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1. RESUMEN 

 
La encefalitis amibiana granulomatosa (EAG) es una infección crónica de difícil resolución, 

causada por amibas del género Acanthamoeba. En la mayoría de los casos afecta a personas 

inmunosuprimidas o con enfermedades crónicas como la diabetes mellitus (DM). 

En el presente trabajo se describen los eventos morfológicos tempranos de la infección inducida 

por vía intranasal, provocada por Acanthamoeba culbertsoni (genotipo T4), en el modelo murino 

de EAG, en ratones diabéticos, aislada de un caso clínico de queratitis amibiana, en el que se 

observó invasión extracorneal. 

La cepa en estudio creció en condiciones óptimas en medio axénico a 30 °C, alcanzando su 

fase exponencial a las 96 h. Se evaluó el efecto citopático de trofozoítos de A. culbertsoni sobre 

células Madin-Darby Canine Kidney (MDCK) relación (1:1) interaccionando en diferentes 

tiempos (1, 3, 6 y 8 h), observando la adherencia, migración hacia las uniones celulares y 

penetración de las amibas a la monocapa desde la primera hora de interacción.  

Se indujo diabetes melitus tipo 2 (DM2) a un lote de 17 ratones machos BALB/c de 7 semanas 

de edad, con una inyección intraperitoneal de estreptozotocina (STZ) (130mg/kg dosis única), 

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, así como el peso corporal.  

Seis semanas post-inducción a la diabetes, los ratones se inocularon vía intranasal con 1x106 

trofozoítos de A. culbertsoni en 20 µl de medio. El grupo control se inoculó 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 observación 

durante 21 días, registrando manifestaciones clínicas de la infección por EAG, y mortalidad. 

Durante este lapso sólo un ratón diabético murió a los 7 días post-inoculación, el resto 

sobrevivió y se sacrificaron en el tiempo establecido; los órganos (cerebro, pulmón, hígado y 

riñón), se colocaron en cajas con medio no nutritivo (NNE) enriquecido con Enterobacter 

aerogenes inactivada con calor y las amibas se recuperaron de cerebro y pulmón en todos los 

ratones.  

El segundo grupo (de 12 ratones diabéticos y 12 sanos), se sacrificó y fijó mediante perfusión a 

las 24, 48, 72 y 96 h post-inoculación (3 ratones por cada tiempo). Se procesó el cerebro y el 

meato nasofaríngeo para obtener cortes histológicos de 4 µm de grosor, y mediante técnica 

imnunohistoquímica, se evidenció la presencia de las amibas en los tejidos. Desde el tiempo 
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más temprano de interacción (24 h), se inmunolocalizaron trofozoítos en el tejido óseo del 

epitelio respiratorio, los paquetes del nervio olfatorio, células de Schwann, y la base del 

epineuro, a las 48 h los trofozoítos 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 trofozoítos y quistes se inmunolocalizaron en la capa granular del cerebelo. En 

bulbo olfatorio fue posible observar un pequeño infiltrado inflamatorio caracterizado por la 

presencia de células polimorfonucleares; sin embargo, en ninguno de los casos se pudo 

observar daño en el tejido. A las 96 h no fue posible encontrar evidencia de amibas en ninguna 

de las muestras analizadas. En general no se observó reacción inflamatoria periférica, ni 

infiltrado inflamatorio, en todos los tiempos evaluados. Lo que sugiere que la inmunosupresión 

característica de la diabetes mellitus, y la incapacidad del sistema inmune a responder 

adecuadamente ante una infección, podrían contribuir a la rápida diseminación de la misma en 

el organismo.  

La invasión de los trofozoítos 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 trofozoítos invaden los tejidos 

separando las células superficiales, penetrando entre las uniones celulares sin causar efecto 

citolítico en las células adyacentes, hasta alcanzar el SNC. 
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2. INTRODUCCIÓN 

 
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 dispersión (Schuster, 2002).  

La mayoría de las AVL presentan al menos dos estadios de desarrollo: trofozoíto y quiste. El 

trofozoíto o forma vegetativa, es el estado metabólicamente activo, se alimenta de bacterias y 

se multiplica por fisión 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 descubrió que algunas amibas del suelo y del agua, 

que hasta entonces eran consideradas inocuas, protozoos no patógenos, eran capaces de 

invadir al hombre y a otros animales, causando la muerte o daño cerebral irreversible 

(Visvesvara et al., 2007). 

Algunas AVL son conocidas como microorganismos anfizóicos, debido a que tienen la 

capacidad de existir en el medio ambiente como organismos de vida libre o como parásitos 

oportunistas. Ciertas especies del género Acanthamoeba, Vahlkampfia, Hartmanella; así como 

las especies Naegleria fowleri, Balamuthia mandrillaris y Sappinia pedata, antes S. diploidea, 

son capaces de causar diversas patologías 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). 

Así mismo, hallazgos in vitro y en especímenes clínicos, han demostrado que algunas amibas 

anfizóicas 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 tróficas y quistes funcionan 

como protección, medio de transporte y dispersión de las bacterias, permitiéndoles colonizar 

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

2.1 Antecedentes históricos 

En 1903, Schaudin había descrito a Entamoeba hystolitica como la única amiba 

patógena para el hombre. Sin embargo, en 1958 durante los ensayos para la vacuna contra la 

poliomelitis, Culbertson encontró en cultivos celulares de riñón de mono un patógeno 

desconocido hasta el momento, capaz de producir un efecto citopático en dichos cultivos, que 

después de ser aislados, fueron inoculados por vía intranasal e intracerebral en ratones y 

provocaron su muerte por una meningoencefalitis fatal que se desarrollaba en pocos días 
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(Culbertson, et al., 1958,1959). Se observó que el daño fue causado por amibas patógenas 

diferentes a las descritas hasta ese momento, las cuales pertenecían al género Acanthamoeba, 

lo que ayudó a generar la hipótesis de que las AVL de este género podrían ser agentes 

causales de enfermedades similares en el hombre, éste aislado más tarde se clasificó 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 año más tarde, en 1966, Butt aisló y cultivó una amiba a partir 

de un caso de meningoencefalitis, cuya identificación aportó nuevos elementos, ya que, en este 

caso, a pesar de que se trataba también de una AVL, era diferente a las anteriormente 

descritas, ubicándola dentro del género Naegleria. Con base a los casos descritos, a la 

enfermedad se le denominó como meningoencefalitis amibiana primaria (MEAP) (Butt, 1966). 

En 1990 Balamuthia mandrillaris fue aislada del cerebro de un mandril (Mandrillus sphinx) con 

infección en el sistema nervioso central (SNC) (Visvesvara et al., 1990). Y en 1991 se dio a 

conocer el primer caso de infección humana por esta especie en un paciente con SIDA (Anzil et 

al., 1991). 

En 2001 se publicó el primer y único caso de encefalitis amibiana causada por Sappinia pedata, 

en un paciente inmunocompetente de 38 años de edad que sobrevivió al ser tratado con varias 

combinaciones de fármacos (Gelman et al., 2001). 

Sólo dos casos de encefalitis atribuidos al género Vahlkampfia han sido diagnosticados en base 

a su apariencia morfológica en los tejidos; y muy pocos casos han sido imputados 

genuinamente a especies del género Hartmanella (Gelman et al., 2001; Gutiérrez, 2000; 

Martínez y Visvesvara, 1997; Martínez et al., 1997; Mierowitz, 1982). 

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

Como se mencionó anteriormente, las AVL patógenas provocan diversas enfermedades en 

el ser humano. Estas se pueden presentar de forma subaguda o crónica, pudiendo afectar tanto 

a pacientes inmunosuprimidos como a individuos completamente sanos, y se asocian con 

patologías en SNC, piel, o córnea. En pacientes inmunodeprimidos, se han descrito casos en 

los que provocan infecciones diseminadas (cutáneas y nasofaríngeas) (Murakawa et al., 1995).  

El género Acanthamoeba y en particular las especies patógenas 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 vía de transmisión y, sobre todo, con el 

estado inmunológico del paciente. (Martínez, 1991; Armstrong, 2000). Si se encuentra 

invadiendo el SNC, provoca una infección subaguda que causa necrosis y lesiones 

inflamatorias, llamada EAG, cuya vía de entrada puede ser hematógena o a través de las vías 

respiratorias, y afecta principalmente a pacientes inmunocomprometidos (Martínez, 1991). 

También pueden encontrarse ocasionando ulceraciones en la piel o invadiendo la córnea, 

provocando QA, una infección dolorosa de difícil resolución, que se presenta por lo general en 

personas aparentemente sanas (Omaña-Molina et al., 2010). 

Naegleria fowleri es el agente causal de la MEAP, una infección del SNC que ocurre de manera 

más típica en niños, adolescentes y adultos jóvenes aparentemente sanos, con antecedente de 

natación 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 hemorrágicas 

(Walochnik et al., 2010). 

El presente trabajo se enfocó 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 designó 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 de vida 

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

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

El trofozoíto se caracteriza por emitir numerosos y finos pseudópodos semejando espinas, 

conocidos como acantópodos, los cuales son uninucleados, con un nucléolo central prominente. 

Poseen numerosas vacuolas digestivas, destacando la presencia de una vacuola contráctil muy 

activa, su tamaño varía entre 25 μm y 40 μm de longitud (Fig. 1), se alimenta por fagocitosis de 

bacterias, algas y levaduras (Marciano-Cabral y Cabral, 2003). 
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Figura 1. Microscopía de luz, contraste de fases (100 x). Morfología de un trofozoíto de Acanthamoeba 

spp. vacuola contráctil (vc), acantópodos (ac), núcleo (n). Fundación Bioquímica Argentina. 

 

La forma quística consta de una doble pared: una externa, que puede ser ondulada o lisa 

(exoquiste), y otra interna (endoquiste) (Fig. 2). La formación del quiste ocurre bajo condiciones 

ambientales adversas como la falta de alimento, la desecación 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 más de 24 años a 4 °C, conservando su capacidad invasiva (Mazur et 

al., 1995). El tamaño puede variar de 13 a 20 µm 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 vía de salida del trofozoíto, cuando las condiciones medio 

ambientales y nutricionales aseguran su subsistencia y reproducción (Bowers y Korn, 1968, 

1969; Byers, 1979). 

 

vc 

ac 
n 
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Figura 2. Microscopía de luz, contraste de fases (100 x). Morfología de un quiste de Acanthamoeba spp. 

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

 

En la naturaleza podemos encontrar fácilmente quistes y trofozoítos de Acanthamoeba, los 

cuales son capaces de provocar diversas patologías, dependiendo de la vía de entrada. Por vía 

hematógena o intranasal, causan EAG, infección que afecta al SNC de pacientes 

inmunosuprimidos, lesiones en piel, así como QA, que afecta la córnea en pacientes 

aparentemente sanos (Fig. 3). 

ec 

n 

en 

op 
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Figura 3. Ciclo de vida de Acanthamoeba spp. Los trofozoítos son la forma infectiva, y son capaces de 

provocar diferentes patologías en pacientes inmunocomprometidos y sanos (EAG, QA y lesiones en piel), 

dependiendo de la vía de entrada (CDC traducido al español). 

 

2.3.2 Ecología 

 
Son los protozoos más 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 ventilación, filtros de calefacción 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, Müller y 

Hoffmann, 2001; Paszko-Kolva, et al., 1991; Rivera et al., 1987; Shin y Hadley, 1936; Szénási 

et al., 1998). También han sido aisladas de animales incluyendo especies de peces, anfibios, 

reptiles y mamíferos (Chamorro et al., 1988; Dyková et al., 1999; Madrigal Sesma, 1988; 

Walochnik et al., 1999). 
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Debido a que su contacto con el hombre es un hecho muy común, se ha observado que, hasta 

un 50% de la población, posee anticuerpos específicos frente a Acanthamoeba (Cursons, 1980; 

Cerva, 1989), siendo aisladas de la cavidad nasofaríngea de individuos asintomáticos y de 

personas inmunodeficientes (Rivera et al., 1984). 

 

2.3.3 Clasificación taxonómica 

 
El Comité para la Sistemática y Evolución de la Sociedad de Protozoólogos, en 1980 

propuso, la siguiente clasificación (Martínez y Janitschke, 1985): 

 

Subreino: Protozoa 

Phylum: Sarcomastigophora 

Subphylum: Sarcodina 

Superclase: Rhizopoda 

Clase: Lobosea 

Subclase: Gymnamoebia 

Orden: Amoebida 

Suborden: Acanthopodina 

Familia: Acanthamoebidae 

Género: Acanthamoeba 

 

La clasificación taxonómica del género Acanthamoeba está en constante revisión. 

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 clasificación basada principalmente en la morfología 

y medida del quiste en 3 grupos, (Pussard y Pons, 1977).  
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El grupo I consiste en especies caracterizadas por grandes quistes con endoquistes en forma 

estrellada y ectoquistes que pueden ser lisos o rugosos de tamaño promedio, mayor a los 

18µm. El grupo II es el que cuenta con mayor cantidad de especies, debido a que incluye a las 

amibas con una mayor distribución y las que han sido comúnmente aisladas de casos clínicos. 

El ectoquiste se caracteriza por ser rugoso, mientras que el endoquiste puede ser poligonal, 

triangular, ovalado o redondeado y menores a 18µm. En el grupo III, el ectoquiste es delgado y 

ondulado mientras que el endoquiste es generalmente redondeado u oval, con un tamaño 

promedio de 18 µm (Fig. 4) (Schuster et al., 2004; Visvesvara, 1991).  

 

 

 

Figura 4. Clasificación de los quistes de Acanthamoeba spp. con base a sus características morfológicas. 

 

 

La clasificación de Acanthamoeba basada en características morfológicas ha resultado 

poco fiable, esto debido a que la morfología de las especies puede cambiar de acuerdo las 

condiciones de cultivo en el que se encuentren. Por lo que se han aplicado criterios 

inmunológicos, bioquímicos y fisiológicos con el fin de identificar las diferentes especies que 

conforman el género; no obstante, muchas de ellas comparten varias de estas características 

haciendo estos criterios de clasificación deficientes para su identificación (Johnson et al., 1990).  

Para evitar estos problemas, se han generado métodos de clasificación molecular, los cuales 

consisten en esquemas basados en secuencias del ARN ribosomal 18S (Stothard et al., 1998; 

Gast et al., 1996). Actualmente, la clasificación más reciente de Acanthamoeba las agrupa en 

genotipos de T1 a T20 (Corsaro et al., 2015). Es importante mencionar que la mayoría de los 

aislados patógenos pertenecen al grupo T4. 

2.4 Encefalitis Amibiana Granulomatosa (EAG) 

Es una infección del SNC que se caracteriza por presentar un curso clínico insidioso y 

prolongado que abarca de semanas a meses de evolución, inicia posiblemente por vía 
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hematógena 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 

mayoría de los casos. Se observan áreas de necrosis hemorrágica en la corteza cerebral, 

ganglios basales y fosa posterior. Células inflamatorias forman granulomas, a excepción de 

huéspedes inmunosuprimidos, que no lo forman. Se observa angeítis generalizada y presencia 

de trofozoítos y quistes en las lesiones (Marciano-Cabral y Cabral, 2003; Gelman et al., 2001). 

En casos de inmunosupresión puede producirse la diseminación de Acanthamoeba spp. a 

órganos como hígado, riñón, tráquea o glándulas adrenales (Marciano-Cabral y Cabral, 2003). 

 

2.4.1 Epidemiología  

 
El reporte de casos a nivel mundial es relativamente bajo a pesar de la distribución 

mundial del parásito, ya que se considera imposible evitar su contacto. Desde 1960, cuando se 

reportó el primer caso, hasta el año 2000, el número 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 crónicas, los casos pueden ocurrir en 

cualquier época del año, sin un patrón estacional (Visvesvara, 2013). La EAG ha aumentado 

significativamente en los últimos 10 años en Estados Unidos, por el incremento individuos 

inmunosuprimidos, sin embargo, los datos epidemiológicos no dejan muy claro si el contagio es 

debido a contactos ambientales únicamente 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 años, 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 sobrevivió (Ortíz et 

al., 2000); y otro más de una infección cerebral mixta, que involucró a Acanthamoeba sp. y 

Aspergillus sp (Bonilla et al., 2001).  

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

realización de necropsias es mínima, o simplemente no se lleva a cabo. 

 

2.4.2 Cuadro clínico  

 
El portal de entrada de la infección no se conoce claramente, ya que llega a ser evidente 

sólo después de varias semanas o incluso meses (Martínez y Janitschke, 1985), tiempo en el 

que se afectan los hemisferios cerebrales, siendo las áreas más dañadas el diencéfalo, el 
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tálamo y el bulbo raquídeo, con un deterioro neurológico progresivo, un intenso edema, 

ablandamiento del tejido, necrosis y abscesos, con presencia de trofozoítos 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 crónica, irritación meníngea, 

alteraciones del estado mental, cambios en el comportamiento, convulsiones, cefalea, afasia, 

fiebre, rigidez de cuello, alteración de la visión, anorexia, náuseas y vómitos, ataxia, coma y 

muerte (Ma et al., 1990; Sangruchi et al., 1994; Murakawa et al., 1995). 

Con base en estudios post mortem ha sido posible dilucidar la vía de infección, que se cree 

puede ser a través de lesiones en la piel o por inhalación de amibas través de las fosas nasales 

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

 

2.4.3 Diagnóstico 

 
Generalmente se hace por sospecha, según los antecedentes epidemiológicos, los datos 

clínicos, y la visualización de los protozoos en muestras de líquido cefalorraquídeo (LCR). 

Normalmente, el agente es identificado en biopsias cerebrales post mortem. Existen signos que 

sugierenla presencia de Acanthamoeba, como son disminución de los niveles de glucosa, 

aumento del número de células blancas, principalmente linfocitos, así como el aumento de las 

proteínas presentes en el LCR, (se aconseja que el LCR se centrifugue a baja velocidad (250g) 

durante 10 minutos para evitar la lisis de los trofozoítos) (Marciano-Cabral et al., 1995). 

En condiciones normales el LCR es de color transparente, baña el cerebro y la médula espinal, 

circula por el espacio subaracnoideo, los ventrículos 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 proteínas en el LCR aumentan, pueden ser un signo de 

tumor, sangrado, inflamación de un nervio o lesión. De esta manera, la proteína se puede 

acumular rápidamente si algo está bloqueando el flujo en el área baja de la columna, donde se 

realiza la punción lumbar (Rosenberg, 2012). 

 

Los cortes de tejido procedente de biopsia pueden teñirse con H&E, Gram o Giemsa que, 

aunque no son tinciones específicas, permiten distinguir las amibas de los macrófagos según su 

morfología (Marciano-Cabral y Cabral, 2003). Sobre estos mismos cortes pueden realizarse 

técnicas de inmunohistoquímica 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 diagnóstico, ya que este tipo 

de infecciones son raras y, en sus inicios, presentan muy pocos síntomas claros que ayuden a 

su identificación, además del hecho de que el diagnóstico se hace a menudo post-mortem. Los 

fármacos antiparasitarios presentan unos niveles muy bajos de penetración 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 combinación de factores, entre ellos el 

diagnóstico tardío, la eficacia sub-óptima 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 cutáneas han sido tratadas con aplicaciones tópicas de 

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

 

Algunos regímenes de tratamiento exitosos han incluido cotrimoxazol, rifampicina y ketoconazol 

en dos pacientes pediátricos con infecciones del SNC (Singhal et al., 2001); sulfadiazina, y 

fluconazol en un paciente con infección por VIH/SIDA con EAG (Seijo et al., 2000).  

Cabello-Vílchez y cols. en 2014 observaron que el voriconazol demostró ser más 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 combinación 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 infección es del 

2-3% (Kaushal et al., 2008), por lo que la eficacia de un fármaco o combinación de fármacos en 

detener una infección por Acanthamoeba está determinada por numerosos factores que 

incluyen el estado inmune del hospedero, la progresión de la enfermedad y el momento en que 

se inicia la intervención del medicamento, la dosis infecciosa de las amibas, el perfil de 

susceptibilidad al fármaco y la virulencia de la cepa particular que causa la infección. 
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2.4.5 Factores de riesgo  

 
La EAG generalmente se asocia con individuos debilitados o con algún tipo de 

inmunosupresión, así como con enfermedades crónicas 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 (Martínez y Visvesvara, 1997), lupus eritematoso (Thamtam et al., 2016), cáncer 

(Memari et al., 2015), falla renal (Martínez y Visvesvara, 1997), pacientes con terapia 

inmunosupresora, cirrosis y tuberculosis (Martínez 1991; Martínez y Janitschke, 1985; Martínez 

y Visvesvara, 1997).  

Se ha documentado que los factores que predisponen la incidencia de EAG incluyen el 

alcoholismo (Martínez y Visvesvara, 1997), el abuso de drogas, el embarazo, el tratamiento con 

corticoesteroides, la quimioterapia, la radioterapia y el trasplante de órganos (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 infección se asocia a condiciones que suprimen o 

debilitan el sistema inmunológico (Martínez, 1991). 

 

2.4.6 Mecanismos de patogenicidad de Acanthamoeba  

 
Los procesos a través de los cuales Acanthamoeba provoca daño a su hospedador, 

inician con la adhesión de los trofozoítos a las superficies epiteliales, la secreción de proteasas, 

para desorganizar a estos tejidos y, por último, la fagocitosis celular. Se ha observado que la 

fijación es uno de los pasos cruciales en la patogenicidad de la amiba; las amibas no patógenas 

presentan unos niveles muy bajos de unión a las células de su hospedador (Khan et al., 2000; 

Yang et al., 1997). El número de acantópodos que presenta la amiba está muy relacionado con 

su capacidad de adhesión. Las amibas patógenas presentan más de cien por célula, 

dificultándose su unión, cuando su número no sobrepasa los veinte (Khan, 2001). La capacidad 

del parásito para unirse al epitelio celular será, 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 aíslan del medio con las 

que son aisladas de córneas infectadas (Van Klink et al., 1992). 

Los trofozoítos de A. culbertsoni son capaces de inducir apoptosis en las células microgliales, lo 

que podría tener importancia para el esclarecimiento de la interacción de Acanthamoebas 

patógenas 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 síndromes metabólicos, donde se altera el metabolismo de 

los carbohidratos, las grasas y las proteínas. Se caracteriza por la aparición de hiperglucemia 

crónica, como resultado de un deterioro de la secreción de insulina, de la acción de la insulina o 

ambas (American Diabetes Association, (ADA) 2015).La hiperglucemia crónica de la diabetes 

está asociada a complicaciones microvasculares y macrovasculares a largo plazo. Entre las 

microvasculares destacan la retinopatía, con potencial pérdida de la visión y nefropatía 

diabética, que puede conducir al daño renal agudo. Las macrovasculares son la cardiopatía 

isquémica, que puede dañar corazón, reduciendo su capacidad de bombear de forma eficiente; 

insuficiencia cardiaca, enfermedad cerebrovascular, enfermedad vascular periférica 

(obstrucción de grandes arterias) y neuropatía diabética, con el riesgo de úlceras en pies y 

amputaciones (Alpizar, 2001). 

 

La DM es una enfermedad crónico degenerativa que compromete el estado inmune de los 

pacientes, la cual se presenta cuando el páncreas no produce insulina, (hormona responsable 

de que la glucosa proveniente de los alimentos, sea absorbida por las células y dotar de 

energía al organismo), o bien, la que se produce no es utilizada de manera eficiente por el 

organismo. La acción deficiente de la insulina puede deberse a una disminución de su 

secreción por las células β del páncreas, una reducción 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). Así mismo, la DM está asociada 

con un bajo grado de inflamación, así como al incremento en el riesgo de padecer 

enfermedades infecciosas y sus complicaciones (Shah y Hux, 2003; Hodgson et al., 2015). 

Desde el año 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 categorías principales: tipo 1, que 

provoca una absoluta deficiencia en la secreción de insulina; y tipo 2, que es la más común, y la 

causa es una combinación de resistencia a la acción 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 niños con diabetes, y en el 5-10% de los adultos 

diabéticos; más de 5.3 millones de personas en el mundo padecen DM1, y se estima que 

alrededor de 218,000 desarrollan la enfermedad cada año; la cual se debe a procesos de 

autoinmunidad sobre las células β productoras de insulina ubicadas en los islotes pancreáticos. 



16 

 

No está 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 β; y la 

diabetes, donde una gran cantidad de células β son destruidas, y el páncreas 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 crónico-degenerativa que conlleva complicaciones tanto 

agudas como crónicas. Se estima que en el año 2010 la prevalencia mundial de la DM2, en el 

grupo de edad de 20 a 79 años, fue de 6.4% afectando a 285 millones de adultos. Se prevé un 

incremento del 7.7% en el año 2030, afectando 439 millones de adultos (Shaw et al., 2010). 

Se presenta más frecuentemente en adultos, normalmente se vincula con aumento de la 

resistencia a los efectos de la insulina en sus sitios de acción, así como una disminución de la 

secreción de insulina por el páncreas, no se sabe con certeza si la lesión primaria es la 

liberación 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 administración de ciertas sustancias químicas en animales de 

experimentación provoca efectos tóxicos sobre las células β, lo que conlleva a síntomas 

similares a los de la diabetes. Entre ellos se encuentran el aloxan y la estreptozotocina. 

En nuestro estudio, la inducción 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 comúnmente utilizado en la quimioterapia 

del cáncer capaz de inducir DM2 en roedores recién nacidos no predispuestos, mediante la 

destrucción de sus células β. 

 

La STZ es un derivado de la nitrosourea aislado de Streptomyces achromogenes con actividad 

antibiótica y antineoplásica 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 función de 
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la glucokinasa (Zahner y Malaisse, 1990), e induce múltiples puntos de ruptura en doble hélice 

del DNA (Bolsan y Bianchi, 2002). La STZ actúa 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 tóxica. Dado que las células β 

pancreáticas son más activas que las demás en la captación de glucosa, resultan más 

sensibles al efecto tóxico de la STZ. 

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

confiere una acción citotóxica que daña a las células β pancreáticas. 

 

La acción de la STZ en las células β es acompañada por alteraciones características 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 varía según la especie animal, la cepa, el sexo, la edad y el estado 

nutricional. El modo y ruta de su administración resultan determinantes para su efecto. Una 

única dosis importante de STZ puede inducir diabetes en roedores, probablemente debido a 

efecto tóxico directo. De modo alternativo, se puede usar en forma de múltiples dosis pequeñas 

y en días 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 patógeno 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 

histopatológicos, 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 implementó un modelo 

experimental de infección 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 infección provocada por amibas del género 

Acanthamoeba en ratones, en órganos como cerebro, pulmón e hígado. Aislaron dos cepas 

provenientes de tejidos humanos, y ambas se interaccionaron con cultivos celulares, a los 

cuales les provocaron un efecto citopático. Inocularon a 18 ratones de 2 semanas de edad con 

1×10 4 amibas cada uno. Luego de 21 días fueron sacrificados y los tejidos (cerebro, pulmón e 

hígado) fueron fijados en paraformaldehído al 10% y embebidos en parafina. Posteriormente se 

realizó un examen microscópico que mostró meningoencefalitisen el lóbulo temporal y frontal, 

así como la pared de los hemisferios cerebrales. Dicho infiltrado meníngeo se caracterizó por la 

presencia de leucocitos polimorfonucleares y células mononucleares, linfocitos, células 

plasmáticas e histocitos. Describieron inflamación en el parénquima cerebral, con presencia de 

quistes y trofozoítos 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, así como acumulaciones de células plasmáticas en la zona 

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

 

En 2004, Rojas-Hernández y cols., describieron mediante técnica inmunohistoquímica las 

etapas tempranas de la infección intranasal, provocada por N. fowleri en modelo murino, a 

distintos tiempos post-inoculación. Después de 8 h, se observaron trofozoítos 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 trofozoítos invadiendo el epitelio respiratorio, lo cual 

sugirió una ruta de invasión adicional. Hasta las 30 h post inoculación, se observó 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-Hernández et al., 2004). 

 

En 2005, Górnik y Kuźna-Grygiel trabajaron con 6 cepas patógenas de Acanthamoeba, y 

realizaron estudios histológicos de diferentes órganos de ratones de 2 semanas de edad, 

previamente infectados intranasalmente, los cuales sacrificados entre 3 y 14 días post-

inoculación; los hallazgos histopatológicos, mostraron congestión meníngea en toda la 

superficie de los hemisferios cerebrales. Mientras que, en los ratones fueron sacrificados entre 

7 y 14 días post-inoculación, se encontró un ligero edema y congestión de los lóbulos frontales 

y los bulbos olfatorios. Una cepa en particular, causó desprendimiento meníngeo en el área de 

los lóbulos frontales, observando numerosos trofozoítos, neutrófilos, macrófagos, células 

plasmáticas y células gigantes multinucleadas. Las capas superficiales de la corteza cerebral 

mostraron necrosis con atrofia del nervio y células de la glía. Finalmente, se asociaron algunas 

áreas necróticas con infiltrados inflamatorios (Górnik y Kuźna-Grygiel, 2005). 

 

En 2016, Alves y cols., describieron y compararon los hallazgos histopatológicos entre dos 

distintas rutas de infección experimental, intracraneal (IC) e intraperitoneal (IP) en ratones 

sanos, con cepas de Acanthamoeba del grupo T4 de aislados clínicos y ambientales. En ambas 

rutas de infección se inocularon 1×104 trofozoítos. Los ratones fueron observados durante 21 

días y se sacrificaron; se extrajo el cerebro de los ratones infectados vía IC; así como el 

cerebro, hígado, riñón y pulmón de los ratones inoculados vía IP; y mediante histopatología se 

evaluaron todos los órganos de interés., No se observaron diferencias significativas entre las 

dos rutas de infección experimental; sin embargo, la cepa se consideró invasiva ya que fue 

posible recuperar trofozoítos y quistes de Acanthamoeba en ambas rutas de invasión (Alves et 

al., 2016). 

 

En 2017, Omaña-Molina y cols. trabajaron con dos cepas de Acanthamoeba pertenecientes al 

grupo T4: A. castellanii y A. culbertsoni, que fueron aisladas de casos clínicos, e inocularon vía 

intranasal a dos grupos de ratones de 3 semanas de edad, con 1×10 6 trofozoítos, los cuales 

fueron sacrificados mediante perfusión a las 24, 48, 72 y 96 h post-inoculación. 

 

Se extrajo el cerebro y la región del meato nasofaríngeo, se realizaron cortes histológicos. Los 

hallazgos histopatológicos e inmunohistoquímicos mostraron la presencia de los trofozoítos 

invadiendo y penetrando distintos epitelios: olfatorio, respiratorio, el espacio alveolar, así como 
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el túbulo renal; lo cual asemeja al proceso de invasión de las amibas descrito para el tejido 

corneal. Los datos sugieren que después de que los trofozoítos invadieron el epitelio nasal, 

continuaron su invasión levantando y separando la capa más superficial de células, 

posteriormente migraron y penetraron a través de las uniones celulares, causando un efecto 

citolítico a las células adyacentes. Confirmando así la idea de los mecanismos dependientes de 

contacto son de gran importancia en las amibas del género Acanthamoeba, sin importar el sitio 

de la invasión (Omaña-Molina et al., 2017). 
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4. JUSTIFICACIÓN  

 

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 

invasión en los diferentes tejidos blanco y en particular los que tienen lugar en el SNC de 

pacientes con enfermedades crónicas como la diabetes. Hasta el momento se han descrito de 

manera general los mecanismos de patogenicidad de Acanthamoeba spp. en la córnea humana 

(Omaña-Molina et al., 2010) así como la invasión al SNC y algunos órganos en modelo murino 

en ratones sanos (Omaña-Molina et al., 2017). Sin embargo, hasta ahora no se han descrito a 

detalle los eventos morfológicos tempranos de la infección por EAG causada por 

Acanthamoeba spp. en individuos inmunosuprimidos o con enfermedades crónicas como la 

diabetes. 
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5. OBJETIVOS 

 

 

5.1 OBJETIVO GENERAL  

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

murino de EAG en ratones diabéticos.  

 

 

5.2 OBJETIVOS PARTICULARES 

 Descripción biológica de A. culbertsoni aislada de un caso de QA con invasión 

extracorneal. 

 Determinación de la temperatura óptima de crecimiento de A. culbertsoni. 

 Determinación del efecto citopático de A. culbertsoni en cultivo de células Madin-Darby 

Canine Kidney (MDCK). 

 Inducción de Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2) en ratones BALB/c. 

 Inducción de la EAG a ratones diabéticos. 

 Obtención de cortes histológicos de cerebro y meato nasofaríngeo de ratones 

diabéticos. 

 Obtención de suero hiperinmune anti A. culbertsoni en conejo. 

 Descripción los eventos morfológicos tempranos de la invasión de A. culbertsoni a través 

de la técnica imunohistoquímica. 
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6. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

Se trabajó con una cepa de A. culbertsoni, aislada de un caso de QA que involucró la 

invasión a humor acuoso (Fig. 6). La cepa se recibió en un medio monoxénico NNE y se 

axenizó en medio Bactocasitona (BD, Becton, Dickinson and Company Sparks, USA) al 2%, 

enriquecido con suero fetal bovino (SFB) al 10%, con antibiótico (200 µg de 

penicilina/estreptomicina) (ANEXO 1).  

 

 

Figura 6. Microscopía de luz, contraste de fases (100x). Trofozoítos de A. culbertsoni en donde las 

vacuolas contráctiles son evidentes (flechas), aislados de un caso de QA, crecidos en medio axénico 

Bactocasitona al 2%. 

 

6.1 Determinación de la temperatura óptima 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 5×104 trofozoítos con 2.7 ml de medio Bactocasitona al 2%, 

enriquecido con (Suero Fetal Bovino) SFB al 10% y 200 µg de penicilina/estreptomicina, para 

dar un total de 3 ml por cada tubo.  

 

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

en hielo frappe durante 5 min, lo que permitió despegar la mayor cantidad de amibas adheridas 
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a las paredes de los tubos y se pusieron en el vórtex durante 10 segundos, evitando la 

formación de espuma. La viabilidad de los trofozoítos se determinó por medio de la técnica de 

exclusión con azul tripano (0.4%), de esta manera, los trofozoítos dañados o muertos se tiñeron 

con el colorante y no fueron tomados en cuenta. Después se realizaron conteos de las amibas 

en una cámara de Neubauer, para lo cual se tomaron 10 µl del homogenizado de cada tubo y 

posteriormente se graficó el número de amibas en relación a las temperaturas y tiempos 

descritos.  

Una vez que se conocieron las características biológicas de las amibas, la cosecha se realizó 

en la fase exponencial y a la temperatura óptima de crecimiento, lo que garantizó que la cepa 

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

6.2 Reactivación de la virulencia de A. culbertsoni 

La cepa de A. culbertsoni utilizada en este trabajo es considerada como patógena, 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 describió previamente. La pastilla se ajustó hasta obtener 1 × 106 trofozoítos en 20 μl 

de medio de cultivo fresco (sin SFB ni antibiótico). 

Los ratones fueron anestesiados ligeramente e inoculados vía intranasal, acorde a lo 

establecido por Culbertson et al., (1959). Los ratones fueron alimentados ad libitum y 

monitoreados diariamente, recibiendo cuidados convencionales. Si los ratones no morían 

después de 21 días, eran sacrificados. El cerebro, hígado, pulmón y riñones 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 trofozoítos fueron axenizados en medio 

Bactocasitona, con la finalidad de inducir EAG en los ensayos posteriores. 

Todos los ensayos con animales de experimentación se llevaron a cabo acorde a lo establecido 

en la Norma Oficial Mexicana NOM-062-ZOO-1999, de especificaciones técnicas para la 

producción, cuidado y uso de los animales de laboratorio; basada en la Guía de Cuidado y Uso 

de Animales de Laboratorio, publicada en el Diario Oficial de la Federación (México) 2001. Los 

animales de experimentación se mantuvieron dentro del bioterio de la FES Iztacala en un 

ambiente con temperatura controlada, con ciclos de luz y oscuridad, comida adecuada y 

suficiente espacio para crecer en óptimas 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 trofozoítos fue determinada utilizando azul tripano (0.4%). 

6.3 Determinación del efecto citopático de A. culbertsoni en cultivo de células MDCK  

Las células MDCK se hicieron crecer en botellas de cultivo de 75 cm2 (Nunclon 

Denmark) en medio Dulbeco modificado (D-MEM), enriquecido con suero bovino al 10% 

(Boehringer, Germany) y una mezcla de kanamicina/penicilina (10,000 µg/ml). Se mantuvieron a 

37 °C en una atmósfera de CO2 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 7.5x104 trofozoítos 

en cultivos confluentes (relación 1:1). 

Al finalizar cada tiempo, las muestras se fijaron en glutaraldehído 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 electrónico de transmisión anexoZeiss Axiophot. 

6.4 Inducción 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 inducción de DM2, acorde a Sánchez-Zamora et al. (2010). 

Posteriormente a cada ratón se le inyectó una dosis única de 130 mg/kg de STZ (Sigma, St. 

Louis, MO, USA), diluida en 100 µl de buffer de citratos 0.05M (pH 4.5) vía intraperitoneal. La 

solución se preparó minutos previos a su utilización (Ito 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 concentración 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 Determinación de niveles de glucosa en sangre, peso corporal, volumen de orina y 

consumo de agua y alimento  

Con el fin de corroborar la inducción a la diabetes en los grupos experimentales, se evaluó 

la presencia de los signos característicos de esta enfermedad, tales como niveles de glucosa en 

sangre, peso corporal, polifagia, polidipsia y poliuria. 

 

Los niveles de glucosa en sangre, así como el peso corporal de todos los ratones fue 

determinado a las semanas 0, 1, 2, 4 y 6 post inducción con STZ, con un glucómetro 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 ratón. El peso corporal se 

determinó con una balanza electrónica (Ohaus, N.J. USA). 

 

Seis semanas post-inducción a la diabetes, los animales fueron puestos en cajas metabólicas 

durante 24 h, en donde se les proporcionó agua (100 ml) y alimento (50 g), y posteriormente se 

cuantificó la ingesta de alimento y agua, así como la producción de orina en un lapso de 24 h 

(Fig. 7). 

 

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

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

Siete semanas posteriores a la inducción, los ratones que cumplieron con los criterios 

para considerarlos diabéticos (17) fueron inoculados vía intranasal con 1×106 trofozoítos/20 µl 

de medio, con el propósito de inducir la infección por EAG (Fig. 8). Una vez infectados, se 

tomaron 5 al azar y se observaron diariamente en el tiempo preestablecido por Culbertson (21 

días), registrando sobrevivencia, mortalidad y manifestaciones clínicas de la infección: 

movimientos, reflejos, respiración, sudoración e ingesta acuosa. Si la muerte de algún ratón 

ocurría antes del período establecido se extraían cerebro, hígado, pulmón, riñón 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 días con el fin de recuperar las amibas. Los ratones que sobrevivieron al período 

establecido, se sacrificaron para extraer los órganos antes mencionados. Una vez recuperada 

la cepa se procedió nuevamente a la axenización, 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-inoculación y fijados mediante perfusión. 

6.7 Grupo control 

Se utilizó un lote de 13 ratones sanos de la misma cepa y edad (14 semanas) y se 

inocularon vía intranasal con 1×106 trofozoítos/20 µl de medio; se tomaron 5 al azar y fueron 

observados durante 21 días acorde a la técnica descrita previamente. Los ratones restantes 

fueron sacrificados en los 4 tiempos post-inoculación (2 ratones por cada tiempo) y después 

fijados por perfusión para obtener los órganos de interés. 
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Figura 8. Inoculación intranasal a ratones BALB/c de 14 semanas con 1×106 trofozoítos de A. 

culbertsoni. 

 

6.8 Obtención de cortes histológicos 

Los ratones que fueron sacrificados en los 4 tiempos de interacción propuestos (24, 48, 

72 y 96 h), se anestesiaron con una sobredosis de pentobarbital sódico (200 mg/kg), se 

colocaron sobre una placa y se sujetaron las extremidades; se les realizó un corte en la piel y 

se cortaron las costillas en paralelo a los pulmones para exponer el corazón. Se insertó la aguja 

de la jeringuilla con la solución de lavado (solución salina al 0.9%), en el ventrículo izquierdo, se 

hizo una incisión en la aurícula derecha para permitir el escape de los líquidos de lavado; se 

procedió al lavado con solución salina 0.9% durante aproximadamente 5 minutos, y finalmente 

se perfundió la solución de fijación (paraformaldehído al 4% en PBS pH 7.2). (Fig. 9). A 

continuación, se extrajo el cerebro y la región del meato nasofaríngeo, este último fue 

descalcificado con ácido etilendiaminotetraacético (EDTA) al 7% durante 7 días, cambiando la 

solución diariamente y después cortado sagitalmente. Los órganos de interés fueron 

procesados; se lavaron, deshidrataron, aclararon, infiltraron, incluyeron en parafina y finalmente 

se realizaron los cortes de 4 µm de grosor en el microtomo, acorde a la técnica histológica 

convencional. 

 



29 

 

 

Figura 9. Perfusión de un ratón macho BALB/c, anestesiado con una dosis letal de pentobarbital sódico 

200 mg/kg.  

 

6.9 Obtención de sueros hiperinmunes anti A. culbertsoni en conejo  

Se trabajó con cultivos amibianos masivos crecidos en botellas de cultivo de 75 cm2 con 

95% de trofozoítos 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 µg 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 vórtex durante 1 min evitando la formación de 

espuma; mediante centrifugación se obtuvo un concentrado, el cual fue lisado mediante 

choques térmicos (5 ciclos), después se hizo una dilución 1:5 del lisado amibiano en PBS, y 

posteriormente se realizó una cuantificación de proteínas por medio de la técnica de Bradford, 

obteniéndose 5 µg/ml de proteína. Una vez obtenido el concentrado, se procedió a inmunizar a 

un conejo New Zealand macho adulto (Fig. 10), siguiendo un esquema convencional de 

inmunización (ANEXO 2), al finalizar se realizó 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 

centrifugó a 2500 rpm 10 min, para separar el suero, que se mantuvo en congelación hasta su 

uso. Finalmente, para poder probar el reconocimiento de los anticuerpos presentes en el suero 

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

 

6.10 Western blot 

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

culbertsoni mostraban reconocimiento con las proteínas presentes el lisado amibiano, se trabajó 

con un concentrado de trofozoítos (5 µg/ml de proteína) 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 

llevó a ebullición el lisado amibiano durante 5 min. Se colocó en hielo por 3 min y se cargó cada 

pozo de la cámara por duplicado, en el carril 1 se agregó el marcador de peso molecular (MPM) 

y se colocaron las muestras en el carril 2, 6 µl del lisado de quistes, y en el carril 3, 6 µl del 

lisado de trofozoítos, y usando el buffer de corrida se llevó a cabo la electroforesis a 120 V 

durante 90 min, con el fin de separar las proteínas, de acuerdo a su movilidad electroforética 

(Fig. 11). 
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Figura 11. Electroforesis con geles de poliacrilamida, para separar las proteínas de acuerdo a su 

movilidad electroforética. 

 

Una vez concluida la electroforesis, se separaron los geles; uno de ellos fue puesto en solución 

desteñidora I durante 5 min, y azul de Coomassie en agitación durante 15 min; mientras que el 

segundo fue puesto en buffer de transferencia.  

 

Con la finalidad de electrotransferir las proteínas de interés presentes en el gel a una 

membrana de nitrocelulosa, se colocó el segundo gel junto con la membrana a 120 V durante 

60 min y una vez que se cumplió el tiempo el gel se colocó en colorante rojo de Ponceau en 

agitación durante 15 min; después se cortó la membrana en tiras y se enjuagaron con TBS-T. 

Para bloquear los sitios de unión inespecíficos remanentes en la membrana, las tiras fueron 

puestas en la solución bloqueadora 6% (leche descremada (Svelty en polvo), diluida en TBS-T) 

y se dejaron en agitación durante toda la noche. Posteriormente se incubaron con el anticuerpo 

primario, (a una dilución 1:500 del suero de conejo previamente obtenido, con TBS-T), luego se 

agregó 1 ml a cada tira y se dejaron en agitación durante 2 h y fueron lavados 5 veces con 

TBS-T por 5 min. Para la detección del anticuerpo unido, se utilizó proteína A peroxidasa, 

(dilución 1: 10,000 en TBS-T) y se agregó 1 ml a cada tira, se dejó durante 1 h y nuevamente se 

hicieron 5 lavados con TBS-T por 5 min cada uno. Para el revelado, se preparó una mezcla de 

4-cloro-naftol, metanol, PBS y H2O2. Se pasaron las tiras por la solución, después fueron 
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puestas en agua destilada para hacer más lenta la reacción y para detenerla se dejaron en 

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

 

Por último, al segundo gel se le agregó colorante azul de Coomassie en agitación durante 15 

min y solución desteñidora II. Y se mantuvo en refrigeración con buffer, para evitar que se 

seque. 

6.11 Técnica imunohistoquímica 

Los cortes histológicos 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 recuperación 

antigénica se llevó a cabo por digestión enzimática con proteinasa K 0.1 mg/ml en buffer TBS-T 

con 1% de CaCl2 durante 15 min. Se hicieron lavados con TBS-T y se bloqueó la peroxidasa 

endógena con H2O2 al 3% en agua destilada, la unión inespecífica 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 dilución 1:400 a 

temperatura ambiente toda la noche en cámara húmeda; se realizaron lavados con TBS-T y se 

incubó con el segundo anticuerpo, (HRP-Rabbit MACH 2 Polymer Biocare) acoplado a 

peroxidasa anti-IgG de conejo durante 30 min. Las laminillas se lavaron con TBS-T y se reveló 

la reacción enzimática con diaminobencidina-H2O2 (DAB), después fueron contrateñidas 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 Determinación de la temperatura óptima de crecimiento 

La temperatura óptima de crecimiento de la cepa en estudio fue de 30 °C, como se 

observa en la Gráfica 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. 

 

 

Gráfica 1. Determinación de la temperatura óptima 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 Reactivación de la virulencia 

La virulencia de la cepa en estudio se reactivó 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 días. En todos los ensayos los trofozoítos se recuperaron de cerebro y pulmón. 
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Los ratones que no murieron fueron sacrificados, y las amibas se recuperaron también de 

cerebro y pulmón. 

6.1 Determinación del efecto citopático de A. culbertsoni en cultivo de células MDCK 

A través de microscopía óptica pudimos observar que desde la primera hora de 

interacción los trofozoítos migraron hacia las uniones celulares. La monocapa de células MDCK 

aún se veía homogénea y confluente (Fig. 12).  

 

      
 

     Figura 12. Microscopía de luz, contraste de fases (100x). Interacción de trofozoítos con células MDCK 
a 1 h. Se observa la migración de trofozoítos a uniones celulares de la monocapa. 

 
 

Con el propósito de describir con mayor detalle los mecanismos de invasión de la cepa en 

estudio, las muestras obtenidas en los diferentes tiempos (3, 6 y 8 h) fueron procesadas en el 

Centro de Investigación y Estudios Avanzados (CINVESTAV) del Instituto Politécnico Nacional, 

por el Dr. Arturo Gonzáles Robles y la Biól. Lizbeth Salazar Villatoro para ser analizadas en el 

microscopio electrónico de transmisión (JEOL Japan). 

Después de 3 h post interacción se observó a los trofozoítos adhiriéndose a la monocapa de 

células, que aún conservaba su confluencia (Fig. 13 A). A las 6 h post interacción la migración 

de los trofozoítos era clara, se observó el inicio de la penetración 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). Interacción de trofozoítos de A. culbertsoni con monocapa de células MDCK (3, 6 

y 8 h) con microscopía electrónica de transmisión. A) Después de 3 h post interacción se observaron 

trofozoítos (t) adhiriéndose a la monocapa de células. B) Después de 6 h la migración es clara, se 

observa el inicio de la penetración a través de las uniones celulares. C) A las 8 h las amibas continúan 

penetrando, y con ayuda de sus acantópodos (ac) irrumpen la monocapa celular. D) Se observa que 

numerosos trofozoítos han penetrado la monocapa. 
 

7.4 Inducción de DM2 a ratones 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 registró un incremento significativo en los niveles de glucosa en sangre, una 

semana post-inducción con STZ, alcanzando en promedio los 350 mg/dl, los cuales continuaron 

aumentando durante las siguientes 6 semanas, alcanzando 429 mg/dl (Gráfica 2), la 

hiperglicemia fue acompañada 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 excedió 

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

evaluado (Gráfica 3). 

 

 

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

y diabéticos. 

 

 

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

 

Se evidenciaron las diferencias físicas 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 ratón diabético (izquierda) presentó una talla y peso menor 

en comparación con el ratón control (derecha).  

 

 

Figura 14. Comparación en talla de ratones de 14 semanas de edad, a la 6° semana post inducción con 

STZ. Diabético (izquierda), Control (derecha). 

 

Seis semanas post-inducción, se determinó la presencia de poliuria, polifagia y polidipsia en el 

grupo de ratones experimentales, los cuales presentaron un incremento del volumen urinario, 

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

 

 

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 inducción con STZ. 

 

 

Ratones machos 
BALB/c de 14 

semanas 

Volumen de 
orina (ml/24 h) 

Consumo de 
alimento (g/24 h) 

Consumo de agua 
(ml/24 h) 

 
DM2 

 
1.13 

 
7.64 

 
9 

 
Control 

 
0.4 

 
5.3 

 
5.5 
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7.5 Inducción de la EAG a ratones diabéticos 

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

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

previamente inoculados vía intranasal para inducir la EAG: 

 

Semanas post-

inoculación 

Ratones diabéticos (5) Ratones control (5) 

 

 

1 

Muerte de un ratón al día 7 

post-inoculación. El resto 

no presenta signos de 

infección, ni cambios en el 

comportamiento. 

 

Sin presencia de signos de 

infección, ni cambios en el 

comportamiento. 

 

 

2 

Pelo erizado en todos los 

ratones y respiración más 

rápida de lo normal en dos 

de ellos. 

Pelo ligeramente erizado, 

pero sin cambios en el 

comportamiento. 

 

3 

(Sacrificio al día 21) 

Pelo erizado en los cuatro 

ratones restantes, pero sin 

cambios en 

comportamiento.  

Pelo erizado, y más 

activos en comparación 

con el grupo diabético. 

 

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

de inoculación intranasal con 1×106 trofozoítos de A. culbertsoni. 
 

Sólo un ratón diabético murió a los 7 días post-inoculación, se continuó con la observación de 

los ratones restantes de ambos grupos, pero no hubo evidencia de infección en el SNC, así que 

fueron sacrificados a los 21 días recuperándose la amiba de cerebro y pulmón en todos los 

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

amibas. 

 

 

7.6 Western blot 
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Las proteínas 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 

inmunodetección 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 inmunodetección 

de las proteínas presentes en el lisado amibiano (Carril 1 marcador de peso molecular, carril 2 lisado de 

quistes y carril 3 lisado de trofozoítos). Proteínas amibianas reconocidas por los anticuerpos policlonales.  

 

7.7 Hallazgos histopatológicos e inmunohistoquímicos de la interacción de A. culbertsoni 

en el meato nasofaríngeo y tejido cerebral de ratones diabéticos 

Los resultados del análisis histopatológico e inmunohistoquímico de la infección por EAG 

causada por A. culbertsoni en ratones diabéticos, fue consistente en todas las muestras 

evaluadas. Durante el análisis macroscópico de los órganos en estudio, no se observaron 

cambios patológicos evidentes, tales como edema, necrosis o zonas hemorrágicas. La 

secuencia de los eventos inmunohistoquímicos observados durante la invasión de las amibas, 

se describe a continuación: 
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24 h 

Desde las 24 h post-inoculación, se inmunolocalizaron trofozoítos 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 daño en el tejido (Fig. 16 C, 

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

 

48 h 
 
48 h post-inoculación se observaron numerosos trofozoítos en el epitelio respiratorio y el tejido 

linfoide asociado a nasofafinge (NALT) sin daño en el tejido, infiltrado inflamatorio o presencia 

de folículos linfoides (Fig. 17 A, B). Al mismo tiempo, se observó un quiste en la sustancia 

blanca del cerebro en la región central subcortical (Fig. 17 C, D), lo cual sugiere la dispersión 

vía hematógena de la amiba en estudio hacia el SNC. 

 

72 h 

 

Luego de 72 h post-inoculación, se inmunolocalizaron trofozoítos 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 interacción, los 

trofozoítos invadieron la base del encéfalo sin evidencias de inflamación o daño en el tejido 

(Fig. 18 C, D), y algunos trofozoítos alcanzaron la capa granular del cerebelo (Fig. 18 E).  

No se encontraron trofozoítos de A. culbertsoni, ni daño aparente en las muestras de meato 

nasofaríngeo y tejido cerebral de los ratones diabéticos que interacturaron con los trofozoítos 

durante 96 h post-inoculación; ya sea por medio de la técnica inmunohistoquímica o en las 

muestras teñidas con H&E. 

 

Es muy importante mencionar que todas las muestras evaluadas de cerebro y meato 

nasofaríngeo de los ratones sanos BALB/c (grupo control), inoculados con A. culbertsoni 

resultaron negativas a la presencia de trofozoítos o quistes (Figs. 16 F, 17 F y 18 F). Además, 

las muestras teñidas con H&E no mostraron ningún daño o alteración en su histología (Figs. 16 

E, 17 E). 
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24 h 
 

 
 

Figura 16. A-D). Microfotografía que muestra por inmunolocalización trofozoítos de Acanthamoeba 
culbertsoni en ratones diabéticos 24 h post-inoculación. A, B) Trofozoíto (flechas) y escasos quistes en el 

hueso del epitelio respiratorio (x100). C, D) Trofozoíto en paquetes del nervio olfatorio y células de 
Schwann (x400), en la región del nervio olfatorio y la base del epineuro (x100 y x400 respectivamente). 

Nótese la ausencia de reacción inflamatoria periférica. (A, B, C, D) IHQ DAB. E, F) Mucosa nasofaríngea 
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con epitelio respiratorio, estroma y hueso de ratones control 24 h post-inoculación sin daño en el tejido 
(x400 Tinción H&E e IHQ DAB respectivamente). 

 
 
 

48 h 
 

 
 

Figura 17. A-D) Microfotografía que muestra inmunolocalización de trofozoítos de Acanthamoeba 
culbertsoni (flechas) en el epitelio respiratorio de ratones diabéticos, 48 h post-inoculación. A, B) 

Numerosos trofozoítos (flechas) se observaron en el epitelio respiratorio y tejido linfoide asociado a 
nasofaringe (NALT) sin presencia de folículos linfoides, hiperplasia linfoide, inflamación, ni destrucción 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) Microfotografía de corteza 
cerebral de ratones control 48 h post-inoculación (x400 Tinción H&E e IHQ DAB respectivamente). 

 
 
 

72 h 
 

 
 

Figura 18. Microfotografía que muestra la presencia de trofozoítos de A. culbertsoni en tejido nervioso de 
ratones diabéticos 72 h post-inoculación. A, B) Trofozoítos (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 inflamación o daño en el tejido 
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(x100 y x400 respectivamente IHQ DAB). E) Trofozoíto (flecha) en la capa granular del cerebelo. F) Bulbo 
olfatorio de ratones control 72 h post-inoculación sin mostrar daño en su histología (x400) IHQ DAB. 

8. DISCUSIÓN 

 

Es ampliamente aceptado que la EAG causada por amibas del género Acanthamoeba, 

ocurre principalmente en personas con un sistema inmune debilitado,  inmunosuprimido 

(Martínez y Visvesvara et al., 1997)  con enfermedades crónicas, tales como lupus eritematoso 

(Koide et al., 1998; Thamtam et al., 2016), VIH/SIDA (Martínez y Visvesvara, 1997), cáncer 

(Memari et al., 2015), falla renal (Martínez y Visvesvara, 1997), pacientes con terapia 

inmunosupresora, cirrosis, tuberculosis (Martínez 1991; Martínez y Janitschke, 1985; Martínez 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 demostró el potencial patógeno de las amibas del género Acanthamoeba, se han 

realizado trabajos en modelos animales, con la intención de describir los hallazgos 

histopatológicos de infecciones experimentales causadas por estas amibas. (Culbertson et al., 

1966; Martínez, 1991; Górnik y Kuźna-Grygiel, 2005); sin embargo, estos hallazgos se han 

reportado en organismos sanos, y en periodos de tiempo que van de 3 a 14 días, e incluso 

hasta 7 meses post-inoculación. Hasta el momento, se ha aceptado que la vía de entrada de 

estas amibas hacia el cerebro puede ocurrir por vía hematógena, o a través del neuroepitelio 

olfatorio (Martínez 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 

invasión de estas amibas a nivel del SNC.  

 

En el presente trabajo se describen y comparan los hallazgos histopatológicos e 

inmunohistoquímicos de la invasión temprana de trofozoítos de Acanthamoeba culbertsoni en 

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

 

Para la realización de este trabajo fue necesario conocer biológicamente a la amiba en estudio, 

para que, de esta manera, todos los ensayos fueran llevados a cabo en las condiciones que 

permitieran el desarrollo óptimo de las amibas, que fueron cosechadas en su fase exponencial 

durante la realización de todos los ensayos.  
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Se trabajó con una cepa virulenta de A. culbertsoni, aislada de un caso clínico de QA, que 

involucró invasión a humor acuoso (Arnalich-Montiel et al., 2012); que además, es la especie 

más frecuentemente reportada en casos de infección al SNC, y que mostró tener neurotropismo 

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

 

La temperatura óptima 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 óptimo (30°C) similares al de nuestra cepa en 

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

 

La amiba de este trabajo demostró ser termotolerante, lo que le confirió la capacidad de 

desarrollarse y crecer a diferentes temperaturas; por ejemplo, en la córnea humana (de donde 

originalmente fue aislada) y en donde estuvo en contacto con la película lagrimal, y se expuso a 

una alta osmolaridad, alteraciones en el pH y distintas temperaturas (la temperatura aproximada 

del ojo es de 34°C), así como en el en SNC de los animales de experimentación (36.5°C 

aproximadamente), e incluso podría sobrevivir ante condiciones de fiebre alta (42°C), que 

pudieran ocurrir en pacientes con EAG. Lorenzo-Morales et al., 2013, enfatiza que altas 

temperaturas, así como la alta osmolaridad están relacionados con la patogenicidad, lo que 

podría considerarse como un buen indicador del potencial patógeno 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 continuó con los ensayos posteriores.  

A pesar de que la amiba en estudio tenía potencial patógeno, dado que fue aislada de un caso 

clínico de QA, era necesario demostrar el efecto citopático, así como los mecanismos de 

invasión dependientes de contacto que presentan al invadir, ya que fue lo observado tanto en el 

modelo de córnea (Omaña-Molina et al., 2013), así como el modelo de ratones sanos (Omaña-

Molina et al., 2017).  

La interacción con células MDCK, nos permitió corroborar los mecanismos dependientes de 

contacto, tales como la adherencia, migración hacia las uniones celulares y penetración de las 
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amibas desde la primera hora de interacción; transcurridas las 8 h se observó la pérdida de la 

confluencia de la monocapa celular, mediante la emisión de acantópodos de los trofozoítos  y la 

formación de amebostoma para fagocitar las células, sugiriendo que la acción de las proteasas 

promueven la separación celular, sin causar destrucción; esto concuerda con ensayos previos 

realizados por Omaña-Molina et al., (2013), quienes realizaron pruebas en cultivos celulares 

MDCK con trofozoítos de A. castellanii y A. polyphaga, y mediante microscopía de luz pudieron 

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

 

Por otro lado, la invasión de las amibas hacia los órganos evaluados fue consistente con los 

ensayos para la reactivación de la virulencia en las pruebas de patogenicidad. A. culbertsoni 

causó la muerte en el 60% de los ratones, recuperándose únicamente de cerebro y pulmón. Los 

que concuerda con estudios previos realizados por Kasprzak et al., (1974), quienes reportaron 

que, a pesar de varios pases en ratones, los trofozoítos de Acanthamoeba mantienen su 

tropismo hacia los mismos órganos (cerebro y pulmón). Hay que enfatizar que no todos los 

ratones murieron. Sin embargo, a los 9 días post-inoculación, 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 Sánchez-Zamora et al. 

(2010). Confirmando la presencia de hiperglicemia, pérdida de peso, poliuria, polidipsia y 

polifagia. Asegurando así tener ratones diabéticos, previo a la inoculación con las amibas en 

estudio. Es muy importante señalar que, en ese momento, los ratones diabéticos y sanos tenían 

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

 

Los hallazgos histopatológicos e inmunohistoquímicos del presente trabajo confirmaron que A. 

culbertsoni es capaz de invadir el SNC después de haber sido inoculada intranasalmente; 24 h 

post-inoculación, 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 daño en los tejidos. A las 48 h post-inoculación, los trofozoítos 

invadieron (probablemente por vía hematógena), la sustancia blanca del cerebro de la región 

central subcortical. Las amibas continuaron su invasión hacia el bulbo olfatorio 72 h post-

inoculación, en donde sólo se observó un ligero infiltrado inflamatorio. Algunos trofozoítos 
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migraron a través de la base del cerebro, invadiendo la capa granular del cerebelo, sin mostrar 

inflamación, ni daño en el tejido. 

 

La ruta de invasión 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 (Omaña-Molina et al., 

2017), así como para otras amibas anfizóicas de especies como N. fowleri (Rojas-Hernández et 

al., 2004) y B. mandrillaris (Kiderlen y Laube, 2004).  

 

Aunque el curso de invasión es análogo, N. fowleri es capaz de causar una inflamación severa, 

en contraste con A. culbertsoni, ya que, durante el análisis histopatológico no hubo evidencia de 

necrosis, hemorragia o inflamación, a excepción del bulbo olfatorio, en donde a las 72 h post-

inoculación se observó un ligero infiltrado inflamatorio. Górnik y Kuźna-Grygiel (2005) sugirieron 

que la ausencia de una reacción inflamatoria en áreas adyacentes a un solo trofozoíto o quiste, 

probablemente se deba a la ausencia de una alta concentración de antígeno, necesario para 

activar el sistema inmune. En este estudio, a pesar de que la ruta de invasión de estas especies 

anfizóicas es similar, el proceso llevado a cabo por A. culbertsoni es más lento y se lleva a cabo 

principalmente a través de mecanismos dependientes de contacto, lo cual podría explicar el 

curso crónico de la infección por EAG tanto en humanos, como en animales de 

experimentación. 

 

Aunque la ruta de invasión de los trofozoítos de A. culbertsoni en ratones diabéticos adultos (14 

semanas de edad) y ratones sanos (3 semanas de edad), referido por Omaña-Molina et al., 

(2017), es similar; A. culbertsoni penetró áreas más profundas de tejido en los ratones 

diabéticos, en un periodo de tiempo menor (Fig. 19); desde las 24 h post-inoculación, los 

trofozoítos 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, así 

como la región 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-inoculación, 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 invasión por estas amibas, debido a que no se inmunolocalizaron 
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trofozoítos o quistes, ni tampoco se observó daño en ninguno de los tejidos evaluados (cerebro 

y meato nasofaríngeo). 

 

Figura 19 A, B). Ruta de invasión de trofozoítos 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-

inoculación (IN), los trofozoítos 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-

inoculación, las amibas invadieron la sustancia blanca del cerebro, en la región central subcortical (WM). 

72 h post inoculación, 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-inoculación, las amibas se observaron adhiriéndose y 
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penetrando a través del epitelio respiratorio y olfatorio. 96 h post-inoculación, los trofozoítos llegaron al 

bulbo olfatorio (OB), la corteza cerebral (Co) y la capa granular del giro dentado del hipocampo (H). 

El análisis de resultados sugiere que los ratones diabéticos son más susceptibles a la EAG que 

los ratones sanos de la misma cepa y edad inoculados intranasalmente bajo las mismas 

condiciones. Así mismo, concuerdan con reportes clínicos que aseguran que pacientes con DM 

son más 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 pronóstico de infecciones como la 

bacteriemia y la neumonía neumocócica (Joshi et al., 1999). 

 

Es probable que el modelo DM2 (enfermedad crónica) utilizado en este trabajo, afectara la 

inmunidad de los ratones inducidos, debido a que no se observó infiltrado inflamatorio ni 

granulomas. Marciano-Cabral et al., (2000) argumentan que, en individuos 

inmunocomprometidos, puede estar ausente la formación de granulomas rodeando las amibas, 

lo cual podría contribuir a la diseminación de los trofozoítos en el organismo. 

 

Es bien sabido que la diabetes tiene un importante componente inflamatorio, además, se ha 

encontrado que existe una correlación entre un pobre control glicémico y los niveles de 

citocinas inflamatorias tales como proteína C reactiva, factor de necrosis tumoral α (TNF-α), 

Interleucina-6 (IL-6) y 1β (IL-1β) en el torrente sanguíneo circulante (Calle y Fernández, 2012). 

La hiperglucemia aumenta la permeabilidad de la barrera hematoencefálica, 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, podría facilitar que las amibas atravesaran la barrera hematoencefálica. 
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9. CONCLUSIONES 

 
La invasión de trofozoítos 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 más susceptibles ante la infección 

por EAG.  

Los resultados obtenidos sugieren que los trofozoítos invadieron los tejidos separando las 

células superficiales, penetrando a través de las uniones celulares sin causar efecto citolítico en 

las células adyacentes hasta alcanzar el SNC. 

La presencia de un mayor número de trofozoítos en comparación con los quistes, en los tejidos 

evaluados, sugiere que las amibas encontraron las condiciones óptimas de desarrollo dentro del 

organismo de los ratones diabéticos infectados. 

La DM incrementa la susceptibilidad a la infección por amibas, lo que podría favorecer al 

desarrollo de la EAG. 

 

 

10. PERSPECTIVAS 

 

Se sugiere la realización de más estudios que permitan describir la invasión de estas 

amibas en tiempos más largos, con el fin de determinar las moléculas involucradas durante la 

invasión o la resistencia de estos protozoos, para poder tener un mejor entendimiento de los 

mecanismos de defensa, así como los mecanismos de patogenicidad de estas amibas 

anfizóicas. 
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12. ANEXOS 

 
ANEXO 1 

a. MEDIOS DE CULTIVO 

 

Medio Monoxénico  

 

No nutritivo con Enterobacter aerogenes (NNE) 

 

Agua destilada            

NaCl                             

MgSO4 7H2O               

CaCl2 2H2O                  

Na2HPO4                                 

KH2PO4                                      

Bactoagar                     

1000 ml 

0.120 gr 

0.004 gr 

0.004 gr 

0.142 gr 

0.136 gr 

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 vacía 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 

refrigeración, hasta su uso. 
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Medio Axénico 

 

Medio Bactocasitona 2% 

 

Agua destilada           

Bactocasitona             

1000 ml 

20 gr 

 

 

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

tapón de rosca, y se esterilizan a 121 °C durante 15 minutos. Una vez frío el medio, se añaden 

0.3 ml de SFB, con antibiótico (200 µg de Kanamicina/penicilina). 

 

 

ANEXO 2 

 

b. ESQUEMA CONVENCIONAL DE INMUNIZACIÓN EN CONEJO 

 

Dosis (2 mg) Día Vía Adyuvante de 
Freud 

1° 0 SC ACF 

2° 14 SC AIF 

3° 28 IM SF 

4° 35 IM SF 

Sangrado 40   

 
SC-subcutánea, IM-intramuscular, ACF-adyuvante completo de Freud, AIF-adyuvante 

incompleto de Freud, SF-suero fisiológico. 
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ANEXO 3 

 

c. SOLUCIONES PARA WESTERN BLOT 

 

Geles de poliacrilamida 

 

Gel separador 10% (10 ml) 

 

Poliacrilamida  

Amortiguador Tris-Base pH 8.8   

SDS 20%  

Agua bidestilada  

* Temed  

* APS 10% (Persulfato de amonio) 

3.33 ml 

2.5 ml 

50 µl 

4 ml 

6.5 µl 

100 µl 

 

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 último, se agrega una capa de alcohol isopropílico para eliminar las burbujas.  

Se deja reposar por 15 minutos. 

 

 

 

Gel concentrador (5 ml) 

 

Poliacrilamida  

Amortiguador Tris-Base pH 8.8   

SDS 20%  

Agua bidestilada  

* Temed  

* APS  

0.67 ml 

1.25 ml 

25 µl 

3 ml 

5 µl 

80 µl 
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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 isopropílico 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 

Glicina 

Agua bidestilada 

Metanol 

 

3.025 gr  

14.4 gr 

500 ml 

200 ml

 

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

 

 

Buffer de electroforesis 1 x (1 L) 

 

Tris-Base  0.025M  pH 8.3  

Glicina  0.192 M 

SDS  0.1% 

3.025 gr 

14.4 gr 

1 gr 

 

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

 

TBS Tween pH 7.5 (1 L) 

 

Tris-HCl  50 mM 

NaCl  150 mM 

Tween 20  0.05% 

6.05 gr 

8.76 gr 

500 µl 
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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. 

 

 

Solución bloqueadora (11 ml) 

 

Leche descremada en polvo Svelty  

TBS Tween  pH 7.5 

0.66 gr 

11ml 

 

 

Disolver y aforar a la cantidad correspondiente. 

 

 

Solución Desteñidora I (1 L) 

 

Metanol 

Ácido acético 

400 ml 

70 ml 

 

 

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

ambiente. 

 

Solución Desteñidora II (1 L) 

 

Metanol 

Ácido acético 

50 ml 

70 ml 

 

 

Disolver en agua bidestilada y aforar a la 

cantidad correspondiente. Almacenar a 

temperatura ambiente
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