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1. INTRODUCCION

Las amibas patdgenas y oportunistas de vida libre son protozoarios eucariontes,
aerobios que presentan mitocondrias en su citoplasma. Se denominan de vida
libre debido a su capacidad de permanecer en la naturaleza sin un hospedero
intermediario para su supervivencia, transmisién o diseminacion. Sin embargo, en
condiciones desconocidas, pueden también comportarse como protozoarios
parasitos (endoparasitos), tanto del ser humano como de muchos otros
mamiferos, por lo que se consideran organismos anfizoicos (Shibayama-Salas et
al., 2006). Estan ampliamente distribuidos en la naturaleza y han sido aislados en
muestras de diferentes tipos de suelo y agua de todo el mundo. Hay cuatro
géneros que son responsables de infecciones oportunistas 0 no oportunistas en
humanos y otros animales; éstos son Acanthamoeba, Naegleria, Balamuthia y
Sappinia (Trabelsi, et al, 2012). De estos géneros, las especies mas estudiadas
son B. mandrillaris, N. fowleri, varias especies de Acanthamoeba y S. pedata.
Acanthamoeba spp. y B. mandrillaris son patdégenos oportunistas que causan
infecciones del sistema nervioso central, pulmones y piel. S. pedata solo ha sido
reportado un caso de encefalitis no fulminante, aunque se ha considerado su
potencial patdgeno (Visvesvara, et al.,, 2007). De todas éstas, en el presente

trabajo, se analizara a Naegleria fowleri, pues es nuestro objeto de estudio.

1.1 Naegleria fowleri

El género Naegleria consiste de un grupo de ameboflagelados de vida libre.
Existen aproximadamente 30 especies de Naegleria que se han aislado del
ambiente, pero N. fowleri es la Unica que ha sido aislada de humanos. N. fowleri
causa la meningoencefalitis amibiana primaria (MAP), un padecimiento
rapidamente fatal del sistema nervioso central, que ocurre con mayor frecuencia
en niflos y adultos jovenes con historial reciente de actividades acuaticas en
cuerpos de agua (Marciano-Cabral y Cabral, 2007). El primer caso de MAP fue
identificado y descrito por M. Fowler y R.F. Carter en 1965 en un nifio de 9 afios,
en Port Augusta, Australia, y ademas, describieron 3 casos mas (Fowler, y Carter,

1965). N. fowleri se ha encontrado en aguas templadas y salobres, incluyendo



albercas, estanques, lagos, corrientes, aguas termales, aguas contaminadas

térmicamente y aguas residuales (Heggie, 2010).

1.1.2 Taxonomia de N. fowleri

Las amibas del género Naegleria se ubican dentro de la familia Vahlkamfiide. La
clasificacion de las especies de Naegleria estaba basada en caracteristicas
morfologicas del quiste, la tolerancia a la temperatura, criterios inmunolégicos,
patrones enzimaticos y su patogenicidad (De Jonckheere, 2004). Sin embargo,
este sistema de clasificaciébn es sumamente subjetivo, ya que se ha demostrado
gue tales caracteristicas varian dependiendo de las condiciones y el tiempo que
las cepas llevan en cultivos axénicos. Recientemente se ha comenzado a utilizar
criterios moleculares para la clasificacion de las especies de Naegleria, como el
analisis de las subunidades del DNA ribosomal (De Jonckheere, 2004). Basados
en este parametro, se ha propuesto la existencia de 36 especies de Naegleria, de
las cuales, solo N. fowleri es patdégena para el humano. Otras especies como N.
australiensis, N. italica y N. philippiniensis son patdogenas en los modelos
animales, sin embargo, no se ha reportado ningiin caso humano provocado por
alguna de estas especies. N. lovaniensis ha llamado la atencion ultimamente, ya
gue fue la primera especie termofilica no patégena descrita para este género, y
mantiene una estrecha relacion evolutiva con N. fowleri. De tal modo que se ha
propuesto como la contraparte no patégena de N. fowleri y puede ser sumamente
atil en estudios comparativos de mecanismos de patogenicidad; sin embargo,
hasta el momento, N. gruberi es la especie no patdgena que se sigue usando

como control en estudios de patogenia (De Jonckheere, 2011).

1.1.3 Biologia de N. fowleri

Hay 3 estadios morfoldgicos en el ciclo de vida de Naegleria, el trofozoito, el quiste
y el flagelado (Fig. 1). El trofozoito es la forma activa. En esta etapa del ciclo se
lleva a cabo la division celular y la alimentacion. La division es de tipo
metamitética, caracterizada por conservar intactas la membrana nuclear y el

nucléolo durante la cariocinesis. Cuando los trofozoitos se incuban en



amortiguadores no nutritivos, como solucién salina isotonica o amortiguadores de
fosfatos, sufren una diferenciacion hacia la forma flagelada que no es susceptible
de dividirse o alimentarse. Por Ultimo, la etapa del quiste se presenta como una
fase de resistencia o proteccién de las condiciones de desecacion o de ausencia
de nutrientes; regresa a la etapa activa cuando las condiciones nutricionales y
ambientales le sean favorables. El trofozoito constituye el estado activo o invasivo
de N. fowleri. Cuando esto ocurre, la amiba puede desenquistarse, o bien, la forma
flagelada se revierte rapidamente a trofozoito y de esa forma invade. La forma
flagelada y los quistes de N. fowleri nunca se han descrito en tejidos ni en
muestras de liquido cefalorraquideo, donde solamente se ha observado la forma
del trofozoito (Shibayama-Salas et al., 2006).

Los trofozoitos miden de 10 a 25 pum. En cultivo son muy activos y cambian de
forma constantemente. Presentan proyecciones citoplasmaticas conocidas como
pseudopodos o lobdpodos relacionados con la locomocion. Ademas, presentan
otras proyecciones citoplasmaticas conocidas como copas alimenticias que la
amiba utiliza para la fagocitosis de levaduras, bacterias y restos celulares. A nivel
ultraestructural, los trofozoitos de N. fowleri presentan las caracteristicas tipicas de
las células eucariontes, con excepcion de centriolos, que no han sido identificados.
Presentan una membrana citoplasmatica de unos 10 nm de espesor. En el
citoplasma se pueden observar un gran namero de ribosomas libres o asociados
al reticulo endoplasmico. El citoplasma exhibe una fuerte distincién entre el
endoplasma y el ectoplasma. También presentan reticulo endoplasmico liso al
igual que un uroide terminal. Aunque no se observa un aparato de Golgi tipico, se
ha identificado un complejo similar constituido por un gran nimero de vesiculas.
Las mitocondrias tienen forma de copa. Ademas, mediante reaccion histoquimica
para fosfatasas acidas se han identificado lisosomas. El nlcleo es prominente y
contiene nucléolos conspicuos. La envoltura nuclear es tipica de los eucariontes y
la membrana nuclear externa esta relacionada con los ribosomas (Marciano-
Cabral, 1988). Cuando la amiba se encuentra en la fase flagelada, no se alimenta
ni se divide. Su rango de tamafo oscila entre los 10 a 16 um y usualmente se

revierte a su forma ameboidea dentro de una hora o menos. En el laboratorio, esta



diferenciacion en forma flagelada se obtiene cuando los trofozoitos se incuban en
solucion salina; implica una serie de cambios en la forma celular y en la sintesis de
los organelos relacionados con el aparato flagelar; la transformacion completa
toma varias horas. Los cambios estructurales con el fenotipo del flagelado de N.
fowleri no son discernibles durante los primeros 90 minutos. Sin embargo, a las
dos horas del proceso de flagelacion, disminuye el numero de vacuolas
citoplasmaticas y cuerpos basales y aparecen los flagelos tipicos. El flagelado
tiene un nucleo sencillo con un gran nucléolo. El flagelo muestra un arreglo de 9+2
filamentos cubiertos por una membrana citoplasmatica continua. El circulo externo
del doblete flagelar se continua con el cilindro del triplete de 9 filamentos, que
constituye el cuerpo basal. El aparato flagelar maduro consta de dos flagelos, dos
cuerpos basales, microtubulos y una sola base estriada o rizoplasto. La forma
quistica ofrece al protozoario proteccion necesaria contra la desecacién y la falta
de nutrientes del medio. El quiste es normalmente esférico; midiendo entre 7 y 14
pMm, y posee una doble pared con un exoquiste grueso cercano a un endoquiste
delgado. El género Naegleria exhibe en la pared del quiste poros cubiertos por un
tapon mucoide. El quiste también posee un nucleo sencillo con un nucléolo
prominente (Shibayama-Salas et al., 2006).
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Fig. 1. N. fowleri. a) Trofozoito mostrando el ndcleo (n) y el uroide (u), b) flagelado

y C) quiste. Visvesvara et al., 2007.



Durante el enquistamiento, la amiba conserva el ndcleo y las vacuolas
citoplasmaticas, incluidas las alimenticias y las contractiles. Posteriormente, las
mitocondrias se alargan y el reticulo endoplasmico se hincha. El material de la
pared del quiste se sintetiza y empaqueta, probablemente en el reticulo
endoplasmico (Shibayama-Salas et al., 2006; Visvesvara, 2013; Visvesvara et al.,
2007)

1.1.4 Epidemiologia

N. fowleri ha sido detectada en todos los continentes, excepto la Antartida. Solo se
han reportado 235 casos de MAP a nivel global, por lo tanto, esta enfermedad es
rara en su ocurrencia. La enfermedad casi siempre es fatal, y solo el 5% de los
pacientes han podido recuperarse y sobrevivir (Heggie, 2010). En Europa, 24
casos de MAP han sido reportados. Los primeros casos fueron diagnosticados en
la Republica Checa por Cerva y Novak en 1968, donde 16 pacientes se infectaron
en una corriente termal, contaminada con agua industrial. En 1981 también, se
reporté por Cain y colaboradores en fuentes geotermales de Inglaterra. Ademas
de Bélgica, la Republica Checa, Italia e Inglaterra, no se han reportado infecciones
de MAP en otros paises de Europa, aunque en Francia, se han monitoreado sus
fuentes naturales de agua y se ha detectado a esta amiba (Van den Driessche et
al., 1973).

En Oceania, la mayoria de los 19 casos de MAP, se han reportado en la region
meridional de Australia. Las fuentes de infeccion han sido las pipas de suministro
de agua de la ciudad, piscinas privadas o en el agua de grifo, al proceder a la
higiene nasal. En las pipas de agua, el problema radica en que el agua de las
corrientes es filtrada inadecuadamente y, a su vez, es transportada a grandes
distancias a través del desierto. Por lo tanto, esta agua se calienta por el sol,
favoreciendo las condiciones de crecimiento de N. fowleri. Solo 9 casos han sido
reportados en Nueva Zelanda y todos han sido relacionados por practicar natacion
en una fuente geotermal. En Asia, un total de 39 casos de MAP han sido
reportados, ademas de 2 casos en Japon. No se logré identificar la fuente de
infeccion de esos casos, pero se sabe que N. fowleri se ha aislado de aguas

termales y de agua industrial en Japén. En Tailandia se han reportado 12 casos de



MAP, la mayoria por nadar en canales de riego o en lagos. Un caso de MAP ha
sido reportado en China, este ocurrid después de que el paciente nadara en una
fuente termal, este paciente logré recuperarse. Recientemente en Pakistan se ha
reportado un brote de 13 casos de MAP en el lapso de 17 meses, probablemente
por el uso de agua de grifo que no fue adecuadamente filtrada o clorada. En las
regiones de Medio Oriente, una nueva forma de infectarse con esta amiba se debe
a que los musulmanes practican un ritual religioso de ablucién, el cual implica
introducir agua en las fosas nasales, creando una via de entrada perfecta para N.
fowleri y un fécil acceso al cerebro. En India se han reportado 11 casos de MAP.
La mayoria de los pacientes se han infectado por nadar o por bafiarse en agua
proveniente de pozos, estanques o charcos. Se ha confirmado la presencia de N.
fowleri en albercas, estanques y canales de riego. En Norteamérica, se han
reportado 111 casos desde 2008, y 9 casos en Meéxico. En Norteameérica,
especialmente en los estados surefios de clima calido de los Estados Unidos, al
igual que en México, la mayoria de casos ocurridos de MAP se dan después de
nadar en agua naturalmente calentada por el sol. En Estados Unidos, la presencia
de N. fowleri es frecuentemente reportada en aguas termales contaminadas con
agua de las industrias, pero también en lagos calentados por el sol. En California
algunos casos ocurrieron después de nadar en aguas geotermales. En
Sudameérica, solo se han reportado casos de MAP en Venezuela con 7 casos, y en
Brasil con 5 casos. La mayoria de éstos estan relacionados con nadar en fuentes
naturales de agua y en piscinas que no han sido tratadas adecuadamente (mal
cloradas o sin filtrar). En Cuba, un solo caso de MAP se ha registrado, y en Costa
Rica, solo se ha diagnosticado un caso de MAP en una vaca. Como se puede ver,
N. fowleri se encuentra distribuida mundialmente y su forma de adquisicion en la
mayoria de los casos es comun en actividades acuaticas recreativas (De
Jonckheere, 2009).

1.1.5 Diagndstico
Desafortunadamente, la mayoria de los casos de MAP se identifican por autopsia,
debido a que las caracteristicas clinicas son casi indistinguibles de la

meningoencefalitis bacteriana o viral, ademas de que la comunidad médica tiene



pocos conocimientos sobre la MAP. Una meningoencefalitis de aparente origen
bacteriano relacionada con antecedentes recientes de actividad acuatica, debe
alertar a los médicos de una posible MAP. Se puede llevar a cabo el analisis
microscépico de una muestra de liquido cefalorraquideo del paciente, y aunque
este sencillo analisis no se lleva a cabo de rutina casi nunca, en el caso de la MAP
puede salvar la vida del paciente. Lo que se busca son trofozoitos ameboideos de
unos 15 a 25 pm, con pseudopodos digitiformes muy moviles. Para distinguir a N.
fowleri de otras amibas, se toma una muestra del sedimento de LCR y se incuba
en solucién salina isoténica durante 2 a 3 h a 37 °C, al cabo de las cuales se debe
detectar la presencia de pequefios organismos piriformes biflagelados. Este
proceso es conocido como enflagelacién, y ayuda a confirmar el diagnostico de N.
fowleri, el cual también se puede llevar a cabo mediante inmunodeteccion con
anticuerpos a- N. fowleri. Los estudios serologicos no son muy utiles para el
diagnostico de la MAP, ya que la enfermedad avanza con tanta rapidez, que el
paciente no es capaz de montar una respuesta inmunitaria humoral adecuada
(Shibayama-Salas et al., 2006; Visvesvara, 2013).

1.1.6 Tratamiento

La tasa de supervivencia en esta enfermedad depende de un rapido diagnostico y
de un tratamiento oportuno. El agente terapéutico empleado para la MAP, es la
anfotericina B (Fig. 2). Aunque el tratamiento no es especifico en contra de esta
amiba, ha permitido la recuperacion exitosa, a nivel mundial, en un pequefo
numero de casos. Este farmaco es el Gnico, hasta el momento, con eficacia clinica
establecida para el tratamiento de la MAP. El tratamiento puede combinarse con
rifampicina, azitromicina, miltefosina, cloropromacina y/o roquitamicina (Da Rocha-
Azevedo, et al., 2009). EI mecanismo de accion de la anfotericina B radica en la
capacidad de alterar las membranas celulares, por su gran afinidad hacia los
esteroles tanto de los hongos como de las células eucariontes, lo cual provoca la
pérdida de iones de potasio y de otros contenidos celulares (Lizasoain y Aguado,
2008). Debido a que la anfotericina B es insoluble en agua y provoca toxicidad

renal, urge el desarrollo de otros farmacos que no provoquen o tengan baja



toxicidad. Actualmente se estan desarrollando nuevos agentes terapéuticos contra
esta amiba de vida libre para poder superar esta enfermedad (Debnath et al.,
2012).

HO “/OH

Fig. 2. Estructura quimica de la Anfotericina B. Tomado de Velazquez.

Farmacologia Basica y Clinica (Lizasoain y Aguado., 2008)
1.1.7 Ciclo Bioldgico, Patologia y Patogenia

1.1.7.1 Ciclo Bioldégico

La infeccion por N. fowleri se adquiere por exposicion al agua de estanques,
albercas o lagos donde la temperatura es alta y permite el crecimiento de las
amibas. Los trofozoitos y probablemente los quistes también, inclusive las formas
flageladas, entran por las fosas nasales y penetran en el epitelio de la mucosa
olfatoria, viajan a lo largo de los nervios olfatorios, cruzan la placa cribiforme y
llegan al cerebro (Jarolim et al., 2000) (Fig. 3). Se sabe que en los nifios, la placa
cribiforme es mas porosa que en el adulto, quiza por eso la incidencia de la
enfermedad es mayor en nifios y jovenes. Los sitios infectados mas cercanos al
sistema nervioso central (SNC) son la mucosa y los nervios olfatorios, de modo
gue las lesiones iniciales se presentan en los lobulos frontales y olfatorios del

cerebro.
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Fig. 3. Ciclo biolégico de N. fowleri. Tomado del Centro para el Control y
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1.1.7.2 Patologia

El dafio mas importante que provoca la infeccion por N. fowleri es al SNC y se
conoce como MAP. Se trata de una encefalitis aguda que afecta también a las
meninges; es fulminante, pues lleva a la muerte de 3 a 10 dias posteriores a la
aparicion de los primeros sintomas. Los sintomas que se han observado incluyen
dolor de cabeza severo, nausea, vomito, fiebre, rigidez de la nuca, anormalidades
de los sentidos, como en el gusto o el olfato, ataxia, fotofobia, incremento de la
presion intracraneal, letargia, confusion y coma. En esta enfermedad, los
hemisferios cerebrales y el cerebelo se observan edematosos y muy
congestionados. El bulbo olfatorio y las cortezas orbitofrontales presentan necrosis
y hemorragia. El exudado fibrinopurulento es escaso. Desde el punto de vista
histologico, los trofozoitos rodean a los vasos sanguineos en el espacio de
Virchow-Robin con un numero reducido de leucocitos polimorfonucleares. En los
espacios subaracnoideos de las meninges es posible observar un exudado
purulento que contiene amibas. Los estudios post mortem revelan también la
existencia de ulceraciones de la mucosa nasofaringea y necrosis de los nervios
olfatorios, asi como necrosis hemorragica en la zona de los bulbos olfatorios.
Debido a la ausencia de sintomas distintivos, la MAP puede ser confundida con
alguna meningitis piogena o bacteriana, resultando en un diagndstico equivocado

(Shibayama-Salas et al., 2006; Visvesvara, 2013; Visvesvara et al., 2007).

1.1.7.3 Patogenia y Mecanismos de Patogenicidad

La mayoria de los casos de MAP se presentan en nifios y jovenes aparentemente
sanos y con antecedentes recientes de haber nadado. Hasta el momento se
desconoce el mecanismo exacto de patogenicidad de N. fowleri. Pero se podria
considerar que engloba los siguientes factores:

e Adherencia: Durante la invasién al hospedero por parte de N. fowleri, el
primer contacto de los trofozoitos es con la capa mucosa del epitelio
olfatorio. Obviamente, la adhesion en N. fowleri es un factor muy importante
durante el proceso de citopatogenicidad. Mas especificamente, la habilidad

de los trofozoitos de N. fowleri de adherirse a la mucosa nasal, es



probablemente un factor importante para la progresion de la enfermedad.
Experimentos in vitro han mostrado que los trofozoitos de esta amiba
presentan grandes niveles de glicoconjugados de superficie conteniendo a-
D-manosa, a-D-glucosa, acido N-acetilneuraminico y residuos terminales de
a-L-fucosa. Esto sugiere que los glicoconjugados que contienen D-manosa
participan en la adhesion de N. fowleri (Carrasco-Yepez et al., 2013).
Citoesqueleto: La actina del citoesqueleto es esencial para todas las células
eucariontes. Ademas de jugar un papel importante en la estructura celular,
el arreglo de la actina en filamentos potencia diversos procesos celulares,
entre ellos la fagocitosis y la motilidad. La expresion de actividad
patogénica requiere de un citoesqueleto dindmico que permite un
movimiento rapido, penetracion de los tejidos y cambio en la morfologia de
los protozoarios (Sohn et al., 2010).

Proteasas: Se ha purificado parcialmente una cistein proteasa secretada de
30 kDa, que ha mostrado un efecto citopatico en células BHK, cuya funciéon
es principalmente en la destruccion de tejidos. También se ha reportado la
participacion de hidrolasas acidas (Serrano-Luna, et al., 2013).

Copas fagociticas o amebostomas: Los trofozoitos de N. fowleri exhiben
copas alimentarias 0 amebostomas, las cuales son extensiones
citoplasmaticas de su superficie. Las copas fagociticas, que varian en
tamafo y nimero dependiendo de la especie o de la cepa, mediante las
cuales N. fowleri ingiere bacterias, levaduras, y restos celulares, son
necesarias para que la amiba realice un proceso de fagocitosis mediante
“mordisqueos” llamado trogocitosis. La trogocitosis (del griego trogos, que
significa, roer) es un fendmeno de ingestion por partes de los objetivos
celulares por medio de las copas fagociticas (Joly y Hudrisier, 2003). Esto
puede sugerir que las copas fagociticas pueden jugar un papel importante
en la adherencia de los sustratos amibianos y ademas puede ingerir
material particulado (Sohn et al., 2010).

Fosfolipasas: Al igual que los macréfagos de los mamiferos, las amibas de

vida libre son altamente fagociticas y por lo tanto se espera que exhiban



una alta actividad en el metabolismo de los lipidos. Se ha visto que las
amibas expresan una gran cantidad de proteinas fosfolipasa. También se
ha comprobado que N. fowleri también puede secretar fosfolipasas. Se ha
podido reportar que existe una mayor actividad y nivel de secrecion en
amibas altamente patogénicas, que en cepas avirulentas o no patégenas.
También se ha demostrado que la mielina humana es el sustrato para la
actividad de las fosfolipasas secretadas, sugiriendo que esta enzima puede
estar involucrada en el papel de la lisis de las células nerviosas en la
encefalitis amibiana (Barbour y Marciano-Cabral, 2001).

e Naegleriaporos: Son proteinas asociadas a membrana que exhiben
actividad hemolitica en los eritrocitos. Se han aislado dos proteinas
formadoras de poros, las cuales han sido designadas como Naegleriaporo
A y B, las cuales se ha demostrado que son altamente patogénicas al
contacto de las células humanas (Herbst et al., 2002).

1.1.8 Respuesta Inmunitaria hacia N. fowleri

Se han usado varios modelos in vivo para descifrar la patogénesis, mecanismos
de virulencia y la respuesta inmune del hospedero ante la MAP. El uso de ratones
como modelo para estudiar los eventos histopatologicos durante la patogénesis de
la MAP han mostrado estas caracteristicas: 1) no hay inflamacion durante el
proceso migratorio de la amiba desde el epitelio hasta los bulbos olfatorios,
excluyendo la inflamacion observada en la cavidad nasal debido a la penetracion
de la amiba en los tejidos epiteliales, 2) el dafio tisular no es evidente durante las
etapas tempranas de la infeccidén y la amiba realiza poco o nada de citotoxicidad in
vivo, 3) una intensa respuesta inflamatoria se puede observar durante las etapas
tardias de la infeccion, y esto puede asociarse con areas liticas necroticas y
hemorragicas, sugiriendo que la inflamacion es importante en el dafio tisular
(Cervantes-Sandoval, et al., 2008). N. fowleri ha evolucionado hacia un patégeno
exitoso, porque ha desarrollado mecanismos para esquivar el sistema inmune del

hospedero (Marciano-Cabral y Cabral, 2007).



1.1.8.1 Complemento

El sistema del complemento, que constituye el primer sistema de defensa contra
los organismos invasores, es activado por los trofozoitos de Naegleria (Whiteman
y Marciano-Cabral, 1987). En estudios tempranos, usando el modelo de la MAP en
ratbn, mostraron que la cepa de ratones mas susceptible (A/HeCR) para la
infeccién por N. fowleri fue la deficiente en complemento (C5) (Haggerty y John,
1978). Estas observaciones in vivo son acordes con aquellas obtenidas in vitro, las
cuales indican que las especies débiles o no patogénicas de Naegleria, son
sensibles al complemento y son lisadas por el MAC del complemento. A su vez,
las cepas de N. fowleri que han sido pasadas a través de animales de
experimentacién y aquellas que son mas patogénicas, son mas resistentes al
complemento (Whiteman y Marciano-Cabral, 1987). Con estudios in vitro se ha
podido demostrar que las cepas altamente patogénicas de N. fowleri al menos
emplean dos medios para evadir el dafio por el complemento: 1) expresion de
proteinas complemento-regulatorias y 2) encubrimiento del MAC (C5b-C9) en

vesiculas (Toney y Marciano-Cabral, 1992).

1.1.8.2 Neutrofilos

El examen histopatolégico de las lesiones cerebrales humanas que tienen
trofozoitos amibianos revela un infiltrado inflamatorio que consiste en neutrofilos,
eosindfilos y macrofagos. Los neutrofilos activados dentro de estas lesiones
podrian jugar un papel muy importante en la fase temprana de las infecciones por
Naegleria. Martinez (1985) reporté un marcado incremento de los neutréfilos en el
conteo sanguineo de las células blancas durante las infecciones por Naegleria y
los neutroéfilos predominaban en el liquido cefalorraquideo obtenido de individuos
infectados. Un papel de los neutréfilos en la inmunidad contra Naegleria fue
reportado por Ferrante y Mocatta (1984), quienes indicaron que los neutréfilos
activados por linfocinas fueron capaces de eliminar Naegleria in vitro. Ferrante et
al.,, también sugirieron que el sistema halido-H,O,-mieloperoxidasa de los
neutrofilos juega un papel muy importante en la expresion de actividad anti-amiba.

Se ha sugerido también, que los productos de activacion del complemento



provocan una intensa respuesta quimiotactica, resultando en la acumulacién de
neutréfilos alrededor de las amibas, que desemboca en su destruccién (Rowan-
Kelly et al., 1980). Asi, mientras, el mecanismo definitivo por el cual los neutrofilos
tienen actividades anti-Naegleria aun queda por ser definido, es aparente que ellos
juegan un papel importante en la destruccion de las amibas y que el proceso de su
reclutamiento a sitios locales de localizacién de las amibas que es mediado por
una cantidad abundante de factores solubles incluyendo citosinas y componentes
del complemento.

1.1.8.3 Macré6fagos

Hay evidencia de que los macréfagos también participan en la defensa del
hospedero en contra de Naegleria. Hay varios datos que indican que los
macrofagos activados sirven como eficientes células citotoxicas contra células
tumorales y patdégenos mediante la produccion de intermediarios reactivos de
oxigeno durante el estallido respiratorio, provocando la liberacion de 6xido nitrico
(NO) y mediadores no oxidativos incluyendo el factor de necrosis tumoral alfa
(TNF-a por sus siglas en inglés) y la interleucina 1 (IL-1) (Cleary y Marciano-
Cabral, 1986). Los macroéfagos, activados por diferentes inmunomoduladores,
destruyen a N. fowleri mediante un proceso de contacto-dependencia y de la
secrecion de factores citoliticos solubles (Cleary y Marciano-Cabral, 1986). En
estudios usando la microglia; los cuales son los macrofagos que residen en el
cerebro, sugieren que estas células pueden jugar un rol importante en la
resistencia del hospedero hacia Naegleria y, en efecto, puede comprender la
primera linea de defensa contra la invasién al SNC. Resultados de estudios in vitro
con microglia de ratas neonatales, indican que débilmente pueden destruir amibas
patogénicas de N. fowleri, mientras que amibas de N. fowleri altamente
patogénicas, en vez de servir como objetivos, destruyen a la microglia. Las cepas
altamente patogénicas de N. fowleri, pasadas en raton, pueden destruir el tejido
cerebral, y esto se puede comprobar por medio de microscopia electronica (Cleary
y Marciano-Cabral, 1986). Ensayos de RNAsas, realizados en RNA total obtenido

de cultivo, revelan que ambas cepas débilmente y fuertemente patogénicas de N.



fowleri, inducen la produccion de mRNAs de citocinas proinflamatorias de la
microglia. La produccion de esas citocinas, al parecer no confiere proteccion
contra la infeccion. También se ha reportado que, aunque N. fowleri induce la
produccién de TNF-qa, IL-6 e IL-1B, sin embargo, destruye la microglia por medio
de un proceso fagocitico. Estos datos sugieren que la observacién de citocinas
proinflamatorias en el cerebro, en la respuesta hacia N. fowleri, ademéas de que no
confieren una actividad protectora, la gran cantidad de estos factores inflamatorios
pueden contribuir al curso de la patogenia (Oh et al. 2005). Asi, Naegleria puede
provocar un dafio fisico intenso al rodear células neuronales u otros tipos celulares
cerebral mediante efectores directos célula-objetivo-célula por contacto, o por la
liberacion de factores solubles citoliticos. En segundo lugar, Naegleria puede
provocar un proceso inmunopatologico en el cerebro. Esto es, los factores
citotoxicos liberados, en conjunto con los restos generados mediante la lisis de las
neuronas y de otras células en el cerebro, pueden servir como atrayentes de la
microglia hacia sitios focales de la infeccion. Consecuentemente la activacion de
la microglia puede llevar a una activacion secundaria de los astrocitos y la
generacion de una cascada de citosinas inflamatorias que pueden resultar en
hiperinflamacién, ruptura de la barrera hemato-encefalica y entrada de células
inmunes desde sitios no neuronales con efectos catastréficos (Marciano-Cabral y
Cabral, 2007).

1.1.8.5 Inmunidad humoral

La respuesta inmune humoral hacia Naegleria ha sido estudiada en animales
experimentales y en humanos. Algunas muestras de suero de pacientes sanos
han sido examinadas para buscar anticuerpos contra N. fowleri, en muchas partes
del mundo (Reilly et al., 1983; Marciano-Cabral et al., 1987; Curson et al., 1980; y
Cerva et al.,, 1989). La mayoria de los sueros de individuos sanos resultaron
positivos para N. fowleri, esto puede indicar que la exposicion hacia N. fowleri es
algo comun. Varios estudios se han realizado con la finalidad de determinar el
papel de los anticuerpos por idiotipo en la resistencia del hospedero hacia la

infeccion por Naegleria. Rivera et al. (2001) realizaron un estudio para detectar IgA



en el suero y saliva en individuos del norte de México; areas donde Naegleria es
endémica, en comparacién con aquellos que viven en areas no endémicas. En
areas donde la amiba es endémica, los titulos de anticuerpos IgA hacia N. fowleri
encontrados en el suero y saliva de los pacientes fueron significativamente mas
altos en los pacientes que tenian infecciones las vias respiratorias altas en
comparacién con aquellos individuos sanos. Los autores indicaron que esos
niveles de IgA y de IgM, presentes en las secreciones de las mucosas, podrian
jugar un papel importante en la prevencién de la infeccion por la amiba mediante
el blogqueo de la adhesion de los trofozoitos a la mucosa epitelial. Sin embargo,
otros autores (Cain et al., 1979) han indicado que los niveles de IgA presentes en
el suero no podrian tener un papel de gran significancia, y que la proteccion podria
darse por el esquema medicamentoso empleado para esta infeccion. Por lo tanto,

se deben de hacer mas estudios para discernir esta conclusion.

1.1.8.5 Inmunidad mediada por células

El papel de la inmunidad mediada por células (IMC) en respuesta hacia N. fowleri
ha sido estudiada in vivo usando la respuesta de hipersensibilidad tipo IV o
retardada y también in vitro usando el ensayo de migracién de los macrofagos. La
importancia de este tipo de hipersensibilidad se debe a que es mediada por la
respuesta celular de los linfocitos citotoxicos y linfocitos liberadores de linfosinas.
Diffley et al. (1976), demostraron que la sensibilizacion intradérmica de animales
de experimentacion, como los cuyos, con N. fowleri y con otras especies de
Naegleria, indujeron reacciones cutaneas de hipersensibilidad de tipo retardada
cuando se retaron contra inyecciones intradermales con antigenos homologos y
heter6logos de Naegleria. Cursons et al., (1980) midieron el papel de la IMC
usando un ensayo in vitro de inhibicibn de macrofagos y uno in vivo de
hipersensibilidad tipo IV. En el estudio in vitro, extractos solubles de N. fowleri,
fueron adicionados a linfocitos de sangre periférica de cuyos que fueron
inmunizados con antigenos homélogos y heterélogos de Naegleria. Se usé medio
condicionado (medio de cultivo que contiene productos secretados por las amibas

en un tiempo determinado) recolectado de los cultivos de los linfocitos, para probar



la respuesta de los macrofagos. La migracion de estos fue inducida con el factor
de inhibicién de la migracion de los macrofagos (FIM) obtenido de los linfocitos
sensibilizados con antigenos de Naegleria. Los autores sugieren que la exposicion
hacia los antigenos de Naegleria provoca la inmunidad mediada por células,
aunque la exposicién a los antigenos homdlogos es mas eficiente que la de los
antigenos heterdlogos en la inhibicion de la migracién de los macréfagos. Gracias
a esto, se puede concluir que la inmunidad mediada por células no constituye
tampoco una gran linea de defensa contra N. fowleri. Al igual que la inmunidad
humoral, el papel de la inmunidad mediada por células contra la infeccion debida a

esta amiba, permanece incierto.

1.2 Entamoeba histolytica

Entamoeba histolytica es un protozoario de la clase Rhizopoda y del género
Entamoeba, monocelular, parasito espontaneo exclusivo del hombre y de ciertos
primates en cautiverio. E. histolytica es la causante de la enfermedad denominada
amibiasis; esta enfermedad se ha conocido y descrito desde tiempos antiguos.
Celso e Hipécrates la describen como una enfermedad ulcerativa intestinal,
refiriéndose a la disenteria y a diferentes variantes de esta patologia, las relaciono
con el consumo de agua en condiciones insalubres. Ademas también se ha hecho
referencia de esta enfermedad en el Antiguo Testamento y en la Medicina Interna
Clasica de Huang Ti (Gonzales Vazquez et al., 2012).

Para 1875, el Dr. Fedor Aleksandrevitch Lésch publicé los resultados de las
observaciones y experimentos que hizo en el caso de la disenteria que padecié J.
Markow, un campesino de 24 afios de edad, al noroeste de Rusia. ElI enfermo
presentaba la sintomatologia de la disenteria; tenia de 7 a 9 evacuaciones diarias,
liquidas, dolor abdominal, tenesmo, fiebre, debilidad muscular y edema en
miembros inferiores. Las evacuaciones eran de poco volumen, de color pardo
rojizo, con grumos purulentos y mucosos. Su examen microscopico revelo
presencia de abundantes formaciones celulares dotadas de movimiento propio, las
cuales, inmediatamente fueron identificadas como amibas. Dicho paciente fallecié

en condiciones de anemia avanzada y agotamiento total. La necropsia registro



edema e hiperemia en la mucosa de la mitad posterior del ileon; y lesiones
semejantes pero mucho mas intensas, en el ciego, donde habia una gruesa capa
mucosanguinolenta que cubria zonas engrosadas, con cicatrices y Ulceras. El
examen histopatolégico de las lesiones reveld infiltracion celular en la submucosa,
con la presencia de amibas como las halladas antes en las heces, a las que
denomin6 como Amoeba coli (Lésch, 1975). No conforme, reprodujo la
enfermedad en perros, con la que pudo concluir que, cuando estos parasitos se
multiplicaban en el intestino, provocaban una intensa inflamaciéon que podia llegar

a la desintegracion del tejido afectado (Campos Peralta et al., 2011).

En México, los primeros relatos se remontan a 1611, cuando fray Garcia Guerra,
Arzobispo de México y Virrey de la Nueva Espafia, fallecié al poco tiempo después
de llegar a México, debido a que presentd un cuadro caracterizado por fiebre y
dolor en el area hepatica; que fue descrito por el médico azteca, Martin de la Cruz
(Fournier Villada, 1956).

1.2.2 Biologia de E. histolytica

E. histolytica adopta dos formas importantes en su ciclo biolégico, desde el punto
de vista médico, la forma de resistencia y la invasiva, que morfolégicamente
corresponden a los quistes y a los trofozoitos respectivamente. Los quistes son
estructuras unicelulares redondeadas u ovoides, generalmente tetranucleadas,
gue miden de 3.5 a 25 um de diametro, rodeadas por una gruesa capa de quitina.
La membrana nuclear es delicada y muestra condensaciones de cromatina
agregadas a la superficie interna. Los trofozoitos son células méviles, de 6 a 40
pum de didmetro, con un exoplasma que forma pseuddpodos y contiene pocos
organelos. Es caracteristico de E. histolytica que no posea mitocondrias, ni reticulo
endoplasmico ni aparato de Golgi; los ribosomas se encuentran dispersos o
formando pequefios grupos en el citoplasma. E. histolytica se multiplica por
divisién binaria. La transformacion de quiste a trofozoito se hace después de la
digestion de la capsula de quitina y por fragmentacion del citoplasma tantas veces
como el nimero de ndcleos; estas pequefias amibas (metaquistes) aumentan de

tamafio hasta convertirse en trofozoitos, los que a su vez, después de varias



divisiones, baja su motilidad, se redondean y disminuyen de tamafio (prequistes),
secretan la capsula y después de 2 a 3 divisiones del nucleo, queda formado el
quiste (Fig. 4). Esta transformacion solo ocurre in vivo, en la luz intestinal; es muy
dificil observarla in vitro y los quistes de E. histolytica nunca se han descrito en el

seno de las lesiones amibianas.
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Fig. 4. E. histolytica. Trofozoito (A) y quiste (B). Fetcher et al., 2012; Stanley, 2003.

Mucho de la biologia de E. histolytica se ha podido conocer gracias a la posibilidad
de cultivar in vitro a sus trofozoitos en condiciones axénicas, logrado en 1961 por
Louis Diamond. Sin embargo, debe tenerse en cuenta que las condiciones del
cultivo axénico de los trofozoitos de E. histolytica son muy diferentes de las que el
parasito encuentra en la luz del intestino y de otros tejidos, por lo que la
extrapolacion de datos obtenidos in vitro a las situaciones in vivo debe hacerse
con mucha cautela. Dos de las caracteristicas de los cultivos axénicos de
trofozoitos que difieren de la E. histolytica invasora en los tejidos son: 1) la rareza
de su tranformacion en quistes, y 2) la pérdida progresiva de su virulencia en
cultivos prolongados. (Pérez Tamayo, 2006).

Debido a que E. histolytica solo infecta a los humanos y a los primates; el éxito
para establecer un modelo animal reproducible de amibiasis es muy limitado. Esto
debido a que ningun modelo animal puede imitar el ciclo completo de infeccién
gue ocurre en el padecimiento humano; pero muchos estudios llevados a cabo en

animales de laboratorio normales, o genética o quirirgicamente modificados, han



contribuido a una mejor comprensién de la patogénesis e inmunologia de la lesién

amibiana (Tsutsumi, y Shibayama, 2005).

1.2.3 Ciclo biolégico y transmisién

E. histolytica pasa por 4 estadios con diferente morfologia (quiste, metaquiste,
trofozoito y prequiste) y con distinta importancia médica. La forma infectante es el
quiste tetranucleado, gracias a su capacidad para permanecer viable hasta 8 dias
en las heces, en agua, o en el suelo a temperatura ambiente, y durante mas
tiempo a 10 °C, asi como para resistir la accion del jugo gastrico y de otras
enzimas digestivas. La forma habitual de infeccion humana por esta amiba es la
ingestion de quistes del parasito, que pueden venir en el agua o en los alimentos.
Estos se contaminan por dos mecanismos principales: 1) manejo por sujetos
portadores de E. histolytica con habitos higiénicos deficientes, y 2) por agua
contaminada por fertilizantes fecales o por fecalismo al aire libre, en ambos casos,
por saneamiento ambiental inadecuado o inexistente (Fig. 5). Experimentalmente
se ha demostrado que la infeccion humana por este protozoario requiere de la
ingestion de 2000 a 4000 quistes, y los parasitos empiezan a aparecer en las
heces del sujeto infectado en un lapso promedio de dos semanas, pero que varia

entre dos dias y dos meses, por razones no conocidas (Pérez Tamayo, 2006).
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Fig. 5. Ciclo biolégico de E. histolytica. Tomado del Centro para el Control y
Prevencion de enfermedades, 2014. http://www.cdc.gov/dpdx/amebiasis/



1.2.4 Epidemiologia

E. histolytica es endémica en é&reas tropicales de México, Centro y Sudamérica,
Asia, Africa, y las islas del Pacifico, donde su transmision ocurre via oral por
ingestion de comida y agua contaminada con quistes de la amiba. La amibiasis es
mas frecuente en regiones tropicales, climas célidos y templados, pero mas aun
en &reas pobres y mal saneadas donde priva el hacinamiento y el mal manejo de
aguas y de excretas. De hecho se ha reportado que afecta del 10 al 20 por ciento
de la poblacién mundial y alcanza prevalencias de 30 y hasta 55 por ciento en
regiones tropicales y subtropicales mal saneadas. E. histolytica también es comun
en partes de Asia y Australia en donde la transmisién puede ser por relaciones
homosexuales. Las infecciones por E. histolytica pueden extenderse mas alla de
las regiones donde es endémica, ya que es la tercera causa de diarrea crénica en
viajeros. A la fecha se sigue considerando como la tercera parasitosis causante de
muerte en el mundo, sélo después del paludismo y la esquistosomiasis, con un
rango de 40 a 110 mil muertes. Estimar la morbilidad mundial de la amibiasis es
complicado debido a las capacidades limitadas de diagndstico y supervivencia en
la mayoria de las areas donde E. histolytica es endémica. Adicionalmente, hay una
gran variabilidad en los periodos de incubacion y de presentacion de la
enfermedad. Solo del 10 al 20% de las infecciones por la amiba resultan en
enfermedad (Marie y Petri Jr., 2014). Los datos mas recientes sobre la prevalencia
de la infeccion en México, evaluados mediante un método molecular (PCR)
muestran que existe una prevalencia de infeccion por E. histolytica de 13.8%,
mientras que para la especie Entamoeba dispar (morfolégicamente indistinguible
de E. histolytica) es de 9.7%. Esto equivale a un total de 21% de la poblacion

infectada con Entamoeba (Ramos et al., 2005).

1.2.5 Diagndstico

La enfermedad amibiana intestinal es uno de los padecimientos infecciosos mas
sobrediagnosticados, no solo en México, sino en todo el mundo. El diagnéstico de
amibiasis intestinal basado solo en las manifestaciones clinicas (diarrea o

disenteria) y la presencia de quistes de E. histolytica en las heces es totalmente



inadecuado. El diagnostico de la enfermedad amibiana intestinal requiere de la
conjuncion de 4 elementos:

1.- Los signos y sintomas clinicos; que seran mencionados posteriormente en la
patologia de cada una de las tres formas de presentacion del padecimiento.

2.- La identificacion de trofozoitos (no de los quistes) de E. histolytica con
eritrofagocitosis en las heces del paciente, en por lo menos 3 muestras clinicas.
3.- Demostracion endoscoépica de lesiones ulcerosas caracteristicas en la mucosa
intestinal, por parte de personal con experiencia.

4.- Serologia antiamibiana positiva, sobre todo en pacientes con mas de 7 dias de

evolucién de los sintomas de enfermedad intestinal.

El diagnostico diferencial debe hacerse con las demas causas de diarrea y
disenteria, incluida las bacterianas. En los casos del ameboma, el diagndstico
diferencial debe de hacerse con las neoplasias de colon. El prondstico, en la
mayoria de los casos de la enfermedad amibiana intestinal, es generalmente
benigno, siempre y cuando el diagnostico se haga correctamente y el tratamiento
adecuado se inicie de inmediato; en esos casos, la curacion se alcanza en unos

cuantos dias, no deja secuelas, pero no resulta en inmunidad (Wiser, 2011).

1.2.6 Tratamiento

Debe tenerse presente que la enfermedad amibiana es facilmente previsible y que
su profilaxis, depende de habitos higiénicos sencillos y de medidas sanitarias
elementales. EI nimero de farmacos que han demostrado actividad contra E.
histolytica es amplio y los esquemas en que éstos han sido utilizados son
variados. El elemento comun en la mayoria de ellos, con independencia del
esquema empleado, es su alta eficacia. Estos farmacos, en mayor o menor grado,
actian contra los trofozoitos de E. histolytica y, en general, son incapaces de
penetrar la pared de los quistes (Pérez Tamayo, 2006). En el tratamiento para
infecciones asintomaticas se recomienda usar paromomicina o iodoquinol. Para la
enfermedad sintomatica intestinal y extraintestinal, los farmacos de eleccion son el
metronidazol o el tinidazol, seguido de un tratamiento inmediato con paromomicina

o iodoquinol (Gonzales et al., 2012).



El metronidazol es un agente sintético antibacteriano y antiparasitario que se
encuentra clasificado dentro de la clase de nitroimidazoles (Fig. 6).

El metronidazol es relativamente inactivo hasta que es metabolizado dentro de los
organismos susceptibles; es activado cuando se reduce, postuldndose que su
mecanismo de accion es a través de la eliminacion del potencial reductor de
microorganismos anaerobios y microaerofilicos (Bendesky y Menéndez, 2001). En
el parasito, el grupo nitro reactivo del metronidazol se reduce de manera
monovalente principalmente por: 1) la ferredoxina reducida, originada por la
descarboxilacion del piruvato catalizada por la piruvato-ferredoxina oxidoreductasa
(PFOR) en la glucdlisis; 2) la oxidasa EhNO1/2 y 3) la tiorredoxina reductasa. Esta
reduccién origina el intermediario radical libre nitro que posteriormente es reducido
a nitrosoimidazol. Este ultimo compuesto es capaz de formar aductos; los cuales
son complejos unidos por enlaces covalentes, con el acido desoxirribonucleico
(DNA) y los grupos sulfhidrilo de los aminoacidos y proteinas, lo cual causa

citotoxicidad a los trofozoitos (Olivos-Garcia et al., 2011).
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Fig. 6. Estructura quimica del Metronidazol. Tomado de Metronidazol: una vision

integral (Bendesky y Menéndez, 2001).

1.2.7 Patologia y patogenia

La amibiasis es una enfermedad infecciosa endémica causada por E. histolytica.
Sin embargo, es util distinguir entre la infeccion por la amiba y la enfermedad
causada por ella. Estos dos tipos de relacion hospedero-parasito pueden darse
aislados o en combinacion como sigue: 1) infeccidn asintomatica por E. histolytica,
gue termina por desaparecer; 2) infeccion asintomatica por E. histolytica que
finalmente desarrolla enfermedad amibiana; y 3) infeccion sintomatica por la

amiba, o sea enfermedad amibiana.



1.2.7.1 Patologia

La enfermedad amibiana es primariamente un padecimiento intestinal; cuando se
hace invasora extraintestinal, afecta principalmente al higado, y solo en casos muy
graves puede producir lesiones en otros 6rganos; como la piel, el pulmon, etc (Fig.
7). En el intestino afecta principalmente al colon, y puede producir 3 tipos de
lesiones; 1) colitis ulcerosa, 2) megacolon téxico y 3) ameboma. Otra lesién
intestinal es la apendicitis amibiana. De estas cuatro formas de dafio intestinal, la
mas frecuente (>90% de los casos) es la colitis ulcerosa, que afecta al ciego, al
sigmoides y al recto, en ese orden de frecuencia. Se caracteriza por lesiones
ulcerosas focales pequeiias (0.1 a 0.5 cm), redondeadas y elevadas sobre la
mucosa, con centro necrotico rodeado por un anillo de tejido edematoso; el centro
de la Ulcera esta cubierto de material mucoide amarillento (mezcla de tejido
necrotico y fibrina) y la mucosa que separa las Ulceras es de aspecto normal;
ocasionalmente hay hemorragia. Otra forma de Ulcera amibiana es de mayor
tamafio (1.0 a 5.0 cm), irregular o serpiginosa, poco profunda y con bordes
amplios elevados; el crater de la Ulcera esta cubierto por fibrina y la mucosa
intestinal no afectada, esta congestiva y edematosa. Estos dos tipos de Ulceras
con frecuencia coexisten en el mismo intestino. El megacolon toxico o disenteria
amibiana fulminante es una forma muy rara y muy grave de colitis, que ocurre en
sujetos desnutridos o de edad avanzada. Todo el colon esta muy distendido y todo
el espesor de la pared (mucosa, submucosa y capas musculares) esta destruido,
de modo que en algunos sitios solo queda el peritoneo; las perforaciones
multiples, con peritonitis aguda purulenta, pero las hemorragias son raras. El
ameboma es también menos frecuente, ocurre en el ciego y en colon ascendente
en forma de masa gigante (5 a 30 cm) nodular y firme de tejido que afecta la pared
y que ocluye parcialmente la luz del intestino; la mucosa es muy delgada y
muestra Ulceras irregulares, mientras que el resto de la pared estd muy engrosada
y fibrosa. Las complicaciones mas temibles de la amibiasis intestinal son la
perforacion, la diseminaciéon hematdégena y la extension a la piel. El absceso
hepatico es la complicacion extraintestinal mas frecuente de la amibiasis y una de

las mas graves. El absceso hepatico amibiano suele ser uUnico y afectar



principalmente al I6bulo derecho, aunque en la autopsia con frecuencia es multiple
y se distribuye en todos los I6bulos del 6rgano. Su tamafio oscila entre puntiforme
y muy grande (1-40 cm) y puede llegar a destruir mas del 90% del higado. Se
presenta como un area bien delimitada en la que el parénquima hepético esta
reemplazado por una masa de material necrético de color amarillento y de
consistencia cremosa, rodeada de un anillo delgado de tejido hepatico congestivo;
el contenido del absceso puede ser solido o semiliquido, y solo es hemorragico
después de haber sido puncionado. Las principales complicaciones del absceso
hepéatico amibiano son la rotura y la diseminacion. La metastasis de la infeccion
amibiana a otros érganos, como cerebro, bazo y huesos, son muy raras y casi

nunca ocurren en ausencia del absceso.

Fig. 7. Lesiones macroscopicas de amibiasis humana. A) y B) abscesos hepaticos
amibianos, C) absceso pulmonar amibiano y D) megacolon toxico. Para una

descripcion mas detallada, consultar el texto (Pérez Tamayo, 2006).



1.2.7.2 Patogenia
Se han sugerido algunos factores moleculares por medio de los cuales E.
histolytica pudiera causar dafo celular, tisular o ambos:

e Lectinas (proteinas de superficie que reconocen carbohidratos). La
adherencia de E. histolytica a las células del hospedero es mediada por
actividad de una lectina que se expresa en la superficie de los trofozoitos.
Esta lectina se une a la galactosa (Gal) o a la N-acetil-D-galactosamina
(GalNac) con una gran afinidad. Ademas, la lectina Gal/GalNac puede estar
involucrada en la resistencia a la lisis mediada por el complemento debido a
su habilidad de unirse a las moléculas que componen al complemento.
Debido a su potencial papel en la adherencia y virulencia, y desde que los
IgA fecales anti-lectina protegen contra la colitis amibiana, la lectina
Gal/GalNac es un candidato potencial para ser usado como vacuna. La
Lectina Gal-Gal Nac es un heterodimero consistente de una cadena pesada
de 170 kDa asociada a una cadena ligera de 31 o 35 kDa por medio de
puentes disulfuro. Una subunidad intermedia de 150 kDa esta asociada
covalentemente con el heterodimero. La cadena pesada poseé dominios

transmembranales y un dominio de union a carbohidratos (Fig. 8).

Fig. 8. Estructura propuesta de la lectina Gal-Gal
Nac. Tomado de Protozoan and Human Disease
L (Wiser, 2010).

plasma membrane



e Ameboporo. Una familia de polipéptidos precursores de formacién de poro
ha podido identificarse. Estos han sido designados como ameboporo A, By
C, de los cuales, el ameboporo A es el que se expresa en niveles mayores.
El polipéptido maduro es una cadena de 77 aminoacidos y que forma
dimeros a pH bajo. Tres de estos dimeros se arreglan en estructuras vacias
en forma de anillos (Fig. 9). Este hexagono entonces puede intercalarse
dentro de las membranas celulares, induciendo la formacion de poros de 2
nm resultando en la muerte celular. El proceso de formacion del poro es
dependiente del arreglo de estos dimeros. El ameboporo esta localizado en
compartimientos vacuolares dentro del trofozoito y es mas activo a pH
acido, lo cual sugiere, que la principal funcion del ameboporo es el de lisar
bacterias ingeridas por la amiba (Leippe y Herbst, 2004; Leippe et al.,
2005).

Fig. 9. Esquematizacion tridimensional del Ameboporo A de E. histolytica (Leippe,
et al., 2005).

e Proteasas: Las cistein proteasas (CP’s) son un tipo particular de proteasas.
Al menos 20 diferentes genes de proteasas se han identificado en E.

histolytica. Las proteasas CP1, CP2, y CP5 son las mas expresadas en la



amiba (Wiser, 2010). La CP1 es una proteasa monomeérica tiol dependiente
gue se localiza en la superficie celular. Su punto maximo de actividad es a
pH = 4.4 con un peso de 27 kDa. Esta proteasa es capaz de digerir
colagena tipo 1. La CP2 también esta localizada en la superficie celular,
ademas de que también puede encontrarse en las membranas internas de
la amiba. Su rango de pH Optimo de actividad varia entre 5.5 a 9.5. Esta
pesa de 26-29 kDa, y degrada proteoglicano cartilaginoso y colagena basal
de los glomérulos renales. También se ha visto que puede despegar células
de sus sustratos in vitro y se sugiere que pueden jugar un papel en la
invasion tisular. La CP5 es una proteina soluble con un peso de 30 kDa y
también se localiza en la superficie celular. Se ha confirmado que CP5 es
capaz de degradar una extensa variedad de sustratos biolégicos y
sintéticos, como la mucina, fibrinégeno, colagena, hemoglobina, albumina
sérica bovina, gelatina, 1gG, etc. Debido a esta capacidad, se ha sugerido
gue la CP5 tiene un papel potencial en la destruccion de tejido (Serrano-
Luna, et al., 2013).

1.2.8 Eritrofagocitosis

La fagocitosis es el proceso por el cual, las células internalizan particulas de hasta
0.5 pum en vacuolas por un mecanismo que requiere la polimerizacion de actina.
Es un fenbmeno complejo iniciado por la interaccion de las superficies de las
moléculas tanto de la célula ingerida como de la célula fagocitica (Rabinovitch,
1995).

En los organismos del orden de los metazoa, la fagocitosis ademas de estar
implicada en la defensa contra agentes patdégenos, e ingesta de algunos
nutrientes, esta involucrada en el mantenimiento de la homeostasis celular con la
eliminacién de deshechos celulares necroticos y apoptoéticos. A diferencia de los
metazoa, los protozoarios se valen de la fagocitosis como un mecanismo de
internalizacién de nutrientes del medio exterior, pero tanto en organismos del
grupo de los metazoa como en los protozoarios, la fagocitosis suele ser dividida en
diversos pasos de acuerdo a los cambios bioquimicos y morfolégicos que se

presentan, los cuales son:



1) reconocimiento de particulas o células por la unién de ligando-receptor

2) la activacion de diversas series de eventos, incluyendo vias de sefializacion
y la reorganizacion del citoesqueleto que llevan a la extension de
pseud6podos

3) el cierre de los pseudbépodos alrededor de la particula formando el
fagosoma, el cual se fusiona secuencialmente con endosomas tempranos o
tardios

4) la fusién del fagosoma con el lisosoma llevando a la digestion de la

particula internalizada.

Muchos trabajos realizados sobre este tema indican que la especificidad de las
interacciones entre la particula y los receptores de superficie activan vias de
sefalizacion que guiaran el destino de la particula fagocitada y, por ende, la
respuesta montada por la célula fagocitica (Mancilla Herrera, 2010). Uno de los
factores de patogenicidad que presenta E. histolytica, es su gran capacidad
fagocitica. La endocitosis de E. histolytica puede ser categorizada generalmente
en: pinocitosis, la cual involucra el consumo de fluidos y de pequefias
macromoléculas; y la fagocitosis, la cual es la ingestion regulada de particulas
mas grandes, incluso de células enteras, como es el caso de los eritrocitos. La
fagocitosis es un evento fuertemente regulado por receptores que depende de un
namero de componentes intracelulares de sefalizacion y del citoesqueleto de
actina, y podria estar mediado por una variedad de moléculas de adhesion
diferentes. La adhesion es de vital importancia para la patogenicidad de E.
histolytica. Se ha demostrado que las balsas lipidicas o rafts estan involucradas en
los procesos de adhesion y pinocitosis en E. histolytica (Laughlin, et al., 2004).
Ahora, las balsas lipidicas o rafts, son microdominios de membrana ricas en
colesterol y esfingolipidos que estan firmemente compactados, que sirven como
plataformas donde las interacciones proteina-proteina o proteina-lipidos ocurren.
Ademas de la adhesion, estos rafts o balsas lipidicas también tienen papeles en
las vias de sefalizacion regulando procesos como la motilidad, la secrecion y la
invasion. Estos rafts han podido ser identificados en una gran variedad de

protozoarios parasitos incluyendo a E. histolytica, Giardia intestinalis, Leishmania



spp., Plasmodium spp., Toxoplasma gondii y Trypanosoma spp (Goldston et al.,
2012). Las proteinas guanosin trifosfatasas (GTPasas) estan también involucradas
en procesos celulares como la endocitosis, la secrecion, el trafico de vesiculas, los
eventos de fusiones de membranas, sefalizacion intracelular y rearreglo del
citoesqueleto de actina. También, muchas proteinas Rab y GTPasas han
demostrado su funcion en ambos procesos endociticos de E. histolytica. La
EhRabB se ha demostrado que se localiza en vesiculas intracelulares y que se
transloca en las bocas fagociticas durante la eritrofagocitosis. El papel de la
EhRab5 en la fagocitosis ha sido demostrada in vitro por varios autores, y se le ha
atribuido la formacion de vacuolas pre-fagosomales (Saito-Nakano, et al., 2005).
Las GTPasas de bajo peso molecular tipicamente se han involucrado en la
transduccion de sefiales o0 en la organizacion del citoesqueleto de actina al igual
gue en la endocitosis. En otros eucariontes, las RacGTPasas son conocidas por
ser potentes activadores de polimerizacion de actina a través de la interaccion de
proteinas como la treonina/serina cinasa p2l activada (PAK). En E. histolytica,
EhRacA ha mostrado que regula la polimerizacion de actina, y al hacerlo, influye
en la fagocitosis. Diversos estudios han demostrado la importancia de moléculas
como la protein cinasa C (PKC), la tirosin cinasa y la fosfatidilinositol 3 cinasa (PI-
3 cinasa) en la patogenicidad de E. histolytica. Se ha establecido desde hace
tiempo que tanto la actina como la miosina son componentes estructurales
importantes de las células eucariontes y son vitales en una gran variedad de
procesos celulares, incluidos el trafico de vesiculas y la endocitosis. Diversos
estudios han demostrado un mecanismo actina-dependiente en la eritrofagocitosis
y en la pinocitosis; asi como un aumento en ambos niveles; de polimerizacion de
actina y la transcripcion de actina tras el contacto con las células del hospedero
(Laughlin y Temesvari, 2005). La proteina base de la actina, la miosina 1B, también
se ha demostrado que se localiza en las bocas fagociticas de E. histolytica durante
la eritrofagocitosis y alrededor de los fagosomas en maduracion (Voigt et al.,
1999). Ademas de la adhesién del trofozoito a las células del hospedero, en este
caso, a los eritrocitos, para comenzar el proceso de eritrofagocitosis, E. histolytica

produce la activacion de factores apoptéticos en los eritrocitos e induce a su vez



que estos externalicen fosfatidilserina en su superficie y proceder a fagocitarlos
(Boettner et al., 2005). Estos autores, ademas proponen un modelo por etapas de
la eritrofagocitosis de E. histolytica. Primero, la lectina Gal/GalNac es utilizada por
la amiba para adherirse a los residuos terminales de galactosa de las células del
hospedero. Una vez que las membranas celulares de ambas, estan proximas,
ocurre la secrecién del ameboporo y de las cistein proteasas para dafar a las
células del hospedero, permitiendo el flujo de calcio dentro de las células para
activar factores apoptoéticos. Como resultado del dafio directo, la fosfatidilserina es
expresada en la superficie de los eritrocitos, donde los receptores del trofozoito los
puedan reconocer y unirse a ellos. Este reconocimiento estimula la maquinaria

fagocitica produciendo la ingestion de los eritrocitos.

1.2.9 Respuesta Inmune del hospedero hacia la amibiasis Intestinal

E. histolytica es un parasito invasivo entérico que causa la amibiasis. Globalmente,
esta enfermedad diarreica es la segunda causa de muerte, después de la
neumonia en nios menores de 5 afios, y es una de las 10 primeras causas de
diarrea severa en los paises en desarrollo. Actualmente, no hay una vacuna
disponible para esta enfermedad, por lo que una comprension de la respuesta
inmunoldgica humana hacia el parasito podria intensificar la habilidad de
desarrollar inmunoterapias efectivas (Bartelt et al., 2013). El hospedero despliega
una serie de defensas contra el parasito al tiempo que este invade el colon. La
amiba, sin embargo, ha desarrollado estrategias complejas para evadir las

defensas del hospedero y fomentar su propia sobrevivencia (Mondal et al., 2012).

1.2.9.1 Inmunidad Innata

Los acidos estomacales sirven como la primera linea importante de defensa en
contra de los enteropatdégenos asi como la habilidad para matar microrganismos
sensibles a los &cidos. Sin embargo, los quistes amibianos son altamente
resistentes y sobreviven al pasaje a través del ambiente acido del estobmago. En el
intestino, la siguiente capa de las defensas innatas podria ser la capa de moco,
gue se piensa que actlda como una barrera protectora, previniendo la invasion de

E. histolytica hacia las células epiteliales del intestino (IECs). La mucina, el



componente mayoritario de la capa intestinal mucosa, es una glicoproteina
secretada por las células caliciformes y las glandulas submucosas. Las
glucoproteinas de la mucina se unen entre si para inhibir la lectina Gal/GalNac de
adherencia del parasito, previniendo in vitro la adherencia y muerte de las células
(Chadee et al., 1987). Los trofozoitos, sin embargo, pueden romper la capa de
moco Yy la barrera intestinal mediante la secrecion de cistein proteasas (CPs) y
glicosidasas para permitir la penetraciéon de la mucosa del colon. Especificamente
la cistein proteasa 5 de E. histolytica (CP5) degradan la mucina-2 (MUC2) y las
proteinas de matriz extracelular (ECM por sus siglas en inglés) (Bansal et al.,
2009). El sistema de complemento es una barrera del sistema inmune no
especifico y que ejerce un papel protector en la diseminacién hematdgena del
parasito. En este contexto, también participa en la patogénesis de la amibiasis.
Algunos estudios han demostrado que los trofozoitos responden a esta defensa
activando la via clasica y alterna del complemento en la ausencia de anticuerpos
antiamibianos a través de la CP de 56 KDA (Reed et al., 1986). Esta CP degrada
los componentes del complemento C3, C4, C5 y C9, evitando efectos fisioldégicos
de anafilotoxinas C3a y C5a, como: el incremento de la permeabilidad vascular, la
contraccion del musculo liso, la supresion de la proliferacion de las células T, la
liberacidon de histaminas e IL-1, y limita la quimiotaxis de neutrofilos.

Las IECs expuestas hacia los trofozoitos de E. histolytica secretan potentes
guimiocinas, tales como la IL-8, resultando en un reclutamiento de las células
inmunes y una infiltracion del epitelio intestinal y de la [amina propia. (Yu et al.,
1997). Los neutrofilos son de las primeras células inmunes en responder a la
invasion de la amiba. Son activados por el interferon y (INF-y), el factor de
necrosis tumoral a (TNF-a), o por lipopolisacaridos (LPS); y llevan a cabo una
funcién amebicida in vitro mediante la liberacion de especies reactivas de oxigeno
(ROS) y péptidos antimicrobianos. (Guerrant et al., 1981). No obstante, se ha
demostrado que la amiba interfiere con su actividad, interrumpiendo las
actividades de NADPH oxidasa y resistiendo; a través de la peroxirredoxina de 29
kDa, el estrés oxidativo (Arbo, et al., 1990). Se ha demostrado también que E.

histolytica puede inducir la apoptosis de los neutrdfilos (Bruchhaus, et al., 1997).



Los macréfagos también juegan un papel crucial en la respuesta inmune del
hospedero en contra de la amibiasis intestinal. Estas células, se vuelven
amebicidas después de su estimulacion con INF-y o con TNF-a (Ghadirian et al.
1992). Se sabe que muchos antigenos amibianos son capaces de activar estas
células por via de patrones de reconocimiento de receptores. La expresion de los
receptores tipo Toll-2 (TLR-2) en los macrofagos estd sobre regulada cuando se
exponen hacia la lectina Gal/GalNac de E. histolytica, desencadenando la
produccién de citosinas pro-inflamatorias mediante la via de activacion del NF-«kB
(Kammanadiminti et al. 2004). La actividad amebicida de los macrofagos es la
produccién de oxido nitrico (ON) derivado de la L-arginina, mediante la enzima
oxido nitrico sintetaza (Seydel et al., 2000). EIl ON ha demostrado ser un
importante mediador de la citotoxicidad de los macrofagos, capaz de inhibir las
CPs y la alcohol deshidrogenasa 2 del parasito (Maldonado-Bernal et al., 2005).
La modulacién de esta respuesta, por parte de la amiba, ha sido suprimir el
estallido respiratorio y disminuir los niveles de ON, TNF-y, e IFN-y. (Siman-Tov et
al.,, 2003). Los mecanismos y moléculas amibianas que participan en esta
modulacion se conocen solo parcialmente. Se ha sugerido que son
inmunorreguladores amibianos, como una supuesta arginasa expresada por E.
histolytica, proteinas similares a la prostaglandina E2 (Dey et al, 2003) y un factor

inhibidor de la migracion de macrofagos.

1.2.9.2 Inmunidad adaptativa

El interferébn gama (INF-y) mediado por células parece proveer proteccion contra la
amibiasis debido a su habilidad de activar a los neutréfilos y macréfagos para
eliminar al parasito. En un estudio prospectivo con células mononucleares de
sangre periférica de infantes, dichas células, fueron estimuladas con extractos
solubles amibianos, para poder medir los niveles de INF-y producidos. Los nifios
con una produccion alta de INF-y tuvieron una disminucion significativa en la
incidencia de diarrea por E. histolytica (Haque et al., 2007). Este resultado se ha
podido respaldar con estudios de vacunacion en roedores, que muestran que la

induccion por vacunacion de la proteccion hacia la infeccion contra E. histolytica



puede ser transferida pasivamente hacia animales neo-natos mediante la
produccién de INF-y por las células T (Guo et al., 2009).

1.3 Microscopia electrénica de transmision (MET)

El microscopio electronico de transmision, fue desarrollado por Ernst Ruska y
colaboradores entre 1930 y 1933 (Ruska, 1986). La MET originalmente fue
desarrollada como una herramienta de observacion para materiales inorganicos a
aproximadamente una resolucién de 1000 veces mejor de la que se podria
observar en la microscopia de luz. En comparacién con la microscopia Optica,
existen varias diferencias. La primera de ellas es la fuente de energia, la cual en la
MET son los electrones, en lugar de ondas de luz o fotones, y estos electrones
son capaces de pasar a través de los especimenes y asi se nos permite su
visualizacion. Para poder hacer que el haz de electrones se pueda dirigir a la
muestra, es necesario tener un alto vacio porque a diferencia de las ondas de luz,
los electrones en el aire pueden ser facilmente deflactados al punto de ser
totalmente inservibles. En segunda, al momento de incidir el haz de electrones en
la muestra, esos electrones deben de ser acelerados a una gran velocidad o
voltaje en el rango de los kilo volts. Una vez que es alcanzado este parametro, la
temperatura de la interaccion de los electrones con la muestra, alcanzara un valor
muy alto. Para evitar que la muestra se dafie, debe de ser embebida en un medio
tal que le pueda proveer de un soporte rigido y de la capacidad de obtener cortes
mas delgados. Los medios idoneos para su uso son las resinas epoéxicas. Su
eleccion se basa en la capacidad de unién de la densidad del tejido o muestra y de
la densidad del plastico.

Ya que el tejido esta optimamente montado en un medio apropiado, es posible
observar su ultraestructura. Por lo tanto otro punto importante a considerar es la
fijacion del tejido o muestra usando glutaraldehido, puesto que proporciona una
gran capacidad de preservacion de las proteinas intracelulares. Ahora, para poder
visualizar las estructuras, es necesario que la muestra sea capaz de absorber o
deflactar los electrones. Esto requiere que las tinciones sean realizadas con

metales pesados, permitiendo que los electrones pasen por las secciones de la



muestra 0 que sean deflactados o absorbidos por los metales pesados. Las

tinciones mas comunmente utilizadas contienen sales de metales pesados, como

el plomo y el uranio. El acetato de uranilo y el citrato de plomo son los reactivos

comunmente usados. El tetradxido de osmio (OsO,) es un fijador extremadamente

reductor, pero al ser un metal pesado, tiene capacidad de contrastar. La

combinacién y reacciones entre el osmio, el uranilo y el plomo conduce a un

contraste mucho mejor de la muestra. Estos contrastes generalmente se realizan

secuencialmente con acetato de uranilo por 15 minutos en primer lugar, seguido

de citrato de plomo de 2 a 5 minutos con lavados de agua destilada entre cada

reactivo (Gordon, R.E., 2014).

1.3.1 Instrumentacion del MET

La instrumentacion de este microscopio se puede resumir en 4 sistemas

principales (Fig. 10):

e La fuente de electrones.

e Un sistema de lentes electromagnéticas.

e Soporte de muestra

e Sistema de imagen.

Fig. 10. Esquema general del microscopio

electrénico de transmision. Tomado de Basic

Principle of Transmission Electron Microscopy.
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1.3.2 Ventajas y desventajas del MET

Una de las principales ventajas que ofrece este tipo de microscopia es la
capacidad de resolucién que se puede obtener. Esta técnica de microscopia tiene
una capacidad de resolucion con la que se obtienen méas detalles que en la
microscopia Optica convencional, debido a que el haz de electrones posee una
longitud de onda mucho més corta que la de la luz visible que es requerida en la
microscopia optica. Su limite de resolucion puede llegar a los 0.2 nm. Otra de las
ventajas que presenta es la capacidad de aumento de las imagenes que se
pueden obtener; esto debido al “poder” que tienen las lentes electromagnéticas,
especialmente, el objetivo magnético. Esta capacidad es posible, debido al alto
voltaje aplicado al objetivo electromagnético. Por eso, una de las mayores
aplicaciones de la MET en las ciencias biologicas, es el estudio de los detalles
intracelulares de las células, y una de las principales ventajas, por ejemplo, es que
las proteinas u otras moléculas, pueden ser visualizadas en las secciones
procesadas mediante la aplicacion de anticuerpos conjugados con particulas de
oro.

Ya que se enumeraron las ventajas de esta técnica, también se deben de tener en
cuenta las principales desventajas al momento de trabajar con este sistema.
Primero, no es posible observar especimenes vivos debido a que todo el sistema
debe estar en un ambiente de vacio para poder generar la imagen a observar.
También, las micrografias obtenidas no pueden tenerse a color, solo en escala de
grises o a blanco y negro. Otra desventaja concerniente a las micrografias
generadas, es su formato en 2-D, esto se debe a que las muestras a procesar
deben de ser extremadamente delgadas con el fin de que los electrones puedan
penetrarlas, por lo tanto, no hay ningun “grosor’” que pueda verse en 3D. Al
momento de preparar las muestras, se debe de tener en cuenta el que se va a
procesar, ya que para algunas se usan reactivos especificos, los cuales pueden
introducir dafios estructurales al espécimen, y al igual que considerar que las
muestras deben ser muy delgadas. Otra desventaja, es que pueden producirse la
aparicion de artefactos durante el procesado de la muestra, para lo cual, al

momento de interpretar las micrografias se requieren experiencia y practica, en



adicion al conocimiento utilizado para preparar las muestras; ya que los artefactos
gue se presentan en las micrografias generalmente se deben al proceso de
preparacién y no a la muestra en si (Wilson y Basic, 2012).

1.4 Microscopia electrénica de barrido (MEB)

La Microscopia Electronica de Barrido (MEB), es una de las técnicas mas
versétiles usada para investigacion y desarrollo. Al mismo tiempo del desarrollo
del MET, Max Knoll en 1935, tuvo la idea de desarrollar un microscopio capaz de
poder trabajar con muestras compactas o gruesas, y demostré el principio basico
para un dispositivo para generar imagenes mediante un barrido de electrones
usando dos tubos de rayos catédicos. Posteriormente, Manfred von Ardenne en
1937, pudo perfeccionar este microscopio mediante la implementacion de lentes

electromagnéticas para enfocar el haz (Ardenne, M.v., 1937).

1.4.1 Principio del microscopio electronico de barrido

El principio basico del MEB, esta basado en el experimento de Knoll y de la
instrumentacion de von Ardenne. En un proceso similar a la del barrido del haz de
electrones en un tubo de rayos catddicos (trc) el haz enfocado de electrones
‘barre” linea a linea la superficie de la muestra dentro de la columna del
microscopio y transmite sefiales basadas en las interacciones entre la muestra y el
haz, las cuales son detectadas electronicamente y amplificadas por un equipo
adecuado (Michler, 2008) (Fig. 11).
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__F,__,/f""" Fig. 11. Esquema del Principio del Microscopio Electrénico
Bobinas de S de Barrido. Tomado de Fundamental of Electron Optics and
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escaneo arrido . . .
ko desayosciiicos signal generation (Michler, 2008).
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1.4.2 Instrumentacién del MEB
La instrumentacion de este microscopio se puede resumir en 5 sistemas
principales (Fig. 12):

e La fuente de electrones.

e Sistema de lentes electromagnéticas

e Soporte de muestra

e Detector de electrones secundarios

e Sistema de imagen.

Fuente de electrones

Lentes condensadoras

Boninas de escaneo

Monitor

Lentes de objetivo

Detector|secundario

de elecfrones
Muestra

Fig. 12. Esquema General del Microscopio Electronico de Transmision. Tomado
de Scanning Electron Microscopy A to Z (JEOL, 2009).

1.4.3 Ventajas y desventajas del MEB

Entre las principales ventajas que podemos tener al usar este sistema de
microscopia se encuentra que debido a la capacidad de resolucion que puede
alcanzar, nos permite examinar detalladamente la morfologia tridimensional de las
células y tejidos. También podemos usarla para poder ver una gran variedad de
muestras. Sin embargo, entre las desventajas que tenemos que para usar esta
técnica, las muestras deben de ser sdlidas y deben de tener un tamafio adecuado
para poder ser introducidas en la cAmara del microscopio. Otra desventaja es que,

las muestras deben de ser capaces de conducir la electricidad, por lo que se



requiere un recubrimiento con metales pesados; generalmente oro coloidal, y este

recubrimiento es costoso (El Abed, et al., 2012).

1.5 Microscopia de fuerza atomica (MFA)

La microscopia de Fuerza Atémica fue desarrollada por Gerd Binnig, Calvin Quate
y Christoph Gerber en la década de los 80 (Binnig et al., 1986), en un principio
para visualizar imagenes de materiales no conductores con resolucion a nivel
atomico. Cabe decir que fue tal la innovacion, que en 1986, recibieron el Premio
Nobel de Fisica, junto con Ernst Ruska, por esos trabajos.

Desde su desarrollo, se ha usado en mudltiples disciplinas, como la fisica, la
qguimica, la farmacéutica, la clinica y por supuesto las ciencias bioldgicas. En un
inicio se empez0 a trabajar con biomoléculas, y posteriormente se paso a tejidos,
cristales e incluso células vivas, esto debido a su principal caracteristica, que
consiste en obtener imagenes con una resolucion a nivel nanométrico (Colton et
al., 1997).

1.5.1 Instrumentaciéon del MFA
Todos los microscopios de fuerza, tienen esencialmente cinco componentes:
e Una punta afilada montada en un muelle suave y elastico
e Una manera de sensar la desviacion del muelle
e Un sistema de retroalimentacion para supervisar y controlar la desviacion (y
fuerza de la interaccion)
e Un sistema de barrido mecanico (normalmente un piezoeléctrico) que
mueve la muestra con respecto a la punta a manera de rastreo
e Un sistema de despliegue que convierte los datos medidos en una imagen

(Rugar y Hansma, 1990).

El haz laser es reflejado hacia la parte trasera del cantilever o sonda. El foto
detector esta dividido en cuatro cuadrantes, el cual tiene la oportunidad de medir
simultdneamente la flexion y torsion del cantilever, correspondiendo a la fuerza
normal y lateral de este. El posicionamiento de la muestra se controla usualmente

con un dispositivo piezoeléctrico hecho normalmente de materiales ceramicos que



mueven la muestra relativamente en 3 dimensiones (x, y, z). La flexion del
cantilever, la cual es medida por la interaccidbn sonda-muestra, es a menudo
determinada por un sistema 6ptico de deflexion. En el modo de contacto, la punta
de la sonda y la muestra se encuentran en contacto y la punta es simplemente
arrastrada a través de la superficie de la muestra, lo que nos da como resultado
una imagen topogréfica de la muestra. El escaneo es usualmente hecho bajo un
sistema de retroalimentacibn donde la muestra se mueve cerca o lejos del
cantilever, asi la flexion del cantilever se mantiene constante (Fig. 13).

El movimiento de arrastre de la punta, combinado con fuerzas adhesivas o
laterales, puede causar dafios substanciales tanto a la muestra como a la punta.
Para resolver esta dificultad, el modo de operacion intermitente o Tapping es el
gue se puede utilizar. Para realizarlo, la punta puede empezar a oscilar cerca de la

muestra y lentamente acercarse (Kirat, et al., 2005).

Fotodetector

Muestra

Cantilever — |

con punta

Escaner

Piezoeléctrico X

Fig. 13. Esquema de la Instrumentacion del Microscopio de Fuerza Atdbmica.

Tomado de Atomic Force Microscopy of Living Cells (Alsteens y Difrene, 2014).



1.5.2 Modos de operacién en el MFA

Para la generacion de imagenes con esta microscopia, se disponen de 3 modos
de operacion, que son los mas utilizados; el modo de contacto, el modo de no
contacto, y el modo intermitente o de Tapping.

1.5.2.1 Modo de contacto

El modo de contacto, también llamado el modo de fuerza constante, es el més
directo de la MFA, en donde la punta se mantiene en contacto con la superficie de
la muestra y la deflexion del cantilever se mantiene constante durante el escaneo
(Fig. 14). El contraste de la imagen depende de la cantidad de fuerza aplicada, la

cual de nuevo depende de la deflexién del cantilever (Ricci y Braga, 2004).

e 0..‘..000...

Fig. 14. Esquematizacion del Modo de Contacto. Tomado de Imaging Methods in

Atomic Force Microscopy (Ricci y Braga, 2004).

1.5.2.2 Modo de no contacto

El cantilever oscila, y se aproxima un poco (pero sin tocar) a la superficie de la
muestra. Este modo se basa en “sentir” a las fuerzas atrayentes de van der Waals
gue inducen un cambio de frecuencia en la rigidez del cantilever. En este modo,
las imagenes se pueden generar, manteniendo una frecuencia constante de
cambio mientras se esta escaneando y este usualmente se realiza monitoreando
la amplitud mediante la cual el cantilever oscila. La interaccién entre la muestra y
la punta es demasiado pequefia en este modo de operacion, y por lo tanto, se

puede alcanzar una buena resolucion (Ricci y Braga, 2004).



1.5.2.3 Modo Intermitente o “Tapping”

El esquema general es similar al modo de no contacto, pero en este caso, durante
la oscilacion la punta es puesta en contacto con la superficie de la muestra; de
modo que ocurre un amortiguamiento en la amplitud de oscilaciéon del cantilever
debido a las fuerzas repulsoras existentes en la superficie de la muestra (Ricci y
Braga, 2004) (Fig. 15).

Cantilever Punta

Muestra

Fig. 15. Esquematizacion del Modo Intermitente o Tapping. Tomado de Imaging

Methods in Atomic Force Microscopy (Ricci y Braga, 2004).

1.5.3 Preparacion de muestras para MFA

Una de las metas principales cuando se usa este sistema de microscopia al
momento de investigar procesos biolégicos en tiempo real y bajo condiciones
fisiolégicas es el de montar la muestra apropiadamente mientras se evita su
alteracion y desnaturalizacion. Un método eficiente para inmovilizar células
adherentes es aprovechar su habilidad natural de propagarse y/o adherirse a las
superficies. Las células animales, pueden ser procesadas en superficies solidas
como el cristal. Algunos procariontes pueden ser facilmente procesados sin ningin
tratamiento quimico previo. Cuando se trata con bacterias, la mayoria de ellas no
se adhieren espontaneamente a las superficies; pero se han desarrollado métodos
para resolver este problema. La eleccion dependera del tipo de célula y de los
objetivos de investigacion, por ejemplo, las bacterias en forma de baston son a
menudo inmovilizadas en soportes pretratados con policationes o retenidas

mediante un anclaje a la superficie. (Alsteens y Dafrene, 2014).



1.5.4 Ventajas y Desventajas del MFA

Las imagenes en MFA pueden mostrar informacion significativa acerca de las
superficies con una claridad sin precedentes. El MFA puede examinar cualquier
superficie lo suficientemente rigida tanto en aire, o si el espécimen se encuentra
inmersa en un liquido. En adicidén a su superior resolucion en comparacion con los
microscopios opticos, el MFA tiene esa ventaja clave sobre los otros microscopios
electrénicos. Comparado con el MEB, el MFA proporciona un contraste topografico
superior, en adicion de que se pueden realizar mediciones directamente en la
superficie, proporcionando datos cuantitativos.

Otra ventaja, es que la muestra no necesita ser eléctricamente conductiva, asi que
un recubrimiento metéalico en la muestra no es requerido. Por lo tanto, tampoco se
requiere una deshidratacion de la muestra como en la microscopia de barrido, y
asi pueden ser procesadas en su ambiente hidratado (Ricci y Braga, 2004). Ahora,
las principales desventajas que presenta esta microscopia, son varias. Una de
ellas, comparada con el MEB es el tamafio de imagen. El MEB puede procesar un
area de imagen de la orden de milimetros; en tanto que el de fuerza atdmica solo
pude hacerlo en la orden de los micrometros. Otro inconveniente que presenta es
gue, para obtener una gran resolucion, la calidad de la imagen esta limitada por el
radio de curvatura de la punta de la sonda, ya que una incorrecta eleccion de la
punta para alguna resolucién determinada, puede llevar a generar imagenes de
artefactos. Otra de las desventajas es que en el MFA, no se puede escanear la
muestra tan rapido como en el de barrido; lo que conlleva demasiados minutos
para un escaneo tipico, mientras que en barrido, este proceso es un poco mas
rapido (Kirat et al., 2005).



2. JUSTIFICACION

La meningoencefalitis amibiana primaria (MAP), es una encefalitis aguda que
afecta al sistema nervioso central, y generalmente es fulminante. Usualmente el
diagnéstico se realiza en casos post mortem, ya que no genera una sintomatologia
caracteristica que la distinga de otras meningitis de diversas etiologias. Tomando
en cuenta lo anterior, y conociendo que el bulbo olfatorio y la corteza orbitofrontal
presentan necrosis y hemorragia, se pretende caracterizar el proceso
eritrofagocitico en los trofozoitos de N. fowleri.

3. HIPOTESIS

El proceso eritrofagocitico en Entamoeba histolytica en estudios in vitro e in vivo
es altamente conocido. En el caso de Naegleria fowleri se desconoce el proceso
de fagocitosis de eritrocitos y su papel en la fisiopatologia en la meningoencefalitis

amibiana primaria, una enfermedad altamente mortal para el humano.

4. OBJETIVO GENERAL

e Estudiar y caracterizar el fendmeno de eritrofagocitosis en trofozoitos de
Naegleria fowleri por medio de microscopia electronica de transmision
(MET), microscopia electrénica de barrido (MEB) y microscopia de fuerza

atomica (MFA); para su posterior comparacion con Entamoeba histolytica.

4.1 OBJETIVOS PARTICULARES

e Conocer y realizar todo el proceso de preparacion de muestras bioldgicas
para la realizacion de las técnicas microscopicas anteriormente
mencionadas.

e Realizar la técnica de interaccion amibiana con eritrocitos humanos,
previamente estandarizada, para la posterior caracterizacion microscopica.

e Comparar el proceso de eritrofagocitosis de Entamoeba histolytica, con el

de Naegleria fowleri.



5. MATERIAL Y METODOS

5.1 Diagrama General de Trabajo
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5.2 Cultivo de las amibas

En todos los ensayos se utilizaron trofozoitos de N. fowleri (ATCC 30808 del
Centro para el Control y Prevencion de Enfermedades (CDC) de Atlanta, E.E.U.U.)
y de E. histolytica HM1-IMSS. Las cepas se cultivaron axénicamente en medio de
Bactocasitona (BD-Difco, Sparks, Maryland, E.E.U.U.) al 2% suplementado con
suero fetal bovino (SFB) (Microlab, México, D.F.) al 10% para amibas de vida libre
y medio de Diamond (Diamond et al., 1978) suplementado con suero bovino adulto
(SFA) (Microlab, México, D.F.) al 20% respectivamente para E. histolytica; a una
temperatura de 37 °C. Para la expansion amibiana, las cepas se cultivaron en
cajas de cultivo celular de 75 cm? (Corning Incorporated, Nueva York, E.E.U.U.).
Posteriormente, se cosecharon los trofozoitos en fase logaritmica de crecimiento
(48 h) en un bafo de hielo durante 20 minutos. Se revisO y se observo que las
amibas se despegaran en su totalidad. A continuacion, se colocaron en tubos
Falcon de 15 mL y se centrifugaron a 646 g por 5 minutos. Se utilizdO una camara
de Neubauer para realizar el ajuste de amibas a 6x10° trofozoitos de N. fowleri y
2x10° de E. histolytica. Se ajust6 el indculo resultante en 1 mL de medio de

Bactocasitona o Diamond dependiendo del tipo de amiba.
5.3 Interacciones de las amibas con eritrocitos

Para los ensayos de las interacciones se realizaron siguiendo las metodologias
propuestas por Orozco, et al., 1983; Tsutsumi et al., 1992 y Herrera Verdugo, et
al., 1997.

Se obtuvo sangre venosa humana con EDTA como anticoagulante.
Posteriormente la sangre se diluyd 1:50 con PBS pH= 7.2. Los indculos
correspondientes de las amibas se colocaron sobre cubreobjetos cortados en una
placa de plastico Costar de 24 pozos con fondo plano (Corning Incorporated,
Nueva York, E.E.U.U.). La placa se incubd 1 hora para facilitar la adherencia de
las amibas en los cubreobjetos. Pasado este tiempo, se adicionaron 200 pl de

sangre diluida 1:50 y se incubaron a 37 °C por los siguientes tiempos; 15, 30, 60 y



120 minutos para cuantificar el proceso eritrofagocitico en N. fowleri; y, 2, 5y 15
minutos para E. histolytica. Pasado este tiempo, se procedi6 a fijar cada pozo con
glutaraldehido al 2.5% en amortiguador de cacodilato de sodio 0.1M y se
incubaron 20 minutos a temperatura ambiente. Estas muestras se procesaron para
MET, MEB y MFA.

5.4 Procesamiento de muestras para MET

Las interacciones de las amibas con los eritrocitos, se hicieron mediante la técnica
de suspension con agitacion suave. Posteriormente se fij6 con glutaraldehido al
2.5% en amortiguador de cacodilato de sodio 0.1M pH= 7.4., por 1 h. Después, se
realizaron 3 lavados de 10 minutos en agitacion constante con cacodilato de sodio
0.1M. Posteriormente, se post-fij6 en OsO, al 2% en cacodilato de sodio 0.2M
durante 1 h en agitacion suave. Se hizo una segunda serie de lavados con
cacodilato de sodio 0.1M. Las muestras se deshidrataron en un tren de alcohol a
concentraciones crecientes (70%, 80%, 90%) y dos veces en alcohol al 100%,
todos por intervalos de 10 minutos. Se agregd oxido de propileno a cada muestra
para deshidratar 2 veces en un intervalo de 20 minutos. Se pre-incluyé con resina
Epon y oxido de propileno 1:1 por 12 h; después se incluyeron las muestras en
resina Epon a 60 °C por 24 h. Se hicieron cortes semifinos de 120-150 nm sobre
portaobjetos y se tifieron y contrastaron con citrato de plomo y acetato de uranilo.
Posteriormente se realizaron cortes finos de 50-120 nm que se observaron en un
el Microscopio Electrénico de Transmision Zeiss EM-910 (Carl-Zeiss, México,
D.F.).

5.5 Procesamiento de muestras para MEB

Los cubreobjetos con las interacciones amiba/eritrocito se fijaron con
glutaraldehido al 2.5% en amortiguador de cacodilato de sodio 0.1M pH= 7.4., por
1 h. Después, se realizaron 3 lavados de 10 minutos en agitacion constante con
cacodilato de sodio 0.1M. Posteriormente, se post-fijo en 0OsO, al 2% en
cacodilato de sodio 0.2M durante 1 h en agitacién suave, esto se realizé en

campana de extraccidon. Se hizo una segunda serie de lavados con cacodilato de



sodio 0.1M. Las muestras se deshidrataron en concentraciones crecientes de
etanol (70%, 80%, 90%) y dos veces en alcohol al 100%, todos por intervalos de
10 minutos. Después, se introdujeron en el desecador de punto critico (Samdri-
975/Tousimis, Research Corporation, Rockville, E.E.U.U.) con un intervalo de 10-
20 min. Las muestras fueron expuestas al punto critico para retirar la mayor
cantidad de etanol con CO; durante 4 minutos a 21 °C y 1200 psi. Posteriormente,
se pasaron las muestras al aparato sombreador de metales (Denton Vacuum Desk
V, Tousimis Research Corporation, Rockville, E.E.U.U.) para cubrirlas con oro
durante 2 minutos a 25mA. Posteriormente se observaron con el microscopio
electronico de Barrido JEOL JSM-6510LV (JEOL U.S.A. Inc., Maryland, E.E.U.U.).

5.6 Procesamiento de las muestras para MFA

Los cubreobjetos con las interacciones se fijaron en cada pozo con glutaraldehido
al 2.5% en amortiguador de cacodilato de sodio 0.1M pH= 7.4., por 1 h. Despues,
se realizaron 3 lavados de 10 minutos en agitacion suave con cacodilato de sodio
0.1M. Posteriormente, se post-fij6 en OsO, al 2% en cacodilato de sodio 0.2M
durante 1 h en agitacion constante. Se hizo una segunda serie de lavados con
cacodilato de sodio 0.1M. Las muestras se deshidrataron en concentraciones
crecientes de etanol (70%, 80%, 90%) y dos veces en alcohol al 100%, todos por
intervalos de 10 minutos. Se realizaron dos cambios de 6xido de propileno de 20
minutos cada uno. Se pre-incluy6 con resina Epon y 6xido de propileno 1:1 por 12
horas; después se procedio a incluir las muestras en resina Epon y se incubaron a
60 °C por 48 horas. Se realizaron cortes semifinos de 0.3 pm de espesor que se
colocaron en portaobjetos y se tifieron con azul de toluidina. Posteriormente se
analizaron con el Microscopio de Fuerza Atdmica AutoProbe CP Research AFM
(Thermomicroscopes Corporate, California, E.E.U.U.) a una frecuencia de barrido
de 2 a 3 hertz, una fuerza de 10 nN y una ganancia de 0.5 unidades arbitrarias. Se
usé una punta de silicio de 100 A de radio de curvatura, montada en un cantilever
de 0.6 pm, el microscopio fue operado con los actuadores piezoeléctricos

disponibles, de desplazamiento horizontal de 100 um, 10 umy 5 p.



5.7 Técnica histoquimica para visualizacion de Actina

Se realizaron interacciones de N. fowleri con eritrocitos en una relacion 1:300
sobre cubreobjetos previamente silanizados por 15 y 30 minutos. Posteriormente
las muestras se fijaron con paraformaldehido al 2% por 20 min. Después se
permeabilizaron con 1 mL de triton al 0.2% en PBS por 30 min y se hicieron 3
lavados con PBS pH= 7.2. Posteriormente se adicion6 50 pL de Faloidina
Rodaminada (Invitrogen, México, D.F.) (1:150) por 40 minutos y se volvieron a
lavar por triplicado con PBS. Después se afiadiéo 1 mL de 4 ',6-diamino-2-fenilindol
(DAPI) (Invitrogen, México, D.F.) al 2.5% por 5 min y se realizaron lavados con
PBS por triplicado. Se montaron en un portaobjetos con 3 pL de resina Vecta
Shield (Vector Laboratories Inc., Burlingame, Ca., E.E.U.U.). Posteriormente se
observaron en el microscopio confocal Axio Imager Z.2 (Carl-Zeiss, México, D.F.).



6. RESULTADOS

Se procedio a caracterizar la interaccion entre los trofozoitos de N. fowleri y E.
histolytica con eritrocitos O Rh (+), asi como los cambios morfolégicos de ambas
amibas; mediante microscopia electrénica de transmision (MET), microscopia

electronica de barrido (MEB), y microscopia de fuerza atomica (MFA).
6.1 Microscopia electronica de transmision (MET)

Con la microscopia electrénica de transmision, fue posible observar ultra
estructuralmente los cambios morfolégicos de ambos protozoarios al momento de

la eritrofagocitosis.

En el caso de N. fowleri, a los 30 minutos, se pudo observar que al inicio de la
eritrofagocitosis; ademas se visualizaron los organelos tipicos de esta amiba de
vida libre, hay una zona electrondensa en la zona de contacto entre las
membranas citoplasmaticas de la amiba y del eritrocito. También pudo apreciarse

la deformacion de la amiba para comenzar con la ingesta del eritrocito. (Fig. 16).

A los 60 minutos, se observo, ademas de las zonas electrondensas en el area de
contacto entre el trofozoito y el globulo rojo; y vacuolas con contenido fibrilar.
También se pudo observar el proceso de trogocitosis al momento de fagocitar al

eritrocito, asi como el inicio de la degradacion de los globulos rojos (Fig. 17).

Por dltimo, al tiempo de 120 minutos, se pudieron apreciar varias etapas de
digestion de eritrocitos, dentro de diferentes trofozoitos, asi como el reacomodo de

sus organelos para poder degradarlos (Fig. 18).

Con E. histolytica, a los 2 minutos, se pudo observar, la fagocitosis de los glébulos
rojos, ademas de la proyeccion de las bocas fagociticas; y también, diversos

eritrocitos en el interior de diversas vacuolas (Fig. 19).

En un tiempo de 5 minutos, se visualizaron multiples eritrocitos fagocitados, tanto
con su morfologia conservada, como en diversas etapas de degradacion y

numerosas vacuolas con material fibrilar (Fig. 20).



Por ultimo, se observo que a los 15 minutos; ademas del desplazamiento de sus
organelos, la degradacion de los eritrocitos en las vacuolas, ademéas de contener
eritrocitos simultdneamente intactos (Fig. 21).

6.2 Microscopia electronica de barrido (MEB)

Con la microscopia electrénica de barrido, es posible observar los cambios
morfologicos a nivel de superficie, tanto de los trofozoitos de N. fowleri como de
E. histolytica, ademas de los eritrocitos en el momento de su interaccion.

A los 15 minutos de interaccion entre N. fowleri y los eritrocitos O Rh (+), se
observé la formacion de la boca fagocitica en la superficie del trofozoito, al tiempo
gue esta rodeado de glébulos rojos. También se pudo observar la deformacion de
la morfologia del eritrocito al tiempo que éste es fagocitado, ademas de la
formacion de placas de adhesion o lamelopodios (Fig. 22).

A los 60 y 120 minutos de interaccion, N. fowleri, fue capaz de fagocitar varios
eritrocitos simultaneamente, a pesar de su tamafo. También se pudieron observar
el cierre de las bocas fagociticas y la formacion de placas de adhesion o

lamelopodios (Fig. 23).

En E. histolytica, a los dos minutos, se visualizé la formacion de varias bocas
fagociticas simultdneamente, ademas de la deformacion del eritrocito, cuando el

trofozoito lo ingiere (Fig. 24).

A los 5 minutos de interaccion, se pudo ver como los trofozoitos son rodeados por
multiples eritrocitos, ademas de la proyeccion de bocas fagociticas para ingerirlos.
También se puede observar la presencia de eritrocitos ya deformados que seran

fagocitados posteriormente (Fig. 25).

Por ultimo, a los 15 minutos de interaccién, E. histolytica fue capaz de polarizar o
de mostrar el fendmeno de “capping”, en un polo del trofozoito y fagocitar multiples
eritrocitos. Se pudo apreciar, que conforme avanza el tiempo, el niumero de

eritrocitos ingeridos aumenta (Fig. 26).



6.3 Microscopia confocal (MC) de N. fowleri

Debido a la presencia de placas de adhesion de N. fowleri al barrido, se procedi6 a
realizar la técnica citoquimica de visualizacion de actina, mediante el uso de

faloidina rodaminada y DAPI.

A los 15 y 30 minutos de interaccion con eritrocitos y N. fowleri; se pudo visualizar
la distribucion de actina en los trofozoitos, ademéas de que se observé una mayor
concentracion de actina en las placas de adhesién y en las bocas fagociticas
formadas por los protozoarios. Ademas de la presencia de actina en los
trofozoitos, se pudo observar la localizacion del nucleo caracteristico tefiido con
DAPI (Fig. 27 y 28).

Al parecer, no se observd ningun cambio apreciable en la actina presente en N.

fowleri, conforme pasa el tiempo de interaccion.
6.4 Microscopia de fuerza atomica (MFA)

La implementacion de esta técnica de microscopia en el presente trabajo, se hizo,

debido a sus ventajas, anteriormente explicadas, asi como por su posible utilidad.

Se analizaron ambos protozoarios por este método, encontrandose diversas

caracteristicas, tanto de ultra estructura, como de su superficie.

A los 30 minutos de interaccién de N. fowleri con los eritrocitos se pudo observar,
gue el trofozoito contiene multiples vacuolas, al igual que se aprecio el contacto

entre la superficie del trofozoito junto con la del eritrocito (Fig. 29).

Al tiempo de 120 minutos, fue posible ver vacuolas con posible material fibrilar,
gue pudiera corresponder a eritrocitos ya degradados, asi como la observacién de
la deformacién del eritrocito que estad siendo fagocitado (posiblemente por el
mecanismo de trogocitosis), como la deformacién de la membrana del trofozoito
(Fig. 30).

En el caso de E. histolytica, a los 15 minutos de interaccion con eritrocitos, se

observo una cantidad considerable de eritrocitos ya fagocitados en su interior, asi



como vacuolas con material fibrilar, que posiblemente corresponde a eritrocitos en
degradacion. También se observaron cambios en la membrana de la amiba, asi
como deformacién en la morfologia del eritrocito, al tiempo que éste es fagocitado
(Fig. 31).

Al tiempo de 120 min de interaccion entre la amiba y los eritrocitos, se pudo
observar una gran cantidad de vacuolas con posible material fibrilar, que podria
corresponder a eritrocitos ya degradados por la amiba, asi como la internalizacion
de un eritrocito, al tiempo que este es deformado; al igual que los cambios que
presenta la membrana del parasito (Fig. 32).



Fig. 16. Co-incubacion de N. fowleri con eritrocitos O Rh (+) durante 30 minutos.
Microscopia electrénica de transmision. A) y C). Se observa la interaccion entre el
trofozoito (Nf) y el eritrocito (E), por medio de sus membranas citoplasmaticas
(cabeza de flecha). Se puede observar en todas las micrografias una zona
electrondensa en la zona de contacto. B) y D). Aumentos. Barra = 2 um.



Fig. 17. Co-incubacion de N. fowleri con eritrocitos O Rh (+) durante 60 minutos.

Microscopia electronica de transmision. E) y F). Se observa la interaccion del
trofozoito (Nf) y del eritrocito (E), a través de sus membranas citoplasmaticas
(cabeza de flecha). Se puede visualizar una zona electrondensa en el area de
contacto. G) y H). Se puede observar el fenémeno de trogocitosis de un eritrocito,

al mismo tiempo que la degradacion de vacuolas fagociticas. Barra = 2 um.



Fig. 18. Co-incubacion de N. fowleri con eritrocitos O Rh (+) durante 120 minutos.

Microscopia electrénica de transmision. 1) Se observa un eritrocito (E) en el interior
del trofozoito (Nf), al igual que varias vacuolas. J) Se puede ver como se
comienzan a degradar al eritrocito en el interior del trofozoito. K) Se puede
observar una boca fagocitica con un eritrocito en su interior, y que al mismo
tiempo comienza a degradarlo. L) Se observa un eritrocito ya degradado en el

interior de la amiba. Barra = 2 um.



Fig. 19. Co-incubacion de E. histolytica con eritrocitos O Rh (+) durante 2 minutos

por microscopia electronica de transmision. A) y B). Se puede apreciar el inicio de
la ingestion del eritrocito por el trofozoito (Eh), al igual que una zona electrondensa
en el area de contacto de ambas células. C) y D). Se puede observar como el
eritrocito comienza a deformarse al momento de comenzar a ser digerido por la

amiba. Barra = 2 pum.
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Fig. 20. Co-incubacion de E. histolytica con eritrocitos O Rh (+) durante 5 minutos.
Microscopia electrénica de transmision. E) y F). Se observa un trofozoito (Eh) con
varios eritrocitos ingeridos, asi como mdultiples vacuolas. G) y H). Se pueden
observar diversos eritrocitos internalizados, asi como en diversos grados de

degradacion. Barra = 2 um.



Fig. 21. Co-incubacion de E. histolytica con eritrocitos O Rh (+) durante 15

minutos. Microscopia electronica de transmision. 1) y J). Se pueden observar
multiples eritrocitos en diversos estados; tanto enteros como en degradacion; asi

como un gran namero de vacuolas en el interior de los trofozoitos (Eh). Barra =

2um.



Fig. 22. Co-incubacion de N. fowleri con eritrocitos O Rh (+) durante 30 minutos.

Microscopia electronica de barrido. A) Se observa la interaccion del eritrocito con
el trofozoito (cabeza de flecha) mediante la proyeccion de una boca fagocitica;
ademas de la presencia de placas de adhesion o lamelopodios (flechas) (Barra = 5
pum). B) y C) Proyeccion de bocas fagociticas (Barras = 5 y 2 um respectivamente).
D) Succion de un eritrocito por medio de una boca fagocitica (cabeza de flecha)

(Barra = 2 um).



Fig. 23. Co-incubaciéon de N. fowleri con eritrocitos O Rh (+) durante 60 (E) y F)) y

120 (G) y H)) minutos. Microscopia electronica de barrido. E) y F) Se puede
observar la ingestion simultanea de dos eritrocitos por medio de una boca
fagocitica (Barras = 5y 2 um respectivamente). G) Se observa la ingestion de un
eritrocito en la superficie del trofozoito posiblemente por trogocitosis asi como el
posible cierre de multiples bocas fagociticas; al igual que la proyeccion de placas
de adhesion o lamelopodios (flechas) (Barra = 5 um). H) Se observa un trofozoito

con posibles bocas fagociticas parcialmente cerradas en su superficie (Barra = 5

pum).



Fig. 24. Co-incubacion de E. histolytica con eritrocitos O Rh (+) durante 2 minutos.

Microscopia electronica de barrido. A) y B) Proyeccion de bocas fagociticas en la
superficie del trofozoito (Barras = 5 y 10 um respectivamente). C) y D) Se puede
observar la “succion” de un eritrocito por medio de una boca fagocitica (Barras = 5

y 2 um respectivamente).



Fig. 25. Co-incubacion de E. histolytica con eritrocitos O Rh (+) durante 5 minutos.

Microscopia electrénica de barrido. E) y F) Se puede ver al trofozoito
alimentandose de varios glébulos rojos al mismo tiempo; ademas de que se
observan otros eritrocitos que han perdido su morfologia caracteristica, alrededor
de la amiba (Barras = 10 y 2 um respectivamente). G) y H) Se puede apreciar la
deformacion de los eritrocitos al tiempo que se produce su ingestion (Barras =5y

2 um respectivamente).



Fig. 26. Co-incubacion de E. histolytica con eritrocitos O Rh (+) durante 15
minutos. Microscopia electronica de barrido. 1) y J) Se puede observar al trofozoito

ingiriendo masivamente una cantidad considerable de eritrocitos (deformados y no

deformados) por medio de su boca fagocitica, ademas, podemos visualizar el

fendmeno de polarizacién o de “capping” (Barras = 5y 10 ym respectivamente).



Fig. 27. Co-incubacion de N. fowleri con eritrocitos O Rh (+) durante 15 minutos.

Microscopia Confocal 40x. A) y D) Se puede visualizar la distribucion de la actina
por medio de faloidina rodaminada en los trofozoitos (cabeza de flecha). B) y E)
Se observa la distribucion de la actina en el trofozoito (cabeza de flecha) y la
presencia del nucleo (flecha). C) y F) Observacion de los trofozoitos en campo

claro.



Fig. 28. Co-incubacion de N. fowleri con eritrocitos O Rh (+) durante 30 minutos.

Microscopia Confocal 40x. G) y J) Se identifica la presencia de actina (cabeza de
flecha) con faloidina rodaminada en las amibas. H) y K) Ademas de la presencia
de actina (cabeza de flecha) en el trofozoito; se puede localizar la presencia del
nucleo caracteristico de esta amiba, tefiido con DAPI (flechas). I) y L) Observacién

de los trofozoitos en campo claro.



Fig. 29. Co incubacién de N. fowleri con eritrocitos O Rh (+) durante 30 minutos.

Microscopia de fuerza atdmica. Diversos aumentos. Se puede apreciar la
superficie rugosa del trofozoito (Nf), al igual que la del eritrocito (E), conforme se
aumenta la imagen. También se observa el contacto entre ambas células (cabeza

de flecha).
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Fig. 30. Co-incubacion de N. fowleri con eritrocitos O Rh (+) durante 1020 minutos.
Microscopia de fuerza atdmica. Diversos aumentos. Se puede observar la textura
del trofozoito (Nf), asi como mudltiples vacuolas en su interior. Conforme se
aumenta la imagen, se puede observar la interaccién entre el eritrocito (E) y el

trofozoito, mediante la deformacion de la membrana de la amiba, para ingerir Al

glébulo rojo.




Fig. 31. Co-incubacion de E. histolytica con eritrocitos O Rh (+) durante 15

minutos. Microscopia de fuerza atomica. Diversos aumentos. Se pueden observar
bastantes eritrocitos en el interior de la amiba, asi como mdltiples vacuolas. Se
aprecia con mas detalle, como se va deformando el eritrocito (E) al mismo tiempo

gue es fagocitado por la amiba (Eh).



Fig. 32. Co-incubacion de E. histolytica con eritrocitos O Rh (+) durante 30

minutos. Microscopia de fuerza atdmica. Diversos aumentos. Se observan
diversas vacuolas con posible material fibrilar, asi como un eritrocito (E) que
comienza a ser fagocitado, y otro que comienza a ser ingerido por el trofozoito
(Eh).



7. DISCUSION

N. fowleri, es la Unica especie del género Naegleria que ha demostrado ser la
causa de la meningitis amibiana primaria (MAP), una enfermedad del sistema
nervioso, con consecuencias fatales en su mayoria (Marciano-Cabral et al., 2007).
Durante el transcurso de la MAP, hay zonas liticas y hemorrégicas en el cerebro, y
estas incluyen la presencia de eritrocitos. Se ha reportado, que N. fowleri es capaz
de ingerir a los eritrocitos (Cervantes-Sandoval, et al., 2008).

Pero actualmente, el mecanismo por el cual se produce el fenébmeno de
eritrofagocitosis esta amiba de vida libre permanece desconocido. Por lo cual, en
este estudio, se ha decidido comparar dicho fenédmeno con el de otro protozoario,
con el cual se cuenta con muchos datos y se conoce a grandes rasgos el

mecanismo de este fenOmeno; Entamoeba histolytica (Boettner et al., 2005).

La eritrofagocitosis, es una caracteristica definida en la amibiasis invasiva por
parte de E. histolytica. En un principio se creia que era un factor de virulencia que
caracterizaba solo a este género, pero diversos estudios, se han encargado de
demostrar que no unico de esta especie; sino que también esta presente en su
contraparte no patdgena, E. dispar; lo que podria sugerir que un futuro, este
fendbmeno podria dejar de ser un Optimo marcador de virulencia como tal
(Tsutsumi, et al., 1992; Talamas-Lara, et al., 2014).

Se conoce muy bien que E. histolytica posee una gran capacidad fagocitica de
una gran variedad de objetivos alimenticios, como; fragmentos celulares, células

vivas; como los eritrocitos; y particulas inertes (Herrera-Verdugo, et al., 1997).

Como se sabe, el hierro es un elemento vital para la supervivencia de la mayoria
de los organismos. Bajo condiciones fisioldgicas, el Fe** no es soluble, y el Fe?* si
lo es, pero es toxico y facilmente se oxida a Fe**. Para incrementar su solubilidad,
evitar su toxicidad, y para mantener el hierro fuera del alcance de
microorganismos intrusos, este elemento, normalmente esta unido con diversas
proteinas. Sin embargo, algunos microorganismos patégenos han sido capaces de

alimentarse con el hierro de las proteinas del hospedero. E. histolytica, asi como



otros parasitos, requieren grandes cantidades de hierro extracelular (~ 100 uM).
Este alto requerimiento de hierro es atribuido a la pesada dependencia de su
metabolismo en proteinas ferredoxinas. Los trofozoitos de E. histolytica son
capaces de usar cuatro de las proteinas humanas que se unen a este elemento,
como fuentes de hierro. Estas proteinas son la hemoglobina, la transferrina, la
lactoferrina y la ferritina. Las amibas endocitan y rompen estas proteinas para
obtener el hierro que necesitan (Winter et al., 2014).

La hemoglobina (Hb) es una proteina globular que estd presente en altas
concentraciones en los eritrocitos. La funcién de la hemoglobina es la de atrapar el
oxigeno en los pulmones y transportarlo a través de la sangre hacia los tejidos y
las células. En los mamiferos la Hb esta compuesta de dos cadenas alfa y dos
cadenas beta, y cada una contiene un grupo hemo prostético, y por lo tanto hay
cuatro atomos de Fe*" en la molécula de Hb. El consumo de hemoglobina por
parte de E. histolytica ocurre mediante la ruptura de la membrana citoplasmatica
de los eritrocitos con fosfolipasas y hemolisinas en la superficie del trofozoito. Una
vez fagocitados los eritrocitos, son degradados en el interior de la amiba por varias
proteinas denominadas hemoglobinasas en diversas vacuolas (Serrano-Luna et
al., 2013).

Por lo tanto, se realizaron varias interacciones entre eritrocitos y trofozoitos de
ambas especies de amibas, a diversos tiempos, para poder compararlos entre si.
Para N. fowleri se usaron los tiempos de 30, 20 y 120 min de interaccién; y con E.
histolytica los tiempos a evaluar fueron 2, 5, y 15 minutos. La eleccion de estos
tiempos se debid, a que experimentalmente se ha observado que N. fowleri,
fagocita a los glébulos rojos de una manera mucho mas lenta (Scaglia et al.,
1991), en comparacion con los trofozoitos de E. histolytica (Tsutsumi et al., 1992);

como se pudo corroborar en este trabajo.

En las micrografias obtenidas por MET, se pudo visualizar en ambas amibas, que
independientemente del tiempo; se observaron areas electrondensas en las zonas
de contacto entre el eritrocito y la amiba. Esto pudo ser causado, por las diversas

moléculas que participan en la adhesion de los trofozoitos hacia los eritrocitos;



como por ejemplo: lectinas que reconocen carbohidratos, proteasas, y proteinas
secretadas como los ameboporos (Carrasco-Yepez et al., 2012; Serrano-Luna et
al., 2013; Herbst et al., 2002; Leippe et al., 2005). Entre las formas de ingerir a los
glébulos rojos, pudimos observar que N. fowleri lo realiz6 por dos maneras, por
“succion”, mediante el reconocimiento de los eritrocitos por la membrana de la
amiba, asi como por trogocitosis; a diferencia de E. histolytica, que solo demostré
ingerir a los eritrocitos por succién. Sin embargo; se ha reportado por varios
autores el mecanismo de trogocitosis en otro tipo de substratos, asi como en
glébulos rojos (Herrera-Verdugo et al., 1997; Ralston et al., 2014). La diferencia
entre estos mecanismos presentados de eritrofagocitosis por ambas amibas,
podria deberse a la capacidad eritrofagocitica de cada amiba.

Entre las diferencias encontradas en ambas amibas en las imagenes obtenidas
por MET; se encuentra la cantidad de eritrocitos ingeridos por cada una, asi como
la velocidad de degradacion de los eritrocitos ya fagocitados. En N. fowleri,
podemos constatar que este proceso se da de manera mas lenta que en E.
histolytica. Lo que sugiere, una menor afinidad hacia los eritrocitos por parte de N.

fowleri como su fuente de hierro; en comparacion con E. histolytica.

En las imagenes obtenidas por microscopia de barrido (MEB), se pudo observar la
proyeccion de bocas fagociticas caracteristicas de N. fowleri. Se visualizd, que
esta amiba procede a ingerir a los eritrocitos mediante dos mecanismos; succion y
trogocitosis; lo que corresponde con los resultados obtenidos por MET. En las
micrografias obtenidas por MEB, también se pudo observar que en los tiempos de
15, 60 y 120 minutos de interaccion de los trofozoitos de N. fowleri con los
eritrocitos, formaronn unas estructuras denominadas placas de adhesién o
lamelopodios. Por esta razén, se procedio a realizar la técnica de visualizacion de
actina; una proteina mayoritaria del citoesqueleto de los trofozoitos, por
microscopia confocal, con el propésito de observar la presencia y distribucion de
esta molécula, al momento de las interacciones. Esto con el antecedente, de que
el rearreglo del citoesqueleto; es un mecanismo de patogenicidad importante en

este protozoario (Sohn et al. 2010).



En las micrografias obtenidas por microscopia confocal, se pudo observar como la
actina; que es un constituyente estructural para el citoesqueleto de las células,
presentd un reacomodo tal, que dicha proteina se distribuyé mayormente en la
zona donde se proyectaban las bocas fagociticas y los lamelopodios o placas de
adhesion.

En un estudio realizado en 2012 por Jamerson y col. compararon a N. fowleri con
su contraparte no patdgena, N. lovaniensis, en su capacidad de adhesiéon e
invasion a las proteinas de matriz extracelular. En dicho estudio, ellos observaron
qgue N. fowleri era capaz de formar estas estructuras de adhesion en dichas
proteinas, lo que favorecia un mayor efecto patogénico.

Por lo anteriormente mencionado, la observacion de estas estructuras nos puede
sugerir que ayudan a los trofozoitos a adherirse en la superficie de las células o

tejidos blanco, para poder fijarse de algun modo y realizar dafio a dichos objetivos.

A diferencia de N. fowleri, los resultados obtenidos por MEB para E. histolytica,
nos mostraron que, a tiempos cortos, fue capaz de fagocitar una cantidad mayor
de eritrocitos, deformandolos para poder obtener la hemoglobina, al tiempo que
los ingiere. También se pudo observar, que aumentando el tiempo de interaccion,
la amiba va polarizando los eritrocitos que va a fagocitar al mismo tiempo que los
deforma. Este fendmeno; Illamado en la literatura como “capping” o
encapsulamiento ha sido descrito por varios autores. El origen de este mecanismo
se ha relacionado con los receptores o lectinas que reconocen a los eritrocitos, se
encuentran en la superficie del trofozoito y al momento de ir reorganizandose, la
amiba va desplazando a los receptores, provocando la polarizacion (Tsutsumi et
al., 1992; Herrera-Verdugo et al., 1997). Esta es una gran diferencia entre N.
fowleri y E. histolytica, y dichos resultados corresponden a los observados en las

imagenes obtenidas por MET.

La microscopia de fuerza atomica (MFA), es capaz de ofrecernos resultados
superficiales de los materiales o muestras a niveles nanométricos a nivel

topografico; asi como proporcionarnos un perfil tridimensional a partir de uno



bidimensional. Todo esto se debe a la capacidad de resolucion vertical que
confiere, la cual es diferente a la resolucion horizontal proporcionada por el MET y
el MEB (Jiménez-Garcia y Fragoso-Soriano, 2000).

Respecto a los resultados proporcionados por la MFA, se pudieron visualizar dos
cosas; la superficie de los trofozoitos a nivel nanométrico asi como la de los
eritrocitos; y la apreciacion de la ultraestructura de las amibas de un modo

tridimensional.

En la interaccion de N. fowleri con los eritrocitos a los 30 minutos, se visualizé la
textura rugosa del trofozoito y una cantidad considerable de vacuolas. También se
observé que al momento de reconocimiento y contacto, la amiba comienza a
deformar su superficie para empezar el proceso de fagocitosis del eritrocito.
Conforme vamos aumentando la imagen, podemos observar que la superficie
rugosa de la amiba comienza a formar una especie de proyeccion “viscosa” del
citoplasma hacia el eritrocito (Fig. 29 cabeza de flecha). Esta textura del contacto

entre el trofozoito y el glébulo rojo, no puede ser visible con el MET ni con el MEB,

A un tiempo de interaccion de 120 minutos de N. fowleri con los eritrocitos, se
pudo observar como la amiba estd deformando al eritrocito al momento de
fagocitarlo, al igual que su propia membrana. También se visualizaron varias
vacuolas con material fibrilar, que posiblemente sean eritrocitos ya degradados.
No se observé explicitamente la caracteristica boca fagocitica como tal, pero si
una forma “retraida” de esta. Al igual que en el tiempo de 30 minutos, podemos
ver una textura viscosa del trofozoito y una especie de plegamiento o arruga de la
membrana de la amiba (Fig. 30 cabeza de flecha). En cuanto al eritrocito, en la
parte que contacta con el trofozoito, puede observarse un arreglo parecido a una
malla o de material fibrilar. Esto podria deberse a las posibles Lectinas, receptores
0 proteasas que la amiba pudiera estar secretando. Para poder corroborar estos
datos, es necesario hacer otros procedimientos (electroforesis, PCR, etc.) y asi,

poder comprobar esta hipotesis.



En lo que se refiere a E. histolytica, a los 15 minutos de interaccion, se pudo
observar una cantidad considerable de eritrocitos internalizados, al igual que la
ingestion de otro eritrocito. Se observd, que al tiempo que este globulo rojo es
fagocitado, es deformado por el trofozoito. A tiempos tardios de interaccién; 30
minutos; se pudieron observar multiples vacuolas con material fibrilar, que podria
corresponder a eritrocitos ya degradados o en diversos estados de degradacion.
Conforme se va aumentando la imagen, se puede apreciar, que la superficie del
trofozoito se repliega al mismo tiempo que ingiere al eritrocito (Fig. 32 cabeza de
flecha). Esta deformacion de la membrana del parasito, podria corresponder al
reconocimiento por parte de las Lectinas y demas moléculas de adhesion, pero,
como se menciond en el caso de N. fowleri, se necesitan estudios moleculares

para corroborar esta hipotesis.

Cabe decir que en la literatura, hasta el momento, no existe ninguna referencia de
ensayos de eritrofagocitosis realizados por medio de la MFA; tanto de N. fowleri
como para E. histolytica; asi como un analisis a nivel ultraestructural de N. fowleri
con esta técnica, por lo que las caracteristicas encontradas a nivel morfolégico
podrian ser tomadas como punto de partida de una linea de trabajos

complementarios en un futuro respecto a este fenomeno.

La MFA no pudo proporcionarnos mas datos de este fendmeno, pero si ayudo a
confirmar los datos obtenidos por MET y MEB. Demostrando que, si bien, la MFA
no es un substituto de las otras microscopias; si puede complementar los
resultados obtenidos en una perspectiva topografica diferente que con las otras
técnicas de microscopia, no se pueden observar.

En resumen, al realizar los ensayos de interaccion entre los eritrocitos y las
amibas; se pudo observar, que ambos protozoarios tienen ritmos diferentes de
eritrofagocitosis, 1o que significa que la afinidad por los eritrocitos humanos, como

fuente de hierro para su metabolismo, es diferente en cada amiba.

E. histolytica, comienza desde tiempos cercanos al minuto a ingerir una gran

cantidad de eritrocitos; y en cambio; N. fowleri, comienza a ingerir glébulos rojos



en tiempos mas tardios. Lo que nos lleva a concluir que esta amiba de vida libre,
tiene un nivel de afinidad inferior hacia los eritrocitos, en relacion con la otra
amiba. Esto se podria deber a que, en su entorno natural, el trofozoito se alimenta
de bacterias que residen de manera libre en el ambiente; como Legionella
pneumophila, o diversas especies de Mycobacterium (Goiii, et al., 2013).

Otra de las posibles causas de esta diferencia de tiempos de fagocitosis y de
capacidad fagocitica, puede deberse al tamafio que tienen los eritrocitos en
comparacién con los trofozoitos. Como se mencioné en la introduccién; el tamafio
promedio de un eritrocito es de 7-10 um, y los diametros de E. histolytica y N.
fowleri son; 20-40 um y 10-25 um; respectivamente. Por lo tanto, puede ser un
poco mas complicado para N. fowleri, llevar a cabo la eritrofagocitosis que para E.
histolytica. En cuanto a las etapas encontradas, durante el proceso de
eritrofagocitosis de N. fowleri, encontramos que este proceso se presenta a los
120 minutos de interaccion; a diferencia de lo observado con E. histolytica, cuyo
tiempo maximo es de 15 minutos. Es importante sefialar, que todos estos estadios
0 etapas pueden ser encontrados de manera simultanea en cualquier momento en

este intervalo de tiempo (Scaglia et al., 1991).

Como anteriormente se sefiald, es posible que N. fowleri no tenga una afinidad tan
marcada como E. histolytica hacia los eritrocitos, sin embargo; al no encontrar un
substrato mejor, N. fowleri es capaz de utilizarlos como su fuente de hierro. En un
estudio reciente, realizado por Martinez-Castillo y col. se procedio a investigar el
uso y la degradacion de proteinas asociadas a hierro; como la holo-lactoferrina
bovina, holo-lactoferrina humana, hemoglobina humana, holo-transferrina humana
y ferritina equina; por diversas proteasas de N. fowleri. En dicho estudio, los
autores concluyen que N. fowleri puede obtener hierro durante la fase inicial y final
de la MAP; asi como la dependencia por parte de la amiba del hierro para su
supervivencia y proliferacion durante la MAP. Esto nos lleva a pensar, que a pesar
de no tener una gran afinidad hacia los eritrocitos; comparandola con E.
histolytica, su capacidad de fagocitar eritrocitos, es un factor de vital importancia

para este protozoario para poder causar la enfermedad.



8.- CONCLUSIONES

1.- Se pudo observar por medio de las técnicas de MET, MEB y MFA; que los
mecanismos empleados en N. fowleri al momento de la eritrofagocitosis fueron;
por succion de los eritrocitos por medio de las bocas fagociticas; y por trogocitosis
de los eritrocitos.

2.- Al realizar los ensayos de interaccion entre los eritrocitos y las amibas; se pudo
observar que N. fowleri lo hace de manera mas lenta en comparacion con E.
histolytica.

3.- Se comprob6 que N. fowleri, es capaz de reorganizar su citoesqueleto,
mayormente conformado de actina, para formar las bocas fagociticas con las que
se alimenta, asi como estructuras denominadas lamelopodios, que le sirven a los
trofozoitos para adherirse a la superficie a infectar.

4.- Se implemento una técnica diferente de microscopia a las convencionales para
el estudio de este fendmeno, lo cual permitié la obtencion de datos morfolégicos

gue no se conocian previamente en la literatura.
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