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RESUMEN

Las amibas del género Acanthamoeba son los agentes etioldgicos de la encefalitis
amibiana granulomatosa (EAG). Recientemente a través de un modelo in vivo de
EAG, se inmunolocalizaron trofozoitos de Acanthamoeba en contacto con células
del sistema nervioso periférico (SNP), las células de Schwann (CS). En este estudio,
se analiz6 in vitro los eventos morfoldgicos (1, 2, 3 y 4 h) de la interaccion de
trofozoitos de A. culbertsoni (ATCC 30171) con células de Schwann de Rattus
norvegicus (ATCC CRL-2941). Las muestras se procesaron para microscopia
electronica de barrido (MEB) y de transmision (MET), asi como para microscopia
confocal (MC). Después de una hora de interaccion, se observaron amibas
adheridas a los cultivos de CS emitiendo estructuras estrechas y alargadas
semejantes a ventosas, asociadas con canales microfagociticos. Ademas, se
observaron organelos edematosos caracteristicos de necrosis y cuerpos multi-
vesiculares y multi-laminares que muestran procesos autofagicos. A las 2 h, las
amibas migraron por debajo de las células del cultivo, en donde la necrosis y la
autofagia persistieron. A las 3y 4 h, extensas areas liticas fueron evidentes. A través
de MC, se confirmé la muerte celular por necrosis en las células de Schwann. En
este trabajo se reporta por primera vez la induccién de procesos autofagicos y
necroticos en las células del sistema nervioso periférico, asociados en parte con los
mecanismos patogénicos dependientes de contacto de los trofozoitos de A.

culbertsoni.



ABSTRACT

Amoebae of the genus Acanthamoeba are etiological agents of granulomatous
amoebic encephalitis (GAE). Recently, through an in vivo GAE model,
Acanthamoeba trophozoites were immunolocalized in contact with the peripheral
nervous system (PNS) cells—Schwann cells (SC). In this study, we analyzed in
greater detail the in vitro early morphological events (1, 2, 3, and 4 h) during the
interaction of A. culbertsoni trophozoites (ATCC 30171) with SC from Rattus
norvegicus (ATCC CRL-2941). Samples were processed for scanning and
transmission electron microscopy as well as confocal microscopy. After 1 h of
interaction, amoebae were observed to be adhered to the SC cultures, emitting
sucker-like structures associated with micro-phagocytic channels. In addition,
evidence of necrosis was identified since edematous organelles as well as
multivesicular and multilamellar bodies characteristics of autophagy were detected.
At 2 h, trophozoites migrated beneath the SC culture in which necrosis and
autophagy persisted. By 3 and 4 h, extensive lytic zones were observed. SC necrosis
was confirmed by confocal microscopy. We reported for the first time the induction
of autophagic and necrotic processes in PNS cells, associated in part with the

contact-dependent pathogenic mechanisms of A. culbertsoni trophozoites.



INTRODUCCION

Las amibas son un grupo de eucariontes unicelulares morfolégicamente
diverso, las cuales comparten la habilidad de emitir pseudopodos, permitiendo el
movimiento y alimentacion por fagocitosis. La biodiversidad de los organismos
ameboideos es enorme y generalmente son los protozoos mas comunes en el
mundo. La mayoria de las amibas tienen una distribucién cosmopolita en el medio
ambiente, muchas de ellas se adaptan a ambientes extremos con altas
temperaturas, altas salinidades y otras tensiones. Algunas amibas son
estrictamente parasitas y no pueden vivir sin un huésped como Entamoeba
histolytica que causa principalmente infecciones del tracto intestinal y otras que
principalmente son de vida libre, sin embargo, al entrar en contacto con algun
huésped pueden causar infecciones graves y eventualmente fatales (Walochnick,
2018).

AMIBAS DE VIDA LIBRE

Las amibas de vida libre (AVL) son protozoos cosmopolitas que habitan
ambientes himedos como el suelo y el agua, aunque también se pueden encontrar
en el aire, vehiculo que utilizan como medio de dispersion. En los ecosistemas
acuaticos desempefian un papel muy importante en el mantenimiento del flujo de
energia y el reciclado de los nutrimentos. Su eficiencia en el uso de los recursos los
convierte en un enlace fundamental entre los organismos desintegradores y
aquellos pertenecientes a niveles tréficos superiores (Bonilla et al., 2004; Kalra et
al., 2019).

A las AVL también se les conoce como amibas anfizoicas porque tienen la
dualidad tanto de vivir libremente en la naturaleza, como la capacidad parasitar e
inducir enfermedades en el ser humano y en algunos animales. De las mas de 100
especies de AVL, sélo algunas del género Acanthamoeba, y las especies
Balamuthia mandrillaris, Naegleria fowleri y Sappinea pedata son conocidas por ser
anfizoicas (Page, 1976;1988; Visvesvara, 2013).

El estudio de todas las amibas anfizoicas es de vital importancia, sin

embargo, debido su gran distribucién ambiental, las especies de amibas del género



Acanthamoeba representan una amenaza mayor para la salud y la vida humana,
especialmente para las personas con un nivel de inmunidad deteriorado (Kot et al.,
2018).

Acanthamoeba

Las amibas del género Acanthamoeba son microorganismos aerobios, lo cual
les permite completar su ciclo biolégico en el medio ambiente, alternandose en dos
estadios: la forma activa que se alimenta y reproduce por fision binaria (mitosis),
llamada “trofozoito” y una forma inactiva de resistencia, llamada “quiste” (Gallegos-
Neyra, et al., 2014; Cabello-Vilchez, 2015).

La morfologia del trofozoito varia en tamafio de 25 a 40 um segun la especie,
se caracteriza por tener un ndcleo con nucleolo central, una vacuola contractil
simple y numerosas vacuolas digestivas (Figura 1). Emiten dos tipos de
pseuddpodos: uno hialino y de gran amplitud llamado lobépodo, asi como finas
proyecciones a lo largo del cuerpo ameboideo, llamados acantépodos. La funcién
de estos pseuddépodos no sélo es la locomocion sino también la captaciéon de
alimentos y adherencia a los diversos tipos de superficies (Marciano-Cabral y Cabral
2003; Trabelsi, et al., 2012; Visvesvara, 2013; Kot et al., 2018).

Figura 1. Acanthamoeba spp. Trofozoito. N: Ndcleo, CV: Vacuola contractil
(Tomado de Visvesvara et al., 2007).

Como resultado de condiciones ambientales desfavorables, el trofozoito
puede transformarse en un quiste (Figura 2) que puede mantener latente sus
propiedades patogénicas por periodos prolongados (24 afios) (Mazur et al., 1995).
Dependiendo de la especie, los quistes varian de tamafio de 10 a 29 um, tienen
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una forma redondeada o poligonal y estan conformados por una doble capa: la parte
externa fuertemente plegada (exoquiste) y la parte interna lisa (endoquiste) en forma
de estrella o poligonal y unos poros u ostiolos en el cruce del exoquiste y el
endoquiste formando un opérculo que, cuando las condiciones ambientales son
favorables, el trofozoito emerge a través de el (Marciano-Cabral y Cabral, 2003;
Visvesvaraetal., 2011; Trabelsi et al., 2012; Cabello-Vilchez, 2015; Kot et al., 2018).

Figura 2: Quiste de Acanthamoeba spp. EX: Exoquiste. EN: Endoquiste. O:

Opérculo. (Tomado de Visvesvara et al., 2007).

IMPORTANCIA CLINICA

Las amibas del género Acanthamoeba pueden completar su ciclo de vida en
el medio ambiente, sin embargo, cuando las condiciones son idéneas, pueden ser
agentes causales de queratitis amibiana (QA) una enfermedad de la cornea que
amenaza la vista y de la encefalitis amibiana granulomatosa, una enfermedad fatal
del sistema nervioso central (SNC) (Figura 3) (Culbertson, 1961; Nagington et al.,
1974; Jones et al., 1975; Martinez y Visvesara, 1997).

QUERATITIS AMIBIANA

La queratitis amibiana es una infeccibn de la cérnea que ocurre
principalmente en individuos inmunocompetentes con historial previo de uso de
lentes de contacto. Se caracteriza por inflamacion de la cornea, dolor ocular severo
y fotofobia. Si el tratamiento no es el adecuado, puede dar lugar a una cicatriz
vascularizada dentro de una cérnea delgada, causando problemas de vision o

perforacion de la cornea y pérdida del ojo. QA es regularmente mal diagnosticada



como queratitis viral o flngica, provocando un retraso en la implementacién de la
terapia apropiada para eliminar las amibas (Jones et al., 1975; Stehr-Green et al.,
1989; Seal, 2003).

Acanthamoeba spp.

hetp:iwww. dpd cde govicpdx
A través de ojos 1

través de vias
respiratorias
L3S amibas (qulstes aitas y bajas

trofozoitos) Ingresan
al humano de varias
neras

!- o A A través de piel:
' 4 Trofozoito dlceras, otras |ulone
de continuidad
A Quistes y trofozoitos en tejidos
1 Da lugar a queratitis severa.
Mitosis 2 Da lugar a encefalitis amibiana

granulomatosa, enfermedad diseminada,

.
= Forma infectiva lesiones en piel, en sujetos inmunocomprometidos

A- Forma diagnostica * Existen reportes de infeccin - poco frecuentes -
en sujetos aparentemente sanos

Figura 3: Ciclo de vida de Acanthamoeba spp. (Tomado de Gomez Marin, 2010).

ENCEFALITIS AMIBIANA GRANULOMATOSA

La encefalitis amibiana granulomatosa es una enfermedad que se caracteriza
por una infeccién cronica del SNC; Los signos clinicos incluyen cambios de
personalidad, dolor de cabeza, fiebre, nduseas, vomito, letargo, diplopia,
hemiparesia, convulsiones, coma y muerte. Es importante mencionar que la EAG
se puede confundir con leptomeningitis bacteriana, tuberculosis o meningitis viral
(Martinez y Visvesvara, 1997; Marciano-Cabral y Cabral, 2003; Schuster y
Visvesvara, 2004;2007; Khan, 2006; Visvesvara y Maguire, 2006; Visvesvara et al.,
2007).

La EAG generalmente se asocia con pacientes con enfermedades
subyacentes como: tumores malignos (Feingold et al., 1998), lupus eritematoso
sistémico (Grunnet et al., 1981; Koide et al., 1998), diabetes (Harwood et al., 1988),
fallas renales, cirrosis, tuberculosis, ulceras de piel, Virus de Inmunodeficiencia
Humana (VIH) enfermedad de Hodgkin (Jager y Stamm, 1972; Willaert et al., 1978;



Martinez, 1982; Martinez y Visvesvara, 1997; Steinberg et al., 2002). Contribuyen
también el abuso de drogas, alcoholismo, tratamiento de esteroides, quimioterapia,
radioterapia y trasplantes de oOrganos que predisponen a adquirir la infeccion
(Martinez y Janitschke, 1985; Anderlini et al., 1994; Sell et al., 1997). Aunque la
susceptibilidad de la infeccion estd4 asociada con individuos inmunosuprimidos y
condiciones debilitantes, se han reportado casos de EAG por Acanthamoeba en
nifos y adultos inmunocompetentes (Bhagwandeen et al., 1975; Ringsted et al.,
1976, Ofori-Kwakye et al., 1986; Sangruchi et al., 1994; Singhal et al., 2001).

Varias lineas de evidencia sugieren que las amibas invaden los pulmones /
piel y obtienen acceso al espacio intravascular, seguido de diseminacion
hematdgena, lo que lleva a interacciones con la barrera hematoencefalica y
finalmente invaden el SNC para inducir la enfermedad; asi mismo, también es
aceptado que la llegada al SNC es a través del neuroepitelio olfativo (Baig y Khan,
2015; Omana-Molina et al., 2017). La transmigracion de Acanthamoeba en los sitios
de la barrera hematoencefalica hacia el SNC se da a través de la disrupcion de las
uniones estrechas presentes entre las células para después iniciar procesos
fagociticos (Khan, 2007).

EPIDEMIOLOGIA

De acuerdo con Kalra y colaboradores (2019), entre 1990 y 2018 se habian
reportado tan solo 69 casos de encefalitis amibiana granulomatosa a nivel mundial,
uno de ellos en México. Asi mismo Hernandez-Martinez y colaboradores (2019)
mencionan que en México sélo se han reportado dos casos de EAG y uno de ellos
en combinacion con Aspergillus sp.

Las bajas cifras de reportes, probablemente se deba a problemas de

diagnéstico, por lo cual la infeccion puede que se encuentre subdiagnosticada.

JUSTIFICACION

Aunque el tropismo de las amibas es principalmente a las células del SNC,
recientemente a través de un modelo in vivo de EAG se han observado trofozoitos
de Acanthamoeba en contacto con CS aparentemente sin dafio citopatico (Omaria-

Molina et al., 2017). Como es sabido, las células de Schwann son las células gliales
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del SNP. Ademas de su papel bien establecido en la produccion de las vainas de
mielina alrededor de los axones periféricos, también influyen en la conduccion del
impulso a lo largo de los axones y proporcionan soporte tréfico para la reparacion y
regeneracion de los nervios (Ferdoushi et al., 2019). Sin embargo, se desconoce Si
las células del SNP pueden ser células blanco para las amibas. Por esa razén, es
necesario determinar los mecanismos de patogenicidad que estas amibas llevan a
cabo en las CS.



OBJETIVO
En este trabajo se expone la descripcion ultraestructural in vitro del efecto
citopatico durante la interaccién de los trofozoitos de Acanthamoeba culbertsoni con

las células de Schwann.
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multilamellar bodies characteristics of autophagy were detected. At 2 h, trophozoltes migrated
bemeath the 5C culture in which necrosls and autophagy persisted. By 3 and 4 h, extensive lytic
zones were observed. 5C necrosis was confirmed by confocal microscopy. We reported for the first
time the induction of autophagic and necrotic processes in PNS cells, assodated in part with the
contact-dependent pathogenic mechanisms of A. culbertaoni trophozoltes.

Keywords: Acarithatioebe Schwann cell; autophagy: cell death;: necrosls; cytopathie effect

1. Introducton

Free-living amoebae (FLA) of the genus Acenthemoeba are cosmopolitan protozoans commonly
found In natural environments, they play a significant ecological role in controlling bacterial
populations. Some spedes of this genus, In addition to being ecologically relevant, are also lmportant
in the medical fleld, due io thelr ability to exlst as free-living organlsms and as parasites, becoming a

Falbugers W20, 5, 458; doi: 103390 pathogensS06dsE wwrwr_mdpi oomy'joureal fpathogens
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threat to the health and life of the host= [1.2]. In the comea, Amnthamosba are eticlogical agents of
Acodhonoeba keratiti= (AK), a painful, wision-fhreatening infechion ocourming primarily in
immunocompetent persons and contact lens users [3]. In the central nervous system (CHNS), they are
etiological agents of grarmlomatous ameebic encephalitis (GAE), which mosily ocours in people with
metabolic, plqmln-g.ﬂl,mdmmloﬂﬂl disorders, r:Pn'rIing g;!\eaﬁﬂﬂ'tmﬂﬂ%mmh]i‘l‘y. GAE
infechon iz d:.:r;l:bu:i:zdby a chromic Fruir;l.cl:d slnwl'? Fr\og!e:mw TS, whin:h:.'l:.amzyilwnlvz
the lunpgs and skin [2.4].

Clinical stodies based in post-mortem tissues sugpest that CM3 invasion by Acerthamocka
trophozoites ocours by dissemination through bloed fow from the primary site of infection. The
Pmmmmn&ﬂm:ﬁm:mh&mmmimmmmmm
n.l:u.l:n:Pi'ﬂ'b:'Ii'um, l-ea.d.ing to interacHons with the blood-brain barrer amd, .E.n:]ly.. CHS myasion
[2.5.6]. Moreowver, ﬂ:.l:nugh in wivo 'Elipﬂllmﬂlhl maodels, blood Sow dissemination of amoebas
inoculated in the peritomeum [7] or intranasal roube of healthy [4] and diabetic mice [§] has been
reported.

In vilro experiments have been implemented in order to describe the cytopathic effect of
Amdhnmeﬁzindii&mlh:g:hmldtulnmm:mﬂﬁmm[ﬂlhmsﬁu:nm:ﬂoﬂﬂs, Mladin—
Darby Canine Kidney cells (MDWCE) [10.11], nervous cells such as neurcblastoma cells [12-14],
micreglial cells [15-17], and brain microvascular endothelial cells [6,15]. Pathopens penetrate either
through the cell (franscellular route) or bebween the cells (paracellular route) [19]. We have reported
that Acarifamoeha target izsue invasion ooours via paracellular route by targeting the tight junctions
¥}

Rﬂﬂ'lﬂ?’, we descmbed, 'b"r ]n_."l'nlog:l.l:al and Impounchistochemical I:ec'l'mi.q:nes.. the e:rl}r
morphological events (24-86 h) during the inwasion of A. cesfellanii and A culberfsoni in 3 murine
GAE model in healthy and diabetic mice, showing that trophozoites adhere to the respiratory and
ﬂb:m@hﬁmmhmﬂhmmﬁghﬁmmﬂu:ﬂﬂujmﬁm
to subzequently invade the olfactory merve bundles, Schwann cells (3C), and the base of the
epm:ummmfhlheabm niminﬂmmahryh\ﬁ]hiﬁe, mdwiﬂlnntaushtg evident Hssoe
damage. Subsequently, trophozoites invade the olfactory bulb and white matter in the central
mﬂmdhmmhimwtmﬂmmmrﬂgrm
to amoebae of the Acofhoroehs geous, regardless of the site of inwasion [4.5].

We now consider it mecessary to understand the pathopenic mechanizms that these amoebae
cmyn'utmsc, w}dchmrdnpﬂunmshm&hﬂtpﬂiphﬂﬂmsgmmm],pmvidhg
myelin that protects these shochores and facilitates nerve impulce [20]. Damage to 3C involes
ahaphymddhﬁwﬁmo&ﬂwm,cmqumﬂyhshgmﬂhrskﬂhmaﬁm,u:m_wmtﬁs
FPurpases in mind, we camied out the in vilro coincubation of Acarfhursosba culberizoml I:npl'mnil'u
with 3C, in order to describe, through scanning (SEM) and transmission (TEM) electron micoscopy
as weell as confocal microscopy (Ch). the early events that take place during the inferaction of these
amoebas wilh SC, h.lghllg}rh:u.g e ml.pm:h.m:: of the :m'rhcb—d:pﬂldmt mechanizms that cause
damage to FN5 cells and their possible impact on the pathophysiology of infection.

2. Besults

2.1. Reactivation of A. culberdson Vindence

Reactivabion of virulence was camried out through one intranaszal passage of trophozoites in
BALEBfc mice; 0% of the inoculated mice di=d on the seventh d:.y and the amosbae were recovered
fmmﬂthl:a:innbd.ﬂ'l.l:lnngs.htdayﬂpnsl—htﬁecﬁmfh:smvivtugmi::mr:s::ﬁ.ﬁudmﬂnwing
the ethical protocol for handling laboratory animals. Amoebae were recovered only from the lungs
{Table 1). Interactions with 3C were camied out with amoebars recoversd from the brains of the dead
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Table 1. Amoebic recovery in organs.

Mice Day of Death (d)/Sacrifice (s) h;—.'L
74@)
7(d)
21 (s)
21 (s)
21 (s)
(#+) Recovery (-) No recovery.

L+ |+

L EN A L
|+ [+ |+ |+

2.2. Schwann Cell Culture

By SEM it was observed that control SC incubated during 4 h in a proportion 3:1 of Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium (DMEM):Bacto Casitone were confluent with a regular structure. Through
TEM, typical organelles of eukaryotic cells and the formation of desmosome adherent junctions were
observed (Figure 1). It is important to mention that the SC in study do not present tight junctions.

Figure 1. Trarsmission el i py of the Sch cells (SC) culture. SC have desmosome

adherent junctions (arrow) as well as typical organelles of eukaryotic cells. N: Nudeus. RER: rough
doplasmic reticulum. M: Mitochondria. Bar = 5 pm.

2.3. Analysis of the Interaction of A. culbertsoni Trophozoites with SC through SEM

By SEM, during the analysis of control SC cultures, no evidence of morphological alterations
was observed. SC monolayer was confluent, and no evidence of damage, ulceration, pitting, or any
other defects were detected (Figure 2A). During the interaction between A. culbertsoni trophozoites
with SC, amoebae adhered to the monolayer from an early timepoint, emitting cytoplasmic
extensions (Figure 2B) and producing cytopathic effect on the SC. After 2 h of interaction. it was even
possible to observe the trophozoites cell division process (Figure 2C); Iytic zones were evident,
indicating a cytolytic effect of trophozoites on the SC. A. culbertsoni migrated beneath the SC,
exposing the underlying substrate (Figure 2D). During all the interaction times analyzed, the
amoebae emitted acanthopods and thin sucker-like structures in intimate contact with the SC,
suggesting a phagocytic process. Similar projections have been reported by Gonzalez-Robles et al.
[21] in A. castellanii and by Mardano-Cabral and Cabral [22] in Nasgleria fowleri. Moreover, at 2 h it
was possible to detect amoebae emitting more than one cytoplasmic extension of this type in contact
with SC (Figure 2E).

At 3 h post-interaction, amoebae in contact with the SC cytoplasmatic prolongations were
observed, persisting the phagocytic process (Figure 2F); trophozoites were also located in areas dose
to the substrate in which culture damage was evident (Figure 2G). Finally, after 4 h of interaction,
extensive lytic areas were visualized (Figure 2H).

12
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Figure 2. Scanning electron micrographs of the 1 ion of A. culbertsoni trophozoites with Sch
cells (SC) at different point times (1, 2, 3, and 4 h). (A)Nomwpholopnlmdmddumgwu
observed in the control culture. Bar = 10 gm. (B) After 1 h of coincub phozoites (t) were

observed to be adhered to the SC surface without cell damage. Bar = 10 pm. (C-E) After 2 h of co-

incubation. (C) Trophozoite (t) in suggestive cell division. Bar = 10 um (D) Trophozoites (t) were
observed migrating beneath the SC cultures, evidencing the sub (arrowhead). Bars = Ime.(E)
Trophozoite (t) in contact with SC emitting sucker-like str (arrowheads). A troph
migrating (asterisk) with its typical acanthopods was also observed. Bar = lml.(P—G)AﬁerShofco-
incubation. (F) Amoebae were not only in contact with the cell body but were also in contact with the
cytoplasmic prolongations of SC (scp) by sucker-like structures (arrowhead). Bar = 1 um. (G)
Trophozoites (t) in areas close to the substrate. Culture damage was evident (arrowhead). Bar = 1 ym.
(H) After 4 h of co-incubation. Extensive lytic zones (arrowhead) were observed in SC cultures by
Acanthamoeba trophozoites (t). Bar = 10 um.

4ol 14
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2.4. Analysis of the Interaction of A. culbertsoni Trophozoites with SC through TEM

Results obtained by SEM were corroborated by TEM. As expected, control cultures cells were
observed in optimal conditions, highlighting the presence of desmosome adherent junctions (Figure
3A). In the experimental cultures, since the first hour post-interaction, trophozoites were observed in
intimate contact with SC through acanthopodium, suggesting the formation of endocytic structures
(Figures 3B-D). Trophozoites frequently were observed in contact with SC at least in two zones
(Figure 3D). Moreover, in one of them, it was possible to observe a micro-phagocytic channel,
visualizing the content that was directed towards the digestive vacuole (Figure 3E).

ey 5 5

Figure 3. Transmission electron micrographs of the interaction of A. culbertsoni trophozoites with
Schwann cells (SO at 1 h. (A) Control. SC were maintained in culture medium without amoebae for
4 h. No morphological evidence of damage was observed. Adherents janctions (; ), an imp

feature of SC cultures, were observed. Bar = 2 gm. (B) After 1 h of interaction, amoebae were observed
in intimate contact with a SC through acanthopodium (arrows), suggesting the formation of endocytic
structures. Bar = 2 ym. (C) The formation of probable endocytic structures (arrowhead) was a frequent
phenomenon. Bar = 5 um. (D) A. culbertsomi contacted SC in different areas (arrowhead and arrow); in
addition, a trophozoite ingesting portions of a SC (arrow) was observed. Bar = 5 um. (E) Higher
magnification of the phagocytic process (arrowhead) in which cytoplasmic material reaches the
digestive vacuoles (V) through a micro-phagocytic charmel (asterisk). Bar = 2 um.

The presence of adherent junctions was frequently observed on the SC (Figure 4A). In addition,
ultrastructural changes in the Golgi apparatus (Figure 4B), as well as lipofuscin granules (Figure 4C)
and multilamellar and multivesicular bodies on the SC (Figure 4D), were evident.

After 2 h post-interaction, ultrastructural alterations in the rough endoplasmic reticulum (Figure
5A) and mitochondria (Figure 5B) were observed. Multilamellar bodies with the characteristic double
membrane persisted (Figure 5C), as well as with a single membrane (Figure 5D). After 3 h post-
interaction, processing of the samples by TEM was not possible, due to the extensive lytic zone caused
by the amoebae to the SC cultures.



Figure 4. A. culbertsoni induces cell death on Schwarn cells (SC) after 1 h of interaction. (A) Control.
No morphological evidence of damage was observed. Bar = 1 um. (B) Ultrastructural alteration of the
Golgi apparatus (arrows) on SC due to edema, suggesting cell death by necrosis. Bar = 5 um. (C)
Lipofuscin granules (asterisks). Bar =2 ym. (D) Mubtilamellar (arrow) and multivesicular (arrowhead)
bodies, suggesting autophagy process. Bar =2 um.

Figure 5. Interaction of A. culh i and Sch cells (SC) after 2 h of interaction. (A, B)

Ultrastructural alterations in organelles of SC were frequently observed (arrows) in the rough
endoplasmic reticulum (A) and mitochondria (B). (C, D) Multilamellar bodies with cytoplasmic
material (arrows) persisted. In electron micrograph (C), a double membrane (armowhead) is evident,
characteristic of these structures. Bars = 2 gm.
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2.5. A. culbertsoni Induces Necrosis but Not Apoptosis in SC

To determine if A. culbertsoni was able to induce apoptosis or necrosis in SC, we carried out
amoebae-SC interactions, which were stained with Annexin V/propidium iodide and analyzed by
CM. In the early stages of apoptosis, phosphatidylserine is exposed on the outer face of the plasma
membrane. Experimentally, this is recognized and stained in green by Annexin V-FITC. In contrast,
in necrotic processes the plasma membrane is seriously damaged, allowing the passage of dyes, such
as propidium lodide, which stains the nucleus. Cultures in Figure 6 were negative to Annexin V
staining in all assays; however, red staining was positive, increasing as the interaction time with the
amoebae increases. These results suggest that A. culbertsoni induces necrosis but not apoptosis on SC.

Figure 6. A. culbertsoni induces necrosis but not apoptosis on Schwann cells (SC). (A) Fluoresceinated
Annexin V-FITC staining shows no signal on SC control cultures, (B) nor in those SC that interacted
with A. culbertsomi for 1.5 h. (C) Staining of an apoptotic SC (arrow). (D) SC control do not show
stained nuclei with propidium iodide. (E) Red-stained nuclei begin to appear (arrows) after 1 h of
interaction with A. culbertsomi trophozoites. (F) After 1.5 h of interaction, abundant and clearly defined
nuclei stained in red are observed. The results suggest that A. culbertsoni trophozoites induce necrotic
processes in SC. Bars = 15 pm.

3. Discussion

Amoebae of the genus Acanthamoeba are ecologically and dlinically relevant. Its potential to cause
AK, skin infections, and mostly fatal infections in the CNS, such as GAE among susceptible human
populations, has been recognized [2].

The pathogenesis of infections caused by Acanthamoeba is complex and not well understood.
Several authors have carried out studies to describe the pathogenic mechanisms of these protozoa in
different tissues and cell lines, such as MDCK cells [11), corneal tissue [10], neuroblastoma cells
[12,13], microglial cells [15-17], and brain microvascular endothelial cells [6,18]; however, until now,
no reports about the invasion mechanisms that these amoebae carry out in PNS cells, particularly in
SC, have been published. Knowledge about the pathogenic mechanisms that these amoebae carry out
in different cells is useful to improve the diagnostic and therapeutic methods to treat the various
pathologies.
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The shain in study, A. culberisor (ATCC® 30171™), was the frst FLA to be reported as a
pathopenic amoeba for mammals [23]; for that reason we considered it important to reactivate it
virulence in crder to maintain the strain in optimal conditions. A. ouberisoni has shown a 4%
virulence im BALB/c mice seven da.:,rs P-nst—mrul:ﬁm, simalar fo that nepnrbed m Nuglﬂin:famiai
infechions. a highly virulent amoeba [3]. In our study. the pathopenic and inwasive capadty of A
culbertzoni was confirmed since the tophozoites migrated to the CNS in as soom as a few days,
:a.us'rl.gm.i:: death, which was reaffirmed once the inderachions weze carzied ouk.

Du:ing he interachon of amosbae with 5C, b‘y SEM it was observed Hhat huP-h.D.znci.te:- cause
then followed by migration to below the monolayer, emizssion of sucker-like struchores—leading o
the phagocytosis process—and finally inducng cell death. This mechanizm iz similar to those
reported in hamster and buman cormeal tissue [9.10] MDCK cells [11], as well a= an in vivo GAE
model [4]. ;uggesting that Acarifamoshs perform similar pathogenic mechanisms regardless of the
qdmﬁ#mhﬂhhmimmmdﬁatﬁzwqhﬁ:whubm
observed after rophozoites hawe migrated through the cellular junchions and inwaded deeper areas
of the comneal tizsue or below the MDCE cell monolayer [$-11]. In spite of this, we also considered
that amoebae carry out specfic processes depending on the environment in which the amoebae are
located, since during the interaction of A. culberisomi with 5C, trophozoites migrated and
si.mulhn:nusly:mddmug\tfnc\:ﬂsmﬂindnneﬂu destruchon of the mmnla.yﬂ::i:nlmﬂ'tm&l‘l.
probably because SC cultivated in witro did not produce tight junchions that could fadlitate the
m;ﬂPhgx?hﬂmehﬁmHhuhmmdﬂulﬂlm oel]sfmm:utn‘l'ﬂntﬁglrl:
junctions [24].

.&_."P:rtniﬂte dam:gemchmisms,ﬂteurﬁssimafm:knhlﬂ:zshnrhuuis::mh:huz
on amoebae surfaces, which carmies nutﬂl.cphagncyh-sispmmbyphﬂlinguﬁm:upntﬁmni
the surface of the target cell [21], similar to that performed by Nasgleria fowleri, where the phapocytosis
process happens in a “piecemeal manner™ [22]. Likewise, John et al. [25] argued that the momber of
en'l.il:lzdmdn-c?li: strachores cml:fsmﬂ:.ﬂwmuhmnfﬂnsprﬂhmwhinh:shaﬁrumi
MWmﬁhmhmMﬂthMznhsmdmmﬁmmmﬂtr{hmh
comtact with tarpet cells and its prolongations.

h{nrccrm,by'lmilwasposmhlchnbmﬂuimmaﬁmnfami:rn—ph:gucyﬁcdumﬂﬂut
carries the cellular content of the tarpet cell to the digestive vacuoles. Similar channels to those
described in our work have been reported in other protozoa, such as Entamosha kistohyfica [26],
Trichowmonas vaginalis [I7]. as well as Acanthamoeba cestellond [21]. Pettit et al. [13] reported in A
ndbﬂimiﬂtep:mnfﬂn—sesl:n:huu aszodated with a food mp.hn-ul:wnlk,ﬂu formation of
micro-phagocytic channels was observed within small endocytic projections (sucker-like struchares)
in intimate contact with the SC, through which they ingested portions of these cells. It is important
to underline that amoebae of the g Acanth ha produce different forms of cytoplasmic
extensions to phagocytize as part of the damage mechanisms to target cells [10,21]. Although, in our
shﬂy,wenb—sewudﬂ:a{ amoebas emitted m'nly m.:{?peo\iendnr?li: stmuchure, the sucker—like
strochore; it is not discarded that the :m.ne'b:.md-er:hﬂy ::.nemil:-ni'hzrenﬂ.m:yii: Pl:n'Fl:ti.ms simice
it has the ability to rearrange ifs cytoskeleton, which has also been reported in other species of the
genus [25]

Moreoser, simulzneous cmﬂz:tnfv:ziausmdnc?ﬁcshurhmsmah:gclcnﬂm:?mlmh
ﬁzcﬂhﬂ&mhhﬁdu@g%rhgxﬁnﬁab@hﬂﬁbﬁcnﬂﬂmmﬁiyﬂ::
nmsﬁhwucmﬁmdh?m{,mmmdnplami: reficulum and mitochondria sdema wers
documented after in vitro interaction with A. culberisoni. Based on these resulis we suppest that the
amoebae in our study induced death through necosis of the SC.

Jimilarly, during the analysis of imapes oblained by TEM, auntophapic struchures, sudh as
mﬂmﬂuhﬁuma@lﬂgﬂmﬂmﬂﬁpﬂfﬂ:ﬁnwﬂhﬁmmoﬂmﬂ on 3C incubated
wih A culberisoni. Autophagy was probably a consequence of the persistent shress exerted during
the interachon of trophozoites with these FINS cells. According to Yonekawa and Thorbum [30].
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antophagosomes are indicators of survival mechanizsms through induction of autophagy and when
thic effort fails, cell death ocoors. nisﬂsa:mﬁiﬂemdﬂullipofuschlg;wnuhsimm:ﬁmisﬂmmsnlt
of aggregates of undigested cellular materials by the autophagy process [31.32]

Apnphﬁshusnmbunlhehmd pzog.ra.mm.-ed.oell death; however, n:m'lﬂy
antnph:gylusbemFra-Pnsadasmnﬂ:ert?penfrﬁ"wwmduﬂmmmdzzdb‘r
the presence of autophagosomes or multilamellar bodies [30]. which were obsered in the 5C in our
study.

ﬁmplemtnph:gymma.n:m—mtnph:gy'm dunrbe-ﬁudbyﬂlepumc of mulbilamellar bodies;
besides, mn:ra—ﬂni'nph:gv Iysascrm::- scq'u.l-_."hu: Pnrlinms of the crlnplasm, ctnaling muliivesicular
bodies [30,33]. Multivesicolar bodies are also considered a kind of late endosome that participates a=
an intermediary in the maoo-autophagic process [H]. In our study, it was possible to observe
mulfivesicular bodies, mggﬁﬁngﬂnal:z\egar\d]m niwh:ﬂiﬂ'i‘l'mndnun:mma—ﬂn‘l‘aph:&v,ﬂ:esc
dies as a consequence of this process.

Althouph Martinet et al. [35] argoe that the ideal methods for monitoring autophagy in issue
do not exist, confocal nuu:ra-slmpy arid varous molecular ten:hniqnc—s have become the lna.d.ing
approaches to stody autophagy in many different seftings, even thouph they often fail to provide
firm conchisions if not combined with TEM. Indeed, the authors highlipht that eleciron microscopy
iz shll “vaal™ tncmﬁzmaﬂwﬁfyzﬂulls nbhi::.ud'byuﬂnﬂm:ﬂiﬂds,inmdutn Fruvid.: novel
knowledge that would not have been obtained by any other experimental approaches [36]. It i=
important to implement subsequent shudies to further demonstrate autophagy induction by the
ﬁmd.hnm:htg:unsmﬂl: aswﬂlasnﬂurta:gctndhtuﬂudjngmmdskimandmuﬂ
Lineapes.

Even though it has been reported that Acanthamosha is able fo canse cell death through apophotic
[12,13,37-39] and mecrosis mechanismes [13.15], until now it had not been rsz.'I:ed that amo=bae=
induce autophagic cell death

Drae fo the TER IEI'_I'IJliq'IJ.! mlim.srmtd:hctﬂn:urly:hge—sufﬂu :Poph'l:i.cpl:ncss [40.41].
added hﬂmﬁdmtﬁmwuhmdaﬂniapmhducﬁmbymmm we a.n:.'l.yz:d.
ﬁﬂ'l.:ﬂ-l:ﬂl:{'nﬂeﬂ.chdwﬁh'ﬂphmnil‘s showrad E:ﬂFaPuptnd:.A:ﬂPmdhﬂum&ndnlng?,
the amoebas were i::t:n:bdwiﬂlﬂ(:atdiﬁﬂultﬁntepnint and stained with Amu:l:in‘i?."pmn-Pidium
iodide and analyzed under a confocal microscope. According to the TEM analysis, we did not detect
:pnptnm'shih:ﬁ-l::hnm Lheﬁm:—dgpuﬂ.mtmuﬁxpmcmwu:mﬁmgdh:mhnlsmpks_

Pettit et al [13] reported that Acanthamoeba culberizomi (the same shrain as in this shudy) was able
to induce necrosis as well as apophosis in murine nearcblastoma cells due bo different cytolytic factors
Pl:ndu.-nedbfﬂ'l:mndﬂ_ hmmm]hprﬂb:bl}rﬂ::rmbﬂantnlmﬁaﬁmuruhedb?ﬂ::
amoeba during the phagocytic process on the 5C may be relevant in the way amoebas induce cell
dzaﬂ:.“'zmggcﬁﬂiali[asingle}!:nlmﬁ:h 25 in contact with the I.'l.l:gzt :dl,fh:ﬂc..hm:l'b:mrrt
to survive, mmatiate the :.uhplugy processes; however, ifphagncy'bne:is pﬂ:si_."f:.,ﬂie cells fail in Hheir
:ﬂmpthmﬁnmdﬂj:mlldsw:y.{hiﬂu nlherlunﬂ,ifs:uralptnlm‘igaﬁ.ﬂnsmph:gncyﬁ:ing
the same cell, the cell membrane iz l:nmpl:nm.ised.. lc:d.ing o necrosis.

In.Pu'viuussl'u.d.ic-s..wth:vr desmibed the P:ﬂin-guﬁ.tmnd‘tmﬁm nid.i.ﬁuu'rl:_'.?cn:is:inﬂ:e
Acodhonoeha genus, both in in witro [9,10] and in vivo [4.8] models. The mechani of mvasion hawe
hm&xrkdzzdm:hﬂyumhddg?ﬂﬂ.ﬂ:ihﬂﬁsP:nm ilwasmmﬁmudih:{'nrgaﬁms
w:ﬂtpmmmdasz:sﬂ:,:uﬂl.u di:buhs,mmmmupﬁbluh:yst:mi:mhyﬁuxﬂmeht
Even by histological and immunchistochemical techniques it was possible to observe
immuniolocalized huphn.mnci.te:- in contact withh the 3C sunu‘undmg hie D].ia.ctmy nerve undles,
wihout apparent histopathological changes [B]. However, even though the trophozoites were in
cmhdwiﬂnﬂ'beﬂﬂ.ﬂw::nﬂlpnsdble{'n descobe in more defail the mterachon between the amosbae
and PHS cells. In Hhis work, I]n\ml.ghmmc F!\en:i.ﬂzbed:ruqus:u.&uﬁﬁ m.d.S\EM:..mcm:uggst
that 3C are a target cell for amoebae. In fact, after Aconfhonosha trophozoites cross the olfactory
Elliﬂ:l.lﬂiu.'ll'l., mmglrt‘&lnlkﬂutﬂleﬂl: would be one Dflhtﬁl:sl:h.l:gl:t cells of Aomfheomosh,
mmgpw?ﬁmﬁmdmwgﬂm&wmm;w?:nmmmhib
Pl:nlncﬁ.wfu.n.l:lim:inﬂ:eDl&dmymwubmdkf,inraﬂeﬁm,mﬂﬂ'msmkﬂhﬂid:nﬁgﬂﬁm
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ﬂ:.l:nughﬂre D].I':.cl'myhulbhIheCNBmdd:r\danﬂE,w]ﬁmwnnldhdpmrPhindmagzhﬂm
mdmfmﬁmnihbﬂdymd:mldpubablyw:ﬁm:?umoiGﬁﬁm&u
hemiparesis.

Through results showm in this study, it is probable that during the imterachion of Acouthamocka
culbertzoni with SC, thess FIJS cells muibnpﬂmﬂlﬂﬂmbu,dnﬁlufﬂwlﬂiwumpnﬂudfn
Mymh:&?‘u:mlqrmq, I&wmmzf,:nﬂtheHcrpaSimplcxvims[&Z].

4. Conclusions

hﬂmmuy,ﬂﬁsis&l:.ﬁrﬁshldymwlﬁchﬂrmﬁhac?mpaﬂﬁ: uﬁdprudncudb?'ﬁ.
culbertzoni in 5C is reported. This interaction is characterized mainly by contact-dependent
EmissioE quhplamj:wﬂjeﬁmnﬂu”mﬂgr&zw.hhgﬂﬁsmm it iz
suggested that the 5C die by antophagic or necrobic mechanisms. These processes are important
wﬂhhpaﬁngﬂdﬁ@m&mdﬁmﬁﬂﬂd&mqhmﬂhhﬂﬂmd
ﬂmi:u.v:si.mufﬂﬂ:mneba:i:uhﬂl:ms:rl.d.aﬂlerm'gns,inmﬂ:rbnﬂprmthedi:grmsﬁ::.m:'l.
therapeutic methods to fight these mfechions.

5. Materials and Methods

5.1. Amocha Siram

The Acodhorocha cdbertsoni (ATCC® 30171™) shain was grown and mainkzined in axenic
culture in 2% Bacto Casitone medium supplemented with 10% fetal bovine serum (Biowest-5165FH-

500) and 1% antibictic (Fenicillin—Streptomycin). Trophozodites were incobated at 30 °C on 25 om? czll
culbure flasks.

5.2. Reactivation of A. cubertsom Virdewce

Imfranacal imoonlation n mice was carried out i order to reachivate amoeba virulence. First,
trophozoites were harvested at the end of the logarithmic growth phase by chilling at 4 *C and
cm:l.c\ﬂ'lhatnd.by wnhifu.gaﬁmimEndniiZSDﬂrpm;ﬂupdlﬂwuaﬂjmb:dhmltlﬂ‘
trophozoites in 20 pL of fresh Bacto Casitons medium (without fetal bovine setum and antibiotic).
After that, five mals BALB/c mice {3 weeks old) were anesthetized and inocalated into the niostrls,
according to Culbertson et al [43]. For 21 days, mice were fed ad libitom and monditored daily to
uhsemmsi.grlsnfinfucﬁmmﬂmi:zdi.drm‘tdevdnphﬂecﬁanmdiﬂnnldj:;ﬂm’ﬂﬁsﬁnm,ﬂuy
were sacrificed. Then, the brain, Lver, Imgaaﬂﬁdrm?smmph:tdmaguphﬁwiﬂim-
mriritive enriched medium (MNE) to recover the amoebae. Finally, trophozoites recovered were
axenized in Bacto Casitone medium in order to use in subsequent assays. At the same Hme, a group
of five mice was moculated with culbure mediom without amoebae as the conmbrol group.
El:pu.im.ml:l mm:kmmmpulatedm::mdmﬂ wii'h:pprmd:hrﬂu\dprujud'numhe: 174
for the reactvation of ml:luzmc amoebas viralenos, mppm‘bed I:y fhe Official Mexican Standard
MNORM-062-Z200-1999, of techrical s_p:l:i.ﬁ.ca.ﬁnfns for the ptm-d.uclim care, and use of labma‘bmry
animals, based on the Guide for the Care and Use of Laboratory Animals, published in the Official
Joumal of the Federation (Mexico) Z001. Experimental animals were kept at the FESI General
Biotermum . microisolator sy.-:b:m wiﬂ:.:hmpﬂalme—omhnlled enwironment, :.lig}rl'-d:rkr}ﬂ:'l:
of 12-12_ :d.cqn:.te food, .'md.ml:lugh s_p:l:zfm: g;mwﬂ'i m l:lphm.'l.l comditions.

5.3. Schoeanr Cells Culture

Schwann cells 516 (ATCC® CRL-2941 ™) from sdatic nerve of Ratfus norregious were grown and
maintained on 25 cm? cell culture flasks (Coming, Coming Incorporated, WY, USA) in DMEM (Sigma
— D5645) supplemented with 10% fetal bovine zerum and 1% anbibiotics (Fenidllin-Streptomyrcin).
3C were incubated in a 5% CO:2 atmosphere at 37 °C. The cell culture flasks were previously treated
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witth Poly-L—dysine (Jigma—F#155) at least for I h. Freviously to the final aszays, initial experiment=
were performed fo defermine optimal in vitro cell conditions.

5.4. Inferaction of A. culbertsoni Trophozoiies arith Schooerr Cell

Infteractions were carried out in a ratio 2:1 (5C: amoeba) under the s=mame conditions . a mdxture
of DMEM-Bacto Casitone (serum and antibiotics free) in a 3-1 proportion. SC were washed three times
for 5 min with 1x phosphate buffered saline (FBES). trypsinized for 15 min, and concentrated by
mhihg:ﬁmiwim.i:u:l‘LSﬂﬂ:Pm;Htepelletw:s:dﬁa:bedh:nbtlhﬁliﬂlﬁﬂﬂ pL frezh me=dinm
3C were tran=ferred to round plastic cover slips of 13 mm (previcously treated with Poly-L—lysine and
Colagen type IV (Sigma — C0543)) placed in 24-well styrene plates to perform the description by SERL
A simmilar ProCEss Was carried out for TEM: the Pl:'l.'l.l:twu a.dj'n.."b:d.tn obfain 1.25 « 10%/500 uL fresh
mednm and transferred to petr dishes of 35 mm x 10 mm (freated in the same way as the cover
slips:l.Qﬂhmmmﬁﬂﬁmdh:ﬁ%@!:hﬂ@hmﬂf“ﬂmﬂ:ﬁrﬂhhcﬂkm
confluent. Then, cell cultures were incobated with A culbertsoni trophozoites (harvested as
Pwﬁnuﬂyduuﬁed}atdiﬁuuﬁﬁnm{i,li:nﬂém.mmﬂ nﬂhlmw:spraussud.mﬂlﬂ'ﬂm
same conditions without amoebae at a longer interaction time of $h.

5.5, Scomig Eleciron Microsoopy

After interachon, the mediom wumd&mtheﬂmplumﬂﬂlcnwuuﬁndwﬂh 25%
glutaraldeboyde in 0.1 M cacodylate buffer at room temperature for 1 h Samples were dehydrated
witth increasing concentrafions of ethanol Then the critical point was dried with Liquid COz using a
Samdri 7B apparatus (Tousimis Corp., Rockville, MD, TI3A) and coated with a thin layer (30 nm) of
gold in an ion-sputtering device (JEOL, JFC-1100). Specimens were examined with a fisld-emission
JEOL-TSM 7100F scanning elechron micoscope (JEOL Lid . Tokyo. Japan).

5.6. Trowseission Eleciron Microscopy

.&.ﬂ.':r:n-hmh:ﬁmﬁl:mediumwuumﬂﬁmlhesmPlumﬁmwuﬁmdwi&m
ghl.l:r:ldﬁh:ydeh'l.:ﬂ.‘.l B :::nd‘yl:.te buffer, at room IﬂnP!l:lhl.DE, and Pusl:—l':i.w.ucl. with 1% cominm
tetroxide as well as dehydrated with increasing concentrations of ethanol Samples were transferred
to propylene oxide, later fo a mixture of propylene cwdde/epoxy resin— (1/1). (2/1), and (3/1)—and
embedded in epoxy resins. Uira-thin sections (60 mm)) were obtained and stained with uranyl acetate
and lead citrate. Finally, secions were cbserved in a JEOL JEM-1011 franmsmission electron
microscope (JEOL Ltd. Tokyo, Japan]).

5.7. Cowfocal Microscopy

To determine apoptosds, an Annexin V-FITC Apoptosis Detection it (Jigma-ATPOAF) was
used. Affer co-incubation (in the same way asz SEM), the samples were fixed with 4%
Pn’.‘l.im'nulddrfdefnl:lh,:.t3’.-_'“C=.tE|.5,LnﬂLSth.eﬂy,l‘jtin:hurﬁnnsmiD]lnfwzdmﬂaﬂ
sa.mPl:-s'm:z\emalyzdmacmh:ﬂlmtxmﬁngmiunxﬂp:ﬂdxamsm].ﬁsapnﬁﬁm
control of apoptosis, the 3C colture was treated with 0LB mM Ha0O: for 1.5 h [$4]. The control culture
was processed under the same condiions without amoebae at the longer interaction Hme.
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DISCUSION

Las amibas del género Acanthamoeba son ecolégica y clinicamente
relevantes. Se ha reconocido que tienen gran potencial para causar QA, infecciones
cutaneas y principalmente infecciones fatales en el SNC, como la encefalitis
amibiana granulomatosa (Kalra et al., 2019).

La patogénesis de las infecciones causadas por Acanthamoeba es compleja
y estd muy poco investigada. Varios autores han llevado a cabo estudios para
describir los mecanismos de patogenicidad de estos protozoos en diferentes tejidos
y lineas celulares como las células MDCK (Flores-Maldonado et al., 2017) tejido
corneal (Omafa-Molina et al., 2010) células de neuroblastoma (Alizadeh et al.,
1994; Dove-Pettit et al., 1996) células microgliales (Shin et al., 2000; Shin et al.,
2001; Marciano-Cabral et al.,, 2004) y células endoteliales microvasculares
cerebrales (Alsam et al., 2003; Khan y Siddiqui, 2009), sin embargo, hasta ahora,
no se habian publicado informes sobre los mecanismos de invasion que estas
amibas llevan a cabo en las células del SNP, particularmente en las células de
Schwann. El conocimiento sobre los mecanismos de patogenicidad que estas
amibas llevan a cabo en diferentes células es util para mejorar los métodos de
diagnéstico y terapéuticos para tratar las patologias.

La cepa en estudio, A. culbertsoni (ATCC® 30171 ™) fue la primera amiba
de vida libre en ser reportada como patdgena para mamiferos (Culbertson et al.,
1958), por esta razén, se considerd importante reactivar su virulencia para mantener
la cepa en condiciones 6ptimas. A. culbertsoni mostré un porcentaje de virulencia
del 40% en ratones BALB/c en un periodo de 7 dias post-inoculacion, tiempo similar
al reportado en las infecciones por Naegleria fowleri (Visvesvara, 2013). En este
estudio, se confirmd la capacidad patégena e invasiva de A. culbertsoni, ya que los
trofozoitos migraron al SNC en pocos dias, causando la muerte de los ratones, lo
gue se reafirmd una vez que se llevaron a cabo las interacciones.

Durante la interaccion de las amibas con las CS, por MEB se observo que los
trofozoitos causan dafio citopatico a las CS a través de mecanismos dependientes
de contacto, que comienzan con la adhesion y migracion por debajo de la

monocapa, emitiendo estructuras estrechas y alargadas similares a ventosas para
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llevar a cabo el proceso de fagocitosis y finalmente inducir la muerte celular. Este
mecanismo es similar al reportado en tejido corneal de hamster y humano (Omana-
Molina et al., 2010) y en células MDCK (Flores-Maldonado et al., 2017), asi como
en el modelo in vivo de EAG (Omafa-Molina et al., 2017), sugiriendo que
Acanthamoeba muestra similares mecanismos de patogenicidad sin importar el
tejido blanco que se invade. Se ha reportado que los procesos de fagocitosis se
observan una vez que los trofozoitos migran a través de las uniones celulares e
invaden areas mas profundas del tejido corneal o por debajo de la monocapa de
células MDCK (Omafa-Molina et al., 2010; 2013; Flores-Maldonado; 2017), por lo
cual se podria considerar que las amibas también llevan mecanismos especificos
dependiendo del ambiente en el cual se encuentren, debido a que durante la
interaccion de A. culbertsoni con CS los trofozoitos migraron y simultdneamente
causaron dafio a las células que inducia a la destruccion de la monocapa en menos
de 4 h, probablemente porque las CS cultivadas in vitro, no producen uniones
estrechas lo cual facilita los procesos invasivos y de fagocitosis. In vivo, se ha
observado que las SC forman uniones estrechas autotipicas (Arroyo y Scherer,
2007).

Como parte los mecanismos de dafio, la emision de estructuras estrechas y
alargadas similares a ventosas es una caracteristica comun en la superficie de las
amibas, las cuales se ha reportado que llevan a cabo el proceso de fagocitosis al
“pellizcar” pequefias porciones de la superficie de la célula blanco (Gonzalez-Robles
et al., 2009), similar a lo reportado en Naegleria fowleri donde llevan a cabo el
proceso fagocitico por ingestion fragmentaria (Marciano-Cabral y Cabral, 2007). Del
mismo modo, John y colaboradores (1984) mencionan que el nimero de estructuras
endociticas proyectadas por la amiba esté relacionado con la virulencia de estos
protozoos, ya que las cepas no patégenas carecian de ellos. Esto coincide con
nuestros resultados, ya que un solo trofozoito puede proyectar mas de una
estructura endocitica en contacto con las células blanco y sus prolongaciones.

Asi mismo, por MET es posible observar la formacion de canales micro-
fagociticos que transporta contenido celular de la célula blanco a vacuolas

digestivas. Se han observado canales similares a los descritos en este trabajo en
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otros protozoos como Entamoeba histolytica (Martinez-Palomo et al., 1985),
Trichomonas vaginalis (Gonzéalez-Robles et al., 1995), asi como en Acanthamoeba
castellanii (Gonzalez-Robles et al., 2009). Pettit y colaboradores (1996) reportaron
en A. culbertsoni la presencia de estas estructuras asociadas a “food-cups”. En este
trabajo, la formacion de los canales microfagociticos fue observado dentro de
pequefias proyecciones endociticas en intimo contacto con las SC. Es importante
mencionar que las amibas del género Acanthamoeba producen diferentes formas
de estructuras fagociticas como parte los mecanismos de patogenicidad a las
células blanco (Gonzalez-Robles et al., 2009; Omafa-Molina et al., 2013). Aunque
en nuestros resultados solo vimos una forma Unica de estructura fagocitica, no se
descarta que la amiba en estudio pueda producir otra forma debido a los
reordenamientos citoesqueléticos mediados por actina reportados durante el
proceso fagocitico por Acanthamoeba (Betanzos et al., 2019).

Contactos simultaneos de varias estructuras endociticas en las células
blanco pueden acelerar los procesos de muerte celular. Durante la fagocitosis de
las CS por las amibas, los trofozoitos pudieron modificar la permeabilidad de la
membrana plasmética de las células, causando edematizacion de los organelos
(Burattini y Falcieri, 2013), induciendo la muerte celular por necrosis. Lo anterior fue
confirmado por las imagenes obtenidas por MET, dénde se observé edema en el
reticulo endoplasmico y mitocondrias después de la interacciéon in vitro de A.
culbertsoni con CS.

Asi mismo, por MET, se observaron estructuras autofagicas tales como
cuerpos multilaminares o autofagosomas y granulos de lipofuscina en CS expuestas
a A. culbertsoni. Es probable que la autofagia fuera la respuesta de las CS al estrés
constante inducido por las amibas. De acuerdo con Yonekawa y Thorburn (2013),
los autofagosomas son indicadores de mecanismos de supervivencia a través de
los procesos fagociticos y cuando este esfuerzo falla, se produce la muerte celular.
También se considera que la formacion de granulos de lipofuscina es el resultado
de agregados de materiales celulares no digeridos por el proceso de autofagia
(H6hn y Grune, 2013, Di Guardo, 2015).
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La apoptosis ha sido la muerte celular programada mejor descrita, sin
embargo, recientemente se ha propuesto a la autofagia como otro tipo de muerte
celular activa o programada, caracterizada por la presencia de autofagosomas o
cuerpos multilaminares (Yonekawa y Thorburn, 2013), estas estructuras estaban
presentes en las CS que interactuaban con trofozoitos.

La autofagia simple o macro-autofagia se caracteriza por cuerpos
multilaminares, mientras que en la micro-autofagia los lisosomas secuestran una
porcion de citoplasma, creando cuerpos multivesiculares (Yonekawa y Thorburn,
2013; Eskelinen, 2019). Por otro lado, los cuerpos multivesiculares también se
consideran como un tipo de endosoma tardio que participa como intermediario en
el proceso macro-autofagico (Eskelinen, 2005). En nuestros resultados, fue posible
observar cuerpos multivesiculares que, independientemente de la ruta que tome,
indicaria que la célula estd en un proceso autofagico debido a las condiciones
adversas establecidas por los trofozoitos y por lo cual la CS puede tener muerte
celular debido a este proceso.

Aunque Martinet y colaboradores (2014) argumentan que los métodos
ideales para monitorear la autofagia no existen, la microscopia confocal y varias
técnicas moleculares se han convertido en el principal enfoque para estudiar la
autofagia en muchos entornos diferentes, sin embargo, a menudo no pueden
proporcionar conclusiones firmes si no se combina con MET. De hecho, los autores
destacan que la microscopia electrénica sigue siendo "vital' para confirmar y
verificar los resultados obtenidos por otros métodos, a fin de proporcionar nuevo
conocimiento que no habria sido obtenido por ningun otro enfoque experimental
(Eskelinen et al., 2011). Es importante implementar estudios posteriores para
demostrar ain mas la induccién de autofagia por parte de amibas del género
Acanthamoeba en CS, asi como en otras células blanco, incluidas las células de la
cornea, la piel y las células nerviosas.

Anteriormente se habia reportado que las amibas del género Acanthamoeba
causan la muerte celular a través de apoptosis (Alizadeh et al., 1994; Dove-Pettit et
al., 1996; Zheng et al., 2004; Sissons et al., 2005; Takaoka-Sugihara et al., 2012) y
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necrosis (Dove-Pettit et al., 1996; Shin et al., 2001), sin embargo, hasta ahora no se
habia reportado que las amibas indujeran muerte celular por procesos autofagicos.
Por otro lado, dado que la técnica MET a veces no detecta etapas tempranas del
proceso apoptético (Elmore, 2007; Huerta et al., 2007) y con los antecedentes
donde las amibas del género Acanthamoeba producen apoptosis, se analizé si las
CS expuestas a trofozoitos muestran apoptosis temprana. Las CS se expusieron a
las amibas en diferentes tiempos, se tifieron con anexina V / yoduro de propidio y
se analizaron bajo el microscopio confocal. Asi como en MET, no se detecto
apoptosis en las CS, sin embargo, se confirmd el proceso necrético, el cual es
dependiente de tiempo.

Dove Pettit y colaboradores en 1996, reportaron que Acanthamoeba
culbertsoni (la misma cepa utilizada en este estudio) es capaz de inducir necrosis y
apoptosis en células de neuroblastoma murino debido a diferentes factores
citoliticos producidos por la amiba. En nuestros resultados, probablemente el
namero de prolongaciones emitidas por la amiba durante el proceso fagocitico en
las CS puede ser relevante en la forma de muerte celular. Si una sola prolongacion
estd en contacto con la célula blanco, la CS en un intento por sobrevivir, inicia
procesos de autofagia, sin embargo, si la fagocitosis persiste, las células fallan en
su intento de sobrevivir y mueren de esta manera. Por otro lado, si varias
prolongaciones estan fagocitando la misma célula, la membrana celular se ve
comprometida y conduce a la necrosis.

En estudios anteriores, se ha descrito los mecanismos de patogenicidad de
diferentes especies del género Acanthamoeba, tanto en modelos in vivo (Omafa-
Molina et al., 2017) como in vitro (Omafa-Molina et al., 2010; 2013). Los
mecanismos de invasion se han caracterizado principalmente por ser dependientes
de contacto. En estos estudios, se ha confirmado que los organismos con
enfermedades primarias, como la diabetes, son mas susceptibles a la invasion
sistémica por Acanthamoeba. Incluso por medio de técnicas histologicas e
inmunohistoquimicas, es posible observar a trofozoitos en contacto con CS que
envuelven los paquetes de nervios olfatorios, sin aparentes cambios

histopatolégicos (Omafa-Molina, et al., 2017). Sin embargo, aunque los trofozitos
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estaban en contacto con las CS, no fue posible describir en detalle la interaccién
entre las amibas y las células del SNP. En este trabajo, a través de técnicas mas
precisas como MET y MEB, se puede sugerir que las CS son células blanco para
las amibas. De hecho, se pensaria que después de que los trofozoitos de
Acanthamoeba cruzan el epitelio olfatorio, las CS podrian ser una de las primeras
células blanco de las amibas. Este proceso podria iniciar con la invasion, la
fagocitosis y la induccion de muerte celular por procesos necroticos o procesos
autofagicos, para desetabilizar su funcién protectora de los nervios olfatorios,
invadirlos y acelerar el proceso de migracion hacia el SNC y desarrollar EAG. Lo
anterior ayudaria a explicar el dafio a las funciones motoras del cuerpo y
probablemente agravar algunos sintomas de la EAG, como la hemiparesis.

A través de los resultados mostrados en este estudio, es probable que
durante la interaccién de Acanthamoeba culbertsoni con CS, estas células ejerzan
tropismo en las amibas, similar a lo reportado en Mycobacterium leprae,

Trypanosoma cruzi y Herpes Simplex virus (Neal y Gasque, 2016).
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CONCLUSION

Este es el primer estudio en el que se reporta el efecto citopatico in vitro
producido por A. culbertsoni en CS. Esta interaccion se caracteriza principalmente
por mecanismos dependientes de contacto, incluyendo la fagocitosis de las CS por
los trofozoitos a través de la emision de proyecciones citoplasmaticas estrechas y
a largadas similares a ventosas. Durante esta interaccion, se sugiere que las CS
pueden morir por mecanismos autofagicos o necroticos. Estos procesos son
importantes dentro de los mecanismos de patogenicidad de A. culbertsoni ya que
pueden ser Utiles para comprender mejor la invasion de estas amibas al SNC y a
otros Organos, a fin de mejorar los métodos de diagndéstico y terapéuticos para

combatir estas infecciones.
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