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RESUMEN
Las amibas del género Acanthamoeba son protozoos oportunistas que en
ocasiones provocan una infeccion corneal de dificil diagnodstico y tratamiento;
llamada queratitis amibiana. En el presente estudio se trabajé con una de las
especies de Acanthamoeba mas frecuentemente aislada de casos de queratitis;
Acanthamoeba castellanii, con el propdsito de describir los mecanismos de
patogenicidad que estas amibas provocan en la cornea humana. Las corneas de
origen humano fueron donadas por el Hospital Juarez de la Secretaria de Salud de
la Ciudad de México. Se trabajé con muestras sin lesiones superficiales libres de
infeccion viral y bacteriana. Se conformaron tres grupos de segmentos cornéales:
Grupo a) Fragmentos de cérneas interaccionadas amibas en fase tréfica, Grupo b)
Fragmentos de coérneas interaccionadas con los productos amibianos (medio
condicionado) y Grupo c¢) Grupo control interaccionado con medio bactocasitona
(el cual resultd ser 6ptimo para el desarrollo amibiano y preservaciéon de la cornea
humana), a una temperatura de 37 °C. Las interacciones se llevaron a cabo en
tiempos tempranos de 1, 2 y 3 h, posteriormente se procesaron acorde a las
técnicas convencionales para microscopia electronica de barrido y transmision. El
analisis morfologico de la interaccion demostré que desde tiempos tempranos de
interaccion, los trofozoitos de Acanthamoeba castellanii, son capaces de invadir y
provocar dafio al epitelio corneal intacto, el cual da inicio con la adherencia de los
trofozoitos a la superficie corneal, seguida de la migraciéon hacia las uniones
celulares del epitelio corneal, la invasién continua con la penetracion a las capas
mas profundas del mismo, y finalmente la fagocitosis de las células recién
desprendidas, provocando la pérdida de la arquitectura del tejido corneal. Las
muestras corneales interaccionadas con los productos amibianos presentan un
dafio directo en la superficie corneal, el cual también es proporcional al tiempo de

interaccion.



1. INTRODUCCION
Las amibas de vida libre (AVL) son un grupo de protozoos de considerable
importancia médica por las patologias que originan (Marciano-Cabral y Cabral,
2003). Si bien dichas patologias no representan un problema de salud publica, si
son de importancia clinica ya que generalmente no son consideradas en los
diagnodsticos diferenciales primarios y los tratamientos para erradicarlas no han

resultado ser efectivos en la mayoria de los casos (Martinez et al., 1997).

1.1 Antecedentes

El interés por el estudio de las amibas de vida libre en las primeras décadas del
siglo XX era muy limitado, y de no ser por las observaciones realizadas por
curiosos protozoologos hubieran pasado inadvertidas. Jahnes y Fullmer en 1957,
las refieren como contaminantes de cultivos de tejido, con lo que comienzan a ser
consideradas en el area microbiolégica. Culbertson et al., en 1959, al realizar
pruebas rutinarias de seguridad de la vacuna de polio revelaron la presencia de
organismos ameboideos en cultivos celulares de riidn y observaron que algunos
de los cultivos presentaban efectos citopaticos, considerando inicialmente que el
virus era el responsable de dicho efecto. Con el contenido de las mismas
inocularon ratones y monos, los cuales murieron en pocos dias a consecuencia de
una meningoencefalitis. El analisis histologico del cerebro de estos animales
reveld la presencia de amibas de vida libre, identificadas mas tarde como
Acanthamoeba castellanii. El hallazgo mas significativo fue referido a la capacidad
de estos protozoos de invadir la mucosa nasal de organismos sanos, de migrar
hacia el cerebro y producir una patologia en el sistema nervioso central (SNC) de
consecuencias fatales (Rondanelli, 1987).

Fowler y Carter en 1965, reportaron en Australia los cuatro primeros casos de
infeccion amibiana causada por amibas de vida libre en humanos, designada
posteriormente como meningoencefalitis amibiana primaria (MAP), identificando a

una amiba del género Naegleria como la responsable del dano.



El primer caso de infeccion cerebral claramente diagnosticado como una patologia
causada por Acanthamoeba, fue reportado por Kenney en 1971.

Jager y Stamm en 1972, reportaron un granuloma cerebral en un paciente con
linfoma de Hodgkin, en el que se demostré la presencia de Acanthamoeba a
través del método de inmunofluorescencia indirecta.

Martinez en 1980, designé como encefalitis amibiana granulomatosa (EAG) a la
enfermedad provocada por amibas del género Acanthamoeba en el cerebro, la
cual se presenta tanto en animales como en el ser humano.

En 1973, se reporté en EUA el primer caso de infeccion en la cérnea denominada
queratitis amibiana (QA), producida por amibas del género Acanthamoeba, la cual
correspondié a un paciente masculino de 41 anos de edad del sur de Texas, con
traumatismo corneal y exposicion de su ojo con agua contaminada (John, 1993).
Nanington en 1975, reporté en Gran Bretafia dos casos de queratitis causados por
Acanthamoeba, en donde las amibas originaron una ulceracién crénica y
progresiva en la cornea en uno de los pacientes y fue necesaria una intervencion
quirurgica del ojo infectado del segundo paciente, las amibas fueron identificadas
como Acanthamoeba polyphaga y Acanthamoeba castellanii respectivamente.
Latapie et al., en 2003, reportaron en América Latina un caso de QA en una
paciente femenina de 36 afos, la cual presentaba vision borrosa y severo dolor
ocular en el ojo izquierdo, la paciente tenia como habito el uso prolongado de
lentes de contacto blandas con higiene inadecuada.

Pérez et al., en 2005, reportaron en Madrid Espafia, un caso de QA en un paciente
de 15 anos, usuario de lentes de contacto blandas, que acudié a la consulta de
oftalmologia por dolor, enrojecimiento y disminucion de la agudeza visual en el ojo
derecho.

Pineda et al.,, en 2007, divulgaron en el departamento de oftalmologia de
Massachusetts un caso de escleroqueratitis por Acanthamoeba spp. en un
paciente de 42 anos de edad, el cual presentd en el ojo derecho cataratas y baja
agudeza visual, logrando una mejoria visual por medio de queratoplastia.

Se han incrementado el niumero de pacientes afectados por esta patologia a nivel

mundial, guardando una relacion estrecha con usuarios de lentes de contacto y de



manera especial con lentes de contacto blandas (Stehr-Green et al., 1987;
Thebpatiphat et al., 2007).

En México no se tienen estadisticas confiables de esta patologia, sin embargo se
han registrado al menos cinco casos de QA en el Hospital “Asociacién para evitar
la ceguera en México Luis Sanchez Bulnes” en donde cuatro de ellos eran
portadores de lentes de contacto y el ultimo correspondié a un paciente con

traumatismo corneal (Omana, 1997; Omana et al., 2005).

1.2 Importancia clinicay patogenia de las amibas del género Acanthamoeba
A mediados del siglo pasado se descubrié que algunas amibas pequefas del
suelo y del agua, que hasta entonces se consideraban inocuas, podian invadir al
hombre y a otros animales, llegando a causarles la muerte o dafo cerebral
irreversible. Debido a su habilidad para vivir como organismos de vida libre y como
endoparasitos, a las amibas del género Acanthamoeba se les designé como
amibas anfizdicas (Page, 1976). De esta manera se describe y diferencia a la fase
exozoica que se refiere al periodo del ciclo de vida que corresponde al de vida
libre, de la fase endozoica o parasitica que es cuando llega a invadir diversos
tejidos como son: corneal, prostatico, vaginal o el sistema nervioso central, entre
otros (Visvesvara y Stehr-Green, 1990; Martinez, 1993).

Las amibas del género Acanthamoeba son capaces de producir lesiones cutaneas
(Hunt et al.,, 1995; Van Hamme et al., 2001), infecciones en vias respiratorias
(Abraham y Lawande, 1982), sinusitis (Allen et al., 1992; Szenasi et al., 1998; Kim
et al., 2000), vaginitis, prostatitis, o una simple diarrea (Curtis et al., 1992;
Martinez, 1993; Alvarez et al., 1995). Estas amibas proliferan en la piel de
personas que han sufrido lesiones o quemaduras y pueden vivir en casi cualquier
microambiente (Rivera et al., 1994).

Estas amibas pueden producir una enfermedad cronica progresiva llamada
encefalitis amibiana granulomatosa (EAG) (Martinez, 1980), generalmente se
asocia con algun tipo de inmunosupresién y con padecimientos crénicos como
diabetes y alcoholismo (Visvesvara et al., 1991; Hunt et al., 1995). Se piensa que

el protozooo se disemina por via sanguinea desde una lesién cutanea o pulmonar



hasta el SNC (Gullet et al., 1979). La muerte se produce principalmente debido a
complicaciones neurologicas, sin embargo, el estudio de la patologia asociada a
esta enfermedad sigue siendo incompleta (Khan et al., 2009).

No menos importante es la QA, la cual aunque no llega a ser fatal tiene gran
importancia clinica por el numero de casos que se han presentado en todo el
mundo y por los dafios que llega a causar en los ojos de las personas afectadas
(Acharya et al., 2007).

Aunque el numero de casos de infecciones causadas por estas amibas son bajos,
la dificultad para poder diagnosticar y encontrar un tratamiento adecuado ha sido
un tema de inquietud y de importancia para el area médica (Schuster y
Visvesvara, 2004).

2. GENERALIDADES DE Acanthamoeba spp

2.1 Ubicacion taxonémica del género Acanthamoeba

En un principio se consideraba a Mayorella, Hartmannella y Acanthamoeba, como
sinébnimos, sin embargo Sawyer y Griffin en 1975, propusieron formar la familia
Acanthamoebidae, la cual comprendia a tres géneros: Acanthamoeba,
Protacanthamoeba y Comandonia. En la actualidad este ultimo se ha separado de
la familia Acanthamoebidae ubicandolo dentro de la familia Echinamoebidae.
Pussard y Pons en 1977, reorganizaron a las amibas del género Acanthamoeba
en tres grupos usando la morfologia quistica y la tolerancia a la temperatura y
establecieron 18 especies diferentes basandose en las diferencias de talla y en las
caracteristicas morfologicas del quiste.

Con base en el analisis bioquimico, principalmente con el enzimatico, se reubico
taxondmicamente a estas amibas cuya base fundamental era la morfologica
quistica (John, 1993).

Page en 1976 y Pussard y Pons en 1977, reconocieron finalmente 17 especies
para el género Acanthamoeba.

Los tres grupos que conforman el género Acanthamoeba propuestos por Pussard

y Pons en 1977 son:



Grupo I. Organismos con un diametro promedio del quiste >18um; el endoquiste y
el ectoquiste estan separados y solo se unen en puntos llamados poros u
opérculos que estan a nivel del ectoquiste, el numero de poros y brazos es el
mismo. El endoquiste presenta una forma estrellada rodeada por el ectoquiste, el
cual es mas o menos redondeado. No tienen representantes patogenos.
Generalmente no crecen a 37 °C y es dificil que se desarrollen en medios
axénicos. Son los mas comunes en la naturaleza.

Grupo Il. Formado por diez especies de Acanthamoeba. El diametro promedio del
quiste es <18um. este grupo incluye las especies mas comunes y ampliamente
distribuidas en la naturaleza. El endoquiste tiene una forma estrellada o poligonal,
de tal manera que, tanto el quiste como el endoquiste se unen en las esquinas. El
ectoquiste presenta una forma mas o menos redondeada. En este grupo se
encuentran las especies de importancia médica, responsables de la QA. Son los
mas comunes en agua y suelo.

Grupo lll. El diametro promedio del quiste es usualmente <18um presentan un
exoquiste muy delgado, el endoquiste es redondeado y no presenta extensiones ni
brazos, ya que las paredes estdn muy juntas entre si. Toleran temperaturas
mayores a 40 °C.

La utilizacion de técnicas de: microscopia de luz, analisis bioquimicos vy
fisiolégicos han contribuido a mejorar el conocimiento de estos organismos lo que
ha permitido reorganizar a las amibas que conforman el género.

El género Acanthamoeba, grupo con alrededor de 24 especies, ha sido
reclasificado en 15 diferentes genotipos. La especie predominante en gran parte
de los casos clinicos corresponde al genotipo T4, y se sugiri6 que fuera
denominado complejo A. castellanii (Booton et al., 2005.)

Niyyati et al., en 2009, mencionan que diferentes genotipos de Acanthamoeba son
agentes que causan la queratitis amibiana (QA), en especial el genotipo T4 el cual
se relaciona con mayor frecuencia con casos de QA en lIrak.

En la actualidad el esquema clasico que dividia a los protozoos en cuatro grupos:
Sarcodina (amibas), Mastigophora (flagelados), Sporozoa (parasitos) e Infusoria

(ciliados), ha sido remplazado por uno nuevo, el cual toma en cuenta los avances



morfologicos, bioquimicos y moleculares (Visvesvara et al., 2007). Los mas viejos
sistemas taxondmicos que consistian en el tradicional del Reino, Fila, Clase,
Subclase, Superorden y Orden, han sido sustituidos. De acuerdo al nuevo
esquema los eucariontes han sido clasificados en seis super grupos nombrados
Amoebozoa (en donde se encuentra Acanthamoeba), Opisthokonta, Rhizaria,
Archaeplastida, Chromalveolata y Excavata (Ald et al., 2005; Visvesvara et al.,
2007).

2.2. Ecologia de Acanthamoeba

El género Acanthamoeba se encuentra ampliamente distribuido en la bidsfera,
medios acuaticos y terrestres e incluso pueden establecer relaciones simbidticas
con bacterias, virus y micoplasmas (Rodriguez-Zaragoza, 1994). Su distribucion
geografica depende en gran medida de las condiciones fisicas y biolégicas del
medio que los rodea (Biddick et al., 1984).

Las amibas se encuentran en cualquier tipo de agua; salobre, dulce, residual,
piscinas y embotelladas (Biddick et al., 1984; Keleti y Sykora, 1992; Rivera et al.,
1994; Magnet et al., 2009; Marciano-Cabral et al., 2009). También estan presentes
en lagos de agua dulce (Solarte et al., 2006) y en aguas termales (Moore et al.,
1987), estaciones para lavados oculares (Byers y Sawyer, 1990), en sistemas
hidraulicos de unidades de hemodialisis y dentales (Dendana et al., 2008), en
sistemas de aire acondicionado y torres de enfriamiento, en plantas nucleares
(Visvesvara y Schuster, 1993), en cualquier tipo de suelo; a nivel de la superficie y
a distintas profundidades del mismo e incluso en aguas oceanicas y sedimentos
marinos. Se han reportado trabajos que han monitoreado la atmésfera de la
ciudad de México, encontrandose en mayor cantidad en aquellas zonas donde la
contaminacién atmosférica es elevada (Hernandez, 1991). Son resistentes a
cambios extremos, lo que facilita su colonizacion y el mantenimiento de las
poblaciones amibianas en una amplia variedad de microambientes (Rodriguez-
Zaragoza, 1994).

Se han aislado amibas de diferentes zonas de la regidén antartica, de la superficie

de vegetales y hongos comestibles y con cierta facilidad se pueden aislar de los



intestinos de distintos animales como: patos salvajes, gaviotas, ratas, peces,
reptiles y de anfibios (Lewis y Sawyer, 1979; Dykova et al., 1999).

La ubicuidad de los organismos en el suelo y la superficie de zonas acuaticas
sugieren que la mayoria de los seres humanos estdan expuestos a estos
patdégenos, mas aun, causando enfermedades leves en piel y vias respiratorias

que no son diagnosticadas (Chapell et al., 2001).

2.3. Ciclo de vida de Acanthamoeba
El ciclo biologico de Acanthamoeba consta de dos estadios; un estado vegetativo

y otro quistico.

2.3.1. Trofozoito

El estado vegetativo o trofico representa la fase reproductiva la cual se distingue
morfolégicamente, ya que presenta una forma amibiana clasica con sus
caracteristicos lobopodos (Pussard y Pons, 1977).

En su morfologia el trofozoito presenta finas proyecciones a lo largo de todo el
cuerpo amibiano conocidas como acantdpodos (Acantos ; espinas), las cuales le
dan el nombre al género (Bowers y Korn, 1968), también presentan lobépodos
hialinos de gran tamafo con movimientos lentos con respecto a otros grupos.

El trofozoito varia en tamafio que va de 25 a 40 ym con formas ovales, alargadas
o irregulares (Lewis y Sawyer, 1979; Marciano-Cabral y Cabral, 2003). Presenta
un nucleo con un gran nucléolo localizado centralmente, también presenta un
citoplasma abundante con mitocondrias, lisosomas, vacuolas alimenticias y una
vacuola contractil (Martinez y Visvesvara, 1997), facilmente observables a través
del microscopio de luz, las cuales carecen de una forma y tamano definidos (Byers
y Sawyer, 1990).

Durante esta fase también se llevan a cabo los procesos metabdlicos basicos y
esenciales que permiten la alimentacion a través de fagocitosis y pinocitosis,
ademas de la sintesis y transformacion de estos materiales.

La division celular en Acanthamoeba se denomina metamitosis de acuerdo al

patron que se lleva a cabo en los metazoos en general (Page, 1988).



2.3.2. Quiste

El estado quistico se origina cuando las condiciones del ambiente no son las
adecuadas para el desarrollo amibiano, ya sea por cambio de temperatura,
escasez de nutrientes, disminucion de la concentracion de iones, entre otros
(Pearl et al., 1990). Representa una forma de resistencia y proteccion a
situaciones adversas, aun por largos periodos (lbrahim et al., 2007).

Mazur et al., 1995 demostraron que quistes de Acanthamoeba conservados a 4°C,
contindan siendo viables por mas de 24 afos, sin perder su capacidad invasiva.

El tamafo del quiste varia entre las especies que conforman el género, con una
longitud promedio de 15 a 28 pm. Los quistes tienen una doble pared, la externa o
exoquiste que es moderadamente redondeada mientras que el endoquiste o pared
interna muestra un arreglo poligonal.

El citoplasma del quiste es muy denso por lo que se dificulta la descripcién de su
estructura interna, contiene globulos de lipidos, lisosomas, mitocondrias
generalmente esféricas y reticulo endoplasmico rugoso dispuesto en forma circular
y rodeando a mitocondrias, nucleo, vacuolas y otras inclusiones (Lares, 1990).

Las dos paredes quisticas parecen estar separadas entre si a lo largo del
perimetro celular y se unen solamente en algunos puntos que corresponden a las
zonas angulares del endoquiste. En estas zonas de contacto se forman poros
denominados opérculos con bordes circulares (Rondanelli, 1987).

Cuando las condiciones del entorno al quiste son favorables, el trofozoito emerge

a través de los opérculos, quedando el quiste vacio (John, 1993).

3. QUERATITIS AMIBIANA
Acanthamoeba spp., produce una infeccion crénica en la cornea llamada queratitis
amibiana (QA), la cual es una infeccidbn corneal de curso cronico de dificil
resolucion, caracterizada por una necrosis progresiva del epitelio corneal y
destruccion de la lamela estromal que puede causar la pérdida del ojo (Martinez y
Visvesvara, 1997).
La QA ocurre en dos fases, la primera se restringe a la superficie del epitelio

corneal y la segunda se presenta cuando las amibas han invadido el estroma



subyacente el cual produce inflamacion intensa. Se han descrito al menos ocho
especies de Acanthamoeba causantes de queratitis: A. castellanii, A. polyphaga,
A. hatchetti, A. culbertsoni, A. rhysodes, A. lugdunensis, A. quina y A. griffini,
(Schaumberg et al., 1998).

3.1. Epidemiologia de la queratitis amibiana

Hasta agosto de 2006, se habian reportado alrededor de 5,000 casos de QA en
los Estados Unidos (Visvesvara et al., 2007).

Se estima que se ha incrementado considerablemente el numero de casos de QA
en todo el mundo, debido a la proporcién creciente de portadores de lentes de
contacto (Ibrahim et al., 2007). Esta cifra incluye a paises como la India en donde
los casos de QA, estan relacionados principalmente con traumatismos y contacto
directo con agua que contenga a los parasitos (Sharma et al., 2000) y Gran
Bretana en donde se estima que los casos han aumentado en la medida en que se
utilizan métodos caseros en la limpieza de lentes de contacto (Radford et al.,
2002).

En nuestro pais el estudio de la QA se encuentra en una etapa temprana de
investigacion misma que dio inicio con el hallazgo de los primeros casos en el
Hospital “Asociacion para evitar la ceguera en México Luis Sanchez Bulnes” sin
embargo se desconoce la incidencia real de ésta patologia en nuestro pais
(Omana, 1997; Omana et al., 2005).

3.2. Factores de riesgo de la queratitis amibiana

El 85 % de los casos reportados de QA se relaciona con usuarios de lentes de
contacto (Kilvington et al., 1990; Martinez y Visvesvara, 1997), el 13 % de éstos
corresponde a pacientes con algun traumatismo corneal provocado por la
introduccion de un cuerpo extraino y el 2 % no tiene razén aparente de su
presencia (Stehr-Green et al., 1987; John et al.,, 1993; Martinez y Visvesvara,
1997).

El uso prolongado de lentes de contacto en general y en particular de tipo blandos

y desechables es considerado como un factor de riesgo para la QA (Limp, 1990).
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Las soluciones conservadoras, el lavado inadecuado de los estuches de lentes de
contacto y la contaminacién de las botellas de esterilizadores quimicos juegan un
papel importante para la adquisicion de la patologia (Donzin et al., 1989).

Con frecuencia se han aislado amibas del género Acanthamoeba de soluciones
conservadoras de lentes de contacto, de personas sin sintomatologia de QA
(Larkin, 1990).

Se ha observado la capacidad que tienen las amibas para poder adherirse a
cualquier tipo de lentes; rigidos, permeables, blandos y desechables. Sin embargo
las amibas no se adhieren con facilidad a los lentes con bajo contenido en agua y
aquellos elaborados con materiales no i6nicos (John et al., 1991; Perkovich et al.,
1991; Lema et al., 2001).

Se ha reportado que Acanthamoeba se adhiere con mayor afinidad a lentes de
contacto que han sido utilizados en tiempos prolongados a diferencia de lentes
nuevos (Ramachandran et al., 1997), sin embargo se considera que pacientes con
uso apropiado de lentes de contacto y el frecuente reemplazo de las soluciones
preservadoras no estan exentos de la infeccion por QA (Thebpatiphat et al., 2007).
La adherencia de las amibas se incrementa con la presencia de bacterias las
cuales se ha demostrado dejan una pelicula sobre los lentes (Simmons et al.,
1998). Badenoch et al., en 1990 y Bottone et al., en 1992, resaltan la importancia
de encontrar bacterias asociadas a los lentes de contacto de usuarios con la
infeccion. Esta relacion puede ser sinérgica y es probable que sea el paso inicial
en la invasion de las amibas en la cornea.

Marciano-Cabral et al., en 2009, lograron aislar bacterias y parasitos patégenos en
los sistemas de distribucién de agua de uso doméstico en los Estados Unidos,
entre las amibas que se lograron aislar se encuentra Acanthamoeba y Naegleria,
concluyendo que la presencia de estas amibas patdgenas en los sistemas de agua

de consumo humano son un gran factor de riesgo para las personas.
3.3. Cuadro clinico de la queratitis amibiana

Se presenta en individuos sanos e inmunocompetentes, con historia de contacto

directo en cornea con fluidos contaminados (agua destilada, solucion salina, agua
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de tuberia) (Martinez y Visvesvara, 1997). Utilizacion de lentes de contacto en
general y lentes de tipo blando en particular (Epstein et al., 1986).

Los sintomas que presentan los pacientes son: severo dolor, fotofobia, irritacion,
sensacion de cuerpo extrafio, lagrimeo y disminuciéon de la vision, se observa
epiteliopatia o pseudodendritas (Pérez et al., 2005).

Se reporta un curso crénico y progresivo resistente al tratamiento, ademas de
presentar cultivos repetidos negativos a bacterias (Moore et al., 1987; Rabinobich
et al., 1991; Mannis, 1998).

En etapas avanzadas de la infeccion generalmente se presenta pérdida del
epitelio corneal y opacidad estromal ligada con la pérdida gradual de la vision
(Lindsay et al., 2007).

La descripcion de los eventos que se llevan a cabo en los pacientes con esta
infeccion es muy limitada debido a que sdlo se cuenta con las evidencias que
muestran casos aislados detectados en diferentes estadios y curso clinico, por lo

que no es factible hacer generalizaciones (John, 1993).

3.4. Diagnostico clinico de la queratitis amibiana

Para formular un diagnéstico oportuno es preciso que el oftalmélogo tenga muy
presente la queratitis por Acanthamoeba entre sus diagndsticos de sospecha ante
pacientes en situacion de riesgo (Wong et al., 2007).

A la queratitis amibiana dificilmente se le toma en cuenta en los diagndsticos
diferenciales primarios (Bacon et al., 1993). Frecuentemente se confunde con
queratitis causada por virus (Lidsay et al., 2007). Lo anterior se explica por que las
caracteristicas clinicas de la QA son semejantes a las observadas en infecciones
por Herpes simplex (Rodriguez et al., 1998), este diagndstico erréneo de queratitis
herpética favorece que se presenten complicaciones que conduzcan a un mal
prondstico (Li et al., 2002).

La QA, rara vez es diagnosticada oportunamente y en la mayoria de los casos la
infeccion se diagnostica después de varias semanas o meses de evolucion (Ledee
et al., 1996). La presencia de Acanthamoeba es dificil de confirmar si las muestras

se toman de manera superficial.
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En la fase inicial de la QA se puede encontrar el epitelio corneal intacto, por lo cual
se recomienda hacer biopsias cornéales para asegurar el hallazgo de la amiba, las
cuales deben ser tomadas en quiréfano por personal calificado, que solamente

tome la muestra de la parte afectada.

3.5. Diagnostico de laboratorio de la queratitis amibiana

El diagnéstico de la QA, dentro del laboratorio suele ser dificil ya que depende del
equipo y material necesario para su identificacion.

La infeccion por Acanthamoeba puede ser confirmada cuando se hace un raspado
vigoroso de la cérnea con un hisopo, espatula o bisturi (Noopur y Rodhika, 2008),
colocando el material obtenido en un portaobjetos y tifiendo con la técnica de
Giemsa, Gram, PAS, Wright o naranja de acridina (Hahn et al., 1998), pero es
necesaria la busqueda meticulosa de un observador experto.

Los raspados cornéales se colocan en placas de agar no nutritivo enriquecido con
Enterobacter aerogenes inactivada por calor (medio NNE) para el aislamiento de
Acanthamoeba (Schaumberg et al., 1998).

Si el paciente es usuario de lentes de contacto; tanto los lentes como las
soluciones conservadoras deben sembrarse en el medio para la busqueda de
amibas (Mathers et al., 1987; Linquist et al., 1998).

Cuando se realiza una queratoplastia, es decir un trasplante de cérnea, un
fragmento de ésta se debe colocar en un recipiente estéril o directamente en el
medio NNE.

En la actualidad se pueden utilizar otras técnicas de diagndstico e identificacion
como el diagndstico a través de la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) (Noopur y Tandon, 2008), es una prueba mas sensible y precisa y se puede
emplear en muestras cornéales y de lagrimas de pacientes, sin embargo, en
México no es posible realizarlas en la mayoria de los hospitales debido a la falta

de material adecuado para llevarla a cabo.
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3.6. Histopatologia de la queratitis amibiana
La QA se caracteriza por presentar una inflamacion cronica del estroma corneal
que va de leve a moderada (Kremer et al., 1994). Es probable que la persistencia
de antigenos amibianos en la cornea como los neutrofilos cause una inflamacion
de la cornea y la esclera en ausencia de trofozoitos activos (Yang et al., 2001). Se
observan leucocitos polimorfonucleares, eosinofilos, en zonas cercanas a quistes
y trofozoitos. Pueden estar presentes también macrofagos, linfocitos, células
plasmaticas y células gigantes multinucleadas (Martinez y Visvesvara, 1997). En
ocasiones la conjuntiva puede presentar una congestion intensa e inflamacion
aguda o subaguda (Moore et al., 1987).
Na et al., 2002, evaluaron el efecto de una proteina secretada por Acanthamoeba
castellanii sobre las inmunoglobulinas del portador encontrando que IgA, IgE e IgM
fueron degradadas. Se ha encontrado que en pacientes con QA se eleva
considerablemente la IgA en comparacion con individuos asintomaticos (Clarke y
Niederkorn, 2006).
La evaluacion histolégica de las lesiones por QA en humanos y animales de
experimentacion revela numerosos neutrofilos en la cérnea, mas aun, se ha
reportado que en casos severos de QA la necrosis del estroma es mediada por
proteasas liberadas por neutréfilos mas que por el efecto de las amibas, por lo que
se cree que los neutrdfilos infiltrados en el estroma corneal exacerban la patologia
(Hurt et al., 2001), aunque se piensa que la ruptura del tejido corneal, el edema y
la infiltracién de neutréfilos es también debida a la accidén colagenolitica de las
amibas (Yu-Guang et al., 1990).
Los cambios histolégicos que se reportan en la QA son: ulceracion epitelial,
pérdida de queratocitos, inflamacién del estroma anterior, ademas de que los
trofozoitos por lo general se observan en el estroma anterior y las formas quisticas
en el estroma posterior.
Vemuganti et al. en el 2000, propusieron una posible secuencia de eventos que
lleva a cabo el parasito en su invasion en la cornea:

A) Infeccidn inicial que involucra el rompimiento de la barrera epitelial de la

cornea.
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B) Invasion de los trofozoitos de Acanthamoeba al estroma corneal con

disgregacion y pérdida de los queratocitos.

3.7. Tratamiento de la queratitis amibiana

El tratamiento para la QA no ha resultado ser el adecuado en la mayoria de los
casos, debido al diagnéstico tardio de la enfermedad, el tratamiento médico
exitoso depende en gran medida del momento en que éste se inicie.

Bacon et al., en 1993; reportaron una buena recuperacion visual de pacientes con
QA, después del tratamiento que se llevé a cabo durante el primer mes de la
infeccion.

Es importante el diagnéstico oportuno con base en la observacion de las amibas,
cuando no es posible establecer diferencias clinicas que permitan distinguir el
agente etiologico de la patologia, sin embargo, en la mayoria de los casos la
identificacion de estos protozoos se lleva a cabo a un nivel genérico en el mejor de
los casos.

Tu et al., 2009, reportan que durante el tratamiento de casos de QA se han
presentado infecciones producidas por bacterias, dichas infecciones secundarias
pueden tener una relacién de endosimbiosis con la amiba, sin embargo esta
combinacién de microorganismos acelera el tiempo de infeccién.

Se han realizado investigaciones para evaluar esquemas terapéuticos que ayuden
a limitar el dafo que provocan estas amibas anfizdicas. Los farmacos que han
sido utilizados con cierto éxito son: itraconazol, ketoconazol, miconazol, isotionato
de propamidina y trobamicina (Linquist et al., 1988; Cohen et al., 1991).

Ishibashi et al., en 1990, fueron los primeros en reportar la eficacia del itraconazol
en pacientes con QA, aunque su utilizacion no ha sido tomada en cuenta de
manera generalizada.

Junes et al., en 1994, evaluaron el efecto del itraconazol y ketoconazol, diazoles
eficaces en el tratamiento contra agentes amibianos y fungicos, los cuales son
bien tolerados y pueden emplearse en aquellas infecciones diagnosticadas como

no virales y no bacterianas.
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En el caso de los corticoesteroides, su uso es controversial ya que la
inmunosupresion que producen puede facilitar la invasion de las amibas, aunque
ayudan a disminuir la inflamacién corneal y el severo dolor ocular (Park et al.,
1997).

En la actualidad las biguanidas: polihexametilenbiguanida (PHMB) vy las
diamidinas (Bolene), se han utilizado como antiamibianos y quisticidas en donde
se ha reportado recuperacion visual de pacientes con queratitis amibiana en
tratamientos de tres a cuatro meses (Rodriguez y et al., 1998; Lindsay et al., 2007;
Wong et al., 2007).

Lee et al., 2007, determinaron el efecto amebicida de la PHMB vy el clorhexidina y
su efecto toxico sobre los queratocitos, encontrando que ambos tratamientos
mostraron un efecto amebicida eficaz, sin embargo el PHMB provocé dano a los
queratocitos.

Vural et al., 2007, reportaron que la clorhexidina causa dafo sobre las células del
epitelio corneal de rata al utilizar concentraciones mayores de 7.81 mg/ml.

Lou et al., 2008, observaron que la clorhexidina al 0.02 % mata a los trofozoitos e
inhibe la actividad de los quistes en el tejido corneo después de interaccionarlos
durante 24 horas. Sin embargo, mencionan que los quistes inactivos pueden
permanecer en la cornea durante mucho tiempo causandole inflamacion.
Martin-Navarro et al., 2009, evaluaron el dafio que causan dos drogas, cafeina y
clorhexidina a los elementos del citoesqueleto de Acanthamoeba castellanii,
argumentando que el citoesqueleto juega un papel importante en los procesos
biolégicos de fagocitosis y del enquistamiento de Acanthamoeba. Sin embargo
reportan que ambas drogas solo produjeron un ligero dafio sobre la estructura de
la amiba.

Cuando se dificulta el tratamiento y la patologia evoluciona puede ser necesaria la
queratoplastia, siendo muy importante delimitar el area de la zona que se debe
remover, cuidando de no dejar areas contaminadas con amibas, con lo que se
evita una infeccion recurrente (D’Aversa et al., 1995; Taenaka et al., 2007).
Taenaka et al.,, en 2007, evaluaron la eficacia de la queratoplastia en dos

pacientes con queratitis amibiana, obteniendo una evolucion de la agudeza visual
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favorable en ambos casos y consideran que dicho procedimiento quirurgico
ayudaria a tratar especialmente casos avanzados de QA.

En ocasiones es necesaria una segunda intervencion e incluso algunos de los
pacientes pierden el ojo afectado (Zanetti et al., 1995).

La mayoria de los tratamientos utilizados para combatir la QA, han sido
cuestionados por presentar reacciones de toxicidad en humanos, por esta razén
se esta buscando métodos alternativos para su tratamiento. Derda et al., en 2008,
analizaron la capacidad amebicida de distintos extractos de plantas encontrando
que algunas presentaban propiedades amebicidas en bajas concentraciones lo
que abre la posibilidad de poder obtener a futuro nuevas formas de tratamiento

para las infecciones por Acanthamoeba.

3.8. Prevencidn de la queratitis amibiana

La queratitis por Acanthamoeba puede prevenirse en la mayoria de los casos. La
correcta higiene de los lentes de contacto podria evitar mas del 85 % de los casos
de QA. Tanto el hecho de no desinfectar las lentes, como utilizar suero fisiolégico
no estéril o agua del grifo, entrafian un riesgo mucho mayor de queratitis (Gray,
1995; Lee et al., 2007; Lindsay et al., 2007).

Es necesario que los usuarios de lentes de contacto sigan las instrucciones del

uso adecuado de los lentes por parte de un especialista (Lee et al., 2007).

3.9. Virulencia de Acanthamoeba en la queratitis amibiana

Estan determinados por los siguientes factores:

3.9.1. Adherencia

Las amibas pueden adherirse a distintos medios como son las superficies inertes
de los lentes de contacto (John et al., 1991; Gorlin et al., 1996; Jaison et al., 1998),
o diversos tejidos como el epitelio corneal. La adherencia es favorecida por la

temperatura y el tiempo de permanencia en dichas superficies (Moore et al.,
1991).
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Ya que el 85 % de los casos de QA ocurre en usuarios de lentes de contacto,
éstos son considerados vectores de los trofozoitos y quistes amibianos. La
adherencia de los trofozoitos a los lentes de contacto depende en gran media del
contenido hidrico, la ionicidad y la composicién de los polimeros de los lentes
(Gorlin et al., 1996).

Lema et al., en 2001, demuestran que los lentes de contacto suaves desempenan
un factor de riesgo importante para la queratitis amibiana y que las lentes de
contacto no iénicas pueden disminuir la adherencia de los trofozoitos de
Acanthamoeba spp.

La habilidad de los trofozoitos para unirse a la superficie corneal es un
prerrequisito para que la infeccidén de inicio. Panjwani et al., en 1997, demostraron
a través de ensayos in vitro la presencia de una proteina de 207 KDa de peso
molecular que se une a una manosa (Yang et al., 1997; Cao et al., 1998).

Kennett et al., en 1992, sugieren la participacién de una adhesina de 107 KDa,
diferente a la proteina de union de manosa, relacionada con la patogenicidad de
Acanthamoeba.

La adherencia es un paso importante para que la amiba provoque dafo en la
superficie corneal y se cree que dicho dafio ocurre por la citdlisis como respuesta
a productos de liberacion amibiana (Alizadeh et al., 1994).

Gordon et al., en 1993, demostraron por medio de ensayos in vitro que A.
polyphaga se adhiere también a la matriz extracelular y lamina basal
(componentes de la cérnea y conjuntiva corneal), y esta adherencia es mayor a
colagena tipo IV que a la reportada hacia laminina y fibronectina. Dicha unién
también es inhibida por la manosa.

Pidherney et al., en 1993, reportaron que las amibas se adhieren a la coérnea de
cerdo y de humano de manera mas eficiente de lo que se adhieren a la cornea de
raton, rata y conejo, lo que sugiere una adherencia especifica.

Alizadeh et al.,, en 2004, mencionan que el Corynebacterium xerosis un
componente de la flora ocular, contiene grandes cantidades de manosa y se le

asocia con la infeccion de queratitis amibiana.
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Con respecto a la fase quistica se determind que de la misma manera los quistes
son capaces de adherirse a diferentes superficies y lo hacen de manera pasiva, lo
cual es importante si se considera que estas formas de resistencia pueden
adherirse a los lentes de contacto y a la superficie corneal en donde pueden

enquistar e iniciar la invasion del tejido blando (Kelly y Xu, 1995).

3.9.2. Migracion

Esta depende del tipo de movimiento del protozoo, el cual es lento en cepas de
Acanthamoeba. La temperatura juega un papel importante en este proceso ya que
se ha observado que algunas amibas migran mejor a 30 °C que a temperaturas
mas altas. Se cree que el avance lento de la amiba es el que determina un curso
cronico en las infecciones que provocan (Badenoch et al., 1990; Morton et al.,
1991).

3.9.3. Invasion de tejidos

La penetracion a las superficies mucosas, posterior a la adherencia y la
colonizacion, es un paso importante en el proceso invasivo de estas amibas.

Se sabe que las proteasas producidas por las amibas son importantes en la
invasion tisular, migracion y dafo al huésped. Esta actividad proteolitica ha sido
reportada también en diferentes parasitos (McKerrow, 1993).

He et al., en 1990, reportaron un estudio in vitro e in vivo en el que productos de
excrecion y secrecion de trofozoitos de A. castellanii fueron capaces de degradar
colagena de tipo I, sin embargo no se pudo afirmar si se trataba de una sola
enzima o el resultado de la accion de mas de una.

Mitra et al., en 1994, demostraron y caracterizaron parcialmente la actividad de
tres enzimas; serina, cisteina y metaloproteasas capaces de degradar colagena de
tipo |I. Hadas y Mazur, en 1993, evaluaron ocho especies de Acanthamoeba vy
todas produjeron una serin proteasa de 35 kDa y otra de 65 kDa.

Leher et al., en 1998, encontraron que los trofozoitos de Acanthamoeba expuestos

a manosa por 48 horas o mas, eran capaces de liberar una serin proteasa de 100
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kDa y a su vez producir una citolosis independiente de contacto en células
epiteliales de cornea.

Alfieri et al., en el 2000, evaluaron la actividad proteolitica de extractos totales
amibianos y del medio condicionado (cultivo en fase logaritmica de crecimiento de
72 hrs) de A. polyphaga encontrando: cistein proteasas de 43, 59, 70, 100-130
kDa, de las cuales las de 43, 70 y 130 kDa se detectaron en el medio
condicionado; serin proteasas de 45, 60, 75, 100-110 kDa que se liberan al medio
de cultivo.

Kinnear en el 2004, evalu6 la capacidad de patogenicidad que producen los
trofozoitos de Acanthamoeba castellanii sobre las células de la coérnea,
concluyendo que las células epiteliales realizan una importante funcion de barrera
contra la infeccidn ya que dificultaron el inicio de la penetracién de los trofozoitos.
Rocha et al., 2009, evaluaron los mecanismos de patogenicidad de Acanthamoeba
culbertsoni, sobre la membrana basal y el estroma corneal, encontrando que la
actividad proteolitica juegan un papel muy importante en la invasion de la amiba.
En general se piensa que la virulencia de las diferentes especies y cepas de
Acanthamoeba puede variar significativamente aun dentro de la misma especie,
misma que disminuye con el tiempo de permanencia en los medios de cultivo
(Hadas y Mazur, 1994).

John en 1993, reporta que es conveniente mantener o bien aumentar la virulencia
de las amibas haciéndolas crecer en cultivos de tejido, asi como a través de

inoculaciones intranasales repetidas en raton.

3.10. Modelos experimentales de queratitis amibiana

La implementacién de un modelo experimental de QA es prioritaria para el estudio
de los mecanismos de patogenicidad que llevan a cabo las amibas en la cornea.
Es necesario conocer la serie de pasos que tienen lugar desde que las amibas
entran en contacto con la cérnea hasta que le producen el dano suficiente para
impedir una vision adecuada. El conocimiento y analisis de este proceso en un
modelo animal finalmente deben dirigirse a la aplicaciéon de nuevos tratamientos

para la patologia corneal amibiana.
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Un modelo experimental ideal de QA es aquel que semeje la patologia que se
reporta para la cérnea humana. El modelo debe satisfacer los postulados de Koch
en la que la infeccion debe ser producida por organismos vivos, los parasitos

viables deben aislarse de los tejidos afectados y crecer en cultivos axénicos.

Desde que se diagnosticaron los primeros casos de QA, se comenzaron a
implementar los primeros modelos experimentales de esta infeccién ocular sin
mucho éxito. En todos ellos se han tratado de explicar los mecanismos de dafo
que llevan a cabo los trofozoitos y quistes en la QA. Los estudios mas

representativos se detallan a continuacion:

Font et al. en 1981 y Cote et al. en 1991, inyectaron intraestromalmente trofozoitos
y quistes de A. polyphaga en conejos pre-tratados con esteroides (via
subconjuntival por 4 dias). Los conejos mostraron una queratitis estromal y
ulceraciones corneales. Sin embargo, ahora se sabe que la infeccién en humanos
no se asocia a condiciones de inmunosupresion como lo es la infecciéon en el

sistema nervioso central.

Badenoch et al. en 1990, consideraron que las amibas necesitaban ser inoculadas
con una bacteria frecuentemente aislada de casos de queratitis bacteriana;
Corynebacterium xerosis, por lo que la inocularon intraestromalmente con
trofozoitos de Acanthamoeba en ratdén. Sin embargo los resultados no fueron

reproducibles.

Van Klink et al. en 1993, demostraron que la QA no podria producirse
introduciendo trofozoitos a través de una inyeccién intraestromal, intraconjuntival,
o a través de la aplicacion topica de trofozoitos a la superficie corneal

intencionalmente danada.

Los modelos anteriores fueron poco prometedores y poco significativos debido a
que ninguno de éstos considerd llevar a cabo un modelo que semejase la via
natural de infeccion, es decir, por medio de contacto directo de trofozoitos o

quistes a la superficie corneal.
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Niederkorn et al. en 1992, demostraron en estudios in vitro que Acanthamoeba no
se adhiere a la superficie corneal de rata, ratén, conejo entre otros seis mamiferos
estudiados y solamente se adhirieron eficientemente a la coérnea de humano,
cerdo y hamster chino. Sus resultados los sustentaron considerando que la
adherencia de los trofozoitos a una superficie corneal previamente dafiada era un

factor de riesgo para la QA.

Con base en estos resultados Van Klink et al., en 1993, establecieron un modelo
de QA en hamster chino y cerdo, a los que se les provocé una abrasion intencional
previa a la interaccion, que involucré el 25 % de la superficie corneal y
posteriormente se les colocaron por siete dias lentes de contacto con trofozoitos
de A. castellanii adheridos a éstos. No obstante que estos modelos parecen mas
relevantes que los anteriores, en éstos se presenta una resolucion espontanea de
la infeccion con la desaparicion de los signos clinicos de una inflamacién corneal,
ademas de la imposibilidad de recuperar trofozoitos o quistes de las muestras

cornéales en etapas cronicas de la infeccion.

Omana-Molina et al., en el 2004, implementaron un modelo experimental in vitro,
utilizando al hamster dorado de Siria (Mesocricetus auratus) como modelo
experimental sin lesion corneal previa. A través de la interaccion de amibas en
tiempos cortos, fue posible evaluar las alteraciones morfologicas y

electrofisioldgicas que estos protozoos producen en la cornea.

Quijano et al. en el 2006, evaluaron a conejos inmunosuprimidos sistémica y
topicamente, en un modelo para reproducir la infeccion corneal causada por
Acanthamoeba castellanii y Acanthamoeba polyphaga, concluyendo que a pesar
de haberse incrementado factores importantes de riesgo tales como la
desepitelizacion corneal y la inmunosupresion, no fue posible reproducir la

enfermedad.
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4. JUSTIFICACION

Para prevenir y controlar las patologias que las amibas del género Acanthamoeba
ocasionan es indispensable conocer los aspectos bioldgicos de estos agentes
causales, asi como los mecanismos de patogenicidad que llevan a cabo desde
que entran en contacto con su huésped, las vias de invasién, mecanismos de
evasion de la respuesta inmune, entre otros, sin embargo, en el caso particular de
Acanthamoeba, hasta el momento no se conocen con certeza los mecanismos de
patogenicidad de estas amibas en la cornea humana. De forma general se
considera que la adherencia, migracion y penetracion en el tejido juegan un papel
importante en el proceso de invasion de estos protozoos, sin embargo, no se han
descrito de manera precisa los pasos que se llevan a cabo desde que las amibas
se adhieren al epitelio corneal hasta que se produce el dafio en la cérnea humana.
Se desconoce también si el trofozoito participa activamente en los mecanismos de
patogenicidad de las amibas.

A través de la implementaciéon de un modelo experimental de QA in vitro utilizando
al hamster dorado de Siria (Mesocricetus auratus) como animal de
experimentacion (Omafia-Molina et al., 2004), se ha podido demostrar que no es
necesaria la existencia de una lesidn corneal previa para que las amibas
provoquen dafio como otros investigadores afirmaban, de modo que seria
importante detallar la forma en la que las amibas invaden la cérnea de origen
humano y poder validar los hallazgos reportados in vitro, y de este modo continuar
con el analisis y descripcion del proceso de invasion de estas amibas en este
tejido blanco con el propdsito final de evitar que estos organismos provoquen
infecciones crénicas de dificil diagnostico y resolucion.

Por lo anterior, se propone en el presente estudio que a través de la observacion
de la interaccion entre Acanthamoeba castellanii (una de las especies de
Acanthamoeba mas frecuentemente aisladas de casos de queratitis amibiana),
con la cornea humana en diferentes tiempos, se pueda describir el proceso inicial

de la invasion y la posible penetracion de las amibas al tejido corneal.
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5. OBJETIVOS
5.1. Objetivo General

Evaluar los eventos morfolégicos tempranos que tienen lugar durante la
interaccién de la fase tréfica de Acanthamoeba castellanii y sus productos (medio
condicionado) en la cérnea humana, a través de microscopia electronica de

barrido y microscopia de luz.
5.2. Objetivos Particulares
Evaluar la virulencia de Acanthamoeba castellanii.

Determinar la viabilidad de Acanthamoeba castellanii en la proporcion 6ptima
entre el medio axénico y el medio de transporte y conservacién de la cérnea

humana (optisol), para llevar a cabo las interacciones.

Describir morfolégicamente los mecanismos de patogenicidad de formas tréficas y
medio condicionado de Acanthamoeba castellanii, en la cornea humana a través

de microscopia electrénica de barrido y microscopia de luz.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1. Obtencién de la cepa amibiana

Se trabajd con una de las especies del género Acanthamoeba mas
frecuentemente aisladas de casos de QA; Acanthamoeba castellanii. La cepa en
estudio se recolecté de lentes de contacto de una persona sin infeccion corneal,
en el Hospital “Asociacion para evitar la ceguera en México Luis Sanchez Bulnes”
y fue aislada e identificada por Hernandez, (2002), en el Laboratorio de
Microbiologia Ambiental de la Unidad de Investigacion Interdisciplinaria para las

Ciencias de la salud y la Educacién (UIICSE) de la FES-Iztacala.

La cepa amibiana se recibié en medio axénico y se hizo crecer en cajas de cultivo
con medio bactocasitona enriquecidas con suero fetal bovino al 10 % las cuales se
incubaron a una temperatura de 30 °C -determinada previamente como
temperatura Optima para su desarrollo-, hasta alcanzar su fase logaritmica de
crecimiento (72h), asegurando con ello contar con cultivos en las mejores

condiciones.

Cultivos amibianos masivos. Para favorecer el desprendimiento de los
trofozoitos, las cajas de cultivo se colocaron sobre hielo durante tres minutos, se
agitaron y el contenido de la caja se vacio en tubos de polipropileno de 15 ml. De
cada tubo se tomaron 10 ul y se colocaron en una camara de Neubauer para

contar la cantidad total de trofozoitos.

Las amibas suspendidas en los tubos se concentraron por medio de centrifugacién
a 2500 rpm durante 10 minutos y se desechd cuidadosamente el sobrenadante,

para poder utilizarlas en cada una de las interacciones.

Todos los experimentos se llevaron a cabo bajo las mismas condiciones para

poder asegurar que se trabajoé con un 100 % de trofozoitos sin formas quisticas.
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6.2. Evaluaciéon de la virulencia de las amibas en estudio

Se determind la virulencia de la cepa en estudio a través de la inoculacién
intranasal de 1x10° trofozoitos en cinco ratones Balb/c machos de 21 dias de edad,
de acuerdo a la técnica propuesta por Culbertson et al. (1959), en la que se produjo
una infeccion en el SNC de los ratones. Todos los animales se observaron
diariamente y recibieron un cuidado convencional. De acuerdo con Culbertson los
animales enfermos o moribundos fueron sacrificados y aquellos aparentemente
sanos se sacrificaron después de 21 dias. El cerebro, pulmones, higado y rifiones
de los animales recién sacrificados se cultivaron en cajas de Petri con medio no
nutritivo (NNE) a 30 °C para recuperar las amibas y su posterior axenizacion en el

medio bactocasitona.

Con las amibas recuperadas se realizé una vez mas la inoculacion intranasal en

tres ratones Balb/c con el propdsito de aumentar la virulencia de la cepa.

6.3. Corneas humanas

Se trabajd con fragmentos corneales humanos no susceptibles para ser
trasplantados, libres de erosiones corneales (donados por el banco de ojos del
Hospital Juarez de México), con un patron viral, bacterial y micético negativo.

Se conformaron tres grupos de segmentos corneales:

Grupo a) Fragmentos de corneas interaccionadas con 5 x 10° de trofozoitos de
Acanthamoeba castellanii, de cultivos en fase logaritmica de crecimiento (72 h).
Grupo b) Fragmentos de corneas interaccionadas con los productos amibianos
(medio condicionado) de cultivos en fase logaritmica de crecimiento (72 h).

Grupo c) Considerado como grupo control, el cual se interacciond con el medio
bactocasitona el cual es el 6ptimo para el desarrollo amibiano y medio optisol
necesario para el mantenimiento y preservacion de la cornea humana.

Los ensayos se llevaron a cabo por triplicado. Se evaluaron tiempos tempranos de

interaccion (1, 2y 3 h).
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6.3.1. Medio 6ptimo para llevar a cabo las interacciones de Acanthamoeba
castellanii en la c6rnea humana
Con el proposito de determinar el medio idéneo para el desarrollo de los
trofozoitos de Acanthamoeba castellanii, al momento de ser interaccionadas con
las cérneas humanas.
Se incubaron 5x10° trofozoitos a 36.5 °C durante 24 horas en:

e Medio de transporte optisol.

e Medio optisol y bactocasitona 1:1.

e Medio optisol y bactocasitona 1:3.
La viabilidad de las amibas se determin6é por medio del recuento de células vivas

integras por la prueba de exclusion de azul tripano 0.4% (Anexo 1).

6.3.2. Estandarizacion de las condiciones 6ptimas para la interaccion de las

amibas en la c6rnea humana

Los fragmentos corneales se colocaron en placas de 24 pozos y se expusieron en
ensayos separados con:

e Medio de transporte de las corneas (optisol).

e Medio optisol y medio bactocasitona 1:1.

e Medio bactocasitona.
Se incubaron a 36.5 °C durante 3 horas y se procesaron de acuerdo a la técnica
convencional para microscopia electronica de barrido con el proposito de
determinar el medio idoneo para conservar en Optimas condiciones la cérnea

humana.

6.3.3. Interaccion de Acanthamoeba castellanii con la c6rnea humana.
6.3.3.1. Microscopia electronica de barrido.

Los fragmentos corneales se colocaron en placas de 24 pozos, se lavaron con
PBS estéril, para posteriormente ser interaccionadas con 5x10° trofozoitos de
Acanthamoeba castellanii concentrados en 0.2 ml de bactocasitona y se incubaron

a 36.5 °C en los tiempos preestablecidos (1, 2y 3 h).
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Las muestras se fijaron con glutaraldehido al 2.5 % en amortiguador de cacodilato
de sodio al 0.1 M y se procesaron de acuerdo a la técnica convencional para
microscopia electronica de barrido en donde las muestras se deshidrataron en
soluciones crecientes de etanol (70-100 %). Se secaron a punto critico a partir de
CO; liquido. Se montaron en bases de aluminio con plata coloidal y con un
ionizador se cubrieron con una fina capa de oro (30nm) para observarse al
microscopio electrénico de barrido PHILLIPS XL-30 ESEM.

6.3.3.2. Microscopia electrénica de transmision.

Se manipulo el tejido corneal bajo las mismas condiciones descritas
anteriormente. Al término de cada tiempo de interaccion, las muestras se fijaron en
glutaraldehido al 2.5 % en amortiguador de cacodilato de sodio al 0.1 M y se
postfijaron con tetradéxido de osmio al 1 % por una hora y se deshidrataron en
soluciones crecientes de etanol (70-100 %), se transfirieron a éxido de propileno
(dos cambios de 30 min), posteriormente a una mezcla de 6xido de propileno y
resina epoéxica (1:1) por 12 h y finalmente se dejaron en resina epdxica toda la
noche a 60°C. Se hicieron cortes semifinos de las muestras con un grosor de 0.2
micras, los cuales fueron tefidos con azul de toluidina y examinados en el

microscopio de luz.

6.3.4. Interaccion del medio condicionado de Acanthamoeba castellanii con

la cornea humana.

Los fragmentos corneales se colocaron en placas de 24 pozos y se
interaccionaron con el medio condicionado de cultivos en fase logaritmica de
crecimiento (72 h) el cual se pasoé por un filtro Corning de 0.22 ym para asegurar

la ausencia de trofozoitos y se incubaron a 36.5 °C durante 1,2y 3 h.
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7. RESULTADOS
7.1. Evaluacion de la virulencia de las amibas en estudio.

La evaluacion de la virulencia de la cepa en estudio se llevd acorde a lo
establecido en la metodologia. Los ratones inoculados intranasalmente con
trofozoitos de Acanthamoeba castellanii no murieron a los 21 dias después de
haber sido inoculados por lo que se dejaron transcurrir cuatro dias mas con el
mismo resultado, después se sacrificaron conforme a la técnica propuesta por
Culbertson et al., 1959. Se extrajeron: higado, riidn, cerebro y pulmones, se
colocaron en cajas Petri que contenian medio NNE enriquecido con Enterobacter
aerogenes inactivada por calor y se incubaron a 30 °C. Los trofozoitos se

recuperaron de todos los érganos (Tabla 1).

Dia 25

Dia 25 +++ +++ ++ ++

Dia 25 +++ +++ ++ ++

Dia 25 +++ +++ ++ ++

Dia 25 +++ +++ ++ ++
Crecimiento amibiano: escaso + moderado ++ abundante +++

Tabla 1. Recuperacién de amibas de los distintos 6rganos de ratones Balb/c,
después de haber sido sacrificados 25 dias post inoculacion intranasal con

1x10%/20 pl trofozoitos de Acanthamoeba castellanii.

Con el propésito de aumentar la virulencia, con las amibas recuperadas se realizo

una vez mas la inoculacion intranasal en tres ratones de la cepa Balb/c. En esta
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ocasion tampoco murieron los ratones, sin embargo, nuevamente se recuperaron

los trofozoitos de los cuatro 6rganos, con los mismos resultados.

7.2. Medio 6ptimo para llevar a cabo las interacciones de Acanthamoeba

castellanii en la c6rnea humana.

Se observd que el medio optisol y la combinacion de los medios optisol-
bactocasitona 1:1 asi como optisol-bactocasitona 1:3, no favorecieron el
crecimiento de Acanthamoeba castellanii, el bactocasitona permitié un crecimiento
abundante ya que se observaron 100 % de formas troficas durante las 24 h de

incubacion.

S L S i P e
# troficas | quisticas

5x 10 ° 24 h Escaso 20 % 80 %

5x 10° 24 h Moderado 40 % 60 %

Optisol y bactocasitona 1:3 | EE&0E 24 h Moderado 40 % 60 %
5x10° 24h  Abundante 100 % 0 %

Tabla 2. Incubaciéon de 5 x 10 °ml trofozoitos de Acanthamoeba castellanii en
diferentes proporciones de medio de transporte de cérnea humana y medio de
cultivo amibiano Bactocasitona; optisol, optisol/bactocasitona 1:1,
optisol/bactocasitona 1:3 y bactocasitona incubados 24 horas a 36.5 °C, la

viabilidad se determind con la prueba de exclusion de azul tripano 0.4%.

El crecimiento adecuado de la amiba se obtuvo mediante la incubacién con el
medio bactocasitona enriquecido con suero fetal bovino al 10 %, lo que permitié
trabajar con una poblacién de 100 % de amibas en estado tréfico y con una
viabilidad mayor al 98 %. La fase logaritmica de crecimiento se obtuvo a 72 h.
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7.3. Condiciones Optimas para la interaccion de Acanthamoeba castellanii

en la c6rnea humana.

El manejo adecuado de los segmentos corneales permitié asegurar que se trabajo
en las mejores condiciones, es decir con coérneas intactas ya que no se
observaron alteraciones en su morfologia ni signos de dafio previo a la

interaccion.

En ensayos diferentes se evalud el medio optisol (medio 6ptimo para el transporte
de corneas), optisol-bactocasitona 1:1 y bactocasitona (medio optimo para el

desarrollo amibiano), incubados a 36.5 °C durante 3 h.

Los fragmentos corneales que se incubaron con optisol-bactocasitona 1:1,

mostraron una superficie corneal con abundante descamacion (Fig. 1A).

La superficie corneal presenté alteraciones en su morfologia ya que se perdieron
las uniones celulares del epitelio lo que provoco el desprendimiento de numerosas

células (Fig. 1B).

Las corneas que se incubaron con optisol, mostraron descamacion abundante en
toda la superficie (Fig. 1C), ademas de que en algunas zonas se pueden distinguir
separaciones celulares de gran tamano, lo que indica que la superficie corneal no

conservé su morfologia normal al término del tiempo de interaccion (Fig. 1D).

Mediante la interaccién con el medio bactocasitona se pudo observar que no se
produjeron alteraciones morfoldgicas en la estructura del epitelio corneal, por lo
cual se considerd que el medio bactocasitona es el idoneo para poder llevar a
cabo la interaccion de los trofozoitos de Acanthamoeba castellanii con la cérnea
humana ya que por una parte favorecio el crecimiento amibiano, asi como ayudo a

preservar mejor las muestras corneales (Fig. 1E).

Las corneas incubadas con bactocasitona fueron consideradas como coérneas
control ya que se observd una morfologia de apariencia normal con una
descamacion moderada y sin evidencia de dafio al epitelio, ulceracion, exfoliacion

celular excesiva o de algun otro defecto observado (Fig. 1F).
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Figura 1. Microscopia electronica de barrido. Interaccion de la cérnea humana
con optisol y bactocasitona a diferentes concentraciones durante tres horas. A) Se
observan alteraciones anormales del epitelio corneal (CE) B) Numerosas células
del epitelio corneal (CE) se encuentran desprendidas (flechas). Optisol C) La
superficie del epitelio corneal (CE) muestra una desepitelizacion abundante. D) En
algunas zonas se observan separaciones entre las células del epitelio (CE) que
abarcan grandes areas (flecha). Bactocasitona E) Se observa una morfologia del
epitelio corneal (CE) de apariencia normal F) Se observan las células del epitelio

corneal (CE) sin alteraciones en la superficie (flecha).
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7.4. Interaccion de Acanthamoeba castellanii con la c6rnea humana.
7.4.1. Andlisis morfologico a través de microscopia electronica de barrido.

Una vez determinadas las condiciones 6ptimas para la interaccion de la amiba con
la cérnea humana se llevo a cabo la interaccion de trofozoitos de Acanthamoeba

castellanii acorde a la metodologia planteada.
Primera hora de interaccion.

Mediante el andlisis de las micrografias obtenidas del microscopio electronico de
barrido se puede observar que desde la primera hora de interaccién, abundantes
trofozoitos de Acanthamoeba castellanii se adhirieron a toda la superficie corneal,
ya sea solos o0 en grupos los cuales desplazaron a las células del epitelio ademas
de que comenzaron a migrar hacia las uniones celulares iniciando con la invasion

del tejido de la cérnea (Fig. 2A).

En varias imagenes fue posible observar que numerosos trofozoitos rodean a las

células del epitelio que han sido desprendidas de la superficie iniciando

aparentemente el proceso de fagocitosis (Fig. 2B).

Figura 2. Microscopia electronica de barrido. Trofozoitos de Acanthamoeba
castellanii interactuando con cérnea humana. (Primera hora). A) Se observan
trofozoitos (t) de Acanthamoeba sobre y debajo de células del epitelio corneal (ce).
B) Los trofozoitos (t) rodean a las células epiteliales (ce) y comienzan el proceso

de fagocitosis.
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Segunda hora de interaccion.

En la segunda hora de interaccion los trofozoitos continuaron con la invasién de la
capa media del epitelio ya que levantaron a las células mas superficiales lo cual

les permitié avanzar hacia las capas subsecuentes del epitelio corneal (Fig. 3A).

Se observaron abundantes trofozoitos penetrando las capas mas superficiales de
la cornea colocandose debajo de éstas y formando bultos en la superficie. En
repetidas ocasiones se observaron trofozoitos entre las células epiteliales, muchas
de ellas se desprendieron de la superficie y comenzaron con frecuencia fueron

fagocitadas a través de bocas fagociticas (Fig. 3B).

Figura 3. Microscopia electronica de barrido. Trofozoitos de Acanthamoeba
castellanii interactuando con coOrnea humana. (Segunda hora). A) Los
trofozoitos (t) han separado y dafiado por completo a las células epiteliales (ce). B)
Se observan que los trofozoitos se encuentran fagocitando a las células del

epitelio con ayuda estructuras que se asemejan a bocas fagociticas (flecha).
Tercera hora de interaccion.

Después de tres horas de interaccion se observo dafo y desorganizacion celular
en las capas mas profundas del epitelio corneal, en donde los trofozoitos
penetraron la capa de las células basales y adoptaron una morfologia extendida
con multiples acantépodos con los que cubrieron varias células a un mismo tiempo
(Fig. 4A).
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Durante este tiempo de interaccion las amibas continuaron su migracion hasta la
membrana de Bowman provocando la desorganizacién de la arquitectura normal

de la cérnea (Fig. 4B).

Figura 4. Microscopia electronica de barrido. Trofozoitos de Acanthamoeba
castellanii interactuando con cornea humana. (Tercera hora). A) Los
trofozoitos adoptan una morfologia que se extiende por varias células corneales.
B) Los trofozoitos (t) fagocitaron y desorganizaron a las células epiteliales y se

mantuvieron sobre la membrana de Bowman.

Cabe destacar que se observaron algunas amibas en procesos de division celular
sobre la membrana de Bowman, indicando que las amibas se encontraban en
perfectas condiciones lo que sugiere que son capaces de sobrevivir y proliferar en

el tejido corneal (Fig. 5A).

A lo largo de los tiempos de interaccion fue posible observar que los trofozoitos

presentaban estructuras semejantes a bocas fagociticas (Fig. 5B).
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Figura 5. Microscopia electrénica de barrido. Trofozoitos de Acanthamoeba
castellanii dividiéndose durante la interaccion. A) Se observa que las amibas
adoptan una forma alargada en el momento de su division por fision binaria sobre
la membrana de Bowman (flecha). B) A tres horas de interaccion un trofozoito

presenta una estructura semejante a un amebostoma (flecha).

7.4.2. Andlisis morfolégico a través de microscopia de luz.

Los fragmentos de codrneas interaccionadas con Acanthamoeba castellanii se
procesaron para microscopia electrénica de transmisiéon sin embargo solo fue
posible observar cortes semifinos los cuales se analizaron a través de microscopia
de luz en donde se pudo confirmar lo observado con el microscopio electrénico de

barrido.

Desde la primera hora de interaccién, los trofozoitos de Acanthamoeba castellanii
se adhirieron a la superficie corneal y comenzaron a migrar hacia las uniones
celulares. En tiempos mas largos de interaccion (2-3 h) los trofozoitos alcanzaron
la membrana de Bowman y fagocitaron las células basales. Durante las
interacciones algunos trofozoitos mostraron la morfologia clasica amibiana con

sus caracteristicos acantopodos y numerosas vacuolas (Fig. 6 A).

Los trofozoitos mantuvieron una morfologia clasica como en las placas de cultivo,

sin embargo, se observaron diferencias morfolégicas solo cuando penetraron a

36



través de las uniones celulares en donde adoptaron una forma alargada para

pasar entre los espacios reducidos (Fig. 6 B).

Figura 6. Microscopia de luz 40X. Cortes semifinos tefiidos con azul de toluidina
en los eventos tempranos de interaccién (2, 3 h) entre los trofozoitos de A.
castellanii con la cérnea humana. A) los trofozoitos han migrado hacia la
membrana de Bowman (Bm). Un trofozoito (T) se encuentra separando una célula
basal de la cérnea. Los trofozoitos se observan con su caracteristica morfologia,
tales como vacuolas contractiles, un gran nucleo céntrico (flecha) y un nucléolo
con cromatina condensada, asi como acanthopodos de diferentes tamafos. B) un
trofozoito (t) ha cambiado su morfologia para ocupar los espacios entre dos de las
células basales con el fin de llegar a la membrana de Bowman. Se observa una

vacuola digestiva con restos celulares (cabeza de flecha).
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7.5. Interaccion del medio condicionado de Acanthamoeba castellanii con la

cérnea humana.

Mediante el analisis de las imagenes obtenidas a través del microscopio
electronico de barrido de la interaccion del medio condicionado de Acanthamoeba
castellanii con la cornea humana, se pudo observar que la superficie corneal sufre
alteraciones en su morfologia desde la primera hora, ya que se pueden distinguir
la pérdida de las uniones celulares (Fig. 7A). Durante la segunda hora numerosas
células se han desprendido del epitelio, ademas se pudo observar un dafo en la

superficie corneal (Fig. 7B).

Después de tres horas se pudo observar que la superficie corneal sufrié dano ya

que algunas células del epitelio se encontraron totalmente desprendidas de la

superficie (Fig. 7C).

Figura 7. Microscopia electrénica de barrido. Interaccion del medio
condicionado con la cérnea humana. Se observdé dano a las capas mas
superficiales de la cérnea humana proporcional a la hora de interaccion. A)
Durante la primera hora de interaccion se observan pequefias alteraciones en la
superficie corneal (flecha). B) En la segunda hora de interaccién se pueden
observar abrasiones e la superficie corneal. C) A la tercera hora la pérdida de las
uniones celulares es mas evidente ya que se observaron células del epitelio

corneal parcialmente desprendidas de la superficie (flecha).
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8. DISCUSION

La implementacion de modelos experimentales en donde se puedan explicar los
mecanismos de patogenicidad que llevan a cabo las amibas en la cérnea humana

es de gran importancia para poder comprender a la queratitis amibiana.

En los ultimos afos se han implementado distintos modelos experimentales de la
QA, utilizando diversas especies de animales como: ratén, rata, hamster chino,
conejo y cerdo (Font et al., 1981; Badenoch et al., 1990; Cote et al., 1991,
Niederkorn et al., 1992; Quijano et al., en el 2006), en los que se ha tratado de
explicar los procesos de dafno que llevan a cabo las amibas en la cérnea, sin
embargo, todos ellos han sido poco significativos ya que no pudieron explicar los
procesos tempranos de invasion que llevaron a cabo los trofozoitos sobre la
coérnea, ademas de que la forma en la que se efectud la interaccién de las amibas
con el tejido corneal no se asemeja a la via natural de la infecciébn ya que en
algunos modelos se indujo una lesion intencional previa de mas del 25% de la
superficie corneal. Recientemente se propuso al hamster dorado de Siria
(Mesocricetus auratus) como un modelo adecuado para el estudio de los eventos
tempranos de la QA (Omana et al., 2004). En dicho trabajo se describieron los
mecanismos de patogenicidad que llevaron a cabo dos de las especies mas
frecuentemente aisladas de casos de QA: Acanthamoeba castellani y
Acanthamoeba polyphaga, las cuales invadieron y provocaron dafio al epitelio
corneal intacto. La secuencia de eventos reportados por Omafa et al., 2004, en el
modelo de hamster, fue muy similar a lo observado en el presente estudio ya que
fue posible demostrar que Acanthamoeba castellanii es capaz de invadir y
provocar dafio en cérneas humanas intactas en dos horas y no en 12 como lo
reportaron los investigadores antes mencionados. En ambos modelos no hubo
necesidad de inducir una lesidén corneal previa a la interaccién a diferencia de
Clarke y Niederkorn et al., 2006 los cuales consideraban que era indispensable la
existencia de una lesion en la superficie de la cornea que permitiera la invasién de
las amibas. Con lo anterior se comprueba que los trofozoitos de Acanthamoeba

castellanii fueron capaces de provocar un efecto citopatico en la cornea humana
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sin que un traumatismo sea el requisito previo para que éstos puedan provocar la

infeccion.

A través de la implementacion de este modelo experimental, fue posible asegurar
que el dafio causado a la cornea fue producido por los trofozoitos y su medio
condicionado, es decir el medio en el cual son cultivados. Lo anterior es posible
asegurarlo ya que se trabajé con una poblacion 100 % en estado tréfico con una
viabilidad mayor al 98 %, a la cual se le aumento la virulencia (en un modelo
murino de EAG) dias previos al momento en que se llevé a cabo la interaccion con
la cornea humana. A través de la inoculacién de las amibas en dicho modelo fue
posible corroborar la capacidad invasiva de los trofozoitos, que si bien no
provocaron la muerte de los ratones en experimentacion, si fue posible su

recuperacion de diversos érganos como ya fue descrito en los resultados.

Las condiciones en las que se llevaron a cabo las interacciones fueron 6ptimas. El
medio bactocasitona favorecié el crecimiento amibiano y contribuy6 a preservar
mejor las muestras corneales; no obstante que el medio optisol es utilizado
cotidianamente como el ideal para el transporte y conservacién de las cérneas
humanas (Galan et al., 2001), este resulté no ser el mejor para los propésitos de
este trabajo, lo cual puede deberse a que se recomienda mantenerlo a 4 °C, por
un periodo no mayor de siete dias, en el presente estudio se trabajo a 36.5 °C y

posiblemente ese factor no favorecio a la cornea.

Mediante el analisis de la interaccion de Acanthamoeba castellanii con la cornea
humana fue posible observar el proceso de invasion de la amiba, el cual comenzdé
con la adherencia de los parasitos en la superficie corneal ya sea solos o0 en
grupo, seguido de la migracién de los trofozoitos hacia la uniones celulares y la
penetracion de las capas mas superficiales de la cornea desde la primera hora de

interaccion.

El efecto que provocaron los trofozoitos de Acanthamoeba castellanii sobre la
cérnea humana, origind lesiones en toda la cérnea y no se limitd a una zona en

particular a diferencia de lo reportado por Moore et al., en 1991, los cuales
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mencionan que la lesién causada por Acanthamoeba castellanii interaccionada por
doce horas con la cérnea humana se limité a las zonas cercanas a la esclera y en

la parte central del epitelio.

La penetracion de uno o varios trofozoitos en las capas subsecuentes de la cérnea
propicia la formacién de numerosas protuberancias las cuales se han reportado
por Moore et al. en 1991, en el cual los autores no encontraron una explicacion,
sin embargo Omaina et al., 2004, al igual que en el presente estudio, se encontro
que las protuberancias son el resultado de la penetracion de uno o numerosos
trofozoitos que finalmente desprenden a las células del epitelio corneal. La forma
en la cual los trofozoitos se mantienen por debajo de las capas del epitelio puede

provocar una elevada dificultad en el diagnéstico de la infeccidn.

Moore et al. en 1991, también observaron que durante el proceso de invasion de
tejidos, los trofozoitos difieren morfolégicamente de amibas que se mantienen en
cultivos, sin embargo en el presente estudio se observaron diferencias
morfolégicas s6lo cuando los trofozoitos penetraron a través de las uniones

celulares en donde adoptaron formas alargadas.

Los mecanismos de invasion de las amibas hacia el tejido corneal no parecen
depender de la cantidad de trofozoitos ya que solos o en grupo fueron capaces de
invadir la cérnea humana, ademas de que a lo largo de las interacciones se
encontraron amibas en proceso de division lo que sugiere que aumenta el numero

de trofozoitos durante la infeccion.

Es probable que los factores de virulencia que permiten la adherencia y la
penetracion de la amiba en las primeras capas del epitelio, se logren gracias a la
combinacién de mecanismos dependientes de contacto (adherencia y fagocitosis)
y mecanismos independiente de contacto (proteasas extracelulares), reportados
por Khan, 2009.

La adherencia de las amibas puede estar mediada por varias proteinas de distinto

peso molecular (107 KDa, 136 KDa y 207 KDa) expresada por la superficie de la
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amiba las cuales se unen a la manosa de las células del epitelio (Marciano-Cabral
y Cabral, 2003; Clarke y Niederkorn, 2006; Visvesvara et al., 2007).

Una vez que las amibas se adhieren, el siguiente paso de la infeccién por
Acanthamoeba es la fagocitosis. En el presente estudio se observdé que la
fagocitosis juega un papel importante en los mecanismos de patogenicidad de la
amiba ya que las células de la superficie corneal fueron fagocitadas por los
trofozoitos, con ayuda de estructuras semejantes a bocas fagociticas, las cuales
se han relacionado en los procesos de ingestién celular (Marciano-Cabral y
Cabral, 2003; Omafia-Molina et al., 2004).

Es importante mencionar que en el tiempo maximo de interaccion (3 horas) los
trofozoitos llegaron hasta la membrana de Bowman provocando una
desorganizacidén en la estructura celular a consecuencia del desplazamiento y
fagocitosis de las células epiteliales. Durante los tiempos de interaccién no se
observd migracion hacia el estroma, sin embargo se sabe que Acanthamoeba es
capaz de adherirse e invadir la matriz extracelular (Rocha et al., 2009), y es
posible que en tiempos mas largos de interaccion los trofozoitos sean capaces de

invadir el estroma corneal.

De acuerdo a los mecanismos independientes de contacto se encontré6 que
mediante la interaccién del medio condicionado con la cdrnea fue posible observar
un dafo directo sobre la superficie, proporcional al tiempo de interaccion el cual
consistid en la desorganizacion de las células epiteliales atribuible a la presencia

de enzimas proteoliticas extracelulares independientes de contacto.

Se ha reportado la presencia de varias enzimas proteoliticas en los medios
condicionados de las amibas tales como: serin proteasas, cistein proteasas
(Serrano et al, 2005), metaloproteasas, elasteasas (Clarke y Niederkorn, 2006;
Khan, 2006), las cuales se relacionan con la induccién de factores de citélosis

sobre las células del epitelio.

Consideramos que la actividad enzimatica puede facilitar la separacion de las

células pero no puede destruir el tejido de la cérnea ya que mediante la interaccion
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del medio condicionado con la cérnea humana fue posible observar un dano
directo sobre la superficie, el cual solo provocé la separacion de las células del
epitelio y no explicaria como las amibas pueden migrar a través del epitelio e

invadir la membrana de Bowman.

Como resultado de nuestras observaciones, proponemos que la migracion de los
trofozoitos entre las células del epitelio ejerce una fuerza mecanica la cual permite
la penetracion hacia las capas mas profundas de la cérnea, lo que explicaria la

perdida de la arquitectura corneal y la invasion de la membrana de Bowman.

9. CONCLUSIONES

Este es el primer estudio que proporciona informacién mas completa sobre los
eventos tempranos de los cambios morfoldgicos que se llevan a cabo durante la
interaccién de trofozoitos de Acanthamoeba castellanii con cérneas humanas sin

dano intencional previo.

El proceso de invasion de Acanthamoeba castellanii en la cornea humana
comienza con la adherencia de las amibas en la superficie corneal, migracion
hacia las uniones celulares, penetracién hacia capas mas profundas de la cérnea
a través de efecto mecanico y posible participacion de enzimatica. El proceso de
fagocitosis tanto de células del epitelio que no han sido desprendidas como de
aquellas que a través del efecto mecanico ya no conforman parte de la
arquitectura normal de la cornea, constituye un mecanismo de patogenicidad que

debe ser considerado mas relevante de lo que habia sido estimado anteriormente.

Los hallazgos descritos en este trabajo son semejantes a lo reportado por Omana-
Molina et al., en 2004 en el que se describié la interaccion de Acanthamoeba
castellanii con la cérnea de hamster dorado de Siria (Mesocrietus auratus),
validando los resultados obtenidos en dicho estudio, por lo que se recomienda
modelo del hamster Dorado de Siria como modelo animal de experimentacién en

futuras investigaciones.
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10. PERSPECTIVAS

Se sugiere llevar a cabo interacciones en tiempos mas largos para poder evaluar
si la amiba es capaz de penetrar hacia las capas mas profundas de la cornea y
evaluar de manera similar el papel que juegan los quistes en el proceso de
invasion. De igual manera seria importante analizar mas a fondo la actividad
proteolitica que present6 el medio condicionado y conocer los tipos de proteasas

que contienen los productos liberados por Acanthamoeba castellanii.
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11. ANEXO

1. Recuento de células por exclusién del azul de tripano.

El azul de tripano se utiliza para diferenciar células vivas de células muertas. Las
células vivas o tejidos con la membrana celular intacta no son coloreados debido a
que las células son muy selectivas a los compuestos que dejan pasar a través de
la membrana. En las células viables el azul de tripano no es absorbido; sin
embargo, atraviesa la membrana de las células muertas. Por lo tanto, las células
muertas se muestran de un distintivo color azul bajo el microscopio. Debido a que
las células son excluidas de la tincion, este método también es llamado Método de

tincidn por exclusion.

1. Se afiaden 90 ml del cultivo amibiano y 10 ml de azul de tripano y se incuba
durante 3 minutos. (Nota: tiempos muy largos de exposicion al colorante pueden

hacer que las células vivas acaben por captar también éste).
3. Recuento celular en un porta objetos se colocan 10 pl de la mezcla de amibas y

azul de tripano, se coloca un cubreobjetos para poder observar al microscopio con

objetivo 40 x, posteriormente se realiza un conteo de 100 amibas.
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