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ABREVIATURAS

AmB-Anfotericina B

ATG16L1"M- Ratones hipomorficos de ATG16L1

ATGs- proteinas asociadas a autofagia (del inglés autophagy-related proteins)
EAE-Encefalitis Autoinmune Experimental

IL- interleucina

IFN-interferén

LCR-Liquido cefalorraquideo

MAP- Meningoencefalitis amibiana primaria

MAC- Complejo de ataque de la membran litica

MHC-complejo principal de histocompatibilidad (del inglés major histocompatibility
complex)

mL-mililitro

N.f.- Naegleria fowleri

pg- picogramos

PRRs-Receptores de reconocimiento de patrones (del inglés pattern-recognition
receptors)

ROS- Especies Reactivas de Oxigeno

TLRs- Receptores tipo toll (del inglés toll-like receptors)

WT- ratones silvestres (del inglés wild type)
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1.- RESUMEN

Los complejos proteicos ensamblados por proteinas relacionadas con la autofagia
(ATG) son la maquinaria central durante las diversas etapas del flujo autofagico. Sin
embargo, las proteinas ATG también pueden realizar funciones independientes de la
autofagia. En particular, las proteinas ATG han surgido como moduladores relevantes
en la respuesta inmune contra patdgenos que invaden diversos 6rganos. La evidencia
reciente, por ejemplo, ha atribuido un papel muy relevante a la proteina ATG16L1 en
las infecciones causadas por Salmonella o por Escherichia coli uropatdgena. Sin
embargo, se desconoce la participacion de ATG16L1 en patdégenos neurotropicos.
Mediante una infeccion in vivo via nasal con 6000 trofozoitos en ratones hipomorficos
para ATG16L1 (ATG16L1"M) se determiné que los ratones, ATG16L1"™ de ambos
sexos sobreviven en menor porcentaje y presentan mayor dafio histopatolégico e
infiltrado celular en las muestras de cerebro. En cuanto a la cuantificacion de citocinas,
los ratones mas susceptibles mostraron altos niveles de TNFa e IL-1B en suero
sanguineo, y 6rganos linfoides secundarios. Ademas, cuando se analizaron las
poblaciones de linfocitos T en los nédulos drenantes, los ratones ATG16L1HM
presentaron un menor porcentaje de estas células, sugiriendo que estan siendo
atraidas al sistema nerviosos central. En resumen, la presencia de la proteina
ATG16L1 se asocia con una menor respuesta inflamatoria que permite la

sobrevivencia del hospedero.
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1.1 Abstract

Proteic complexes assambled by autophagy related proteins (ATGs) are the core
machinery during the various stages of the autophagic flux. However, ATG proteins
can also display autophagy-independent features. In particular, ATG proteins have
emerged as relevant modulators in the immune response against pathogens invading
diverse organs. Recent evidence has, for instance, attributed a highly relevant role for
ATG16L1 protein in intestinal infections caused by Salmonella or by uropathogenic
Escherichia coli. However, the involvement of ATG16L1 in neurotropic pathogens is
unknown.

Through an in vivo nasal infection with 6000 trophozoites in hypomorfic mice for
ATG16L1 (ATG16L1MM) it was determinated that ATG16L1™ mice of both sexes
survived in a lower percentage and presented greater histopathological damage and
cellular infiltration in brain samples. Regarding the quantification of cytokines, the most
susceptible mice showed high levels of TNFa and IL-1p in blood serum, and secondary
lymphoid organs. In addition, when the populations of T lymphocytes in the draining
nodules were analyzed, the ATG16L1"™ mice presented a lower percentage of these
cells, suggesting that they are being attracted to the central nervous system. In
summary, the presence of the ATG16L1 protein is associated with a lower inflammatory

response that allows the survival of the host.
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2.- INTRODUCCION

La autofagia es un proceso molecular que lleva a la degradacion y el reciclaje de
proteinas mal plegadas, organulos dafiados, eliminacion de patdgenos y en la
respuesta inflamatoria, todo esto a través de la formacion de un autofagosoma, lo
descrito anteriormente funge como respuesta inmune innata contra diferentes
organismos patdégenos, sin embargo, son escasos los estudios en los que se aborda
la funcion y participacion de las proteinas autofagicas en la eliminacién de patégenos
(xenofagia), en concreto en la proteina ATG16L1.

Los estudios existentes de esta proteina estdn en el contexto de la autoinmunidad,
pero se desconoce como participa en un proceso infeccioso del sistema nervioso

central, por lo que describimos el papel que tiene en la infeccién por Naegleria fowleri.

N. fowleri es una ameba de vida libre que se distribuye mundialmente, se le encuentra
en aguas estéticas en forma de trofozoito y en los sedimentos en forma de quiste, su
importancia radica en su relevancia patolégica ya que causa la Meningoencefalitis
Amebiana Primaria afectando al SNC, esta ameba tiene una tasa de muerte de

alrededor del 97% con un periodo de defuncion de 9-15 dias después de la infeccién.

13



2.1 Autofagia
La homeostasis celular depende de diferentes vias celulares, una de ellas es la
autofagia, esta se define como una via de degradacion en la que la membrana tiene
reordenamientos para englobar patdogenos, moléculas dafiadas o proteinas mal
plegadas, estas son enviadas al lisosoma en donde el material sera degradado.
(Hamaoui, D. y Subtil, A., 2021)
Los genes relacionados a la autofagia se describieron por primera vez en levaduras
durante la década de los 90’, se han encontrado 15 genes basicos necesarios para la
formacién del autofagosoma entre los que se encuentra ATG16 (Xiong, Q., et., al.,
2018).

2.2 Proteina ATG16L1
La proteina ATG16 esté presente en todas las especies eucariotas, esta proteina es
necesaria para la formacién de un conjugado de ATG12 y ATG5 (este conjugado
formara una estructura preautofagosémica), ATG16 se compone de la union a ATG5
seguido de un dominio carboxil terminal y un dominio formado por siete repeticiones

WD40 formando una hélice B (Mizushima, N., et. al., 2003)

ATG5 WIPI2b FIP200
11-28 207-230 230-246

1 Caspase Cleavage 607
296-299

e | eec o] //I WD40

® Sen
&) &

Fig. (1) Representacion de la conformacion de ATG16L1 (Hamaoui, D. y Subtil, A., 2021).

[M1

ATG16L1 posee multiples funciones, es de relevancia en el presente trabajo, debido a
su papel, en la eliminacién de patégenos la cual se denomina xenofagia, por ejemplo,
en la infeccidon por Salmonella typhimurium en donde la V-ATPasa presente en la
membrana lisosomal recluta a ATG16L1 para promover la union de LC3 que es
necesario en la formacibn de membranas autofagosémicas lo que resulta en la

activacion de la autofagia (Huang, J. y Brumell, J. H., 2014).
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2.3 Papel de ATG16L1 en larespuesta inflamatoria

Existe evidencia del papel como molécula moduladora de la inflamacién, en recientes
estudios se ha observado que puede actuar en la regulacion negativa de la inflamacion
a través del reconocimiento de patrones moleculares presentes en lainmunidad innata,
utilizado en la eliminacion de patdgenos mediante el Interferon tipo 1 (IFN-I), pese a
esto existen patégenos que logran escapar de esta repuesta y muchas otras presentes
en la inmunidad. (Mao, J., et. al., 2019)

Al ya haber estudios de los diversos fenbmenos protectores de ATG16L1 en multiples
patologias, se decidid poner a prueba frente a una infeccion con Naegleria fowleri, que

da como resultado una patologia neuroinflamatoria.

Existen diferentes formas para evaluar el papel de la proteina ATG, dentro del
laboratorio contamos con un modelo de ratones hipomoérficos, el cual se distingue por
la disminucion en la expresion de la proteina ATG16L1, estos ratones fueron creados
por Ken Cadwell y colaboradores en 2008, su caracteristica es la produccion de
mutaciones a través de trampas génicas a partir de células madre que contiene estas

mutaciones en el intréon 3’ al exén 6 o al exén 10.

Wl = .
HM 1 ———H—f T Tgeo HH—H-H—H—-HHE- = B a0

Fig. (2) Cambio en los intrones e insercién de la trmapa génica.
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2.4 Naegleria fowleri

Es una ameba de vida libre, perteneciente al super grupo Excavata, Heterolobosia,
Vahlkampfiidae (Adl, S., et. al., 2005). Descrita por primera vez por Fowler y Carter en
1965, al estudiar el caso de un nifio residente en Australia y analizar una biopsia del
tejido cerebral determinaron que de acuerdo con las diferencias encontradas en la
descripcion morfolégica y patoldgica que causaba Acanthamoeba era una nueva
especie y la nombraron como Naegleria fowleri, dentro del género Naegleria existen
47 especies, N. fowleri es la Unica que resulta patdogena para los humanos
(Jonckheere, J., 2011).

Es un ameboflagelado, aerébico que vive en el ambiente en diferentes entornos como
sedimentos y agua de rios y lagos calidos, sin embargo, hoy en dia también se ha
encontrado en charcos, acuarios, canales de riego, estanques, aguas termales,
albercas poco cloradas, spas, fuentes y aguas residuales (Jahangeer et al., 2020).

Es un protozoario termofilico que puede sobrevivir en altas temperaturas de hasta
45°C, se alimenta de levaduras y bacterias gramnegativas como E. coli, Enterobacter
aerogenes o Klebsiella pneumoniae a través de la quimiocinesis, quimiotaxis y la

formacion de amebostomas (tasas de comida).
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2.5 Ciclo de vida de N. fowleri

Se conocen tres diferentes estadios.

Trofozoito: Mide en promedio de 10-25 pum, su membrana celular es de 10 nm de
espesor, tienen un solo ndcleo con un nucleolo prominente, ribosomas libres, reticulo
endoplasmico liso y rugoso, presenta lobopodios en el extremo anterior y tiene
locomocion sinusoidal activa, el extremo posterior conocido como uroide tiene varios
filamentos colgantes. En este estadio se realiza la reproduccion a través de division
celular por promitosis y fisién binaria (Marciano, F., 1988). La figura (3) panel A muestra

una fotografia del trofozoito.

Flagelado: Cuando hay cambios ionicos en el medio o condiciones sin nutrientes el
trofozoito cambia a un estadio de flagelo, siendo una etapa transitoria que en presencia
de agua le permite desplazarse largas distancias en busca de alimento y/o un lugar
propicio para reproducirse, este cambio morfogenético dura entre 30 a 60 minutos,
(Siddiqui, R. et. al., 2016), tiene un tamafo de 10-16 um, la forma que toma es de un
cuerpo alargado en forma de pera, posee un solo nucleo con un nucleolo grande, no
tiene citostoma y comunmente presenta 2 flagelos, aunque puede llegar a tener hasta

cuatro (Marciano, F., 1988). La figura (3) panel B muestra una fotografia del flagelado.

Quiste: Cuando el medio se vuelve desfavorable es debido a que la ameba se somete
a condiciones de estrés como falta de oxigeno, nutrientes, desecacion, cambios de
pH, concentraciones salinas altas y densidad poblacional alta, los trofozoitos cambian
a una forma metabdlicamente inactiva o latente en forma de quiste, esta se considera
como una etapa de resistencia por lo que no se alimenta ni se reproduce, el quiste es
esférico de entre 7-14 um de didmetro, liso y con doble pared con poros, tiene un
ndcleo con un nucleolo prominente y vacuolas citoplasmaticas. Maciver, S., et. al.,
2020; Pifero, J., et. al., 2019; Schuster, F. & Rechthand, E., 1975). La figura (3) panel
C muestra una fotografia del quiste.
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Fig. (3) Imagenes de microscopio 6ptico 1000x de a) Trofozoito, b) Flagelado y c) Quiste (Visvesvara, G. S, et. al.,
2006).

La infeccion con N. fowleri se inicia cuando el parasito ingresa por la via nasal en los
individuos y viajan a través del neuroepitelio olfativo (Siddiqui, R. et. al., 2016), las
amebas se unen a la mucosa nasal y migran por los nervios olfativos, llegando a la
placa cribiforme en donde la cruzan e ingresan al sistema nervioso central penetrando
el espacio subaracnoideo continuando hasta el parénquima cerebral, produciendo la
Meningoencefalitis Amebiana Primaria (MAP), caracterizada por la lisis del tejido e
intensa inflamacion en las leptomeninges debido a la congestion provocada por la lisis
de eritrocitos, infiltrado de neutréfilos, eosinoéfilos, macréfagos y algunos linfocitos
(Martinez, A. J., 1977), todo esto lleva producir hernia cerebelosa y posteriormente la
muerte (Symmers, 1969).

ODPDx Naegleria fowleri
(6]

Amebae migrate to the brain via

the olfactory nerves causing

primary amebic meningoencephalitis
(PAM) in healthy individuals

° Amebae penetrate
the nasal mucosa

Water-related activities
such as swimming

underwater, diving,
or other water sports
can result in water
entering the nose.

brain tissue; flagellated
forms occasionally in CSF

GCYS‘

(1 Trophozoites in CSF and

)

/Q Infective stage
d Diagnostic stage
il o
N CDC
Flagellated form ]

Fig. (4) Ciclo de vida de Naegleria fowleri, imagen tomada del CDC (Centers of Disease Control and Prevention).
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2.6 Epidemiologia de N. f owleri

Se ha reportado una mayor incidencia en nifios y adultos jovenes que practicaron
actividades acudticas dias antes de los primeros sintomas, es una ameba de
distribucion cosmopolita (Schuster, F & Visvesvarab, G., 2004) excepto en la Antartida,
generalmente se observan casos de infeccion durante los meses de verano cuando la
temperatura ambiente es alta.

La mayoria de los casos reportados se han dado en regiones tropicales, zonas
subtropicales e incluso zonas templadas, al 2011 se habian registrado 235 casos de

MAP a nivel mundial.

- B - - . - - - - ~

Fig (5). Mapa que refleja la cantidad de casos de PAM registrados al 2011 (Jonckheere, J., 2011).

En la figura 4 se muestra la distribucion de la enfermedad, se puede observar que
Estados Unidos, Europa y Australia son los paises con un mayor numero de casos
reportados, estos indican que en su mayoria se dieron debido a que las personas se
sumergieron en aguas naturales contaminadas, la segunda razon es debido a nadar

en albercas no tratadas de manera correcta con cloro (Jonckheere, J., 2011).

Un estudio en el 2021 muestra que los casos de infeccion con N. fowleri va en
aumento, ya que al comparar a Estados Unidos siendo el pais con mayor nimero de

casos tuvo un aumento de 45 casos en tan solo 7 afios, esto se muestra en la figura
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(6), es de suma relevancia seguir estudiando al patégeno debido a que el aumento a

nivel mundial es alarmante (Ortolano, S., et. al., 2021).

Number of PAM cases reported

Dem. Republic

Countries

Fig. (6) Casos de N. fowleri documentados por pais hasta el 2018. (Ortolano, S., et. al., 2021)

Hay 8 diferentes genotipos de N. fowleri, cada uno se distribuye de manera desigual
en los continentes, en Estados Unidos y México se presentan 3 genotipos que

pertenecen a 36 cepas.

2.7 Meningoencefalitis Amebiana Primaria (MAP)
La meningoencefalitis amebiana primaria es una enfermedad que se desencadena 3
dias después de la infeccion con N. fowleri (Maciver, S., et. al., 2020; Pifiero, J., et. al.,
2019), se desarrolla en pacientes inmunocompetentes.
Se caracteriza por una aparicién pronta y progresion rapida. Los signos que presentan
las personas infectadas incluyen fiebre (38.5-41°), vémito, caquexia, fotofobia y signos
de irritacion meningea como rigidez en el cuello con signos de Kerning y Brudzinski

positivos, letargo y confusién (Visvesvara, G. S., et. al., 2006), ademéas hay
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afectaciones en los bulbos olfatorios que provocan alteraciones en el sentido del olfato
y/o del gusto (Visvesvara, G., 2013).

Los sintomas que refieren los pacientes son confusion, irritabilidad, cefalea bifrontal o
bitemporal y nauseas, se desarrollan durante 5-7 post-infeccion, ademas los pacientes
pueden presentar convulsiones como consecuencia del aumento de la presion
intracraneal, coma y posiblemente un paro cardio respiratorio y edema pulmonar
(Martinez, 1985; Siddiqui, R. et. al., 2016).

A pesar de la gravedad de la enfermedad, es escasa la informacion acerca de su
fisiopatologia, estudios pioneros reportaron que los hemisferios cerebrales cambian
anatOmicamente ya que estan blandos, hinchados y edematosos, las leptomeninges
(aracnoides y piamadre) se observan opacas y congestionadas, ademas presentan un
exudado entre los surcos, en la base del cerebro y el cerebelo. A raiz de la observacion
del dafio encontrado en el sitio de infeccién también se describieron los bulbos
olfatorios, aqui se ha observado necrosis hemorragica y exudado, a su vez se han
encontrado hemorragias en otro sitios como en la base y alrededor de los I6bulos
orbitofrontal y temporal, hipotalamo, mesencéfalo, el bulbo raquideo, la porcion
superior de la médula espinal y el espacio subaracnoideo sobre los hemisferios
(Visvesvara, G. S., et. al., 2006) .

Debido a la rapida progresion es dificil su diagnéstico, en general este se hace post
mortem, mediante un analisis microscopico del Liquido Cefalorraquideo (LCR) con el
objetivo de buscar la presencia de las amebas, ademas de un analisis microscépico
de una muestra de cerebro en donde buscan exudados inflamatorios con presencia de
poliformonucleares, eosindfilos, algunos macréfagos vy linfocitos, sin embargo, no han
sido suficientes para eliminar a la ameba, también se ha observado desmielinizacién
focal en la sustancia blanca del cerebro y la médula espinal (Chang, S., 1979), por lo
gue hay una cantidad minima de personas que han sobrevivido a esta letal patologia.
El principal método de diagndstico utilizado es una amplia historia clinica, que
posteriormente se confirma con un examen microscopico de LCR, si el diagnostico se
comprueba el principal tratamiento se basa en la administracién del antimicético
Anfotericina B (AmB), la administracion de este farmaco provoca cambios en la

membrana de las amebas, decremento en el nimero de amebostomas, ausencia en
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la formacién de pseudopodos y anormalidades mitocondriales (Schuster, F. &

Rechthand, E., 1975), aunado a este farmaco se utilizan Miconazol IV y Rifampicina.

2.8 Formas de infeccion de N. fowleri
Aun se desconoce una terapia para esta infeccibn sin embargo se han descrito
diversos mecanismos que podrian usarse como blanco terapéutico.
Entre estos se encuentran los dos mecanismos dependientes de contacto, el primero
es la adhesion, capacidad que posee N. fowleri para adherirse a la mucosa nasal, para
esto es importante la respuesta quimiotactica a los componentes de las células
nerviosas (Cline, M., et. al., 1986; Han, K., et. al., 2004), el segundo mecanismo es la
trogocitosis, este proceso implica que una parte de la célula objetivo sea absorbida por
los amebostomas (John, D., et. al., 1985), este proceso depende de la polimerizacion
de actina G monomérica en actina F filamentosa (Shin, H., et. al., 2005).
En los mecanismos dependientes del contacto el primero es la produccién de proteinas
conocidas como Naeglerioporinas A y B que son similares a la perforina que lisa las
células diana, estas Naeglerioporinas actian en la formacion de poros en las
membranas (Herbst, R., et. al., 2002 & Herbst, R., et. al., 2004).
Entre los factores dependientes e independientes de contacto esta el factor citolitico
que provoca la destruccion de las membranas celulares (Young, D. & Lowrey, D.,
1989).
El primer mecanismo descrito sobre la patogenicidad de esta ameba fue la liberacion
de enzimas fosfolipasas A, A2, By C, por Cursons, et. al. en 1978 ademas de actividad
de esfingomielinasas, neuroamidasas, elastasas y enzimas proteoliticas, que facilitan
la destruccion de células de cultivo tisular, a través del dafio a la membrana rica en
lipidos de las células huésped y la desmielinizacién del tejido nervioso (Hysmith, R. &
Franson, R., 1982).
Otro factor descrito es la presencia de una proteina citopatica dentro de las amebas,
que desencadena la via de apoptosis en células de cultivo de tejidos susceptibles,
ademas de una alta actividad fagocitica (Schuster, F & Visvesvarab, G., 2004).
Por altimo, existen otros mecanismos usados por la ameba para tener una exitosa

infeccion como lo son el cambio fenotipico, su morfologia, la ubiquitinacion, la
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tolerancia fisioldgica al medio, la produccion de biofilms, quimiotaxia, resistencia a los
farmacos, evasion de la respuesta inmune y el factor huésped (Siddiqui, R. et. al.,

2016).
Adhesion

Contact-dependent
[ mechanisms

Phagocytosis / amoebastomes

Direct virulence <

factors Membrane-associated cytolytic protein
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Hydrolytic enzymes
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Fig (7). Esquema que resume los mecanismos dependientes e independientes del contacto que fungen en la

patogénesis de la infeccion con N. fowleri (Siddiqui, R. et. al., 2016).

2.9 Respuestainmune en la MAP

Aln no se han determinado todos los mecanismos que utiliza el sistema inmune para
poder superar el desafio contra esta ameba, son pocas las descripciones existentes,
al inicio de la infeccién se induce la activacion de las defensas innatas, hay secrecion
de mucinas como MUCS5AC para atrapar a estas amebas, también se produce
interleucina 8 e 1 beta en las células epiteliales respiratorias a través de la produccion
de ROS (especies reactivas de oxigeno) (Cervantes, I., et. al., 2009), a pesar de ser
una reaccion protectora, se ha demostrado que N. fowleri induce ROS, provocando
necroptosis en células T Jurkat (Song, K., et. al., 2011).

No obstante, de que las mucinas logran inhibir la unién de N. fowleri al epitelio, algunos

trofozoito consiguen penetrar, esto provoca la induccidon de una reaccion inflamatoria
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en la que se observan eosindfilos y neutréfilos, con el paso de los dias la reaccién
inflamatoria aumenta y lo que en un inicio era una ventaja del cuerpo humano se
convierte en una respuesta dafina, resultando en lisis celular y dafio tisular del SNC
(Rojas, S., et. al., 2004 & Cervantes, S., et. al., 2008).

Aun siendo una enfermedad de rapida progresion se logré recolectar sueros de
pacientes infectados con N. fowleri, en los cuales se ha encontrado que existe un titulo
de 1:20 anticuerpos especificos contra esta ameba, a su vez encontraron que la IgM
es la principal clase de anticuerpo generado, aun no se determina si poseen una
actividad protectora, sin embargo se ha registrado que se producen anticuerpos slgA,
que han sido capaces de inhibir la union de la ameba a las células, pero las amebas
pueden erradicar el complejo antigeno-anticuerpo a través de la endocitosis (Ferrante,
A. & Thong, H., 1979).

Pese a las barreras y mecanismos inmunolégicos que se han descrito, esta ameba
posee adaptaciones que le permiten evadir al sistema inmune tales como, actividad
mucinolitica, es decir las amebas evaden la mucosidad generada en la respuesta
innata al degradar a las mucinas a través de proteasas (Cervantes, S., et. al., 2008).
Los resultados de Im, K., et. al. en 1978 mostraron que durante la infeccion existe una
reduccion de la transformacion linfoblastica inducida por mitégeno de células B, esto
lleva a sugerir que hay una supresion de la inmunidad mediada por células durante
esta infeccion, sumado a, N. fowleri puede evitar la lisis mediada por el complemento
por las proteinas presentes en su superficie formando vesiculas en la membrana en la
que el complejo de ataque de la membrana litica (MAC) se elimina de la superficie de
la ameba.

Para eliminar la MAC las amebas deben de reconocer la formacion de los
componentes terminales del complemento (C5b y C9) en la superficie de las células lo
gue desencadenara las cascadas de sefializacion y asi se agregan los complejos a
regiones de la membrana plasmatica y liberarlos en las vesiculas de la membrana
(Chu, T., et. al., 2005), se ha propuesto como un papel protector a las amebas contra
las proteinas propias del sistema para formar poros (Fritzinger, A. E. & Marciano, F.,

2004; Fritzinger, et. al., 2006), cuando las amebas son expuestas a suero sanguineo
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se ha observado que hay activacion de proteinas cinasas como serina, treonina y/o
tirosina quinasas, que se encuentran implicadas en la resistencia al complemento ya
que al bloguearlas hace que N. fowleri sea susceptible a la lisis mediada por el
complemento (Chu, et. al., 2000).

Otro mecanismo descrito es la eliminacion de anticuerpos de su superficie mediante la
endocitosis (Ferrante, A. & Thong, H., 1979).
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Fig. (8) Esquema que representa la forma de infeccién de N. fowleri en las diferentes zonas (Pifiero, J., et. al.,
2019).
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3.- Participacion de ATG16L1 en neuroinflamacion

Las patologias en donde se ha tomado en cuenta el papel de ATG16L1 son pocas, un
estudio de relevancia mostré6 que la autofagia esta relacionada a los trastornos
neurodegenerativos con frecuencia, esto debido a que durante estas enfermedades
hay fallas en la autofagia a lo largo de la via contribuyendo a la severidad, por ejemplo,
en la enfermedad de Parkinson la autofagia se interrumpe en las neuronas afectadas,
en la enfermedad de Huntington si se forman los autofagosomas pero a una velocidad
mas lenta de lo normal, esto parece ser debido a que los fagosomas parecen estar

desprovistos de cargas (Nixon, R. A., 2013).

Otra enfermedad en donde se ha estudiado es la esclerosis multiple (EM), la cual per
se es una patologia desmielinizante pero que se asocia a la desregulacion de procesos
autofagicos, se ha observado que en suero de pacientes con esclerosis autoinmune
(EAE) se reducen los niveles de ATG16L2, una isoforma de ATG16L1, se inhibe la
formacion del complejo ATG12-ATG5-ATG16L1, al estudiar esta patologia en un
modelo experimental de esclerosis autoinmune (EAE) se observé que al inmunizar con
el péptido de la glicoproteina de oligodendrocitos de mielina los transcritos de ATG5 y
de su proteina en sangre se correlacionan positivamente con la gravedad de la EAE
(Yang, G. & Kaer, L., 2021).

En un estudio donde se utiliza al virus de la Influenza A gque para su eliminacion se es
necesaria la maquinaria de los lisosomas se observé que la pérdida de la autofagia
hace que los ratones sean mas sensibles ante el virus aunque tenga una baja
patogenicidad, lo que provoca en el huésped murino desregulacion de citocinas y una
alta mortalidad, el estudio demostrdé que la infeccién se controlaba en las barreras
epiteliales donde la autofagia actia como un medio para ralentizar la unién del virus

con los endosomas (Wang., et. al., 2021).
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4.- JUSTIFICACION

Son escasos los estudios que abordan la participacion de la proteina ATG16L1 en la
respuesta inmune durante procesos de neuro-inflamacion. Los reportes existentes
estudian ATG16L1 en el contexto de autoinmunidad en la Encefalitis Autoinmune
experimental (EAE), sin embargo, se desconoce coOmo es que esta proteina participa
durante un proceso infeccioso del SNC, por lo tanto su importancia radica en conocer
su papel en inflamacion para posteriormente saber si puede ser usado como blanco

terapéutico para evitar la gravedad de esta enfermedad.

5.- HIPOTESIS
La MAP al ser una patologia que genera un proceso de neuro-inflamacion, los
individuos que no expresan de manera normal la proteina ATG16L1 (ATG16L1™M)

seran mas susceptibles a la infeccién con N. fowleri.

6.- OBJETIVOS
6.1 Objetivo general
Comparar el curso de la infeccion con trofozoitos de N. fowleri entre ratones silvestres
(WT) y ratones hipomorficos para la proteina ATG16L1 (ATG16L1HM),
6.20bjetivos particulares
»= Comparar la sobrevida entre ratones WT y ATG16L1"™-
= Determinar si los ratones hembra o macho son mas susceptibles a la infeccion
con N. fowleri.
= Comparar el dafio macroscoépico del cerebro y ojos durante la infeccién con N.
fowleri.
= Cuantificar el nivel de las citocinas inflamatorias innatas (IL-18 y TNFa) y de tipo
Th2 (IL-4 e IL-13) en sangre asi como presentes en sobrenadante de cultivo de
organos linfoides secundarios (bazo y ganglio submandibular) al término de la
infeccion con N. fowleri.
= Analizar las poblaciones celulares (linfocitos y neutréfilos) presentes en bazo y

ganglio submandibular al término de la infeccién con N. fowleri.
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7.- MATERIAL Y METODOS

7.1 Animales de experimentacion

Se utilizaron ratones macho y hembra silvestres (WT) y ratones hipomorficos de la
proteina ATG16L1 (ATG16L1"M) de ambos sexos con fondo genético C57BL/6, de 4-
5 semanas de edad. Ambas colonias se mantienen en el bioterio de la FES lztacala,
cada grupo experimental contenia 4 animales, se mantuvieron en cajas de
policarbonato con jaulas de acero inoxidable y los ratones no tuvieron restriccion de
agua o comida, el manejo de los animales de experimentacion se realizé de acuerdo
con los lineamientos de la NOM-062-Z-1999.

7.2 Genotipo

Para mantener el control de las colonias de ratones, se realiz6 un analisis de PCR para
confirmar el genotipo. Se cort6 un fragmento de la cola de cada raton
(aproximadamente 0.5 cm de largo) se colocaron en tubos eppendorf que contenian
500 pL de buffer de lisis mas 4 pL de proteinasa K (Invitrogen™), las muestras se
incubaron a 56° durante toda la noche para realizar la extraccion de ADN, con un
volumen final de 30 pL en agua estéril.

Una vez obtenido el DNA se realizé la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)
con un volumen final de 25 pL, esta reaccién permite verificar la presencia de los alelos,
se utilizé una sonda TagMan®, master mix (AMPLIQON) y los primers descritos en la
figura 9. Las muestras se amplificaron en un termociclador CFX96 BIORAD de acuerdo

con las condiciones recomendadas por el fabricante.

Gen Secuencia del primer (5’----3’)
ATG16 F TGG CTG GAG TGC GAT CTTCC
ATG16 R CAG ACG GCAAACGACTGT CCT

ATG6L1 hml1 R CACCTG GTTACATTG GCAAACA
ATG16L1 hml F CAG GAT CCTTCT GCACACATTT

Fig. (9). Primers que se utilizaron en la PCR para ampliar los genes especificados.
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Para observar las bandas se utilizé un gel de agarosa al 0.7% tefiido con 0.3 pL de
bromuro de Etidio, posteriormente se realizé una electroforesis a 100 Volts por 20 min.,
por cada pozo se utilizaron 6 pL de muestra, las bandas fueron capturadas en un
fotodocumentador y el sistema Gel Doc™ Ez imaginer (BIO-RAD) mediante el

programa Image Lab™

En el gel se observo la banda correspondiente a los ratones WT fragmento de 625 pb
y para confirmar el genotipo de los ratones Hipomoérficos ATG16L1, el fragmento

amplificado es de 330 pb.

7.3 Infeccion con N. fowleri

Los ratones fueron anestesiados en una camara de éter al 5% y posteriormente se
colocaron en posicion dorsal para infectarlos con 6x102 trofozoitos de N. fowleri de la
cepa de referencia ATCC 30,808 via nasal, los trofozoitos de N. fowleri fueron
obtenidos de un cultivo axenico previo mantenido en la escuela superior de medicina
(ESM) del Instituto Politécnico Nacional.

Durante el periodo de experimentacion se registro el peso de los animales diariamente
a la misma hora durante 15 dias y se registro durante el proceso de infeccion los signos
tales como pilo ereccion, contraccion de extremidades, caquexia, manifestaciones
oculares y baja movilidad.

Se monitoreo la tasa de mortalidad y supervivencia de los organismos de

experimentacion.
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7.4 Andlisis Histoldgico

En los dias de sacrificio se recuperoé el cerebro y se peso, se tomaron fotografias y se
registraron signos de posibles lesiones, posteriormente se fijaron con formol al 4%
durante 24 hrs., posteriormente se realizé la deshidratacion del tejido en barfios
sucesivos en soluciones de concentraciones crecientes de alcohol etilico, seguido a
una actividad aclaradora o de diafanizacion con xilol, lo anterior se realiz6 para llevar
a la inclusion en parafina durante 48 hrs.,

De la misma forma se recuperaron los ojos, se tomaron fotografias al observarlos al
microscopio Optico y se registraron las posibles lesiones, posteriormente estos fueron
fijados con fijador de Zinc, siguiente a esto se realizé la deshidratacion en bafios
sucesivos en soluciones de concentraciones crecientes de alcohol etilico, seguido a
una actividad de diafanizacion con butanol, esto con la finalidad de llevarlo a la
inclusion en parafina durante 48 hrs.

Pasado este tiempo se realizé la inclusion de las muestras en cubos de parafina,
cuando se obtuvieron las muestras incluidas se realizaron cortes de 5ym en micrétomo
KD-2258, posteriormente se realizo la tincion con técnica histolégica Hematoxilina y
Eosina (H&E), las muestras fueron montadas con resina en portaobjetos esmerilados.
Los cortes histologicos se observaron en microscopio 6ptico en los aumentos de 10x

para determinar los cambios histologicos en los diferentes grupos experimentales.

7.5 Obtencion de muestras de suero
Para analizar los niveles de citocinas en suero de ratones se les extrajo sangre de la
vena caudal a los 0, 5, 10 y 15 dias post infeccion, para obtener el suero se utilizaron
tubos eppendorf, posterior a la toma de muestra se centrifugaron a 10000 rpm por 10
min, el suero obtenido se congel6 a -20°C, al mismo tiempo que se obtenia la muestra
de sangre se realiz6 un hematocrito en tubos capilares, colocando EDTA como
anticoagulante, llenandolo al 75% de su capacidad y dejando que se realizara la
separacion de glébulos rojos y el plasma, después de 24 horas se midio el tubo capilar

y posteriormente cuantificar el contenido celular.
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7.6 Cultivo de células totales de n6édulos submandibulares

Los dias de sacrificio se recuperaron los ganglios submandibulares, estos fueron
colocados en 1 ml de medio de cultivo RPMI enriquecido con suero fetal bovino (SFB)
al 10%, posteriormente se maceraron con la ayuda de un émbolo de jeringa de 5 mL
en un filtro celular con poro de 70 um, posteriormente se tomé de nuevo el mililitro
completo para centrifugarlo por 6 minutos a 3500 rpm., las muestras se decantaron y
resuspendieron en 1 mL de medio, de este se tomaron 10 uL y se depositaron en una
camara de Neubauer para realizar un conteo celular, las muestras se contaron en un
microscopio éptico y se ajustaron a una densidad de 3x10° células/mL.

Las células se cultivaron en placas de 24 pozos y se estimularon con Concanavalina
A, por 48 horas a 37°C y 5% CO2, pasado este tiempo se recupero el sobrenadante y
se coloco en tubos eppendorf para centrifugarlo por 5 minutos a 3000 rpm. después
se tomo el sobrenadante y se coloc6 en tubos nuevos para ser almacenado a -20°C

para posteriormente cuantificar las citocinas por medio de la técnica Elisa.

7.7 ELISA
Se realizé la técnica ELISA sandwich para cuantificar las citocinas IL-4, IL-13, IL-1B y
TNFa en sobrenadantes de cultivo de nédulos y suero sanguineo.
La técnica se realizd en 3 fases, en la primera fase se realiz6 la sensibilizaciéon de una
placa de 96 pozos (Costar), las placas fueron cubiertas con 100 uL/pozo de solucion
compuesta de 100 pL de anticuerpos de captura diluidos en 10 mL de PBS con una

pipeta multicanal (Gilson), se incub6 durante 24 hrs. a 4°C.

En la segunda fase la placa fue lavada (PBS/0.5% de Tween 20), posteriormente se
colocaron 300uL/ pozo de solucion de bloqueo (PBS/ BSA 1%) para evitar pegado
inespecifico, se incubd por 2 hrs. a t° ambiente. Pasado este tiempo se realizaron 3
lavados y se coloc6 25 uL/pozo de suero y 50 uL/pozo de cultivo, para poder extrapolar
los valores de densidad Optica se realizé una curva patron con la citocina recombinante
murina, ésta se inicid con una concentracion de 10,000 pg posteriormente se dejo

incubando durante 24 hrs. a 4°C.
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La tercera fase correspondié al revelado de la placa, después de las 24 hrs. de
incubacion se hicieron 3 lavados, ya seca la placa se colocaron 100 pL/pozo de
anticuerpo acoplado a biotina (1pg/mL), se incub6 por 2 hrs. a t° ambiente, terminado
este tiempo la placa se lavo 3 veces.

Durante este tiempo se preparé una dilucidon de 1:5000 de enzima streptoavidin
peroxidasa en la solucién de bloqueo, esto se llevé a un volumen final de 10 mL, de
esta solucién se colocaron 100 uL/pozo y se dejaron incubar por 45 minutos a t°
ambiente, por ultimo, se lavo la placa 6 veces y se colocaron 100 pL/pozo de H20: al
3% en 11 mL de ABTS. Las placas fueron leidas con una longitud de onda 405 nm en

lector de placas (EPOCH) y los valores son presentados como pg/mL.

7.8 Citometria de flujo

La técnica se realizé con las muestras que se obtuvieron anteriormente para el cultivo
de bazo y ganglios, estas muestras fueron ajustadas a 1x108y 0.5x10° células/mL
respectivamente.

Las muestras fueron centrifugadas 5 min x 3500 rpm, el sobrenadante se decanté y se
coloco en cada muestra 300 pl de Buffer de FACS, se bloque6 cada muestra con 10
uL de Suero Fetal Bovino, posteriormente, se colocaron los anticuerpos acoplados a
fluorocromos especificos Tonbo Bioscience y Biolegend (FITC-CD3), (NK1.1-APC),
(CD8-BV605), (CD4-PerCP), (Ly6G-PE), (F480-PECy7), (Ghost Die- Viol450), las
muestras fueron incubadas por 45 min.

Terminado el tiempo de incubacién las muestras se centrifugaron 5 min x 3500 rpm,
se decantaron y se coloc6 buffer de FACS y paraformaldehido al 4% para fijar las
muestras y posteriormente puedan ser analizadas en el citbmetro de Flujo (Attune, life

technologies).

7.9 Analisis Estadistico
Los graficos y datos se presentardn como promedio + error estandar utilizando el
software Prism 9 (GraphPad Software INC) y se utilizé la prueba de t no pareada para
determinar las diferencias entre grupos. Las curvas de sobrevida se realizaron con la

prueba de Mantel Cox.
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8.- RESULTADOS

8.1 Gel de Agarosa de PCR.
Para confirmar el genotipo de los grupos experimentales, se realizé la técnica PCR. La
siguiente imagen fue obtenida del gel mediante visualizacion en un transiluminador de
luz UV. Se pueden observar las bandas de genes de los ratones WT y ATG16L1HM,
con esto se confirma el fondo genético de ambas cepas. Para los ratones WT se
observa una banda de 625 pb mientras que los ratones ATG16L1"™™ se observa un

fragmento de 330 pb.

625 pb
330 pb

v

WT ATG16L1™

Fig. (10). Gel representativo, en donde se muestra la confirmacion de genotipo de ambas cepas, gel de agarosa

observado con luz UV.



8.2 Los ratones ATG16L1"M son mas susceptibles a la infeccién con N.
fowleri
A) B)

Hembras Machos

100 O WT 100
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Fig. (11) Gréficas representativas de la supervivencia, se muestra la mortalidad de hembras (A) WT y ATG16L1"M
infectados con N. fowleri. Las curvas fueron analizadas con el método Mantel Cox aceptando una p>0.05, por lo

que se considera que en ambos grupos experimentales no hubo diferencias significativas entre ambos grupos.

Las curvas de supervivencia mostradas de ambos grupos de ratones son mostradas
en la figura 11, en donde se muestra que los ratones hembra WT tuvieron una
mortalidad del 25% (n=4) al dia 8, mientras que los ratones ATG16L1"M tuvieron una
mortalidad temprana del 20% (n=>5) al dia 7, la tasa de mortalidad tardia de los ratones
WT fue del 50% al dia 15, mientras que la de los ratones hipomoérficos fue del 80% al
dia 15, por lo que se puede observar que los ratones que no pueden expresar de
manera normal esta proteina son mas susceptibles ante la infeccion con N. fowleri.
Este mismo analisis en machos revel6 que los ratones WT tuvieron una mortalidad del
25% (n=4) al dia 7, mientras que los ratones ATG16L1"M tuvieron una mayor
mortalidad del 75% (n=4) al dia 10, la tasa de mortalidad de los ratones WT fue del
50% al dia 12, mientras que los ratones hipomorficos fue del 100% al dia 11, por lo
que se puede observar que los ratones hipomorficos son mas susceptibles ante la
infeccion con N. fowleri.

En conjunto estas observaciones, nos muestran que al comparar entre machos y
hembras el porcentaje de supervivencia es mayor en las hembras, estos datos
sugieren que los machos tienen mayor susceptibilidad ante este patogeno, la cual se

exacerba en ratones ATG16L1HM,
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8.3 Monitoreo del peso

Como anteriormente se refirid, durante las 3 repeticiones experimentales de infeccion
in vivo, se registro el peso de los ratones diariamente por la mafiana a la misma hora.
En la figura 12 A y B se muestra el porcentaje del peso inicial (1 dia antes de la
infeccion) contra el aumento y la pérdida de este entre ambos grupos experimentales.
En ambos grupos experimentales tanto hembras como machos se observo que a partir
del dia 5 inici6 la pérdida de peso, siendo el dia 8 el de mayor pérdida de peso, los
datos mostraron que en los grupos de ratones hembra WT disminuyeron en un 30%,
mientras que en los ATG16L1" hubo una disminucién de hasta el 25% con respecto
al peso inicial, en los grupos de ratones macho WT hubo una disminucién de hasta el
20% en comparacion con los ratones ATG16L1"M que tuvieron una disminucion de
hasta el 30% del peso inicial.

Como se puede observar la pérdida peso fue mayor en los grupos hipomarficos, lo que
nos sugiere que hay mayor dafio debido probablemente a la regulacion negativa por

parte de la proteina ATG16L1™ en la respuesta inflamatoria en los individuos de
experimentacion .

Hembras Machos
120- O WT & ATG16L1™M 120- O WT & ATG16L1™
1104 _ 1104
S ]
g 100¢ 5 1001
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80- 80
70 T T T T T T T 70 T T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14 0 2 4 6 8 10 12 14 16
Dias post infeccién Dias post infeccion

Fig. (12). Gréficas representativas del porcentaje del peso en los diferentes grupos experimentales, hembras (A) y
machos (B) WT y ATG16L1"M, durante el proceso de infeccién con N. fowleri. (n=4 por grupo experimental en cada
repeticion).
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8.4 Analisis macroscopicos
8.4.1 Signos observables de lainfeccion

Como parte de los objetivos era necesario monitorear la progresion de la enfermedad
incluyendo signos asociados a la infecciéon con N. fowleri. Durante las repeticiones
experimentales que se realizaron me percaté que los ratones tenian una secrecion
blanquecina en el o0jo, de origen desconocido, por lo tanto, se optd por realizar un

estudio prospectivo.

Fig. (13) Fotografias representativas de los signos presentes después de 5 dias post infeccion.
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La figura 13 muestra imagenes representativas de diferentes signos de infeccion, en
la fotografia A se observan signos descritos en la literatura como piloereccion,
retraccion de patas delanteras, encorvamiento de la espalda y letargo compatible con
el desarrollo de caquexia, la fotografia B muestra la opacidad del ojo izquierdo de un
ratén, para confirmar la presencia de lesiones corneales, se tifid la superficie ocular
con fluoresceina y con ayuda de una lampara de azul de cobalto se observo y
document6 la presencia de Ulceras o puntilleo en la cérnea, acompafiado de
desepitelizacién, esta condicion fue observada ratones macho WT.

En la fotografia C se observa la presencia de secrecion en el lagrimal de los ratones,
cabe mencionar que este signo no habia sido descrito por otros grupos de
investigacion; en la fotografia D se muestra la presencia de esta secrecion de manera
abundante distribuida en la superficie ocular con apariencia lechosa, esto impedia que
los ratones lograran abrir los 0jos, la presencia de esta secrecion fue en todos los
grupos experimentales, pero en mayor nimero de veces en los ratones ATG16L1HM

hembras y machos.
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8.4.1.1Presencia de esplenomegalia

WT ATG16L1™M

Hembras ' . . ‘
Machos ’ . '

Fig. (14) Fotografias representativas de bazo recolectado a los 15 dias post-infeccion de ratones hembra y macho
WT y ATG16L1"M,

En la figura 14 se muestra el bazo de ratones hembra y macho obtenidos el dia del
sacrificio, es destacable la esplenomegalia que presentan los ratones WT, a pesar de
esto la coloracién es normal sin embargo los ratones ATG16L1"M presentan ya sea un
aumento en la tonalidad rojiza o una disminucion en la tonalidad, caracteristica que fue
mas destacable en varios organismos, en los ratones macho también se denota la
esplenomegalia en ratones WT, que no se observa en ratones ATG16L1 "M a su vez

en estos ratones se muestra la misma caracteristica de aumento o falta de coloracion.
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8.4.1.2 La infeccion con N. fowleri caus6 dafo en
diversos 6rganos

WT ATG16L1™M

Hembras ‘ ‘\

o ‘ | ’

Fig. (15) Fotografias representativas de higado recolectado a los 15 dias post infeccion de ratones hembra y macho
WT y ATG16L1HM,

En la figura 15 se muestra el higado de ratones hembra y macho al dia del sacrificio,
es importante destacar que en ratones ATG16L1"M tanto machos como hembras hay
una tonalidad mas clara que los ratones WT, esto aun no se ha determinado, pero se

atribuye a una tormenta de citocinas.
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8.4.1.3 Los ratones ATG16L1"™ presentan mayor dafio

en colon

WT ATG16L1HM

Hembras i
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o

Machos
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Fig. (16) Fotografias representativas de colon recolectado a los 15 dias post infeccién de ratones hembra y macho

WT y ATG16L1HM graficar longitud y peso del colon

En la figura 16 se muestra el colon de ratones hembra y macho el dia del sacrificio,
entre ratones hembra WT y ATG16L1"™ en se puede observar la presencia de
diferencias morfolégicas importantes. Los ratones ATG16L1"M presentan mayor dafio
en el ciego. En ratones macho WT el colon se ve de mayor tamafio en comparacion
con las hembras y a su vez los ratones ATG16L1"M presentan una mayor longitud y

una coloracién mas oscura.
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8.4.2 Lesiones en cerebro

Fig. (17) Fotografias representativas del cerebro obtenidos de ratones WT & ATG16L1"™ con y sin infeccion, es
evidente la pérdida significativa de la arquitectura del tejido en animales infectados. Son visibles multiples lesiones

en las meninges, ademas de la presencia de hemoragias.

En la figura 17 se muestran imagenes representativas del cerebro extraido de ratones
WT y ATG16L1"™™ sanos contra ratones WT y ATG16L1"M infectados con N. fowleri,
en ambos grupos se observa la pérdida de los surcos caracteristicos de la masa
encefalica, ademas de mdltiples laceraciones e incluso hemorragias en Iéulo frontal y
parietal. Otro elemento de importancia es la pérdida de firmeza del tejido cerebral, esto
fue observado y registrado en todos los grupos experimentales pero en mayor medida

en los ratones macho ATG16L1HM,
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8.4.2.1 Peso cerebral
A) B)
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Fig. (18) Graficas representativas del peso en gramos del cerebro de ratones hembra (A) y macho (B) WT y
ATG16L1"M,

Se peso el cerebro para determinar si la infeccion con N. fowleri causa pérdida de
masa encefélica, en la grafica 18 A perteneciente a ratones hembra se observa que
ambos grupos poseen pesos similares de 0.4 gramos, sin embargo, en el grupo de
los ATG16L1"uno de los ratones poseia un peso menor de 0.35 gramos, esto fue
asociado a la gravedad de los sintomas que presentaba ya que el raton tenia casi
nula movilidad y un alto dafio en la anatomia cerebral, a su vez en la grafica 18 B
perteneciente a los ratones macho el grupo WT presenta un peso de 0.4 gramos
mientras que los ratones ATG16L1"Mtienen un peso de 0.5 gramos, sin embargo
2 ratones mostraron una disminuciéon de 0.05 gramos, de nuevo esto esta asociado

a la gravedad de sintomas en los ratones.
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8.4.3 Lesiones en el globo ocular

Fig. (19) Iméagenes representativas de los cambios macroscdpicos tras la infeccién con N. fowleri. Signos oculares

como lesiones en el globo ocular.

La figura 19 presenta un panel de fotografias tomadas con el microscépio
estereoscopico, en estas se muestra a los ratones macho WT y ATG16L1"Minfectados
con N. fowleri, son imagenes representativas del dafio que se observé durante el
tiempo post infeccion en vista lateral y posterior del globo ocular.

En ambos grupos se observan lesiones mostradas en el recuadro amarillo, pero en los
ratones ATG16L1" éstan presentes en mayor cantidad y mas visibles, ain no se
determina el papel que juega N. fowleri en estas lesiones oculares pero de acuerdo a

la literatura éstas lesiones pueden ser cercanas a venas vorticosas.
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8.4.3.1 Longitud axial del globo ocular
A) B)

Hembras Machos
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Fig. (20) Graficas representativas de la longitud axial del globo ocular de ratones hembra y macho WT y
ATGI16L1HM,

Para continuar el estudio prospectivo y saber si habia dafios anatomicos posteriores a
la infeccion con N. fowleri se midié la longitud axial del ojo derecho, se presentan
gréaficas representativas de esto, la figura 20 A correspondiente a las hembras muestra
que el tamafio del globo ocular es menor en los ratones ATG16L1"M, en la gréafica B
se observa un mayor tamafo del globo ocular en comparacion con las hembras pero
entre los ratones macho WT y ATG16L1"M los ratones hipomorficos presentan una
disminucién en el tamafio en varios organismos, esto confirma que los ratones

ATG16L1HM tienen mas dafio tisular en diferentes érganos.
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8.5 Analisis microscopicos
8.5.1 Cambios histopatoldgicos en cerebro

Como parte de los objetivos se determiné el dafio histopatolégico en cerebro resultante

de la infeccién con N. fowleri a través de cortes histologicos tefiidos con H&E.

WT + N.£. ATG16L1 +N.f.
Hembras
C
Machos

Fig. (21) Imagenes representativas de cortes histologicos del I6bulo frontal del cerebro, vistos al microscopio a 10X.

En la figura 21 se observan distintas imagenes representativas de cortes histolégicos
de cerebro de los 4 grupos experimentales, en el panel A perteneciente a una hembra
WT podemos observar espacios que sugieren perdida del parénquima, al compararlo
con el panel B que pertenece a un raton hembra ATG16L1"™ se observa una mayor

cantidad de nucleos que sugieren un mayor infiltrado celular.
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Si se observa el panel C perteneciente a un raton macho WT se puede distinguir una
mayor cantidad de nucleos de mayor tamafio pero al observar el panel D que es de un
macho ATG16L1"™ es evidente la presencia de mudltiples lesiones resaltadas en
amarillo, dichas lesiones son compatibles con hemorragias presentes en Iébulo frontal
y una parte del I6bulo parietal como se observa en las fotos de la figura 17, ademas

se observa una mayor cantidad de células presentes en el tejido cerebral.
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8.6 Hematocrito

Como parte del seguimiento decidimos realizar un hematocrito, para saber cual es el

porcentaje de células presentes en muestras de sangre total.
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Fig. (22) Graficas representativas del hematocrito realizado cada 5 dias post infeccion.

En la figura 22 A correspondiente a las hembras podemos observar que en la toma
control ya habia una disminucién de los glébulos rojos en los ratones ATG16L1"M, al
dia 5 post infeccién hubo un aumento del paquete celular en ambos grupos, al dia 10
post infeccion bajo en un 10% en los ratones WT pero en los ATG16L1"™ hubo una
disminucién del 40%, lo que indica una disminucion en la respuesta celular, por ultimo
al dia 15 post infeccién observamos un aumento del 10% del paquete celular en los
ratones WT mientras que en los ratones ATG16L1"™ hay una disminucion del 5%, esto
se correlaciona con la sobrevida de los ratones.

La grafica B que corresponde a los ratones macho muestra que previo a la infeccion
ya habia una disminucion en el porcentaje de los glébulos rojos en los ratones
ATG16L1"™ similar a los ratones hembra, al dia 5 post infecciéon en los ratones WT
este porcentaje se mantiene pero en los ratones ATG16L1"M aumenta en un 20%, esto
denota un aumento en la proliferacion celular, al dia 10 post infeccion; en los ratones
WT se mantiene el porcentaje pero al haber muerto los ratones ATG16L1"M ya no se
obtiene esta medida, al dia 15 post infeccion baja en un 2% esto indica que la

respuesta celular se mantiene de la misma forma que al inicio.
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8.7 Cuantificacion celular en bazo y ganglio
8.7.1 Ganglio submandibular
Con el objetivo de saber la cantidad de células que habia en los ganglios
submandibulares y en bazo se realiz6 el conteo de células totales en los grupos

experimentales.
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Fig. (23). Graficas representativas de células totales obtenidas al hacer un macerado de ganglio submandibular.

Los datos se muestran como el promedio y el error estandar.

En la figura 23 A se observa que en los ratones WT hay una disminucion de estas
células y en ATG16L1"M se duplica la cantidad de estas, en la gréfica B se observa
una tendencia similar, sin embargo, hay una menor cantidad de células, también se
observa una amplia desviacion estandar por lo que hubo ratones que no presentaban
una proliferacion celular indicando que era posible que la respuesta celular iba

disminuyendo con el paso de los dias.
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8.7.2 Bazo
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Fig. (24). Graficas representativas de células totales obtenidas al hacer un macerado de bazo. Los datos se

muestran como el promedio y el error estandar.

En la figura 24 A se observan las células de bazo, se puede notar que hay una
tendencia similar ya que los ratones WT tienen una menor cantidad en comparacion
con los ratones ATG16L1"M, pero al comparar con la figura B en donde se observan
las células de bazo de ratones macho se encuentra el fendmeno opuesto ya que los

ratones WT tienen un aumento en las células mientras que en los ATG16L1"Mhay una

disminucion de estas.
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8.8 Cuantificacion de interleucinas
Uno de los objetivos de este trabajo era cuantificar la produccion de algunas citocinas,

en cultivo de ganglio y bazo durante la infeccion y al término de esta.
8.8.1 Cuantificacion de interleucinas en suero
Uno de nuestros objetivos era determinar las citocinas en circulacion producidas
durante el proceso infeccioso para conocer la progresion de la respuesta inmune a lo
largo de 15 dias por lo que se determind en pg/mL las citocinas IL-13, IL-18 y TNF-a.
8.8.1.1 Niveles de IL-13
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Fig. (25) Graficas representativas de los niveles de citocina IL-13 en suero sanguineo cada 5 dias post infeccion.

Q

En la figura 25 A se muestran los niveles IL-13 en sangre de ratones hembra, la toma
control muestra que los ratones WT tienen niveles altos mientras que los ratones
ATG16L1"M muestran niveles menores, al dia 5 post infeccién se muestra que en
ambos grupos hay una disminucién de IL-13, sin embargo, en los ratones WT
disminuye al 50%, para el dia 10 post infeccion los niveles de esta interleucina casi no
disminuyeron pero en los ratones ATG16L1"M ya no se esta expresando, el dia 15 post
infeccion en los ratones WT hay un aumento de aproximadamente 100 pg y de nuevo
en los ratones ATG16L1"M esta citocina tiene niveles minimos.

En la grafica B perteneciente a los ratones macho se muestra la produccién de
citocinas, en donde se observa que previo a la infeccién las cantidades de ambos
grupos son similares a las hembras ATG16L1", al dia 5 post infeccién esta citocina
mantiene sus niveles en el grupo WT, mientras que en los ATG16L1"M se presenta un

aumento muy modesto, al dia 10 post infeccion los niveles de los ratones WT
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disminuyen modestamente, pero los niveles en los ratones ATG16L1"™™ son minimos,
al dia 15 post infeccion se observa que los ratones WT presentan una disminucion,

mientras que los ratones ATG16L1"M de nuevo presentan niveles bajos.

8.8.1.2 ELISA para deteccion de IL-1B
A) B)
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Fig. (26) Graficas representativas de los niveles de citocina IL-18 en suero sanguineo cada 5 dias post infeccion.

La figura 26 A muestra los niveles de IL-13 de hembras, el dia previo a la infeccion se
observa que los ratones WT tienen niveles altos, mientras que los ATG16L1HM tenian
un nivel menor, al dia 5 post infeccidbn en ambos grupos observamos una disminucion
de mas de la mitad, al dia 10 y 15 post infeccién en los ratones WT se mantenian los
niveles de esta interleucina, pero en los ATG16L1"M |os niveles estaban por debajo del
nivel de deteccion.

En la gréfica B se observa el nivel de IL-1B en el suero de los machos, el dia de la
toma control los ratones WT mantenian niveles altos de esta interleucina mientras que
los ratones ATG16L1"M presentaron un reduccién de aproximadamente el 70%, al dia
5 post infeccion los ratones WT presentan una reduccion similar mientras que los
ATG16L1"M mantienen estos niveles, al dia 10 post infeccién los ratones WT aumentan

muy poco estos niveles, mientras que los ratones ATG16L1"M no tenian expresion de
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estas citocinas, al dia 15 post infeccion los ratones WT disminuyeron a la mitad esta

interleucina mientras que los ATG16L1HM no la expresaban.

8.8.1.3 Determinacién de los niveles de TNF-a en muestras
sanguineas
A) B)
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Fig. (27) Graficas representativas de los niveles de citocina TNF-a en suero sanguineo cada 5 dias post infeccién.

La figura 27 A perteneciente a los ratones hembra el dia de la toma control los ratones
WT y ATG16L1"M tienen niveles similares, al dia 5 post infecciéon en ambos grupos es
el minimo, el dia 10 post infeccidn los ratones WT aumentaron su produccion mientras
que los ATG16L1"™ presentaron niveles muy bajos, al dia 15 post infeccion los WT
casi no la expresaban mientras que en los ratones ATG16L1"™ no se detect6.

La gréfica B de los machos el dia de la toma control los WT tenian muy poca expresiéon
mientras que los ATG16L1"™ no la expresaban, el dia 5 post infeccién los WT
aumentaron muy poco su produccion y los ATG16L1"M la sobre produjeron, al dia 10
post infeccion los WT disminuyeron a la mitad su secrecion y los ATG16L1HM de
nuevo la dejaron de expresar, los WT al dia 15 post infeccion presentaron cantidades
minimas de esta citocina mientras que los ATG16L1"™M mantuvieron la condicién

anterior.
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8.8.2 Cuantificacion de interleucinas en cultivo de ganglio

Otra parte de los objetivos era saber si habia expresion de esta citocina en 6rganos

linfoides secundarios, por lo que decidimos medir estas citocinas en el ganglio

submandibular.

8.8.2.1 Niveles de IL-4
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Fig. (28) Gréficas representativas de los niveles de citocina IL-4 en sobrenadante de cultivo de células de ganglio

estimuladas con Concanavalina A.

La figura 28 A pertenece a las hembras, los ratones ATG16L1" producen en mayor
cantidad estas citocinas que los ratones WT, en la grafica B que pertenece a los

machos se observa la misma tendencia en la que los ratones ATG16L1"M la expresién

de esta citocina es mayor que en la de los WT.
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8.8.2.2 ELISA para cuantificacion de IL-13
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Fig. (29) Graficas representativas de los niveles de citocina IL-13 en sobrenadante de cultivo de células de

ganglio estimuladas con Concanavalina A.

En la figura 29 A de los ratones hembra se observa que los WT tienen una mayor
expresion de la IL-13 que los ATG16L1"M, la grafica B de los machos presenta lo
inverso, es decir los WT tienen una menor expresion de esta, a su vez los ratones
ATG16L1" tienen una mayor expresion, ademas de que en los machos en ambos

grupos se expresa en menores cantidades.
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8.8.2.3 Niveles de IL-1B
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Fig. (30) Gréficas representativas de los niveles de interleucina IL-13 en sobrenadante de cultivo de células de

ganglio estimuladas con Concanavalina A.

En la gréafica A de la figura 30, la produccion de la interleucina IL-13 de las hembras
los ratones WT la expresan en mayor cantidad que el otro grupo experimental, aunque
no sea significativo, la grafica B de los machos se invierte esto ya que los ratones WT

la expresan en menor cantidad mientras que los ATG16L1"M la sobre expresan.
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8.8.2.4 TNF-a
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Fig. (31) Graficas representativas de los niveles de citocina TNF-a en sobrenadante de cultivo de células de

ganglio estimuladas con Concanavalina A.

La figura 31 A perteneciente a las hembras, los ratones WT expresan en menor
cantidad esta citocina, a su vez en la grafica B se repite esto, ya que los ratones WT
la expresan en menor cantidad que los ATG16L1"M y a su vez los ratones hembra la
expresan mas, esto en cultivo celular de ganglio obtenido al dia 15 post infeccion y

estimulados con Concanavalina A.
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8.8.3 Cuantificacion de interleucinas en bazo

8.8.3.1 TNF-a
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Fig. (32) Gréficas representativas de los niveles de citocina TNF-a en sobrenadante de cultivo de células de bazo

estimuladas con Concanavalina A.

La figura 32 A que pertenece a las hembras muestra que los ratones WT casi no
expresan TNF-a, mientras que los ratones ATG16L1™ la sobre expresan, al

compararla con los machos se ve lo contrario, los ratones WT sobre expresan esta

citocina y los ATG16L1"M casi no la expresan.



8.9 Citometria de flujo
Otro de los objetivos fue determinar las poblaciones celulares presentes en el ganglio
submandibular, esto con el fin de determinar qué células estan actuando de primera

instancia en la respuesta inmune frente a la infeccién por N. fowleri a los 5 dias post

infeccion.
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Fig. (33) Fotografia representativa de un plot de citometria de flujo de células de ganglio submandibular de ratones
WT contra ratones ATG16L1" de hembras y machos al término de la infeccion. Se utilizaron los marcadores CD4*
y CD8".
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En la figura 33 se observa que en los ratones hembra WT hay una mayor cantidad de
poblaciones de linfocitos tanto CD4* como CD8*, sin embargo, en los ratones macho
WT la poblacién de linfocitos es menor, a su vez en los ratones hembra ATG16L1™M
hay una menor cantidad de ambas poblaciones celulares ya que disminuye, pero los
ratones macho ATG16L1"M tienen una disminucion de mas del 10% de ambas
poblaciones celulares.

Un resultado importante a resaltar es la presencia de una tercer poblacion de linfocitos
en los ratones macho WT y ATG16L1"M, no obstante, no se determiné a que fenotipo

de linfocitos pertenece.
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Fig. (34) Fotografia representativa de un plot de citometria de flujo de células de bazo de ratones WT contra ratones

ATG16L1"M de hembras y machos al término de la infeccién. Se utilizaron los marcadores Ly6 G y F-480.
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En la figura 34 se observa que en los ratones hembra WT tienen una mayor cantidad
de neutrdfilos que los ratones WT macho, esta misma situacion se repite en los ratones
ATG16L1™, tanto hembras como machos.

9.- DISCUSION

La autofagia es una parte fundamental de la respuesta inmune y las proteinas ATG
son reguladores de una gran variedad de procesos que ocurren dentro de esta, hay
muy poco conocimiento sobre la participacion de la proteina ATG16L1 en patologias

infecciosas del sistema nervioso central.

Lo primero que se debe de analizar son los resultados macroscépicos, McMillan en
1977 realiz6 una revision de los datos de Stamm obtenidos en 1975 al realizar una
tincion por inmunofluorescencia a tejido cerebral embebido en parafina de un
prisionero de guerra que habia estado desnutrido y debilitado que murié de manera
subita, en un principio se habia hecho un diagnédstico de infeccion por lodamoeba
bitschlii, sin embargo al realizar esta tincion se comprob6 que la muerte fue causada
por N. fowleri, esto provoco que la infeccién se diseminara y provocara dafios en
diferentes érganos como el estdbmago provocando Ulceras, en el tracto intestinal
(intestino delgado, ciego, colon ascendente y transverso), en los ganglios
mesentéricos y en ambos pulmones, esto se compara con los resultados que se
observan en las figuras 14, 15y 16 en donde se observa que los ratones ATG16L1"M
gue poseen un defecto en la expresion de esta proteina tienen un mayor dafio
anatémico visible en el bazo, colon e higado.

De acuerdo a los resultados macroscépicos observados en las figura 13 se observan
lesiones oculares nunca antes reportadas, sin embargo, en casos de infeccién por
Acanthamoeba que también pertenece al grupo de las amebas de vida libre se ha
reportado que causa queratitis amebiana, atacando directamente la cornea del
individuo (Schuster, F & Visvesvarab, G., 2004), esto se atribuye a falta de higiene al
uso de lentes de contacto, las lesiones provocan un trauma por dafio fisico a la cérnea
lo que provoca la entrada directa e indirecta al estroma subyacente a la cérnea (Jones,
D. et. al., 1975).
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A su vez Stehr y colaboradores en 1989 recopilaron datos que indicaban que los
hombres tenian mayor probabilidad de desarrollar queratitis por infeccion amebiana
directa mientras que en las mujeres es por infeccion indirecta debido al uso de lentes
de contacto, a su vez solo estéd involucrado uno de los dos ojos, esto se puede
comparar con los datos obtenidos durante este trabajo ya que la incidencia de las
lesiones oculares fue predominante en los ratones macho WT y ATG16L1"M en el ojo
izquierdo.

Al comparar los resultados microscopicos se sabe que los trofozoitos de N. fowleri
debido a la proximidad con el punto de entrada llegan a los lébulos frontales y
olfatorios, también se han observado en la base del cerebro, el hipotalamo, y el
mesencéfalo (Martinez 1985), la figura 17 muestra una reaccion inflamatoria severa
en los ratones hipomoérficos para la proteina ATG16L1, ademas de necrosis, a su vez
se ha reportado que en las regiones perivasculares del cerebro hay grandes
cantidades de nucleos (Schuster, F: & Dunnebacke, T., 1977), esto se refleja en la
figura 21 en donde se observan células alrededor de estas regiones.

En experimentos in vitro con células de la microglia expuestas a N. fowleri se liberan
citocinas proinflamatorias como TNF-a e IL-1B (Lee, Y., et. al., 2007), esto fue
observado en los experimentos en las figuras 26 y 27 que pertenecen a los datos
obtenidos de suero, en ambas se muestran mayores cantidades de estas interleucinas

en los machos.

10.- CONCLUSION

La proteina autofagica ATG16L1 es un regulador negativo de la respuesta inflamatoria
desencadenada por la infeccion experimental con N. fowleri, esto a futuro nos puede
llevar a la busqueda de nuevas formas de aumentar su expresion impidiendo la

exacerbacion de la inflamacién durante la patogenia.
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11.- ANEXOS

Bromuro de Etidio
Stock 1000 x solucién 0.5mg/mL
50mg Bromuro de Etidio
10mL Agua

Diluir 1:1000, proteger de la luz.

Buffer de lisis (Laird, W. P., et. al., 1991)
200mM  NacCl
5mM Acido Etilenediaminatetraacético (EDTA)
0.2% Dodecil Sulfato de Sodio (SDS)
100 mM Tris HCL pH8.5

Se aforaa 1L.

Fijador de ZINC
2.12¢g Tris Base

0.1g Acetato de Calcio
160mL Agua

1g Acetato de Zinc
1g Cloruro de Zinc

Se afora a 200mL, pH 7.2-7.4

Acido Etilenediaminatetraacético (EDTA)
0.17M Tris base
0.16g NH4CI
300 mL Agua
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PBS- Buffer de solucién salina amortiguadora con fosfatos

80g NACL
11.6g  NA2PO,
29 KH2PO4
29 KCL

Para 10L, pH 7.4

Sustrato ABTS

150mg ABTS

500mL Agua

0.1g Acido citrico
Llevar a un pH 4.35 con NaOH.

Buffer de FACS

0.1% Azida de Sodio (NaNs)
1% Suero fetal Bovino (SFB)
En 1L de PBS.
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