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RESUMEN

La infeccidn producida por Encephalitozoon cuniculi en los humanos, remarca
semejanza con la encefalitozoonosis en murinos, por lo tanto, este ultimo es
considerado como el modelo animal predilecto para el estudio de dicho
padecimiento. En este trabajo se planted el analisis de tejido linfoide asociado
a mucosas intestinales murinas infectadas durante tiempos variables, para
después, mediante técnicas de histoquimica e inmunohistoquimica; evaluar
los patrones e interacciones entre los elementos inmunolégicos intestinales y
el trayecto de la espora. Las técnicas de Calcofluor White, Azul de Tricromo
Modificado y Gram; permitieron identificar las distintas ubicaciones de las
esporas en los diferentes tiempos de infeccion; encontrandose esporas en
lumen y en estructuras de las vellosidades intestinales. Lo anterior permitié
visualizar posibles patrones de la diseminacion de las esporas por el tracto
intestinal, en donde las secciones de duodeno presentaron un pico inicial en
la primera hora postinfeccion, para después declinar en los dos tiempos de
registro ulteriores. En las porciones de yeyuno e ileon; las esporas se
mantenian con una mayor frecuencia y distribucion conforme aumentaba el
tiempo de infeccion, llegando a ser identificadas incluso en el interior de las
estructuras de las vellosidades. La inmunohistoquimica evidencié distintos
resultados a los anteriormente mencionados y también conforme el tiempo
postinfeccion se extendia. Los resultados pertenecientes a las muestras de
vellosidades procesadas para identificar TLR-2, mostraron una positividad a
este receptor. En el tejido linfoide asociado a mucosa gastrointestinal de las

tres secciones analizadas; se detectaron cambios que sugerian un aumento



gradual en la expresion de TLR-2, tanto en el FAE (polos apicales y basales)

como en el interior de sus estructuras.

En los resultados pertenecientes a las muestras para identificar TLR-4, las
vellosidades presentaron las mismas caracteristicas y cambios estructurales
descritos en el apartado discutido para TLR-2, aunque con resultados
variables en cuanto a sus inmunomarcajes y que la presencia de células con
dicho marcaje en la lamina propia fue mas escasa que en las muestras antes

mencionadas.

En las muestras de GALT de este estudio, los cambios en la presencia de este
receptor sugieren una interaccion que pudiese estar relacionada con los
efectos directos previamente descritos entre TLR-4 de células dendriticas y la
espora o con efectos indirectos de la presencia de la espora en el medio
intestinal que llevan a la liberaciéon de citocinas que pudiesen influenciar la

presentacion de este receptor.



1. INTRODUCCION

El filo Microsporidia esta compuesto por microorganismos eucariotas
unicelulares, esporulados, con un ciclo intracelular obligado y que comparten
un origen fungico en comun (Lee et al., 2008). El genoma de estos parasitos
es muy reducido, asi como el nimero de genes que lo conforman, lo cual
resulta en organismos con un metabolismo celular minimo (Corradi et al.,
2010). Los miembros de este grupo son denominados microsporidios y se
caracterizan por poseer un aparato de extrusion unico en su tipo, conformado
por un organelo denominado filamento polar, con el cual adquiere la capacidad
de inyectar su material infectante, el esporoplasma, dentro de las células que
parasitan (germinacion) (Franzen et al., 2005). En especies de microsporidia
como Encephalitozoon cuniculi (E. cuniculi), la invasion también se puede
realizar mediante la invaginacion de la propia membrana plasmatica celular
con una posterior germinacion dentro de esta (Orlik et al., 2010).
Encephalitozoon cuniculi es el microsporidio mas ampliamente distribuido
entre los mamiferos (Hinney et al., 2016) y del cual hasta ahora son conocidos
cuatro genotipos: el genotipo | (“‘cepa de conejos”) fue encontrado
principalmente en conejos, el genotipo Il (“cepa de ratén”) encontrado en
ratones, aunque también en zorros y gatos; el genotipo Il (“‘cepa de perro”), el
cual ha demostrado una alta mortalidad en primates, Iéminos y perros, ademas
del recién descubierto genotipo IV (“‘cepa humana”), hasta ahora encontrado
solamente en humanos, perros y gatos (Nell et al., 2015; Talabani et al., 2010).
En el ratén, la transmision se puede realizar por via transplacentaria; oral, al

consumir animales (canibalismo), alimento o agua contaminados con la



espora, o intranasal, al inhalar las esporas del medio ambiente (Meredith et al.,
2015; Whary et al., 2015). En murinos, la infeccién con E. cuniculi normalmente
es asintomatica, lo cual da como resultado la problemética correspondiente a
la infeccidn cronica subclinica, que pudiese existir en animales de laboratorio
o0 bioterios. Esto puede generar variables que llegan a alterar los resultados de
sus respectivas investigaciones (Mathis et al., 2005). Por otro lado, la
signologia de la presentacion clinica (encefalitozoonosis) en esta especie
consiste en la presencia de letargo, ascitis y pérdida de peso, llegando a
causar la muerte en animales inmunocomprometidos (Lallo et al., 2013). Las
lesiones descritas se centran en focos de inflamacion mononuclear en cerebro,
higado, pulmones, rifiones e intestino. Posteriormente pueden desarrollar
vasculitis, gliosis y formacion de granulomas en corteza cerebral, asi como
nefritis intersticial y pielonefritis, y la presencia de granulomas en higado y
pulmones (Al-Sadi & Al-Mahmood, 2014; Vladutiu, 1993). No obstante, se
desconocen muchos de los factores que se desencadenan durante los
primeros minutos postinfeccion y en donde se prevé se llevan a cabo los
procesos iniciales de la interaccion entre el epitelio intestinal o el tejido linfoide
asociado a la mucosa (MALT, por sus siglas en inglés) y la espora; lo anterior,
considerando que la homeostasis de los microorganismos y la proteccion del
hospedador a nivel intestinal, corren a cargo de la respuesta inmunolégica de
su superficie mucosa (Allaire et al., 2018; Moura et al., 2019) y que en el caso
de E. cuniculi este patron inicial parece ser importante para el control de la

enfermedad (M. M. Moretto et al., 2012).



1.1 Objetivo General

Determinar qué tipo(s) celular(es) inmunoldgicos participa(n) en la respuesta

inmune inicial contra la espora de Encephalitozoon cuniculi.

1.1.1 Objetivos particulares

1.1.1.1 Desarrollar el modelo murino de infeccion experimental temprana con

Encephalitozoon cuniculi.

1.1.1.2 Analizar la interaccion entre los tipos celulares del ambiente digestivo

y la espora de Encephalitozoon cuniculi.

1.2 Hipétesis

La espora de Encephalitozoon cuniculi estimula la activacion temprana de las

células del sistema inmune en el tracto digestivo murino.

1.3 Justificacion

El estudio de la interaccién de la espora de Encephalitozoon cuniculi en las
células del tracto intestinal nos permitira entender el mecanismo de entrada de
este microorganismo durante la fase inicial de la infeccion en un modelo
murino infectado experimentalmente y comprender su posterior diseminacion

sistémica.



2. REVISION DE LITERATURA
2.1 Encephalitozoon cuniculi

El microsporidio, Encephalitozoon cuniculi es considerado como el de mayor
distribucion entre los mamiferos (Mehlhorn, 2016; Wasson & Peper, 2000),
inicialmente se identificd en 1922 en conejos (Wright & Craighead, 1922). Este
agente infeccioso intracelular se reportd en mdultiples especies mamiferas
alrededor del mundo, como ratas, ratones, caballos, camélidos, zorros, gatos,
perros, ratas almizcleras, leopardos, babuinos y humanos (Didier, 2005;
Magalhdes et al., 2022; Markova et al., 2019). Tras muchos afios de no
generarse informacién de alto impacto respecto al tema, es en los afos
ochenta cuando la microsporidiosis humana vuelve a ser motivo de interés,
luego de que Enterocytozoon bieneusi fuera identificado como el
microorganismo causante de diarrea, emaciacion y desgaste en un paciente
humano inmunosuprimido y a su vez, positivo al virus de la inmunodeficiencia
humana (VIH) (Desportes et al., 1985). Lo anterior marcé el inicio de una
relacion entre la encefalitozoonosis u otras microsporidiosis, con pacientes
inmunodeficientes (por tratamientos inmunosupresores, VIH, linfocitopenias,
etc.) (Mathis et al., 2005; Stentiford et al., 2016). En lo que al ser humano
respecta, se han clasificado catorce microsporidios que llegan a infectarlo,
ubicando a E. cuniculi (Genotipos I-1V), entre los mas comunes (Baker, 2008;
Bohumil et al., 2020). En los humanos, la encefalitozoonosis provoca severas
lesiones renales, entéricas y respiratorias debido a la diseminacion sistémica
que esta produce (Hocevar et al., 2014) y con la posibilidad de invadir

practicamente todos los 6rganos del paciente (Didier & Weiss, 2006). En



pruebas seroldgicas de aglutinacion y de ELISA en seres humanos, se han
reportado resultados positivos, esto en poblaciones tanto inmunocompetentes
como inmunosuprimidas (Abu-Akkada et al.,, 2015; Carhan et al.,, 2015;
Feldman & Easton, 2006). Vale la pena remarcar que muchos de los individuos
inmunocompetentes, son asintomaticos (Mathis et al., 2005). A su vez, existen
estudios que relacionan la infeccion presentada en personas seropositivas-
asintométicas (Kotkova et al., 2013; Pan et al., 2015; Sak et al., 2011); con
aquella manifestada en animales utilizados en laboratorios, tales como el raton
(Khan & Didier, 2000; van Gool et al., 2004). Aunado a lo anterior, se ha
remarcado la semejanza que existe entre la encefalitozoonosis de humanos y
la generada en murinos, por lo cual, se ha utilizado a esta Ultima especie como
modelo animal predilecto para conocer su potencial infectocontagioso y su
patogénesis, asi como los elementos inmunoldgicos que dan pie a la
encefalitozoonosis y su ulterior diseminacion en las personas (Khan et al.,
2001; Kotkova et al., 2013; Kotkova et al., 2018; Mathis et al., 2005; Neto et

al., 2017).

2.2 Ciclo biolégico

Una de las rutas de transmision mas importante es mediante el consumo de
esporas ingeridas ya sea en alimento o agua contaminados (Kotkova et al.,
2013; Latney et al., 2014). El epitelio digestivo se considera como el posible
sitio primario de infeccion de la espora de E. cuniculi. Una vez que la espora

se encuentra en este sitio, esta posee distintas vias por las cuales ganar



acceso al interior de una célula huésped. Actualmente se considera que ciertos
eventos son necesarios para generar dichos procesos de invasion por parte
de la espora, entre los que destacan multiples factores ambientales (Leitch &
Ceballos, 2008). Lo anterior desencadena una serie de efectos dentro de la
espora infectante, entre los que destaca la utilizacion de su tdbulo polar
(filamento polar ya expuesto) (B. Han et al., 2020). Una vez que atraviesa la
membrana celular, esta estructura descarga al esporoplasma (extrusion)
dentro de la célula blanco, depositdndolo directamente en el citoplasma de

esta (Figura 1) (Wasson & Peper, 2000).
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Figura 1.- Ciclo de vida de E. cuniculi. La espora expone su filamento polar al
establecer contacto con la célula huésped y penetra a través de la membrana
plasmatica de esta para posteriormente inyectar el esporoplasma en su interior
(etapa de germinacion). El esporoplasma se desarrolla hacia la etapa de
merogonia por fision binaria dentro de la vacuola parasitéfora (vacuola
parasitéfora y merogonia). EI meronte madura a esporonte que posteriormente
se dividira en esporoblastos, los cuales se desarrollan durante la esporogonia
para generar esporas maduras y asi ser liberadas de la célula huésped.

(Imagen tomada de Magalhaes et al., 2022)



El posible desencadenamiento de los eventos bioquimicos iniciales que llevan
a la liberacion del tubulo polar se cree dependen de factores microambientales,
aunque esto no se encuentra definido actualmente. Se ha propuesto que el
aumento en la presion osmoética dentro de la estructura de la espora o un
cambio de pH en el entorno de esta ocasiona la subita liberacion del tubo polar.
Dicho proceso permite que el esporoplasma no establezca contacto con el
medio extracelular, evitando asi el ser reconocido por los elementos del
sistema inmunoldgico (Cali & Takvorian, 2014). Ya en el interior del citoplasma,
el esporoplasma cursa por dos fases de diferenciacién, comenzando por la
merogonia (fase proliferativa), seguido por la esporogonia (fase infectiva). La
primera de estas origina la proliferacion y a su vez el crecimiento de la fase
inmadura del E. cuniculi, conocido como meronte, por otro lado, la esporogonia
es la etapa que incluye el desarrollo y maduracion que lleva a la formacién las
esporas infectantes. El proceso antes mencionado se lleva a cabo en el interior
de la vacuola parasitofora, que es la estructura que provee una separacion
entre el parasito y el resto de los componentes de la célula infectada y que
esta compuesta en su mayoria, por lipidos derivados de esta ultima (Bohne et
al., 2011). Después de 24-48 hrs, se produce el rompimiento de la célula
hospedadora, provocado por la misma proliferacion del agente en su interior,
liberando las esporas infectantes al entorno celular y permitiendo también que
estas puedan ingresar al sistema vascular (células endoteliales) o migrar a
traves del mismo sistema fagocitico mononuclear. En los casos en los que la
célula huésped no es lisada, la infeccion se llega a distribuir por extension

directa de las esporas a las células circundantes o en su defecto por medio de



la fagocitosis de esporas inactivadas (Franzen et al., 2005; Rodriguez-Tovar
et al., 2003). Se han propuesto otros medios por los cuales la espora logra
infectar a células susceptibles, basados en otros microsporidios, como son la
interaccion de esporoplasmas previamente expulsados con la membrana
plasmatica de las células y su posterior endocitosis/fagocitosis (Takvorian et
al., 2013). Por ultimo, se ha caracterizado como sinapsis de invasion, a un
proceso de infeccion que involucra la extrusion del tubulo polar en el medio
extracelular y el cual interactia con la superficie de la célula blanco;
desarrollando posteriormente una invaginacion en la membrana de dicha
célula y creando un microambiente protegido en el cual sera depositado el

esporoplasma que infectara a dicha célula (B. Han et al., 2017).

2.3 Patogenia

Anteriormente se ha demostrado que el curso de la encefalitozoonosis esta
estrechamente relacionado con el estado inmunolégico del hospedador
(inmuno- competente e inmunosuprimido) (Gigley & Khan, 2011; M. M. Moretto
et al., 2015). Ademas, se conoce que E. cuniculi puede sobrevivir dentro de
macroéfagos, facilitando su dispersién a través del cuerpo del hospedador
(Wasson & Peper, 2000). En ratones inmunocompetentes la
encefalitozoonosis tiene un curso cronico, silencioso y progresivo,
caracterizado por la diseminacion de la espora hacia casi todos los érganos.
Lo anterior, comienza durante los primeros 7 dias PI (post- infeccion), cuando

las lesiones caracteristicas se concentran a nivel microscopico; el tejido renal



comienza a exhibir un infiltrado de células mononucleares en el intersticio. Al
inicio de la segunda semana PI, los hepatocitos presentan cambio graso, asi
como una vasculitis moderada dentro de las venas portales. Es en este mismo
periodo de tiempo, en el que el tejido pulmonar presenta un infiltrado
mononuclear; mientras que en el lumen intestinal se detectan grandes
cantidades de esporas (Schmidt & Shadduck, 1983). Después del décimo dia
Pl, el parénquima hepético puede presentar inflamacion granulomatosa focal
y vasculitis, asi como colangitis linfocitica en las zonas portales. En este
periodo, los pulmones llegan a exhibir vasculitis en el intersticio, asi como
hiperplasia linfoide de los nédulos linfaticos peribronquiales; mientras que, en
intestino, se presenta una enteritis linfocitica acompafiada de una esplenitis
granulomatosa. Para los quince dias PI, las lesiones en tejido nervioso central
se manifiestan como vasculitis en meninges, gliosis en corteza cerebral y
granulomas a nivel cerebelar. Por otra parte, los pulmones comienzan a
presentar vasculitis y neumonia granulomatosa. Es en esta etapa, también, en
la que se comienza a apreciar la aparicién de vesiculas/vacuolas parasitéforas
dentro de los enterocitos de las vellosidades intestinales (Al-Sadi & Al-
Mahmood, 2014). Para el dia 30 PI, la espora puede ser detectada por todo el
cuerpo, generando congestion en meninges, cerebro, higado y bazo, lo cual
puede ser observado a nivel macroscopico (Kotkova et al., 2013). Los
pulmones, estdbmago e intestinos se encuentran palidos. Microscopicamente
se muestra vasculitis a nivel de tejido nervioso (cerebro y cerebelo) con
presencia de granulomas a nivel de cerebro. Un mes mas tarde, los animales

se pueden encontrar anoréxicos y deprimidos; presentando a nivel



macroscopico, congestion de meninges, encéfalo e higado (Al-Sadi & Al-

Mahmood, 2014; Meredith et al., 2015).

En ratones inmunosuprimidos la encefalitozoonosis causa un cuadro severoy
fatal, caracterizado por la rapida diseminacién de la espora por todo el cuerpo
de los animales (Kotkova et al., 2013). Estos ratones suelen morir desde la
primera semana PI; presentando un infiltrado de células mononucleares en
corteza cerebral y cerebelo, en este mismo periodo, aunado a una hiperplasia

de foliculos linfoides en submucosa intestinal (Lallo et al., 2013).

En caso de sobrevivir hasta los dias 10 y 15 PI; se evidencian cuadros de
anorexia, estornudos y tos, mientras que a nivel microscépico; se observan
colangitis, vasculitis y granulomas en higado. Los intestinos, mientras tanto,
muestran enteritis linfocitica y la presencia de vesiculas/vacuolas parasitéforas

del parasito dentro de los enterocitos (Al-Sadi & Al-Mahmood, 2014).

2.4 Respuesta inmune Inespecifica

En base al contexto anterior, se conocen algunas de las interacciones o
propiedades celulares del hospedador, que son aprovechadas por la espora
de E. cuniculi para contribuir a la generacién de las lesiones ya mencionadas,
asi como su propia diseminacion; a traves de la previa infeccion de células
epiteliales intestinales y a su vez la de macrofagos (Couzinet et al., 2000;
Franzen et al., 2005). Considerando también que en estas ultimas se ha
demostrado que las esporas infectivas pueden inhibir la union del fagosoma

con el lisosoma (Franzen et al., 2005), impidiendo su posterior destrucciéon y



por lo cual se estipula que dicho proceso es crucial en la distribucién del
agente. Cabe destacar que, en el hospedador, la respuesta o interaccion inicial
con E. cuniculi llega a implicar diversos mecanismos de la inmunidad
inespecifica; es decir, los primeros contactos entre la espora y los distintos
elementos de esta (células y moléculas), asi como la condicion inmunolégica
del individuo, suelen marcar el posible término o resurgimiento de la

encefalitozoonosis (Kotkova et al., 2013).

2.4.1 Macrofagos y Células dendriticas

Los macrofagos, llevan a cabo un papel importante en la destruccién o en su
defecto, el soporte de las esporas infectantes y lo cual ha demostrado estar
estrechamente relacionado con el microambiente propiciado por la interaccion
de las citocinas desplegadas en el entorno (Valencakova & Halanova, 2012).
Como ejemplo de lo antes mencionado cabe destacar que en macréfagos
humanos se ha identificado que la unién inicial de la espora a receptores TLR-
2 conlleva a la translocacion nuclear del Factor de transcripcion Nuclear-kB
(NF- kB, por sus siglas en inglés) y posterior liberaciébn de citocinas
proinflamatorias (TNF-a) (Didier & Khan, 2014; Fischer et al., 2008). Lo anterior
converge en la necesidad del organismo de recibir la sefializacion adecuada
para generar la expresion de aquellas citocinas proinflamatorias necesarias
para montar una respuesta inmunolégica Thl (IFN-y o IL-12), para hacer frente

a la encefalitozoonosis de manera eficaz y poder resistir o eliminar la infeccion,



preferentemente desde el inicio de dicha invasién (Gigley & Khan, 2011,

Mathews et al., 2009; M. M. Moretto et al., 2015).

En modelos murinos se conoce la importancia de la funcionalidad de las
células dendriticas en el control de la multiplicacion de patégenos del género
Encephalitozoon, a partir de la correcta diferenciacion de macrofagos (Bernal
et al., 2016) o mediante la produccion de la maduracion de los linfocitos
intraepiteliales (M. M. Moretto et al., 2008, 2015), los cuales a largo plazo y
como se ha demostrado anteriormente, generaran una respuesta
inmunologica celular; la cual ha resultado ser decisiva en el proceso de
destruccion de las células infectadas y por ende de la eliminacion del patégeno

(Ghosh & Weiss, 2012; Gigley & Khan, 2011; M. M. Moretto et al., 2007).

2.4.1.1 Interacciones célula/espora

La inmunidad innata constantemente se considera como la primera linea de
defensa frente al arribo de cualquier agente infeccioso; y su desempefio
depende en gran medida de la capacidad que esta posea para reconocer la
presencia de elementos microbianos o las moléculas relacionadas al dafio
celular del propio organismo. Es aqui donde recae la importancia de poseer
“sensores” que le permitan al cuerpo el percatarse de la presencia de los
elementos ya mencionados; estos receptores moleculares reciben el nombre
de Receptores de Reconocimiento de Patrones (PRRs, por sus siglas en

inglés) y su amplio espectro de conformaciones moleculares les permiten



entablar interacciones con la gran variedad de microorganismos existentes
(Murphy & Weaver, 2017). Dichas uniones se generan con moléculas
pertenecientes a productos o elementos estructurales de los microorganismos
y los cuales suelen ser conformaciones conservadas, conocidas como
Patrones Moleculares Asociados a Patdgenos (PAMPs, por sus siglas en
inglés) (Denman, 1992). Existen PRRs ubicados en el interior de ciertas
células (intracelulares) o unidos a la membrana celular de estas
(transmembrana). Dentro de las células que poseen estas caracteristicas
podemos comenzar identificando las células fagociticas (neutrofilos,
macréfagos y células dendriticas) y de ciertas células fagociticas no
profesionales (linfocitos, fibroblastos y células epiteliales), cuyas funciones
recaen también en la deteccion de posibles invasores. Todas estas células
poseen la capacidad de discriminar entre distintas variedades de
microorganismos invasores a través de sus PRRs, detectando sus respectivos
PAMPs (Beutler & Rehli, 2002; Murphy & Weaver, 2017) y posteriormente
iniciando transducciones de sefial determinadas por el tipo de interaccion
PRRs/PAMPs que se genera. Estas transducciones de sefal son de gran
importancia en el inicio de la expresion de citocinas pro o anti-inflamatorias,
que a su vez determinaran el comportamiento fisiol6gico de numerosas células
del organismo (inmunoldgicas y no inmunolégicas) ante los distintos
escenarios. Actualmente, se han estudiado gran cantidad de PRRs, en
particular los pertenecientes al grupo de los Receptores Tipo Toll (TLR, por

sus siglas en inglés), los cuales han abierto multiples cuestionamientos debido



a las numerosas caracteristicas y propiedades que presentan (Akira & Takeda,

2004; Mukherjee et al., 2019).

2.4.1.2 PAMPs de Encephalitozoon cuniculi y los receptores celulares de

estos.

En cuanto al contexto de la infeccibn microsporidiana, se han propuesto
ligandos (PAMPS) presentes en la espora para ciertos PRRs celulares, como
son la proteina de la pared de la espora de E. cuniculi 1 (EcCSWP1, por sus
siglas en inglés) (Bohne et al., 2000), las proteinas de endospora 1y 2 (EnP1
y EnP2, por sus siglas en inglés) y los O-manosil glicanos (Southern et al.,
2007; Taupin et al., 2007), siendo estos ultimos considerados como los
principales iniciadores de la respuesta inmunitaria innata frente a la
encefalitozoonosis. Por otro lado, al remarcar el origen filogenético de este
microsporidio; cabe destacar que los miembros del reino Fungi (Lee et al.,
2008; Vergneau-Grosset & Larrat, 2016), poseen en su estructura, PAMPs
caracteristicos, como los -glucanos, quitina y manoproteinas. La deteccion
de estas moléculas le permite al hospedador, en algunos casos, percibir la
presencia de agentes micéticos en el cuerpo (Gupta & Singh, 2011;

Shepardson & Cramer, 2013).

Estudios recientes in vitro utilizando macréfagos murinos; han sefalado a los
receptores de transferrina (Tfr-2) y de dectina (Dec-1), como posibles ligandos

para la espora de E. cuniculi, asi como ciertos glucosaminoglucanos presentes



en las células hospedadoras para este microorganismo (B. Han & Weiss,
2017a; Southern et al., 2007). Los PRRs mas estudiados actualmente y
relacionados a las interacciones ya mencionadas son los receptores TLR-2 y
TLR-4 (Levitz, 2004; Taghavi et al., 2017); tomando en cuenta también que los
receptores pertenecientes al grupo de los TLR son reconocidos como los
anicos con la capacidad de reconocer las infecciones iniciales y como los méas
potentes inductores de las respuestas inflamatorias (Kawai & Akira, 2011). En
intestino de ratén; TLR-2 y TLR-4 han sido identificados en células de Paneth,
células M, células madre intestinales, enterocitos, células caliciformes y
células enteroenddcrinas. En las siguientes secciones resaltaremos la
relevancia de los TLRs previamente mencionados y como sus interacciones
con los componentes de E. cuniculi, remarcan su importancia para este

estudio.

241.21TLR-2

Este receptor es considerado una proteina transmembrana tipo-1
evolutivamente conservada, que al igual que los deméas TLRs
transmembranales pose un dominio extracelular que alberga repeticiones ricas
en leucina (LRR, por sus siglas en inglés) que reconoce sus respectivos
PAMPs y una porcion citosolica del receptor de interleucina 1 (Toll-
Interleucina) denominado TIR (por sus siglas en inglés). Este ultimo es
necesario para generar la transduccion de sefal que guiara la activacion del

factor de transcripcion denominado NF- kB; para inducir la transcripcién de



citocinas proinflamatorias y quimiocinas, asi como la regulacion de moléculas
coestimulatorias en células presentadoras de antigeno, como macrofagos y
células dendriticas, que como resultado sensibilizan a las células T para su
activacion (Murphy & Weaver, 2017). Aunado a lo anterior, se ha considerado
que su accién también se extiende a la deteccidén de patdgenos que han sido

capturados dentro de lisosomas o endosomas (Park & Lee, 2013).

Cabe destacar que tanto TLR-2 como TLR-4, “formulan” una inmunidad innata
especifica del patégeno, a través del ligando detectado y para el cual se
desarrollard posteriormente una inmunidad especifica del antigeno en la
inmunidad adquirida (Denman, 1992). Esta versatilidad en cuanto al tipo de
respuesta se basa en la capacidad que les confiere el poder formar
heterodimeros con otros tipos de TLRs, los cuales convenientemente amplian
aun mas la gama de PAMPs que son capaces de detectar (Mukherjee et al.,

2016).

En el caso especifico de TLR-2, esta molécula forma un heterodimero en forma
de “m” ya sea con TLR-1 o TLR-6 para el reconocimiento de lipopéptidos tri o
diacilados provenientes de patégenos como bacterias Gram negativas,
micoplasmas, etc. (Botos et al.,, 2011). Aunado a lo anterior, podemos
remarcar que TLR- 2 se involucra en el reconocimiento de una notable
cantidad de PAMPs derivados de bacterias, hongos, parasitos e incluso virus;
a través de moléculas como fosfolipidos, fosfatidilserina, glucolipidos,
antigeno soluble de huevo de schistosoma (SEA, por sus siglas en inglés),

lipofosfatidilserina, lipofosfoglicanos, fosfolipomananos, zimosan, glucolipidos,



hemaglutinina, peptidoglucanos, acido lipoteicoico, entre otros (Mukherjee et

al., 2016).

24122 TLR-4

Como se menciond en la seccion anterior, los miembros del grupo de los TLRs
comparten muchos elementos caracteristicos de su estructura, por
consiguiente, en esta seccibn se mencionaran las caracteristicas mas

relevantes de TLR-4.

En este receptor, su funcionalidad depende de formar un complejo molecular
en la superficie celular con otras proteinas para asi reconocer sus ligandos (Ej.
LPS) (Abbas et al.,, 2021; Denman, 1992). En el suero, los LPS se unen
primeramente con la proteina de union a LPS (LBP, por sus siglas en inglés),
la cual transfiere el LPS a la molécula CD14. La CD14 es una proteina de
membrana anclada a glucosilfosfatidilinositol, que también se encuentra en
una forma soluble y lo cual le permite también unirse a complejos de LPS-LBP
con alta afinidad. La molécula CD14, al carecer de un dominio intracelular para
establecer una sefalizacion; esta se asocia a TLR-4 para formar un complejo
funcional receptor de LPS, lo cual también requiere la union con la proteina
MD-2 y se asocia con el dominio extracelular de TLR-4 y la cual se logra
compartiendo la sujecién de los lipidos que conforman la porcion principal del

LPS (Park et al., 2009; Vaure & Liu, 2014).



El receptor multimérico compuesto hasta este punto por dos copias del
complejo TLR4-MD2-LPS resultan en la iniciacion de la transduccion de sefial;
reclutando adaptadores moleculares como el factor de diferenciacion mieloide
88 (MyD88, por sus siglas en inglés), proteina adaptadora relacionada a TIR
inductora de interferon (TRIF, por sus siglas en inglés), molécula adaptadora
relacionada a TRIF (TRAM, por sus siglas en inglés), proteina adaptadora
contenedora de dominio TIR (TIRAP, por sus siglas en inglés) y proteina
contenedora de conformaciones armadillo y alfa estériles (SARM, por sus

siglas en inglés) (Abbas et al., 2021).

Cabe destacar que se ha demostrado que la unién con CD14 y LBP solo
acrecientan la sefalizacion de TLR-4 dependiente de LPS y no son
absolutamente necesarias para su unién y posterior sefializacioén (Lizundia et

al., 2008).

En el caso particular de este receptor, se considera que su afinidad a sus
PAMPs correspondientes se relacionan estrechamente a mutaciones en los
genes que lo codifican, dando lugar a reconocimiento de no solo
lipopolisacéaridos (LPS) sino que también muchos otros componentes de
patdgenos como polimeros de &cido manurénico de bacterias Gram-, acido
teicurénico de bacterias Gram+, glucoproteinas, mananos, glucomananos,
glucuronoxilomananos, proteinas de shock térmico, entre otros (Akira &

Takeda, 2004; Vaure & Liu, 2014).

Una vez que reconocen un PAMP especifico, tanto en TLR-2 como en TLR-4

(localizados en alguna célula en particular), se activan sus dominios TIR en



asociacion con sus adaptadores (MyD88, TRIF, and SARM); lo que en
consecuencia lleva a la activacion de NF-kB y/o el factor de transcripcion
regulatorio de interferon 3 (IRF3, por sus siglas en inglés) que en conjunto
pueden llegar a generar la produccion de IL-6, IL-12, TNF-a y/o interferon 3

(Abbas et al., 2021; Mukherjee et al., 2016).

En cuanto a las posibles interacciones entre la espora de E. cuniculiy los PRRs
del hospedador, se ha estudiado aquella relacionada con el receptor TLR4 de
células dendriticas murinas; el cual se ha visto sobre expresado y reconocido
como un factor crucial en el reconocimiento y la respuesta inmune celular

contra E. cuniculi (Lawlor et al., 2010).

Una vez considerado esto y destacando que la via de infeccion mas comudn es
la oral (Wasson & Peper, 2000), se establecié que, la interaccion entre los
receptores TLR-2 y 4 presentes en el intestino delgado de modelos murinos;
pueden encaminar informacion importante sobre la infeccion temprana por E.

cuniculi.

2.5 Tejido linfoide asociado a mucosa gastrointestinal

El epitelio que conforma el tracto gastrointestinal (TGI), posee la funcion de
digerir y de absorber nutrientes contenidos en el lumen intestinal y a pesar de
qgue le es posible el procesar cierta cantidad de moléculas externas, existen
sitios del intestino delgado dedicados a la deteccion de patégenos contenidos

en todo aquello que el individuo llegase a ingerir; estas estructuras linfoides



secundarias se conocen como tejidos linfoides asociados a mucosa
gastrointestinal (GALT, por sus siglas en inglés). Actualmente se han descrito
diferentes tipos de nodulaciones linfoides pertenecientes a los GALT, como
son las placas de Peyer (PP), foliculos linfoides aislados (ILF, por sus siglas
en inglés) y los criptoparches (Cesta, 2006; Wagner et al., 2018). Las PP son
las mas prominentes de estos sitios, distribuyéndose por toda la mucosa y
submucosa del TGI, aunque con mayor densidad en la porcion del yeyuno y
orientadas comunmente hacia la pared mesentérica. En particular, los
roedores poseen de 6 -12 centros germinales en cada PP (Day & Schultz,
2014). Dichos centros consisten en una capa o multicapa de foliculos linfoides,
rodeados en su mayor parte por las areas T para o interfoliculares y sobre cada
foliculo, un area menos organizada llamada domo subepitelial (SED, por sus
siglas en inglés), el cual se encuentra limitado en la parte superior por un
epitelio asociado a foliculo (FAE, por sus siglas en inglés) y posee grandes
cantidades de células dendriticas, células B naive y células CD4 (Chassaing
et al.,, 2014). Conformando el FAE, se encuentran distribuidas células
epiteliales especializadas, que por la morfologia de su membrana plasmatica

plegada (micropliegues), reciben el nombre de células M.

Una vez considerado lo anterior y tomando en cuenta la utilizacion de modelos
murinos en la aproximacion al estudio de la encefalitozoonosis humana, se
concluye que dichos elementos inmunolégicos (TLR-2, TLR-4), no han sido
estudiados en modelos murinos in vivo, a modo de caracterizar las posibles

interacciones iniciales que pudiesen llevarse a cabo entre el organismo



hospedador y la espora de E. cuniculi; lo cual pudiese dar informacion
relevante de una de las principales vias de entrada del microorganismo, tal y
como se ha planteado anteriormente en conejos (Rodriguez-Tovar et al.,
2016a) y que permitiera aclarar en gran medida, la serie eventos que se

desarrollan durante la infeccion temprana en ratones a nivel intestinal.

3. MATERIALES Y METODOS
3.1 Preparacion del inéculo

La cepa de espora que se utilizé fue la comercial de E. cuniculi ATCC, 50789,
la cual fue cultivada durante ocho semanas en la linea celular Vero (ATCC
CCL-8, EUA), en cRPMI-1640 (SIGMA, EUA), en 5% de CO2y a 37°C (Lallo
et al., 2016; Molestina et al., 2014). Posteriormente las cajas a cosechar se
rasparon con un raspador celular (Corning, Nueva York, EUA), y la suspension
obtenida se transfiri6 a un tubo de fondo conico con capacidad de 50 ml
(Falcon®, Nueva York, EUA). Se centrifug6 a 1,500 x g por 10 minutos a 4°C
utilizando una centrifuga universal tipo 320R (Hettich Zentrifugen, Alemania).
Posteriormente el sobrenadante fue removido mediante decantacion para
luego resuspender el pellet en 1 ml del medio cRPMI 1640. Dicha suspension
se paso a través de una aguja de calibre 27 mm (Terumo, Tokio, Japén), y se
depositoé en un tubo para microcentrifuga (Eppendorf, Nueva York, EUA) para
luego homogeneizar nuevamente en un vortex (Labnet, Nueva Jersey, EUA).
Este procedimiento se repitid una vez mas para ser depositado en un tubo
conico de 50 ml al que se le afiadieron 9 ml de medio cRPMI 1640 para obtener

un volumen definitivo de 10 ml. Para eliminar la mayor parte de los restos



celulares se centrifugé una ultima vez con las mismas condiciones y
posteriormente se le retir6 el sobrenadante. La pastilla generada se
resuspendio en 7.5 ml del medio cRPMI 1640. Para su utilizacion las esporas
se contabilizaron en una camara Neubauer (Hausser Scientific, Pensilvania,
EUA) y se ajustaron a 2x10° esporas/ml. Las esporas se colectaron del medio
de cultivo sobrenadante, se centrifugaron a 1000 x g durante 10 minutos a 4°C
en una centrifuga Mikro 220 (Hettich, Alemania) y posteriormente el
sobrenadante se decanté y el pellet se resuspendié en 1 ml de PBS. Con una
jeringa de 5 ml estéril, la suspension se tomd y paso a través de una aguja
27G en 3 ocasiones, con el fin de provocar la lisis de la célula huésped de
forma mecanica. Luego de una segunda centrifugacion a 1000g x 10 minutos
a 4°C, se decant6 el sobrenadante y se volvio a resuspender el pellet en 7.5
ml de PBS, posteriormente se almaceno a 4°C hasta el momento de su empleo

(Pan et al., 2015).

3.2 Animales de experimentacion

Se utilizaron 18 ratones Balb/c, de entre 35 a 45 dias de edad, tanto hembras
como machos, los cuales se alojaron en la Facultad de Medicina Veterinaria y
Zootecnia (FMVZ-UANL). Fueron mantenidos con agua y alimento ad libitum,
el cual fue retirado 12 horas previas al experimento. Se les mantuvo con ciclos
de luz/oscuridad de 12 horas y una temperatura de 23°C. Las condiciones de
manejo se establecieron acorde a lo estipulado en la Norma Oficial Mexicana

(NOM-062-Z00-1999). Se alojaron en jaulas de acrilico de 29x22x14cm con



tapa de rejilla metalica inoxidable (Birdcage, Birds Park, EUA), habilitadas con
bebederos con capacidad para 60 ml (Redkite, México); en el cual se brindd
agua limpia y de buena calidad; se les alimentd con dieta comercial (croquetas

FormuLab Chows 5008, Purina, EUA).

3.3 Modelo animal

Se realizaron 3 grupos que contenian cinco animales cada uno y un cuarto
grupo grupo control compuesto por tres animales, los cuales fueron inoculados
por via peritoneal con esporas infectantes o con solucion salina fisioldgica,
respectivamente. Los 3 grupos de animales representaron los distintos
tiempos postinfeccion (PI): 1hr, 2hrs y 4hrs (1H, 2H y 4H, respectivamente).
Esto mismo se realizé para cada uno de los animales control (Al-Sadi & Al-

Mahmood, 2014) (Tabla 1).



1 2 4
Grupos\PI
Hora Horas Horas
1H (n=5) E / /
2H (n=5) / E /
4H (n=5) / / E
Control (n=3) E(1) E(1) E(1)

Tabla 1.- Modelo animal. Distintos tiempos postinfeccion (Pl) de los cuatro
grupos de animales (1H, 2H, 4H y Control); en los cuales se realizo la
eutanasia (E) correspondiente para cada grupo o en el caso del grupo control,

a un integrante del grupo E(1). Las demas especificaciones se explican en el

texto.



Los ratones fueron inoculados por via peroral con una dosis de 10° esporas de
E. cuniculi en 0.5 ml de PBS. Se utiliz6 una sonda esofagica numero 24, de
2.5 cm y un diametro de 1.25 mm (Kent Scientific, EUA) (Turner et al., 2011).
En los tiempos PI respectivos, se procedié a la sedacion de los ratones con
una combinacion de TiletaminatZolazepam (Zoletil®100, Virbac,
Francia),100mg/Kg/IM (Cagle et al., 2017; Shimizu, 2004). Se les tomé una
muestra sanguinea (ver abajo), y posteriormente se realiz6 la eutanasia
mediante dislocacion cervical (Cressey, 2013; Soto-Dominguez et al., 2020).

Finalmente se procedio a la coleccion de las muestras intestinales.

3.4 Toma de muestras

Bajo anestesia, se obtuvieron 0.5 ml de sangre mediante puncion cardiaca,
debajo del esterndn y cartilago xifoides con una venoclisis nimero 24 (Miniflex,
Trokar, S.A., México). Las muestras sanguineas fueron colocadas en tubos de
3 ml EDTA, (BD Vacutainer EDTAK3, BD Vacutainer, EUA). Posteriormente
se hicieron frotis sanguineos que se tifieron con Azul de Tricromo, Calcofltor
White y Gram modificado (ver mas adelante). Posteriormente, los ratones
fueron sacrificados mediante la dislocacién de las veértebras cervicales
(Cressey, 2013). Se procedio a recolectar las muestras del tracto digestivo a
todos los grupos de animales. Las muestras de tejido consistieron
principalmente en porciones del tracto digestivo (duodeno, yeyuno e ileon), los
cuales se fijaron en paraformaldehido (PFA) al 4% en PBS a un pH de 7.4, se

embebieron en parafina y se seccionaron a 4 micras de espesor. Se procedio



a seleccionar solo aquellas secciones que tenian placas de Peyer (PP) o
foliculos linfoides aislados (FLA), verificadas primeramente en secciones
tefiidas con hematoxilina y eosina (HE). El resto de los érganos (higado,
riilones, bazo, corazon, pulmones y encéfalo) fueron fijados y mantenidos en

PFA.

3.5 Diagnostico de lainfeccion

Los frotis sanguineos fueron tefiidos con las siguientes técnicas: Calcofltor
White (CFW), Azul de Tricromo Modificado (AT) y Gram (Gm) (Ghosh et al.,
2014), con las cuales se verificé la presencia o ausencia de las esporas. Los
cortes tisulares correspondientes a TGl pasaron a ser tefiidos con las mismas
técnicas ya mencionadas y con el mismo fin (Rodriguez-Tovar et al., 2017).
Tanto los frotis como los cortes tisulares se revisaron con un microscopio de
luz Primo Star (Zeiss, Alemania) con objetivos de 4, 10, 40 y 100x; revisando

20 campos por muestra.

3.6 Anticuerpos e inmunohistoquimica (IHQ)

Se utilizaron dos anticuerpos primarios; los cuales fueron el anticuerpo
monoclonal de conejo anti-TLR4 (ab13556, ABCAM, EUA) y el anticuerpo

policlonal de conejo anti-TLR2 (ab213676, ABCAM, EUA).

Se utilizaron secciones de las muestras de intestino (duodeno yeyuno e ileon)

desparafinadas y posteriormente se montaron en laminillas revestidas con poli-



L-lisina. Posteriormente las muestras se rehidrataron, utilizando pases en
alcoholes graduados. Seguido de esto se expusieron al proceso de
desenmascaramiento de antigeno utilizando calor, sumergiéndolas en un
buffer de citratos (pH 6, 10mM Acido citrico) y un posterior bloqueo de
peroxidasa enddgena, utilizando peroxido de hidrégeno al 3%. El siguiente
procedimiento fue destinado al bloqueo de sitios de unién inespecificos
mediante la utilizacion de un suero equino al 0.5% contenido en el kit de
segundo anticuerpo/revelado (Avidin/Biotin Blocking Kit, Vector Labs, EUA).
Posteriormente se coloc6 un tipo de anticuerpo primario en cada uno de los
cortes tisulares, para después de una incubacion de 24 horas, proceder a la
aplicacion del segundo anticuerpo biotinilado anti-conejo (Biotinylated Horse
Anti-Rabbit 1gG Antibody, BA- 1100, Vector Labs, EUA) seguido por el
complejo enzima-biotina-avidina procedente del mismo kit y concluir con DAB
(ImmPACMR DAB, Vector Laboratories, EUA). Al finalizar las muestras se
deshidrataron, pasaron a ser montadas utilizando resina y visualizadas al
microscopio de luz Primo Star (Zeiss, Alemania) con objetivos de 4, 10,40y

100x.

3.7 Andlisis estadistico

Con el objetivo de obtener comparativas entre las distintas expresiones de los
marcadores de superficie entre los grupos, se llevo a cabo un analisis de los
resultados del conteo de células positivas en los cortes, el cual se llevo a cabo

mediante el método descrito por Bologna y colaboradores (Bologna-Molina et



al., 2011) y aplicado en otros estudios (Mungenast et al., 2020); y sus datos se
analizaron por medio de un ANOVA de dos colas y la prueba de t de Student
para obtener una comparativa de medias mediante el software GraphPad

Prism 4 (GraphPad Software Inc., EUA).

3.8 Dictamen de Aprobacion por Comité de Bioética y Bienestar Animal

NUmero del dictamen: 017/2021.

Con fecha: 30/11/2021.



4. RESULTADOS

4.1 Muestras histoldgicas

Las muestras embebidas en parafina fueron cortadas en secciones de 5umy
procesadas con la técnica de HE (Davila-Martinez et al., 2020; Rodriguez-
Tovar et al., 2017). Esto se realizé para identificar las estructuras intestinales

asociadas con el MALT (PP, criptoplacas y FLA).

4.2 Diagnostico de lainfeccion
4.2.1 Muestras tisulares

4.2.1.1 Calcoflaor White (CFW).

Las secciones mostraron la presencia de esporas. En duodeno, a la primera
hora postinfeccion (1H), se observaron de 5-20 esporas (12.5 en promedio)
por cada 20 campos (Apéndice A) en todos los cortes y en aquellos en los que
fueron localizadas generalmente se mostraban en el lumen intestinal (Figura

2).



Figura 2.- Intestino delgado de raton. Duodeno (D), Yeyuno (Y) e ileon (1); 1H.
Ratén Balb/c. Las esporas (flechas blancas) de E. cuniculi; se encuentran en
distintas partes del lumen intestinal (fondo negro) y en las inmediaciones de
las vellosidades (asterisco). 100x.



Sin embargo, al continuar con las secciones de duodeno de individuos con 2
y 4 horas post infeccion (2H Y 4H, respectivamente), las esporas se
encontraron mas escasas, registrando promedios de 10 y 7.5 esporas
respectivamente (Apéndice A). En las porciones de yeyuno e ileon; las esporas
se mantenian con una mayor distribucion conforme aumentaba el tiempo PI;
registrando a la primera hora (1H) 15 y 0 esporas respectivamente, y pasando
a 27.5y 17.5 en la segunda hora post infeccién (2H) respectivamente (Figura

3).



Figura 3.- Intestino delgado de raton. Duodeno (D), Yeyuno (Y) e ileon (1); 2H.
Raton Balb/c. Las esporas (flechas blancas) de las imagenes Y e |, se
encuentran inmersas en las vellosidades; observandose en la primera de estas
una espora rodeada por un espacio dentro del epitelio (asterisco), mientras
que en la siguiente imagen (I) la espora se visualiza sin ningan otro elemento
aparte. 100x. Calcofltor White.



A la cuarta hora post infeccion (4H) con un conteo de 57.5y 37.5 en yeyuno e
ileon, respectivamente. En egsultimos, las esporas se identificaron en lumen en
contacto con b mucosa intestinal o en el borde de las microvellosidades
(Figura 4), ademas de que cabe destacar que también fueron visualizadas
numerosas estructuras sugerentes a E cuniculi distribuidas en el interior de

la mucosa intestinal.



Figura 4.- Intestino delgado de raton (CFW) Duodeno (D), Yeyuno (Y) e ileon
(); 4 horas post infeccion (4H). En el lumen intestinal (fondo negro), se pueden
identificar distintas cantidades de esporas (flechas blancas), asi como su
ubicacion respecto al epitelio intestinal (D e |; asteriscos) o el contenido luminal
(Y; cabeza de flecha blanca). 100x. Calcoflaor White.



4.2.1.2 Azul de Tricromo Modificado (AT)

La deteccion de esporas fue menos evidente mediante esta técnica; sin
embargo, permitid la identificacion de las estructuras y su relacion con la
ubicacion de las esporas. Cabe destacar la observacion de esporas en vasos

quiliferos de vellosidades a nivel de yeyuno (Figura 5).



Figura 5.-Vellosidad intestinal, yeyuno. Ratén Balb/c. 2H. A: se aprecian dos
a esporas (flecha negra) en un vaso quilifero (asterisco). 40x. B: Ampliacion
de la seccion anterior,). Azul de tricromo.



En el duodeno, las esporas se observaron en distintas ubicaciones del
intestino delgado a partir de la primera hr Pl (Grupo 1H). No obstante, su
namero disminuy6 conforme se revisaron las secciones de animales con 2 hrs

y 4 hrs PI (Grupos 2H y 4H, respectivamente) (Figura 6).



Figura 6.- Seccion de duodeno en un raton infectado con E. cuniculi (2H). A: Grupo
de esporas (flecha) ubicadas en el lumen intestinal, adyacentes a las
microvellosidades del epitelio duodenal (asterisco). B: Esporas (flechas negras)

identificadas en el interior de enterocitos de una vellosidad. 100x. Azul de tricromo.



Por otro lado, las secciones de yeyuno e ileon mostraron la presencia de

esporas hasta la 2da y 4ta hrs Pl (Figura 7 y 8).



Figura 7.- Seccién de yeyuno en un raton infectado con E. cuniculi. A: Grupo
de esporas (flecha) ubicadas en el lumen intestinal. B: Esporas (flechas) en el
interior de enterocitos de una vellosidad. C: Esporas (flecha) en la porcion
basolateral de enterocitos, con respecto a lamina propia (asterisco) de yeyuno.

Azul de tricromo.



Figura 8.- Corte de ileon de un ratén infectado con E. cuniculi. A: Esporas
(flecha) ubicadas en el lumen intestinal y formando parte del bolo alimenticio.
B: Espora (flecha) identificadas en la porcién luminal del borde de cepillo de
un enterocito (asterisco). C: La flecha indica lo que parece ser un par de
esporas localizadas en el interior de un enterocito. Azul de tricromo.



4.1.1.1 Tinciéon de Gram (Gm)

La aplicacion de esta técnica demostro la presencia de multiples esporas de E
cuniculi; ya sea en cumulos o de manera individual, dentro o fuera de las

vellosidades intestinales (Figura 9).
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Figura 9.- Vellosidad intestinal de ratdén infectado con esporas de E. cuniculi
(Gm). Esporas en el borde de cepillo de enterocitos (flecha) Enterocito con
nacleo fragmentado (necrosis)(cabeza de flecha) adyacente a las esporas.
Técnica de Brown y Brenn (Gram modificada: Gm). Imagen 40x.



Las estructuras identificadas se mantenian dispersas en la porcion apical de
las vellosidades, tanto en aparente contacto con las microvellosidades (en
lumen), como en el interior de la misma vellosidad (epitelio y lamina propia).
Como se apreciden la imagen presentada anteriormente, las estructuras se
llegaron a encontrar en cumulos o de manera individual; logrando en esta
dltima, la apreciacion de la morfologia caracteristica de la espora. Las
muestras de los animales infectados no mostraron un patrén aparente como en
las técnicas anteriores, ya que las esporas se encontraban en cantidades y
ubicaciones variables, asi como en secciones con tiempos de infeccion

indistintos.

4.2 Inmunohistoquimica
4.2.1 Controles para TLR-2y TLR-4

Se realizaron los controles positivos o0 negativos, asi como la estandarizacion
para el inmunomarcaje del estudio. Por lo tanto, los marcajes basales para

TLR-2 y TLR-4 fueron los siguientes (Figura 10y 11).



Figura 10.- Controles negativos en intestino delgado de ratén Balb/c (IHQ). A:
Duodeno sin anticuerpo primario para TLR-2. B: ileon, sin el anticuerpo
primario para TLR-4. Contrate hematoxilina. 40x.
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Figura 11.- Cortes de porciones de intestino delgado de ratén. A: Control
positivo para TLR-2; se marcan las porciones apicales de algunos enterocitos
positivos para dicho receptor (flechas negras), asi como en algunas partes de
la porcion basolateral (flecha blanca) de los enterocitos y en algunas células
de las criptas intestinales. B: Control positivo para TLR-4; se identifica la
superficie apical de un enterocito positivo para este marcador. Imagen 40x.




La morfologia de las vellosidades se mantuvo sin cambios histolégicos

aparentes.

4.2.2 IHC para TLR-2 en vellosidades intestinales

4.2.2.1 Duodeno

En el duodeno se observaron inmunomarcajes que diferian a lo observado en
animales no infectados, principalmente en los grupos de animales 1Hy 2H PI.
En el grupo 1H PI, las reacciones positivas se registraron de manera mas
evidente en la porcién apical de los enterocitos, asi como en las porciones
basolaterales de algunos de estos y en enterocitos de las criptas intestinales.
En ldmina propia, se identificaron marcajes discretos en células pertenecientes

a esta (Figura 12).



Figura 12.- Duodeno de ratén Balb/c infectado con E. cuniculi. IHC para TLR-
2. A: 1H. Inmunomarcaje positivo en las vellosidades intestinales, en la porcion
apical de enterocitos (—), asi como en las porciones basolaterales de estos
(> )y enlas células de la lamina propia (*). B: 2H. Inmunomarcaje positivo para
TLR-2 en lamina propia de vellosidades dudenales (—). C: 4H. Sefial positiva
en punta (—) y porcion lateral de las vellosidades intestinales. Se observan
células mononucleares (d) en la lamina propia. Avidina-Biotina. Contraste
Hematoxilina. 40x.



Se identificaron células con inmunomarcaje positivo a TLR-2, que a simple

vista correspondian a mononucleares.

En las muestras de los animales 2H, el inmunomarcaje se observé de manera
uniforme en los enterocitos a lo largo de las vellosidades duodenales. La
lamina propia mostré células positivas, para TLR-2, pudiendo identificarse
macrofagos y células dendriticas. Las células caliciformes no mostraron

cambios morfologicos aparentes.

En las secciones de los animales 4H, el inmunomarcaje se concentrd en los

enterocitos de la porcion apical de las vellosidades, asi como en lamina propia.

4.2.2.2 Yeyuno

Las muestras de yeyuno de los animales 1H mostraron uninmunomarcaje
basal comparable a las muestras de los animales no infectados. Las areas
apicales de los enterocitos se observaron con una discreta reaccion positiva a

la DAB. La integridad de las vellosidades permanecié intacta.

A las 2 horas postinfeccion el inmunomarcaje abarco la totalidad de los
enterocitos en el yeyuno, especificamente en las superficies apicales y
basolaterales de los mismos, mientras que en la lamina propia la reaccion
TLR-2- positiva incluy6 células mononucleares, probablemente macrofagos,

células plasmaticas y linfocitos intraepiteliales (Figura 13).
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Figura 13.- Yeyuno de raton Balb/c infectado con E. cuniculi. IHC para TLR-2.
A: 1H. Células positivas a TLR-2 en las vellosidades intestinales (—); mientras
que en lamina propia se muestran escasas células inmunomarcadas (0). B:
2H. La mayoria de las células epiteliales, asi como también células
pertenecientes a la lamina propia muestran inmunomarcaje positivo para TLR-
2 (0). C: 4H. Epitelio positivo a TLR-2; al generarse un marcaje en los
enterocitos (—). Avidina-Biotina. Contraste Hematoxilina. 40x.




En cuanto a las muestras de animales con 4 horas Pl (4H); estas mostraron
vellosidades con un epitelio positivo en su totalidad a TLR-2, en el cual también
se apreciaban ciertos enterocitos con un inmunomarcaje ain mas intenso en

comparacion a otros.

4.2.2.3 ileon

En ileon de los animales 1H, se registraron inmunomarcajes para TLR-2
similares a las muestras, lo observado en el yeyuno durante el mismo tiempo
Pl.; visualizando grupos de células positivas a TLR-2. Las vellosidades no se

mostraron con cambios morfolégicos aparentes.

En cuanto a los cortes de los animales 2H; las vellosidades presentaron un
inmunomarcaje mas extenso, abarcando mayores areas tisulares, en
comparacion con las muestras del grupo 1H, detectando una reaccion positiva
a lo largo del recubrimiento epitelial tanto en la superficie apical como la

basolateral de los enterocitos.

En el grupo de muestras 4H, se observaron células positivas a lo largo de las
vellosidades intestinales; sin embargo, fue mas evidente en las porciones

apicales de las mismas (Figura 14).



Figura 14.- ileon de ratén Balb/c infectado con E. cuniculi. IHC para TLR-2. A:
1H. Inmunomarcajes en areas del epitelio de revestimiento (—) y lamina propia
(*). B: 2H. Inmunomarcaje positivo en la mayoria del epitelio de revestimiento
(—) y de células en lamina propia (*). C: 4H. Vellosidades con reaccién
positiva a TLR-2; siendo mas intensa en regiones apicales (—). Avidina-Biotina
contraste Hematoxilina. 40x.




4.2.3 IHC para TLR-4 en vellosidades intestinales

4.2.3.1 Duodeno

En los cortes pertenecientes al grupo 1H, se aprecian grupos de células con
positividad al receptor TLR-4, mayormente en su posicion apical. A su vez, la
integridad de las vellosidades se mantuvo dentro de lo normal y sin cambios

celulares aparentes en el interior de la lamina propia.

En el grupo 2H, los inmunomarcajes se enfocaron en el area apical y
basolateral de los enterocitos; mientras que las vellosidades intestinales se

mantuvieron sin cambios.

Las muestras de los animales con 4 horas Pl (4H), presentaron
inmunomarcajes mas evidentes que abarcaban la totalidad de los enterocitos,
tanto en sus caras apicales como basolaterales. Es hasta este punto donde
las reacciones positivas a TLR-4 se comienzan a visualizar en células de la

lamina propia (Figura 15).
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Figura 15.- Duodeno de raton Balb/c infectado con E. cuniculi. IHC para TLR-
4. A: 1H. Vellosidades intestinales con areas de inmunomarcaje positivo, en
las regiones apicales de los enterocitos (—). Lamina propia sin cambios. B:
2H. Mdltiples enterocitos que individualmente y en su porcion apical, presentan
un inmunomarcaje positivo a TLR-4 (*), algunos de estos lo presentan
también en su porcién basolateral (—). C: 4H. Marcaje positivo para TLR-4 en
toda la extension del recubrimiento epitelial y en algunos elementos de la
lamina propia (*> ). Avidina-Biotina. Contraste Hematoxilina. 40x.



4.2.3.2 Yeyuno

Los cortes pertenecientes a yeyuno de animales con 1 hora de infeccion (1H),
tuvieron un inmunomarcaje positivo para TLR-4, principalmente en la punta de
las vellosidades, No se presentaron cambios en lamina propia, ni células con

un marcaje positivo.

En los cortes del grupo 2H, se incremento el &rea de positividad para TLR-4,

aunque, solo se limit6 al recubrimiento epitelial.

En las muestras obtenidas del tercer grupo de animales (4H), también se
encontraron enterocitos con inmunomarcajes en su totalidad, solo que, a
diferencia del grupo anterior, esta positividad incluy6é algunas células de la

lamina propia (Figura 16).
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Figura 16.- Yeyuno de ratdén Balb/c infectado con E. cuniculi. IHC para TLR-4.
A: 1H. Células positivas a TLR-4 en puntas de las vellosidades (—) y en
porciones laterales de las mismas. Lamina propia sin cambios. B: 2H.
Inmunomarcaje en la totalidad del recubrimiento epitelial y algunas células de
la lamina propia. C: 4H. los enterocitos se encuentran con inmunomarcaje para
TLR-4. Avidina-Biotina. Contraste Hematoxilina. 40x.




4.2.3.3 ileon

Al revisar las secciones de ileon procesadas para identificar TLR-4; en las
muestras pertenecientes al grupo 1H, no se identificaron inmunomarcajes

(Figura 17).
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Figura 17.- lleon de raton Balb/c infectado con E. cuniculi. IHC para TLR-4. A:
1H. Inmunomarcaje en la region apical de enterocitos (—). B: 2H. Senal
positiva en algunos enterocitos (—). C: 4H. Reacciones para TLR-4 a lo largo
del revestimiento epitelial (—). En lamina propia, el inmunomarcaje se presenta
en algunas células (8). Avidina-Biotina. Contraste Hematoxilina. 40x.




En las muestras del siguiente grupo de animales (2H), el epitelio se mostré
con focos de reaccidn positiva para TLR-4. Los inmunomarcajes no se observé

en células de la lamina propia.

En la revision de cortes procesados con 4 horas de infeccion (4H), se pudo
evidenciar un cambio tajante respecto al grupo anterior (2H). ElI marcaje
positivo a TLR-4 fue mas evidente, sobre todo en superficies apicales y
basales de casi todos los enterocitos, asi como en el interior de estos.
Siguiendo con la identificacién de células positivas para TLR-4 en lamina

basal; estas continuaron siendo escasas.

4.2.4 |HC para TLR-2 en GALT

Las estructuras identificadas como tejido linfoide asociado a mucosa intestinal
correspondieron en su mayoria a foliculos linfoides aislados, aunque también

estuvieron presentes Placas de Peyer y criptoplacas.

4.2.4.1 Duodeno

En la primera hora PI; TLR-2 en GALT se mantuvo de manera dispersa (Figura
18), sobre todo en centros germinativos, que pudieron corresponder con
células plasmaéticas y linfocitos. Algunos enterocitos del epitelio asociado a

foliculo también presentaron reacciones positivas para este receptor.

En las muestras de animales con 2 horas Pl (2H), los GALT presentaron

inmunomarcajes para TLR-2 de manera frecuente y distribuida, en



comparacion con el grupo anterior (Figura 18). Se observé positividad dentro
de los centros germinativos. En domos subepiteliales, tanto macrofagos como
células dendriticas, mostraron un inmunomarcaje mas definido en
comparacion al tiempo Pl anterior. Los enterocitos del epitelio asociado a
foliculo presentaron reacciones positivas a TLR-2, principalmente en sus
porciones apicales. En los cortes de muestras pertenecientes a las muestras
recuperadas a las 4 horas Pl (4H), el inmunomarcaje se concentrd
principalmente en el epitelio asociado a foliculo. (FAE), que en esta ocasion
las superficies apicales y basolaterales reaccionaron a los reactivos de la

técnica (Figura 18).



Figura 18.- Duodeno de raton Balb/c infectado con E. cuniculi. IHC para TLR-
2. A: 1H. Foliculo linfoide aislado; con inmunomarcaje en células plasmaticas
(—), linfocitos (&), macrofagos (A) y enterocitos (*>). B: 2H. Foliculo linfoide
aislado con inmunomarcaje positivo en células plasmaticas (—) y algunos
linfocitos (8), asi como en enterocitos (*>) y macréfagos dentro del centro
germinativo (A). Imagen 40x. C: 4H. Foliculo linfoide aislado con
inmunomarcaje positivo en la totalidad de su epitelio (> ). En domo subepitelial;
células plasmaticas (—) y linfocitos (0) también se muestran positivos al
marcador TLR-2. Criptas intestinales (asterisco). Avidina-Biotina. Contraste
Hematoxilina. 40x.



4.2.4.2 Yeyuno

Durante la primera hora Pl el inmunomarcaje para TLR-2 se concentré en
enterocitos de los FAE y en células de los foliculos linfoides aislados (Figura
19). Varias de las células de centros germinativos fueron positivas. En las
regiones de domos subepiteliales, algunos macréfagos y células dendriticas,
también mostraron un inmunomarcaje definido. En muestras de animales con
2 horas PI (2H); las estructuras que componen los GALT presentaron
inmunomarcajes para TLR-2 distintos a los observados en el tiempo Pl
anterior. Se visualizaron los FAE con una positividad que incluia la totalidad
de los enterocitos, asi como dentro de los centros germinativos que al igual
que en las muestras anteriores, correspondian a células plasméticas y
linfocitos, aunque con una mayor presencia de macréfagos (algunos positivos
al TLR-2). En domos subepiteliales, tanto macréfagos como células
dendriticas, mostraron un inmunomarcaje mas definido en comparacién al

tiempo PI anterior (Figura 19).

En las muestras con 4 horas Pl (4H); los GALT presentaron inmunomarcajes
para TLR- 2 de manera similar al grupo anterior (2H) (Figura 19). Aunque en
cuanto a los domos subepiteliales, los macréfagos presentes fueron mas
evidentes (con o sin positividad para TLR-2). Los enterocitos del epitelio

asociado a foliculo presentaron reacciones positivas al marcador



Figura 19.- Yeyuno de raton Balb/c infectado con E. cuniculi. IHC para TLR-2.
A: 1H. Foliculo linfoide aislado: Inmunomarcaje positivo presente en células
plasmaticas (—) y linfocitos (3). En el epitelio asociado a foliculo (>) se
presentan porciones apicales positivas para TLR-2. B: 2H. Foliculo linfoide
aislado, con inmunomarcaje positivo para TLR-2 en macréfagos (—), linfocitos
(0) y enterocitos (*>). C: 4H. Criptoplaca con inmunomarcajes para TLR-2 en
las areas del revestimiento epitelial (> ) y el domo subepitelial; en este ultimo,
especificamente en macréfagos y células plasmaticas (—). En centros
germinativos se muestran linfocitos con dicho marcaje (8), Avidina-Biotina.
Contraste Hematoxilina. 40x.



4.2.4.3 lleon

Las muestras de ileon correspondieron en muchas de las secciones, a placas
de Peyer intestinales. En la primera hora Pl el inmunomarcaje para TLR-2 se
mostro en el FAE, mientras que, en las secciones de tiempos posteriores, las
células positivas a TLR-2 se encontraron dispersas y numerosas (Figura 20).
Se observaron células positivas en los centros germinativos que
correspondian a células mononucleares, como células plasmaticas y
linfocitos. En las regiones de domos subepiteliales, se observaron macrofagos
y células dendriticas, con inmunomarcaje para TLR-2. En muestras con 2
horas PI (2H); se observé inmunomarcaje positivo en los GALT identificados.
También se visualizaron en los FAE, especificamente en algunas areas
apicales de los enterocitos. En los centros germinativos se presentaron
inmunomarcajes en macrofagos, células plasmaticas y linfocitos. Endomos
subepiteliales macrofagos y células dendriticas, se distinguié un
inmunomarcaje positivo para TLR-2 (Figura 20). En la cuarta hora PI (4H) el
inmunomarcaje para TLR-2 se mostr6 de manera generalizada los GALT,
incluido el FAE (Figura20). Igualmente, se identificé evidente positividad en los
centros germinativos que correspondian a células plasmaticas y linfocitos. En
las regiones de domos subepiteliales se lograron identificar macrofagos y

células dendriticas con inmunomarcaje para TLR-2.



Figura 20.- ileon de raton Balb/c infectado con E. cuniculi. IHC para TLR-2. A:
1H. Placa de Peyer con inmunomarcajes para TLR-2 en células del domo
subepitelial (—), asi como en centros germinativos (8) y en la porcion apical
de los enterocitos (*). B: 2H: Foliculo linfoide aislado, con inmunomarcaje
positivo para TLR-2 en domo subepitelial(—) y en enterocitos del FAE (»>). C:
4H. Placa de Peyer con inmunomarcaje positivo para TLR-2 en domo
subepitelial (—) y en centros germinativos (d). Los enterocitos del FAE se
muestran positivos para TLR-2 en su totalidad (> ). Avidina-Biotina. Contraste

Hematoxilina. 40x.



4.2.5IHC para TLR-4 en GALT

4.2.5.1 Duodeno

En el grupo con 1 hora Pl (1H) el inmunomarcaje para TLR-4 en el GALT (Figura
21). se evidencié en los centros germinativos, en células plasméaticas y
linfocitos. En los domos subepiteliales, se observd en macrofagos y células
dendriticas. Enterocitos del FAE también se observo positividad en la porcién

apical.

En las muestras con 2 horas Pl (2H) los GALT presentaron inmunomarcajes
para TLR- 4 con menor frecuencia y distribucion, en comparacion con el grupo
anterior (Figura 21). Hubo escasa positividad en los centros germinativos que
correspondian a células plasmaticas y linfocitos. En domos subepiteliales,
tanto macréfagos como células dendriticas, no mostraron un inmunomarcaje.
Los enterocitos del FAE presentaron reacciones positivas a TLR-4,

principalmente en sus porciones apicales.

En el grupo con 4 horas PI (4H); el inmunomarcaje para TLR-4 en el GALT
(Figura 21) se mostré en centros germinativos. En las regiones de domos
subepiteliales, se identific6 en macréfagos y células dendriticas. Enterocitos
del FAE también presentaron reacciones positivas para este receptor, tanto en

regiones apicales como basales.
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Figura 21.- Duodeno de ratén Balb/c infectado con E. cuniculi. ICH para TLR-
4. A: 1H. Inmunomarcaje en GALT, para TLR-4, donde se observan enterocitos
(*), con reaccidn positiva en la zona apical de sus citoplasmas. B: 2H. Placa
de Peyer; se apreciael inmunomarcaje positivo solo en células del FAE (»),
entre las que destaca una célula M (—). C: 4H. Inmunomarcaje en foliculo
linfoide aislado; ubicado en domo subepitelial (—) y enterocitos del FAE, asi
como en células que componen los centros germinativos (8). Avidina-Biotina.
Contraste Hematoxilina. 40x.



4.2.5.2 Yeyuno

En las muestras con 1 horas PIl; los GALT de yeyuno presentaron
inmunomarcajespara TLR-4, aunque estos se encontraron limitados a ciertas
areas del FAE en susregiones apicales (Figura 22). Se identificé poca
positividad dentro de los centros germinativos que al igual que en las muestras
anteriores, correspondian a células plasmaticas y linfocitos. En domos
subepiteliales, tanto macréfagos como células dendriticas, no mostraron un
inmunomarcaje definido. En muestras con 2 horas PI; se presentaron
inmunomarcajes para TLR-4 en los distintos GALT identificados. Se
visualizaron los FAE con una positividad que solo se registraba en algunas
areas apicales de enterocitos. En los centros germinativos se presentaron
escasos inmunomarcajes en macrofagos, células plasmaticas y linfocitos. En
domos subepiteliales; algunos macréfagos y células dendriticas, mostraron un
inmunomarcaje positivo para TLR-4 (Figura 22). En las muestras con 4 horas
Pl; los GALT presentaron inmunomarcajes para TLR- 4 en areas muy definidas
(Figura 22). Generandose positividad dentro de los centros germinativos y que
correspondian a células plasmaticas y linfocitos. En domos subepiteliales,
tanto macrofagos como células dendriticas, mostraron un inmunomarcaje poco
conformado. Los enterocitos del epitelio asociado a foliculo presentaron

reacciones positivas a TLR-4 en la totalidad de sus estructuras.
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Figura 22.- Yeyuno de ratdén Balb/c infectado con E. cuniculi. IHC para TLR-4.
A: 1H. Inmunomarcaje en areas apicales enterocitos (—) que conforman el
FAE de una Placa de Peyer. B: 2H. Foliculo linfoide aislado donde se registra
el inmunomarcaje positivo para TLR-4 en regiones apicales de enterocitos (—)
del FAE. C: 4H. Foliculo linfoide aislado; con inmunomarcaje positivo para TLR-
4 en células (—) del domo subepitelial y centros germinativos. Los enterocitos
del FAE se muestran positivos para TLR-4; sefial que se expresa en ambos
polos celulares. Avidina-Biotina. Contraste Hematoxilina. 40x.




4.2.5.3 lleon

En la primera hora Pl (1H), las muestras de ileon no mostraron un
inmunomarcaje superior a las muestras control; dichas reacciones para TLR-
4 se mostraron de manera escasa y puntual en el FAE, mientras que, en las
secciones internas, las células portadoras de este marcador se encontraron
de manera diseminada y en cantidades muy escasas (Figura 23). En las
regiones de domos subepiteliales, se lograron identificar algunos macréfagos
y células dendriticas, algunas con inmunomarcaje para TLR-4. En la segunda
hora Pl (2H); el inmunomarcaje para TLR-4 en GALT, se concentré6 en
superficies de enterocitos de los FAE y en escasas células del interior de los
foliculos linfoides aislados (Figura 23). Pocas de las células pertenecientes a
los centros germinativos se identificaron como positivas. En las regiones de
domos subepiteliales, algunos macrofagos y células dendriticas, también
mostraron un inmunomarcaje definido. En las muestras con 4 horas Pl (4H);
los GALT presentaron inmunomarcajes para TLR- 4 con caracteristicas muy
parecidas al grupo 2H, en donde el mayor inmunomarcaje se generé a lo largo
del epitelio (Figura 23). En los centros germinativos solo se observaron sus
elementos celulares habituales y que correspondian a macroéfagos, células
plasmaticas y linfocitos. En domos subepiteliales, tanto macréfagos como
células dendriticas, no mostraron un inmunomarcaje. Algunos enterocitos del
epitelio asociado a foliculo presentaron reacciones positivas a TLR-4 en las

porciones apicales de sus estructuras.
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Figura 23.- ileon de ratén Balb/c infectado con E. cuniculi. IHC para TLR-4. A:
1H. Foliculo linfoide aislado con inmunomarcaje positivo para TLR-4 en
porciones del FAE (—). B: 2H. Placa de Peyer con inmunomarcajespara TLR-
4 en enterocitos; especificamente en su porcion apical (—). C: 2H.
Inmunomarcaje en Placa de Peyer; en la porcion apical de los enterocitos de
FAE (—). Avidina-Biotina. Contraste Hematoxilina. 40x.




4.5 Conteo de células positivas
451TLR-2
Los conteos realizados para células positivas a TLR-2 estdn basados en los

promedios registrados en muestras de vellosidades intestinales y en GALT

(Tabla 2).



Muestra

Duodeno

Yeyuno

ileon

GALT
Duodeno

GALT
Yeyuno

GALT
ileon

Grupo
1H
2H
4H
1H
2H
4H
1H
2H
4H
1H
2H
4H
1H
2H
4H
1H
2H
4H

Numero de células promediadas

TLR-2+
310
304
256
240
280
250
340
382
257
212
454
660
722
800
409
994
220

1542

TLR-2-
167
53
198
170
130
114
220
155
116
273
60
70
182
125
45
290
50
178

Total
477
357
454
410
410
364
560
537
373
485
514
730
904
925
454

1284
270

1720

Porcentajes
%M %C
0.65 0.63
0.85 0.68
0.56 0.60
0.59 0.58
0.68 0.60
0.69 0.57
0.61 0.60
0.71 0.64
0.69 0.63
0.44 0.52
0.88 0.57
0.90 0.57
0.80 0.70
0.86 0.73
0.90 0.71
0.77 0.68
0.81 0.67
0.90 0.65

Tabla 2.- Promedios y porcentajes registrados en células de muestras de
vellosidades de diferentes porciones de intestino delgado procesadas para
detectar TLR-2. La tabla indica los nimeros enteros promediados para células
positivas (TLR-2+) y células negativas (TLR-2-). Seguidos de los porcentajes
resultantes tomando en cuanto el total de células TLR-2+, respecto al nimero
de células TLR-2-, contabilizadas en las muestras de grupos infectados (%M)
y seguido del porcentaje obtenido de los registros de las muestras control

(%C).



452 TLR-4

Los conteos realizados en las muestras procesadas para TLR-4 estan
basados en los promedios registrados en cortes de vellosidades intestinales y

aguellos que se encontraban en GALT (Tabla 3).



Muestra

Duodeno

Yeyuno

ileon

GALT
Duodeno

GALT
Yeyuno

GALT
ileon

Tabla 3.- Promedios y porcentajes registrados en células de muestras de
vellosidades de diferentes porciones de intestino delgado procesadas para
detectar TLR-4. La tabla indica los niumeros enteros promediados para células
positivas (TLR-4+) y células negativas (TLR-4-). Seguidos de los porcentajes
resultantes tomando en cuanto el total de células TLR-4+, respecto al nimero
de células TLR-4-, contabilizadas en las muestras de grupos infectados (%M)
y seguido del porcentaje obtenido de los registros de las muestras control

(%C).

Grupo
1H
2H
4H
1H
2H
4H
1H
2H
4H
1H
2H
4H
1H
2H
4H
1H
2H
4H

Numero de células promediadas

TLR-4+
203
243
187
722
800
409
994
220

1542
190
140
190
111
103
170

40
80
79

TLR-4-
97
97
83

182
125
45
290
50
178
420
409
403
440
903
744
594
743
624

Total
300
340
270
904
925
454

1284
270

1720
610
549
593
551

1006
914
634
823
703

Porcentajes
%M %C
0.68 0.62
0.71 0.64
0.69 0.63
0.80 0.70
0.86 0.73
0.90 0.71
0.77 0.68
0.81 0.67
0.90 0.65
0.31 0.25
0.26 0.27
0.32 0.26
0.20 0.24
0.10 0.23
0.19 0.23
0.06 0.19
0.10 0.23
0.11 0.22



4.6 Andlisis estadistico

Los resultados con ANOVA no mostraron una diferencia significativa en la naaga
de los datos, ya que solo uno de los factores (tiempo) se encontraba por debajo
del valor p. Se llevo a cabo una comparacion de medias a través de un t de
Student; los cuales corresponden primeramente a los conteos registrado para
TLR-2 en duodeno, yeyuno e ileon en vellosidades (Figuras24) y en GALT

(Figura 25).



| p< 0.05 | TLR-2
69%
65% 62% 67%

64%

Control D InfectadoD ControlY InfectadoY Controll Infectadol

Figura 24.- Comparacion de promedios de inmunomarcaje para TLR-2 en
vellosidades de grupos Control e Infectados. Los valores en duodeno (Control
De Infectado D), presentaron una diferencia significativa (p<.05). En las
comparaciones restantes, no se encontrd una diferencia significativa.



p< 0.01
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Control D InfectadoD ControlY InfectadoY Controll Infectadol

Figura 25.- Comparacién de promedios de inmunomarcaje para TLR-2 en
GALT de grupos Control e Infectados. La comparacion de valores en duodeno
no demostré diferencia estadistica. Mas no asi en las correspondientes a
secciones de yeyuno y de ileon; ambas con significancias de p<0L1.



Se muestran los siguientes resultados estadisticos correspondientes a las
mismas muestras, aunque procesadas para identificar TLR-4 en duodeno,
yeyuno e ileon en vellosidades (Figuras 26) y posteriormenteen GALT (Figuras

27).
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78%

Control D InfectadoD ControlY InfectadoY Controll Infectadol

Figura 26.- Comparacion de promedios de inmunomarcaje para TLR-4 en
vellosidades de grupos Control e Infectados. En la comparacion de porcentajes
en duodeno se encontrd significancia estadistica de p<.01. Mientras que, en
las secciones de yeyuno, dicha comparacion obtuvo una diferencia altamente
significativa (p<.001). En las secciones de ileon, no se obtuvo diferencia
significativa.
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Control D InfectadoD ControlY InfectadoY Controll Infectadol

Figura 27.- Comparacion de promedios de inmunomarcaje para TLR-4 en
GALT de grupos Control e Infectados. En las comparaciones correspondientes a
muestras de duodeno y de yeyuno, no se obtuvieron diferencias estadisticas. En ileon,
se identificé una diferencia significativa (p<.01), siendo los valores de grupos
control, los méas elevados.



5. DISCUSION

Al analizar los promedios del nimero de esporas para cada seccion intestinal
durante los distintos tiempos post inoculacion, se demostré que las esporas
transitaron a lo largo de las tres porciones intestinales durante el transcurso
del experimento y a su vez, que dichos datos nos pueden describir su
desplazamiento durante este periodo. Al enfocarnos en los detalles del
proceso de transito de la espora por el tracto gastrointestinal (Padmanabhan
et al., 2013; Schwarz et al., 1999), podemos sugerir que los inmunomarcajes
representan alguna interaccién entre determinantes antigénicos de la espora
y del intestino en los ratones. En la primera hora postinfeccion (1H) se
identifico la presencia de las esporas en las secciones de duodeno y yeyuno,
mientras que en ileon estas se encontraban ausentes, coincidiendo con los
tiempos de vaciado gastrico y transito intestinal previamente sugeridos en
otros estudios (Schwarz et al., 2002; Woting & Blaut, 2018). En los demas
tiempos de infeccion (2H y 4H), las porciones de duodeno mostraron una
disminucién en los conteos de esporas, en contraste con los incrementos
graduales referidos para las secciones de yeyuno e ileon; ambas
observaciones también concuerdan con las descripciones en las que la
duraciéon promedio del transito intestinal varia de 2-6 hrs (Padmanabhan et al.,
2013; Schwarz et al., 2002) y difieren de aquellas observaciones en las que se
establece un transito y vaciado total de tan solo 1 hora post inoculacién
(Myagmarjalbuu et al., 2013). En base a lo anterior, podriamos hacer

referencia al nUmero de esporas presentes en cada seccién en un momento



determinado y compararlos con los resultados obtenidos en las respectivas

muestras procesadas mediante inmunohistoquimica.

En estudios murinos, la expresion del receptor TLR-2 se ha clasificado como
constitutiva en el epitelio intestinal (Hill & Diehl, 2018; Price et al., 2018). En el
presente estudio, las muestras provenientes de los animales control mostraron
un escaso inmunomarcaje para TLR-2 en epitelio intestinal, el cual se ubicé en
la porcion apical de los enterocitos tanto en las vellosidades como en las
criptas intestinales, asi como en porciones apicales y basolaterales de los
enterocitos de FAE de GALT, (Burguefio & Abreu, 2020; Cario et al., 2002;
Tian et al.,, 2022). Por otro lado, el epitelio intestinal de las muestras
provenientes de animales inoculados con las esporas presentd cambios
importantes en la extension de los inmunomarcajes, asi como en su ubicacion.
Dichos cambios coincidieron con un aumento en el numero de esporas en las
diferentes secciones intestinales, siendo significativa en la porcién duodenal
(p<.05), posiblemente como resultado de una interaccion especifica, aun
desconocida, entre la espora y un receptor intestinal. Lo anterior se puede
considerar como un aumento en la expresion de TLR-2 que pudo ser
influenciado por su estimulacibn con componentes estructurales de las
esporas, epitopos, en el lumen intestinal (Ferguson & Foley, 2021; Hormann
et al.,, 2014; Wolfgang et al., 2000; Yanji et al., 2006). Un posible efecto
subsecuente del efecto mencionado, puede ser el aumento en la poblacion de
linfocitos intraepiteliales previamente descrito también en murinos después de

la infeccion oral con E.cuniculi, la cual se vi6 acompafada de un incremento



en la produccion de citocinas IFN-y e IL-10 (M. Moretto et al., 2004). Se han
propuesto posibles epitopos contenidos en la espora (ECSWP1, ECSWPS3,
SWP3/EnP2) (Bohne et al.,, 2011; Kaya et al.,, 2011; Peuvel-Fanget et al.,
2006) o en el tubulo polar (PTP1-PTP5) (Frédéric et al., 2001; B. Han & Weiss,
2017b; KEOHANE et al., 1999) de E. cuniculi que pudieran estar generando la
expresion de algunos de los principales PRRS. Lo anterior se ha reportado en
macréfagos humanos expuestos a la espora, en donde la estimulacién toma 1
hr en generar la traslocacion de NF-«B para producir TNF-a e IL-8 (Fischer et
al., 2008), lapso que en nuestro estudio podria ser relevante. Actualmente se
han tomado como referencia ligandos que también se encuentran en otros
miembros del reino Fungi, como lo son el zimosano y B-glucanos (B 1-3)
(Liberti et al., 2023; Taupin et al., 2006; Zhong et al., 2023). En modelos
murinos, los B-glucanos actiian como ligandos del receptor dectina-1, receptor
ubicado en células del linaje mieloide, como macréfagos/monaocitos, células
dendriticas y neutrofilos, y linaje linfoide (células yd) (Mata-Martinez et al.,
2022). Esa unién de ligando-receptor dectina-1, en conjunto con TLR-2,
inducirian la secrecion de citocinas proinflamatorias como IL-12 y TNF-a
(Gantner et al., 2003), relacion que Takeda calific6 como una cooperacion
funcional (Takeda, 2004). Sin embargo, la respuesta proinflamatoria no es la
Gnica a considerar, ya que la activacion de TLR-2 puede evocar tanto
respuestas proinflamatorias como antiinflamatorias, las cuales dependen del
tipo y el compartimiento celulares en el cual esta siendo expresado tanto el
ligando como el receptor (Colleselli et al., 2023; lliev, 2015). Dicha interaccion

proporciona un perfil de células dendriticas IL-10+ IL-12(p70)- IL-6 bajo y



macréfagos TGF-beta+, que inducirian una tolerancia inmunoldgica (Dillon,
2006). Netea y colaboradores describieron algo similar mediante la interaccion
de B-glucanos de Candida albicans y dectina-1/TLR-2, que como resultado
desencadena la liberacion de IL-10, la cual disminuye las propiedades
microbicidas de los leucocitos, permitiéndole al microorganismo el evadir las
respuestas del hospedador (Netea et al., 2008). Lo anterior nos permite sugerir
que, en el presente estudio, los cambios en el inmunomarcaje ubicados en la
lamina propia y en epitelio intestinal (considerando que dectina-1 no ha sido
descrita en epitelio intestinal murino, pero si en células M), podrian ser indicios
de las primeras interacciones de la espora con los receptores dectina-1 en
cooperacion funcional con TLR-2, quienes podrian “preparar” el entorno para
una potencial infeccion. Esta idea cobra mayor importancia para el presente
estudio al tomar en cuenta que ya se ha especificado mediante un modelo
murino (ratones C57BL), que el microambiente antiinflamatorio promueve un
entorno mas permisivo para la multiplicaciéon de E. cuniculi dentro de los
macréfagos (M2) (Dalboni et al., 2021), dando paso a la diseminacién de la

espora dentro del organismo hospedador (Franzen et al., 2005).

Otros posibles ligandos para considerar en la interaccién espora/TLR-2 y que
pudieran estar implicados en los resultados observados en el presente estudio
serian los anclajes de glicosilfosfatidilinositol (GPI), localizados en la
endospora de E. cuniculi (Brosson et al., 2005; Xu et al.,, 2006). En las
membranas de Toxoplasma gondii o Trypanosoma cruzi, los GPI se han

relacionado con la estimulacion de TLR-2 murinos in vitro y una posterior



induccion de la liberacion de citocinas proinflamatorias (IL-12 y TNF-a) y éxido
nitrico (NO) (Campos et al., 2001), los cuales son cruciales para el control de
la infeccion mediante una respuesta tipo Thl (Cerban et al., 2020; Debierre-
Grockiego et al., 2007; Stahl et al., 2014). Carrera y colaboradores también
describieron una sobreexpresion de TLR-2 en células hepéticas de ratones
BALBI/c infectados con T. cruzi, asi como la disminucion de dicha expresion en
ratones C57BL/6 bajo las mismas condiciones (Carrera-Silva et al., 2008). Se
sugiere que el aumento de la expresién de TLR-2 visto en nuestro estudio
ocurrié a nivel de mucosa debido a la interaccién con la espora, (p<.05; solo
en duodeno) y GALT (domo subepitelial y area perifolicular) (p<.01; yeyuno e
ileon). Futuros trabajos esclareceran la direccion del estimulo inmunoldgico
generado mediante la estimulacién de este receptor con la espora de E.
cuniculi, que como ya se habia mencionado haciendo referencia de otros

microorganismos, esta puede ser antiinflamatoria o proinflamatoria.

Aligual que el limitado inmunomarcaje para TLR-2, esta caracteristica también
se observé en las muestras tratadas para identificar TLR-4, lo cual coincide
con lo descrito en la literatura respecto a la pobre expresion de este receptor
y su ubicacién, primordialmente en enterocitos de las vellosidades y en células
mesenquimales de la ldmina propia (células mononucleares) (Hill & Diehl,
2018; Price et al., 2018); aunque difiere de las observaciones que indican una
mayor presencia de este receptor en las porciones de ileon, particularmente
en la zona apical de los enterocitos de las criptas de esta seccion y en las

células de Paneth (Chabot et al., 2006; Ortega-Cava et al., 2003). El promedio



de células positivas a TLR-4 (en duodeno y yeyuno) sufri6 un incremento,
inicialmente los inmunomarcajes fueron conformados por enterocitos y
posteriormente por células de la lamina propia (p<.01 y p<.001,
respectivamente). Lo cual sugiere un papel importante del receptor TLR-4
ubicado en mucosa intestinal. Se sabe que TLR-4 es crucial para la activacion
de células dendriticas intestinales frente a E. cuniculi, asi como el
reconocimiento de este y posterior desarrollo de una respuesta especifica
(mediada por IgA) (Lawlor et al., 2010; M. M. Moretto et al., 2007, 2012). Entre
los factores importantes a los que conlleva dicha activacion es la liberacion de
IL-12 e IFN-y por parte de linfocitos, células NK, macrofagos, células
dendriticas y células de exudado peritoneal (macréfagos, linfocitos y
neutréfilos) (Braunfuchsova et al., 1999; Didier & Shadduck, 1994; Fischer et
al., 2008; Y. Han et al., 2020), lo que provoca la eliminacién de la infeccion.
Esto puede originarse debido a la activacién de linfocitos intraepiteliales, las
cuales se sabe bajo ese esquema, suprimen la presencia de la espora (M. M.
Moretto et al., 2012; M. M. Moretto & Khan, 2022). Para esto, la activacién de
macréfagos también se vuelve un factor importante, que involucra la utilizacion
de dichos receptores (TLR-4) para poder generar los productos microbianos
necesarios para contrarrestar la espora (Gonzalez-Machorro et al., 2019;
Nevarez-Garza et al., 2018). Se ha descrito en ratones que la activacion de
TLR-4, proporcionaria estimulos que favorecen la permeabilidad de la barrera
intestinal y la liberacion de elementos que promueven la proliferacion celular e
inflamacion (Ferguson & Foley, 2021; Peterson & Artis, 2014), que, en el

escenario de una encefalitozoonosis, se prevé una respuesta Thl que



apuntaria a la resistencia del individuo frente a la enfermedad (Khan et al.,

1999; M. M. Moretto & Khan, 2022; Rodriguez-Tovar et al., 2016b).

Las descripciones correspondientes al EAF del GALT, ubican a TLR-4 en la
porcion basolateral (Abreu, 2010), dato que no coincidié con lo observado en
las muestras control de este estudio, en donde el inmunomarcaje se ubicé a
ambos polos de los enterocitos, aunque predominantemente en la region
apical. Autores han identificado a algunas de esas células como células M
(Burguefio & Abreu, 2020). Cabe mencionar que TLR-4 se ha considerado
como un receptor intra y extracelular, al ser expresado en endosomas (aparato
de Golgi) y en la membrana citoplasmatica (Hornef et al., 2002; Tam et al.,
2021), lo cual pudiera reflejar las diferencias observadas bajo las condiciones
de nuestro experimento. En la porcion interfolicular y de domo subepitelial
(SED), se identificaron también células mononucleares expresando el
receptor, que como lo aclara la literatura pudieran corresponder con
macrofagos, células dendriticas y linfocitos (Jilling et al., 2006). Aunque en
GALTs duodenales se identificaron inmunomarcajes posteriores al momento
de la inoculacion con la espora, fue solo en las diferencias del inmunomarcaje
de ileon respecto a su control, en donde se adquirié una diferencia significativa
p<.01; siendo el registro del numero de células que expresaban TLR-4 del
grupo infectado, menor que su respetivo control. Lo mismo ocurrié en yeyuno,
aungue sus datos no arrojaron una significancia estadistica. A partir de esta
caracteristica, se debe mencionar que la activacion de TLR-2 esta relacionada

a una regulacion de TLR-4; tomando en consideracion que las respuestas



orientadas a la activacion de este ultimo en su polarizacion basolateral inducen
los ya mencionados aumentos en la permeabilidad que continuarian con una
respuesta proinflamatoria (Ferguson & Foley, 2021; Nighot et al., 2019). En
base alo anterior, se puede plantear que los resultados del estudio para ambos
receptores (en GALT), sugieren que la expresion de TLR-2 en yeyuno e ileon
(p<.01, en ambas secciones), pudo ejercer un efecto de regulacién frente a
TLR-4 en ambas porciones (p<.01, en ileon). Este esquema de resultados nos
permite enfatizar en la necesidad de futuros trabajos que se encaminen en
dilucidar la gama de respuestas que corresponden a la estimulacion
especificas de los receptores y las células aqui evidenciadas, bajo el contexto

de una encefalitozoonosis a nivel gastrointestinal



6. CONCLUSIONES

Dentro de las primeras cuatro horas de una infeccion peroral con E. cuniculi,
el epitelio de la mucosa intestinal duodenal presenta un aumento en la

expresion de TLR-2 y TLR-4.

En GALT de yeyuno e ileon, el numero de células que presentan TLR-2
aumentan durante las primeras cuatro horas posteriores a la inoculacion de la

espora.

Durante la interaccion inicial de E. cuniculi con la mucosa del epitelio yeyunal,

se genera una expresion de TLR-4.

En GALT a nivel de ileon, la presencia de células positivas para TLR-4
disminuye de manera significativa durante el trascurso del transito de la

espora.

En GALT a nivel de ileon, la presencia de la espora podria promover una

respuesta regulatoria de TLR-2 sobre la expresién de TLR-4.
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APENDICE

A. Representacion del curso de la espora

Curso de la espora
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