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1. RESUMEN

La encefalitis amibiana granulomatosa (EAG) es una infeccion crénica de dificil resolucion,
causada por amibas del género Acanthamoeba. En la mayoria de los casos afecta a personas
inmunosuprimidas o con enfermedades cronicas como la diabetes mellitus (DM).

En el presente trabajo se describen los eventos morfolégicos tempranos de la infecciéon inducida
por via intranasal, provocada por Acanthamoeba culbertsoni (genotipo T4), en el modelo murino
de EAG, en ratones diabéticos, aislada de un caso clinico de queratitis amibiana, en el que se
observo invasion extracorneal.

La cepa en estudio crecid en condiciones optimas en medio axénico a 30 °C, alcanzando su
fase exponencial a las 96 h. Se evalu6 el efecto citopatico de trofozoitos de A. culbertsoni sobre
células Madin-Darby Canine Kidney (MDCK) relacion (1:1) interaccionando en diferentes
tiempos (1, 3, 6 y 8 h), observando la adherencia, migracion hacia las uniones celulares y
penetracion de las amibas a la monocapa desde la primera hora de interaccion.

Se indujo diabetes melitus tipo 2 (DM2) a un lote de 17 ratones machos BALB/c de 7 semanas
de edad, con una inyeccion intraperitoneal de estreptozotocina (STZ) (130mg/kg dosis unica),
como grupo control 17 ratones sanos de la misma cepa y edad fueron inyectados con un
volumen equivalente de buffer de citratos; todos los ratones fueron monitoreados
semanalmente y se midieron los niveles de glucosa en sangre, asi como el peso corporal.

Seis semanas post-induccion a la diabetes, los ratones se inocularon via intranasal con 1x10°
trofozoitos de A. culbertsoni en 20 yl de medio. El grupo control se inoculé con la misma
cantidad de medio de cultivo sin amibas. Posteriormente, los animales en estudio se dividieron
en dos grupos. El primer grupo (de 5 ratones diabéticos y 5 sanos) se mantuvo en observacion
durante 21 dias, registrando manifestaciones clinicas de la infeccién por EAG, y mortalidad.
Durante este lapso sdélo un ratdén diabético murié a los 7 dias post-inoculacién, el resto
sobrevivio y se sacrificaron en el tiempo establecido; los 6rganos (cerebro, pulmén, higado y
rifdn), se colocaron en cajas con medio no nutritivo (NNE) enriquecido con Enterobacter
aerogenes inactivada con calor y las amibas se recuperaron de cerebro y pulmén en todos los
ratones.

El segundo grupo (de 12 ratones diabéticos y 12 sanos), se sacrific y fijo6 mediante perfusiéon a
las 24, 48, 72 y 96 h post-inoculacién (3 ratones por cada tiempo). Se procesé el cerebro y el
meato nasofaringeo para obtener cortes histolégicos de 4 um de grosor, y mediante técnica

imnunohistoquimica, se evidencié la presencia de las amibas en los tejidos. Desde el tiempo



mas temprano de interaccion (24 h), se inmunolocalizaron trofozoitos en el tejido 6seo del
epitelio respiratorio, los paquetes del nervio olfatorio, células de Schwann, y la base del
epineuro, a las 48 h los trofozoitos invadieron el epitelio respiratorio, la sustancia blanca del
cerebro, la corteza central subcortical y tejido linfoide asociado a nasofaringe (NALT). Mientras
tanto, a las 72 h trofozoitos y quistes se inmunolocalizaron en la capa granular del cerebelo. En
bulbo olfatorio fue posible observar un pequefio infiltrado inflamatorio caracterizado por la
presencia de células polimorfonucleares; sin embargo, en ninguno de los casos se pudo
observar dano en el tejido. A las 96 h no fue posible encontrar evidencia de amibas en ninguna
de las muestras analizadas. En general no se observé reaccién inflamatoria periférica, ni
infiltrado inflamatorio, en todos los tiempos evaluados. Lo que sugiere que la inmunosupresion
caracteristica de la diabetes mellitus, y la incapacidad del sistema inmune a responder
adecuadamente ante una infeccion, podrian contribuir a la rapida diseminacion de la misma en
el organismo.

La invasion de los trofozoitos en los ratones diabéticos adultos fue significativamente mayor,
con respecto a los ratones sanos de la misma cepa y edad, inoculados bajo las mismas
condiciones, en todos los tiempos evaluados; lo cual sugiere que los ratones diabéticos son
susceptibles ante la EAG. Los datos obtenidos, sugieren que los trofozoitos invaden los tejidos
separando las células superficiales, penetrando entre las uniones celulares sin causar efecto

citolitico en las células adyacentes, hasta alcanzar el SNC.



2. INTRODUCCION

Las amibas de vida libre (AVL) son protozoos cosmopolitas, ampliamente distribuidos en
la naturaleza, que habitan ambientes como el suelo y el agua, aunque también se pueden
encontrar en el aire, el cual es utilizado como medio de dispersion (Schuster, 2002).

La mayoria de las AVL presentan al menos dos estadios de desarrollo: trofozoito y quiste. El
trofozoito o forma vegetativa, es el estado metabolicamente activo, se alimenta de bacterias y
se multiplica por fision binaria. El quiste es la forma de resistencia. Cuando las condiciones
ambientales vuelven a ser favorables las amibas desenquistan (Schuster y Visvervara, 2004).
Durante la primera mitad del siglo XX se descubrié que algunas amibas del suelo y del agua,
que hasta entonces eran consideradas inocuas, protozoos no patdégenos, eran capaces de
invadir al hombre y a otros animales, causando la muerte o daho cerebral irreversible
(Visvesvara et al., 2007).

Algunas AVL son conocidas como microorganismos anfizdicos, debido a que tienen la
capacidad de existir en el medio ambiente como organismos de vida libre o0 como parasitos
oportunistas. Ciertas especies del género Acanthamoeba, Vahlkampfia, Hartmanella; asi como
las especies Naegleria fowleri, Balamuthia mandrillaris y Sappinia pedata, antes S. diploidea,
son capaces de causar diversas patologias en el ser humano, entre las que destacan: la
encefalitis amibiana granulomatosa (EAG), meningoencefalitis amibiana primaria (MEAP),
queratitis amibiana (QA) y lesiones en la piel. (Visvesvara et al., 2007).

Asi mismo, hallazgos in vitro y en especimenes clinicos, han demostrado que algunas amibas
anfizdicas son capaces de actuar como vectores de distintas bacterias, como Legionella
pneumophila, Coxiella burnetii, Pseudomonas aeruginosa, Listeria monocytogenes
Mycobacterium avium y Vibrio cholerae. De esta manera, formas tréficas y quistes funcionan
como proteccion, medio de transporte y dispersion de las bacterias, permitiéndoles colonizar

ambientes nuevos (Visvesvara et al., 2007; Willey et al., 2009).

2.1 Antecedentes historicos

En 1903, Schaudin habia descrito a Entamoeba hystolitica como la Unica amiba
patdgena para el hombre. Sin embargo, en 1958 durante los ensayos para la vacuna contra la
poliomelitis, Culbertson encontré en cultivos celulares de rindbn de mono un patdégeno
desconocido hasta el momento, capaz de producir un efecto citopatico en dichos cultivos, que
después de ser aislados, fueron inoculados por via intranasal e intracerebral en ratones y

provocaron su muerte por una meningoencefalitis fatal que se desarrollaba en pocos dias



(Culbertson, et al., 1958,1959). Se observo que el dafo fue causado por amibas patégenas
diferentes a las descritas hasta ese momento, las cuales pertenecian al género Acanthamoeba,
lo que ayudd a generar la hipétesis de que las AVL de este género podrian ser agentes
causales de enfermedades similares en el hombre, éste aislado mas tarde se clasificé como
Acanthamoeba culbertsoni. Sin embargo, los primeros casos en los que Acanthamoeba spp. fue
establecida claramente como agente causal de enfermedades en humanos fueron reportados a
partir de 1970 (Marciano-Cabral y Cabral, 2003).

En 1965, Malcolm Fowler y Rodney F. Carter describieron en Australia cuatro casos de
meningitis mortal en humanos, relacionando a una amiba del género Acanthamoeba como el
agente causal. Sin embargo, un afio mas tarde, en 1966, Butt aislo y cultivd una amiba a partir
de un caso de meningoencefalitis, cuya identificacion aporté nuevos elementos, ya que, en este
caso, a pesar de que se trataba también de una AVL, era diferente a las anteriormente
descritas, ubicandola dentro del género Naegleria. Con base a los casos descritos, a la
enfermedad se le denomindé como meningoencefalitis amibiana primaria (MEAP) (Butt, 1966).
En 1990 Balamuthia mandrillaris fue aislada del cerebro de un mandril (Mandrillus sphinx) con
infeccidon en el sistema nervioso central (SNC) (Visvesvara et al.,, 1990). Y en 1991 se dio a
conocer el primer caso de infeccion humana por esta especie en un paciente con SIDA (Anzil et
al., 1991).

En 2001 se publico el primer y Unico caso de encefalitis amibiana causada por Sappinia pedata,
en un paciente inmunocompetente de 38 afios de edad que sobrevivié al ser tratado con varias
combinaciones de farmacos (Gelman et al., 2001).

Solo dos casos de encefalitis atribuidos al género Vahlkampfia han sido diagnosticados en base
a su apariencia morfolégica en los tejidos; y muy pocos casos han sido imputados
genuinamente a especies del género Hartmanella (Gelman et al., 2001; Gutiérrez, 2000;
Martinez y Visvesvara, 1997; Martinez et al., 1997; Mierowitz, 1982).

2.2 Importancia clinica de las amibas de vida libre (AVL)

Como se menciond anteriormente, las AVL patégenas provocan diversas enfermedades en
el ser humano. Estas se pueden presentar de forma subaguda o cronica, pudiendo afectar tanto
a pacientes inmunosuprimidos como a individuos completamente sanos, y se asocian con
patologias en SNC, piel, o cornea. En pacientes inmunodeprimidos, se han descrito casos en
los que provocan infecciones diseminadas (cutaneas y nasofaringeas) (Murakawa et al., 1995).
El género Acanthamoeba y en particular las especies patdgenas reportadas hasta el momento:

A. castellanii, A. culbertsoni, A. healyi, A. polyphaga, A. rhysodes, A. hatchetti; son capaces de
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provocar diversas enfermedades relacionadas con la via de transmision y, sobre todo, con el
estado inmunologico del paciente. (Martinez, 1991; Armstrong, 2000). Si se encuentra
invadiendo el SNC, provoca una infeccion subaguda que causa necrosis y lesiones
inflamatorias, llamada EAG, cuya via de entrada puede ser hematégena o a través de las vias
respiratorias, y afecta principalmente a pacientes inmunocomprometidos (Martinez, 1991).
También pueden encontrarse ocasionando ulceraciones en la piel o invadiendo la coérnea,
provocando QA, una infeccion dolorosa de dificil resolucion, que se presenta por lo general en
personas aparentemente sanas (Omana-Molina et al., 2010).

Naegleria fowleri es el agente causal de la MEAP, una infeccién del SNC que ocurre de manera
mas tipica en nifios, adolescentes y adultos jovenes aparentemente sanos, con antecedente de
natacion o juego en fuentes de agua dulce, termales o calentadas de manera artificial (John,
1982; Yoder et al., 2012).

Balamuthia mandrillaris, Sappinia pedata, Vahlkampfia y Hartmannella son también agentes
causales de EAG, induciendo lesiones inflamatorias, necrosis y lesiones hemorragicas
(Walochnik et al., 2010).

El presente trabajo se enfocé en el estudio del género Acanthamoeba, y en particular en la

especie A. culbertsoni.

2.3 Acanthamoeba spp.

El género Acanthamoeba fue descrito por primera vez por Sir Aldo Castellani en 1930, al
reportar la presencia de una amiba en un cultivo de Cryptococcus pararoseus; posteriormente,
M. Douglas la designé como Hartmannella castellanii (Douglas, 1930); pero no fue hasta 1931
que Volkonsky crea el género Acanthamoeba, quedando finalmente como Acanthamoeba
castellanii (Volkonsky, 1931).

2.3.1 Ciclo devida
El ciclo de vida de las especies de Acanthamoeba involucra dos estadios: una forma

activa o trofozoito y una forma latente de resistencia, conocida como quiste.

El trofozoito se caracteriza por emitir numerosos y finos pseudépodos semejando espinas,
conocidos como acantépodos, los cuales son uninucleados, con un nucléolo central prominente.
Poseen numerosas vacuolas digestivas, destacando la presencia de una vacuola contractil muy
activa, su tamafo varia entre 25 pm y 40 um de longitud (Fig. 1), se alimenta por fagocitosis de

bacterias, algas y levaduras (Marciano-Cabral y Cabral, 2003).



VvC
ac

Figura 1. Microscopia de luz, contraste de fases (100 x). Morfologia de un trofozoito de Acanthamoeba

spp. vacuola contractil (vc), acantéopodos (ac), nuacleo (n). Fundacién Bioquimica Argentina.

La forma quistica consta de una doble pared: una externa, que puede ser ondulada o lisa
(exoquiste), y otra interna (endoquiste) (Fig. 2). La formacion del quiste ocurre bajo condiciones
ambientales adversas como la falta de alimento, la desecacion y los cambios en la temperatura
y pH (Bowers y Korn, 1969; Byers et al.,, 1980; Chagla y Griffiths, 1974). En general son
altamente resistentes a las condiciones adversas, ya que, por ejemplo, los quistes pueden
mantenerse viables por mas de 24 anos a 4 °C, conservando su capacidad invasiva (Mazur et
al., 1995). El tamafio puede variar de 13 a 20 um de acuerdo a la especie, puede tener forma
estrellada, poliédrica o esférica. Las paredes se unen en determinadas zonas formando los
ostiolos, que representan la via de salida del trofozoito, cuando las condiciones medio
ambientales y nutricionales aseguran su subsistencia y reproduccion (Bowers y Korn, 1968,
1969; Byers, 1979).
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Figura 2. Microscopia de luz, contraste de fases (100 x). Morfologia de un quiste de Acanthamoeba spp.

ectoquiste (ec), endoquiste (en), nucleo (n), opérculo (op) (Pérez-Pomata et al., 2005).

En la naturaleza podemos encontrar facilmente quistes y trofozoitos de Acanthamoeba, los
cuales son capaces de provocar diversas patologias, dependiendo de la via de entrada. Por via
hematégena o intranasal, causan EAG, infeccion que afecta al SNC de pacientes
inmunosuprimidos, lesiones en piel, asi como QA, que afecta la cornea en pacientes

aparentemente sanos (Fig. 3).



Figura 3. Ciclo de vida de Acanthamoeba spp. Los trofozoitos son la forma infectiva, y son capaces de
provocar diferentes patologias en pacientes inmunocomprometidos y sanos (EAG, QA y lesiones en piel),

dependiendo de la via de entrada (CDC traducido al espafiol).

2.3.2 Ecologia

Son los protozoos mas frecuentemente encontrados en la naturaleza. Han sido aislados de
diversos ambientes: tierra, polvo, aire, agua dulce natural y tratada, agua de mar, agua
embotellada mineral, agua destilada, piscinas, aguas residuales, sedimentos, aire
acondicionado, conductos de ventilacion, filtros de calefaccién hospitales, lentes de contacto y
cultivos celulares (Barbeau y Buhler, 2001; Casemore, 1977; Castellani, 1930; De Jonckheere,
1991; Jahnes y Fullmer, 1957; Kingston y Warhust, 1969; Mergeryan, 1991; Michel, Mdller y
Hoffmann, 2001; Paszko-Kolva, et al., 1991; Rivera et al., 1987; Shin y Hadley, 1936; Szénasi
et al., 1998). También han sido aisladas de animales incluyendo especies de peces, anfibios,
reptiles y mamiferos (Chamorro et al., 1988; Dykova et al., 1999; Madrigal Sesma, 1988;
Walochnik et al., 1999).



Debido a que su contacto con el hombre es un hecho muy comun, se ha observado que, hasta
un 50% de la poblacion, posee anticuerpos especificos frente a Acanthamoeba (Cursons, 1980;
Cerva, 1989), siendo aisladas de la cavidad nasofaringea de individuos asintomaticos y de

personas inmunodeficientes (Rivera et al., 1984).

2.3.3 Clasificacion taxonémica

El Comité para la Sistematica y Evolucién de la Sociedad de Protozodlogos, en 1980

propuso, la siguiente clasificacion (Martinez y Janitschke, 1985):

Subreino: Protozoa
Phylum: Sarcomastigophora
Subphylum: Sarcodina

Superclase: Rhizopoda
Clase: Lobosea

Subclase: Gymnamoebia

Orden: Amoebida

Suborden: Acanthopodina
Familia: Acanthamoebidae

Género: Acanthamoeba

La clasificacion taxonémica del género Acanthamoeba esta en constante revision.
Las especies que en la actualidad conocemos como integrantes de este género, anteriormente
se encontraban incluidas dentro del género Hartmanella. Fue a partir de 1967, cuando fueron

definitivamente clasificadas como género independiente (Page, 1967).

Pussard y Pons en 1977, propusieron una clasificacion basada principalmente en la morfologia

y medida del quiste en 3 grupos, (Pussard y Pons, 1977).



El grupo | consiste en especies caracterizadas por grandes quistes con endoquistes en forma
estrellada y ectoquistes que pueden ser lisos 0 rugosos de tamafo promedio, mayor a los
18um. El grupo Il es el que cuenta con mayor cantidad de especies, debido a que incluye a las
amibas con una mayor distribucion y las que han sido comunmente aisladas de casos clinicos.
El ectoquiste se caracteriza por ser rugoso, mientras que el endoquiste puede ser poligonal,
triangular, ovalado o redondeado y menores a 18um. En el grupo lll, el ectoquiste es delgado y
ondulado mientras que el endoquiste es generalmente redondeado u oval, con un tamafio
promedio de 18 pm (Fig. 4) (Schuster et al., 2004; Visvesvara, 1991).

Figura 4. Clasificacion de los quistes de Acanthamoeba spp. con base a sus caracteristicas morfoldgicas.

La clasificacion de Acanthamoeba basada en caracteristicas morfolégicas ha resultado
poco fiable, esto debido a que la morfologia de las especies puede cambiar de acuerdo las
condiciones de cultivo en el que se encuentren. Por lo que se han aplicado criterios
inmunoldgicos, bioquimicos y fisiologicos con el fin de identificar las diferentes especies que
conforman el género; no obstante, muchas de ellas comparten varias de estas caracteristicas
haciendo estos criterios de clasificacion deficientes para su identificacion (Johnson et al., 1990).
Para evitar estos problemas, se han generado métodos de clasificacién molecular, los cuales
consisten en esquemas basados en secuencias del ARN ribosomal 18S (Stothard et al., 1998;
Gast et al., 1996). Actualmente, la clasificacion mas reciente de Acanthamoeba las agrupa en
genotipos de T1 a T20 (Corsaro et al., 2015). Es importante mencionar que la mayoria de los

aislados patdgenos pertenecen al grupo T4.

2.4 Encefalitis Amibiana Granulomatosa (EAG)

Es una infeccién del SNC que se caracteriza por presentar un curso clinico insidioso y

prolongado que abarca de semanas a meses de evolucion, inicia posiblemente por via
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hematdgena o nasal, a partir de focos primarios localizados en el tracto respiratorio inferior, o de
lesiones ulcerosas o nodulares en la piel, siendo ésta la primera puerta de entrada en la
mayoria de los casos. Se observan areas de necrosis hemorragica en la corteza cerebral,
ganglios basales y fosa posterior. Células inflamatorias forman granulomas, a excepcion de
huéspedes inmunosuprimidos, que no lo forman. Se observa angeitis generalizada y presencia
de trofozoitos y quistes en las lesiones (Marciano-Cabral y Cabral, 2003; Gelman et al., 2001).
En casos de inmunosupresién puede producirse la diseminacion de Acanthamoeba spp. a

6érganos como higado, rifién, traquea o glandulas adrenales (Marciano-Cabral y Cabral, 2003).

2.4.1 Epidemiologia

El reporte de casos a nivel mundial es relativamente bajo a pesar de la distribucion
mundial del parasito, ya que se considera imposible evitar su contacto. Desde 1960, cuando se
reportd el primer caso, hasta el afio 2000, el numero de casos reportados de individuos con
EAG fue aproximadamente de 200 (Schuster y Visvesvara, 2004). 84 de estos ocurridos en los
Estados Unidos y de los cuales, 50 casos fueron registrados en pacientes con SIDA. Al afectar
a individuos inmunocomprometidos y con enfermedades cronicas, los casos pueden ocurrir en
cualquier época del afo, sin un patrén estacional (Visvesvara, 2013). La EAG ha aumentado
significativamente en los ultimos 10 afos en Estados Unidos, por el incremento individuos
inmunosuprimidos, sin embargo, los datos epidemiolégicos no dejan muy claro si el contagio es
debido a contactos ambientales unicamente o existe un componente genético, ya que un
porcentaje muy elevado de los pacientes, corresponden a individuos hispanos (Schuster y
Visvesvara, 2004). En un periodo de 20 afios, en Austria, han diagnosticado 3 casos de EAG,
identificando a los genotipos T2, T4 y T5, (Walochnick et al., 2015). En México, se tiene el
registro de un caso de EAG por Acanthamoeba spp. en el que el paciente sobrevivio (Ortiz et
al., 2000); y otro mas de una infeccion cerebral mixta, que involucré6 a Acanthamoeba sp. y
Aspergillus sp (Bonilla et al., 2001).

Sin embargo, es probable que estas cifras, estén subestimadas, ya que, en muchos paises, la

realizacion de necropsias es minima, o simplemente no se lleva a cabo.

2.4.2 Cuadro clinico

El portal de entrada de la infeccién no se conoce claramente, ya que llega a ser evidente
sOlo después de varias semanas o incluso meses (Martinez y Janitschke, 1985), tiempo en el

que se afectan los hemisferios cerebrales, siendo las areas mas danadas el diencéfalo, el
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tdlamo y el bulbo raquideo, con un deterioro neurolégico progresivo, un intenso edema,
ablandamiento del tejido, necrosis y abscesos, con presencia de trofozoitos y quistes. En
algunos casos, la encefalitis se puede confundir con un tumor cerebral, llegando a ocupar un
espacio bien definido. Puede aparecer conjuntamente sinusitis crénica, irritacidn meningea,
alteraciones del estado mental, cambios en el comportamiento, convulsiones, cefalea, afasia,
fiebre, rigidez de cuello, alteracién de la vision, anorexia, nduseas y vomitos, ataxia, coma vy
muerte (Ma et al., 1990; Sangruchi et al., 1994; Murakawa et al., 1995).

Con base en estudios post mortem ha sido posible dilucidar la via de infeccién, que se cree
puede ser a través de lesiones en la piel o por inhalacion de amibas través de las fosas nasales

y los pulmones (Marciano-Cabral y Cabral, 2003).

2.4.3 Diagnostico

Generalmente se hace por sospecha, segun los antecedentes epidemiolégicos, los datos
clinicos, y la visualizacién de los protozoos en muestras de liquido cefalorraquideo (LCR).
Normalmente, el agente es identificado en biopsias cerebrales post mortem. Existen signos que
sugierenla presencia de Acanthamoeba, como son disminucion de los niveles de glucosa,
aumento del numero de células blancas, principalmente linfocitos, asi como el aumento de las
proteinas presentes en el LCR, (se aconseja que el LCR se centrifugue a baja velocidad (2509)
durante 10 minutos para evitar la lisis de los trofozoitos) (Marciano-Cabral et al., 1995).

En condiciones normales el LCR es de color transparente, bafia el cerebro y la médula espinal,
circula por el espacio subaracnoideo, los ventriculos cerebrales y el canal medular central. Su
volumen es de 100 a 150 ml. Sin embargo, puede enturbiarse por la presencia de leucocitos u
otras células. Cuando los niveles de proteinas en el LCR aumentan, pueden ser un signo de
tumor, sangrado, inflamacién de un nervio o lesién. De esta manera, la proteina se puede
acumular rapidamente si algo esta bloqueando el flujo en el area baja de la columna, donde se

realiza la puncion lumbar (Rosenberg, 2012).

Los cortes de tejido procedente de biopsia pueden tefirse con H&E, Gram o Giemsa que,
aunqgue no son tinciones especificas, permiten distinguir las amibas de los macréfagos segun su
morfologia (Marciano-Cabral y Cabral, 2003). Sobre estos mismos cortes pueden realizarse

técnicas de inmunohistoquimica o inmunofluorescencia con anticuerpos mono o policlonales.
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2.4.4 Tratamiento

Por el momento, no existen tratamientos efectivos. Dentro de los factores que contribuyen a
esta pobre respuesta del tratamiento se encuentra el retraso en el diagnéstico, ya que este tipo
de infecciones son raras y, en sus inicios, presentan muy pocos sintomas claros que ayuden a
su identificacion, ademas del hecho de que el diagndstico se hace a menudo post-mortem. Los
farmacos antiparasitarios presentan unos niveles muy bajos de penetracion en el LCR, aunado
la alta resistencia del quiste (Bottone, 1993; Khunkitti et al., 1998). Y en algunos casos el
tratamiento es interrumpido debido a efectos secundarios indeseables de los medicamentos
(Seijo et al., 2000; Bloch y Schuster, 2005). La combinacién de factores, entre ellos el
diagnéstico tardio, la eficacia sub-6ptima de la terapia antiparasitaria y problemas inherentes al
hospedero (inmunodeficiencias) hacen que la perspectiva de un tratamiento exitoso para la
EAG sea pobre (Visvesvara et al., 2007).

Se han descrito resultados esperanzadores frente a este tipo de infecciones, usando
compuestos como ketoconazol, fluconazol, itraconazol, pentamidina isetionato, cotrimoxazol,
sulfadiazina, y 5-fluorocitosina (flucitosina); en forma individual o combinada, con diferentes
grados de buen éxito. Infecciones cutaneas han sido tratadas con aplicaciones topicas de

gluconato de clorhexidina y ketoconazol (Schuster y Visvesvara, 2004).

Algunos regimenes de tratamiento exitosos han incluido cotrimoxazol, rifampicina y ketoconazol
en dos pacientes pediatricos con infecciones del SNC (Singhal et al., 2001); sulfadiazina, y
fluconazol en un paciente con infeccion por VIH/SIDA con EAG (Seijo et al., 2000).

Cabello-Vilchez y cols. en 2014 observaron que el voriconazol demostrd ser mas eficaz contra
las cepas de Acanthamoeba que la clorhexidina. Asimismo, Webster et al. en 2012, informaron
de un tratamiento exitoso en un paciente inmunocompetente, utilizando una combinacion de
voriconazol y miltefosina. Pruebas in vitro demostraron que el voriconazol presenta un efecto

inhibidor en contra de Acanthamoeba spp. (Schuster et al., 2006).

A pesar de esta cadena de eventos exitosos, la tasa de supervivencia de esta infeccion es del
2-3% (Kaushal et al., 2008), por lo que la eficacia de un farmaco o combinacion de farmacos en
detener una infeccién por Acanthamoeba estd determinada por numerosos factores que
incluyen el estado inmune del hospedero, la progresion de la enfermedad y el momento en que
se inicia la intervencién del medicamento, la dosis infecciosa de las amibas, el perfil de
susceptibilidad al farmaco y la virulencia de la cepa particular que causa la infeccion.
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2.45 Factores deriesgo

La EAG generalmente se asocia con individuos debilitados o con algun tipo de
inmunosupresion, asi como con enfermedades cronicas como la diabetes mellitus (Blanco-Vidal
et al., 2013; Bloch y Schuster, 2005; Fung et al., 2008; Harwood et al., 1988; Mayer et al., 2011;
McKellar et al., 2006; Petry et al., 2006; Salameh et al., 2015; Satlin et al., 2013); pacientes con
VIH/SIDA (Martinez y Visvesvara, 1997), lupus eritematoso (Thamtam et al., 2016), cancer
(Memari et al., 2015), falla renal (Martinez y Visvesvara, 1997), pacientes con terapia
inmunosupresora, cirrosis y tuberculosis (Martinez 1991; Martinez y Janitschke, 1985; Martinez
y Visvesvara, 1997).

Se ha documentado que los factores que predisponen la incidencia de EAG incluyen el
alcoholismo (Martinez y Visvesvara, 1997), el abuso de drogas, el embarazo, el tratamiento con
corticoesteroides, la quimioterapia, la radioterapia y el trasplante de érganos (Abd et al., 2009;
Doan et al., 2015; Fung et al., 2008; Salameh et al., 2015; Satlin et al., 2013; Young et al.,
2010).

Sin embargo, la mayor susceptibilidad a la infecciéon se asocia a condiciones que suprimen o

debilitan el sistema inmunologico (Martinez, 1991).

2.4.6 Mecanismos de patogenicidad de Acanthamoeba

Los procesos a través de los cuales Acanthamoeba provoca dafno a su hospedador,
inician con la adhesion de los trofozoitos a las superficies epiteliales, la secrecion de proteasas,
para desorganizar a estos tejidos y, por ultimo, la fagocitosis celular. Se ha observado que la
fijacion es uno de los pasos cruciales en la patogenicidad de la amiba; las amibas no patdégenas
presentan unos niveles muy bajos de union a las células de su hospedador (Khan et al., 2000;
Yang et al., 1997). El nUmero de acantépodos que presenta la amiba esta muy relacionado con
su capacidad de adhesién. Las amibas patégenas presentan mas de cien por célula,
dificultandose su unién, cuando su numero no sobrepasa los veinte (Khan, 2001). La capacidad
del parasito para unirse al epitelio celular sera, por tanto, un prerrequisito para el
establecimiento de la enfermedad y un factor de virulencia que va a determinar la patogenicidad
de las diferentes cepas, existiendo diferencias entre las cepas que se aislan del medio con las
que son aisladas de cérneas infectadas (Van Klink et al., 1992).

Los trofozoitos de A. culbertsoni son capaces de inducir apoptosis en las células microgliales, lo
que podria tener importancia para el esclarecimiento de la interaccién de Acanthamoebas

patdgenas con células nerviosas, en el desarrollo de la EAG (Shin et al., 2000).
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2.5 Diabetes Mellitus

Es un grupo de enfermedades o sindromes metabdlicos, donde se altera el metabolismo de
los carbohidratos, las grasas y las proteinas. Se caracteriza por la aparicion de hiperglucemia
cronica, como resultado de un deterioro de la secrecion de insulina, de la accién de la insulina o
ambas (American Diabetes Association, (ADA) 2015).La hiperglucemia cronica de la diabetes
estd asociada a complicaciones microvasculares y macrovasculares a largo plazo. Entre las
microvasculares destacan la retinopatia, con potencial pérdida de la vision y nefropatia
diabética, que puede conducir al dafio renal agudo. Las macrovasculares son la cardiopatia
isquémica, que puede danar corazon, reduciendo su capacidad de bombear de forma €eficiente;
insuficiencia cardiaca, enfermedad cerebrovascular, enfermedad vascular periférica
(obstruccion de grandes arterias) y neuropatia diabética, con el riesgo de ulceras en pies y

amputaciones (Alpizar, 2001).

La DM es una enfermedad crénico degenerativa que compromete el estado inmune de los
pacientes, la cual se presenta cuando el pancreas no produce insulina, (hormona responsable
de que la glucosa proveniente de los alimentos, sea absorbida por las células y dotar de
energia al organismo), o bien, la que se produce no es utilizada de manera eficiente por el
organismo. La accion deficiente de la insulina puede deberse a una disminuciéon de su
secrecién por las células B del pancreas, una reduccion en la respuesta de tejidos blanco a la
insulina (resistencia a la insulina), o un aumento en las hormonas contra reguladoras que se
oponen a los efectos de la insulina (Bensellam et al., 2012). Asi mismo, la DM esta asociada
con un bajo grado de inflamacién, asi como al incremento en el riesgo de padecer
enfermedades infecciosas y sus complicaciones (Shah y Hux, 2003; Hodgson et al., 2015).

Desde el ano 2000, la diabetes mellitus en México es la primera causa de muerte entre las
mujeres y la segunda entre los hombres. Se clasifica en dos categorias principales: tipo 1, que
provoca una absoluta deficiencia en la secrecion de insulina; y tipo 2, que es la mas comun, y la
causa es una combinacion de resistencia a la accion de la insulina, y una inadecuada respuesta

secretora de insulina compensatoria (Rojas et al, 2015).

2.5.1 Diabetes Mellitus tipo 1 (DM1)
La DM1 se registra en el 90% de los nifios con diabetes, y en el 5-10% de los adultos

diabéticos; mas de 5.3 millones de personas en el mundo padecen DM1, y se estima que
alrededor de 218,000 desarrollan la enfermedad cada afio; la cual se debe a procesos de

autoinmunidad sobre las células B productoras de insulina ubicadas en los islotes pancreaticos.

15



No esta claro que es lo que inicia la cascada que lleva a la autoinmunidad en la diabetes, pero
se sabe que se conjuntan factores genéticos y ambientales que contribuyen a la enfermedad
(Biros et al., 2005). Dicha enfermedad se caracteriza por: la insulinitis, en la cual, una mezcla de
leucocitos invade los islotes de Langerhans, promoviendo la muerte de las células f3; y la
diabetes, donde una gran cantidad de células B son destruidas, y el pancreas no puede producir

suficiente insulina, para controlar los niveles de glucosa en sangre (Denis et al., 2004).

2.5.2 Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2)

La DM2 es una enfermedad crénico-degenerativa que conlleva complicaciones tanto
agudas como crénicas. Se estima que en el afio 2010 la prevalencia mundial de la DM2, en el
grupo de edad de 20 a 79 anos, fue de 6.4% afectando a 285 millones de adultos. Se prevé un
incremento del 7.7% en el afio 2030, afectando 439 millones de adultos (Shaw et al., 2010).

Se presenta mas frecuentemente en adultos, normalmente se vincula con aumento de la
resistencia a los efectos de la insulina en sus sitios de accién, asi como una disminucion de la
secrecion de insulina por el pancreas, no se sabe con certeza si la lesién primaria es la

liberacidn anormal de la insulina de la célula del islote o la resistencia a la insulina.

2.5.3 Modelos de diabetes experimental

Se ha demostrado que la administracion de ciertas sustancias quimicas en animales de
experimentacién provoca efectos téxicos sobre las células B, lo que conlleva a sintomas
similares a los de la diabetes. Entre ellos se encuentran el aloxan y la estreptozotocina.

En nuestro estudio, la induccion experimental de diabetes a ratones machos de la cepa BALB/c,

fue realizada con estreptozotocina.

2.5.4 Estreptozotocina

La estreptozotocina (STZ) es un medicamento comunmente utilizado en la quimioterapia
del cancer capaz de inducir DM2 en roedores recién nacidos no predispuestos, mediante la

destruccion de sus células B.

La STZ es un derivado de la nitrosourea aislado de Streptomyces achromogenes con actividad
antibidtica y antineoplasica de amplio espectro (Bono, 1976). Se trata de un potente agente

alquilante que interfiere con el transporte de glucosa (Wang y Gleichmann, 1998) y la funcién de
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la glucokinasa (Zahner y Malaisse, 1990), e induce multiples puntos de ruptura en doble hélice
del DNA (Bolsan y Bianchi, 2002). La STZ actua como un caballo de Troya, ya que su molécula
consta esencialmente de glucosa ligada a un fragmento reactivo de nitrosourea (Fig. 5), y como
tal es internalizada a través de los transportadores celulares de glucosa. Una vez dentro, el
fragmento de nitrosourea es liberado y ejerce su actividad toxica. Dado que las células B
pancreaticas son mas activas que las demas en la captacion de glucosa, resultan mas

sensibles al efecto toxico de la STZ.

Figura 5. Estructura quimica de la glucosa (A) y la estreptozotocina (B). La cadena de nitrosourea le

confiere una accion citotéxica que dafa a las células B pancreaticas.

La accion de la STZ en las células B es acompanada por alteraciones caracteristicas en
concentraciones de la glucosa e insulina en sangre. Finalmente se desarrolla hiperglucemia
permanente, y los niveles de insulina en sangre descienden hasta un 60% (Katsumata et al.,
1992; Maisello et al., 1998).

La sensibilidad a la STZ varia segun la especie animal, la cepa, el sexo, la edad y el estado
nutricional. EI modo y ruta de su administracion resultan determinantes para su efecto. Una
Unica dosis importante de STZ puede inducir diabetes en roedores, probablemente debido a
efecto toxico directo. De modo alternativo, se puede usar en forma de multiples dosis pequefas

y en dias consecutivos (Yang et al., 2003; Muller et al., 2002).
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3. ANTECEDENTES

En 1959, Culbertson y cols., quienes trabajaban con cultivos celulares en pruebas de
seguridad de la vacuna contra la poliomielitis, demostraron el potencial patégeno de amibas
pertenecientes al género Acanthamoeba en animales. Tras observar zonas de lisis en los
cultivos y atribuirlos al virus, como parte de la prueba, inocularon a monos y ratones que
murieron inesperadamente por una encefalitis. Posteriormente se realizaron estudios
histopatoldgicos, que revelaron que una amiba perteneciente al género Acanthamoeba era el

agente causal de la muerte en los animales.

Los hallazgos fueron reportados, y posteriormente Culbertson implementdé un modelo
experimental de infeccion por amibas de vida libre, el cual se utiliza con la finalidad de evaluar
la patogenicidad y virulencia de amibas aisladas de distintas fuentes (Culbertson et al., 1959).

En 1983, Visvesvara y cols., describieron la infeccion provocada por amibas del género
Acanthamoeba en ratones, en érganos como cerebro, pulmén e higado. Aislaron dos cepas
provenientes de tejidos humanos, y ambas se interaccionaron con cultivos celulares, a los
cuales les provocaron un efecto citopatico. Inocularon a 18 ratones de 2 semanas de edad con
1x10 * amibas cada uno. Luego de 21 dias fueron sacrificados y los tejidos (cerebro, pulmén e
higado) fueron fijados en paraformaldehido al 10% y embebidos en parafina. Posteriormente se
realizé un examen microscépico que mostré meningoencefalitisen el I6bulo temporal y frontal,
asi como la pared de los hemisferios cerebrales. Dicho infiltrado meningeo se caracterizé por la
presencia de leucocitos polimorfonucleares y células mononucleares, linfocitos, células
plasmaticas e histocitos. Describieron inflamacion en el parénquima cerebral, con presencia de
quistes y trofozoitos dispersos. Los bulbos olfatorios mostraron necrosis aguda y subaguda con
un extenso infiltrado inflamatorio. Se encontraron amibas invadiendo los alveolos de las
paredes de los bronquios, asi como acumulaciones de células plasmaticas en la zona

perivascular y perobronquial (Visvesvara et al., 1983).

En 2004, Rojas-Hernandez y cols., describieron mediante técnica inmunohistoquimica las
etapas tempranas de la infeccién intranasal, provocada por N. fowleri en modelo murino, a
distintos tiempos post-inoculacién. Después de 8 h, se observaron trofozoitos en contacto con
la capa mucosa del epitelio olfatorio, mientras que otros se situaron sobre el epitelio nasal.
Pasadas 24 h, las amibas invadieron el epitelio, sin mostrar evidencia de ruptura de la mucosa
nasal. También se encontraron algunos trofozoitos invadiendo el epitelio respiratorio, lo cual
sugirid6 una ruta de invasion adicional. Hasta las 30 h post inoculaciéon, se observd una
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respuesta inflamatoria escasa. Mientras que, a las 96 h la respuesta inflamatoria fue severa, en

cerebro y bulbo olfatorio (Rojas-Hernandez et al., 2004).

En 2005, Goérnik y Kuzna-Grygiel trabajaron con 6 cepas patégenas de Acanthamoeba, y
realizaron estudios histolégicos de diferentes 6rganos de ratones de 2 semanas de edad,
previamente infectados intranasalmente, los cuales sacrificados entre 3 y 14 dias post-
inoculacion; los hallazgos histopatoldgicos, mostraron congestion meningea en toda la
superficie de los hemisferios cerebrales. Mientras que, en los ratones fueron sacrificados entre
7 y 14 dias post-inoculacion, se encontré un ligero edema y congestion de los I6bulos frontales
y los bulbos olfatorios. Una cepa en particular, caus6 desprendimiento meningeo en el area de
los lébulos frontales, observando numerosos trofozoitos, neutréfilos, macréfagos, células
plasmaticas y células gigantes multinucleadas. Las capas superficiales de la corteza cerebral
mostraron necrosis con atrofia del nervio y células de la glia. Finalmente, se asociaron algunas

areas necroéticas con infiltrados inflamatorios (Gornik y Kuzna-Grygiel, 2005).

En 2016, Alves y cols., describieron y compararon los hallazgos histopatolégicos entre dos
distintas rutas de infeccion experimental, intracraneal (IC) e intraperitoneal (IP) en ratones
sanos, con cepas de Acanthamoeba del grupo T4 de aislados clinicos y ambientales. En ambas
rutas de infeccién se inocularon 1x10* trofozoitos. Los ratones fueron observados durante 21
dias y se sacrificaron; se extrajo el cerebro de los ratones infectados via IC; asi como el
cerebro, higado, rifidn y pulmén de los ratones inoculados via IP; y mediante histopatologia se
evaluaron todos los 6rganos de interés., No se observaron diferencias significativas entre las
dos rutas de infeccion experimental; sin embargo, la cepa se consideré invasiva ya que fue
posible recuperar trofozoitos y quistes de Acanthamoeba en ambas rutas de invasién (Alves et
al., 2016).

En 2017, Omana-Molina y cols. trabajaron con dos cepas de Acanthamoeba pertenecientes al
grupo T4: A. castellanii y A. culbertsoni, que fueron aisladas de casos clinicos, e inocularon via
intranasal a dos grupos de ratones de 3 semanas de edad, con 1x10 ® trofozoitos, los cuales

fueron sacrificados mediante perfusion a las 24, 48, 72 y 96 h post-inoculacion.

Se extrajo el cerebro y la region del meato nasofaringeo, se realizaron cortes histolégicos. Los
hallazgos histopatolégicos e inmunohistoquimicos mostraron la presencia de los trofozoitos

invadiendo y penetrando distintos epitelios: olfatorio, respiratorio, el espacio alveolar, asi como
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el tubulo renal; lo cual asemeja al proceso de invasion de las amibas descrito para el tejido
corneal. Los datos sugieren que después de que los trofozoitos invadieron el epitelio nasal,
continuaron su invasion levantando y separando la capa mas superficial de células,
posteriormente migraron y penetraron a través de las uniones celulares, causando un efecto
citolitico a las células adyacentes. Confirmando asi la idea de los mecanismos dependientes de
contacto son de gran importancia en las amibas del género Acanthamoeba, sin importar el sitio

de la invasion (Omafa-Molina et al., 2017).
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4. JUSTIFICACION

El entendimiento de los mecanismos de patogenicidad de las amibas del género
Acanthamoeba es necesario para conocer los procesos que se llevan a cabo durante la
invasion en los diferentes tejidos blanco y en particular los que tienen lugar en el SNC de
pacientes con enfermedades crénicas como la diabetes. Hasta el momento se han descrito de
manera general los mecanismos de patogenicidad de Acanthamoeba spp. en la céornea humana
(Omafia-Molina et al., 2010) asi como la invasién al SNC y algunos 6rganos en modelo murino
en ratones sanos (Omafna-Molina et al., 2017). Sin embargo, hasta ahora no se han descrito a
detalle los eventos morfolégicos tempranos de la infeccion por EAG causada por
Acanthamoeba spp. en individuos inmunosuprimidos o con enfermedades cronicas como la

diabetes.
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5. OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GENERAL

Describir los eventos tempranos de la invasién de Acanthamoeba culbertsoni en el modelo

murino de EAG en ratones diabéticos.

5.2 OBJETIVOS PARTICULARES

e Descripcion biolégica de A. culbertsoni aislada de un caso de QA con invasion
extracorneal.

e Determinacién de la temperatura 6ptima de crecimiento de A. culbertsoni.

o Determinacioén del efecto citopatico de A. culbertsoni en cultivo de células Madin-Darby
Canine Kidney (MDCK).

e Induccion de Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2) en ratones BALB/c.

e Induccion de la EAG a ratones diabéticos.

e Obtencion de cortes histolégicos de cerebro y meato nasofaringeo de ratones
diabéticos.

e Obtencion de suero hiperinmune anti A. culbertsoni en conejo.

e Descripcion los eventos morfolégicos tempranos de la invasion de A. culbertsoni a través

de la técnica imunohistoquimica.
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6. MATERIALES Y METODOS

Se trabajé con una cepa de A. culbertsoni, aislada de un caso de QA que involucré la
invasion a humor acuoso (Fig. 6). La cepa se recibié en un medio monoxénico NNE y se
axenizé en medio Bactocasitona (BD, Becton, Dickinson and Company Sparks, USA) al 2%,
enriquecido con suero fetal bovino (SFB) al 10%, con antibidético (200 pg de

penicilina/estreptomicina) (ANEXO 1).

<+

Figura 6. Microscopia de luz, contraste de fases (100x). Trofozoitos de A. culbertsoni en donde las
vacuolas contractiles son evidentes (flechas), aislados de un caso de QA, crecidos en medio axénico

Bactocasitona al 2%.

6.1 Determinacién de la temperatura éptima de crecimiento

Con la finalidad de determinar las condiciones ideales de desarrollo de la cepa en
estudio, se evaluaron distintas temperaturas (25, 30, 37 y 42 °C), en ensayos por triplicado.
En tubos de ensayo se colocaron 5x10* trofozoitos con 2.7 ml de medio Bactocasitona al 2%,
enriquecido con (Suero Fetal Bovino) SFB al 10% y 200 ug de penicilina/estreptomicina, para

dar un total de 3 ml por cada tubo.

Se llevo un registro del crecimiento diario (durante 4 dias), para lo cual, los tubos se colocaron

en hielo frappe durante 5 min, lo que permitié despegar la mayor cantidad de amibas adheridas
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a las paredes de los tubos y se pusieron en el vortex durante 10 segundos, evitando la
formacion de espuma. La viabilidad de los trofozoitos se determiné por medio de la técnica de
exclusion con azul tripano (0.4%), de esta manera, los trofozoitos dafiados o muertos se tifieron
con el colorante y no fueron tomados en cuenta. Después se realizaron conteos de las amibas
en una camara de Neubauer, para lo cual se tomaron 10 pl del homogenizado de cada tubo y
posteriormente se graficd el numero de amibas en relacién a las temperaturas y tiempos
descritos.

Una vez que se conocieron las caracteristicas biolégicas de las amibas, la cosecha se realizd
en la fase exponencial y a la temperatura éptima de crecimiento, lo que garantizdé que la cepa

se encontraba en condiciones adecuadas para poder utilizarlas en los ensayos posteriores.

6.2 Reactivacion de la virulencia de A. culbertsoni

La cepa de A. culbertsoni utilizada en este trabajo es considerada como patégena, debido a
que fue aislada de un caso severo de QA; sin embargo, esta amiba fue mantenida en cultivo
axénico durante varios meses. Por lo que fue necesario inocular a ratones con el fin de reactivar
su virulencia. Se realizaron tres pasajes seriados, en los que se inocularon intranasalmente
grupos de 5 ratones machos BALB/c de 3 semanas de edad. Las amibas fueron cosechadas
como se describié previamente. La pastilla se ajusté hasta obtener 1 x 10° trofozoitos en 20
de medio de cultivo fresco (sin SFB ni antibiotico).

Los ratones fueron anestesiados ligeramente e inoculados via intranasal, acorde a lo
establecido por Culbertson et al., (1959). Los ratones fueron alimentados ad libitum vy
monitoreados diariamente, recibiendo cuidados convencionales. Si los ratones no morian
después de 21 dias, eran sacrificados. El cerebro, higado, pulmén vy rifiones fueron colocados
en placas de agar con medio no nutritivo NNE enriquecida con E. aerogenes inactivada por
calor, con el fin de recuperar las amibas. Luego los trofozoitos fueron axenizados en medio
Bactocasitona, con la finalidad de inducir EAG en los ensayos posteriores.

Todos los ensayos con animales de experimentacion se llevaron a cabo acorde a lo establecido
en la Norma Oficial Mexicana NOM-062-ZO0O-1999, de especificaciones técnicas para la
produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio; basada en la Guia de Cuidado y Uso
de Animales de Laboratorio, publicada en el Diario Oficial de la Federacion (México) 2001. Los
animales de experimentacion se mantuvieron dentro del bioterio de la FES lIztacala en un
ambiente con temperatura controlada, con ciclos de luz y oscuridad, comida adecuada y

suficiente espacio para crecer en 6ptimas condiciones.
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Un grupo de 5 ratones fue inoculado con medio de cultivo sin amibas, como grupo control. La

viabilidad de los trofozoitos fue determinada utilizando azul tripano (0.4%).

6.3 Determinacién del efecto citopético de A. culbertsoni en cultivo de células MDCK

Las células MDCK se hicieron crecer en botellas de cultivo de 75 cm? (Nunclon
Denmark) en medio Dulbeco modificado (D-MEM), enriquecido con suero bovino al 10%
(Boehringer, Germany) y una mezcla de kanamicina/penicilina (10,000 ug/ml). Se mantuvieron a
37 °C en una atmdsfera de CO, por 48 h. Después, las células se transfirieron en microplacas
de cultivo de 96 pozos, en medio D-MEM, hasta alcanzar la confluencia (7.5x104 células

aproximadamente).

Las células MDCK se interaccionaron en diferentes tiempos: 1, 3, 6 y 8 h con 7.5x10* trofozoitos
en cultivos confluentes (relacion 1:1).

Al finalizar cada tiempo, las muestras se fijaron en glutaraldehido al 2.5% en amortiguador de
cacodilato de sodio 0.1 M y se observaron a través del microscopio invertido Zeiss Axiovert 25

CA, Alemania y microscopio electronico de transmision anexoZeiss Axiophot.

6.4 Induccién de Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2) a ratones BALB/c

Un lote de 17 ratones (machos) de la cepa BALB/c de 7 semanas de edad fue sometido a
un ayuno de 6 h previo a la induccion de DM2, acorde a Sanchez-Zamora et al. (2010).
Posteriormente a cada raton se le inyectd una dosis unica de 130 mg/kg de STZ (Sigma, St.
Louis, MO, USA), diluida en 100 pl de buffer de citratos 0.05M (pH 4.5) via intraperitoneal. La

solucion se prepard minutos previos a su utilizacion (lto et al., 1999; Hayashi et al., 2006).

Como grupo control, 13 ratones de la misma cepa y edad fueron inyectados

intraperitonealmente con un volumen equivalente de buffer de citratos.
Considerando que en ratones sanos la concentracion de glucosa en sangre es de 80-110 mg/dl

(Ito et al.,, 1999; Hayashi et al., 2006), aquellos que alcanzaron niveles >190 mg/dl se

consideraron diabéticos.
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6.5 Determinacion de niveles de glucosa en sangre, peso corporal, volumen de orina y

consumo de agua y alimento

Con el fin de corroborar la induccién a la diabetes en los grupos experimentales, se evalud
la presencia de los signos caracteristicos de esta enfermedad, tales como niveles de glucosa en

sangre, peso corporal, polifagia, polidipsia y poliuria.

Los niveles de glucosa en sangre, asi como el peso corporal de todos los ratones fue
determinado a las semanas 0, 1, 2, 4 y 6 post induccion con STZ, con un glucémetro Accu-
Check Sensor Comfort, (Roche Diagnostics, Indianapolis, IN, USA) a partir de una gota de
sangre obtenida mediante un corte superficial en la cola de cada raton. El peso corporal se

determind con una balanza electrénica (Ohaus, N.J. USA).

Seis semanas post-induccién a la diabetes, los animales fueron puestos en cajas metabdlicas
durante 24 h, en donde se les proporcioné agua (100 ml) y alimento (50 g), y posteriormente se

cuantifico la ingesta de alimento y agua, asi como la produccién de orina en un lapso de 24 h
(Fig. 7).

Figura 7. Caja metabdlica en la que se determina ingesta de agua y alimento, asi como volumen de orina

producida por ratones sanos y diabéticos en un lapso de 24 h.
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6.6 Induccién de la EAG aratones diabéticos

Siete semanas posteriores a la induccién, los ratones que cumplieron con los criterios
para considerarlos diabéticos (17) fueron inoculados via intranasal con 1x10° trofozoitos/20 ul
de medio, con el propésito de inducir la infeccién por EAG (Fig. 8). Una vez infectados, se
tomaron 5 al azar y se observaron diariamente en el tiempo preestablecido por Culbertson (21
dias), registrando sobrevivencia, mortalidad y manifestaciones clinicas de la infeccion:
movimientos, reflejos, respiracidén, sudoracion e ingesta acuosa. Si la muerte de algun ratén
ocurria antes del periodo establecido se extraian cerebro, higado, pulmdn, rindn y se colocaban
en cajas con medio NNE y E. aerogenes inactivada por calor; y se incubaban a 30 °C, por un
periodo de 2-4 dias con el fin de recuperar las amibas. Los ratones que sobrevivieron al periodo
establecido, se sacrificaron para extraer los érganos antes mencionados. Una vez recuperada
la cepa se procedid nuevamente a la axenizacioén, y se llevaron a cabo los ensayos posteriores.
Los 12 ratones diabéticos restantes se dividieron en 4 lotes, fueron sacrificados a las 24, 48, 72

y 96 h post-inoculacion y fijados mediante perfusion.

6.7 Grupo control

Se utilizé un lote de 13 ratones sanos de la misma cepa y edad (14 semanas) y se
inocularon via intranasal con 1x10° trofozoitos/20 pl de medio; se tomaron 5 al azar y fueron
observados durante 21 dias acorde a la técnica descrita previamente. Los ratones restantes
fueron sacrificados en los 4 tiempos post-inoculacion (2 ratones por cada tiempo) y después

fijados por perfusion para obtener los 6rganos de interés.
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Figura 8. Inoculacion intranasal a ratones BALB/c de 14 semanas con 1x10° trofozoitos de A.

culbertsoni.

6.8 Obtencidn de cortes histoldgicos

Los ratones que fueron sacrificados en los 4 tiempos de interaccion propuestos (24, 48,
72 y 96 h), se anestesiaron con una sobredosis de pentobarbital sédico (200 mg/kg), se
colocaron sobre una placa y se sujetaron las extremidades; se les realizdé un corte en la piel y
se cortaron las costillas en paralelo a los pulmones para exponer el corazon. Se inserto la aguja
de la jeringuilla con la solucion de lavado (solucion salina al 0.9%), en el ventriculo izquierdo, se
hizo una incisidn en la auricula derecha para permitir el escape de los liquidos de lavado; se
procedi6 al lavado con solucién salina 0.9% durante aproximadamente 5 minutos, y finalmente
se perfundi6é la solucion de fijacion (paraformaldehido al 4% en PBS pH 7.2). (Fig. 9). A
continuacion, se extrajo el cerebro y la region del meato nasofaringeo, este ultimo fue
descalcificado con acido etilendiaminotetraacético (EDTA) al 7% durante 7 dias, cambiando la
solucion diariamente y después cortado sagitalmente. Los 6rganos de interés fueron
procesados; se lavaron, deshidrataron, aclararon, infiltraron, incluyeron en parafina y finalmente
se realizaron los cortes de 4 ym de grosor en el microtomo, acorde a la técnica histolégica

convencional.
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Figura 9. Perfusion de un raton macho BALB/c, anestesiado con una dosis letal de pentobarbital sddico
200 mg/kg.

6.9 Obtencidn de sueros hiperinmunes anti A. culbertsoni en conejo

Se trabajé con cultivos amibianos masivos crecidos en botellas de cultivo de 75 cm? con
95% de trofozoitos y 5% de quistes maduros obtenidos en su fase exponencial, cada una con
10 ml de medio Bactocasitona al 2%, enriquecido con SFB al 10% y 200 pg de
penicilina/estreptomicina, para dar un total de 11 ml. Las botellas fueron puestas en hielo frappe
durante 7 minutos, después se agitaron en el vortex durante 1 min evitando la formacién de
espuma; mediante centrifugaciéon se obtuvo un concentrado, el cual fue lisado mediante
choques térmicos (5 ciclos), después se hizo una diluciéon 1:5 del lisado amibiano en PBS, y
posteriormente se realizé una cuantificaciéon de proteinas por medio de la técnica de Bradford,
obteniéndose 5 ug/ml de proteina. Una vez obtenido el concentrado, se procedié a inmunizar a
un conejo New Zealand macho adulto (Fig. 10), siguiendo un esquema convencional de
inmunizacién (ANEXO 2), al finalizar se realiz6 un sangrado, mediante un corte en la vena
media de la oreja del conejo, con el fin de obtener aproximadamente 30 ml de sangre; se
centrifugd a 2500 rpm 10 min, para separar el suero, que se mantuvo en congelacién hasta su
uso. Finalmente, para poder probar el reconocimiento de los anticuerpos presentes en el suero

recién obtenido, se llevé a cabo un Western blot.
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Figura 10. Inmunizacién convencional de conejo New Zealand macho adulto.

6.10 Western blot

Con el propésito de determinar si los anticuerpos presentes en el suero de conejo anti-A.

culbertsoni mostraban reconocimiento con las proteinas presentes el lisado amibiano, se trabajé
con un concentrado de trofozoitos (5 pg/ml de proteina) previamente lisados, acorde a lo
descrito en el apartado anterior.
Se prepararon los geles de poliacrilamida, los buffers y el TBS-T (ANEXO 3); posteriormente se
llevo a ebullicion el lisado amibiano durante 5 min. Se colocé en hielo por 3 min y se cargé cada
pozo de la camara por duplicado, en el carril 1 se agregé el marcador de peso molecular (MPM)
y se colocaron las muestras en el carril 2, 6 ul del lisado de quistes, y en el carril 3, 6 pl del
lisado de trofozoitos, y usando el buffer de corrida se llevé a cabo la electroforesis a 120 V
durante 90 min, con el fin de separar las proteinas, de acuerdo a su movilidad electroforética
(Fig. 112).
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Figura 11. Electroforesis con geles de poliacrilamida, para separar las proteinas de acuerdo a su

movilidad electroforética.

Una vez concluida la electroforesis, se separaron los geles; uno de ellos fue puesto en solucion
destenidora | durante 5 min, y azul de Coomassie en agitacion durante 15 min; mientras que el

segundo fue puesto en buffer de transferencia.

Con la finalidad de electrotransferir las proteinas de interés presentes en el gel a una
membrana de nitrocelulosa, se coloco el segundo gel junto con la membrana a 120 V durante
60 min y una vez que se cumplio el tiempo el gel se colocd en colorante rojo de Ponceau en
agitacion durante 15 min; después se cortd la membrana en tiras y se enjuagaron con TBS-T.
Para bloquear los sitios de unién inespecificos remanentes en la membrana, las tiras fueron
puestas en la solucion bloqueadora 6% (leche descremada (Svelty en polvo), diluida en TBS-T)
y se dejaron en agitacién durante toda la noche. Posteriormente se incubaron con el anticuerpo
primario, (a una dilucion 1:500 del suero de conejo previamente obtenido, con TBS-T), luego se
agregd 1 ml a cada tira y se dejaron en agitacion durante 2 h y fueron lavados 5 veces con
TBS-T por 5 min. Para la deteccion del anticuerpo unido, se utilizé proteina A peroxidasa,
(dilucién 1: 10,000 en TBS-T) y se agregdé 1 ml a cada tira, se dejo durante 1 h y nuevamente se
hicieron 5 lavados con TBS-T por 5 min cada uno. Para el revelado, se preparé una mezcla de

4-cloro-naftol, metanol, PBS y H,O,. Se pasaron las tiras por la solucién, después fueron
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puestas en agua destilada para hacer mas lenta la reaccién y para detenerla se dejaron en

PBS, hasta que las bandas comenzaron a ser evidentes, y se dejaron secar.

Por ultimo, al segundo gel se le agregé colorante azul de Coomassie en agitacion durante 15
min y solucion destefidora Il. Y se mantuvo en refrigeracion con buffer, para evitar que se

seque.

6.11 Técnicaimunohistoquimica

Los cortes histolégicos previamente obtenidos fueron desparafinados en la incubadora a
70 °C durante 1 h, se rehidrataron con xilol y series graduales descendentes de etanol (100, 96
y 90%), se lavaron con agua destilada, y con TBS-Tween 20 (0.1%) (TBS-T). La recuperacion
antigénica se llevé a cabo por digestién enzimatica con proteinasa K 0.1 mg/ml en buffer TBS-T
con 1% de CaCl, durante 15 min. Se hicieron lavados con TBS-T y se bloqued la peroxidasa
endogena con H,0, al 3% en agua destilada, la unién inespecifica del anticuerpo fue bloqueada
con SFB al 5% en TBS-T durante 2 h, nuevamente se hicieron lavados con TBS-T para
después incubar con el suero policlonal de conejo anti- A. culbertsoni dilucién 1:400 a
temperatura ambiente toda la noche en camara humeda; se realizaron lavados con TBS-T y se
incubé con el segundo anticuerpo, (HRP-Rabbit MACH 2 Polymer Biocare) acoplado a
peroxidasa anti-lgG de conejo durante 30 min. Las laminillas se lavaron con TBS-T y se reveld
la reaccion enzimatica con diaminobencidina-H,O, (DAB), después fueron contratefidas con
hematoxilina, y rehidratadas con etanol en series graduales (90, 96 y 100%) y xilol; finalmente

para poder preservar los tejidos, se montaron con resina.
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7. RESULTADOS

6.1 Determinacién de la temperatura éptima de crecimiento

La temperatura optima de crecimiento de la cepa en estudio fue de 30 °C, como se
observa en la Gréfica 1, alcanzando su fase exponencial a las 96 h.
En el resto de las temperaturas (25, 37 y 42 °C), las amibas no alcanzaron la fase exponencial
de crecimiento, ya que se observaron redondeadas, lo cual indica que las condiciones no eran

las adecuadas para su desarrollo.

Temperatura dptima de crecimiento

700,000
600,000
500,000
400,000
300,000
200,000
100,000
0
-100,000

Gréfica 1. Determinacion de la temperatura éptima de crecimiento. Las amibas alcanzaron la fase
exponencial a las 96 h, a 30 °C. En el resto de las temperaturas, las amibas se mantuvieron, pero no

presentaron las condiciones adecuadas para su desarrollo.

6.1 Reactivacion de la virulencia

La virulencia de la cepa en estudio se reactivé a través de tres pases sucesivos en ratones
BALB/c. En donde el 60% es éstos fueron infectados con A. culbertsoni y murieron en un

periodo de 9 dias. En todos los ensayos los trofozoitos se recuperaron de cerebro y pulmén.
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Los ratones que no murieron fueron sacrificados, y las amibas se recuperaron también de

cerebro y pulmén.

6.1 Determinacién del efecto citopético de A. culbertsoni en cultivo de células MDCK

A través de microscopia optica pudimos observar que desde la primera hora de
interaccion los trofozoitos migraron hacia las uniones celulares. La monocapa de células MDCK

aun se veia homogénea y confluente (Fig. 12).

Figura 12. Microscopia de luz, contraste de fases (100x). Interaccién de trofozoitos con células MDCK
a 1 h. Se observa la migracion de trofozoitos a uniones celulares de la monocapa.

Con el propésito de describir con mayor detalle los mecanismos de invasion de la cepa en
estudio, las muestras obtenidas en los diferentes tiempos (3, 6 y 8 h) fueron procesadas en el
Centro de Investigacion y Estudios Avanzados (CINVESTAV) del Instituto Politécnico Nacional,
por el Dr. Arturo Gonzales Robles y la Bidl. Lizbeth Salazar Villatoro para ser analizadas en el
microscopio electrénico de transmision (JEOL Japan).

Después de 3 h post interaccion se observo a los trofozoitos adhiriéndose a la monocapa de
células, que aun conservaba su confluencia (Fig. 13 A). A las 6 h post interaccion la migracion
de los trofozoitos era clara, se observé el inicio de la penetracion a través de las uniones
celulares de la monocapa (Fig. 13 B). Después de 8 h las amibas fueron capaces de penetrar
dentro de la monocapa de células MDCK (Fig. 13 C, D).
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Figura 13 A, B, C y D). Interaccion de trofozoitos de A. culbertsoni con monocapa de células MDCK (3, 6
y 8 h) con microscopia electrénica de transmision. A) Después de 3 h post interaccion se observaron
trofozoitos (t) adhiriéndose a la monocapa de células. B) Después de 6 h la migracion es clara, se
observa el inicio de la penetracién a través de las uniones celulares. C) A las 8 h las amibas contindan
penetrando, y con ayuda de sus acantépodos (ac) irrumpen la monocapa celular. D) Se observa que

numerosos trofozoitos han penetrado la monocapa.

7.4 Induccién de DM2 aratones BALB/c

Se indujo DM2 exitosamente. El desarrollo de la diabetes fue monitoreado y se
compararon los niveles de glucosa en sangre, peso corporal, volumen de orina, e ingesta de
alimento y agua, entre el grupo experimental, y el grupo control (Tabla 1). En los ratones
experimentales, se registré un incremento significativo en los niveles de glucosa en sangre, una
semana post-induccién con STZ, alcanzando en promedio los 350 mg/dI, los cuales continuaron
aumentando durante las siguientes 6 semanas, alcanzando 429 mg/dl (Gréfica 2), la
hiperglicemia fue acompanada por una pérdida de peso promedio de 2 g, lo cual corresponde
aproximadamente al 11% del peso corporal inicial. Por el contrario, el grupo control no excedi6é

los niveles normales de glucosa en sangre; ademas se registré6 una ganancia de peso corporal
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promedio de 1 g (aproximadamente 3% del peso corporal inicial) durante el periodo de tiempo

evaluado (Grafica 3).

Promedio niveles de glucosa en
sangre

Diabéticos

Control

Grafica 2. Promedio semanal de niveles de glucosa en sangre (mg/dl) de ratones BALB/c control

y diabéticos.

Promedio peso corporal

Diabéticos

Control

Grafica 3. Promedio semanal de peso corporal (gr) de ratones BALB/c sanos y diabéticos.

Se evidenciaron las diferencias fisicas de peso y talla entre los ratones control y diabéticos (Fig.
14). Ambos ratones eran machos pertenecientes a la cepa BALB/c y de 14 semanas de edad
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aproximadamente; sin embargo, el ratdén diabético (izquierda) presenté una talla y peso menor

en comparacion con el raton control (derecha).

Figura 14. Comparacion en talla de ratones de 14 semanas de edad, a la 6° semana post induccion con
STZ. Diabético (izquierda), Control (derecha).

Seis semanas post-induccion, se determind la presencia de poliuria, polifagia y polidipsia en el
grupo de ratones experimentales, los cuales presentaron un incremento del volumen urinario,

asi como la ingesta de alimento y agua, en relaciéon con el grupo control (Tabla 1).

Ratones machos Volumen de Consumo de Consumo de agua
BALB/c de 14 orina (ml/24 h) | alimento (g/24 h) (ml/24 h)
semanas
DM2 1.13 7.64 9
Control 0.4 5.3 5.5

Tabla 1. Promedio volumen de orina, consumo de alimento y agua en un lapso de 24 h de ratones sanos

y diabéticos de 14 semanas de edad, 5 semanas post induccién con STZ.




7.5 Induccién de la EAG aratones diabéticos

En la Tabla 2 se detallan las observaciones diarias (durante 21 dias) del comportamiento,

signos de infeccion y mortalidad de los grupos de ratones diabéticos y control de 14 semanas,

previamente inoculados via intranasal para inducir la EAG:

Semanas post-

inoculacion

Ratones diabéticos (5)

Ratones control (5)

Muerte de un raton al dia 7
post-inoculacion. El resto
no presenta signos de
infeccion, ni cambios en el

comportamiento.

Sin presencia de signos de
infeccidn, ni cambios en el

comportamiento.

Pelo erizado en todos los
ratones y respiracion mas
rapida de lo normal en dos

de ellos.

Pelo ligeramente erizado,
pero sin cambios en el

comportamiento.

3
(Sacrificio al dia 21)

Pelo erizado en los cuatro
ratones restantes, pero sin
cambios en

comportamiento.

Pelo erizado, y mas
activos en comparacion

con el grupo diabético.

Tabla 2. Seguimiento semanal de ratones diabéticos y control, después de la induccién de EAG a través

de inoculacién intranasal con 1x10° trofozoitos de A. culbertsoni.

Sélo un ratdén diabético murié a los 7 dias post-inoculacién, se continud con la observacion de

los ratones restantes de ambos grupos, pero no hubo evidencia de infeccion en el SNC, asi que

fueron sacrificados a los 21 dias recuperandose la amiba de cerebro y pulmén en todos los

ratones diabéticos evaluados, mientras que, en los ratones sanos, no hubo recuperacion de

amibas.

7.6 Western blot
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Las proteinas presentes en el lisado amibiano, se separaron por peso molecular por medio
de electroforesis en un gel de poliacrilamida, las cuales, posteriormente se electrotransfirieron a
una membrana de nitrocelulosa. Y finalmente estas fueron inmunodetectadas por los
anticuerpos presentes en el suero de conejo anti-A. culbertsoni. Es posible apreciar la
inmunodeteccién en las bandas de marcaje (Fig. 15). Lo que nos aseguraba que hubo un

reconocimiento de los anticuerpos en el suero de conejo.

Figura 15. Tiras de nitrocelulosa sometidas a la técnica de Western blot, que muestran inmunodeteccion
de las proteinas presentes en el lisado amibiano (Carril 1 marcador de peso molecular, carril 2 lisado de

quistes y carril 3 lisado de trofozoitos). Proteinas amibianas reconocidas por los anticuerpos policlonales.

7.7 Hallazgos histopatol6gicos e inmunohistoquimicos de la interaccion de A. culbertsoni

en el meato nasofaringeo y tejido cerebral de ratones diabéticos

Los resultados del analisis histopatologico e inmunohistoquimico de la infeccion por EAG
causada por A. culbertsoni en ratones diabéticos, fue consistente en todas las muestras
evaluadas. Durante el analisis macroscépico de los 6rganos en estudio, no se observaron
cambios patologicos evidentes, tales como edema, necrosis o zonas hemorragicas. La
secuencia de los eventos inmunohistoquimicos observados durante la invasion de las amibas,

se describe a continuacion:
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24 h

Desde las 24 h post-inoculacién, se inmunolocalizaron trofozoitos y escasos quistes en el
epitelio respiratorio, adyacente al hueso (Fig. 16 A, B), paquetes del nervio olfatorio y células de
Schwann, en el bulbo olfatorio, y la base del epineuro, sin causar dano en el tejido (Fig. 16 C,

D). Es importante enfatizar la ausencia de infiltrado inflamatorio en todas las muestras.

48 h

48 h post-inoculacion se observaron numerosos trofozoitos en el epitelio respiratorio y el tejido
linfoide asociado a nasofafinge (NALT) sin dafio en el tejido, infiltrado inflamatorio o presencia
de foliculos linfoides (Fig. 17 A, B). Al mismo tiempo, se observd un quiste en la sustancia
blanca del cerebro en la regidén central subcortical (Fig. 17 C, D), lo cual sugiere la dispersion

via hematdgena de la amiba en estudio hacia el SNC.

72 h

Luego de 72 h post-inoculacién, se inmunolocalizaron trofozoitos en el bulbo olfatorio (Fig. 18
A) con la presencia de un ligero infiltrado inflamatorio, caracterizado por la presencia de células
polimorfonucleares (Fig. 18 B). Es importante enfatizar que, a este tiempo de interaccién, los
trofozoitos invadieron la base del encéfalo sin evidencias de inflamacion o dafio en el tejido
(Fig. 18 C, D), y algunos trofozoitos alcanzaron la capa granular del cerebelo (Fig. 18 E).

No se encontraron trofozoitos de A. culbertsoni, ni dafio aparente en las muestras de meato
nasofaringeo y tejido cerebral de los ratones diabéticos que interacturaron con los trofozoitos
durante 96 h post-inoculacion; ya sea por medio de la técnica inmunohistoquimica o en las

muestras tenidas con H&E.

Es muy importante mencionar que todas las muestras evaluadas de cerebro y meato
nasofaringeo de los ratones sanos BALB/c (grupo control), inoculados con A. culbertsoni
resultaron negativas a la presencia de trofozoitos o quistes (Figs. 16 F, 17 F y 18 F). Ademas,
las muestras tefiidas con H&E no mostraron ningun dafio o alteracion en su histologia (Figs. 16
E, 17 E).
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24 h

Figura 16. A-D). Microfotografia que muestra por inmunolocalizacion trofozoitos de Acanthamoeba
culbertsoni en ratones diabéticos 24 h post-inoculacién. A, B) Trofozoito (flechas) y escasos quistes en el
hueso del epitelio respiratorio (x100). C, D) Trofozoito en paquetes del nervio olfatorio y células de
Schwann (x400), en la regién del nervio olfatorio y la base del epineuro (x100 y x400 respectivamente).
Nétese la ausencia de reaccion inflamatoria periférica. (A, B, C, D) IHQ DAB. E, F) Mucosa nasofaringea
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con epitelio respiratorio, estroma y hueso de ratones control 24 h post-inoculacién sin dafio en el tejido
(x400 Tincion H&E e IHQ DAB respectivamente).

48 h

Figura 17. A-D) Microfotografia que muestra inmunolocalizacion de trofozoitos de Acanthamoeba
culbertsoni (flechas) en el epitelio respiratorio de ratones diabéticos, 48 h post-inoculacion. A, B)
Numerosos trofozoitos (flechas) se observaron en el epitelio respiratorio y tejido linfoide asociado a
nasofaringe (NALT) sin presencia de foliculos linfoides, hiperplasia linfoide, inflamacién, ni destruccion en
el tejido (x100 IHQ DAB). C, D) Un quiste (flecha) inmunolocalizado en la sustancia blanca del cerebro,
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corteza central subcortical (x100 y x400 respectivamente IHQ DAB). E, F) Microfotografia de corteza
cerebral de ratones control 48 h post-inoculacién (x400 Tincion H&E e IHQ DAB respectivamente).

72 h

Figura 18. Microfotografia que muestra la presencia de trofozoitos de A. culbertsoni en tejido nervioso de
ratones diabéticos 72 h post-inoculacion. A, B) Trofozoitos (flechas) y quistes en bulbo olfatorio con
presencia de un ligero infiltrado inflamatorio, caracterizado por células polimorfonucleares (x400 IHQ
DAB). C, D) Escasas amibas en la base del encéfalo, sin evidencia de inflamacion o dafio en el tejido
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(x100 y x400 respectivamente IHQ DAB). E) Trofozoito (flecha) en la capa granular del cerebelo. F) Bulbo
olfatorio de ratones control 72 h post-inoculacion sin mostrar dafio en su histologia (x400) IHQ DAB.

8. DISCUSION

Es ampliamente aceptado que la EAG causada por amibas del género Acanthamoeba,
ocurre principalmente en personas con un sistema inmune debilitado, inmunosuprimido
(Martinez y Visvesvara et al., 1997) con enfermedades crénicas, tales como lupus eritematoso
(Koide et al., 1998; Thamtam et al., 2016), VIH/SIDA (Martinez y Visvesvara, 1997), cancer
(Memari et al.,, 2015), falla renal (Martinez y Visvesvara, 1997), pacientes con terapia
inmunosupresora, cirrosis, tuberculosis (Martinez 1991; Martinez y Janitschke, 1985; Martinez y
Visvesvara, 1997), diabetes mellitus (Harwood et al., 1988; Bloch and Schuster, 2005; McKellar
et al., 2006; Petry et al., 2006; Fung et al., 2008; Mayer et al., 2011; Blanco-Vidal et al., 2013;
Satlin et al., 2013; Salameh et al., 2015).

Desde que se demostro el potencial patégeno de las amibas del género Acanthamoeba, se han
realizado trabajos en modelos animales, con la intencibn de describir los hallazgos
histopatologicos de infecciones experimentales causadas por estas amibas. (Culbertson et al.,
1966; Martinez, 1991; Goérnik y Kuzna-Grygiel, 2005); sin embargo, estos hallazgos se han
reportado en organismos sanos, y en periodos de tiempo que van de 3 a 14 dias, e incluso
hasta 7 meses post-inoculacion. Hasta el momento, se ha aceptado que la via de entrada de
estas amibas hacia el cerebro puede ocurrir por via hematdégena, o a través del neuroepitelio
olfatorio (Martinez et al., 1975); sin embargo, no se han realizado estudios experimentales que
ayuden a determinar si el establecimiento de DM en un individuo es un factor de riesgo para la

invasion de estas amibas a nivel del SNC.

En el presente trabajo se describen y comparan los hallazgos histopatolégicos e
inmunohistoquimicos de la invasion temprana de trofozoitos de Acanthamoeba culbertsoni en

ratones diabéticos y sanos de la cepa BALB/c inoculados intranasalmente.

Para la realizacion de este trabajo fue necesario conocer biolégicamente a la amiba en estudio,
para que, de esta manera, todos los ensayos fueran llevados a cabo en las condiciones que
permitieran el desarrollo éptimo de las amibas, que fueron cosechadas en su fase exponencial

durante la realizacion de todos los ensayos.
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Se trabajé con una cepa virulenta de A. culbertsoni, aislada de un caso clinico de QA, que
involucroé invasion a humor acuoso (Arnalich-Montiel et al., 2012); que ademas, es la especie
mas frecuentemente reportada en casos de infeccién al SNC, y que mostrd tener neurotropismo

e invasividad hacia el meato nasofaringeo y el tejido cerebral (Omafia-Molina et al., 2017).

La temperatura optima de crecimiento para los cultivos de A. culbetrsoni fue 30 °C, alcanzando
su fase exponencial a las 72 h, sin embargo, las amibas mostraron un pobre crecimiento a los
25, 37 y 42 °C, coincidiendo con el trabajo de Qvarnstrom et al., (2013) quienes evaluaron la
temperatura de crecimiento (30, 37 y 42°C) de una cepa de Acanthamoeba aislada de un caso
de EAG, y observaron patrones de crecimiento optimo (30°C) similares al de nuestra cepa en

estudio; asi mismo a los 37 y 42°C hubo un crecimiento limitado.

La amiba de este trabajo demostré ser termotolerante, lo que le confirid la capacidad de
desarrollarse y crecer a diferentes temperaturas; por ejemplo, en la cérnea humana (de donde
originalmente fue aislada) y en donde estuvo en contacto con la pelicula lagrimal, y se expuso a
una alta osmolaridad, alteraciones en el pH y distintas temperaturas (la temperatura aproximada
del ojo es de 34°C), asi como en el en SNC de los animales de experimentacion (36.5°C
aproximadamente), e incluso podria sobrevivir ante condiciones de fiebre alta (42°C), que
pudieran ocurrir en pacientes con EAG. Lorenzo-Morales et al., 2013, enfatiza que altas
temperaturas, asi como la alta osmolaridad estan relacionados con la patogenicidad, lo que

podria considerarse como un buen indicador del potencial patdégeno de nuestra cepa.

Después de los ensayos de temperatura, las amibas se mantuvieron en cultivo axénico durante
varios meses, por lo que, fue necesario reactivar la virulencia de la cepa por medio de 3
inoculaciones seriadas en ratones machos BALB/c sanos de 3 semanas de edad; una vez

recuperadas, se continud con los ensayos posteriores.

A pesar de que la amiba en estudio tenia potencial patégeno, dado que fue aislada de un caso
clinico de QA, era necesario demostrar el efecto citopatico, asi como los mecanismos de
invasion dependientes de contacto que presentan al invadir, ya que fue lo observado tanto en el
modelo de cérnea (Omana-Molina et al., 2013), asi como el modelo de ratones sanos (Omafia-
Molina et al., 2017).

La interaccion con células MDCK, nos permitié corroborar los mecanismos dependientes de

contacto, tales como la adherencia, migracion hacia las uniones celulares y penetracion de las
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amibas desde la primera hora de interaccion; transcurridas las 8 h se observé la pérdida de la
confluencia de la monocapa celular, mediante la emision de acantopodos de los trofozoitos y la
formacion de amebostoma para fagocitar las células, sugiriendo que la accién de las proteasas
promueven la separacion celular, sin causar destruccion; esto concuerda con ensayos previos
realizados por Omana-Molina et al., (2013), quienes realizaron pruebas en cultivos celulares
MDCK con trofozoitos de A. castellanii y A. polyphaga, y mediante microscopia de luz pudieron

observar el efecto citopatico de estas amibas en la monocapa de células.

Por otro lado, la invasion de las amibas hacia los 6rganos evaluados fue consistente con los
ensayos para la reactivacién de la virulencia en las pruebas de patogenicidad. A. culbertsoni
caus6 la muerte en el 60% de los ratones, recuperandose unicamente de cerebro y pulmén. Los
que concuerda con estudios previos realizados por Kasprzak et al., (1974), quienes reportaron
que, a pesar de varios pases en ratones, los trofozoitos de Acanthamoeba mantienen su
tropismo hacia los mismos 6rganos (cerebro y pulmén). Hay que enfatizar que no todos los
ratones murieron. Sin embargo, a los 9 dias post-inoculacion, se registraron las muertes, similar
al tiempo en que Naegleria fowleri, considerada como una especie virulenta, provoca la muerte

en animales experimentales (Marciano-Cabral y Cabral, 2007).

Se indujo DM2 en el 100% de los ratones machos BALB/c, acorde a Sanchez-Zamora et al.
(2010). Confirmando la presencia de hiperglicemia, pérdida de peso, poliuria, polidipsia y
polifagia. Asegurando asi tener ratones diabéticos, previo a la inoculacién con las amibas en
estudio. Es muy importante sefalar que, en ese momento, los ratones diabéticos y sanos tenian

14 semanas de edad, y los ratones sanos fueron resistentes ante la infeccién por EAG.

Los hallazgos histopatolégicos e inmunohistoquimicos del presente trabajo confirmaron que A.
culbertsoni es capaz de invadir el SNC después de haber sido inoculada intranasalmente; 24 h
post-inoculacién, las amibas se adhirieron al epitelio respiratorio y olfatorio, cerca de los
cornetes nasales, penetrando el tejido entre las uniones celulares, hasta invadir los paquetes
del nervio olfatorio, las células de Schwann y la base del epineuro, con asusencia de infiltrado
inflamatorio y sin causar dafio en los tejidos. A las 48 h post-inoculacién, los trofozoitos
invadieron (probablemente por via hematdgena), la sustancia blanca del cerebro de la regién
central subcortical. Las amibas continuaron su invasion hacia el bulbo olfatorio 72 h post-

inoculacion, en donde sélo se observo un ligero infiltrado inflamatorio. Algunos trofozoitos
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migraron a través de la base del cerebro, invadiendo la capa granular del cerebelo, sin mostrar

inflamacion, ni dafio en el tejido.

La ruta de invasion de la amiba en estudio es similar a lo descrito previamente para esta misma
cepa, inoculada en ratones machos BALB/c sanos de 3 semanas de edad (Omana-Molina et al.,
2017), asi como para otras amibas anfizdicas de especies como N. fowleri (Rojas-Hernandez et
al., 2004) y B. mandrillaris (Kiderlen y Laube, 2004).

Aunque el curso de invasién es analogo, N. fowleri es capaz de causar una inflamacion severa,
en contraste con A. culbertsoni, ya que, durante el analisis histopatoldgico no hubo evidencia de
necrosis, hemorragia o inflamacion, a excepcién del bulbo olfatorio, en donde a las 72 h post-
inoculacion se observé un ligero infiltrado inflamatorio. Gérnik y Kuzna-Grygiel (2005) sugirieron
que la ausencia de una reaccion inflamatoria en areas adyacentes a un solo trofozoito o quiste,
probablemente se deba a la ausencia de una alta concentracién de antigeno, necesario para
activar el sistema inmune. En este estudio, a pesar de que la ruta de invasion de estas especies
anfizdicas es similar, el proceso llevado a cabo por A. culbertsoni es mas lento y se lleva a cabo
principalmente a través de mecanismos dependientes de contacto, lo cual podria explicar el
curso cronico de la infeccion por EAG tanto en humanos, como en animales de

experimentacion.

Aunque la ruta de invasién de los trofozoitos de A. culbertsoni en ratones diabéticos adultos (14
semanas de edad) y ratones sanos (3 semanas de edad), referido por Omafa-Molina et al.,
(2017), es similar; A. culbertsoni penetré areas mas profundas de tejido en los ratones
diabéticos, en un periodo de tiempo menor (Fig. 19); desde las 24 h post-inoculacion, los
trofozoitos migraron al hueso del epitelio respiratorio, los paquetes del nervio olfatorio, células
de Schwann y la base del epineuro, a las 48 h, migraron a la materia blanca del cerebro, asi
como la region central subcortical, y después de 72 h, las amibas invadieron la base del cerebro
y la capa granular del cerebelo (Fig. 19 A). Mientras que, en los ratones no diabéticos de 3
semanas, entre las 24 -72 h post-inoculacién, las amibas se adhirieron y penetraron a través del
epitelio olfatorio y respiratorio en la cavidad nasal; llegando al bulbo olfatorio, la corteza cerebral

y la capa granular del giro dentado del hipocampo, hasta las 96 h (Fig. 19 B).

Cabe destacar que los ratones adultos BALB/c de 14 semanas (grupo control) fueron

considerados resistentes a la invasion por estas amibas, debido a que no se inmunolocalizaron
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trofozoitos o quistes, ni tampoco se observod dafio en ninguno de los tejidos evaluados (cerebro

y meato nasofaringeo).

Figura 19 A, B). Ruta de invasion de trofozoitos de A. culbertsoni en ratones diabéticos machos BALB/c
de 14 semanas de edad (A), y ratones sanos machos BALB/c de 3 semanas de edad (B). A) 24 h post-
inoculacion (IN), los trofozoitos llegaron al hueso del epitelio respiratorio (RE), paquetes del nervio
olfatorio, células de Schwann y la base del epineuro en el bulbo olfatorio (OB). Después de 48 h post-
inoculacién, las amibas invadieron la sustancia blanca del cerebro, en la regién central subcortical (WM).
72 h post inoculacion, las amibas invadieron la base del encéfalo (BE), y la capa granular del cerebelo

(Cb). B) Desde las 24 y hasta las 72 h post-inoculacion, las amibas se observaron adhiriéndose y
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penetrando a través del epitelio respiratorio y olfatorio. 96 h post-inoculacion, los trofozoitos llegaron al
bulbo olfatorio (OB), la corteza cerebral (Co) y la capa granular del giro dentado del hipocampo (H).
El analisis de resultados sugiere que los ratones diabéticos son mas susceptibles a la EAG que
los ratones sanos de la misma cepa y edad inoculados intranasalmente bajo las mismas
condiciones. Asi mismo, concuerdan con reportes clinicos que aseguran que pacientes con DM
son mas susceptibles a enfermedades infecciosas y sus complicaciones, comparados con
individuos no diabéticos (Baiju et al., 2003; Shah y Hux, 2003) ya que, esta enfermedad
predispone a los pacientes a comorbilidades y afecta el prondstico de infecciones como la

bacteriemia y la neumonia neumocadcica (Joshi et al., 1999).

Es probable que el modelo DM2 (enfermedad crénica) utilizado en este trabajo, afectara la
inmunidad de los ratones inducidos, debido a que no se observé infiltrado inflamatorio ni
granulomas. Marciano-Cabral et al, (2000) argumentan que, en individuos
inmunocomprometidos, puede estar ausente la formacion de granulomas rodeando las amibas,

lo cual podria contribuir a la diseminacién de los trofozoitos en el organismo.

Es bien sabido que la diabetes tiene un importante componente inflamatorio, ademas, se ha
encontrado que existe una correlacion entre un pobre control glicémico y los niveles de
citocinas inflamatorias tales como proteina C reactiva, factor de necrosis tumoral a (TNF-a),
Interleucina-6 (IL-6) y 1B (IL-1B) en el torrente sanguineo circulante (Calle y Fernandez, 2012).
La hiperglucemia aumenta la permeabilidad de la barrera hematoencefalica, en consecuencia,
la diabetes es responsable de la respuesta inflamatoria sistémica, pero también incrementa la
susceptibilidad de que las citocinas inflamatorias entren al SNC (Starr et al.,2003; Hawkins et

al., 2007), lo cual, podria facilitar que las amibas atravesaran la barrera hematoencefalica.
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9. CONCLUSIONES

La invasion de trofozoitos de A. culbertsoni en ratones diabéticos es significativamente
mayor con respecto a los ratones sanos de la misma cepa y edad inoculados bajo las mismas
condiciones; lo cual sugiere que los ratones diabéticos son mas susceptibles ante la infeccion
por EAG.

Los resultados obtenidos sugieren que los trofozoitos invadieron los tejidos separando las
células superficiales, penetrando a través de las uniones celulares sin causar efecto citolitico en
las células adyacentes hasta alcanzar el SNC.

La presencia de un mayor numero de trofozoitos en comparacién con los quistes, en los tejidos
evaluados, sugiere que las amibas encontraron las condiciones 6ptimas de desarrollo dentro del
organismo de los ratones diabéticos infectados.

La DM incrementa la susceptibilidad a la infeccién por amibas, lo que podria favorecer al
desarrollo de la EAG.

10. PERSPECTIVAS

Se sugiere la realizacion de mas estudios que permitan describir la invasion de estas
amibas en tiempos mas largos, con el fin de determinar las moléculas involucradas durante la
invasion o la resistencia de estos protozoos, para poder tener un mejor entendimiento de los
mecanismos de defensa, asi como los mecanismos de patogenicidad de estas amibas

anfizdicas.
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12. ANEXOS

ANEXO 1

a. MEDIOS DE CULTIVO

Medio Monoxénico

No nutritivo con Enterobacter aerogenes (NNE)

Agua destilada 1000 ml
NaCl 0.120 gr
MgSO, 7H,O 0.004 gr
CaCl, 2H,0 0.004 gr
Na,HPO, 0.142 gr
KH.PO, 0.136 gr
Bactoagar 15.0 gr

Se mezclan las sales y el agar, se agrega el agua destilada y se pone a hervir durante
aproximadamente 1 minuto. Se esteriliza a 121 °C durante 20 minutos, y sin dejar enfriar por
completo se vacia en cajas Petri estériles. Una vez que el agar solidifique, se agregan 0.8 ml de
un concentrado de Enterobacter aerogenes inactivada por calor, la cual se distribuye de manera
homogénea por toda la superficie con una varilla de vidrio, con el fin de obtener una monocapa
de bacterias. Se dejan reposar durante aproximadamente 1 hora, y se mantienen en

refrigeracion, hasta su uso.
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Medio Axénico

Medio Bactocasitona 2%

Agua destilada

Bactocasitona

Se mezcla la Bactocasitona con el agua destilada, se vierten 2.7 ml del medio en tubos con

1000 mi
20 gr

tapdn de rosca, y se esterilizan a 121 °C durante 15 minutos. Una vez frio el medio, se ahnaden

0.3 ml de SFB, con antibiético (200 ug de Kanamicina/penicilina).

ANEXO 2
b. ESQUEMA CONVENCIONAL DE INMUNIZACION EN CONEJO
Dosis (2 mg) Dia Via Adyuvante de
Freud
1° 0 SC ACF
2° 14 SC AlF
3° 28 IM SF
4° 35 IM SF
Sangrado 40

SC-subcutanea, IM-intramuscular, ACF-adyuvante completo de Freud, AlF-adyuvante

incompleto de Freud, SF-suero fisioldgico.
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ANEXO 3

c. SOLUCIONES PARA WESTERN BLOT

Geles de poliacrilamida

Gel separador 10% (10 ml)

Poliacrilamida 3.33 ml
Amortiguador Tris-Base pH 8.8 2.5ml
SDS 20% 50 pl
Agua bidestilada 4 ml

* Temed 6.5 pl

* APS 10% (Persulfato de amonio) 100 pl

En el agua destilada se mezclan todos los reactivos.

* Ayudan a gelificar en minutos y siempre se agregan al final, poco antes de vaciar en las
placas.

Por ultimo, se agrega una capa de alcohol isopropilico para eliminar las burbujas.

Se deja reposar por 15 minutos.

Gel concentrador (5 ml)

Poliacrilamida 0.67 ml
Amortiguador Tris-Base pH 8.8 1.25 ml
SDS 20% 25 yl
Agua bidestilada 3 ml

* Temed 5l

* APS 80 ul
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En el agua destilada se mezclan todos los reactivos.
* Ayudan a gelificar en minutos y siempre se agregan al final, poco antes de vaciar en las

placas.
Con la ayuda de papel filtro, se quita el exceso de alcohol isopropilico previamente usado, se

agrega el gel recién preparado sobre el gel separador hasta el borde y finalmente se ponen los

peines.

Buffer de transferencia (1 L)

Tris- Base 3.025 gr
Glicina 14.4 gr
Agua bidestilada 500 ml
Metanol 200 ml

Disolver en agua bidestilada y aforar a la cantidad correspondiente. Aimacenar a 4 °C.

Buffer de electroforesis 1 x (1 L)

Tris-Base 0.025M pH 8.3 3.025 gr
Glicina 0.192 M 14.4 gr
SDS 0.1% 1gr

Disolver en agua bidestilada y aforar a la cantidad correspondiente. Almacenar a 4 °C.

TBS Tween pH7.5(1L)

Tris-HCI 50 mM 6.05 gr
NaCl 150 mM 8.76 gr
Tween 20 0.05% 500 pl
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Disolver en agua bidestilada y aforar a la cantidad correspondiente. Se agregan escamas de

sosa hasta subir el pH a 7.5. Almacenar a 4 °C.

Solucién bloqueadora (11 ml)

Leche descremada en polvo Svelty 0.66 gr

TBS Tween pH 7.5 11ml

Disolver y aforar a la cantidad correspondiente.

Solucion Destefidoral (1 L)

Metanol 400 ml

Acido acético 70 ml

Disolver en agua bidestilada y aforar a la cantidad correspondiente. Almacenar a temperatura

ambiente.

Solucién Destefiidora ll (1 L)

Metanol 50 ml

Acido acético 70 ml

Disolver en agua bidestilada y aforar a la
cantidad correspondiente. Almacenar a

temperatura ambiente
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