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RESUMEN
Las amibas de vida libre del género Acanthamoeba son agentes causales de la
queratitis amibiana (@A), una infeccion corneal de dificil resolucion. Se
caracteriza por ser una infeccion multifactorial, que depende del huésped y de
las condiciones en que se propicie el contacto con la amiba, asi como de su
capacidad patogena y virulencia. A nivel mundial la incidencia de la QA por
Acanthamoeba es relativamente baja sin embargo, en la mayoria de las veces
no se considera a esta patologia en los diagnosticos iniciales. El presente
trabajo se enfoc6 en la caracterizacion de dos especies del género
Acanthamoeba aisladas de lentes de contacto de pacientes del hospital para
Evitar la Ceguera en México “Dr. Luis Sanchez Bulnes”. Las especies aisladas
correspondieron a A. castellanii y A. polyphaga, que son las especies mas
frecuentemente reportadas en casos de QA. Para caracterizar las especies en
estudio se evalu6é su virulencia, es decir la capacidad de las amibas de
producir dano. Donde A. castellanii fue la especie mas virulenta, causando la
muerte del 67% de los ratones, invadiendo diferentes 6rganos, mientras que A.
polyphaga presento solo un 20% de virulencia, con una capacidad invasiva
baja. Debido a que la adherencia, es considerada como el primer paso en la
patogenesis de Acanthamoeba, se evalu6 la adherencia de las cepas aisladas a
lentes de contacto blandos, ya que este tipo de lentes esta mayormente
asociado con casos de QA. Los lentes correspondieron a; Acuvue (Etafilcon) y
Bescon (Hefilcon), mostrando una adherencia eficiente donde no influy6 el
contenido de agua y el tipo de polimero de los lentes, por lo que podrian
constituir un factor de riesgo para usuarios de estos tipos de lentes. Asi
mismo se evalu6 la adherencia a cultivos celulares, obteniendo un 90% de
adherencia de trofozoitos de ambas especies, alcanzando valores maximos a
los 180 min. A. castellanii fue la especie que presenté mayor adherencia en
relacion con A. polyphaga. Las interacciones se analizaron por Microscopia
Electronica de Barrido (MEB), observando gran numero de trofozoitos
emitiendo sus acantépodos muy cerca de las uniones celulares, separando y
penetrando la monocapa de células. Aunque de manera general no se cuenta
con un modelo ideal de QA se ha propuesto al hamster, que de acuerdo a los
resultados obtenidos en este trabajo se consider6é adecuado para el estudio de
los eventos tempranos de QA. Asi también se determino el papel inhibitorio de
la IgA, concluyendo que las especies en estudio tienen la capacidad de evadir

la accion de anticuerpos con respecto a otras.



1. INTRODUCCION
Las amibas de vida libre son protozoos de importancia clinica debido a las
patologias que causan algunos de sus géneros. El caracter anfizoico de estas
amibas les permite vivir exitosamente como organismos de vida libre y como
endoparasitos oportunistas. Su amplia distribucion cosmopolita, asi como su
resistencia a condiciones adversas del medio que les rodea, favorece su
participacion como agentes etiologicos de infecciones en el ser humano,
mismas que van de infecciones leves de facil resolucion como una simple
diarrea, hasta infecciones graves en el sistema nervioso central, entre las que
destacan la meningoencefalitis amibiana primaria (MEAP) y la encefalitis

amibiana granulomatosa (EAG) (Marciano-Cabral, 2003).

Los géneros con mayor importancia clinica dentro del grupo de las amibas de
vida libre corresponden a: Naegleria, Balamuthia y Acanthamoeba, donde el
primero es el agente causal de la MEAP.

Los géneros Balamuthia y Acanthamoeba son agentes causales de la EAG, asi
mismo Acanthamoeba es capaz de producir infecciones en diversos érganos
como pulmon, rinon y la piel. Sobresaliendo la queratitis amibiana (QA) que es
una infeccion corneal de curso cronico y dificil resolucion, que tiene una
mayor incidencia en el hombre y se presenta esencialmente en usuarios de
lentes de contacto (John, 1993; Marciano-Cabral, 2000).

Recientemente se han reportado amibas del género Sappinia como agentes
etiologicos de encefalitis amibiana en el hombre e infecciones en vias
respiratorias, con consecuencias fatales (Gelman et al., 2001; Schuster y
Visvesvara, 2004) (Tabla 1).

El presente trabajo hara énfasis en el estudio de Acanthamoeba spp., debido a
que este género tiene una mayor incidencia en las infecciones provocadas en el
hombre, de manera especial en las infecciones oculares. Las cuales se estiman
alrededor de 3000 casos a nivel mundial (Schuster y Visvesvara, 2004).
Actualmente se asocia principalmente a usuarios de lentes de contacto, donde
los lentes son considerados como vehiculo para que las amibas lleguen a la
cornea sin embargo, esta infeccion puede presentarse en individuos sanos que
hayan estado expuestos con aguas contaminadas y/o con dano corneal. Es
importante mencionar que a esta patologia no se le considera en los
diagnosticos iniciales, detectandola de manera tardia, cuando la infeccion esta

muy avanzada y el paciente ha sido multitratado.



2. ANTECEDENTES

En 1957, Jahnes y Fullmer, refieren a las amibas de vida libre como
contaminantes de cultivos de tejido, con lo que comienzan a ser consideradas
en el area biomédica. En 1959, Culbertson y colaboradores, descubrieron por
primera vez la naturaleza patogénica de las amibas del género Acanthamoeba,
al llevar a cabo pruebas de seguridad de la vacuna de la polio, observaron un
efecto citopatico en cultivos de tejido. Inocularon el contenido de dichas cajas
en animales de experimentacion via intranasal e intracerebral y en cultivos de
tejido, los cuales en pocos dias murieron a consecuencia de una
meningoencefalitis. Los estudios histopatologicos de los 6rganos afectados y de
las cajas de cultivo revelaron la presencia de organismos ameboideos, que mas
tarde fueron identificados como amibas del género Acanthamoeba. Por lo que
sugirio el potencial patéogeno de estas amibas de vida libre, refiriendo la
capacidad de estos protozoos a invadir la mucosa nasal de organismos sanos,
de migrar hacia el cerebro y producir una patologia en el sistema nervioso
central (SNC) con consecuencias fatales (Rondanelli, 1987).

En 1965, Fowler y Carter reportaron en Australia los cuatro primeros
casos de infeccion amibiana causada por amibas de vida libre en humanos,
designada mas tarde como meningoencefalitis amibiana primaria (MEAP),
identificando a una amiba del género Naegleria como la responsable del dafno

y no a una del género Acanthamoeba como se considero en un inicio.

Los primeros casos en los cuales claramente se establece como agente causal
Acanthamoeba, fueron reportados a principios de los setenta. La primera
infeccion humana por Acanthamoeba fue descrita por Jager y Stamm (1972).
Martinez y colaboradores (1979), designaron como encefalitis amibiana
granulomatosa (EAG), a la infeccion provocada por amibas del género
Acanthamoeba; una infecciéon de curso subagudo a crénico que se caracteriza
por causar lesiones granulomatosas en el encéfalo (Schuster y Visvesvara,
2004).

En 1973 se reporté en E. U. A. el primer caso de infeccion en la cornea
denominada queratitis amibiana (QA), producida por amibas del género
Acanthamoeba, el cual correspondié a un paciente masculino de 41 anos de
edad del sur de Texas, con traumatismo corneal y exposicion con agua

contaminada en su ojo.



Posteriormente en Gran Bretana fueron reportados los primeros casos
de queratitis por Acanthamoeba (Nagington et al, 1975). Las especies
encontradas fueron A. castellanii y A. polyphaga, las cuales se identificaron a
través de inmunofluorescencia. Desde 1985 el niumero de casos de QA se ha
incrementado, en gran medida por el uso de lentes de contacto (Kilvington et

al., 1990; Schaumberg et al., 1998).

La mayoria de los reportes de casos proceden de paises desarrollados,
probablemente porque en éstos se toma en consideracion a las amibas en los
diagnosticos presuntivos, mas que por una elevada incidencia que pueda

haber en estos paises (John, 1993).



EAG GA MEAP EA
Agente * Acanthamoeba spp. A. castellanii, A. polyphaga,
Etiolégico **Balamuthia mandrillaris A. culbertsoni, A. rhysodes, Naegleria fowleri Sappinia diploidea
A. hatchetti
Trofozoito *15-30 um, acantépodos, desplazamiento ~ 0.3-0.4 um/s 15-30 pm , pseudépodos 45-85 um, con una
ectoplasmicos, fase flagelada con 2 pelicula gruesa, y
*12-60 pm. polimorfico, desplazamiento ~ 0.25 um/s flagelos, desplazamiento ~ 1 um/s movimiento tardio
Fase *Pared doble con poros, 10-15 pm de diametro, los quistes Pared doble con poros, 7-15 pm de Pared gruesa, diametro
Quistica se forman en tejido cerebral y tejido corneal diametro, los quistes no se forman en | de 13-37 um,
**Pared con 3 capas sin poros, 10-30 um de diametro, se tejido cerebral binucleados
forman en tejido cerebral
Habitat *Suelo, agua, ambientes domésticos y hospitalarios Suelo, aguas termales y ambientes Suelo, agua dulce,
**Suelo y probablemente agua dulce acuaticos contaminados excretas de herbivoros
Factores Individuos inmunocomprometidos; SIDA, lesiones en piel, | Exposicion con aguas contaminadas,
de Riesgo usuarios de lentes de contacto y dafio corneal penetracion de agua por via nasal -
Sintomas Dolor de cabeza, fiebre, Intenso dolor ocular, Dolor de cabeza,
y Periodo cambios de personalidad. lagrimeo, fotofobia. Dolor de cabeza, fiebre, cambios de fotofobia, vémito,
de Subaguado-cronico, Fatal Subaguado-crénico, dias personalidad. Fatal en dias perdida de conciencia
Incubacién
Casos Acanthamoeba ~ 200
Estimados Balamuthia ~ 100 > 3000 ~ 200 1

Tabla 1. Comparacion clinica y protozoolégica de amibas de vida libre. De los géneros; *Acanthamoeba, **Balamuthia,

Naegleriay Sappinia.

EAG: encefalitis amibiana granulomatosa, @A: queratitis amibiana, MEAP: meningoencefalitis amibiana primaria, EA: encefalitis

amibiana (Marciano-Cabral, 2003; Modificado de Schuster y Visvesvara, 2004).




3. Acanthamoeba spp.
Acanthamoeba es la amiba mas comun en la naturaleza, su distribucion
cosmopolita le da una ventaja para vivir en una amplia variedad de habitats
incluyendo agua de piscinas, aguas termales y aguas residuales. Se han aislado
de ambientes domésticos y agua mineral embotellada (Rivera et al., 1979, 1981,
1983, 1989; De Jonckheere, 1981). La amplia distribucion de Acanthamoeba en
la naturaleza favorece el contacto directo y frecuente del ser humano con estos
protozoos, esto se evidencia por la presencia de anticuerpos contra

Acanthamoeba tanto en el hombre como en diversos animales (Leher et al., 1998).

4. CICLO DE VIDA
Las amibas del género Acanthamoeba presentan un ciclo de vida que comprende
una fase tréfica, en la cual se alimentan activamente y representa la fase
reproductiva de este protozoo, y muestran también una fase quistica o de

resistencia (Pussard y Pons, 1977; Visvesvera, 1991) (Fig. 1).

Invasion a
SNC por via
hematoégena

Invasién
directa al ojo

Quistes y Infeccién
Trofozoito en
tejido

il Las amibas
pueden invadir

otros tejidos

g
~

Quiste S s T T —

Trofozoito

Figura 1. Ciclo de vida de Acanthamoeba spp. (John, 1993).



Fase trofica: Los trofozoitos presentan una longitud promedio de 15-30 pm
(Schuster y Visvesvara, 2004). Se caracterizan por presentar un endo y
ectoplasma hialino, este ultimo libre de organélos y con granulos de glucogeno y
microvesiculas (Rondanelli, 1987). De esta pelicula flexible se pueden emitir dos
tipos de pseudopodos; uno hialino y de gran amplitud llamado lob6podo y otro
caracterizado por la emision de finas proyecciones a lo largo de todo el cuerpo
ameboideo, denominados acantoépodos (Acantos= espinas) de los cuales deriva el
nombre del género (Bowers y Korn, 1968; Visvesvera, 1991). La funcion de estos
pseudopodos es la locomocion con movimientos unidireccionales. Necesitan de un
sustrato al cual adherirse para desplazarse con movimientos lentos, con una
velocidad de desplazamiento de 0.3-0.4 pm/s donde interviene la actina, y dos
tipos de miosina I y II (Page, 1988; Shuster y Visvesvara, 2004). En su fase de
vida libre se alimentan principalmente de bacterias y levaduras (Weekers et al.,
1993). Su organizacion celular consta de un nucleo vesicular con un gran
nucléolo central, mitocondrias elongadas, un complejo de Golgi, reticulo
endoplasmico liso y rugoso, libre de ribosomas; lisosomas, microtubulos, asi
como vacuolas digestivas y contractiles. Estas ultimas cumplen la funcién de
sistema excretorio para mantener el equilibrio hidrico de la célula, son de mayor
tamano que las vacuolas digestivas debido a la union de otras mas pequenas, que
se dilatan lentamente (diastole) y se colapsan subitamente (sistole) expulsando al
medio ambiente el liquido que contienen (Bowers y Korn, 1968).

Los trofozoitos presentan un metabolismo aerobio y crecen de forma 6ptima entre
25-37 °C y en algunas cepas del género el crecimiento se ve inhibido a
temperaturas que van de 35-39 °C, generalmente la amiba es uninucleada,
aunque células multinucleadas son comunes cuando Acanthamoeba es

mantenida en cultivos liquidos (Page, 1988; Visvesvera, 1991; Omana, 1997).

Reproduccion: Se lleva a cabo por fision binaria simple, donde la division
nuclear es metamitética, una forma relativamente tipica de mitosis caracterizada
por la formacion de una esfera bipolar y la desaparicion del nucleolo y la

envoltura nuclear durante la cariocinesis (Pussard, 1973).



Fase quistica: Confiere resistencia a condiciones ambientales adversas como la
falta de alimento, desecacion y a una gran variedad de agentes quimicos y fisicos
(Aksokek et al., 2002). El quiste mide en promedio 13-20 um de diametro, esta
formado por una doble pared, el endoquiste y ectoquiste constituidos
principalmente por celulosa (Bowers y Korn, 1968; Weisman, 1976; Pussard y
Pons, 1977). El ectoquiste es de apariencia rugosa, y el endoquiste presenta un
numero de brazos variable dependiendo de la especie. Se encuentran poros
(opérculos) en la pared que unen al endoquiste con el ectoquiste, a través de los

cuales emerge el trofozoito (Weisman, 1976; John, 1993). Ver Figura 2.

Figura 2. A). Microscopia de luz (Nomarsky, 40x). Trofozoito de Acanthamoeba
Spp. se observan los acantopodos caracteristicos del género distribuidos a lo largo
del cuerpo amibiano (flechas), vacuolas digestivas y una vacuola contractil
prominente (Ve). B). Contraste de fases (40x). Quiste maduro de Acanthamoeba
spp. con endoquiste semicircular. Se observa el ectoquiste (Ect), endoquiste

(End), y el poro (Po).



5. TAXONOMIA DEL GENERO Acanthamoeba
De acuerdo a Pussard y Pons (1977), las diferencias morfologicas de los quistes
permiten organizarlos en 3 grupos.
Grupo I
Integrado por cepas de Acanthamoeba con quistes de mayor tamano con respecto
a otros grupos. Presentan un diametro mayor a 18 um, el endoquiste contiene
brazos con apariencia estrellada rodeado por un ectoquiste liso o rugoso. Tanto la
pared interna como externa estan separadas y solamente se unen por la
extension de los brazos que forman los opérculos cuyo numero sera igual al
numero de brazos.
Se considera al grupo como poco relevante, ya que carece de especies patogenas.

Dentro de las cuales estan: A. astronyxis, A. comandoni, A. echinulata.

Grupo II

El quiste mide 18 um en promedio, el endoquiste puede tener apariencia
estrellada o poligonal, siendo el ectoquiste ondulado o liso. Ambas capas se
juntan en las zonas angulares del endoquiste.

A este grupo pertenecen las amibas mas abundantes en la naturaleza, incluyendo
las especies altamente patogenas para el hombre; A. polyphaga, A. castellanii, A.
rhysodes A. griffini, A. mauritaniensis, A. lugdunensis, A. quina, A. divionensis, A.

hatchetti, A. paradivionensis, A. triangularis, A. griffini, A. tublashi.

Grupo III

El quiste mide menos de 19 um, con un endoquiste globular u ovoide, no presenta
brazos y el ectoquiste es muy delgado y rugoso. Dentro de este grupo esta A.
palestinensis, A. culbertsoni, A. lenticulata, A. royreba, A. pustulata.

La morfologia de los quistes ha sido la base fundamental para la identificacion de
las especies de Acanthamoeba que constituyen el género de acuerdo a Page

(1988), ver Tabla 2.



Reino Protista (Haeckel, 1866)
Subreino Protozoa (Golfuss, 1818; von Siebold, 1846)
Phylum Rhizopoda (von Siebold, 1845) (Protistas heterotrofos con
lobopodos, filopodos o reticulopodios)
Clase Lobosea (Carpenter, 1861)
Subclase Gymnamoebia (Haeckel, 1862)
Orden Schizopyrenida (Singh, 1952)
Familia Vahlkampfiidae (Jollos, 1917; Zulueta, 1917)
Orden Acanthopodina (Page, 1976)
Familia Acanthamoebidae (Sawyer y Griffin, 1975)
Género Acanthamoeba
(Volkonsky, 1931; Page, 1967)
Especies A. astronyxis
A. castellanii (Douglas, 1930)
A. comandoni
A. culbertsoni
A. divionensis
A. echinulata
A. griffini
A. hatchetti
A. lenticulata
A. lugdunensis
A. mauritaniensis
A. palestinensis
A. polyphaga (Puschkarew, 1913)
A. quina
A. rhysodes
A. royreba
A. tubiashi
A. triangularis
A. gigantea

Tabla 2. Clasificacion Taxonomica de Acanthamoeba spp. dentro del grupo de las

Amibas de vida libre de acuerdo a Page (1988).



La clasificacion taxonoémica que dividia a los protozoos en 4 grupos; Sarcodina
(amoeba), Mastigophora (flagellates), Sporozoa (protozoos parasitos) e Infusoria
(ciliados). Ha sido totalmente abandonada por la sociedad internacional de
protozoologia, por una basada en herramientas modernas como la bioquimica y la
filogenia molecular. El antiguo sistema que consistia en reino, phylum, clase,
subclase, superorden, orden ha sido reemplazado por un nuevo vocabulario. De
acuerdo al nuevo esquema los eucariontes han sido clasificados dentro de 6
grupos o supergrupos denominados; Amoebozoa, Opisthokonta, Rhizaria,
Archaeplastida, Chromalveolata y Excavata. Acanthamoeba esta clasificada
dentro del supergrupo; Amoebozoa (Luhe, 1913; Cavalier-Smith, 1998),
caracterizado por una locomociéon ameboide, con morfologia variable, pseudépos
eruptivos (lobopodos); usualmente uninucleados, con presencia de fase quistica,
morfolégicamente variable y estado flagelar presente. Primer rango;
Acanthamoebidae (Sawyer and Griffin, 1975), glicocalix extremadamente delgado;
prominentes pseudopodos, flexibles y finas proyecciones denominadas
acantopodos, uninucleados, el quiste de la mayoria de las especies con doble
pared y con opérculo con poros; locomocion basada en un citoesqueleto de

actina-miosina. Segundo rango; Acanthamoeba sp. (Adl et al., 2005).

6. ECOLOGIA

Acanthamoeba es un género ampliamente distribuido en la biosfera, son las
amibas de vida libre aisladas con mayor frecuencia, por lo que son considerados
los protozoos mas comunes en la naturaleza tanto en medio acuatico como
terrestre. En la naturaleza se pueden encontrar en habitats, tales como; lagos y
aguas termales (Rivera, et al., 1989; John, 1993).

La importancia de estas amibas en su fase de vida libre radica en el papel
ecologico que desempenan en el control de poblaciones bacterianas (Rodriguez-
Zaragoza, 1994). Constituyen del 50% al 90% de los protozoos heterétrofos en
suelo y son considerados como los depredadores mas importantes de bacterias en
la biosfera. Siendo las enterobacterias no pigmentadas como E. coli K-12 y
Klebsiella aerogenes los mejores recursos alimenticios de Acanthamoeba (Weekers

etal., 1993).



En el laboratorio, las bacterias que mas se utilizan para el crecimiento de estas
amibas son Enterobacter aerogenesy E. coli, ya que son las de mayor consumo en
la naturaleza, aunque también existen bacterias que pueden inhibir el
crecimiento amibiano, tal es el caso de Pseudomonas, Bacillus y Staphylococcus,
que impiden la adherencia de las amibas. Se desconoce si la bacteria produce
exotoxinas o el crecimiento bacteriano induce cambios en el pH contribuyendo a
la muerte de la amiba.

La sobrevivencia y crecimiento de Acanthamoeba en presencia de bacterias gram-
negativas soportan su crecimiento, sin embargo altas densidades de bacterias lo

inhiben (Wang et al., 1997).

6.1 Aislamiento de Acanthamoeba spp. en México.

En nuestro pais, se han aislado diferentes especies del género Acanthamoeba de
diversos ambientes; A. astronyxis y A. castellanii han sido aisladas de agua de la
llave y de tinacos de la ciudad de México (Rivera et al., 1979; Ramirez et al.,
1998), de albercas de la ciudad de México y del estado de Morelos, confirmando la
presencia constante de amibas de vida libre, donde la forma de quiste les
proporciona la habilidad de sobrevivir y resistir los procesos de limpieza en las
albercas (Rivera et al., 1983), A. astronyxis también ha sido aislada de agua
mineral embotellada junto con A. castellaniiy A. culbertsoni (Rivera et al., 1981).
Asi mismo se ha aislado a A. castellanii, A. lugdunensis y Acanthamoeba sp. de
manantiales de agua termal (Rivera et al., 1989), y de la atmoésfera de la ciudad
de Meéxico, donde permanecen viables, adheridas a particulas de polvo, y se
dispersan a través del aire y/o la lluvia (Rivera et al., 1987), lo que les permite
estar en continuo contacto con los seres humanos, quedando de manifiesto su
presencia en pacientes con quemaduras y rinitis, donde se han aislando a A.
palestinensis, A. polyphaga, A. lugdunensis, A. divionensis, A. mauritaniensis y A.
rhysodes.

Dentro de las especies del género Acanthamoeba aisladas del medio ambiente, se
encuentran especies patogenas capaces de producir enfermedades en el hombre

(Rivera et al., 1989).



6.2 Bacterias Endosimbiontes de Acanthamoeba spp.
Recientemente se han reportado bacterias endosimbiontes en diversas especies
de Acanthamoeba (Marciano-Cabral et al., 2003). Las amibas del género
Acanthamoeba tienen la capacidad de internalizar diferentes especies
bacterianas. Las cuales utilizan a Acanthamoeba como hospedero natural, dentro
de la cual se multiplican y son liberadas en vesiculas al ambiente produciendo la
lisis de la amiba (Preston y King, 1984). Dentro de las especies bacterianas
reportadas como endosimbiontes estan; Shigella enterica, Yersinia enterocolitica,
Pseudomonas aeruginosa, E. coli O157, Mycobacterium avium, M. leprae,
Helicobacter pylori y Vibrio cholerae (Michel et al., 1995; Barker et al., 1999;
Krishna et al., 1978; Winiecka-Krusnell et al., 2002; Thom et al., 1992). También
se ha reportado a Legionella pneumophila, patégeno intracelular de macroéfagos
alveolares, como endosimbionte de Acanthamoeba, 1o que indica su posible papel
como reservorio natural de Legionella (Rowbotham, 1980). Estudios recientes
muestran que la interaccion bacteria-amiba induce cambios en las bacterias
simbiontes a nivel morfologico, fisiolégico, asi como en su virulencia y resistencia
a biocidas (Cirillo et al., 1994). Se ha sugerido también que Chlamydia, exacerba
el efecto citopatico que produce Acanthamoeba, ya que después de su interaccion

aumenta la liberacion de enzimas proteoliticas (Fritshe et al., 1998).

7. PATOLOGIAS PRODUCIDAS POR Acanthamoeba spp.
Las especies patégenas de Acanthamoeba son capaces de producir diversas
infecciones en el hombre a nivel de Sistema nervioso central, rifion, pulmoén, piel

y ojos (Marciano-Cabral et al., 2003).

7.1 ENCEFALITIS AMIBIANA GRANULOMATOSA (EAG)
Por lo general los pacientes que padecen las infecciones que provocan las amibas
del género Acanthamoeba son personas que cursan enfermedades cronicas
(diabetes, alcoholismo, lupus eritematoso), con deficiencias inmunitarias
(enfermos de VIH), por lo que se considera que las amibas son organismos
oportunistas (Martinez, 1981; Martinez y Visvesvara, 1997). Si bien, las
infecciones causadas por amibas del género Acanthamoeba no son un problema

de salud publica, si son de importancia clinica por las patologias que ocasionan,



entre las que destaca la EAG, que se caracteriza por presentar lesiones
granulomatosas en el cerebro. Se considera que la puerta de entrada es a través
del neuroepitelio respiratorio, ulceras en la piel o a través de las mucosas. La
invasion es por via hematégena, donde las amibas migran de los tejidos hacia la
superficie del cerebro. El periodo de incubacion varia de semanas a meses, con
un diagnostico fatal en la mayoria de los casos. Hasta el momento se han
detectado alrededor de 200 casos de EAG a nivel mundial, ocasionados por

Acanthamoeba (Schuster y Visvesvara, 2004).

7.2 HISTOPATOLOGIA DE LA EAG
Se caracteriza por presentar lesiones necrotizantes y pequenos abscesos en el
cerebro, mesencéfalo y tronco encefalico. Los hemisferios cerebrales muestran
edema y ablandamiento, se presentan lesiones granulomatosas con presencia de
c€lulas gigantes, ademas de un exudado purulento que cubre la materia gris
compuesto por leucocitos y monocitos. El fluido cerebroespinal contiene un rango
de 30-2960 leucocitos-mm?2, del cual los linfocitos comprenden del 6-8% de las
células. A través de estudios post-mortem, se han visto trofozoitos y quistes en
cortes de cerebro, método por el cual se ha diagnosticado la EAG por

Acanthamoeba (Martinez, 1981).

8. QUERATITIS AMIBIANA (QA)

Se define a la QA como una infeccion corneal de curso créonico de dificil
resolucion, caracterizada por una necrosis progresiva del epitelio corneal y
destruccion de la lamela estromal. La infeccion ocurre en dos fases, la primera de
estas se restringe al epitelio corneal con un mejor pronéstico. En la segunda fase,
los parasitos invaden el estroma, en el cual se produce un extenso dafno a la
matriz de colagena y una inflamacion intensa (Garner, 1993). Se cree que la
infeccion se inicia cuando los trofozoitos se adhieren al epitelio corneal, por medio
de proteinas de union a manosa (Panjwani et al., 1997; Hurt et al., 2003; Imbert-
Bouyer et al., 2004; Alizadeh et al., 2005). La primera descripcion de queratitis
por Acanthamoeba fue reportada por Nagington y colaboradores (1974), refiriendo
que esta infeccion era poco frecuente. En 1984 solo se habian registrado 11

casos; donde la mayoria de ellos se consideraron relacionados con traumatismo



oculares menores. A partir del segundo lustro de los ochenta, se comenzaron a
registrar cientos de casos de queratitis por Acanthamoeba, de los cuales el 85%
aproximadamente, se presentaron en usuarios de lentes de contacto
(Schaumberg et al.,, 1998). En nuestro pais en 1997 se reportaron los primeros
casos de Queratitis por Acanthamoeba, relacionados con usuarios de lentes de
contacto (Omana, 1997).

Actualmente se considera a los lentes de contacto vectores de trofozoitos y
quistes amibianos. Otro factor de riesgo asociado a la queratitis por
Acanthamoeba es la produccion de lagrimas con baja actividad microbiana y la
contaminacién bacteriana (Alizadeh et al., 2001). La severidad de la QA en los
pacientes, no es homogénea ya que se han reportado variaciones inter-especificas
dentro del género, donde A. castellaniiy A. polyphaga muestran diferencias en la
adherencia a diversos sustratos con respecto a otras especies lo que explicaria en
parte, la mayor incidencia de casos de QA reportados con esas dos especies
(Morton et al, 1991; Omana, 1997). Se ha determinado que A. castellanii
presenta proteinas de unién a manosa (receptores a manosa) en la superficie de
su membrana lo que le facilita la adherencia a la superficie del epitelio corneal

(Yang et al., 1997; Hurt et al., 2003; Alizadeh et al., 2005).

Garner (1993), después del analisis de 30 especimenes anatomopatologicos
obtenidos de pacientes con queratitis por Acanthamoeba, propuso la secuencia
del desarrollo de la queratitis:

* Invasion parasitaria del estroma anterior por rompimiento de la superficie

del epitelio corneal.

* Fagocitosis de queratocitos, que se inicia en la parte anterior y se propaga

gradualmente hasta afectar toda la cornea.

* Infiltracion secundaria de células inflamatorias en el estroma desvitalizado,

constituida por neutréfilos polimorfonucleares y algunos macroéfagos.

* Necrosis del estroma, atribuible a la colagenolisis leucocitaria y parasitaria.
Las especies del género Acanthamoeba con mayor incidencia reportados en casos
de queratitis amibiana son: A. castellanii, A. polyphaga, A. rhysodes, A. griffini, A.
hatchetti, A. lugdunensis, A. quinay A. culbertsoni (Marciano-Cabral, 2003).



9. MECANISMOS DE PATOGENICIDAD DE Acanthamoeba spp.
Los mecanismos precisos asociados con la patogenicidad de Acanthamoeba no se
han comprendido del todo, ya que la patogenicidad es un proceso complejo que
involucra multiples factores del parasito y del hospedero, que pueden directa o

indirectamente contribuir a la infeccién (Khan, 2003).

9.1 MECANISMOS INVOLUCRADOS EN LA PATOGENESIS DE
Acanthamoeba
Adherencia. La adherencia juega un papel importante para que la infeccion se
inicie. Las amibas se adhieren a distintos medios como las superficies inertes de
los lentes de contacto y diversos tejidos, ésta se ve favorecida por la temperatura
y el tiempo de permanencia en dichas superficies (Willcox et al., 2001, Cancrini et
al.,, 1998; Sehgal et al.,, 2002). Se ha reportado la existencia de proteinas de
union a manosa, que le permite la adherencia a células huésped (Yang et al,
1997; Alizadeh et al., 2005). Una vez adheridas las amibas desencadenan senales
intracelulares que estimulan procesos secundarios como la fagocitosis (Khan,
2001), secrecion de proteasas determinantes para causar dano celular (Cao et al.,

1998), y apoptosis celular (Alizadeh et al., 1994).

Fagocitosis. Es un proceso posterior a la adherencia, mediante la cual
Acanthamoeba engulle cé€lulas y particulas de comida (Allen y Dawidowiez, 1990).
Es mediada por amebostomas, que se presentan en la superficie del trofozoito, lo
que sugiere que la fagocitosis juega un papel relevante en la patogenesis (Khan,

2001).

Protedlisis. Se ha reportado que las proteasas juegan un papel importante en la
patogenesis de Acanthamoeba, ya que estan involucradas en la invasion,
migracion y dano a tejidos y células (Khan, 2000; Mitro et al.,, 1994). Se ha
determinado que las serin-proteasas producidas por Acanthamoeba, provocan la
citolisis de la cornea (Leher et al, 1998), actualmente se sabe que estan

involucradas en la estimulacion de la apoptosis celular (Alizadeh et al., 1994).



9.2 FACTORES DE RIESGO DE LA QUERATITIS AMIBIANA
Se considera que el 85% de los casos de QA corresponde a usuarios de lentes de
contacto de uso prolongado (Kilvington et al., 1990), un 30% de éstos corresponde
a pacientes con algun traumatismo corneal con introduccion de cuerpo extrano y
en el 2% no hay razon aparente de presencia (Visvesvara, 1991). La incidencia de
QA en usuarios de lentes de contacto es en gran medida causada por la mala
desinfeccion de los lentes, asi como el uso de soluciones salinas caseras que
favorecen el desarrollo de las amibas en los lentes (Seal et al., 1994). Sin
embargo, esta infeccion puede presentarse en individuos sanos que hayan estado

expuestos con aguas contaminadas y/o con dano corneal.

9.2.1 USO DE LENTES DE CONTACTO

Los cambios morfolégicos que se llevan a cabo en la céornea de usuarios de lentes
de contacto, lo hacen mas vulnerable a la QA por Acanthamoeba (Niederkorn et
al.,, 1992). La adherencia de las amibas a los lentes depende del contenido
hidrico, ionicidad y la composicion de los polimeros utilizados en su
manufactura. Las amibas se adhieren a los lentes de contacto y se transfieren a
la cornea principalmente a zonas del epitelio corneal que presenten dano,
penetrando hacia las capas mas profundas de la cérnea. La repuesta del
hospedero puede exacerbar el dano, provocando lesiones permanentes en la
vision del individuo (Jonh, 1993; Willcox et al., 2001).

Se ha determinado que la adherencia de trofozoitos y quistes a los lentes de
contacto, se incrementa en funcion del tiempo de interaccion, ya que son
suficientes 10 segundos de contacto, para que las amibas se adhieran (Kelly et
al., 1995). Por esto el lavado mecanico y fisico de los lentes, disminuye la
oportunidad de las amibas a colonizarlos, ya que remueve un gran numero de
trofozoitos (Cancrini et al, 1998; Sehgal et al, 2002). Ciertas soluciones
limpiadoras como el peréxido de hidrogeno y la clorhexidina, no afectan la
viabilidad de trofozoitos y quistes de Acanthamoeba después de 17 h (Cancrini et
al., 1998). Los lentes de contacto estimulan la expresion de glicoproteinas en el
epitelio corneal, exacerbando el proceso de infeccion, promoviendo la unién a
receptores de manosa presentes en la membrana de la célula amibiana (Yang et

al., 1997; Alizadeh et al., 2005).



9.3 CUADRO CLINICO
La infeccion se presenta en individuos saludables con pequenos traumas en los
ojos, exposicion con aguas contaminadas y en la mayoria de los casos en
usuarios de lentes de contacto principalmente de tipo blando, la infeccion da
inicio a través del contacto directo de la amiba con la cornea, donde la amiba es
capaz de penetrar el epitelio intacto de cérneas humanas (Niederkorn et al.,
1992). De manera general los principales signos y sintomas de los pacientes son;
Infeccion de dificil resolucion que no se resuelve con tratamientos terapéuticos
convencionales (antibacterianos y virales), lagrimeo constante asi como un severo
dolor ocular en desproporcion con respecto a la lesion corneal que se observa, y
fotofobia. Una vez iniciada la infecciéon, Acanthamoeba provoca ulceraciones
corneales y en etapas posteriores invade el estroma corneal, desencadenando la
respuesta inmune del huésped. La respuesta exacerbada del huésped produce
opacidad corneal que impide la vision, llegando a provocar ceguera, haciendo
necesaria la remocion quirurgica de la céornea y en casos mas graves la remocion

del ojo mismo (John, 1993).

9.4 DIAGNOSTICO
A la QA dificilmente se considera en los diagnosticos iniciales, en la
mayoria de los casos la infeccion se diagnostica después de varias semanas o
meses de evolucion (Ledee et al., 1995). El médico debe tomar en cuenta a la
queratitis provocada por Acanthamoeba en pacientes de alto riesgo, es decir
usuarios de lentes de contacto. En México no se cuenta con el material y equipo

necesario para el diagnostico.

9.4.1 DIAGNOSTICO DE LABORATORIO DE LA QA
El diagnostico de la QA no es facil de llevar a cabo, este puede ser confirmado
cuando se hace un raspado de la cornea con un hisopo, espatula o bisturi. El
material obtenido se puede tenir con la técnica de Giemsa o Naranja de acridina
(Hahn et al., 1998). Se recomienda el uso del Calcofluor blanco. En la mayoria de
los casos no es posible observar amibas cuando el epitelio corneal esta intacto,
por esta razén, cuando se sospecha que la infeccion, es de origen amibiano se

recomienda hacer una biopsia corneal (Wilhelmus, 1986).



Los raspados corneales deben colocarse en placas de agar no nutritivo (NNE)
enriquecido con E. aerogenes inactivado por calor. Las placas de agar se deben
incubar a 30-35 °C por 24-48 h, si las amibas estan presentes en el tejido,
migran hacia el agar y se pueden observar bajo el microscopio (Schaumber et al.,
1998). Si el paciente es usuario de lentes de contacto, tanto los lentes como las
soluciones preservadoras se siembran en el medio para su busqueda (Mathers et
al., 1987). No debe descartarse una infeccion mixta asociada con otros
microorganismos y de manera especial con bacterias y hongos (Schaumberg et
al., 1998; Bonilla et al., 2001). El uso del microscopio confocal ha sido de gran
utilidad para el diagnostico, ya que ha podido detectar casos que de otra forma
podrian haber pasado inadvertidos (Mathers et al., 1987). Recientemente la
técnica de PCR se ha utilizado para el diagnostico de la QA. Es una prueba muy
sensible y precisa, que se puede emplear en muestras corneales y lagrimas de

pacientes (Bacon et al., 1993; Khan et al., 2002).

9.5 TRATAMIENTO
En general se usan tratamientos combinados, donde las biguanidas como la
polihexametilbiguanida 0.02%, clorohexidina 0.02% y las diamidinas son los
antiamibianos mas eficaces (Larkin et al., 1992). Sin embargo estos farmacos no
estan disponibles en el mercado farmacéutico de Ameérica, solamente en el
europeo, lo que limita su uso. El tratamiento inicial debe ser intensivo ya que los
microorganismos son mas sensibles antes de enquistar y a su vez son mas
sensibles los quistes inmaduros que aquellos que ya hayan madurado (Larkin et
al., 1992; Elder et al., 1994; Seal et al., 1996). El tratamiento frente a organismos
enquistados es limitado, se emplea principalmente imidazoles, miconazol 1% y

clotrimazol al 1% por via topica (Turner et al., 2000).

9.6 MODELOS ANIMALES EN EL ESTUDIO DE LA QA
El establecimiento de un modelo experimental de QA es indispensable para
conocer los mecanismos de patogenicidad que inducen las amibas en la cornea
humana. Un modelo experimental de QA debe semejar la patologia, asi como
cumplir los postulados de Koch, que establece que las enfermedades deben ser

producidas por organismos vivos, los parasitos viables deben aislarse de los



tejidos afectados y crecer en medios puros, aunado a esto el modelo experimental
debe evidenciar caracteristicas clinicas similares al humano (He et al., 1992).

Se han tratado de implementar modelos en los que se puedan seguir y explicar
los mecanismos de dano de los trofozoitos y quistes en la QA. Las investigaciones
mas sobresalientes en la busqueda de dicho modelo animal se detallan a
continuacion: Font y colaboradores (1990) experimentaron con conejos pre-
tratados con esteroides (via conjuntival por 4 dias), a los que inyectaron via
intraestromal trofozoitos y quistes de Acanthamoeba polyphaga. Los conejos
mostraron una queratitis estromal y ulceraciones corneales sin embargo, hoy dia
se sabe que la infeccion en humano no se asocia con inmunosupresion como es el
caso de la infeccion en el sistema nervioso central (EAG). He y colaboradores
(1992), demostraron por medio de estudios In vitro que Acanthamoeba, no se
adhiere eficientemente a la superficie corneal de diferentes mamiferos y
solamente se adhiere eficientemente a corneas humanas, de hamster chino y de
cerdo. Propone al cerdo como modelo experimental para reproducir la QA, ya que
el danno que se presenta es muy similar al del humano, llegando a presentar un
infiltrado en forma de anillo en la cornea. Asi mismo reportan, que la adherencia
a una superficie previamente danada es un factor que predispone la infeccion.
Sin embargo, Panjwani et al., (1997), demostraron que A. polyphaga como A.
culbertsoni, pueden adherirse al epitelio corneal de conejo sugiriendo a este
animal como un modelo util para investigaciones sobre los mecanismos
moleculares que median la adherencia al epitelio corneal. Experimentalmente se
ha demostrado que la co-infeccion de cérnea de rata con Corynebacterium y
Acanthamoeba, induce una queratitis supurativa, sugiriendo que la presencia de
la bacteria juega un papel importante en la infeccion corneal (Winiecka-Krusnell y
Linder, 2001). Omana-Molina et al.,, (2004) evaluaron cambios morfolégicos y
electrofisiologicos que ocurren durante la interaccion in vitro de A. castellaniiy A.
polyphaga con coérneas de hamster intactas y danadas. Después de una 1 h los
trofozoitos formaron grupos y migraron a las uniones celulares provocando
separacion celular, después de 2 y 4 h las células epiteliales estaban
desprendidas y los trofozoitos habian penetrado hacia capas mas profundas. La
resistencia transepitelial del tejido corneal danado descendi6 de manera

proporcional al tiempo de interaccion con las amibas.



10. JUSTIFICACION

Los estudios biologicos que se han llevado a cabo con amibas del género
Acanthamoeba, se han hecho con diferentes especies, considerando que los
resultados pueden extrapolarse a todo el género sin embargo, hasta el momento
se desconoce si existen o no diferencias inter-especificas que hagan evidente
mecanismos de patogenicidad atribuibles a la especie o al género mismo, por lo
que el conocimiento y descripcion biologica de estas amibas es importante para
tratar de explicar posibles diferencias entre las especies que conforman el género
y en particular aquellas que son capaces de producir queratitis amibiana en el
hombre. Actualmente, aun existe desconocimiento del potencial patégeno de las
amibas del género Acanthamoeba para el hombre, lo que hace no incluirlas en los
diagnosticos diferenciales iniciales. De ahi la importancia de considerar a esta
infeccion en dichos diagnésticos y sobre todo caracterizar las cepas relacionadas
con casos de QA, evaluando su potencial patogeno.

Por lo anterior, el presente trabajo pretende caracterizar dos cepas aisladas de
pacientes usuarios de lentes de contacto uno de ellos diagnosticado con queratitis
amibiana. Por medio de la determinaciéon de diferencias en los mecanismos de
patogenicidad, a través de la evaluacion In vitro de las interacciones con células
MDCK y corneas de hamster, comparacion del patron de adherencia a diferentes
sustratos y la capacidad de evadir la accion de anticuerpos del tipo IgA. Asi
mismo, evaluar el potencial patogeno de cada especie y conocer la relacion de su
virulencia y capacidad de adherencia con el grado de severidad de la queratitis

que pueden llegar a producir en el hombre.

Por lo anterior en el presente estudio se plantean los siguientes objetivos de

trabajo.



11. OBJETIVOS

11.1 OBJETIVO GENERAL
Determinar las posibles semejanzas o diferencias en la adherencia, patogenicidad
y evasion de la respuesta inmune mucosal, entre A. castellanii y A. polyphaga,

aisladas de lentes de contacto.

11.2 OBJETIVOS PARTICULARES

Aislamiento e identificacion de amibas de vida libre de lentes de contacto.

Axenizacion de las cepas aisladas.

Identificacion morfolégica de los aislados hasta el nivel de especie de acuerdo a

Page (1988).

Determinacion de la temperatura optima de crecimiento y fase exponencial de

desarrollo de las amibas en estudio.

Evaluacion de la patogenicidad de las cepas en estudio, por medio del modelo

experimental de EAG en raton propuesto por Culbertson (1959).

Determinacion y comparacion de la adherencia de las amibas a diferentes

superficies: lentes de contacto y cultivos celulares.

Implementacion de un modelo experimental In vitro en cornea de hamster, para

evaluar los posibles mecanismos de dano de Acanthamoeba spp. en la QA.

Evaluacion cualitativa del efecto citopatico de Acanthamoeba spp. en cultivos

celulares y corneas de hamster, por Microscopia Electronica de Barrido (MEB).

Accion de la IgA en la adherencia de Acanthamoeba spp. a células Madin Derby

Cell Kidney (MDCK).



12. MATERIAL Y METODOS

12.1 OBTENCION DE LAS MUESTRAS

La obtencion de las amibas se hizo a través de evaluaciones de raspados
corneales y de lentes de contacto de pacientes con diagnostico presuntivo de QA
detectados en el Hospital Asociacion para evitar la ceguera en México “Dr. Luis
Sanchez Bulnes”. Las muestras se estudiaron en el laboratorio de Microbiologia
Ambiental, del Proyecto de Conservacion y Mejoramiento del Ambiente, de la
Facultad de Estudios Superiores Iztacala, UNAM. Se tomaron en cuenta los
siguientes signos y sintomas de los pacientes para la recoleccion de las muestras:

* Infeccion de dificil resolucion que no se resuelve con tratamientos

terapéuticos convencionales (antibacterianos y virales).

*

Severo dolor ocular.
* Lagrimeo constante.

fotofobia.

*

* Presencia de anillo corneal (hipopion).

12.2 CULTIVO MONOXENICO
Las muestras de raspados corneales y los lentes de contacto, fueron colocados en
cajas Petri con medio no nutritivo (NNE), enriquecido con Enterobacter aerogenes
inactivada con calor a 65 °C. Se incubaron a 30 °C, colocando las cajas de forma
invertida (Anexo 1). Después de 24 h se observaron al microscopio invertido
(Nikon TMS, Japon). En los casos de crecimiento amibiano positivo se cortaron
cuadros de agar de aproximadamente 1 cm? (Page, 1988) y se resembraron en

cajas de agar.

12.3 AXENIZACION DE LAS CEPAS
La axenizaciéon fue un proceso indispensable para contar con cultivos de amibas
libres de bacterias y llevar a cabo los estudios biologicos propuestos. Se partio de
un crecimiento amibiano positivo en el medio NNE, evaluando el desarrollo
amibiano en dos medios axénicos; medio Bactocasitona y medio Chang
Modificado, enriquecidos con suero de ternera al 10%, con antibidtico (200 mgc

de Kanamicina/penicilina) y se incubaron inicialmente a 30 °C (Anexo 1).



12.4 DETERMINACION TAXONOMICA DE LOS ORGANISMOS

12.4.1 Identificacion Morfolégica
Para ubicar taxonémicamente a nivel de especie las cepas aisladas, se tomaron
en cuenta sus caracteristicas morfologicas (trofozoito y quiste) de acuerdo a las
claves de Page (1988). Se observaron preparaciones In vivo de trofozoitos y quistes

de cultivo axénico, en el microscopio de contraste de fases a 40x (Zeiss).

12.4.2 Morfometria
Se hicieron mediciones de 100 trofozoitos y 100 quistes de preparaciones en
fresco a través del microscopio de contraste de fases (Zeiss, Alemania). Con ayuda
de una reglilla micrométrica se midio6 el diametro de los nucleos, largo y ancho de
los trofozoitos (Page, 1988). A quistes maduros se les registro su diametro y el
numero de brazos que presentaban para determinar la morfologia quistica y

ubicarlos dentro de los grupos propuestos por Pussard y Pons, (1977).

12.5 PRUEBA DE TEMPERATURA

Se determiné la temperatura optima de crecimiento amibiano. Las temperaturas
evaluadas fueron; 30 °C, 35 °Cy 37 °C, que corresponden a las mas comunmente
reportadas (Visvesvara, 1991; Omana, 1997). Se hicieron curvas de crecimiento
por triplicado, iniciando con un inocul6 de 50 000 trofozoitos crecidos en los
medios axénicos; Bactocasitona y Chang en tubos con 3 ml de medio
enriquecidos con suero de ternera al 10% y 200 mcg. de Kanamicina/penicilina
(Anexo 1).

Se llevo un registro del crecimiento diario de las amibas por 8 dias. Para el conteo
se utilizé un hematocitometro en el que se colocaron 10 pl del homogenizado de
cada tubo, el cual se lograba colocando los tubos de cultivo en hielo frape por 5
min para despegar la mayor cantidad de cé€lulas adheridas en las paredes del
tubo. La viabilidad celular se determiné por medio de la técnica de exclusion con
azul tripano al 0.4%.

Con los datos de los conteos diarios se obtuvieron los promedios, a partir de los

cuales se hicieron curvas de crecimiento para cada temperatura y cepa.



12.6 PRUEBA DE PATOGENICIDAD

Esta prueba se llevo a cabo de acuerdo a la metodologia propuesta por
Culbertson (1959), para evaluar la capacidad amibiana de producir infeccion en
el sistema nervioso central de los animales.

Se utilizaron lotes de 5 ratones machos de la cepa CD-1, de aproximadamente 3
semanas de edad, a los que se les inocul6 via intranasal 2x105 trofozoitos/20 ul
de medio limpio. Se usaron cultivos axénicos en fase exponencial de crecimiento,
obtenidos de cajas de cultivo de 25 cm?las cuales se colocaron sobre una capa de
hielo, las amibas posteriormente se concentraron por centrifugacion a 2 500 r. p.
m. durante 10 min. Los ratones se anestesiaron ligeramente en una camara con
éter dietilico y se les inocul6 la suspension amibiana, introduciendo una punta de
micropipeta en las narinas y por instilacion se inocul6 la suspension amibiana.
Los animales inoculados se observaron diariamente por un periodo de 21 dias,
registrando manifestaciones clinicas de la infeccion como; sobrevivencia,
mortalidad, movimientos, reflejos, respiracion, sudoracion e ingesta acuosa. Si la
muerte ocurria antes del periodo establecido se extraian 6rganos como; cerebro,
higado, pulmoén y rifién, para verificar la diseminacion hematégena. Los 6rganos
recién extraidos se colocaban en cajas con medio NNE y E. aerogenes (Anexo 1) y
se incubaron a 30 °C, por un periodo de 2-4 dias con el fin de recuperar las
amibas. Cuando los ratones sobrevivieron al periodo establecido, se sacrificaron
para extraer los 6rganos. Una vez recuperadas las cepas se procedié nuevamente
a la axenizacion, y se llevaron a cabo los ensayos biologicos.

Previ6 a los ensayos de adherencia e inhibicion, se reactivo la virulencia amibiana
a través de 3 pases sucesivos en raton, de acuerdo a la metodologia descrita

previamente.



12.7 EVALUACION DE LA ADHERENCIA DE Acanthamoeba spp. A
DIFERENTES SUPERFICIES

12.7.1 Adherencia de Acanthamoeba spp. a Lentes de Contacto
Para determinar si la adherencia de Acanthamoeba spp. se ve influenciada por el
tipo de material, se evaluaron lentes de contacto de diferente contenido hidrico,
que correspondieron a las marcas; Acuvue (58% de agua y 42% polimero etafilcon
A) y Bescon (45% de agua y 55% de hefilcon) (Reichter, Buffalo N. Y.). Se cortaron
segmentos de lentes de aproximadamente 25 mm?2, con ayuda de un bisturi y una
hoja milimétrica, cada segmento se coloco en placas de 8 pozos y se interacciono
con 7.5x104 trofozoitos en 100 pl de medio limpio a 30 °C, las amibas se
obtuvieron a partir de cultivos en fase exponencial de crecimiento de cajas de
cultivo de 25 cm?, y se procesaron bajo las condiciones antes ya descritas. Se
consideraron 3 tiempos de interaccion 3, 6 y 12 h, manejando como control
positivo pozos con 7.5x104 trofozoitos en 100 pl de medio limpio.

Una vez transcurrido cada tiempo de interaccion, los lentes se fijaron con
glutaraldehido al 2.5% en amortiguador de cacodilato de sodio 0.1 M durante 1 h
(Anexo 3). Una vez fijadas las células se llevo a cabo el conteo de trofozoitos
adheridos, colocando cada segmento en un hematocitometro, y se observaron al
invertoscopio (Nikon TMS, Japon). Los ensayos se realizaron por triplicado, y bajo

condiciones de esterilidad.

12.7.2 Adherencia de Acanthamoeba spp. a células MDCK
Se realizaron ensayos para determinar la adherencia de las amibas en estudio a
diferentes superficies. Se evalué la adherencia a cultivos celulares MDCK (Madin
Derby Cell Kidney). Se utilizaron monocapas confluentes de células MDCK
crecidas en medio D-MEM (Microlab, México), sobre placas de 96 pozos (Anexo 1).
Se realizO0 una curva patron de adherencia para determinar de manera
cuantitativa el numero de trofozoitos adheridos a la monocapa, para ello se
usaron numeros crecientes de amibas; 5 000, 10 000, 15 000, 30 000, 50 000 y
75, 000 trofozoitos, con el objetivo de abarcar limites de adherencia evaluados
con anterioridad. Los trofozoitos fueron obtenidos de cultivos en fase exponencial.

Con base en la curva ya mencionada, se determin6é el numero de células



adheridas en cada tiempo de interaccion. Los ensayos de adherencia se realizaron
igualmente sobre monocapas de células MDCK en placas de 96 pozos,
adicionando 100 pl de medio limpio que contenian 75x104 trofozoitos, obtenidos
de cultivos en fase exponencial, que se obtuvieron de cajas de cultivos de 75 cm?,
las cuales se colocaron sobre una capa de hielo, las amibas posteriormente se
concentraron por centrifugacion a 2 500 r. p. m. durante 10 min. En todos los
ensayos realizados, la obtencion de los trofozoitos en cultivo se realizé de la forma
antes descrita. Se evaluaron diferentes tiempos de interaccion 5, 10, 15, 30, 60,
120 y 180 min, incubando a 30 °C. Al término de cada tiempo, las muestras se
fijaron con 75 pl de glutaraldehido al 2.5% en amortiguador de cacodilato de
sodio 0.1 M durante 1 h. Las placas se lavaron con PBS-Tween 0.05%, y se
procesaron conforme a la técnica de ELISA modificada (Campos-Rodriguez et al.,
2004). Se cuantific6 la absorbancia en un lector de microplacas de Elisa (Bio-rad,
modelo 550), con un filtro de 490 nm de longitud de onda (Anexo 2). Los ensayos
se hicieron por cuadriplicado y bajo condiciones de esterilidad.

Los datos de adherencia de Acanthamoeba spp. a cé€lulas MDCK y a lentes de
contacto, fueron transformados a logaritmo natural, ya que de acuerdo a la
prueba de normalidad (Kolmogorov-Smirnov), los datos no fueron normales. Con
los datos transformados se aplico un analisis de varianza de dos factores (cepa-
tiempo), asi mismo una prueba de t de student, para muestras pareadas

mediante la cual se compararon las cepas en los diferentes tiempos.

12.8 INTERACCION In vitro DE Acanthamoeba spp. CON CORNEA DE
HAMSTER (Mesocricetus auratus)

Se realizo la interaccion In vitro de trofozoitos de A. castellanii y A. polyphaga con
corneas de hamster dorado de Siria (Mesocricetus auratus). Las cérneas fueron
obtenidas de un lote de 4 hamsteres machos, adultos jovenes con un peso
aproximado de 120-130 g, proporcionados por el departamento de patologia
Experimental del CINVESTAV, unidad Zacatenco. Se utilizaron animales libres de
infecciones y sin dafno corneal.
Los ensayos se llevaron a cabo de acuerdo a los procedimientos para el manejo de
animales de experimentacion estipulados en la reglamentacion de la Asociacion

para la investigacion en Vision y Oftalmologia (ARVO). Los animales se



anestesiaron con pentobarbital sédico (anestesal) 1:10 en solucion salina
isotonica estéril, a una concentracion para eutanasia, una vez anestesiados se les
practico puncion cardiaca, para evitar el sangrado al remover el tejido corneal.
Posteriormente se realizo la extraccion quirurgica de los ojos por medio de la
enucleacion, para garantizar el minimo dano a las cérneas, se dejéo un fragmento
de esclera y cristalino facilitando asi su manipulacién y manteniendo de esta
manera la curvatura normal de la cornea (Omana-Molina et al., 2004). Los ojos
recién extraidos se lavaron en solucion salina y se colocaron en placas de 96
pozos. Para la interaccion se usaron 2.5x10% trofozoitos de A. castellanii y A.
polyphaga en 200 ul de medio limpio, obtenidos de cultivos en fase exponencial.
Los tiempos de interaccion correspondieron a 16 y 24 h, y se incubaron a 30 °C.
Las corneas controles se interaccionaron con medio limpio. Todo el procedimiento
se llevo a cabo bajo condiciones de esterilidad. Las muestras se procesaron para
ser observadas al microscopio electronico de Barrido (Philips, XL 30 ESEM).

Con anterioridad Omana y colaboradores (2004), realizaron interacciones
tempranas con el mismo modelo animal sin embargo, en este trabajo se

implemento para tiempos mas largos.

12.8.1 Analisis por Microscopia electronica de Barrido (MEB) de la
Interaccion de Acanthamoeba spp. con Cornea de Hamster
(Mesocricetus auratus)

Pasado cada tiempo de interaccion, los ojos se fijaron con glutaraldehido al 2.5%
en amortiguador de cacodilato de sodio 0.1 M durante 1 h, y se lavaron tres veces
con buffer de fosfatos (PBS). Se procesaron de acuerdo a la técnica convencional
de MEB. Para ello se deshidrataron con diferentes grados de etanol (70, 90 y
100%), y se secaron a punto critico con COz liquido en un aparato Samdri-780
(Tousimis, Rockville Maryland, USA), y se montaron en porta muestras. Se

cubrieron con una capa de oro (Fine coat Ion sputter JEOL JFC-1100).
Las muestras se observaron al microscopio de barrido modelo XL 30 ESEM (FEI

Company, Eindhoven, The Netherlands) (Anexo 4).



12.9 PAPEL INHIBITORIO DE LA IgA EN LA ADHERENCIA DE
Acanthamoeba spp.
12.9.1 Obtencion de IgA
Los anticuerpos IgA fueron purificados de calostro humano tal como lo describe
Kondoh (1987), para lo cual el calostro fue desgrasado por centrifugacion a 12000
r. p. m. por 15 min a 4 °C en dos ocasiones. El sobrenadante fue pasado a través

de una columna de jacalina-agarosa, para obtener un eluido de IgA (Anexo 5).

12.9.2 Determinacion de Proteinas por el Método de Microbradford
(IgA)
Por el método de microbradford (Bradford, 1976), se determiné la concentracion
de proteina presente en el eluido de PBS-anticuerpo (IgA), obtenido de la

purificacion de calostro humano, las lecturas se hicieron en un lector de ELISA
(Bio-rad, modelo 550) (Anexo 5).

12.9.3 Inhibicion de la Adherencia de Acanthamoeba spp. a células
MDCK en presencia de IgA

Para evaluar el papel de la IgA en la inhibicion de la adherencia de A. castellaniiy
A. polyphaga a células MDCK, se interaccionaron 25 pul de IgA a una
concentracion de 300 pg/ml y 7.5x104 trofozoitos en fase exponencial, en
monocapas confluentes de células MDCK crecidas en medio D-MEM (Microlab,
Meéxico) sobre placas de 96 pozos (Anexo 1). Los tiempos de interaccion fueron los
mismos que en los ensayos de adherencia, y se incubaron a la temperatura
optima de las amibas. Las muestras se fijaron con glutaraldehido al 2.5% durante
1 h, y se procesaron conforme a la técnica de ELISA modificada (Campos-
Rodriguez et al., 2004) (Anexo 2).

Los datos de adherencia de Acanthamoeba spp. a cé€lulas MDCK, en presencia
de IgA, fueron transformados a logaritmo natural, ya que de acuerdo a la prueba
de normalidad (Kolmogorov-Smirnov), los datos no fueron normales.

Con los datos transformados se aplic6 un analisis de varianza de dos factores
(cepa-tiempo) y una prueba de t de student, para muestras pareadas mediante la

cual se compararon las dos cepas en los diferentes tiempos.



13. RESULTADOS

13.1 AISLAMIENTO DE LAS CEPAS AMIBIANAS
Se trabajo con dos cepas de Acanthamoeba; A. castellanii y A. polyphaga. Las
cepas en estudio fueron aisladas directamente de lentes de contacto, de un grupo
de usuarios de lentes de contacto que acudieron al hospital para evitar la ceguera
en México “Luis Sanchez Bulnes”, a los que se les pidié tanto los lentes como los
estuches para evaluar la presencia de amibas del género Acanthamoeba. De las
especies en estudio A. polyphaga fue aislada de los lentes de contacto de un
paciente que presentaba QA, mientras que A. castellanii fue aislada de los lentes

de contacto, de un usuario que no presentaba sintomatologia aparente.

13.2 AXENIZACION DE LAS CEPAS
Ya que las cepas en estudio fueron aisladas de casos clinicos de usuarios de
lentes de contacto, fue necesario evaluar el medio idéneo de crecimiento.
Acanthamoeba castellanii presenté un mejor crecimiento en medio Bactocasitona
y A. polyphaga en el medio Chang, ambos enriquecidos con suero de ternera al
10% (Microlab, México) con antibiotico (200 mcg de Kanamicina/penicilina)

(Anexo 1).

13.3 DETERMINACION TAXONOMICA

13.3.1 Identificacion Morfologica

En preparaciones de trofozoitos se observaron prolongaciones citoplasmaticas
como lobopodos y acantopodos, nucleo, nucleolo y un gran numero de vacuolas
contractiles y digestivas. En las formas quisticas se observo la doble pared
caracteristica del género Acanthamoeba asi como un endoquiste estrellado.

Las cepas aisladas de casos clinicos de usuarios de lentes de contacto, se
determinaron hasta nivel de especie de acuerdo al criterio de Page, (1988).

Estas especies se ubicaron dentro del segundo grupo al cual pertenecen las
especies patégenas involucradas en infecciones humanas de acuerdo a Pussard y
Pons (1977) (Tabla 3). Mediante Microscopia electrénica de barrido fue posible

tener imagenes de las especies en estudio (Fig. 3).



TROFOZOITO QUISTE
ESPECIE Largo Ancho Diametro | Diametro | No de brazos
del nucleo del quiste
A. castellanii 29 um 27 pm 5 um 17 ym 4-5 brazos
A. polyphaga 21 pum 25 um 4 um 15 um 3-4 brazos
Tabla 3. Determinacion morfolégica de las fases biologicas de

Acanthamoeba spp. Se muestran los promedios obtenidos de la mediciéon de 100

trofozoitos y 100 quistes maduros, correspondiendo a A.

polyphaga de acuerdo a Page (1988).

castellanii y A.



Figura 3. Trofozoitos de Acanthamoeba spp. Microscopia Electréonica de
Barrido (MEB). A).- Trofozoitos de A. castellanii, presenta un cuerpo amibiano
aplanado con acantépodos cortos a lo largo del cuerpo amibiano. Tamarno de la
barra= 10 pum. B).- Trofozoito de A. polyphaga, con acantépodos de mayor

longitud y con un cuerpo amibiano voluminoso. Tamano de la barra= 5 pm.



13.4 TEMPERATURA OPTIMA DE CRECIMIENTO Y DETERMINACION
DE LA FASE LOGARITMICA

Se determiné la temperatura optima de crecimiento de A. castellanii y A.
polyphaga la cual correspondiéo a 30 °C para ambas especies. Cabe mencionar
que aunque A. castellanii presenté mayor crecimiento a 37 °C, las células estaban
redondeadas y en mal estado en pocos dias por lo cual se eligio la de 30 °C. La
determinacion de la temperatura se realizo por triplicado con una viabilidad
mayor al 98% en ambas especies. La fase logaritmica de crecimiento de A.
castellanii esta entre 72-96 h (Fig. 4) y para A. polyphaga entre 24-48 h (Fig. 5).

Donde A. polyphaga crece en menor tiempo y es capaz de soportar tiempos largos
en cultivo en forma trofica, formando quistes maduros después de varias
semanas con respecto a A. castellanii que necesita de mayor tiempo para alcanzar
su maximo de crecimiento y es sensible a condiciones adversas en cultivo ya que

en 2 semanas logra formar quistes maduros.

13.5 PRUEBAS DE PATOGENICIDAD
En los ensayos de patogenicidad en raton; A. castellanii y A. polyphaga fueron
capaces de producir EAG. A. castellanii mostré una virulencia del 67%, ya que
fue capaz de provocar la muerte en 10 ratones, alrededor de 5 a 9 dias post-
inoculacion, ademas de presentar una mayor diseminacion amibiana, con
aislamientos positivos en cerebro, higado, rinén y pulmoén, con respecto a A.
polyphaga que mostré una virulencia del 20%, que produjo la muerte de 3
ratones; entre los 7 y 20 dias post-inoculacion, con una menor diseminacion
amibiana aislandose solo de cerebro y rinon. Las cepas aisladas se reinocularon
tres veces, los resultados fueron semejantes en los ensayos realizados (Tabla 4).

Los ensayos biologicos planteados se llevaron a cabo con estas amibas.
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Figura 4. Curva de Crecimiento de Acanthamoeba castellanii. Promedios de
conteos diarios (por triplicado), de trofozoitos de A. castellanii crecidos en medio

Bactocasitona a diferentes temperaturas 30, 35y 37 °C.
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Figura 5. Curva de Crecimiento de Acanthamoeba polyphaga. Promedios de
conteos diarios (por triplicado,) de trofozoitos de A. polyphaga crecidos en medio

Chang a diferentes temperaturas 30, 35y 37 °C.



PORCENTAJE AISLAMIENTO MUERTE
DE VIRULENCIA
ESPECIE AMIBIANO DE POST-INOCULACION

ORGANOS

C +

A. castellanii H +
67% P T 5-9 dias

R +

C +

A. polyphaga H -
20% P - 7-20 dias

R +

Tabla 4. Pruebas de patogenicidad (Culbertson, 1959). Porcentajes de
virulencia obtenidos de 3 ensayos realizados con lotes de 5 ratones machos de la
cepa CD-1, a los que se les inocul6é via intranasal 2x105 trofozoitos de A.
castellaniiy A. polyphaga.

+ Aislamiento positivo de amibas en o6rganos de ratones que murieron a causa de
la infeccion en SNC.

- Aislamiento negativo de amibas en o6rganos de ratones que fueron sacrificados
21 dias post-inoculacion.

C=cerebro, H=higado, P=pulmoén, R=rinon.




13.6 EVALUACION DE LA ADHERENCIA DE Acanthamoeba spp. A
DIFERENTES SUPERFICIES

13.6.1 Adherencia a Lentes de Contacto
Debido a que los lentes de contacto son considerados como vectores de trofozoitos
y quistes amibianos, este factor incrementa la incidencia de QA en usuarios de
lentes de contacto, por lo cual se evalu6 la adherencia a dos tipos de lentes de
contacto blandos; Acuvue= Etafilcon A y Bescon= Hefilcon, por diferentes tiempos
de interaccion.
De acuerdo al analisis estadistico ANOVA las especies en estudio no mostraron
diferencias de adherencia a los dos tipos de lentes; para Acuvue (F= 1.99, p=
0.1830), asi como en los distintos tiempos de interaccion (F= 21.91, p= 0.1902) y
para Bescon (F= 0.5635, p= 0.4673), asi como en los distintos tiempos de
interaccion (F= 2.7247, p= 0.1057).
Ver Tabla 5 y Figura 6 para lentes Acuvue (Etafilcon) y Tabla 6 y Figura 7 para
lentes Bescon (Hefilcon).
En observaciones al microscopio de luz (40x), amabas especies en estudio
mostraron una adherencia eficiente a ambos lados de las lentes (parte concava y
convexa), fue posible ver un gran numero de trofozoitos adheridos emitiendo sus
acantopodos y en mayor proporcion en los margenes, debido a la curvatura de los

segmentos.



Tiempo (h) Especie Promedio de Trofozoitos
Adheridos

3 AP 51
AC 958

6 AP 246
AC 353

12 AP 109
AC 52

Tabla 5. Valores de Adherencia de A. castellanii y A. polyphaga a lentes de
Contacto. Se muestra los promedios obtenidos del numero de trofozoitos
adheridos a lentes de Acuvue (etafilcon), a través de los diferentes tiempos de
interaccion, los datos se obtuvieron por anti-logaritmo.

AP: A. polyphaga; AC: A. castellanii.
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Logaritmo Natural
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1
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Figura 6. Adherencia de A. castellanii y A. polyphaga a lentes Acuvue. Se
muestran los valores de adherencia obtenidos de las dos especies en estudio, a
diferentes tiempos de interaccion con segmentos de 25 mm? de lentes de contacto
Acuvue (etafilcon). Los ensayos se realizaron por triplicado. Los datos se
muestran transformados a logaritmo natural. No hay diferencia significativa en la
adherencia a los dos tipos de lentes (F= 1.99, p= 0.1830), asi como en los

distintos tiempos de interaccion (F= 21.91, p= 0.1902).



Tiempo (h) Especie Promedio de Trofozoitos
Adheridos

3 AP 399
AC 531

6 AP 161
AC 24

12 AP 236
AC 236

Tabla 6. Valores de Adherencia de A. castellanii y A. polyphaga a lentes de
Contacto. Se muestra los promedios obtenidos del numero de trofozoitos
adheridos a lentes de Bescon (hefilcon), a través de los diferentes tiempos de
interaccion (datos obtenidos por anti-logaritmo).

AP: A. polyphaga; AC: A. castellanii.
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Figura 7. Adherencia de A. castellanii y A. polyphaga a lentes de contacto
Bescon. Se muestran los valores de adherencia obtenidos de las dos especies en
estudio, a diferentes tiempos de interaccion con segmentos de 25 mm? de lentes
de contacto Bescon (hefilcon). Los ensayos se realizaron por triplicado. Los datos
se muestran transformados a logaritmo natural. No hay diferencias significativas
en la adherencia a los dos tipos de lentes (F= 0.5635, p= 0.467), y en los distintos
tiempos de interaccion (F= 2.724, p= 0.105).



13.6.2 Adherencia a Células MDCK
La adherencia constituye un paso crucial en los mecanismos de patogenicidad de
las amibas y se relaciona con la capacidad de producir dano en la coérnea, por lo
que se considero necesario realizar estos ensayos. Debido a que los datos no
fueron normales estos fueron transformados a logaritmo natural (Kolmogorov-
Smirnov).
Con los datos transformados se aplico un analisis estadistico ANOVA de dos
factores a partir del cual se determino, que existen diferencias significativas en la
adherencia de las dos especies en estudio (F= 28.5, p= 0.000003), asi mismo hay
diferencias a lo largo de los tiempos de interaccién (F= 5.6, p= 0.000094). En la
tabla 7 se muestran los datos en promedio de trofozoitos de A. castellanii y A.
polyphaga, adheridos a monocapas de células MDCK en diferente tiempos de
interaccion.
La adherencia de A. castellanii fue proporcional al tiempo de interacciéon. Por su
parte A. polyphaga presenté una adherencia significativamente menor, desde
tiempos tempranos de interaccion la cual se incrementa en relacion al tiempo de
interaccion, ver curva de Adherencia (Fig. 8).
Las interacciones de Acanthamoeba spp. con células MDCK, se analizaron por
microscopia de luz, donde fue posible observar la distribucion de los trofozoitos a
lo largo de las uniones celulares de las células MDCK, después de 2 h de
interaccion, ambas especies mostraron un modo similar de accion sobre la
monocapa, aunque no es posible apreciar zonas con dano por medio de la

Microscopia de Luz (contraste de fases 40x) (Fig. 9).



Tiempo (min) | Especie Promedio de Trofozoitos

5 AP 71955
AC 88870

10 AP 56848
AC 64828

15 AP 51206
AC 67920

30 AP 37809
AC 65881

45 AP 43406
AC 68326

60 AP 55274
AC 72230

120 AP 54790
AC 71818

180 AP 79597
AC 91317

Tabla 7. Valores de adherencia a células MDCK. Promedios de adherencia de A.

castellanii y A. polyphaga a MDCK por diferentes tiempos. Datos obtenidos por

anti-logaritmo. AP: A. polyphaga; AC: A. castellanii.
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Figura 8. Adherencia de A. castellanii y A. polyphaga a células MDCK.

Valores de adherencia obtenidos de ensayos por cuadriplicado a diferentes

tiempos (F= 5.6, p= 0.000094). Datos transformados a logaritmo natural.



Figura 9. Interaccion de Acanthamoeba spp. con células MDCK. Microscopia
de Luz (contraste de fases 40x). A). y B). Interaccion de 2 h A. castellanii y A.
polyphaga respectivamente, se observan trofozoitos adheridos a la monocapa de
células MDCK, distribuidos principalmente en las uniones intercelulares de las

células MDCK (flechas), no se observan zonas con dano.



13.6.3 Evaluacion cualitativa
Para tener un mayor detalle de los eventos que suceden durante la interaccion de
Acanthamoeba spp. con c€lulas MDCK, se recurrio a la Microscopia Electronica
de Barrido (MEB), para evaluar de manera cualitativa el dafno producido por las
amibas a la monocapa de células MDCK. A través de la MEB fue posible seguir la
secuencia de la interaccion, donde se determiné como primer paso la adherencia
de las amibas a la monocapa, posteriormente la migracion de los trofozoitos a las
uniones intercelulares de las células MDCK y a continuacion la separacion
celular y dano citopatico asi como areas liticas desprovistas de células MDCK. En
la interaccion con A. castellanii desde tiempos tempranos (30 min) se observan
trofozoitos emitiendo sus acantépodos, en grupos distribuidos en la monocapa
(Fig. 10A). Después de 1 h de interaccion, los trofozoitos migraron
preferentemente hacia las uniones celulares, se aprecia un dano leve sobre la
monocapa (Fig. 10B). A 1 h con 30 min se observo una pequena zona con dano
citopatico (Fig. 10C). A mayor detalle se observa la interaccion en el mismo
tiempo, donde se aprecia un trofozoito teniendo contacto con una zona de la
monocapa con dano a través de la cual emite un pseudopodo (Fig. 10D). Después
de 2 h el efecto citopatico es mayor, hay diversas zonas liticas, es evidente el
inicio de la separacion celular de la monocapa de MDCK (10E). A 3h de
interaccion es posible ver areas liticas desprovistas de células MDCK (10F). Con
respecto a Acanthamoeba polyphaga después de interaccion de 1 h, se observaron
trofozoitos adheridos a las uniones intercelulares de la monocapa (Fig. 11A).
Después de 1 h con 30 min son evidentes grupos de trofozoitos adheridos a las
uniones celulares, asi como el contacto de dos trofozoito (Fig. 11B), asi mismo se
aprecian zonas con dano generalizado, debido al contacto de los trofozoitos con la
monocapa (Fig. 11C). A 2 h es evidente un trofozoito penetrando la monocapa de
células MDCK, se aprecia la elevacion de una célula MDCK, lo cual podria ser el

inicio de la separacion celular (Fig. 11D).



Figura 10. Interacciéon de A. castellanii con células MDCK. MEB A). Tiempo
temprano de interaccion (30 min.) se observa gran numero de trofozoitos
emitiendo sus acantopodos adheridos a la monocapa de c€lulas, distribuidos en
las uniones intercelulares (flechas). B). 1h grupos de trofozoitos distribuidos en
las uniones intercelulares, se aprecia un dafno leve sobre la monocapa (flechas).
C). 1 h con 30 min se observa una pequena zona con efecto citopatico (flecha). D).
A mayor detalle se observa la interaccion de 1 h con 30 min, donde se aprecia un
trofozoito teniendo contacto con una zona de la monocapa con dano a través de la
cual emite un pseudépodo (Flecha). E). 2 h el efecto citopatico es mayor, hay
diversas zonas liticas, es evidente el inicio de la separacion celular de la
monocapa de MDCK (Flecha). F). A 3h se observan areas liticas desprovistas de

células MDCK (Cabeza de flecha). Tamano de la barra= 10 um.



Figura 10.



Figura 11. Interaccion de A. polyphaga con células MDCK. MEB A).
Interaccion de 1 h, se observan trofozoitos adheridos a las uniones intercelulares
de la monocapa (flecha). B). 1 h con 30 min. son evidentes grupos de trofozoitos
adheridos a las uniones celulares, asi como el contacto de dos trofozoito (flechas).
C). 1 h con 30 min hay zonas con dano generalizado, debido al contacto de los
trofozoitos con la monocapa (flechas). D). 2 h es evidente un trofozoito penetrando
la monocapa de células MDCK, se aprecia la elevacion de una célula MDCK, lo
cual podria ser el inicio de la separacion celular (cabeza de flecha).

Tamano de la barra= 10 um.



13.7 INTERACCION In vitro DE Acathamoeba spp. CON CORNEA DE
HAMSTER

13.7.1 Analisis por MEB de la Interacciéon de Acanthamoeba spp. con Cérnea
de Hamster (Mesocricetus auratus)

Actualmente diversas investigaciones se inclinan por el uso de corneas de cerdo y
hamster chino como modelos experimentales In vitro de QA (Niederkorn et al.,
1992; Omana-Molina et al.,, 2004), en los cuales se han obtenido buenos
resultados, en este trabajo se decidi6 usar coérneas de hamster (Mesocricetus
auratus), mediante las cuales fue posible evaluar de manera cualitativa los
posibles mecanismos de dano que son capaces de producir las amibas en la
cornea del modelo animal. Ya que las especies de Acanthamoeba spp. mostraron
gran eficiencia para adherirse y en algunos casos producir dano citopatico en
células MDCK, se consider6 necesario evaluar el dano potencial en tejido corneal
eligiendo para ello corneas de hamster. Para esto se evaluaron diferentes tiempos
de interaccion para determinar en que tiempo era mas evidente el proceso
invasivo que llevan a cabo las amibas en el epitelio corneal. Se consideraron
tiempos de 30 min, 1, 2, 8, 12, 16, 20 y 24 h, siendo entre las 16 y 24 h los mas
optimos de acuerdo a los objetivos de este trabajo. En las interacciones ambas
especies provocaron una secuencia de eventos muy similares a los descritos con
las células MDCK, aunque A. castellanii produce areas de lisis mas grandes lo
que se traduce en un efecto citopatico mayor en menor tiempo.

Por Microscopia Electronica de Barrido (MEB), se evalué de manera cualitativa el
dano citopatico producido por las especies en estudio, para ello se utilizaron
corneas de hamster intactas las interacciones se llevaron a cabo a 16 y 24 h.
Como controles se usaron corneas intactas interaccionadas solo con medio de
cultivo, especifico para cada especie. En la figura 12 se muestra un corte de una
cornea control, interaccionada por tiempos largos de interaccion, la cual preserva
en buen estado asi como su organizacion celular, indicando que el medio como
tal no es capaz de producir dano a la cornea.

En la Figura 13 se muestra la interaccion de 16 h de A. castellanii con coérnea de
hamster, donde es posible ver que la cornea interaccionada mantiene su

curvatura normal sin dano mecanico durante su procesamiento (Fig. 13A), asi



también se aprecia una extensa zona con dano (Fig. 13B). Se observaron
numerosos trofozoitos adheridos a toda la superficie corneal distribuidos
especificamente en las uniones celulares de las células (Fig. 13C y 13D). Fue
posible observar a un trofozoito en el proceso de fagocitosis de una célula
epitelial, donde se aprecia con claridad una estructura semejante a una boca
fagocitica (Fig. 13E), lo que indica una posible fagocitosis, asi mismo se vio un
trofozoito emitiendo sus acantépodos para hacer contacto con una célula epitelial
(Fig. 13F), de manera general los trofozoitos se caracterizaron por la presencia de
acantopodos. A 24 h la cornea mantiene la curvatura normal y presenta un dano
evidente (Fig. 14A) y las amibas se ubican en capas profundas de la cérnea (Fig.
14B). A mayor detalle se observan trofozoitos con una gran cantidad de
acantopodos, en capas mas profundas de la céornea y por ende la falta de una
capa celular, dado que los trofozoitos se observan a un nivel mas profundo, asi
también hay presencia de zonas desprovistas de células en la cornea (Fig. 14C y
14D). Durante la interaccion fue posible observar en las amibas la presencia de
estructuras semejantes a bocas fagociticas, posiblemente para llevar a cabo la
fagocitosis (Fig. 14E). Por otra parte también se observaron trofozoitos con el
cuerpo amibiano alargado y emitiendo sus acantépodos, para tener contacto con
dos células corneales a la vez (Fig. 14F). En la interaccion de A. polyphaga con
cornea de hamster por 16 h, se observa la desorganizacion de las células
epiteliales, y no es posible diferenciar las células amibianas de las células
epiteliales de la cornea. Mientras que a 24 h es posible observar la curvatura
normal de la cornea (Fig. 15A), a mayor detalle se aprecia una desorganizacion de
las células epiteliales asi como trofozoitos de A. polyphaga rodeandolas con sus
caracteristicos acantéopodos alrededor del cuerpo amibiano, sugiriendo una
fagocitosis celular (Fig. 15B). En la figura 15C se observé con gran detalle a un
trofozoito abarcando una pequena porciéon de una célula de la coérnea, emitiendo
acantopodos para rodearla. Asi también se vio a un trofozoito con el cuerpo
amibiano algo alargado, emitiendo sus acantoépodos, para tener contacto con dos
células MDCK a la vez (Fig. 15D). Los resultados obtenidos con corneas de
hamster, indican un modo similar de accion de las dos especies en estudio,
aunque con diferencias notables en el grado del efecto citopatico, ya que A.

castellanii fue capaz de producir mas dafio en menor tiempo de interaccion.



Figura 12. Cérnea Control interaccionada por tiempos largos. Microscopia de
luz (40x). Corte transversal de cornea de hamster, interaccionada con medio de
cultivo por 24 h, se observa el buen estado del tejido asi como la organizacion sin
dano aparente, se aprecia la primera capa constituida por células epiteliales,

seguida por cé€lulas aladas y célula basales.



Figura 13. MEB. Interacciéon de 16 h de A. castellanii con cérnea de
hamster. A). De manera general se observa la cornea sin dafo mecanico.
Tamarno de la barra= 1 mm. B) Se aprecia una cérnea con dano aparente en toda
su superficie. Tamano de la barra= 200 um. C) y D) Se observa un gran nimero
de trofozoitos adheridos a células epiteliales, distribuidas principalmente en las
uniones celulares (flechas). E) Se observa el proceso de fagocitosis de una célula
epitelial, asi como la emision de acantépodos y una boca fagocitica (flecha).
Tamano de la barra= 20 um. F) Trofozoito emitiendo acantépodos para hacer
contacto con células epiteliales justo en la union intercelular (flecha). Tamarno de
la barra= 10 pm.

T: Trofozoito, Ce: Célula epitelial.



Figura 13.



Figura 14. MEB. Interaccion de 24 h de A. castellanii con cérnea de
hamster. A). Cérnea con curvatura normal, sin dano mecanico. Tamano de la
barra= 1 mm. B). Son evidentes diversas zonas con protuberancias con dano.
Tamano de la barra= 200 um. C) y D) Se observan trofozoitos emitiendo sus
acantopodos, se aprecian zonas desprovistas de células y amibas en capas mas
profundas (flechas). Tamano de la barra= 20 um. E). Es posible observar una
amiba con una estructura semejante a una boca fagociticas (flecha) F). Asi
también hay trofozoitos alargados emitiendo sus acantépodos, para tener
contacto con dos células epiteliales a la vez (flecha). Tamano de la barra= 20 pm.

T: Trofozoito, Ce: Célula epitelial.
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Figura 15. MEB. Interaccion de A. polyphaga con cérnea de hamster. A).
Interaccion de 24 h, se observa una cérnea con la curvatura normal. Tamafio de la
barra= 1 mm. B). a mayor detalle se aprecia una desorganizacién de las células
epiteliales. Asi mismo se observan trofozoitos de A. polyphaga rodeando a las
células de la cornea con sus caracteristicos acantopodos alrededor del cuerpo
amibiano, sugiriendo una fagocitosis celular. C). trofozoito abarcando una
pequena porcion de una cé€lula de la cornea, emitiendo acantopodos para rodearla
zonas, para llevar a cabo la fagocitosis. D). Amiba algo alargada emitiendo sus
acantopodos para tener contacto con dos células epiteliales.

Tamartio de la barra= 200 pm. T: Trofozoito, Ce: Célula epitelial.



13.8 PAPEL INHIBITORIO DE LA IgA EN LA ADHERENCIA DE

Acanthamoeba spp.

13.8.1 Inhibicion de la Adherencia a Células MDCK
Se evaluo el papel inhibitorio de anticuerpos tipo IgA, sobre la adherencia de A.
castellaniiy A. polyphaga a monocapas de células MDCK por diferentes tiempos.
De acuerdo al analisis estadistico, las especies en estudio presentaron diferencias
significativas a través de los tiempos de interaccion (F= 2.24, p= 0.047), y por
ende la adherencia resulté significativamente diferente entre las dos especies,
donde la adherencia de A. castellanii no se vio afectada en presencia de la IgA, en
la figura 16 se muestra la comparacion de los valores de adherencia en
condiciones normales y en presencia de IgA, donde es posible apreciar que no
existen diferencias significativas en la adherencia a lo largo de los diferentes
tiempos de interaccion. Sin embargo, la adherencia de A. polyphaga resulto
significativamente inhibida en los diferentes tiempos, mas visiblemente a los 45,
60, 120 y 180 min de interaccion (F= 14.27, p= 0.000438) (Fig. 17). En la tabla 8
y figura 18 se comparan los valores de adherencia de las dos especies en estudio
en presencia de IgA, donde se ve claramente que A. polyphaga fue la especies mas

susceptible a la presencia de la IgA con respecto a A. castellanii.
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Figura 16. Curva de Adherencia e Inhibicién de A. castellanii. Comparacion
de la adherencia de A. polyphaga a monocapas de células MDCK en condiciones
normales y en presencia de IgA [300 pg/ml]. Ensayos por cuadriplicado. Los

datos se muestran transformados a logaritmo natural.
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Figura 17. Curva de Adherencia e Inhibicion de A. polyphaga. Comparacion
de la adherencia de A. polyphaga a monocapas de células MDCK en condiciones
normales y en presencia de IgA [300 pg/ml]. Ensayos por cuadriplicado. Los

datos se muestran transformados a logaritmo natural.



Tiempo (min) Especie Promedio de Trofozoitos

5 AP 64223
AC 73095
10 AP 55225
AC 52481
15 AP 49587
AC 61281
30 AP 40905
AC 64345
45 AP 37375
AC 67148

60 AP 8701
AC 71488

120 AP 6366
AC 67285
180 AP 50267
AC 85021

Tabla 8. Valores de Adherencia de Acanthamoeba spp. a células MDCK.

Ensayo de inhibicion de la adherencia (300 pg/ml de IgA), datos obtenidos por

anti-logaritmo. AP: A. polyphaga; AC: A. castellanii.
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Figura 18. Valores de adherencia de A. castellanii y A. polyphaga. Ensayo de

inhibicion de la adherencia. Datos transformados a logaritmo natural. Las

especies en estudio presentan diferencias significativas en la adherencia.

(F= 14.27, p= 0.000438), en los tiempos de interaccion (F= 2.24, p= 0.047).



14.- DISCUSION

La queratitis amibiana es una infeccion multifactorial, que depende del huésped y
de las condiciones en que se propicie el contacto con la amiba, de acuerdo a los
estudios biolégicos que se han llevado a cabo en las diferentes especies del género
Acanthamoeba, la capacidad de las amibas para producir queratitis depende
directamente de la capacidad patogena y la virulencia que presenten (Khan,
2003). En este estudio se caracteriz6 a A. castellanii y A. polyphaga, que
corresponden a las especies de mayor incidencia en casos reportados de QA.
Debido a que presentan mayor adherencia a diversos sustratos, con respecto a
otras especies, lo que explicaria en parte su mayor incidencia (Nagington et al.,
1974; Morton et al., 1991).

Para caracterizar las especies en estudio inicialmente se evalu6 la virulencia de
las cepas, es decir la capacidad de las amibas de producir dano, esta prueba nos
permitié hacer inferencias sobre el posible dafio que son capaces de producir en
el ser humano. Los resultados encontrados indican que A. castellanii fue la
especie con mayor virulencia al causar la muerte de los animales asi como una
mayor capacidad invasiva, migrando e invadiendo diferentes 6rganos, con lo que
podemos inferir que esta especie es potencialmente patdégena para el hombre,
aunque haya sido aislada de lentes de contacto de un individuo que no
presentaba QA, lo que pudo deberse a diversos factores, tal como el tiempo de
haberse establecido en los lentes, el uso y el estado inmunolégico de la persona,
lo que influyé para que no se hubiera manifestado una queratitis. En
comparacion A. polyphaga, presenté un bajo porcentaje de virulencia,
ocasionando la muerte a un numero reducido de animales e invadiendo pocos
organos sin embargo, esta especie fue aislada de lentes de contacto de un
paciente, que presentaba queratitis amibiana con lo que podemos deducir que
esta especie es igualmente patogena para el hombre.

Schaumberg y colaboradores (1998), reportan a A. castellanii y A. polyphaga
como las especies patogenas mas frecuentemente reportadas en casos de QA,
relacionados con usuarios de lentes de contacto en el 85% de los casos. Por lo
cual los lentes de contacto son considerados como vectores de trofozoitos y
quistes amibianos, donde la adherencia de las amibas va a depender del

contenido hidrico, ionicidad y de la composicion de los polimeros utilizados en su



manufactura (Gorlin et al., 1996). Partiendo de esto y considerando el origen de
las especies en estudio se evalu6 su adherencia a dos tipos de lentes de contacto;
Acuvue (Etafilcon) y Bescon (Hefilcon), determinando que ambas especies se
adhieren eficientemente a la superficie de los lentes aunque, sin diferencias
significativas entre las cepas y el tipo de lente, observando gran cantidad de
trofozoitos adheridos en la periferia de los dos tipos lentes. Lo que indica que en
este caso, el contenido de agua como el tipo de polimero de los lentes no influyo
en el incremento de la adherencia de las amibas, como lo reporto Gorlin et al,
(1998). Partiendo de esto, podemos inferir que A. castellaniiy A. polyphaga tienen
la capacidad de adherirse eficientemente a lentes de contacto y llegar a la cérnea
en la cual podrian establecerse. Constituyendo un factor de riesgo para producir
queratitis en usuarios de estos tipos de lentes de contacto (Ledee et al., 1995;
Morton et al., 1991).

Por lo cual la adherencia es considerada como uno de los procesos de mayor
importancia en la patogenesis de Acanthamoeba, se considera como el primer
paso de las amibas para llegar a las células blanco y se relaciona con el efecto
citopatico que son capaces de producir (Panjwani et al., 1997; Yang et al., 1997;
Khan, 2003; Omana et al., 2006; Gonzalez-Robles et al., 2006). Cursons y Brown
(1978), han sugerido que la mejor manera de evaluar si una cepa es patogena o
no, es a través de la determinacion del efecto citopatico sobre células en cultivo,
por lo que se ha convertido en el método alternativo para determinar la
patogenicidad de cepas amibianas aisladas de casos clinicos y del ambiente. Lo
cual fue confirmado al observar la adherencia de trofozoitos de Acanthamoeba
spp. a monocapas de células MDCK, donde aproximadamente el 90% de los
trofozoitos de ambas especies estaban adheridos desde los tiempos tempranos,
alcanzando valores maximos de adherencia después de 180 min de interaccion.
Siendo A. castellanii la especie que mayor adherencia presenté desde tiempos
tempranos en relacion a A. polyphaga. De manera general se observaron gran
numero de trofozoitos emitiendo sus acantopodos muy cerca de las uniones
celulares, donde probablemente por efecto mecanico producen la separacion
celular y por ende penetran la monocapa, lo cual fue posible ver en las

interacciones analizadas por Microscopia Electronica de Barrido (MEB).



Indicando una gran eficiencia de ambas especies para adherirse a células en
cultivo con respecto a superficies inertes como los lentes de contacto.

A diferencia de la mayoria de los trabajos en los que se evalua el efecto citopatico
de las diversas especies del género Acanthamoeba, se ha encontrado que es
necesario que transcurran varios dias para observar un dano franco hacia
numerosos tipos celulares (Halenda et al., 1998). En nuestro estudio, las amibas
mostraron un efecto citopatico, desde las primeras horas de interaccion lo que
sugiere una virulencia mayor a la reportada en otras especies del género.
Actualmente se continua en la busqueda de un modelo animal experimental ideal
de queratitis amibiana, que semeje la condicion humana para poder conocer los
posibles mecanismos involucrados en la patogenicidad de Acanthamoeba spp. en
la cornea, para ello se han utilizado diferentes animales de experimentacion como
diversas especies de raton, rata, conejo, hamster chino y cerdo (Larking y Easty,
1990; Font et al.,, 1990; Panjwani et al., 1997; He et al, 1992). Aunque los
resultados no han sido concluyentes, se ha propuesto al hamster chino y al cerdo
como animales de experimentacion para el estudio de la queratitis amibiana (He
et al.,, 1992). De acuerdo a los resultados obtenidos en este trabajo consideramos
que el modelo experimental in vitro que constituye el hamster (Mesocricetus
auratus), es adecuado para el estudio de los eventos tempranos de la queratitis
amibiana concordando con lo reportado por Omana-Molina y colaboradores,
(2004). Mediante MEB, fue posible analizar las interacciones, en las cuales A.
castellanii fue la especie que presenté mayor adherencia y dano citopatico al
epitelio corneal, observando gran cantidad de trofozoitos adheridos en toda la
cornea, y un dano franco a la organizacion celular asi como estructuras
semejantes a amebostomas que indican un inicio de fagocitosis celular de
acuerdo a lo reportado por Omana et al., (2004). Concordando con lo observado
en células MDCK donde produjo un dafno citopatico considerable a la monocapa
de células MDCK, desde tiempos tempranos. En base a la informacion
determinada por medio del modelo animal y la interaccion con células MDCK
podemos inferir que esta especie es altamente patégena para el hombre, ya que
cuenta con mecanismos especificos que le permiten ocasionar dafio tanto a
cultivos celulares como a la coérnea, correspondiendo a su mayor eficiencia para

adherirse como lo mencionan Gonzalez-Robles et al., (2006) y Omana-Molina y



colaboradores, (2006). Los resultados obtenidos en la cérnea de hamster indican
que el proceso de invasion comienza con la adherencia de los parasitos solos o en
grupos a las células del epitelio corneal, haciendo contacto mediante los
acantopodos, para después adherirse completamente, y migrar a las uniones
celulares separandolas y comenzando a penetrar y destruir capas mas profundas
de la cornea, la cual se lleva a cabo en un periodo de tiempo corto. Aunque solo
A. castellanii presenté esta secuencia, en A. polyphaga se observé un numero
reducido de trofozoitos adheridos rodeando a células del epitelio corneal,
indicando una posible fagocitosis. De manera general esta especie no fue capaz
de producir un dano franco a la cérnea, lo que discrepa con el danno moderado
producido en la monocapa de células MDCK, lo que indica que no basta evaluar
el dano citopatico sobre cultivos celulares como lo reporta Cursons y Brown
(1978) sino también evaluar la adherencia y dano a corneas de modelos animales.
Por lo que nosotros planteamos el uso de corneas de hamster como modelo
animal, para evaluar de manera mas precisa la patogenicidad de una cepa.
Constituyendo una herramienta util, a partir de la cual se puede extrapolar a lo
que ocurre en la cornea humana.

Aunque las especies en estudio mostraron diferencias morfologicas como el
tamannio y el numero de acantépodos, diferencias en los requerimientos
nutricionales, en el tiempo para alcanzar su fase logaritmica de crecimiento, esto
no parece ser determinante en el proceso de invasion, ya que los trofozoitos de
ambas especies se comportaron de una manera muy semejante entre si, llevando
a cabo la misma secuencia de eventos tanto en la cornea del hamster, como en
las células MDCK, lo que sugiere que los mecanismos de dano siguen un patréon
muy semejante en los diferente sustratos analizados.

No obstante que la QA es particularmente una infeccion prevaleciente en
usuarios de lentes de contacto también se presenta en personas sanas. Sin
embargo, en la mayoria de las personas, existen mecanismos inmunolégicos que
les permiten prevenir el desarrollo de la queratitis ya que la exposicion a
Acanthamoeba spp. no necesariamente resulta en QA. Estudios recientes en
animales indican que la presencia de anticuerpos IgA, en secreciones de la
mucosa tienen un papel importante para que no se de la infeccion amibiana, ya

que bloquean la adherencia de trofozoitos al epitelio corneal (Leher et al., 1998).



En humanos se han detectado anticuerpos especificos contra A. polyphaga en
suero, saliva y calostro, que tienen la capacidad de inhibir la adherencia de la
amiba a lentes de contacto y a cé€lulas MDCK, sugiriendo que los anticuerpos IgA
en lagrima pueden participar en la resistencia a la invasion amibiana (Campos-
Rodriguez et al.,, 2004). Por ello se decidi6o evaluar la capacidad de la IgA
purificada de calostro humano, para inhibir la adherencia de las especies en
estudio. Mediante analisis cuantitativo se determiné que A. castellanii no se ve
inhibida significativamente en presencia de la IgA, lo que sugiere que la
concentracion usada no fue la 6ptima o que esta especie muy probablemente
cuenta con mecanismos eficientes que le permiten evadir la acciéon de
anticuerpos, lo que le facilitaria de manera natural la entrada al huésped. En
contraste la adherencia de A. polyphaga se vio inhibida significativamente desde
tiempos tempranos mostrando una leve recuperacion, estos resultados
concuerdan con los encontrados por Campos-Rodriguez et al., (2004), los cuales
reportan que la adherencia de A. polyphaga se ve inhibida en presencia de IgA a
una concentracion de 200 pg/ml mientras que en este trabajo se uso una
concentracion mayor lo que indica que la concentracion usada inhibe la
adherencia sin embargo, no podemos afirmar con certeza que sea capaz de

inhibir la adherencia por un tiempo largo.



15. CONCLUSIONES
A través de la implementacion del modelo animal con cérnea de hamster, fue
posible demostrar que, los trofozoitos de A. castellanii y A. polyphaga que son
las especies mas frecuentemente aisladas de casos de QA en el humano, son
capaces de invadir y provocar dano al epitelio corneal intacto sin necesidad de
inducir abrasion corneal previa a su interaccion. Ademas se puede afirmar que
el dano observado es producido por los trofozoitos y sus productos. Ya que las
especies aisladas fueron capaces de provocar un efecto citopatico en cultivo de
tejidos, asi como de invadir diferentes 6rganos cuando fueron inoculados por
via intranasal en animales de experimentacion.
Los trofozoitos de ambas especies en estudio se comportaron de una manera
muy semejante entre si y llevan a cabo la misma secuencia de eventos tanto
en cornea del hamster, como con células MDCK, lo que sugiere que los
mecanismos de dano de las amibas siguen un patron muy semejante en los
diferentes sustratos biologicos utilizados. Ademas el dafo y la desorganizacion
celular producido fue dependiente del tiempo de interaccion. La sucesion de
eventos consistio en: adherencia, migracion preferentemente hacia las uniones
celulares, penetracion y destruccion celular, la cual se lleva a cabo en un
periodo de tiempo corto.
Sin embargo, ambas especies también mostraron diferencias significativas en
la inhibicion de la adherencia en presencia de IgA, lo que nos permite
considerar la capacidad de A. castellanii, para evadir la accion de los
anticuerpos.
Con todo esto se puede concluir que los cultivos celulares y cornea de hamster
como modelo In vitro de QA permiten caracterizar de manera cuantitativa y
cualitativa los eventos que acontecen en las diferentes etapas de la infeccion,
abriendo la posibilidad de extrapolar a lo que ocurre en la céornea humana
durante la infeccion.
Constituyendo el hamster un modelo ideal para estudios tempranos de
interaccion huésped parasito, por lo que proponemos la utilizacion de esta
especie para otros estudios relacionados con esta patologia, especialmente con
aquellos relacionados con la patogenesis de la infeccion. Las principales
ventajas son su facil manipulacion de los animales y poseer un prominente
cristalino el cual facilita su manipulacion, asi mismo sostiene y mantiene la

curvatura del tejido corneal mientras la interaccion se lleva a cabo.
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16. PERSPECTIVAS
El presente trabajo tuvo como objetivo caracterizar y evaluar posibles diferencias
inter-especificas de dos especies de Acanthamoeba aisladas de lentes de contacto,
sin embargo, aun quedan estudios por realizar para tratar de explicar por

completo los mecanismos de patogenicidad de Acanthamoeba, entre estos estan:

% Determinar el papel que juegan las proteasas amibianas, en la diferencia
del efecto citopatico que es capaz de producir A. castellanii con respecto a
A. polyphaga y con ello explicar las diferencias inter-especificas que

presentan.

% Determinar la concentracion optima de IgA para inhibir eficazmente la
adherencia de Acanthamoeba spp. y establecer si la amiba cuenta con

mecanismos especificos para evadir la accion de los anticuerpos.

% Evaluar la adherencia de Acanthamoeba spp. a diferentes tipos de lentes,
determinar si el tipo de lente influye en el incremento de la adherencia asi
como también evaluar el papel inhibitorio de la IgA en la adherencia de

Acanthamoeba spp. a lentes de contacto.



17. ANEXOS



ANEXO 1
MEDIOS DE CULTIVO
Medios soélidos y liquidos utilizados para mantener las cepas amibianas en el

laboratorio.

1.1 Agar no nutritivo (NNE) con Enterobacter aerogenes

NacCl 120 mg
MgSO4 7H20 4 mg
CaClz 2H20 4 mg
Na;HPO4 142 mg
KH2PO4 136 mg
Bactoagar 15¢g
Agua destilada 1000 ml

Se mezclan las sales y el agar, se agrega el agua y se pone a hervir durante 1 min.
Se esteriliza a 15 lb de presion durante 15 min. Se pone 20 ml de agar NNE en
cajas petri de vidrio de 100 x 15 mm.

Al medio solidificado se le agrega 0.5 ml de un concentrado bacteriano de
Enterobater aerogenes disuelto en agua destilada y se extiende en toda la caja
para que quede una pelicula de bacteria. Se dejan solidificar a temperatura
ambiente, las cajas ya preparadas se guardan en bolsas de plastico a 4 °C. Antes
de usarse deben estar a temperatura ambiente.

La muestra a sembrar puede ser: raspado o biopsia de cornea, lentes de contacto,
y soluciones de limpieza. Para ello resuspender en solucion de Page y centrifugar
a 1000 r. p. m. durante 10 min. Sembrar de 2 a 3 gotas del sedimento en el
centro de la placa, marcando externamente la zona e incubando a 37 °C de forma

invertida en bolsas de plastico para mantener la humedad (Page, 1988).



1.2 Bactocasitona al 2%

Bactocasitona Difco 2g

Agua destilada 100 ml

Se disuelve la Bactocasitona en agua destilada. Se coloca 2.7 ml en tubos con
tapon de rosca de 16x128 mm, y se esterilizan a 15 1b de presion a 121 °C,
durante 15 min. Se agrega 1 ml de la mezcla de antibiotico
(kanamicina/penicilina) por cada 100 ml de suero descomplementado, para
obtener una concentracion de 200 mcg de cada antibiotico en 3 ml de medio.

Antes de utilizar los tubos de cultivo se adiciona 0.3 ml de suero de ternera.

1.3 Medio Chang Modificado

Peptona Biotriptasa 166 g
Dextrosa 2.7¢g
NasHPO4 15¢g

KH2PO4 09¢g
Agua destilada 1000 ml

Se mezclan los componentes diluyéndolos lentamente en agua destilada. Se
coloca 2.7 ml en tubos con tapon de rosca de 16x128 mm, y se esterilizan. Antes
de utilizar los tubos también se adiciona 0.3 ml de suero de ternera quedando al

10% y 1 ml de antibiotico y se guardan a 4 °C.

1.4 Medio Dulbeco D-MEM de Gibbco
Al medio MEM, se le adiciona 3.7 g de Bicarbonato de sodio, se ajusta el pH a 7.2
y se esteriliza por filtracion. Se complementa con suero fetal bovino al 10%,
antibidtico (Penicilina-Estreptomicina al 1%) e insulina al 1%. Las células se
mantienen en cultivo en un medio de COzal 5.0 %, a 37 °C. Cuando la monocapa
de células MDCK este formada, se lava 2 veces con PBS estériles incuba a 37 °C
durante 20 min, se retira el PBS y se adiciona 1 ml de tripsina-verseno al 0.5% y
se incuba a 37 °C durante 10 min. Se golpea ligeramente la caja para favorecer su

desprendimiento y se toma un inocul6 y se pasa a una caja con medio nuevo.



ANEXO 2
DETERMINACION DE LA ADHERENCIA DE TROFOZOITOS DE
Acanthamoeba spp. A CELULAS MDCK
Se usan placas de cultivo de 96 pozos con células MDCK confluentes (Mayde
Derby cell Kidney).
Se inicia a partir de cultivos amibianos en fase exponencial de crecimiento, se
colocan 75000 trofozoitos en 100 pl de medio limpio en placas de 96 pozos con
monocapas de células MDCK y se interacciona por diferentes tiempos: 5, 10, 15,
30, 45, 60, 120 y 180 min a la temperatura optima de la cepa. Pasado cada
tiempo de interaccion se fija con 75 pl de glutaraldehido al 2.5% en buffer de
cacodilato al 0.1 M.
Una vez llevada a cabo las diferentes interacciones, se lava la placa 6 veces con
PBS-Tween al 0.05%.
Se bloquea la placa con 200 pl de caseina al 1%, toda la noche a 4 °C o bien 3 h a
temperatura ambiente.
Se lava la placa 5 veces con PBS-Tween al 0.05% y se anade 100 ul de IgG anti-
Acanthamoeba (1:8000 para A. castellaniiy 1:4000 para A. polyphaga), se incuba
por 2 h a 37 °C o bien toda la noche.
Posteriormente se lava la placa 5 veces con PBS-Tween 0.05%. Y se adicionan
100 pl de la disolucion 1: 50 000 del conjugado anti-IgG de conejo y se incuba 1
h a 37 °C.
La placa se lava 5 veces con PBS-Tween al 0.05%.
Agregar 100 pl de solucion reveladora, se deja 10 min y sin tirar, se detiene la

reaccion con 50 ul de HaSO4 al 2.5 M.

Se hacen las lecturas en un lector de Microplacas de ELISA (Bio-rad, modelo 550)

con filtro a una longitud de onda de 490 nm (Campos-Rodriguez et al., 2004).



ANEXO 3
3.1 Solucion PBS (Buffer de fosfato) 1X

NacCl 80¢g

KC1 02g

NaxHPO, 1.15¢

KH2POg4 02¢g
Agua destilada 1000 ml

Disolver los componentes lentamente en agua destilada y ajustar el pH a 7-7.2.

3.2 Solucion Reveladora
A).-Acido citrico 0.1 M (19.2 g para 1000 ml de agua destilada).
B).-Fosfato dibasico de Sodio 0.2 M (28.4 g para 1000 ml de agua destilada).
Antes de emplearse se mezclan:
Solucion A 24.3 ml
Solucion B 25.7 ml
Agua destilada 50 ml
Total 100 ml
Se mide el pH y se ajusta a 5.0
Al momento de usarse se agrega:
40 mg de Ortofenilendiamina para 100ml

40 pl de Peroxido de hidrogeno al 30% para 100ml.

3.3 Glutaraldehido al 2.5% en Amortiguador de Cacodilato de Sodio 0.1 M
*Amortiguador de Cacodilato de Sodio 0.2 M

Este reactivo debe prepararse en campana de extraccion, pesar 17.12 g de
Cacodilato de Sodio (Na (CHs)2z AsOg). Disolver en 100 ml de agua destilada,
ajustar pH a 7.2; aforar a 400 ml, etiquetar y guardar a 4 °C. Se utilizan 95 ml de

Cacodilato de Sodio 0.2 M a los cuales se le adiciona 95 ml de agua destilada

para tener una solucion 0.1 M, y disolver poco a poco los 2 ml de la ampolleta de

glutaraldehido al 75%. Etiquetar y guardar la solucion a 4 °C.



ANEXO 4

TECNICA CONVENCIONAL PARA MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO
(MEB)

Las muestras se fijaron con glutaraldehido al 2.5% durante 1 h, a temperatura
ambiente. Pasado el tiempo de fijjacion, las muestras se lavaron con amortiguador
de Cacodilato de Sodio 0.1M a pH 7.2 por 5 min para quitar el exceso de fijador.
Posteriormente deshidratar con diferentes grados de etanol (70%-90%) durante
10 min en cada uno de estos, finalmente se deshidrata la muestra en etanol al
100%, dos veces por 10 min.
Posteriormente se secaron a punto critico con CO2 en un aparato Samdri-780
(Tousimis, Rockville Maryland, USA). Posteriormente las muestras se montaron
en porta muestras con plata coloidal. Se cubrieron con una capa de oro (Fine coat
Ion sputter, JEOL JFC-1100).
Posteriormente se observaron al microscopio Electrénico de barrido, modelo XL.30

ESEM (Fei Company, Eindhoven, The Netherlands).



ANEXO 5

PURIFICACION DE IgA (PROTOCOLO PIERCE)
Columna de jacalina (20 ml) preservada en azida de sodio al 0.02%.
Equilibrar la columna adicionando al menos 5 volumenes de la columna con
buffer de union.
Adicionar el calostro desgrasado a volumenes iguales con buffer de union,
centrifugar si es necesario y adicionar el sobrenadante a la columna. Lavar la
columna con un volumen 8 veces (40 ml) el de esta, adicionando buffer de uniéon
o hasta que el buffer recuperado alcance la absorbancia 0.0. Leer el efluente a
280 nm. Eluir la IgA; unida usando alicuotas de 2 ml del buffer de elusion hasta
alcanzar la absorbancia basal. Se colecta el eluido en alicuotas y se mantiene en
hielo frape.
Se monitorea la absorbancia a 280 hasta determinar la absorbancia basal.
Intercambiar el buffer de union de la muestra seleccionada, dializando para
remover la melibiosa o galactosa (Dializar con PBS de union durante 24 h a 4 °C).
PBS de union (pH 7.4): 0.1 M NagHPO4, NaCl 150 mM.

PBS de elusion 0.1 M a-galactosa en PBS de union.

4.1 Determinacion de proteinas (IgA) purificada de calostro humano en placa
de ELISA por el método de Microbradford

Utilizar albumina sérica bovina y el eluido de PBS-anticuerpo (IgA). Colocar 0O, 1-7

ul de albumina por triplicado, y 2-6 ul de IgA por triplicado, adicionar 40 ul de

reactivo de Bradford 5X, y llevar las muestras a 160 pl con PBS 1X. Preparar

blancos (160 pl de PBS 1X+40 ul de reactivo de Bradford 5X). Las lecturas se

hicieron en un lector de ELISA (Bio-rad, modelo 550) con filtro de 590 nm.

Reactivo de Bradford
Pesar 100 mg de coomasie azul brillante G-250, disolver en 50 ml de etanol al
95% y 100 ml de acido fosforico, aforar a 200 ml con agua desionizada. Estable a

4 °C por 6 meses.
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