores como la presión osmótica, pH, presión iónica, etcétera 

(Jaroenlak et al., 2020). A diferencia de otras especies de Encephalitozoon, E. cuniculi no 

libera el esporoplasma en contacto directo con el citosol, sino dentro de una membrana 

invaginada que posteriormente forma la vacuola o vesícula parasitófora donde completará 

su fase replicativa (Bohne et al., 2011).  

Un mecanismo alterno e indirecto de infección puede ocurrir dentro de fagocitos 

profesionales, como los macrófagos, y no profesionales como líneas celulares de 

enterocitos y fibroblastos (Franzen et al., 2005). Después de ser fagocitada, la espora 

puede inhibir la fusión del fagosoma con el lisosoma para prevenir su acidificación por un 

mecanismo aún desconocido, o extruir el tubo polar antes de que se complete la fusión del 

fagolisosoma, para liberar el esporoplasma en una nueva vesícula cuya matriz mantiene 

un pH neutro (Fasshauer et al., 2005). Esta vía de internalización parece ser al menos 10 

veces más frecuente que la activa (Couzinet et al., 2000). Sin embargo, en macrófagos, la 

mayoría de las esporas no escapan del compartimento lisosomal y son eliminadas 

alrededor de 72 horas después de la internalización (Fischer et al., 2008). 

La membrana de la vesícula parasitófora parece derivar parcialmente del huésped, 

mientras que el resto posiblemente provenga del hongo durante sus fases proliferativas. 

Presenta poros que permiten el paso de moléculas de 3 a10 kDa, facilitando el intercambio 

de metabolitos (Rönnebäumer et al., 2008). Se ha demostrado que se asocia directamente 

con las mitocondrias de la célula hospedera, a través de la unión de una proteína de 

superficie del esporoplasma (SSP1) con la porina mitocondrial VDAC (canal aniónico 

dependiente de voltaje). Estos complejos se concentran alrededor de la vesícula a fin de 
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maximizar el suministro de ATP obtenido directamente de la mitocondria de la célula 

hospedera (Hacker et al., 2014). También existen múltiples transportadores de nucleótidos 

(NTT 1 – 3) asociados a la membrana del meronte que permiten la importación de ATP, 

GTP y NAD+ (Williams et al., 2014).  

Ya sea a través de la vía activa o pasiva, una vez dentro de la vesícula parasitófora el 

meronte atraviesa una fase inicial de crecimiento y mitosis cerrada, seguida de fisión 

binaria para producir merozoitos. Al final de la merogonia, los núcleos son grandes en 

comparación con el citoplasma y aparecen abundantes láminas de RER. Los merozoitos 

pasan a formar esporontes. Durante la esporogonia existe la acumulación progresiva de 

material electrodenso alrededor de la membrana plasmática, que pasará a formar la pared 

celular, y aparecen organelos membranosos como el aparato de Golgi. Los esporontes 

también atraviesan algunas divisiones mitóticas antes de formar esporoblastos. 

Finalmente, los esporoblastos atraviesan una morfogénesis a esporas que serán liberadas 

por lisis de la célula hospedera (Cali & Takvorian, 2014; Vávra & Larsson, 2014). 

La mayoría de las infecciones naturales inician en el epitelio intestinal o respiratorio, dado 

que representan las principales vías de entrada de la espora. Si bien no se ha dilucidado 

por completo el curso de la infección es posible que la consecuente diseminación de la 

espora hacia otros sistemas inicie en el tejido linfoide asociado a mucosas (MALT), dada 

la capacidad del hongo para infectar fagocitos, particularmente macrófagos (Mathews et 

al., 2009). Los órganos con mayor predilección a la infección son encéfalo, riñón, hígado, 

intestino y pulmón, donde se desarrollan lesiones granulomatosas severas. La infección 

generalmente es crónica y asintomática en hospederos inmunocompetentes, mientras que 

individuos inmunocomprometidos pueden existir signos asociados a meningoencefalitis, 

falla renal, enteritis, entre otros menos frecuentes (Al-Sadi & Al-Mahmood, 2014; Didier 

et al., 2014). 

Los animales infectados comienzan a liberar esporas alrededor de 3 – 5 semanas post 

infección, principalmente a través de la orina, aunque las heces son otra fuente de 

contaminación. La diseminación de esporas es intermitente y eventualmente puede cesar 

o reincidir (Künzel & Joachim, 2010).  
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Figura 2. Ciclo biológico de Encephalitozoon spp. 1. Esporas libres en el ambiente. 2. 

Germinación de la espora y formación de la vesícula parasitófora. 3. Merogonia. 4. 

Esporogonia. 5. Lisis celular y liberación de esporas maduras. a. Transmisión horizontal. 

b. Transmisión vertical. Modificado de la CDC, 2019. 
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2.2. Respuesta inmune  

Las infecciones por E. cuniculi se caracterizan por su persistencia, cronicidad y 

diseminación, siendo más severas en hospederos inmunosuprimidos, pero clínicamente 

silenciosas en inmunocompetentes (Jeklová et al., 2020). La respuesta inmune efectiva 

para la eliminación de la infección es predominantemente del tipo Th1. Esto depende 

mayormente de la respuesta celular por linfocitos T CD8+ citotóxicos y citocinas 

proinflamatorias como IFN-γ o IL-12, puesto que la respuesta humoral parece no tiene un 

efecto protector contra el hongo (Khan & Didier, 2004). Por otro lado, la predisposición 

a respuestas tipo Th2 se relacionan con mayor susceptibilidad hacia la infección. Es 

posible que un efecto inmunomodulador, relacionado con citocinas antiinflamatorias 

como la IL-10, tenga como consecuencia el establecimiento de un microambiente 

permisivo para la espora (Matthews et al., 2009).  

Si bien estudios previos han demostrado la importancia de la respuesta adaptativa celular 

en la eliminación de E. cuniculi como patógeno estrictamente intracelular, es también 

relevante el papel de la respuesta inmune innata, especialmente del macrófago, como 

primera línea de defensa previo a la activación de linfocitos T (Pereira et al., 2019).  

2.2.1. Macrófago 

El macrófago es una célula clave como vínculo entre la respuesta inmune innata y la 

adaptativa (Mills, 2012). Pertenece al sistema fagocítico mononuclear (MPS), deriva del 

monocito y posteriormente se diferencia a macrófago en tejido. Está involucrado en el 

reconocimiento, fagocitosis, y eliminación de patógenos, además de la presentación de 

antígenos y la liberación de citocinas necesarias para la activación de linfocitos Th0, tales 

como IL-12 para Th1 o IL-4/IL-13 para Th2, así como de mediadores de defensa como 

óxido nítrico (NO), especies reactivas de oxígeno (ROS) y nitrógeno (RNS) (Oishi et al., 

2016). El macrófago no sólo cumple con una función efectora durante el desarrollo de la 

inflamación, sino que también participa en la modulación de la respuesta inmune, la 

reparación y mantenimiento tisular (Rodríguez et al., 2017).  
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2.2.2. Polarización M1/M2 del macrófago  

La capacidad del macrófago para adquirir diferentes estados funcionales en respuesta a 

los estímulos presentes en su microambiente se denomina plasticidad (Rodríguez et al., 

2017). A cada extremo de este posible continuum se posicionan las células M1, o 

macrófagos clásicamente activados, y M2 o alternativamente activados, las cuales no 

representan subtipos ontogénicamente diferenciados, sino fenotipos funcionales que han 

sido mejor caracterizados in vitro (Yang & Ming, 2014).  

La nomenclatura M1/M2 originalmente derivó de las citocinas Th1 y Th2 asociadas con 

la activación del macrófago hacia el respectivo fenotipo (Muraille et al., 2014). La 

diferenciación del macrófago a células M1 se obtiene bajo la estimulación con citocinas 

tipo Th1 como IFN-γ (activación clásica) solo o en combinación con TNF-α, y/o LPS 

(activación innata) (Italiani & Boraschi, 2014). La estimulación conlleva a la activación 

del inflamasoma y la expresión de un perfil de citocinas proinflamatorias como IL-12, IL-

1β, TNF-α, IL-6 e IFN-β, moléculas efectoras microbicidas como NO, ROS y RNS, 

quimiocinas, moléculas MHC clase II y peptidasas procesadoras de antígeno (Martinez & 

Gordon, 2014). 

La clasificación de células M2 se aplica genéricamente a macrófagos alternativamente 

activados, antiinflamatorios y de reparación tisular, por lo que se han descrito tres 

subdivisiones en base a los diferentes programas de activación obtenidos in vitro. Las 

células M2a se activan a través de la estimulación con las citocinas tipo Th2 IL-4 e IL-3 

(activación alternativa), y responden expresando mayor actividad de arginasa 1 (Arg-1). 

El fenotipo M2b ocurre por la co-estimulación de FcγRs por complejos inmunes y de 

TLRs por PAMPs. Al fenotipo M2c también se le denomina estado de desactivación, y 

resulta de la estimulación con IL-10, TGF-β o glucocorticoides (Mills et al., 2012; 

Martinez & Gordon, 2014). 

Las células M1/M2 presentan una tendencia diferencial para metabolizar la L-arginina, ya 

sea hacia la producción de NO por M1 o hacia la síntesis de ornitina y poliaminas por M2 

(Rath et al., 2014) (Fig. 3). Las enzimas óxido nítrico sintasa inducible (iNOS) y Arg-1 
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son las involucradas en estas vías catabólicas en el macrófago, por lo que se consideran 

marcadores prototípicos de los fenotipos M1/M2, respectivamente (Jablonski et al., 2015). 

2.2.3. Vía de la enzima óxido nítrico sintasa inducible 

La familia de las enzimas óxido nítrico sintasas (NOS) se conforma por 3 isoenzimas: 

neural (nNOS o NOS1), inducible (iNOS o NOS2) y endotelial (eNOS o NOS3), las cuales 

difieren en distribución y capacidad sintética, pero comparten una estructura 

homodimérica y catalizan la incorporación del óxido molecular y nitrógeno a partir de L-

arginina, liberando NO y generando citrulina como subproducto. La isoenzima iNOS (131 

kDa) puede ser inducida en el macrófago por múltiples estímulos proinflamatorios hacia 

el fenotipo M1, dado que la producción de NO es uno de los mecanismos de defensa 

durante la respuesta microbicida, tumoricida y fungicida (Rath et al., 2014).  

La expresión de iNOS es inducida por una serie de citocinas proinflamatorias, típicamente 

IFN-γ y TNF-α, por sí solos o en combinación con productos microbianos como el LPS. 

Tanto IFN-γ como TNF-α pueden ser producidas por el macrófago y actuar de manera 

autócrina a través de la activación de sus respectivos receptores, IFNR1-IFNR2 y TNFR1. 

El complejo IFNR1-IFNR2 activa una vía de señalización dependiente de JAK1-

2/STAT1, mientras que TNFR1 utiliza la vía de las MAP quinasas, la cual resulta en la 

translocación del factor de transcripción NF-κβ al núcleo. Ambas vías promueven la 

expresión de iNOS y otros genes codificantes para IL-1β, IL-6, TNF-α, entre otras 

(Rodriguez et al., 2017; Huang et al., 2018). 

2.2.4. Vía de la enzima arginasa 1 

Existen dos isoenzimas para arginasa, la Arg-1 (35 kDa) o citosólica, y la Arg-2 o 

mitocondrial, a pesar de ser codificadas por diferentes genes, ambas catalizan la hidrólisis 

de L-arginina a L-ornitina y urea. La función de Arg-2 en el macrófago durante la 

respuesta inflamatoria aún no está bien definida, mientras que Arg-1 es uno de los 

indicadores más característicos del fenotipo M2 durante respuestas antiinflamatorias o de 

reparación tisular (Yang & Ming, 2014).  
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La expresión de Arg-1 en el macrófago es estimulada por IL-4 e IL-13, cuyos efectos son 

mediados por un complejo sistema de receptores, como el IL-4Rα/γc y el IL-13Rα1. La 

subunidad γc del IL-4R activa a la tirosina-quinasa JAK3, mientras que IL-13Rα1 activa 

a TYK2 y JAK2. Las tirosina-quinasas activadas por ambas vías median la fosforilación 

de STAT6, que se dimeriza y transloca al núcleo, donde se une a promotores de genes 

responsivos a IL-4/IL-13, como Arg-1, Ym1, FIZZ1, entre otros (Oh et al., 2010).  

Como producto del metabolismo de la arginina, la ornitina sirve como sustrato para la 

síntesis de poliaminas, que a su vez regulan la replicación del ADN, traducción de 

proteínas, crecimiento y diferenciación celular. La ornitina también es el precursor para la 

síntesis de prolina, necesaria para la producción de colágeno durante la deposición de 

tejido (Rath et al., 2014). Además de su función promotora en la regeneración tisular, los 

macrófagos M2 pueden ejercer un efecto antiinflamatorio mediante la depleción de 

arginina biodisponible para iNOS, así como la supresión de la activación de linfocitos T 

por deficiencia de arginina (Rőszer, 2015). Por otro lado, citocinas producidas por células 

M2 como IL-10 y TGF-β son potentes supresores de la expresión de iNOS (Rodriguez et 

al., 2017).  
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Figura 3. Metabolismo diferencial de la arginina vía iNOS o Arg-1 en macrófagos M1/M2 

y sus consecuencias funcionales. Modificado de Rath et al., 2014. Metabolism via 

arginase or nitric oxide synthase: two competing arginine pathways in macrophages. 

Frontiers in Immunology, 5(532): pp. 1-10. 

 

  



   
 

36 

 

2.2.5. Marcadores de macrófagos M1/M2 

Las células M1 expresan iNOS como marcador intracelular primario del fenotipo 

proinflamatorio, promovido por LPS, IFN-γ, TNF-α o factor estimulante de colonias de 

granulocitos-macrófagos (GM-CSF). Los marcadores de superficie de macrófagos 

clásicamente activados incluyen TLR-2, TLR-4, CD80, CD86 y CD69 (Rex et al., 2016). 

Los factores de transcripción NF-κβ y factores reguladores de IFN 3 y 5 (IRF3 e IRF5) 

son activados en respuesta a IFN-γ, TNF-α o LPS, y resultan en la expresión de citocinas 

proinflamatorias como IL-1β, IL-6, IL-12 y TNF-α, además de quimiocinas como CCL2 

y CXCL10, entre otras (Martinez & Gordon, 2014).  

Las subpoblaciones de macrófagos M2 (M2a, M2b, M2c) se caracterizan por la expresión 

de Arg-1 en respuesta a la estimulación con IL-4 e/o IL-13. Los marcadores de superficie 

de estos subtipos con mayores niveles de expresión son el receptor de manosa CD206, el 

receptor tipo scavenger CD163, FIZZ1, Ym1, entre otros (Rex et al., 2016). STAT6 es el 

factor de transcripción más relacionado con la expresión de genes responsivos a IL-4/IL-

13 (Oh et al., 2010). El IFN-γ también puede estimular la polarización al fenotipo M2 en 

una vía dependiente de IL-4 que activa IRF4 (Oishi et al., 2016). El panel de citocinas de 

macrófagos M2 incluye altos niveles de IL-10 y TGF-β, aunque IL-4, IL-13, IL-1, IL-6, 

IL-12 y TNF-α también pueden ser expresados a diferente grado según la subpoblación 

(De-Sousa et al., 2019). 

2.3. Identificación de los fenotipos M1/M2  

La proporción de macrófagos M1/M2 se mantiene altamente regulada bajo condiciones 

normales, mientras que alteraciones en este balance han demostrado ser determinantes en 

el desarrollo y resolución de la inflamación (Parisi et al., 2018). Es posible monitorear la 

polarización, cambio o modulación del fenotipo del macrófago a través de la expresión de 

los marcadores canónicos iNOS (M1) y Arg-1 (M2), ya sea a nivel de mRNA o proteína 

(Atri et al., 2018), tal como se ha realizado para el estudio de diversas infecciones por 

patógenos intracelulares del macrófago. Por ejemplo, la infección con Mycobacterium 

tuberculosis induce la polarización del macrófago hacia el fenotipo M1, aunque éste es 

gradualmente modulado hacia M2 in vitro (Huang et al. 2015). Estas variaciones en el 
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fenotipo del macrófago también son observadas en el granuloma, en el cual existen 

regiones estratificadas donde la predominancia del fenotipo M1 (iNOS+) se correlaciona 

con mayor actividad microbicida y carga bacteriana, mientras que regiones mayormente 

M2 (Arg-1+) tienen una función antinflamatoria y posiblemente limitante de la respuesta 

M1 (Mattila et al., 2015). Toxoplasma gondii es otro patógeno intracelular que puede 

sobrevivir dentro del macrófago a través de la modulación del fenotipo. En macrófagos 

murinos, T. gondii induce mayor expresión de Arg-1, que compite con iNOS por arginina 

y en consecuencia reduce la producción de NO, una molécula necesaria para la 

eliminación del parásito. El efecto contrario se ha observado en macrófagos humanos 

infectados con cepas de alta virulencia, en las cuales la expresión de iNOS actúa como 

factor pro-Toxoplasma y es promovida por el parásito (Bando et al., 2018; Zhu et al., 

2019). Durante la infección con el hongo intracelular facultativo Cryptococcus 

neoformans, el estado de polarización del macrófago también se ve alterado. Inicialmente 

el macrófago adopta un fenotipo M1 (iNOS+) que predomina durante varias semanas, pero 

éste es eventualmente reemplazado por el fenotipo M2. Esta capacidad de repolarización 

también fue independiente del fenotipo inicial establecido in vitro (Davis et al., 2013).  

Si bien el estudio de iNOS/Arg-1 en macrófagos no había sido explorado en contexto de 

la infección con Encephalitozoon cuniculi sino hasta recientemente (Holguín-Salas, 

2021), algunos autores han reportado la presencia de otros marcadores tipo-M1 y tipo-M2 

en respuesta a la infección in vitro (Pereira et al., 2019; Dalboni et al., 2021). 

En monocitos derivados de sangre periférica (PBMC), el desafío con la espora viva de 

Encephalitozoon cuniculi condujo al incremento en la expresión de una variedad de 

marcadores asociados al fenotipo M1, como TLR-2 y TLR-4, el factor transcripcional NF-

κβ, citocinas como TNF-α, IFN-γ, IL-8, IL-12; y quimiocinas como CCL2, CCL3, CCL4, 

CCL5, CXCL1, CXCL5, CXCL8 (Fischer et al., 2007; Fischer et al., 2008). Sin embargo, 

la fagocitosis de la espora no promueve un incremento significativo de NO en PBMC 

(Franzen et al., 2005). En macrófagos murinos se ha demostrado que la activación con los 

estímulos pro-M1 LPS e/o IFN-γ previo al desafío promueve la eliminación eficiente de 

la espora de E. cuniculi, por mecanismos aparentemente dependientes de RNS más que 

de NO (Didier et al., 2010; González-Machorro et al., 2019). 
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Por otro lado, marcadores típicamente M2 también han sido reportados durante la 

infección con Encephalitozoon cuniculi. En PBMC, IL-10 es altamente expresada durante 

las primeras 24 – 48 horas después de la fagocitosis de la espora, en niveles incluso 

mayores que los de TNF-α e IFN-γ (Franzen et al., 2005). Un efecto similar se ha 

observado en macrófagos murinos peritoneales y derivados de médula ósea (BMDM), en 

los cuales, además de la elevada producción de IL-10, también existió una alta expresión 

del receptor de manosa CD206 durante la respuesta temprana a la infección (Pereira et al., 

2019; Dalboni et al., 2021).  

Recientemente, un estudio sobre la infección experimental con Encephalitozoon cuniculi 

en la cepa murina BALB/c (Th2-dominante) resultó en mayor producción de Arg-1 en 

macrófagos peritoneales. Sin embargo, al desafiar a estas poblaciones de macrófagos con 

la espora viable ex vivo, la respuesta observada se mantuvo balanceada entre M1 y M2, 

contrario a la respuesta M1-dominante caracterizada por mejor eficiencia esporicida 

(Holguín-Salas, 2021). En conjunto, estos hallazgos sugieren que E. cuniculi podría 

modular el fenotipo del macrófago hacia uno que favorezca su supervivencia y el 

establecimiento de la infección, pero la evidencia experimental para sustentar esta 

posibilidad aún es escasa. 
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3. MATERIAL Y MÉTODOS 

 

3.1. Animales y diseño experimental 

Ratones de la cepa BALB/c de 6 semanas de edad aproximadamente, de ambos sexos y 

clínicamente sanos, fueron adquiridos (Círculo ADN S.A. de S.V., CDMX, México). Los 

animales fueron alojados en las instalaciones de la FMVZ-UANL, a 22±1 °C con ciclos 

de luz/oscuridad de 12 horas, con dieta comercial de mantenimiento (LabDiet® 5001, 

Missuri, USA) y agua ad libitum. El total de animales fue dividido en dos grupos: A) 

infectado experimentalmente con de Encephalitozoon cuniculi (n=7) y B) control sano 

negativo a la infección (n=7). Los ratones del grupo A recibieron per os (PO) 106 esporas 

vivas diluidas en 1 ml de solución tamponada con fosfatos (PBS) (pH 7.4), mientras que 

al grupo B se le administró únicamente 1 ml de PBS, utilizando un catéter de calibre 24G 

como sonda orogástrica. Al día 30 posterior a la administración del inóculo, las células de 

exudado peritoneal (PEC) fueron aisladas (ver 3.1.1). Todos los procedimientos se 

llevaron a cabo acatando la normativa mexicana vigente (NOM-062-ZOO-1999) y bajo la 

aprobación del Comité de Bioética y Bienestar de la FMVZ-UANL (Dictamen 12/2020). 

3.1.1. Aislamiento de macrófagos peritoneales 

Al día 30 post inoculación, cada ratón recibió por vía IP 1 ml de RPMI 1640 suplementado 

con 5% SFB (Gibco, EUA), 1% antibiótico y antimicótico (Sigma-Aldrich, EUA). Luego 

de 20 minutos de la inyección del medio, Luego de 20 minutos de la inyección del medio, 

los animales fueron insensibilizados mediante dislocación cervical y posteriormente 

exanguinados para producir la eutanasia. El ratón fue rociado con etanol al 70% y la 

extracción de PEC fue realizada junto a un mechero de Bunsen a fin de mantener una 

atmósfera estéril. Una vez diseccionada la cavidad abdominal, pero sin escindir el 

peritoneo, 5 ml más de medio nuevo fueron introducidos a la cavidad utilizando un catéter 

de calibre 24G. Luego de masajear gentilmente la cavidad peritoneal para facilitar el 

desprendimiento de las células, el medio de cultivo fue depositado en un tubo de 50 ml 

para centrífuga, mismo que se mantuvo a 4 °C. Dos lavados peritoneales fueron realizados 

por ratón, y con el medio recolectado se obtuvo un pool de células por grupo experimental. 
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Las células obtenidas fueron contabilizadas en una cámara de Neubauer (Marienfeld 

Superior, Alemania), utilizando una tinción vital de azul de tripano (Sigma-Aldrich, EUA) 

en razón 1:1 (v/v). Los pools de PEC se centrifugaron a 200 xg por 10 minutos a 4°C. El 

sobrenadante fue removido y las células fueron resuspendidas en nuevo RPMI 1640 a las 

concentraciones finales necesarias para su siembra en microcámaras de 8 pozos o 

microplacas de 6 pozos. Las células fueron incubadas por 24 horas a 37 °C en una 

atmósfera con 5% de CO2 (Forma™ Series II Water Jacket Incubator, Thermo Scientific, 

EUA), para permitir la adhesión completa de los macrófagos peritoneales, previo al inicio 

de los tratamientos ex vivo. Posteriormente las células no adherentes fueron removidas 

tras un lavado con PBS.  

3.2. Esporas de Encephalitozoon cuniculi 

Las esporas de E. cuniculi, cepa CDC:V283 (ATCC® 50789TM), fueron obtenidas 

mediante previa propagación en la línea celular Vero E6 (ATCC® CCL-81). Para ello, 

monocapas con el 80 – 90% de confluencia fueron infectadas a una razón célula:espora 

de 1:10, y los cultivos fueron mantenidos en RPMI 1640 suplementado con 10% SFB, 1% 

antibiótico y antimicótico (Sigma-Aldrich, EUA), en una incubadora a 37°C y una 

atmósfera con 5% CO2. La cosecha de esporas se realizó a las 3 semanas post-infección, 

cuando los cultivos presentaron un índice de infección del 90 – 100%. De acuerdo con lo 

descrito por González-Machorro et al., 2019, las esporas viables obtenidas fueron 

suspendidas en PBS y almacenadas a 4 °C hasta su uso. Dos versiones de esporas 

inactivadas adicionales fueron preparadas para los desafíos ex vivo: inactivadas por calor 

(EIC) e inactivadas con formalina (EIF). Para obtener EIC, esporas viables diluidas en 

PBS se incubaron a 90 °C por 30 minutos en un AccuBlockTM (Labnet International, 

USA). Para las EIF, esporas viables fueron fijadas con formalina neutra tamponada (NBF) 

al 10% durante 30 minutos, luego éstas se centrifugaron a 1500 xg por 30 min para 

descartar el fijador y realizar tres lavados más con PBS por centrifugación y decantación. 

Todas las versiones de la espora se preservaron en PBS en refrigeración a 4 °C hasta su 

uso.  
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3.3. Activación de macrófagos y desafíos ex vivo 

Para obtener células M1, los macrófagos peritoneales recibieron un co-estímulo con 100 

ng/ml de LPS (Escherichia coli O111:B4, L4391, Sigma-Aldrich, EUA) y 20 ng/ml de 

IFN-γ (Mouse Interferon-gamma, recombinant, 22060589 bioPLUS™, BioWorld, EUA) 

durante 24 horas. Alternativamente, las células M2 fueron activadas utilizando 20 ng/ml 

de IL-4 (Recombinant mouse IL-4 protein, ab9729, Abcam, EUA) durante 24 horas, según 

lo descrito por Martinez et al. (2015). Macrófagos sin estimulación previa a los desafíos 

fueron conservados como controles basales (Mφ). Posterior al periodo de activación, los 

estímulos fueron removidos y todas las poblaciones de macrófagos fueron desafiadas con 

esporas vivas (EV), EIC y EIF a una razón de espora a célula de 10:1, además de PBS 

como control negativo al desafío, durante 72 horas (Tabla 1).  
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 M1 M2 Mφ 

E
st

ím
u

lo
 

(2
4
 h

) 

100 ng/ml LPS 

20 ng/ml IFN-γ 
20 ng IL4 Ninguno 

D
es

a
fí

o
 

(7
2
 h

) 

106 esporas vivas 

106 esporas inactivadas por calor 

106 esporas inactivadas con formalina 

Control negativo (PBS) 

 

Tabla 1. Tratamientos para la activación y desafío ex vivo de macrófagos peritoneales de 

los grupos experimentales clínicamente sano e infectado in vivo. 

 

 

  



   
 

43 

 

3.4. Detección de iNOS y Arg-1 

3.4.1. Inmunocitofluorescencia indirecta 

Para la detección de iNOS y Arg-1 por IFA, se utilizaron 1.5 x 104 células por pozo 

incubadas en microcámaras de 8 pozos. Una vez finalizados los tratamientos ex vivo, se 

retiró el medio de cultivo y las células recibieron dos lavados con PBS. A continuación, 

se realizó la fijación con metanol absoluto a 4 °C por 20 minutos, seguida de la 

permeabilización con PBS-Triton X 0.1% (PBST). Los sitios de unión inespecífica fueron 

bloqueados con suero de caballo al 10% diluido en PBST, durante 1 hora a temperatura 

ambiente. En seguida se realizó la incubación con anticuerpos monoclonales primarios 

contra iNOS (Mouse mAb anti-iNOS, ab210823, Abcam, UK) y Arg-1 (Rabbit mAb 

antiARG1, ab91279, Abcam, UK) a 4 °C durante toda una noche. Al día siguiente, luego 

de dos lavados con PBST, las laminillas fueron incubadas con anticuerpo secundario de 

cabra anti-IgG de ratón conjugado (ab150117, Alexa Fluor® 488, Abcam, UK) y anti-IgG 

de conejo conjugado (ab150088, Alexa Fluor® 594, Abcam, UK), a temperatura ambiente 

por 2 horas, y después lavadas con PBS. Finalmente, se removieron las microcámaras y 

las laminillas se montaron utilizando un medio con DAPI (4’6-diamidino-2-phenylindole) 

(Vectashield®, Abcam, UK) para la contratinción de núcleos. La visualización de los 

campos se llevó a cabo con un microscopio de epifluorescencia (DM1000, Leica 

Microsystems, USA). La captura de imágenes se realizó a través del programa QCapture 

Pro 7TM (Teledyne Photometrics, USA), utilizando 10 segundos de exposición para ambos 

marcadores. Posteriormente, la intensidad de fluorescencia media (MFI) para cada 

marcador fue calculada en el programa ImageJ, versión 1.8.0_172 (NIH, USA) realizando 

conteos de 100 células por tratamiento por triplicado. 

3.4.2. Extracción de ARN 

El medio de cultivo fue retirado y se procedió a realizar dos lavados con PBS. Un total de 

2 x 105 células por tratamiento fueron lisadas utilizando 1 ml de TRIzolTM Reagent 

(InvitrogenTM, Thermo Fisher Scientific, USA) a temperatura ambiente. Los lisados se 

transfirieron a tubos de microcentrífuga de 1.5 ml y se homogeneizaron mediante pipeteo. 

A cada muestra se le agregaron 200 µl de cloroformo frío. Los tubos fueron centrifugados 

a 12000 xg por 15 minutos a 4 °C para la separación de fases. La fase acuosa fue 



   
 

44 

 

transferida a un tubo nuevo, al cual se agregaron 500 µl de isopropanol frío, seguido de 

una incubación a temperatura ambiente de 10 minutos y una centrifugación a 12000 xg 

por 10 minutos a 4 °C para la precipitación del ARN total. El precipitado recibió una serie 

de lavados con etanol al 75%, agitación y centrifugación a 7500 xg por 5 minutos a 4°C. 

Finalmente, el pellet fue secado a 37 °C por 20 minutos, y posteriormente resuspendido 

en 30 µl de agua libre de nucleasas. El ARN total obtenido fue cuantificado por 

espectrofotometría (Epoch Microplate Spectrophotometer, Agilent BioTek, EUA). 

3.4.3. Transcripción reversa  

La síntesis de ADN complementario (cADN) se realizó a partir de 75 ng de RNA total por 

reacción de 20 µl. Para la retrotranscripción fue utilizado un kit comercialmente 

disponible con transcriptasa reversa, primer Oligo(Dt)15, dNTPs y MgCl2 (GoScript® 

Reverse Transcription Mix, Oligo(dT)). La mezcla fue incubada a 25 °C por 5 minutos 

(alineación), 42 °C por 1 hora (extensión) y finalmente a 70 °C por 15 minutos para la 

inactivación de la enzima. El cADN obtenido fue cuantificado por espectrofotometría y la 

concentración final se ajustó a 100 ng/µl. Las muestras fueron almacenadas a -20 °C hasta 

su uso. 

3.4.4. PCR en tiempo real 

La expresión de Nos y Arg1, así como de Actb como gen normalizador, fue cuantificada 

utilizando ensayos de sondas de hidrólisis prediseñados (PrimeTime® Mini qPCR Assay, 

Mm.PT.58.43705194, Mm.PT.58.8651372 y Mm.PT.39a.22214849, respectivamente) y 

un kit de qPCR con máster mix que contenía DNA polimerasa, MgCl2, dNTPs, buffer de 

reacción, y colorante CXR de referencia (GoTaq® Probe qPCR, Promega). A cada 

reacción fueron agregados 100 ng de cADN y se aforó el volumen con agua libre de 

nucleasas a 20 µl por reacción.  

Las condiciones para amplificación fueron las mismas para todos los genes de interés, las 

cuales consistieron en 1 ciclo de preincubación a 52 °C por 2 minutos, seguido de 40 ciclos 

de desnaturalización a 95 °C por 10 minutos, hibridación a 95 °C por 15 segundos y 

extensión a 60 °C por 45 s, en un termociclador 7500 Real Time PCR System (Applied 
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Biosystems, EUA). La expresión génica fue calculada usando el método comparativo de 

∆∆Ct y los resultados se reportan como la diferencia de transcripción relativa a la muestra 

control (Mφ de ratones no infectados). 

3.5. Detección de esporas en orina y heces con Calcoflúor White 

Muestras de orina fueron recolectadas en un pool por cada grupo experimental, las cuales 

se conservaron a -20 °C hasta su uso. También se obtuvieron muestras de heces por cada 

grupo; éstas fueron fijadas en NBF al 10% y almacenadas a temperatura ambiente hasta 

su uso. Tanto para el análisis urológico como coprológico el protocolo de tinción con 

Calcoflúor White (CW) fue el mismo. Cada pool fue homogeneizado y utilizando un asa 

bacteriológica esterilizada por calor, se tomó una muestra del contenido para realizar un 

frotis sobre un portaobjetos. Los frotis fueron fijados por calor usando un mechero de 

Bunsen. Posteriormente, las laminillas fueron sumergidas en metanol absoluto por 10 – 

20 segundos. Luego del secado a temperatura ambiente, cada frotis fue cubierto con CW 

utilizando una pipeta Pasteur. La incubación con la tinción se realizó por 5 minutos, 

seguida de lavados gentiles con agua destilada. Los frotis fueron secados a temperatura 

ambiente y montados con resina. Las muestras se analizaron en un microscopio de 

epifluorescencia (Axiostar Plus, Carl Zeiss Inc., Alemania) a 100X para la detección de 

esporas.  

3.6. Análisis estadístico 

Los datos obtenidos a partir de la cuantificación de expresión génica relativa, así como de 

intensidad media de fluorescencia (MFI), fueron analizados a través de un ANOVA por 

Diseño Factorial con comparación de medias de Tukey, con un nivel de significancia de 

0.05, en el programa Minitab® ver. 17.1 (Minitab Inc., EUA). 
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4. RESULTADOS 

4.1. Confirmación del modelo de infección murino 

En las muestras de orina, procesadas con CW, del grupo clínicamente sano no se 

observaron estructuras correspondientes a esporas (Fig. 4). Por lo tanto, el grupo se 

consideró negativo a E. cuniculi a los 30 días posteriores al inicio del estudio. Por otro 

lado, en el grupo infectado por 30 días, esporas de morfología ovoide se observaron de 

color azul por fluorescencia sobre un fondo oscuro en muestras de orina teñidas con CW. 

Éstas tenían dimensiones de alrededor de 1 – 2 µm de largo por 0.5 – 1 µm ancho (Fig. 

5).  
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Figura 4. Frotis de orina de ratones del grupo sano. No se observan esporas de 

Encephalitozoon cuniculi. Tinción Calcoflúor White. 100X. Barra = 5 µm. 
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Figura 5. Esporas de Encephalitozoon cuniculi en frotis de orina de ratones del grupo 

infectado. Se observan esporas ovoides fluorescentes (flechas) sobre un fondo oscuro. 

Tinción Calcoflúor White. 100X. Barra = 5 µm. 
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4.2. Detección de iNOS y Arg-1 

4.2.1. Inmunocitofluorescencia indirecta 

4.2.1.1. Grupo sano 

4.2.1.1.1. Efecto de los desafíos con la espora sobre Mφ 

Los macrófagos que no fueron desafiados con ninguna versión de la espora mantuvieron 

un fenotipo compatible con M2 por la inmunopositividad única al marcador Arg-1 en la 

mayoría de las células La morfología de estos macrófagos era alargada o fusiforme, 

aunque en algunos casos no se apreciaron proyecciones del citoplasma (Fig. 6). La 

predominancia del fenotipo M2 también fue observada en los Mφ desafiados con la espora 

viva de E. cuniculi, pero con menor intensidad que el control sin desafío. En algunos 

campos se observó un resultado positivo para iNOS y Arg-1 en la misma célula, indicando 

un posible estado transitorio entre M1 y M2. Morfológicamente estas células adoptaron 

una conformación redonda y extendida luego del desafío (Fig. 7). El desafío con EIC 

generó un estado de activación para M2 similar a la EV en intensidad de fluorescencia 

para Arg-1, sin embargo, con EIC se observó una mayor cantidad de células 

inmunopositivas a ambos marcadores, además de células que no presentaban un estado de 

polarización M1 o M2 detectable. Los macrófagos, mayormente M2-positivos, tuvieron 

una morfología más extendida que aquellos en transición o sin un estado de polarización 

M1/M2 aparente (Fig. 8). En los macrófagos desafiados con EIF predominó el fenotipo 

M2, aunque también se detectó un estado transitorio M1/M2, además de algunas células 

sin positividad a cualquiera de los marcadores. La morfología de las células M2 fue 

extendida y ocasionalmente fusiforme (Fig. 9). 
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Figura 6. Macrófagos basales del grupo clínicamente sano, sin desafío ex vivo con esporas 

de Encephalitozoon cuniculi. IFA. Superposición del marcaje anti-iNOS (verde) y anti-

Arg-1 (rojo); tinción con DAPI para núcleos (azul). 40X. Barra = 20 µm. 
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Figura 7. Macrófagos basales del grupo clínicamente sano, desafiados ex vivo con esporas 

vivas de Encephalitozoon cuniculi. IFA. Superposición del marcaje anti-iNOS (verde) y 

anti-Arg-1 (rojo); tinción con DAPI para núcleos (azul). 40X. Barra = 20 µm. 
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Figura 8. Macrófagos basales del grupo clínicamente sano, desafiados ex vivo con esporas 

de Encephalitozoon cuniculi inactivadas por calor. IFA. Superposición del marcaje anti-

iNOS (verde) y anti-Arg-1 (rojo); tinción con DAPI para núcleos (azul). 40X. Barra = 20 

µm. 
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Figura 9. Macrófagos basales del grupo clínicamente sano, desafiados ex vivo con esporas 

de Encephalitozoon cuniculi inactivadas con formalina. IFA. Superposición del marcaje 

anti-iNOS (verde) y anti-Arg-1 (rojo); tinción con DAPI para núcleos (azul). 40X. Barra 

= 20 µm. 
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La intensidad media de fluorescencia (MFI) de Arg-1 fue mayor (P<0.05) en los Mφ sin 

estimulación (50.77 MFI), siendo menor (P<0.05 en los macrófagos desafiados con EIC 

(P<0.05). La positividad para Arg-1 fue significativamente mayor (P<0.05) que la de 

iNOS en todos los desafíos (P<0.05). La MFI para iNOS fue más elevada en ausencia de 

desafío, pero disminuyó en el desafío con EIC (P<0.05). No hubo ninguna diferencia 

significativa (P>0.05) entre la MFI de los desafíos con EIC y EIF para Arg-1 ni iNOS 

(Fig. 10). 
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Figura 10. Efecto de los desafíos con las diferentes presentaciones antigénicas de la 

espora de Encephalitozoon cuniculi sobre la MFI de iNOS y Arg-1 en macrófagos 

basales de ratones clínicamente sanos. Los datos se expresan en unidades arbitrarias de 

intensidad de fluorescencia media (MFI). Las barras que no comparten la misma literal 

son estadísticamente diferentes (P<0.05). a-b señalan medias para el mismo marcador 

dentro del grupo experimental. A-C señalan medias para el mismo marcador entre grupos.  
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4.2.1.1.2. Efecto de los desafíos con la espora sobre macrófagos M1 

Los macrófagos peritoneales estimulados inicialmente in vitro para el fenotipo M1 (IFN-

γ+LPS) presentaron una disminuida o nula positividad para iNOS, incluso cuando se 

expusieron a todos los desafíos. Los macrófagos M1 control sin espora retornaron a un 

fenotipo M2, similar a lo observado en Mφ (sin activación M1 previa), o en algunos casos 

dejaron que presentar positividad tanto a iNOS como a Arg-1, con una morfología redonda 

o extendida (Fig. 11). Con el desafío con EV, no se detectó un incremento en la positividad 

a iNOS ni Arg-1, sino que la intensidad de la señal para ambos marcadores fue menor a 

la observada en el control sin desafío, por lo que estas células no expresaron un fenotipo 

polarizado hacia M1 o M2 (Fig. 12). El desafío con EIC mostró ligeramente mayor 

positividad M2, con una morfología más extendida (Fig. 13). Los macrófagos M1 

desafiados con EIF presentaron un mayor número de células inmunopositivas a Arg-1, y 

con leve positividad a iNOS. Estas células predominantemente M2 presentaban una 

morfología extendida (Fig. 14). 
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Figura 11. Macrófagos M1 del grupo clínicamente sano, sin desafío ex vivo con esporas 

de Encephalitozoon cuniculi. IFA. Superposición del marcaje anti-iNOS (verde) y anti-

Arg-1 (rojo); tinción con DAPI para núcleos (azul). 40X. Barra = 20 µm. 
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Figura 12. Macrófagos M1 del grupo clínicamente sano, desafiados ex vivo con esporas 

vivas de Encephalitozoon cuniculi. IFA. Superposición del marcaje anti-iNOS (verde) y 

anti-Arg-1 (rojo); tinción con DAPI para núcleos (azul). 40X. Barra = 20 µm. 

  



   
 

59 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13. Macrófagos M1 del grupo clínicamente sano, desafiados ex vivo con esporas 

de Encephalitozoon cuniculi inactivadas por calor. IFA. Superposición del marcaje anti-

iNOS (verde) y anti-Arg-1 (rojo); tinción con DAPI para núcleos (azul). 40X. Barra = 20 

µm. 
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Figura 14. Macrófagos M1 del grupo clínicamente sano, desafiados con esporas de 

Encephalitozoon cuniculi inactivadas con formalina. IFA. Superposición del marcaje anti-

iNOS (verde) y anti-Arg-1 (rojo); tinción con DAPI para núcleos (azul). 40X. Barra = 20 

µm. 
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En la figura 15 se muestran los valores de MFI para cada desafío en macrófagos 

previamente estimulados hacia M1. La intensidad de la señal para Arg-1 fue 

significativamente mayor (P<0.05) a la obtenida para iNOS en todos los desafíos 

(P<0.05), por lo que el fenotipo predominante detectado por IFA fue M2. La mayor 

intensidad (P<0.05) para Arg-1 se obtuvo en macrófagos sin desafío con la espora (29.38 

MFI), mientras que la menor fue correspondiente al desafío con EV (15.17 MFI). En el 

caso de iNOS, la MFI más alta (P<0.05) correspondió al desafío con EIC (13.50 MFI).  
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Figura 15. Efecto de los desafíos con las diferentes presentaciones antigénicas de la 

espora de Encephalitozoon cuniculi sobre la MFI de iNOS y Arg-1 en macrófagos M1 

de ratones clínicamente sanos. Los datos se expresan en unidades arbitrarias de 

intensidad de fluorescencia media (MFI). Las barras que no comparten la misma literal 

son estadísticamente diferentes (P<0.05). a-c señalan medias para el mismo marcador 

dentro del grupo experimental. A-E señalan medias para el mismo marcador entre grupos. 
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4.2.1.1.3. Efecto de los desafíos con la espora sobre macrófagos M2 

La estimulación para el fenotipo M2 (+IL-4) en macrófagos peritoneales resultó en una 

elevada señal para Arg-1. La morfología fue fusiforme o extendida, la cual se conservó 

después de 72 horas del estímulo en macrófagos sin desafío con la espora (Fig. 16). 

Curiosamente, la positividad a M2 aumentó en los macrófagos luego del desafío con la 

EV, en los cuales el citoplasma se observaba ampliamente expandido en comparación con 

el grupo control (sin espora) (Fig. 17). En contraste, el desafío con la EIC no estimuló la 

positividad a M2 ni a M1, donde la señal para ambos marcadores fue casi nula (Fig. 18). 

Para el desafío con EIF, el fenotipo predominante fue M2 de manera similar a EV, aunque 

más uniformemente en la población, con morfología redonda o fusiforme y con poca 

extensión (Fig. 19). 
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Figura 16. Macrófagos M2 del grupo clínicamente sano, sin desafío con esporas de 

Encephalitozoon cuniculi. IFA. Superposición del marcaje anti-iNOS (verde) y anti-Arg-

1 (rojo); tinción con DAPI para núcleos (azul). 40X. Barra = 20 µm. 
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Figura 17. Macrófagos M2 del grupo clínicamente sano, desafiados ex vivo con esporas 

vivas de Encephalitozoon cuniculi. IFA. Superposición del marcaje anti-iNOS (verde) y 

anti-Arg-1 (rojo); tinción con DAPI para núcleos (azul). 40X. Barra = 20 µm. 
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Figura 18. Macrófagos M2 del grupo clínicamente sano, desafiados ex vivo con esporas 

de Encephalitozoon cuniculi inactivadas por calor. IFA. Superposición del marcaje anti-

iNOS (verde) y anti-Arg-1 (rojo); tinción con DAPI para núcleos (azul). 40X. Barra = 20 

µm. 
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Figura 19. Macrófagos M2 del grupo clínicamente sano, desafiados ex vivo con esporas 

de Encephalitozoon cuniculi inactivadas con formalina. IFA. Superposición del marcaje 

anti-iNOS (verde) y anti-Arg-1 (rojo); tinción con DAPI para núcleos (azul). 40X. Barra 

= 20 µm. 
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El fenotipo de los macrófagos previamente estimulados hacia M2 se conservó en la 

mayoría de los desafíos (Fig. 20). No obstante, el desafío ex vivo con EIF mostró la señal 

más elevada (P<0.05) para Arg-1 (134.93 MFI), mientras que la menor (P<0.05) señal se 

observó con las EIC (28.78 MFI). En todos los desafíos la positividad para Arg-1 fue 

significativamente mayor (P<0.05) que para iNOS. Para iNOS, la mayor intensidad de 

señal se obtuvo con los desafíos EV y EIF, entre los cuales no existió una diferencia 

estadística (P>0.05). 
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Figura 20. Efecto de los desafíos con las diferentes presentaciones antigénicas de la 

espora de Encephalitozoon cuniculi sobre la MFI de iNOS y Arg-1 en macrófagos M2 

de ratones clínicamente sanos. Los datos se expresan en unidades arbitrarias de 

intensidad de fluorescencia media (MFI). Las barras que no comparten la misma literal 

son estadísticamente diferentes (P<0.05). a-b señalan medias para el mismo marcador 

dentro del grupo experimental. A-C señalan medias para el mismo marcador entre grupos. 
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4.2.1.2. Grupo infectado in vivo 

4.2.1.2.1. Efecto de los desafíos de la espora sobre Mφ 

Los Mφ del grupo infectado presentaron una menor MFI, la cual fue observada para ambos 

marcadores en todos los desafíos. Los macrófagos sin estímulo con la espora mantuvieron 

un fenotipo hacia M2, y con una morfología fusiforme (Fig. 21). El desafío con EV elevó 

discretamente la positividad hacia iNOS, en comparación con Arg-1. Estos macrófagos 

con mayor inclinación hacia el fenotipo M1 adoptaban una morfología redondeada y con 

pocas proyecciones. Sin embargo, la mayoría de las células con este desafío dejaron de 

expresar positividad a ambos marcadores, aparentando un estado de despolarización tanto 

para M1 como para M2 (Fig. 22). El desafío con EIC también estimuló la positividad hacia 

iNOS y Arg-1 en los macrófagos con un fenotipo posiblemente transitorio, mientras que 

el resto no presentó un estado de polarización para M1 o M2 (Fig. 23). La mayor 

positividad hacia Arg-1 se observó en macrófagos desafiados con las EIF, en algunos 

casos presentaron un citoplasma extendido con pocas proyecciones (Fig. 24). 
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Figura 21. Macrófagos basales del grupo experimentalmente infectado, sin desafío con 

esporas ex vivo de Encephalitozoon cuniculi. IFA. Superposición del marcaje anti-iNOS 

(verde) y anti-Arg-1 (rojo); tinción con DAPI para núcleos (azul). 40X. Barra = 20 µm. 
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Figura 22. Macrófagos basales del grupo experimentalmente infectado, desafiados ex vivo 

con esporas vivas de Encephalitozoon cuniculi. IFA. Superposición del marcaje anti-

iNOS (verde) y anti-Arg-1 (rojo); tinción con DAPI para núcleos (azul). 40X. Barra = 20 

µm. 
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Figura 23. Macrófagos basales del grupo experimentalmente infectado, desafiados ex vivo con 

esporas de Encephalitozoon cuniculi inactivadas por calor. IFA. Superposición del marcaje 

anti-iNOS (verde) y anti-Arg-1 (rojo); tinción con DAPI para núcleos (azul). 40X. Barra 

= 20 µm. 
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Figura 24. Macrófagos basales del grupo experimentalmente infectado, desafiados ex vivo 

con esporas de Encephalitozoon cuniculi inactivadas con formalina. IFA. Superposición 

del marcaje anti-iNOS (verde) y anti-Arg-1 (rojo); tinción con DAPI para núcleos (azul). 

40X. Barra = 20 µm. 
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La MFI más elevada (P<0.05) fue para Arg-1 en Mφ del grupo infectado luego de ser 

desafiados con EIF (11.00 MFI), mientras que para el resto de los desafíos la MFI no fue 

estadísticamente diferente (P>0.05) a la del control sin espora. Para iNOS, la mayor 

intensidad se obtuvo tras el desafío con EIC (3.44 MFI), aunque estos valores 

permanecieron bajos (P<0.05) en cualquiera de los desafíos (Fig. 25). 
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Figura 25. Efecto de los desafíos con las diferentes presentaciones antigénicas de la 

espora de Encephalitozoon cuniculi sobre la MFI de iNOS y Arg-1 en macrófagos 

basales de ratones infectados in vivo. Los datos se expresan en unidades arbitrarias de 

intensidad de fluorescencia media (MFI). Las barras que no comparten la misma literal 

son estadísticamente diferentes (P<0.05). a-b señalan medias para el mismo marcador 

dentro del grupo experimental. A-D señalan medias para el mismo marcador entre grupos. 
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4.2.1.2.2. Efecto de los desafíos con la espora sobre macrófagos M1 

Los macrófagos polarizados hacia el fenotipo M1 (IFN-γ+LPS) del grupo infectado in 

vivo mostraron una repolarización hacia el fenotipo M2. Se observaron múltiples células 

donde existió positividad hacia ambos marcadores, aunque el marcaje para Arg-1 

predominó en estas células en aparente transición del fenotipo M1 al M2. Su morfología 

era de redonda hasta fusiforme con pocas proyecciones, y extendida en las células con 

fenotipo M2 (Fig. 26). En el caso del desafío con la EV, predominó el fenotipo M2 en 

comparación con el control sin desafío, con morfología extendida y fusiforme (Fig. 27). 

El desafío ex vivo con EIC mostró un efecto más proinflamatorio que la EV por la 

presencia de macrófagos M1, aunque la mayoría de las células adoptaron el fenotipo M2 

(Fig. 28). Un efecto similar sobre la positividad a Arg-1 se observó con la EIF, sin 

embargo, la morfología de las células con este desafío se asemejaba a la de los macrófagos 

M1, a pesar de no presentar gran positividad a iNOS (Fig. 29). 
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Figura 26. Macrófagos M1 del grupo experimentalmente infectado, sin desafío ex vivo 

con esporas de Encephalitozoon cuniculi. IFA. Superposición del marcaje anti-iNOS 

(verde) y anti-Arg-1 (rojo); tinción con DAPI para núcleos (azul). 40X. Barra = 20 µm. 
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Figura 27. Macrófagos M1 del grupo experimentalmente infectado, desafiados ex vivo 

con esporas vivas de Encephalitozoon cuniculi. IFA. Superposición del marcaje anti-

iNOS (verde) y anti-Arg-1 (rojo); tinción con DAPI para núcleos (azul). 40X. Barra = 20 

µm. 
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Figura 28. Macrófagos M1 del grupo experimentalmente infectado, desafiados ex vivo 

con esporas de Encephalitozoon cuniculi inactivadas por calor. IFA. Superposición del 

marcaje anti-iNOS (verde) y anti-Arg-1 (rojo); tinción con DAPI para núcleos (azul). 40X. 

Barra = 20 µm. 
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Figura 29. Macrófagos M1 del grupo experimentalmente infectado, desafiados con 

esporas de Encephalitozoon cuniculi inactivadas con formalina. IFA. Superposición del 

marcaje anti-iNOS (verde) y anti-Arg-1 (rojo); tinción con DAPI para núcleos (azul). 40X. 

Barra = 20 µm. 
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En macrófagos M1 del grupo infectado in vivo, todos los desafíos con la espora resultaron 

en niveles significativamente elevados (P<0.05) de Arg-1 que con iNOS (P<0.05), siendo 

la mayor intensidad (P<0.05) de señal para Arg-1 con el desafío ex vivo de EV (66.75 

MFI), por lo que las poblaciones se consideraron repolarizadas hacia M2. En cuanto a la 

MFI de iNOS, ésta fue la más elevada (P<0.05) en los desafíos EV (8.12 MFI) y EIC (6.90 

MFI) (Fig. 30). 
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Figura 30. Efecto de los desafíos con las diferentes presentaciones antigénicas de la 

espora de Encephalitozoon cuniculi sobre la MFI de iNOS y Arg-1 en macrófagos M1 

de ratones infectados in vivo. Los datos se expresan en unidades arbitrarias de intensidad 

de fluorescencia media (MFI). Las barras que no comparten la misma literal son 

estadísticamente diferentes (P<0.05). a-b señalan medias para el mismo marcador dentro 

del grupo experimental. A-D señalan medias para el mismo marcador entre grupos. 
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4.2.1.2.3. Efecto de los desafíos con la espora sobre macrófagos M2 

Los macrófagos del grupo infectado in vivo y polarizados para M2 (IL-4+), conservaron 

una alta positividad para Arg-1, sin expresión de iNOS al cabo de 72 h sin desafíos, con 

algunas células ampliamente extendidas (Fig. 31). Tanto la positividad para Arg-1 como 

para iNOS fueron incrementadas en todos los desafíos con la espora. Después del desafío 

con la EV, las células expresaron mayor positividad a iNOS que los macrófagos control 

(sin desafío), la cual fue detectable casi exclusivamente en células con positividad 

simultánea a Arg-1, siendo predominante el fenotipo M2 para este tratamiento. La 

morfología era extendida, similar a la observada en macrófagos M1, con pocas 

proyecciones y citoplasma redondo (Fig. 32). Por otro lado, el efecto del desafío con EIC 

tuvo un efecto menor sobre la expresión de iNOS, aunque la de Arg-1 se incrementó a 

niveles similares a los obtenidos con EV (Fig. 33). Un resultado comparable se obtuvo 

con EIF para ambos marcadores, aunque morfológicamente estos macrófagos presentaban 

dimensiones más pequeñas y citoplasmas poco extendidos (Fig. 34). 
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Figura 31. Macrófagos M2 del grupo experimentalmente infectado, sin desafío ex vivo 

con esporas de Encephalitozoon cuniculi. IFA. Superposición del marcaje anti-iNOS 

(verde) y anti-Arg-1 (rojo); tinción con DAPI para núcleos (azul). 40X. Barra = 20 µm. 
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Figura 32. Macrófagos M2 del grupo experimentalmente infectado, desafiados ex vivo 

con esporas vivas de Encephalitozoon cuniculi. IFA. Superposición del marcaje anti-

iNOS (verde) y anti-Arg-1 (rojo); tinción con DAPI para núcleos (azul). 40X. Barra = 20 

µm. 

  



   
 

87 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 33. Macrófagos M2 del grupo experimentalmente infectado, desafiados ex vivo 

con esporas de Encephalitozoon cuniculi inactivadas por calor. IFA. Superposición del 

marcaje anti-iNOS (verde) y anti-Arg-1 (rojo); tinción con DAPI para núcleos (azul). 40X. 

Barra = 20 µm. 
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Figura 34. Macrófagos M2 del grupo experimentalmente infectado, desafiados ex vivo 

con esporas de Encephalitozoon cuniculi inactivadas con formalina. IFA. Superposición 

del marcaje anti-iNOS (verde) y anti-Arg-1 (rojo); tinción con DAPI para núcleos (azul). 

40X. Barra = 20 µm. 
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En la figura 35 se grafica la MFI de iNOS y Arg-1 en macrófagos M2 del grupo infectado 

in vivo después de los diferentes desafíos ex vivo con las diferentes presentaciones 

antigénicas de la espora. Para este tratamiento, la intensidad de señal para Arg-1 fue 

significativamente mayor (P<0.05) a la de iNOS en todos los casos (P<0.05), por lo que 

el fenotipo se conservó como M2-dominante. Los niveles de Arg-1 más elevados fueron 

aquellos obtenidos con la espora en sus tres diferentes versiones, sin diferencias 

estadísticas entre estos (P>0.05), pero sí en comparación con el control sin espora 

(P<0.05). En cuanto a iNOS, la mayor intensidad de señal (P<0.05) fue expresada por 

macrófagos M2 desafiados con EV (25.44 MFI), seguida de EIC y EIF.  
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Figura 35. Efecto de los desafíos con las diferentes presentaciones antigénicas de la 

espora de Encephalitozoon cuniculi sobre la MFI de iNOS y Arg-1 en macrófagos M2 

de ratones infectados in vivo. Los datos se expresan en unidades arbitrarias de intensidad 

de fluorescencia media (MFI). Las barras que no comparten la misma literal son 

estadísticamente diferentes (P<0.05). a-c señalan medias para el mismo marcador dentro 

del grupo experimental. A-D señalan medias para el mismo marcador entre grupos. 

 

  

- EV EIC EIF
0

15

30

45

60

75

90
iNOS

ARG

Efecto de los desafíos con la espora sobre la MFI de
iNOS/ARG en macrófagos M2 de animales

infectados in vivo

c;D

b;D

a;A

a;C

b;C

a;C

c;D

a;C

Desafío ex vivo

M
F

I



   
 

91 

 

4.2.2. Cuantificación de la expresión génica 

4.2.2.1. Respuesta de macrófagos peritoneales murinos a la polarización M1/M2 

ex vivo  

La expresión de iNOS y Arg-1 en respuesta a la estimulación por 24 horas para la 

activación del fenotipo M1 (IFN-γ+LPS) y M2 (+IL-4) en macrófagos peritoneales 

murinos de los grupos sano e infectado in vivo se muestra en la figura 36. Dentro del grupo 

sano hubo diferencias estadísticas (P<0.05) en la expresión tanto de iNOS como de Arg-

1 (P<0.05). Las células estimuladas hacia el fenotipo M1 expresaron el marcador iNOS, 

mientras que la estimulación hacia M2 resultó en un incremento significativo (P<0.05) de 

Arg-1, en comparación con el grupo control basal sin estimulación ex vivo. Por otro lado, 

la estimulación hacia M1 en macrófagos del grupo infectado también resultó en un 

incremento (P<0.05) en la expresión de iNOS, al igual que la Arg-1, la cual tuvo una 

diferencia significativamente mayor (P<0.05) al compararlas con las células M2 y las 

células basales. Las diferencias en la expresión de Arg-1 fueron estadísticamente 

significativas (P<0.05) entre el grupo sano e infectado, tras la estimulación para M1 o M2, 

pero no existió diferencia significativa (P>0.05) en la expresión de iNOS entre los grupos 

después del estímulo para M1.  
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Figura 36. Expresión de iNOS y Arg-1 en macrófagos peritoneales murinos basales 

(-) y estimulados ex vivo para la polarización hacia M1 (IFN-γ+LPS) o M2 (IL-4), en 

los grupos experimentales clínicamente sano e infectado in vivo con Encephalitozoon 

cuniculi. Los datos se expresan en unidades de expresión relativa a β-actina como gen 

normalizador. Las barras de error representan la desviación estándar. Las barras que no 

comparten la misma literal son estadísticamente diferentes (P<0.05). a-b señalan medias 

para el mismo gen dentro del grupo experimental. A-C señalan medias para el mismo gen 

entre grupos. 
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4.2.2.2. Respuesta de macrófagos M1 y M2 al desafío con la espora viva de 

Encephalitozoon cuniculi  

La Fig. 37 muestra la expresión relativa de iNOS y Arg-1 en poblaciones de macrófagos 

previamente activados hacia M1 y M2, así como Mφ, luego del desafío ex vivo con la EV 

de E. cuniculi en los grupos sano e infectado in vivo. Existió una diferencia estadística 

(P<0.05) tanto en la expresión de iNOS como de Arg-1 dentro de cada grupo experimental, 

pero sólo de Arg-1 entre los grupos (P<0.05). Los macrófagos M1 expresaron los niveles 

más altos (P>0.05) de iNOS en respuesta a la EV (P<0.05), aunque no existió diferencia 

estadística entre grupo sano e infectado. Los niveles más elevados (P<0.05) de Arg-1 se 

observaron en macrófagos M2 del grupo infectado en comparación con el sano.  
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Figura 37. Expresión de iNOS y Arg-1 en macrófagos peritoneales murinos 

previamente polarizados a M1 o M2, así como basales, luego del desafío ex vivo con 

esporas viables de Encephalitozoon cuniculi, en los grupos experimentales 

clínicamente sano e infectado in vivo. Los datos se expresan en unidades de expresión 

relativa a β-actina como gen normalizador. Las barras de error representan la desviación 

estándar. Las barras que no comparten la misma literal son estadísticamente diferentes 

(P<0.05). a-b señalan medias para el mismo gen dentro del grupo experimental. A-C 

señalan medias para el mismo gen entre grupos.  
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4.2.2.3. Respuesta de macrófagos M1 y M2 al desafío con la espora inactivada por 

calor 

Los niveles de expresión de iNOS y Arg-1 fueron cuantificados en macrófagos M1, M2 y 

Mφ de los grupos sano e infectado in vivo en respuesta al desafío ex vivo con la EIC (Fig. 

38). Existió una diferencia significativa (P<0.05) en la expresión de iNOS y Arg-1 dentro 

de cada grupo experimental. La expresión de iNOS fue significativamente diferente 

(P<0.05) en los macrófagos M1 en respuesta a la EIC dentro de cada grupo experimental, 

aunque los niveles no presentaron diferencias estadísticas (P>0.05) entre grupos. El 

marcador para Arg-1 presentó los niveles más elevados (P<0.05) de expresión génica 

relativa en los macrófagos M2 del grupo infectado. Además, fue significativamente 

diferente (P<0.05) al compararlo con las otras poblaciones de macrófagos en ambos 

grupos, en respuesta a la EIC, y fue el nivel más elevado observado para cualquiera de los 

desafíos. El único tratamiento en el que disminuyó la expresión de Arg-1 por debajo del 

control basal fue en macrófagos M2 del grupo clínicamente sano después del desafío con 

EIC. No se detectaron diferencias estadísticas (P<0.05) en la expresión de iNOS entre 

grupos, sino sólo de Arg-1 (P<0.05). 
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Figura 38. Expresión de iNOS y Arg-1 en macrófagos peritoneales murinos 

previamente polarizados a M1 o M2, así como basales, luego del desafío ex vivo con 

esporas de Encephalitozoon cuniculi inactivadas por calor, en los grupos 

experimentales clínicamente sano e infectado in vivo. Los datos se expresan en 

unidades de expresión relativa a β-actina como gen normalizador. Las barras de error 

representan la desviación estándar. Las barras que no comparten la misma literal son 

estadísticamente diferentes (P<0.05). a-b señalan medias para el mismo gen dentro del 

grupo experimental. A-B señalan medias para el mismo gen entre grupos. 
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4.2.2.4. Respuesta de macrófagos M1 y M2 al desafío con la espora inactivada con 

formalina  

En la figura 39 se muestra la expresión de iNOS y Arg-1 en macrófagos M1, M2 y Mφ de 

los grupos clínicamente sano e infectado in vivo luego del desafío ex vivo con la EIF. La 

expresión de iNOS y Arg-1 mostraron diferencias significativas (P<0.05), dentro de los 

grupos sano e infectado, así como entre los grupos. Los niveles de iNOS mostraron 

incrementos significativos (P<0.05) en macrófagos M1 ante el desafío con EIF, siendo 

mayor la expresión en el grupo infectado en comparación con el grupo control (P<0.05). 

La expresión de Arg-1 fue mayor (P<0.05) en macrófagos inicialmente polarizados a M1 

in vitro del grupo sano después del desafío con EIF, mientras que en el grupo infectado 

este efecto se observó en macrófagos originalmente activados a M2 (P<0.05).  
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Figura 39. Expresión de iNOS y Arg-1 en macrófagos peritoneales murinos 

previamente polarizados a M1 o M2, así como basales, luego del desafío ex vivo con 

esporas de Encephalitozoon cuniculi inactivadas con formalina, en los grupos 

experimentales clínicamente sano e infectado in vivo. Los datos se expresan en 

unidades de expresión relativa a β-actina como gen normalizador. Las barras de error 

representan la desviación estándar. Las barras que no comparten la misma literal son 

estadísticamente diferentes (P<0.05). a-c señalan medias para el mismo gen dentro del 

grupo experimental. A-C señalan medias para el mismo gen entre grupos. 
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4.2.2.5. Controles sin desafío ex vivo con esporas 

En ausencia de desafíos con la espora de E. cuniculi, todas las poblaciones de macrófagos 

expresaron una mayor tendencia hacia el fenotipo M2, siendo los niveles de expresión 

génica de Arg-1 más elevados (P<0.05) en las poblaciones previamente estimuladas a M2 

en ambos grupos experimentales en comparación con Mφ y M1. Únicamente los 

macrófagos M1 del grupo infectado continuaron expresando débilmente (P<0.05) el 

marcador iNOS en ausencia del desafío con la espora (Fig. 40). 
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Figura 40. Expresión de iNOS y Arg-1 en macrófagos peritoneales murinos 

previamente polarizados a M1 o M2, así como basales en ausencia del desafío ex vivo 

con la espora, en los grupos experimentales clínicamente sano e infectado in vivo. Los 

datos se expresan en unidades de expresión relativa a β-actina como gen normalizador. 

Las barras de error representan la desviación estándar. Las barras que no comparten la 

misma literal son estadísticamente diferentes (P<0.05). a-c señalan medias para el mismo 

gen dentro del grupo experimental. A-C señalan medias para el mismo gen entre grupos. 
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5. DISCUSIÓN 

Encephalitozoon cuniculi es un hongo intracelular estricto, esporulado, zoonótico, que 

causa una marcada signología nerviosa compatible con el síndrome vestibular central en 

diversos huéspedes mamíferos. Lo anterior es debido a que ocasiona severas lesiones 

granulomatosas de tipo tuberculoide en diversas zonas anatómicas del encéfalo. El 

granuloma microsporidiano está formado principalmente por esporas vivas y muertas en 

su parte central, seguido de células inflamatorias adyacentes, como linfocitos CD4+, 

CD8+, células B, células dendríticas, células gigantes y numerosos macrófagos (Dávila-

Martínez et al., 2020; Soto-Domínguez et al., 2020; Soto-Domínguez et al., 2022). 

Recientemente los macrófagos han sido considerados como células plásticas y 

polifuncionales, los cuales responden inmediatamente a las necesidades fisiológicas, así 

como a estados de perturbación de la homeostasis de los tejidos (A complex cell, 2020).  

El macrófago tiene la capacidad de adquirir tanto un estado de polarización 

proinflamatorio, también denominado célula M1, como uno antiinflamatorio y reparador, 

o célula M2 (Holguín-Salas, 2021). Este cambio adaptativo, continuo y dinámico ocurre 

en base a las necesidades que reciba de su microambiente tisular (Moghaddam et al., 

2017). En el caso de la infección por E. cuniculi, se ha reportado que los macrófagos, 

probablemente células M1, pueden promover la eliminación eficiente de la espora 

(González-Machorro et al., 2019). Sin embargo, se ha visto también la presencia 

concomitante de la célula M2 durante la infección (Pereira et al., 2019), sugiriendo la 

posibilidad de que este hongo pueda modular el fenotipo del macrófago. Esta polarización 

del macrófago representaría un estado más permisivo para la supervivencia y proliferación 

de E. cuniculi dentro del granuloma microsporidiano. El presente trabajo investigó el 

efecto modulador de la espora de E. cuniculi sobre el fenotipo de los macrófagos mediante 

la detección de los marcadores iNOS y Arg-1, para células M1 y M2, respectivamente. 

Tanto los macrófagos peritoneales de los animales clínicamente sanos como de los 

animales infectados in vivo tuvieron una respuesta similar a los desafíos ex vivo tanto con 

esporas vivas como inactivadas, independientemente del estado de activación previa con 

IFN-+LPS (M1) o IL-4 (M2).  
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En esta investigación se emplearon macrófagos peritoneales murinos, puesto que han sido 

ampliamente utilizados para este propósito, se encuentran bien caracterizados, se 

consideran completamente funcionales y maduros en comparación con los macrófagos 

derivados de la médula ósea (BMDM), de bazo, ganglios linfáticos o de sangre periférica 

(PBMC), y son ampliamente utilizados para el estudio de la respuesta inmune innata 

contra E. cuniculi (Zhao et al., 2017; Han et al., 2020). Igualmente, la proporción de 

macrófagos peritoneales es mayor en comparación con otras técnicas de obtención de 

macrófagos y se requiere de menos manipulación ex vivo (Wang et al., 2013).  

El uso de esporas vivas e inactivadas por calor y formol para sensibilizar o desafiar tanto 

animales como células inmunes ha sido reportado previamente (Koudela et al., 1999; 

Couzinet et al., 2000). Estas presentaciones antigénicas de la espora fueron empleadas 

para el desafío in vitro de los macrófagos peritoneales, por la razón de mantener sin 

mayores cambios la estructura externa de la espora del microsporidio, en el caso de la 

inactivación por fijación, o por revelar nuevos sitios antigénicos o epítopos, en el caso de 

la inactivación térmica (González-Machorro et al., 2019).  

El fenotipo de los macrófagos peritoneales tanto del grupo sano como del infectado in 

vivo presentó una expresión basal de Arg-1 mayor que la de iNOS, un perfil característico 

de macrófagos M2 (Huang et al., 2018). Para el grupo infectado, la predominancia de M2 

fue contrario a lo esperado para una infección activa, en la cual la eficiencia en la 

eliminación de la espora está asociada generalmente con una actividad M1 del macrófago 

(Didier et al., 2010; González-Machorro et al., 2019). Estos resultados corroboran lo 

reportado por Holguín-Salas, 2021, donde la infección previa con E. cuniculi además 

promovió mayor producción de Arg-1 en macrófagos peritoneales. Esta relación M2>M1 

es similar a lo observado durante las infecciones por Trypanosoma cruzi y Leishmania 

amazonensis en ratones de la cepa BALB/c en contraste con C57BL/6, en los que primero 

existe un incremento balanceado en M1/M2 durante la infección aguda, seguido de la 

predominancia de M2 en fase crónica, posiblemente como un mecanismo de regulación 

de la inflamación (Medina-Buelvas et al., 2021; Tomiotto-Pellissier, et al., 2021). Sin 

embargo, esto también podría corresponder a la predisposición Th2-dominante de la cepa 

BALB/c (Watanabe et al., 2004; Cassado et al., 2015).  
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En respuesta a la polarización ex vivo, la estimulación pro-M1 (LPS+IFN-γ) indujo la 

expresión de iNOS en macrófagos peritoneales de animales sanos e infectados, tal como 

señalan otros estudios (Martin & Gordon, 2015). Sin embargo, la producción de iNOS fue 

relativamente baja, posiblemente debido a que los macrófagos de ratones BALB/c son 

menos responsivos a estímulos proinflamatorios como LPS e IFN-γ en comparación con 

las cepas murinas Th1 como la C57BL/6 (Soudi et al., 2012). Esta falta de respuesta se ha 

asociado a defectos en la señalización dependiente de TLR-4, así como a una menor 

eficiencia de traducción de iNOS inducida por IFN-γ (Santos et al., 2006; Oliveira et al., 

2014). Asimismo, se ha demostrado que la estimulación con LPS puede resultar en la 

utilización concomitante de ambas vías enzimáticas, iNOS y Arg-1, en macrófagos 

peritoneales murinos (Bronte et al., 2003).  

En macrófagos de los animales infectados in vivo, la respuesta a la estimulación pro-M1 

resultó en niveles de expresión génica más elevados para Arg-1. Es posible que el estado 

crónico de la inflamación favoreciera la generación de macrófagos tolerantes a 

inmunógenos o citocinas presentes durante la infección (Zubair et al., 2021). Igualmente, 

E. cuniculi quizá promovió una modulación a su favor, impidiendo la polarización o el 

switch fenotípico hacia macrófagos M1 (Wang et al., 2014). Tal resistencia a la 

inflamación se ha observado en modelos de tolerancia a endotoxina por sepsis, colitis e 

incluso en tumores in vivo, donde los macrófagos tolerantes comparten características 

fenotípicas M2 y participan como agentes inmunosupresores (Porta et al., 2009; Luzina 

et al., 2012). El cambio de fenotipo hacia macrófagos M2 también pudo haber sido 

influenciado a través de la vía de activación del IRF4 (contrario al IRF5 responsivo en 

macrófagos M1), que depende de IFN-γ (en este caso exógeno) e IL-4 (autocrina en M2) 

(Oishi et al., 2016; Endo et al., 2021). Una vez retirados los estímulos pro-M1, la 

expresión de Arg-1 retornó a niveles basales en poblaciones no desafiadas, demostrando 

que la plasticidad del macrófago se conservó incluso después de condiciones 

inflamatorias, como lo reportado por Davis et al. (2013).  

Por otro lado, la polarización hacia el fenotipo M2 mediante IL-4 promovió una mayor 

expresión de Arg-1 en ambos grupos experimentales, en correspondencia con lo ya 

descrito (Martin & Gordon, 2015). Los macrófagos M2 no desafiados del grupo infectado 
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in vivo expresaron el doble de los niveles de Arg-1, en comparación con el grupo control 

clínicamente sano al final del experimento. Un fenómeno similar fue descrito en un 

modelo de aterosclerosis, donde se encontró que la estimulación previa de la actividad M1 

en el macrófago aumenta la expresión de marcadores para el fenotipo M2 una vez que la 

célula se repolariza hacia M2 (O’Brien & Spiller, 2021). Es posible que estos macrófagos 

hayan estado expuestos a antígenos de la espora in vivo en la cavidad peritoneal durante 

el periodo de distribución sistémica de E. cuniculi, desarrollando un fenotipo inicialmente 

M1 que eventualmente se modificó para retornar al fenotipo M2, los cuales fueron más 

responsivos a IL-4 (Wang et al., 2014; Kotková et al., 2017). 

Todas las poblaciones de macrófagos (M1, M2 y Mφ) mostraron una tendencia a hacia el 

fenotipo M2 luego del desafío con EV ex vivo. La expresión de M2 > M1 fue más notoria 

en el grupo infectado in vivo, excepto para Mφ, donde la activación fue menos evidente y 

más cercana a un balance, como fue reportado por Holguín-Salas (2021). Similarmente, 

la generación de una respuesta tolerante tipo M2 resultó en una menor respuesta hacia el 

cambio de fenotipo a M1, que pudiera estar ocurriendo tras la exposición a la espora 

infectante de E. cuniculi. La generación de tolerancia o parálisis inmune está asociada a 

la activación de factores de transcripción tolerogénicos como IRF, ISGF3 y AP1 

(Platanitis & Decker, 2018). Esto contrasta con lo observado en infecciones con el bacilo 

de Calmette-Guérin, donde se reportó una menor respuesta de macrófagos M1 o 

inmunidad entrenada (Covián et al., 2019; Liu et al., 2020).  

Existen otras posibilidades que conllevan a la persistencia del fenotipo M2 (Arg-1>iNOS) 

durante un proceso infeccioso. Una de ellas es la inducción del marcador Arg-1 a través 

de TLRs, a diferencia de la activación típicamente dependiente de IL4/IL-13. Esta vía es 

activada por otros patógenos intracelulares como Mycobacterium tuberculosis y 

Toxoplasma gondii, en donde la expresión de Arg-1 que promueven se correlaciona 

positivamente con su supervivencia dentro de la célula (El Kasmi et al., 2008; Guler et 

al., 2015). En nuestro estudio, este mecanismo pudo verse a su vez potencializado en los 

macrófagos preprogramados a M2, por la estimulación con IL-4, incrementando la 

susceptibilidad de la célula a ser infectada por E. cuniculi, como ocurre en infecciones por 

Histoplasma capsulatum, Cryptococcus neoformans y M. tuberculosis (Mosser, 2003; 
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Subramanian et al., 2016). Otro marcador M2 involucrado en la respuesta a E. cuniculi 

parece ser CD206, un marcador de superficie de macrófagos M2, que se ve 

sobreexpresado durante la infección (Pereira et al., 2019; Dalboni et al., 2021). La 

activación de CD206 está asociada a la regulación negativa de NF-κβ y la promoción de 

un estado antinflamatorio, un efecto modulador que es aprovechado, por ejemplo, por M. 

tuberculosis (Rajaram et al., 2014; van der Zande et al., 2021). Dado que la manosa de 

proteínas O-glucosiladas y la quitina abundan de la pared de la espora microsporidiana y 

son ligandos reconocidos por CD206, es posible que represente una vía importante en la 

inducción del fenotipo M2 durante la infección por E. cuniculi (Taupin et al., 2007; Azad 

et al., 2014).  

Por otro lado, los bajos niveles de iNOS observados en respuesta a la EV son consistentes 

con la baja producción de NO reportada durante la infección (Franzen et al., 2005; 

Holguín-Salas, 2021). Únicamente en ausencia de la infección in vivo, los macrófagos M1 

presentaron niveles de iNOS>Arg-1, a nivel de mRNA luego del desafío con EV. Estos 

resultados sugieren que un perfil M1 continuó siendo promovido durante la infección 

temprana en respuesta a la estimulación de PRRs, como TLR-2/4, y a la pre-

sensibilización con IFN-γ y LPS (Fischer et al., 2008; Lawlor et al., 2010; González-

Machorro et al., 2019). Quizás la producción eficiente de la enzima iNOS fue 

comprometida a nivel postranscripcional (Kleinert et al., 2010). Esto podría deberse a la 

interferencia directa de la espora con la expresión de iNOS, similar a lo que se ha 

observado en macrófagos infectados con Leishmania major, donde el parásito es capaz de 

ejercer un mecanismo de apagado del sistema de traducción de genes inducidos por IFN-

γ necesarios para el control de la infección (Jaramillo et al., 2011). Otra posibilidad es la 

inhibición a nivel traslacional del mRNA de iNOS cuando existe deprivación de la L-

arginina intracelular por Arg-1, un mecanismo empleado en la atenuación de respuestas 

M1 (Lee et al., 2003; Martí I Líndez & Reith, 2021).  

Tanto en macrófagos M1 como M2 se observó la expresión concomitante de iNOS y Arg-

1 en la mayoría de las células desafiadas con EV, lo cual fue interesante observar, 

manteniendo un perfil M2 > M1 a nivel poblacional. La co-expresión de marcadores M1 

y M2 en la misma célula también fue reportada por Pereira y colaboradores, 2019, en 
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donde la presentación con esporas vivas resultó en la expresión simultánea de marcadores 

M2 (CD206 e IL-10) y M1 (TNF-α e IL-1β), al menos durante las primeras horas de 

infección en ratones no sensibilizados in vivo. En relación con esto, nuestros resultados 

sugieren que, durante la primoinfección, la espora promueve una respuesta 

proinflamatoria por parte del macrófago, que progresivamente modula hacia M2, 

imposibilitando la eliminación eficiente del hongo y resultando en infecciones crónicas 

(Matthews et al., 2010; Jarkass y Reinke, 2020). Esto explicaría por qué la relación M2 > 

M1 fue más evidente en el grupo infectado, similar a lo reportado en infecciones por 

Leishmania spp. y M. tuberculosis (Refai et al., 2018; Saunders & McCoville, 2020). 

Cabe mencionar que la modulación del macrófago por agentes infecciosos también 

depende parcialmente de los antecedentes genéticos del modelo (Sellers et al., 2011). Esto 

se ha demostrado en infecciones por Yersinia enterocolitica, M. tuberculosis, T. cruzii y 

L. major, las cuales inducen la modulación hacia el fenotipo M1 en la cepa C57BL/6, pero 

hacia macrófagos M2, en ratones en BALB/c, asociado a mayor susceptibilidad a la 

infección crónica, (Tumitan et al., 2008; Bertolini et al., 2016; Aoki et al., 2020; Medina-

Buelvas et al., 2021). No obstante, se ha reportado que el cambio en el fenotipo de 

macrófagos M1 a M2 en ratones BALB/c ocurre durante infecciones con BCG o con 

huevos viables de Schistosoma japonicum (Arkhipov et al., 2013; Zhu et al., 2014) En 

este caso se atribuye a diferentes grados de compartimentalización del sistema fagocítico 

mononuclear o por un incremento en la estimulación de ROS, respectivamente, en el 

granuloma durante la estimulación con el antígeno (Yu et al., 2021). Esto también pudo 

haber ocurrido en nuestro caso, ya que previamente se reportó la presencia de macrófagos 

M2 adyacentes a esporas de E. cuniculi, mismas que estimulan la producción de ROS 

(Didier et al., 2010; Soto-Domínguez et al., 2022). 

En respuesta al desafío con la EIC, los macrófagos previamente estimulados a M1 tuvieron 

una repolarización a M2 en ambos grupos experimentales, aunque en comparación con la 

EV, existió un mayor efecto proinflamatorio a nivel génico por el incremento en la 

expresión de iNOS. Un resultado similar fue reportado por Holguín-Salas (2021), con el 

mismo desafío, sugiriendo que la inactivación del hongo permite la activación del fenotipo 

M1, el cual es suprimido cuando la espora se encuentra viable.  
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La conformación de las proteínas es un factor inmunológicamente dominante, y es factible 

que la desnaturalización de los antígenos de la espora, como las SWPs y otras proteínas 

de la pared celular limitara su inmunogenicidad en comparación con la proteína nativa 

(Leiro et al., 2000; Ohkuri et al., 2010). La inactivación también imposibilita la liberación 

del tubo polar y la exposición de otros sitios antigénicos de PTP1, disminuyendo aún más 

la estimulación de la respuesta proinflamatoria dependiente de la infección (Hayman et 

al., 2001; Moretto et al., 2010). No obstante, un leve efecto proinflamatorio que se reflejó 

en la expresión de iNOS en estas células pudo haber sido estimulado por nuevos epítopos 

lineares que generalmente no son accesibles. Si bien de esta manera la desnaturalización 

puede aumentar la inmunogenicidad, la respuesta inflamatoria montada contra estos 

epítopos puede no ser la misma que aquella contra la versión nativa del mismo antígeno 

(Greenfield et al., 2018). Aunque reacciones cruzadas contra proteínas tanto nativas como 

desnaturalizadas se ha reportado en ensayos con E. coli y algunos virus (Paus & Winter, 

2006; Wang et al., 2013), es probable que este no sea el caso para E. cuniculi, puesto los 

macrófagos M1 del grupo infectado no tuvieron mejor respuesta en iNOS que aquellos 

del grupo sano y el fenotipo predominante fue M2. Esto coincide con lo observado para 

Salmonella serovariante Tiphy inactivada por calor, en donde se promueve un fenotipo 

M2 en un modelo murino (Pham et al., 2020).  

La repolarización a M2 de estas células también podría explicarse por el efecto 

inmunomodulador de la quitina (Vasconcelos et al., 2013), la cual mantiene su estabilidad 

estructural incluso después de la exposición a altas temperaturas (Deguchi et al., 2015). 

Se ha demostrado la quitina puede ser un agente inmunoestimulante pero también 

modulador hacia el fenotipo M2, cuando el macrófago fagocita partículas de >10 µm de 

diámetro o altas cantidades de partículas de igual o menor tamaño (Li et al., 2013; Davis 

et al., 2018). Asimismo, la administración intraperitoneal de quitina permite reclutar 

macrófagos peritoneales programados hacia M2 in vivo en ratones C57BL/6 (Foldi et al., 

2016). 

En el caso de los macrófagos M2, el efecto fue opuesto entre el grupo sano e infectado. 

En el grupo sano, los niveles iNOS y Arg-1 fueron muy disminuidos o no medibles. Este 

fenómeno podría representar un estado de desactivación del macrófago, el cual ocurre por 
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la estimulación de este con IL-10 y TGF-β, ambos producidos por los macrófagos M2 

(Moore et al., 2001; De-Sousa et al., 2019). Altos niveles de estas citocinas “desactivan” 

los estados funcionales de M1 y M2, resultando en una menor expresión de Arg-1, iNOS, 

MHC II y citocinas del tipo Th1, así como una mayor inmunosupresión (Mantovani et al., 

2004; Chawla, 2010). Tomando en cuenta que la polarización a M2 fue inmediata en el 

grupo sano, y dado que la EIC también demostró un efecto modulador hacia M2 en el 

resto de las poblaciones celulares, es posible que estas células fueran más susceptibles a 

la reprogramación a Mφ desactivados (o M2c) producto de su propio estado funcional. 

Paradójicamente, en el grupo infectado in vivo, los macrófagos M2 desafiados con EIC 

presentaron una mayor expresión de Arg-1 que la obtenida en cualquiera de los 

tratamientos. Debido a que la única diferencia entre ambos grupos fue la previa exposición 

in vivo a la espora, es posible que la sensibilización derivara en una respuesta tolerogénica, 

es decir, a un fenotipo M2 más sostenible y resistente a la inactivación, tal y como ha sido 

reportado por otros autores (Pynaert et al., 2003; Netea et al., 2020). Estas células también 

demostraron un incremento en la expresión génica de iNOS con respecto al grupo control, 

probablemente debido a un efecto similar al observado en macrófagos M1 para este mismo 

desafío. 

En cuanto al desafío con la EIF, el efecto resultó en una mayor expresión de mRNA de 

iNOS para los macrófagos M1; sin embargo, el fenotipo M2 fue el más predominante 

detectado mediante IFA. En el grupo sano, los niveles de iNOS se mantuvieron 

balanceados con respecto a los de Arg-1, coincidiendo con lo reportado para macrófagos 

basales (Holguín-Salas, 2021). Por el contrario, en el grupo infectado, este fue el único 

desafío que promovió una expresión génica de iNOS más elevada que la de Arg-1, 

correspondiente con el fenotipo M1, aunque este efecto no fue observado a nivel de 

proteína.  

La estimulación del macrófago hacia M1 pudo ser promovida por inmunógenos 

conservados o generados durante la inactivación de la espora, ya que la formalinización 

de antígenos ha sido ampliamente utilizada en la manufactura de biológicos dado que la 

formación de enlaces intra e intermoleculares de metileno incrementa la estabilidad 

estructural en ciertas proteínas. Esto parece proteger a las proteínas de la degradación 
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proteolítica una vez que son internalizadas por las células fagocíticas (Metz et al., 2003; 

Michiels et al., 2020). Los macrófagos M2 muestran escasa expresión de MHC II, son 

menos eficientes en el procesamiento de antígenos exógenos, y tienden a degradar los 

péptidos excesivamente (Canton, 2014). La formalinización pudo haber conservado sitios 

inmunogénicos o epítopos importantes que se perdieron durante la inactivación térmica, 

siendo las EIF mejor reconocidas que las EIC por los macrófagos sensibilizados a la 

espora durante la infección in vivo. Asimismo, se ha reportado que la fagocitosis de EIF 

es comparable con la de la EV, y más eficiente que la de EIC (Couzinet et al., 2000; 

González-Machorro et al., 2019), permitiendo cierta producción de iNOS. Sin embargo, 

similar a lo observado con la EV, el cambio de fenotipo hacia M2 de estas poblaciones 

que a nivel génico se comportaron como M1 parece ser resultado de la inhibición de la 

traducción del transcripto de iNOS vía la competencia por arginina por Arg-1, causando 

la discrepancia observada entre la expresión génica y la producción de la proteína de iNOS 

(Lee et al., 2003).  
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6. CONCLUSIONES 

Los macrófagos peritoneales de ratones de la cepa Th2-dominante BALB/c clínicamente 

sanos presentaron una tendencia hacia el fenotipo M2.  

El periodo de infección crónico por Encephalitozoon cuniculi promovió el mantenimiento 

del fenotipo M2 en macrófagos basales y resistencia a los estímulos pro-M1.  

Encephalitozoon cuniculi moduló el fenotipo de macrófagos peritoneales murinos hacia 

M2 independientemente del estado previo de infección in vivo y la activación in vitro. La 

modulación del fenotipo M2 se mantuvo incluso al desafiar a los macrófagos con esporas 

inactivadas tanto por calor como con formalina.  
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APÉNDICE 

A. TÉCNICAS Y MÉTODOS 

A.1. Inmunocitofluorescencia indirecta en microcámara de 8 pozos 

1. Remover medio de cultivo de cada pozo. 

2. Realizar 2 lavados con PBS. 

3. Agregar 300 µl de metanol absoluto y fijar las células por 20 minutos a 4°C. 

4. Desechar el fijador y realizar 2 lavados con PBST por 5 minutos cada uno. 

5. Depositar 200 µl de suero de caballo al 10% en PBST e incubar por 1 hora a TA. 

6. Retirar el suero (sin enjuagar), agregar el anticuerpo primario a la dilución 

seleccionada e incubar durante toda la noche a 4°C. 

Nota: El volumen mínimo necesario para cubrir la superficie del pozo es de 200 µl. 

7. Remover el anticuerpo primario y realizar 2 lavados con PBST de 5 minutos cada 

uno. 

8. Agregar anticuerpo secundario e incubar por 2 h a TA y en oscuridad. 

9. Retirar anticuerpo secundario y realizar 2 lavados con PBS de 5 minutos cada uno, 

protegiendo de la luz. 

10. Desmontar la microcámara del portaobjetos y agregar una gota de medio de 

montaje con DAPI sobre cada una de las divisiones.  

11. Colocar un cubreobjetos. 

12. Mantener a 4°C o -20°C hasta su observación. 

13. Visualizar el marcaje en un microscopio de epifluorescencia.  
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A.2. Tinción de Calcoflúor White M2R en orina y heces 

1. Preparar frotis de orina y heces utilizando un asa bacteriológica, en proximidad de 

un mechero de Bunsen. 

2. Fijar los frotis por calor. 

3. Fijar en metanol absoluto por 5 minutos. 

4. Dejar secar por 3 – 5 minutos. 

5. Colocar laminillas dentro de una cámara húmeda. 

Nota: Realizar el resto de la técnica en oscuridad. 

6. Añadir el fluorocromo sobre toda la extensión del frotis.  

7. Teñir por 5 minutos a TA. 

8. Enjuagar con agua destilada. 

9. Colocar 1 gota de resina sintética y montar con un cubreobjetos. 

10. Observar en microscopio de epifluorescencia a una longitud de onda de 395 – 415 

nm con el objetivo 100X (usar aceite de inmersión). 
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A.3. Propagación de esporas de Encephalitozoon cuniculi en cultivo celular Vero 

Cultivo de células Vero: 

1. Descongelar criovial y temperar a 37°C. 

2. Sembrar células en cajas de cultivo de 25 cm2. 

3. Mantener en RPMI 1640 suplementado con 10% FBS y 1% antibiótico-

antimicótico, a 37°C en una incubadora con 5% CO2. 

4. Realizar subcultivos por raspado o tripsinización (tripsina 0.25%-EDTA). 

Establecimiento de cultivo infectado: 

5. Utilizar cultivos con confluencia del 80 – 90%.  

6. Infectar con 6 x 106 esporas diluidas en RPMI temperado. 

7. Incubar a las condiciones especificadas en el paso 4. 

8. Recolectar el sobrenadante cada 3 días y almacenarlo a 4°C. 

9. Realizar subcultivo de células infectadas una vez que la confluencia alcance el 

95%. 

Cosecha de esporas: 

10. Raspar cultivos una vez que el índice de infección sea del 90 – 100%. 

11. Recolectar el contenido en tubo de centrífuga. 

12. Centrifugar a 200 xg por 10 minutos a 4°C. 

13. Decantar sobrenadante y resuspender pellet en 1 ml de RPMI. 

14. Realizar 3 pasajes por aguja de 27G. 

15. Depositar el lisado celular en un tubo de microcentrífuga de 1 ml. 

16. Centrifugar a 1500 xg por 30 minutos a 4°C.  

17. Desechar sobrenadante.  

18. Resuspender pellet en 1 ml de PBS. 

19. Almacenar a 4°C hasta su uso. 
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A.4. Inactivación de esporas 

Esporas inactivadas por calor: 

1. Colocar la dilución de esporas requerida en un tubo de microcentrífuga de 1 ml. 

2. Incubar el tubo a 90°C por 30 minutos en un bloque térmico. 

3. Dejar enfriar.  

1. Centrifugar a 1500 xg por 30 min a 4°C. 

4. Resuspender en 1 ml de RPMI. 

5. Almacenar a 4°C. 

Esporas inactivadas con formalina: 

2. Centrifugar el tubo de microcentrífuga con esporas en PBS a 1500 xg por 10 

minutos a 4°C. 

3. Descartar sobrenadante. 

4. Agregar 1 ml de NBF 10% y homogeneizar. 

5. Fijar por 30 minutos a TA. 

6. Centrifugar a 1500 xg por 30 min a 4°C. 

7. Retirar el sobrenadante y agregar 1 ml de PBS. 

8. Repetir los pasos 5 y 6 hasta completar 3 lavados. 

9. Resuspender en RPMI y almacenar a 4°C. 
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A.5. Establecimiento de cultivo primario de macrófagos de cavidad peritoneal 

1. Inyectar por vía peritoneal 1 ml de RPMI frío (4°C). 

2. Incubar por 20 minutos. 

3. Anestesiar al ratón. 

4. Aplicar la eutanasia por dislocación cervical. 

5. Rociar al animal con etanol al 70% y secar. 

6. Posicionar al ratón sobre una placa de poliestireno cerca de un mechero de Bunsen. 

7. Diseccionar la piel del abdomen y exponer la cavidad sin escindir el peritoneo. 

8. Utilizar un catéter del 24G para depositar 5 ml de RPMI frío dentro de la cavidad. 

9. Masajear la cavidad peritoneal suavemente.  

10. Extraer el medio de cultivo con una jeringa. 

11. Depositar el contenido en un tubo de centrífuga de 50 ml y mantenerlo frío. 

12. Repetir el lavado de cavidad peritoneal con 5 ml más de RPMI nuevo. 

13. Tomar 10 µl de la solución de células y agregar 10 µl de azul tripano. 

14. Realizar el recuento de células en una cámara de Neubauer. 

15. Centrifugar la solución de células y resuspender en RPMI nuevo. 

1. Nota: Ajustar el volumen de la suspensión de acuerdo con la concentración 

necesaria para el cultivo. 

16. Sembrar las células en microcámaras o microplacas. 

17. Incubar durante 24 horas. 

18. Descartar células no adherentes mediante un lavado con PBS temperado. 

19. Colocar medio de cultivo nuevo e incubar. 
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A.6. Extracción de RNA total a partir de cultivo celular 

1. Retirar medio de cultivo. 

2. Lavar con PBS y retirar la mayor cantidad de líquido posible. 

3. Agregar 1 ml de TRIzol e incubar por 5 minutos a TA agitando levemente la placa 

de cultivo. 

4. Recolectar el lisado celular en un tubo de microcentrífuga de 1.5 ml. 

5. Homogeneizar por pipeteo. 

Separación de fases: 

6. Agregar 200 µl de cloroformo frío por cada 1 ml de TRIzol. 

7. Agitar vigorosamente (o utilizar vórtex) por 15 segundos. 

8. Incubar por 5 – 15 minutos a TA. 

9. Centrifugar a 12000 xg por 15 minutos a 4°C. 

Precipitación: 

10. Transferir la fase acuosa a un tubo de microcentrífuga nuevo. 

11. Agregar 500 µl de isopropanol frío. 

12. Mezclar por inversión. 

13. Incubar por 5 – 10 minutos a TA. 

14. Centrifugar a 12000 xg por 10 minutos a 4°C. 

Lavado: 

15. Decantar sobrenadante. 

16. Agregar 1 ml de etanol al 75% y mezclar en vórtex. 

17. Centrifugar a 7500 xg por 5 minutos a 4°C. 

18. Decantar sobrenadante. 

19. Repetir el lavado 2 veces más. 

20. Retirar sobrenadante con micropipeta. 

Disolución: 
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21. Secar pellet al aire libre o en bloque térmico a 37°C por 15 – 20 minutos. 

22. Resuspender en 30 µl de agua libre de nucleasas. 

23. Incubar a 60°C por 10 – 15 minutos.  

24. Pasar a hielo.  

Cuantificación: 

25. Realizar la lectura de absorbancia en espectrofotómetro a 260 nm. 

 

 

 


