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Sabemos lo que somos, pero no lo que podemos llegar a ser

-William Shakespeare



- Escuchamos que te fuiste
- Fui a buscar a alguien

- ¢A quién?

-A mi mismo

Bjorn, serie vikingos.
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1. Resumen

Las amibas anfizdicas son protozoos de vida libre capaces de vivir como
patdgenos oportunistas. Naegleria fowleri y Acanthamoeba spp., destacan por
su importancia clinica ya que son agentes causales de infecciones en sistema
nervioso central con alta mortalidad para las que no existe un tratamiento
efectivo. Hasta el momento, a través de ensayos ex vivo, in vivo € in vitro se han
descrito los mecanismos de patogenicidad durante su invasion al tejido blanco;
adhesién, migracion a las uniones celulares, penetracion por efecto mecanico
y/o enzimatico fagocitosis y trogocitosis. No obstante, se desconoce si estos
factores de virulencia son caracteristicas bioldgicas o se estimulan o exacerban
una vez que se encuentran en contacto con tejido blanco, por lo anterior en este
trabajo se determino si el tejido blanco incrementé el proceso de eritrofagocitosis
en Acanthamoeba spp. y Naegleria spp.

Se trabajo con dos tipos de tejido blanco; fibronectina obtenida a partir de sangre
humana y cerebro de ratdén; se obtuvieron extractos de los mismos y se
distribuyeron en forma de micropatrones para facilitar la interaccion, se
colocaron 1.5x10° trofozoitos/ 1ml de medio de cultivo y se incubaron por 30 min
a la temperatura optima de cada cepa, posteriormente se adicionaron eritrocitos
en una proporcion 1:4 y se hicieron registros a través de videograbaciones en
los que se evalud el numero de eventos de fagocitosis, trogocitosis, numero de
eritrocitos fagocitados asi como la emisién de estructuras fagociticas.

Los resultados mostraron que la interaccion previa con tejido cerebral y una post
interaccién con eritrocitos no indujo un aumento en procesos fagociticos y
trogociticos. Mientras que, los trofozoitos interaccionados previamente con
fibronectina si indujeron el aumento de estos procesos en algunas de las
especies en estudio. Sin embargo, no es necesario una previa interaccion con
tejido blanco para fagocitar y/o trogocitar. Sugiriendo que los procesos
fagociticos que llevan a cabo las amibas anfizdicas en su fase exozoica o de
vida libre es una caracteristica bioldgica que les ha permitido una exitosa
distribucion en la naturaleza, jugando un papel importante en el control biolégico
de poblaciones bacterianas y a su vez en su fase endozoica les ha permitido
causar dafo a diferentes tejidos como: tejido cerebral, matriz extracelular y
eritrocitos, por mencionar algunos.



2. Introduccioén

Las amibas de vida libre son protozoos que pueden completar sus respectivos ciclos
de vida en el medio ambiente, en el cual estan ampliamente distribuidos, incluyendo
habitats de agua dulce, salada, aguas superficiales, rios, suelos, incluidos sistemas
de agua corriente, plantas de tratamiento de aguas residuales, piscinas, entre otros.
Asimismo, juegan un papel importante en la composicion de la flora microbiana en
los sistemas de agua (Scheid, 2019; Stockman et al., 2011; Visvesvara, 2013). Su
alimentacién se basa en la ingesta de bacterias, algas, hongos y pequefias
particulas organicas, por lo que las amibas juegan un papel importante en la

regulacion de la densidad bacteriana y otros organismos (Rosenberg et al., 2009).

Entre los géneros de amibas de vida libre que existen en la naturaleza, los miembros
de solo cuatro géneros tienen una asociacion con enfermedades en humanos vy
animales; Acanthamoeba, Balamuthia, Naegleria y Sappinia. Son patdgenos
oportunistas que causan infecciones en el Sistema Nervioso Central, ojos,
pulmones y piel. Dado que estas amibas tienen la capacidad de existir como
organismos de vida libre y ocasionalmente invaden a un huésped, se les ha
denominado amibas anfizoicas (Visvesvara et al., 2007; Visvesvara y Maguire,
2006).

2.1 Antecedentes historicos

A mediados del siglo XX se descubri6 que las amibas podian invadir a seres
humanos y a ciertos animales, causandoles la muerte o dafo cerebral irreversible.
En 1912, Alexeieff propuso el nombre genérico de Naegleria a las amibas que tienen
la habilidad de transformarse a una fase flagelada temporal, ademas de la fase
trofica o de trofozoitos y la fase quistica. En 1930 Castellanii en Oxford, reporto la
presencia de amibas de vida libre en placas de agar previamente inoculadas con
levaduras y bacterias. Douglas la clasific6 como Hartmanella castellaniiy en 1931,
Volkonsky la diferencié de otras amibas y la nombré Acanthamoeba castellanii. En
1958, Culbertson descubri6 por primera vez el potencial patdgeno de

Acanthamoeba.



Aisl6 una amiba en los cultivos de células de rifidn de mono durante el desarrollo de
una vacuna para la poliomelitis (Culbertson et al., 1958). En 1965, Fowler y Carter
reportaron cuatro casos de meningoencefalitis amibiana primaria (MEAP) en
Australia, las cuales fueron identificadas post mortem, en un principio se creia que
el agente etiologico era Acanthamoeba, pero un afio mas tarde se identific6 como
Naegleria (Fowler y Carter, 1965). Mas tarde, en 1971, Culbertson confirmé que
cuando las amibas del género Acanthamoeba se inoculaban en monos y ratones,
estas tenian la capacidad de provocar la muerte en animales de experimentacion.
Posteriormente, un afio después se describio la primera infeccion en humanos por
Acanthamoeba. En 1973 se presentd el primer caso de queratitis amibiana (QA).
Sin embargo, fue hasta la década de 1980 cuando se reportd un aumento en la
incidencia de QA, asociado principalmente con el uso de lentes de contacto
(Ningworth y Cook, 1998). Asimismo, en 1980 Martinez caracterizé las infecciones
por Acanthamoeba como infecciones oportunistas, reconociendo su ocurrencia en
pacientes debilitados o con enfermedades cronicas, designandola como encefalitis
amibiana ganulomatosa (EAG), diferenciandola de la patologia causada por
Naegleria; meningoencefalitis amibiana primaria (Martinez, 1980). Los Centros para
el Control y Prevencién de Enfermedades (CDC, por sus siglas en inglés)
descubrieron por primera vez a Balamuthia mandrillaris en 1986, la amiba se
encontré en el cerebro de un mandrii muerto. Después de una extensa
investigacion, en 1993 se determiné que el agente causal de esta infeccion
correspondia a una nueva especie de amiba anfizéica y se denominé B. mandrillaris
(CDC, 2019). Asimismo, Gelman y colaboradores (2001) describieron a Sappinia
diploidea actualmente Sappinia pedata como agente causal de Encefalitis Amibiana
Granulomatosa (EAG).

3. Acanthamoeba

El género Acanthamoeba comprende varias especies de amibas de vida libre. El
término "Acanto’” deriva del griego, significa “puntas” para indicar la presencia de
estructuras similares a espinas (también conocidas como acantépodos) en la
superficie de la amiba (Duggal, 2017; Siddiqui y Khan, 2012).



3.1 Clasificaciéon y taxonomia

Pussard y Pons (1977) propusieron una clasificacion basada en caracteristicas
morfologicas y tamafio del quiste, dividiendo al género en tres grupos distintos (1, Il
y lll). Acorde a estas caracteristicas, el género Acanthamoeba estaba formado por

18 especies diferentes, clasificandose:

Grupo I: Los quistes de este grupo presentan una separacion entre el endoquiste y
el ectoquiste, su tamafio es menos de 18 um (A. astronyxis, A.comandoni, A.

echinulata, A. tubiashi).

Grupo lI: Este grupo incluye a las amibas con una mayor distribucion y las que han
sido comunmente aisladas. Quistes con una pared externa rugosa, ovoide o
poligonal siendo el diametro de los quistes menor de 18 ym (A. castellanii, A.
divionensis, A. griffini, A. hatchetti, A. lugdunensis, A. mauritaniensis, A.

paradivionensis, A. polyphaga, A. quina, A. rhysodes, A. triangularis).

Grupo llI: Quistes con paredes separadas entre si, la externa es lisa o ligeramente
rugosa, mientras que la interna es redondeada y su tamafio es menor a 18 um (A.

culbertsoni, A. lenticulata, A. palestinensis, A. pustulosa, A. royreba).

Sin embargo, este criterio de clasificacion se considerd poco confiable en funcién a
las variaciones notificadas en la morfologia del quiste pertenecientes a la misma

cepa debido a las condiciones de cultivo (De Jonckheere, 1983).

Actualmente, se ha optado por el analisis molecular, empleando una clasificacion
basada en gran medida en el analisis de secuencias de ADNr 18S, que al presente
delimitan 23 genotipos, T1 a T23 que en la filogenia molecular se agrupan en cuatro

linajes principales (Corsaro, 2022; Putaporntip et al., 2021).

Las especies del grupo morfolégico 1 forman el linaje basal, con correlacién entre
especies morfolégicas y genotipos (T7-T9, T17, T18). El linaje mas grande incluye
el genotipo T4 (A. castellanii) dividido en siete grupos principales, T4A a T4G, a los
que pertenecen la mayoria de las cepas ambientales y clinicas; los genotipos T3 y
T11 (A. griffinii, A. hatchetti) y el clado T2/T6 (A. palestinensis). Los otros genotipos
son del grupo A. jacobsi, A. micheli (genotipos T15/T22+T19/T13/T16), y el de A.
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culbertsoni, A. healvi, A. bangkokensis (genotipos T10/T12/T14/T23 + T1/T20);
mientras que A. lenticulata (T5) y A. pyrimorfis (T21) forman linajes unicos (Corsaro,
2022).

Tabla 1. Taxonomia de Acanthamoeba acorde con la clasificacion de Adl et al.,
2019

Eukarya
Supergrupo | Excavata
Superphylum | Amoebozoa

Phylum Discosea
Subphylum Centramoebida
Familia Acanthamoebidae
Género Acanthamoeba

3.2 Ciclo de vida

Acanthamoeba incluye dos estadios en su ciclo de vida: uno de alimentacion y

reproduccion en fase trofica y un estado de quiste resistente.
3.2.1 Trofozoito

Los trofozoitos se multiplican por fisién binaria, miden de 15 a 30 um. La fase tréfica
se caracteriza por la presencia de proyecciones superficiales similares a espinas
llamadas acantépodos, que permiten que la amiba se adhiera a las superficies y
capture a sus presas mediante movimientos celulares. Los trofozoitos se alimentan
de bacterias, algas, levaduras o pequefas particulas organicas. Son uninucleados,
el citoplasma contiene numerosas mitocondrias, ribosomas, vacuolas alimenticias y
una vacuola contractil asociada al equilibrio hidrico, su funcién es acumular y

expulsar el exceso de agua (Visvesvara et al., 2007; Duggal et al., 2017).



Figura 1. Trofozoito de Acanthamoeba. Vc (Vacuola contractil) Nu
(Nucleo) Ac (acantépodos) (Lorenzo-Morales et al., 2015).

3.2.2 Quiste

Cuando las condiciones del medio no son las adecuadas; el alimento escasea, o
cuando se enfrenta a la desecacion y otras tensiones ambientales, las amibas se
redondean y se enquistan. Los factores que afectan al enquistamiento son los
estimulos ambientales adversos, como las diferencias de pH, la presion osmética,
las condiciones de temperatura y los requisitos nutricionales. Pueden resistir y
sobrevivir en diversos ambientes hostiles como piscinas cloradas, y temperaturas
bajo cero. Tienen doble pared y varian en tamano de 13 a 20 ym, la pared externa
del quiste, el ectoquiste, tiene pliegues y ondulaciones y contienen proteinas y
lipidos. La pared interna del quiste, el endoquiste contiene celulosa y varia en forma:
puede ser estrellado, poligonal, ovalado, o esférico. Los poros u ostiolos estan
presentes en la unién del ectoquiste y el endoquiste (Duggal et al., 2017; Visvesvara
et al., 2007).

¥ Yo .

Figura 2. Quiste de Acanthamoeba, En (Endoquiste) Ec (Ectoquiste) O (Ostiolos)
(Lorenzo-Morales et al., 2015).



4. Distribucion

Acanthamoeba tiene una distribucion cosmopolita y se ha aislado de una amplia
variedad de habitats, que incluyen: agua dulce, salobre y de mar, aguas residuales,
suelos humedos y polvo. También, se puede aislar facilmente en el entorno
doméstico como en grifos, del entorno hospitalario en ventiladores, banos de
hidroterapia, unidades de calefaccion y aire acondicionado. Acanthamoeba esta
ampliamente distribuida en el medio ambiente, lo que representa una amenaza
potencial para causar infecciones criticas entre la poblacion humana susceptible. El
principal factor en su distribucidon en el agua y el suelo es la presencia de un
suministro bacteriano disponible. Las aguas calidas pueden incrementar el
crecimiento y la propagacién de Acanthamoeba. Se encuentran en una amplia gama
de condiciones de temperatura, salinidad y pH. Las cepas patégenas en humanos
pueden sobrevivir a 37 °C y temperaturas corporales mas altas, estas cepas son
termotolerantes. No obstante, otras especies pueden ser termotolerantes pero no

patdgenas (Schuster y Visvesvara, 2004).

5. Importancia médica

Algunas cepas de Acanthamoeba son capaces de causar patologias en los seres
humanos, siendo el agente etioldgico principal de EAG y QA. Asimismo, es capaz
de causar infecciones cutaneas, infecciones diseminadas que en la mayoria de los
casos aparece junto con la Encefalitis Amibiana Granulomatosa (Krél-Turminska y
Olender, 2017). La puerta de entrada puede variar debido a la ubicuidad de
Acanthamoeba en el medio ambiente, puede ingresar a través del tracto respiratorio,
a través de los ojos y heridas en la piel que en particular favorece su diseminacion

hematdgena al cerebro (Figura 3) (Duggal et al., 2017).

5.1 Encefalitis Amibiana Granulomatosa (EAG)

La EAG es una enfermedad oportunista, se presenta en individuos
inmunosuprimidos o inmunodeficientes, alcohdlicos crénicos, individuos que
padecen el sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA), lupus, diabetes o
cronicamente enfermos. Con frecuencia hay evidencia de infeccion en la piel, los

pulmones o los senos paranasales también pueden verse afectados; cualquiera de



estos sitios puede ser el foco primario de infeccién que lleva a la diseminacion
hematdégena. Las caracteristicas habituales de EAG consisten en dolor de cabeza,
rigidez en el cuello y anomalias del estado mental, asi como nauseas, vomitos,
letargo, ataxia, alteraciones visuales, convulsiones y coma. Las amibas atacan el
tejido cerebral, produciendo lesiones necrosantes hemorragicas, que se encuentran
comunmente en el cerebro, cerebelo y el tronco encefélico (Visvesvara et al., 2007;

Visvesvara y Maguire, 2006; Bonilla y Ramirez, 2014; Martinez, 1985).

5.2 Queratitis Amibiana (QA)

Hoy en dia, Acanthamoeba se considera uno de los agentes causales mas
importantes de queratitis (QA) en los usuarios de lentes de contacto. Debido a la
falta de diagndstico y tratamiento, la QA a menudo muestra una progresion severa,
la cual puede tratarse con éxito si es diagnosticada tempranamente. Los sintomas
clinicos comunes incluyen enrojecimiento, dolor ocular masivo, lagrimeo, fotofobia

y defecto epitelial (Lorenzo-Morales et al., 2015).

Los principales factores de riesgo para la QA son el uso de lentes de contacto
durante un periodo prolongado, limpieza inadecuada de los lentes de contacto y su
estuche, empleo de agua de la llave para el lavado de los lentes, la formacién de
biopeliculas sobre los lentes y los estuches que los contienen, asi como nadar en
agua contaminada mientras se usan lentes de contacto, ademas se han asociado
con traumatismos corneales. Por lo general es una infeccion unilateral, es decir solo
afecta un ojo, aunque también se ha informado queratitis bilateral (Trabelsi et al.,
2014; Bonilla y Ramirez, 2014).

5.3 Infecciones cutaneas

Las infecciones cutaneas por Acanthamoeba son consideradas poco frecuentes. Se
caracterizan por deteriorar la epidermis, dermis e hipodermis. Las infecciones
cutdaneas son mas comunes en pacientes con sindrome de inmunodeficiencia
adquirida (SIDA), pero también se pueden reportar en pacientes inmunodeprimidos,
se desconoce si las lesiones cutaneas son el foco primario de infeccién o si son el
resultado de la diseminacién via hematégena desde otro sitio de infeccion. Omana-
Molina y colaboradores (2017) a través de un modelo murino de infeccion en piel,



sugieren que la piel en es una via de infeccidbn que conduce a una diseminacion
hematdgena al sistema nervioso central. La forma cutanea de la enfermedad se
caracteriza por la presencia de nodulos eritematosos o ulceras cutaneas que a
menudo se encuentran en las extremidades inferiores. En la biopsia de la piel hay
una intensa inflamacién en la dermis con presencia de trofozoitos (Marciano-Cabral
y Cabral, 2003; Torno et al., 2000; Cope, 2020).

5.4 Endosimbiosis

Debido a que las amibas del género Acanthamoeba son ubicuas en la naturaleza,
interactua con una gran variedad de microorganismos. Se ha demostrado que actua
como “Caballo de Troya”, albergando una gran cantidad de especies virales,
bacterianas y fungicas. Se estima que el 22% de todos los aislamientos de
Acanthamoeba contiene una especie patdégena adicional. Al transferir bacterias
intracelulares, las amibas contribuyen a la propagacion de enfermedades peligrosas
para los humanos. En muchos casos, las bacterias dentro de las amibas sobreviven
mas tiempo y se multiplican, mostrando una mayor virulencia (Enriquez et al., 2021;
Guimaraes et al., 2016; Borecka et al., 2020). Las bacterias mas relevantes son:
Legionella. pneumophila. Escherichia coli O157, Pseudomonas aeruginosa, Vibrio
cholerae, Helicobacter pylori, Listeria monocytogenes, entre otras. Virus como
Mimivirus, coxsackievirus, adenovirus, poliovirus, echovirus, enterovirus (Siddiqui y
Khan, 2012).

Varios tipos de hongos pueden también sobrevivir y replicarse intracelularmente,
destacando Cryptococcus spp., Histoplasma capsulatum, Blastomyces dermatitides

y Sporothrix scheckii (Goncalves et al., 2019).
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Figura 3. Ciclo de vida de Acanthamoeba spp. y patologias que produce
(CDC, traducido al espaiiol).

5.5 Epidemiologia

La verdadera incidencia de las infecciones por Acanthamoeba es dificil de
determinar debido a la experiencia diagnostica limitada, la falta de recursos
adecuados para el diagndstico, la falta de seguimiento, falta de sistemas sanitarios
adecuados y las bajas tasas de autopsias. Es posible que los casos no se notifiquen
en paises sin atencién médica universal debido a problemas de accesibilidad (Singh
et al., 2006; Bouten y Eisheikha, 2022). El numero de casos reportados de
individuos de EAG entre1960 hasta el afio 2000 fue de 200 de EAG y mas de 3000
para QA (Schuster y Visvesvara, 2004).
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5.6 Diagnéstico

El cuadro clinico de Acanthamoeba es similar al de otros agentes infecciosos y
pueden predisponer a los pacientes a un diagndstico y tratamiento tardio (Lee et al.,
2020). El diagnostico de las enfermedades por Acanthamoeba suelen ser un desafio
ya que se puede confundir con otras enfermedades; EAG comunmente se
diagnostica como neurotuberculosis, neurocisticercosis o encefalitis viral. QA se ha
diagnosticado erroneamente como una queratitis viral o fungica o queratitis
dendritica causada por el virus del herpes simple, mientras que las infecciones en
piel han sido mal diagnosticadas como angiomatosis bacilar (Lorenzo-Morales et
al., 2015; Visvesvara et al., 2007; Khalife et al., 1994). Para el diagnéstico de EAG
se han utilizado tomografias computarizadas y resonancias magnéticas que
demuestran la presencia de lesiones unicas o multiples (Martinez y Visvesvara,
1997).

Las técnicas de diagndstico para la QA incluyen microscopia confocal, cultivo en
placa, reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y frotis usando raspado/biopsia
corneal (Maycock y Jayaswal, 2016). También, pueden diferenciarse por técnicas
de inmunofluorescencia de secciones de tejido utilizando suero de conejo anti-
Acanthamoeba. Mientras que para el diagnéstico de infecciones en piel se realizan

examenes histolégicos. (Visvesvara y Maguire, 2006).
5.7 Tratamiento

No hay tratamiento de eleccion contra Acanthamoeba, se han informado varios
regimenes combinados diferentes. El tratamiento de EAG es un problema, debido
a la falta de sintomas definidos, la falta de una buena prueba de diagndstico
confiable y el hecho de que el diagndstico a menudo se realiza post mortem. Los
farmacos que se han utilizado en diversas combinaciones para EAG incluyen
pentaminida, sulfadiazina, trimetropim-sulfametoxazol, flucitosina, fluconazol y
miltefosina. (Nelsén y Singh, 2018). Mientras que entre los medicamentos utilizados
para la QA estan las biguanidas y las diamidinas. Las biguanidas alteran la

membrana citoplasmatica y dafan los componentes celulares.
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La biguanida mas utilizada es polihexametileno biguanida. También se han utilizado
farmacos como isetionato de propamidina, polimixina B, clotrimazol, ketoconazol,
miconazol, itraconazol y voriconazol (Wang y Jacobs, 2022; Schuster y Visvesvara,
2004; Cabello-Vilchez et al., 2014). Las infecciones cutaneas también se han tratado
con formulaciones topicas de clorhexidina, ketoconazol y miltefosina (Hasbun,
2021).

5.8 Prevencion

Debido a que EAG ocurre en huéspedes con funciones inmunitarias debilitadas, no
existen métodos definidos para la prevencion de la infeccion con estas amibas. Sin
embargo, en el caso de la QA, debido a que los lentes de contacto y las soluciones
para el cuidado de estos son factores de riesgo conocidos, es importante educar a
los usuarios de lentes de contacto sobre el cuidado adecuado de estos (Visvesvara,
2007).

Para evitar la QA lentes de contacto y el recipiente que los contiene deben
mantenerse limpios. Los usuarios de lentes de contacto deben seguir las
instrucciones y recomendaciones de los fabricantes y profesionales del cuidado de
los ojos. Se debe evitar el uso de lentes de contacto durante la natacién u otros
deportes acuaticos (Cope, 2020). ya que Acanthamoeba puede crecer y colonizar
tanques de agua caliente, jacuzzis, filtros de agua portatiles y estaciones de lavado
de ojos, se recomienda la inspeccion y limpieza periddicas de estos sistemas
(Visvesvara, 2007).

6. Naegleria fowleri

El género Naegleria consiste en un grupo de ameboflagelados que se encuentran
en diversos habitats en todo el mundo, Naegleria australiensis y Naeglegleria italica,
pueden causar infeccidén en animales de experimentacion, pero no se han asociado
con enfermedades en humanos (De Jonckheere, 2004). Se han aislado mas de 47
especies, pero solo Naegleria fowleri se ha asociado con enfermedades humanas
(Marciano-Cabral y Cabral, 2007; De Jonckheere, 2014).
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6.1 Clasificacion y taxonomia

Se han propuesto diferentes sistemas de genotipado basados en diferentes dianas
genéticas para clasificar a N. fowleri, entre los que se destaca el ARN ribosomico
5.8S (ARNr 5.8s) y los espaciadores transcritos internos (ITS1) que clasifican a N.

fowleri en ocho genotipos (T1-T8) (De Jonckheere, 2011).

El genotipo T3 es la cepa mas abundante. Sin embargo, hasta el momento no hay
suficiente evidencia para concluir que existe alguna asociacion entre el genotipo y

la virulencia de N. fowleri (De Jonckheere, 2011; Soontrapa et al., 2022).

Tabla 2. Taxonomia de Naegleria acorde con la clasificacion de Adl et al., 2019

Eukarya

Supergrupo Excavata

Superphylum | Discoba

Phylum Heterolobosea

Subphylum Tetramitia

Familia Vahlkampfiidae

Género Naegleria

6.2 Ciclo de vida

El ciclo de vida de Naegleria incluye las etapas: ameboide, flagelar y quistica.
Aunque el quiste es resistente al estrés ambiental, es mas fragil en comparacién

con los quistes de Acanthamoeba (Visvesvara et al., 2007).
6.2.1 Trofozoito

El trofozoito mide de 10 a 25 pm, presenta proyecciones citoplasmaticas
denominados lobopodos relacionados con la locomocion. Tiene un nucleo vesicular
con un nucleo prominente ubicado en el centro, el citoplasma contiene numerosas
mitocondrias, ribosomas, vacuolas alimenticias y vacuola contractil (Marciano-
Cabral, 1988; Visvesvara et al., 2007).
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6.2.2 Etapa flagelar

El trofozoito se transforma en una etapa flagelada, generalmente con dos flagelos,
cuando cambia la concentracion ionica del medio, tiene una longitud de 10 a 16 pm.
La etapa flagelada temporal en forma de pera no se divide ni se alimenta, por lo
general, vuelve a la forma ameboide en una hora o menos. Se cree que el flagelado
desempefia un papel en la dispersion de la amiba en su habitat de suelo y agua
(Visvesvara et al., 2007; De Jonckheere, 2002).

6.2.3 Quiste

El trofozoito se transforma en quiste resistente cuando el suministro de alimentos
disminuye y/o las condiciones de crecimiento se vuelven adversas, tiene un tamafo
de 15-30 ym. Suele ser esférico y de doble pared con un endoquiste grueso y un
ectoquiste delgado proximo. La pared del quiste tiene poros (Visvesvara et al., 2007;
Schuster y Visvesvara, 2004; Trabelsi, 2012).

Figura 4. Estadios del ciclo de vida de Naegleria fowleri: (a) trofozoito, n
(nucleo) u (uroide) (b) flagelado y (c) quiste. (Visvesvara et al., 2007).
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6.3 Distribucion

Las amibas del género Naegleria habitan en el suelo y el agua, aunque no tienen
una distribucion tan amplia como Acanthamoeba. En general, son mas sensibles a
las condiciones ambientales y no pueden sobrevivir en agua de mar ya que no
toleran altas condiciones de salinidad (De Jonckheere, 2002; Stahl y Olson, 2021).
N. fowleri se encuentra en todos los continentes excepto en la Antartida, proliferan
con éxito en cuerpos de agua naturales durante los meses calidos del afo, esta
asociada con temperaturas elevadas,de hasta 45 °C (De Jonckheere, 2011).
Asimismo, N. fowleri se ha asociado consistemas de agua construidos por el hombre
incluidos pozos y sistemas de distribucion de agua potable como grifos (Blair et al.,
2008; Cope et al., 2015). En paises templados, N. fowleri se encuentra tipicamente
en aguas artificiales (torres de enfriamiento de centrales eléctricas) o naturalmente
(areas geotérmicas). Es probable que la disponibilidad de alimento adecuado sea

un determinante importante en la distribucion de N. fowleri (Maciver et al., 2020).
6.4 Importancia médica

Naegleria fowleri es agente causal de meningoencefalitis amibiana primaria
(MEAP), una enfermedad fulminante que afecta principalmente nifios y adultos.
Aunque la enfermedad es rara, tiene una tasa de mortalidad del 98% (Milanes et al.,
2019).

La infeccion se desarrolla cuando el agua contaminada con N. fowleri ingresa a las
fosas nasales durante la natacion u otras actividades acuaticas recreativas (Figura
6). La infeccion no puede iniciarse bebiendo agua contaminada. Es un riesgo para
la salud durante las estaciones de clima calido, ya que esta amiba es termdfila y su
temperatura 6ptima de proliferacion puede alcanzar los 40°C o incluso los 45°C. Por
lo tanto, la tasa de infeccién es mayor durante la temporada de verano (Visvesvara,
2013; De Jonckheere, 2011; Bright y Gerba, 2017; Shakeel et al., 2016).

Esta infeccidn ocurre primero por la union de la amiba a la mucosa nasal, luego se
desplaza a lo largo del nervio olfatorio, migrando a los bulbos olfatorios a través de
la lamina cribosa hasta llegar al Sistema nervioso central (SNC).
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Una vez que llega al cerebro, pueden proliferar e inducir una reaccién inflamatoria
aguda provocando la muerte del paciente en una semana aproximadamente
(Jahangeer et al., 2020; Cervantes-Sandoval et al., 2008).

El periodo de incubacion de la infeccion por N. fowleri suele ser de 4 a 7 dias. El
paciente presenta sintomas como dolor de cabeza, nauseas, vomitos, fiebre,
desorientacion (Diaz et al., 2011). De 24 a 48 h después se presentan cambios en
el estado mental, actividad convulsiva y pérdida de la conciencia como delirio y
confusion. Se han informado sintomas tempranos de sensacion anormal del olfato,
los sintomas dependen del tamafo del indculo, de la inmunocompetencia del

hospedero y de la virulencia del microorganismo (Roos, 2007; Visvesvara, 2013).

Microscépicamente, las regiones afectadas suelen mostrar un escaso infiltrado
inflamatorio que contiene predominantemente leucocitos polimorfonucleares,
algunos linfocitos y un gran numero de trofozoitos. Las autopsias de pacientes con
MEAP han revelado inflamacion cerebral con dafno tisular severo en el area de
invasion, ulceracion de la mucosa olfativa, necrosis hemorragica en la corteza y se
observan numerosos trofozoitos dentro del tejido nervioso necrético (Guarner et al.,
2007; Visvesvara, 2013).
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Figura 5. Ciclo de vida Naegleria fowleri (CDC, traducido al espaiol).
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6.5 Epidemiologia

Las infecciones por MEAP pueden ocurrir con mas frecuencia en las zonas
tropicales. Aunque, la mayoria de los casos conocidos se notifican en zonas
subtropicales o incluso templadas, probablemente se deba a mejores servicios de
salud publica en las zonas templadas, mientras que en las zonas tropicales las
infecciones por MEAP pueden pasar desapercibidas entre los millones de otras

infecciones (De Jonckheere, 2011).

Se han identificado 381 casos de MEAP causados por N. fowleri hasta 2018, el
mayor numero de casos de exposicion se informé en Estados Unidos (156),
Pakistan (41) y México con un registro aproximado de 33 casos, 23 de ellos en
Mexicali, los restantes distribuidos en Sonora, Monterrey, Michoacan y Tamaulipas
(Ghapure et al., 2021; Bonilla y Ramirez, 2014).

Existe una fuerte sospecha de que MEAP sea una enfermedad mas comun de lo
que se indica en la actualidad, especialmente donde las condiciones para N. fowleri
tienden a ser favorables y donde MEAP pueda estar enmascarada por otras

enfermedades (Maciver et al., 2020).

6.6 Diagnéstico

Durante las etapas iniciales de la infeccion, la tomografia computarizada (TC) y la
resonancia magnética (RM) suelen revelar edema cerebral, borramiento de los
surcos corticales y dafo alrededor del mesencéfalo y el espacio subaracnoideo.
Una vez que la infeccidn progresa, estas condiciones suelen empeorar, revelando

areas necroticas, estenosis y aneurismas (Bellini et al., 2018).

Una preparacion en fresco del Liquido cefalorraquideo (LCR) debe examinarse
inmediatamente bajo el microscopio para detectar la presencia de trofozoitos en
movimiento activo. Los frotis de LCR deben tefirse con tincion de Giemsa o de
Wright para identificar el trofozoito (Visvesvara y Maguire, 2006). El tefido con
Giemsa o Wright revela la presencia de la amiba y permite un analisis morfolégico
del parasito. N. fowleri se puede cultivar transfiriendo pocas gotas de LCR a una

placa de agar (Guémez y Garcia, 2021).
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6.7 Tratamiento

La anfotericina B ha sido el farmaco mas utilizado para el tratamiento de la MEAP.
Todos los casos recientes que informan sobre el éxito del tratamiento han
administrado este compuesto por via intravenosa e intracraneal, 0 en combinacion
con otros medicamentos como fluconazol, azitromicina y rifampicina han
demostrado cierta eficacia para eliminar los trofozoitos, cuando se administra

durante las primeras etapas de la enfermedad (Capewell et al., 2015).

6.8 Prevencion

Debido a que N. fowleri es susceptible al cloro, se recomienda la cloracion de

piscinas y parques acuaticos para prevenir la MEAP (Guémez y Garcia, 2021).

Los lagos y los rios no se pueden clorar, se debe evitar realizar actividades
recreativas como natacion o buceo, especialmente durante los meses de verano.
De lo contrario se recomiendan los tapones nasales para evitar que la amiba ingrese
a la cavidad nasal. También, se debe evitar excavar o remover el sedimento que se
encuentra en la parte poco profunda de estos cuerpos de agua. Ademas, las
autoridades locales deben monitorear constantemente la presencia de N. fowleri en
areas de alto riesgo. Si se detectara la amiba, deberian colocar advertencias para

evitar que las personas ingresen al agua (Visvesvara et al., 2007).

7. Naegleria lovaniensis

Naegleria lovaniensis se ha mencionado y estudiado a través del tiempo porque es
la Unica especie termdfila no patégena que muestra una estrecha relacion evolutiva
con N. fowleri (Di Filippo et al., 2017). Es identificada principalmente como una
variante no patégena de N. fowleri debido a que cepas aisladas del medio ambiente
reaccionan positivamente a anticuerpos contra N. fowleri, pero no es patdégena para
animales de experimentacion. N. lovaniensis comparte con N. fowleri varias
caracteristicas bioldgicas: la termofilia, debido a que crecen a una temperatura
maxima de 45°C y son morfolégicamente similares. Asimismo, ambas especies

tienen una distribucién mundial (Pernin et al., 1992; De Jonckheere, 2002).
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7.1 Distribucién

Como N. fowleri esta estrechamente relacionada, esta especie se reporta en todos
los continentes en aguas calidas. Considerando las condiciones ecoldgicas
similares para su proliferacion. N. lovaniensis podria considerarse como un
indicador de la presencia de N. fowleri, por lo que su hallazgo puede sugerir un

riesgo para la salud publica en la zona (Di Filippo et al., 2017).
8. Mecanismos de patogenicidad de amibas anfizéicas

Gran parte del dafio causado por los trofozoitos de Acanthamoeba en el curso de
las infecciones corneales o cerebrales es el resultado de diferentes mecanismos de

patogenicidad; dependientes e independientes de contacto (Visvesvara et al.,2007).
8.1 Mecanismos de patogenicidad dependientes de contacto

La adhesién de trofozoitos es un paso primario en la patogenia de Acanthamoeba
y esta mediado por la proteina de manosa de 130 kDa expresada en la superficie
de la amiba, solo los trofozoitos expresan esta proteina, mientras que los quistes
carecen de ella, por lo que no pueden unirse a las células del hospedero. Otra
adhesina importante de Acanthamoeba es la proteina de unién a laminina (LBP por
sus siglas en inglés) que permite una mayor progresion en lostejidos infectados
(Garate et al., 2004; Duggal et al., 2017; Rocha-Azevedo et al., 2009).
Posteriormente, se lleva a cabo la migracion hacia las uniones celulares en donde
por efecto mecanico o enzimatico penetran a las capas mas profundas y fagocitan
células (Omana-Molina et al., 2013). Por otro lado, en la superficie de los trofozoitos
de N. fowleri se encuentran presentes residuos de D-manosa, L-fucosa y D-glucosa,
los cuales participan en la adherencia de la amiba al neuro epitelio nasal. También
se ha detectado que los trofozoitos emplean una integrina (60kDa) para adherirse
a elementos de la matriz extracelular como la fibronectina (Carrasco-Yépez et al.,
2013; Han et al., 2004).
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8.2 Fagocitosis

La fagocitosis es el mecanismo de internalizacion en el cual las células capturan e
ingieren particulas mayores a 0.5 ym (Freeman y Grinstein, 2014). Juega un papel
importante en los mecanismos de patogenicidad de las especies de Acanthamoeba,
ya que es el mecanismo de adquisicion de alimento durante la fase parasitaria
(Omana-Molina et al., 2013).

Asimismo, a través del proceso de fagocitosis las amibas provocan una destruccion
severa de los tejidos a través de la formacion de estructuras fagociticas
denominadas amebostomas o bocas fagociticas, descritas como estructuras tipo
ventosas, mediante las cuales también trogocitan células en cultivo de tejidos (John
et al., 1984; Visvesvara et al., 2007). La formacién de estas estructuras esta
relacionada con la remodelacion del citoesqueleto de actina, se ha descrito la
presencia de la proteina Nf-actina codificada por el gen Nf-actina de manera
abundante en el citoplasma, pseudopodos y especialmente en las bocas
fagociticas. La proteina Nfa1 abunda en los pseuddpodos de N. fowleri que entran
en contacto con las células diana, las bocas fagociticas durante la ingestién de
células diana o material lisado y alrededor de las vacuolas digestivas, por lo que se
asocia esta proteina para el movimiento amibiano y la ingestién de alimento (Khang
et al., 2005; Shon et al., 2010).

Aun no se han dilucidado los mecanismos moleculares de este proceso en las

amibas anfizéicas. Sin embargo, el proceso general se describe a continuacion:
8.2.1 Reconocimiento de particulas:

El fagocito debe reconocer la particula que va a ingerir mediante el uso de
receptores especificos. Estos receptores cooperan para un reconocimiento eficiente
de la particula objetivo (Freeman y Grinstein, 2014).
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8.2.2 Ingestién de particulas:

Los receptores fagociticos inician una cascada de sefales, y organizan el
citoesqueleto de actina alrededor de la particula que se va a ingerir. Los
pseuddépodos impulsados por F- actina internalizan la particula (Freeman y
Grinstein, 2014; Garret y Mellman, 2001).

8.2.3 Formacion del fagosoma:

Un fagosoma es la vacuola formada para llevar la particula al interior de la célula.
La polimerizacion de actina es la fuerza que impulsa la extension de la membrana

y la formacion de fagosomas (Ostrowski et al., 2016; Freeman y Grinstein, 2018).
8.2.4 Formacion del fagolisosoma:

Este proceso es la fusion de un fagosoma con el lisosoma llevando a la digestién la

particula internalizada (Freeman y Grinstein, 2014).
8.3 Trogocitosis

La palabra “trogo” proviene del griego y significa “mordisco”, es un proceso en el
que una célula adquiere la fraccidén de otra célula y es mecanicamente diferente a
la fagocitosis que implica la internalizacion de una célula completa (Figura 7). Los
roles bioldgicos de la trogocitosis en eucariotas incluyen: alimentacién/adquisicion
de nutrientes, defensa/autoproteccion y patogenicidad (Nakada-Tsukui y Nozaki,
2021). El proceso de trogocitosis se describié por primera vez en amibas, donde se
descubrié como un mecanismo por el cual las amibas matan a otras células. Sin
embargo, se ha estudiado en pocos microorganismos y los detalles moleculares son
limitados (Bettadapur et al., 2020).
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9. Mecanismos independientes de contacto

Dentro de los mecanismos independientes de contacto en Acanthamoeba se
encuentra la liberacion de serina proteasas que inducen la degradacion de las
proteinas de union estrecha ZO-1 y ocludina, colageno tipo |, I, 1V, elastina y
fibronectina siendo componentes principales de la matriz extracelular (Garate et al.,
2004). Anteriormente se reportd que las amibas del género Acanthamoeba poseian
enzimas hidroliticas como cisteina proteasas, elastasas, fosfolipasas, entre otras
que favorecian la invasién hacia capas mas profundas del tejido (Alsam et al., 2005;
Siddiqui y Khan, 2012). Sin embargo, las proteasas facilitan el paso de las amibas
a través de las uniones celulares, pero no su destruccion (Omafa-Molina et al.,
2013). Por otro lado, dentro de los mecanismos independientes de contacto en
Naegleria fowleri se encuentra la identificacion de proteinas como las fosfolipasas
que pueden estar involucradas en la lisis de células nerviosas (Barbour y Marciano-
Cabral, 2001), las endopeptidasas especializadas en la degradacién de gelatina y
colageno tipo IV (Lam et al., 2017). Asimismo, se han reportado proteinas
formadoras de poros; Naegleriaporos A y B, asociadas al dafio de la membrana
citoplasmatica (Herbst et al., 2002). Las proteasas, neuraminidasas y fosfolipasas
contribuyen a la desmielinizacion y a la lisis adicional de eritrocitos y las células

nerviosas circundantes (Cervantes-Sandoval et al., 2010).

10. Justificacion

A través de modelos in vivo, ex vivo e in vitro se han descrito los mecanismos de
patogenicidad dependientes de contacto que llevan a cabo Acanthamoeba spp. y
Naegleria fowleri. Hasta el momento se sabe que la fagocitosis y trogocitosis son
parte importante de estos mecanismos. No obstante, se desconoce si los procesos
fagociticos y trogociticos son caracteristicas biolégicas o incrementan una vez que
se encuentran en contacto con el tejido blanco. Por lo anterior, es importante
determinar si un contacto previo con tejido blanco y una posterior interaccion con
células blanco (eritrocitos) aumenta o exacerba procesos de fagocitosis y

trogocitosis en Acanthamoeba spp. y Naegleria spp.
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11. Hipotesis
La interaccién de trofozoitos de Acanthamoeba spp y Naegleria spp. con diferentes

tejidos blanco incrementa los procesos de fagocitosis y trogocitosis.

12. Objetivos
12.1 General

e Determinar si la interaccion de Acanthamoeba spp. y Naegleria spp. con

diferentes tejidos blanco incrementa procesos fagociticos y trogociticos.

12.2 Particulares

e Registrar el numero de eventos fagociticos y trogociticos que llevan a cabo
los trofozoitos en los diferentes tratamientos.

e Determinar el indice eritrofagocitico de Acanthamoeba spp y Naegleria spp.

e Comparar los procesos fagociticos y trogociticos que llevan a cabo las
especies en estudio ante los diferentes estimulos.

e Describir las estructuras fagociticas que emiten los trofozoitos durante los

procesos fagociticos.

13. Metodologia

13.1 Cultivo amibiano

Todos los ensayos se llevaron a cabo con amibas cosechadas en fase exponencial
de crecimiento y se desprendieron de la pared de las botellas de cultivo con agua-

hielo durante 10 minutos.

Se trabajo con tres especies de amibas anfizbicas; Acanthamoeba castellanii
aislada de lente de contacto de un caso clinico de queratitis amibiana,
Acanthamoeba culbertsoni (ATCC 30171), Naegleria fowleri (ATCC 30808) y la
especie no patdégena Naegleria lovaniensis (ATCC 30569). Las cuales se cultivaron
en medio axénico PYG para el género Acanthamoeba a temperatura 30°C y medio
Bacto Casitona suplementado con suero fetal bovino al 10% para Naegleria a

temperatura 37 °C.
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13.2 Obtencion de tejido blanco

Para facilitar la observacion de la interaccion de amibas, el tejido blanco se

organizo en lineas discontinuas (micropatrones).
13.2.1 Tejido cerebral

El tejido cerebral se obtuvo por diseccidn del cerebro de un ratén BALB/c, el cual
se macero por 10 min en mortero. 1 g de este tejido se resuspendio en PBS y se

centrifugd a 400 x g para recuperar el sobrenadante.
13.2.2 Fibronectina

Este tejido fue donado por el laboratorio numero 9 de Infectomica y Patogénesis
Molecular del CINVESTAV IPN.

13.3 Elaboraciéon de micropatrones

Los micropatrones se realizaron mediante una modificacidn en la técnica propuesta
por Sierra-Lopez y colaboradores (2018) en placas de 24 pozos. Se depositd 1 pl
de tejido blanco en la superficie correspondiente para distribuirlo con un raspador

de células cubierto con nitrilo. Anexo 1.

13.4. estrategia experimental

Los trofozoitos se estimularon con los diferentes tejidos blanco estableciendo los

siguientes grupos de estudio:

Grupos control
- Trofozoitos en medio axénico (Control -)

- Trofozoitos en contacto con eritrocitos, sin estimulo previo con tejido blanco
(Control +)

Grupos experimentales

-Trofozoitos interaccionados con tejido cerebral como estimulo inicial + eritrocitos
como segundo estimulo

- Trofozoitos interaccionados con fibronectina como estimulo inicial + eritrocitos
como segundo estimulo
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13.4.1 interaccion de trofozoitos con el tejido blanco

La interaccion se llevé a cabo con el tejido blanco obtenido de cerebro o fibronectina,
organizado en forma de micropatrones previamente elaborados en placas de 24
pozos. Se colocaron 1.5 x 10° trofozoitos con 1ml de medio de cultivo por pozo. La
interaccionaron se llevo a cabo por 30 min a temperatura optima de crecimiento de

cada una de las cepas en estudio.

13.4.2 interaccion con eritrocitos de sangre humana

Posterior a la interaccion de los trofozoitos con tejido blanco, se adicionaron

eritrocitos en una relacion 1:4 y se incubaron por o durante una hora.

13.4.3 Analisis de la interaccion

Se hicieron videograbaciones mediante microscopia de luz en un invertoscopio
(Boeco Germany) con duracion de 5 min en 5 campos seleccionados al azar y Se
llevé a cabo un analisis cualitativo en el que se describieron los procesos fagociticos
y trogociticos asi como la descripcion morfolégica de las estructuras que se
emitieron estos procesos.

13.4.3.1 Analisis cuantitativo

En las videogabaciones descritas previamente se realizd también el conteo de 100
trofozoitos con 5 repeticiones por grupo experimental y controles, de los cuales, a
su vez se contabilizaron los trofozoitos fagocitando y/o trogocitando, asi como el

numero de estructuras fagociticas emitidas por cada trofozoito.:

El indice fagocitico se determiné acorde con la siguiente formula:

Numero de eritrocitos internalizados

indice fagocitico = — - - -
Numero de trofozoitos que eritrofagocitaron
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14. Resultados

El analisis de los resultados de las videograbaciones de la interaccion de los
trofozoitos con el tejido blanco permitié describir la emision de estructuras durante
los procesos fagociticos, trogociticos, asi como determinar diferencias
interespecificas e intergénero. Los resultados se resumen en el cuadro 3, mismos

que se detallaran en parrafos posteriores.

Cuadro 3. Estructuras que emiten, y procesos fagociticos y/o trogociticos de
las especies o amibas en estudio ante eritrocitos humanos post estimulacién

con tejido blanco. con tejido blanco.

Especies Fagocitosis | Trogocitosis Estructuras fagociticas
Amebostomas Delgadas
(Bocas de gran
tamaiio) Cortas Alargadas
A. castellanii V4 V4 v V4
A. culbertsoni X V4 V4 V4 V4
N. fowleri X V4 v X V4
N. lovaniensis V4 V4 V4 V4 V4

14.1 Anadlisis cuantitativo de los procesos fagociticos

El proceso de fagocitosis solo se presentdé en A. castellanii y N. lovaniensis. Para
determinar el porcentaje de trofozoitos que llevaron a cabo procesos de fagocitosis
se cuantificd el numero de trofozoitos con eritrocitos internalizados. Se observa que
un mayor numero de trofozoitos que interaccionaron con fibronectina
eritrofagocitaron, con respecto a aquellos que interaccionaron con el cerebro o el

grupo control cuyas diferencias fueron estadisticamente significativas (Figura 6).
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Figura 6. Porcentaje de trofozoitos que eritrofagocitaron post interacciéon con tejido blanco; cerebro
y fibronectina durante 30 min. La interaccién con eritrocitos se realizé durante 1h. Control +
trofozoitos sin previo contacto con tejido blanco p< 0.05 diferencias significativas. a: diferencia
significativa contra el control y b: diferencia significativa contra el grupo expuesto a tejido cerebral.

14.2 Analisis cualitativo de los procesos fagociticos

Para calcular el indice fagocitico se contabilizd el numero de eritrocitos
internalizados por trofozoito tanto en el grupo control como en los grupos
experimentales. Los resultados se muestran en la figura 7, se observa que los
trofozoitos de A. castellanii que interaccionaron previamente con tejido cerebral,
eritrofagocitaron significativamente menos que aquellos que solo se interaccionaron
con los eritrocitos como estimulo inicial (control +), observando una diferencia
significativa al evaluar la interaccion de trofozoitos con fibronectina como estimulo
inicial. Mientras que, en N. lovaniensis se observa una diferencia significativa del
grupo de trofozoitos en contacto previo con fibronectina respecto al grupo control y

al grupo interaccionado con tejido cerebral.
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Figura 7. A. Micrografias de trofozoitos representativos que mas eritrocitos fagocitaron A. castellanii (a-c) y N.
lovaniensis (d-f). Se observa una mayor cantidad de eritrocitos internalizados en los trofozoitos con previa
interaccion con fibronectina, A. castellanii fagocité hasta seis eritrocitos (¢) y N. lovaniensis hasta diez (f). B.
indice fagocitico en interacciéon con tejido blanco; cerebro y fibronectina durante 30 min, con una post
interaccion con eritrocitos durante 1h. Como control + se utilizé un cultivo con trofozoitos interaccionados con
eritrocitos p< 0.05 diferencias significativas. a: diferencia significativa contra el control y b: diferencia
significativa contra el grupo expuesto a tejido cerebral
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Los trofozoitos de A. castellanii y N. lovaniensis se mostraron mas activos cuando
se utilizo fibronectina como tejido blanco y se mantuvo después de adicionar los
eritrocitos, de tal manera que se observé completo el proceso de eritrofagocitosis.
Sin embargo, este proceso no se observd de manera completa en los grupos

experimentales y grupo control.
14.2.1 A. castellanii

Los trofozoitos de A. castellanii entraron en contacto con los eritrocitos a partir del
segundo 30, (Figura 8a, b y c), después se observa la formacion de una boca
fagocitica alargada (Figura 8 d y e) seguido de la internalizacion completa del
eritrocito (Figura 8 f, g y h), posteriormente al tiempo 270 seg. el mismo trofozoito

lleva a cabo el proceso de trogocitosis emitiendo una boca fagocitica pequena
(Figura 8i).

Figura 8. Secuencia de eventos de la eritrofagocitosis de A. castellanii documentada a través de una
videograbacion de 5 min con registros de cada 30s. Se muestra el contacto con eritrocitos (a, b y c)
formacién de una boca fagocitica alargada (d, e y f) y después la internalizacion completa del eritrocito
(f, g y h), posteriormente la amiba lleva a cabo el proceso de trogocitosis emitiendo una boca fagocitica

pequena (i). 40x.
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14.2.2 N. lovaniensis

Durante la interaccion de los trofozoitos de N. lovaniensis con fibronectina y
eritrocitos se observo un proceso atipico de eritrofagocitosis. Un trofozoito entré en
contacto con el eritrocito a través de una proyeccion ancha cuyo diametro era
semejante al del eritrocito y cuya longitud era aproximadamente la mitad del
trofozoito (Figura 9a), no obstante, no la fagocitd, sino que dirigidé la proyeccion
hacia una boca fagocitica (Figura 9b) internalizando el eritrocito a los 160 s (Figura

9d), finalmente se observo el eritrocito internalizado (Figura 9 e y f).

Figura 9. Micrografia del proceso completo de eritrofagocitosis de Naegleria lovaniensis
documentado en videograbacion de 5 min y registrado en secuencia cada 40s, con un estimulo
previo con fibronectina durante 30 min y un contacto con eritrocitos de 1h. Se observé la formacién
de una proyeccion alargada que entré en contacto con el eritrocito la cual dirigié hacia una boca
fagocitica y después la internalizacion completa del eritrocito. 40x.
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14. 3 Analisis cualitativo del proceso de trogocitosis

La trogocitosis fue un proceso comun entre las amibas en estudio, la cual se llevé a
cabo incluso en aquellos trofozoitos que eritrofagocitaron previamente y en aquellos
que no lo hicieron (Figura 10 a y b), llama la atencion que los trofozoitos pueden
trogocitar en diferentes areas del cuerpo ameboideo de manera simultanea (Figura
10 b). Asimismo, los trofozoitos emitieron bocas fagociticas y trogocitaron al mismo
tiempo (Figura 10 c). Asi como trofozoitos compitiendo por el mismo eritrocito
(Figura 10 d y e) y emitiendo proyecciones anchas y alargadas (Figura 10 e€). En la
figura 10 f se observa un eritrocito deformado que sugiere que un grupo de tres

trofozoitos lleva a cabo el proceso de trogocitosis de manera simultanea.

Figura 10. Micrografias de trofozoitos llevando a cabo el proceso de trogocitosis en
diferentes circunstancias: Trofozoitos que fagocitaron eritrocitos previamente (a)
Trofozoitos sin eritrocitos en su interior y llevando a cabo el proceso de trogocitosis por
diferentes sitios de la amiba (b) Trofozoitos trogocitando y emitiendo una boca fagocitica a
la vez (c) trogocitosis entre dos trofozoitos (d y e) y trofozoitos trogocitando en grupo (f).
40x.
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14. 4 Analisis cuantitativo del proceso de trogocitosis

El porcentaje de los trofozoitos que trogocitaron eritrocitos en los controles y en los
grupos experimentales se muestran en la figura 11, se observa que los trofozoitos
de A. culbertsoni en el grupo control (+), fueron los que mas trogocitaron, es decir,
aquellos que solo interaccionaron con eritrocitos; seguido del grupo de trofozoitos
que interaccinaron con fibronectina. Un proceso similar se observé con N. fowleri.
A.castellanii y N. lovaniensis, mostraron una menor cantidad de trofozoitos en

procesos de trogocitosis
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Figura 11. Porcentaje de trofozoitos que trogocitaron eritrocitos post interacciéon con tejido blanco; cerebro y
fibronectina durante 30 min. La interaccion con eritrocitos se realizé durante 1h. Se observa que A. culbertsoniy
N. fowleri fueron las especies que mas trogocitaron respecto a A. castellaniiy N. lovaniensis. p< 0.05 diferencias
significativas. a: diferencia significativa contra el control y b: diferencia significativa contra el grupo expuesto a
teiido cerebral
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14. 5 Estructuras fagociticas
El analisis de los resultados no solo demostré la emision de estructuras fagociticas,
sino que fue posible observar una diversidad de estructuras que emiten las amibas

en estudio durante los procesos de fagocitosis y trogocitosis.

14.5.1 Anadlisis cuantitativo de estructuras fagociticas emitidas por los

trofozoitos

Se cuantificé el numero de estructuras fagociticas emitidas por los trofozoitos en los
controles y en los grupos experimentales por especie, los porcentajes de la emision
se muestran en la figura 12, en la que se observa que los trofozoitos de todas las
cepas en estudio, interaccionados inicialmente con fibronectina, emitieron mas
estructuras fagociticas, seguida del control + en el que solo interaccionaron con
eritrocitos. Se registraron diferencias significativas entre el grupo de trofozoitos en
medio axénico (Control -) de todas las especies en estudio con respecto aquellos

grupos en contacto con fibronectina y cerebro.
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Figura 12. Porcentaje de trofozoitos que emitieron estructuras fagociticas en interacciéon con tejido blanco;
cerebro y fibronectina durante 30 min, con una post interaccidon con eritrocitos durante 1h. Como control (-) se
utilizé6 medio axénico, el control + consistié en un cultivo con trofozoitos interaccionados con eritrocitos * p<
0.05 diferencias significativas. a: diferencia significativa contra el control (-) y b: diferencia significativa contra

el grupo expuesto a tejido cerebral.
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14.5.2 Analisis cualitativo de estructuras fagociticas

La emision de estructuras fagociticas tanto de los trofozoitos estimulados con los
diferentes tejidos blanco como de los trofozoitos en medio axénico (control -) fueron
indistintas. Es decir, no se observaron diferencias. Las estructuras mas

representativas se describen en cada una de las especies en estudio:
14.5.2.1 Acanthamoeba castellanii

Se observaron trofozoitos emitiendo proyecciones delgadas tanto en medio axénico
como en contacto con tejido blanco (Figura 13 a, b y c). También mostraron
estructuras de gran tamafio (Figura 13 d y e) y la emision simultanea de ambas

estructuras en un mismo trofozoito (Figura 13 c y f).

»

Figura 13. Estructuras fagociticas emitidas por Acanthamoeba castellanii. 40x. Se observa la
formacion de estructuras largas en medio PYG (a) en contacto con tejido blanco (b y c). Asi
como la emision de estructuras de gran tamaino (d y e) y la formaciéon de estructuras
simultaneas (c y f).
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14.5.2.2 Acanthamoeba culbertsoni

Se presentaron estructuras fagociticas similares a amebostomas tanto en
trofozoitos en medio Bacto Casitona como en trofozoitos interaccionados
previamente con tejido cerebral (Figura 14 a, b y c). Asimismo, se presentaron
proyecciones largas y delgadas las cuales estaban cerca a eritrocitos (Figura 14 d

y e) y sin alguna proximidad a eritrocitos (Figura 14 f).

Figura 14. Emision de estructuras fagociticas por Acanthamoeba culbertsoni. 40x. Se observa
la formacion de estructuras de gran tamano tanto de trofozoitos en medio axénico (control -)
(a) como en los trofozoitos interaccionados con tejido blanco (b y c). Ademas, se muestra la
emision de estructuras largas y delgadas cerca de eritrocitos (d y e) y sin contacto con algun
eritrocito (f).
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14.5.2.3 N. fowleri

Se presentd la emisiébn de bocas alargadas de diferentes tamafios tanto en
trofozoitos en medio axénico (control -) como en trofozoitos interaccionados con
tejido blanco (Figura 15 a, b y c) asi como estructuras semejantes a copas
fagociticas (Figura 15 d). Es importante resaltar que también se registraron
estructuras cortas y delgadas que no habian sido reportadas anteriormente (Figura

15 e). También, se presentaron estructuras similares a amebostomas (Figura 15 f).

Figura 15. Emision de estructuras fagociticas por Naegleria fowleri. 40x. Se presenta la
formacioén de estructuras largas en medio Bacto Casitona (a) en contacto con tejido blanco
(b y c) similares a copas fagociticas (d). Asi como la emisiéon de estructuras cortas (e) y
estructuras de gran tamaino (f).
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14.5.2.4 N. lovaniensis

Se emitieron estructuras fagociticas cuando los trofozoitos no se interaccionaron
con los diferentes tejidos blanco; en medio Bacto Casitona (Figura 16a) y en
contacto con tejido blanco (Figura 16b) asi como la emisién de estructuras
simultaneas en contacto con eritrocitos (Figura 16c¢). También, se presentaron

proyecciones de gran tamafo cerca de eritrocitos (Figura 16 d).

Figura 16. Emisiéon de estructuras fagociticas por Naegleria
lovaniensis. 40x. Se presenta la formacion de estructuras
largas y delgadas (a y b), proyecciones emitidas de manera

simultanea (c) y estructuras de gran tamaiio (d).
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15. Discusion

Las amibas anfizéicas del género Acanthamoeba y la especie Naegleria fowleri, son
relevantes clinicamente, debido a que son agentes causales de enfermedades en
el sistema nervioso central, ojos y piel, para las que hasta el momento no existe un

tratamiento de eleccion (Visvesvara et al., 2007).

Es estudios previos, a través de modelos in vivo, ex vivo e in vitro se han descrito
los mecanismos de patogenicidad dependientes de contacto que tienen lugar
durante la invasidon de estas amibas al tejido blanco, los cuales dan inicio con la
adhesion, seguido con la migracion hacia las uniones celulares, penetracidon a capas
mas profundas de los epitelios por un efecto mecanico y/o enzimatico (Omania-
Molina et al., 2004, 2013)., jugando un papel relevante la fagocitosis y trogocitosis
del tejido blanco incluyendo a los eritrocitos, ya que durante su invasion, se ha
comprobado que las amibas anfizéicas migran hacia zonas ricas de oxigeno, y se
ha registrado la invasion via hematdgena, siendo los eritrocitos una fuente de

alimento o un blanco para llevar a cabo una invasién exitosa (Mattana et al., 2009).

En este trabajo se implementd la estrategia experimental para organizar el tejido
blanco en forma de micropatrones, formando lineas discontinuas para favorecer la
interaccidn de las amibas estimuladas con tejido blanco por medio de microscopia
de luz. Se ha reportado que es una técnica util que utiliza una pequefia cantidad de
material que propicia in vitro la distribucion espacial de las células sobre la superficie
y su interaccién (Blin, 2021)., con respecto a utilizar secciones grandes de tejido.
Asimismo, se llevaron a cabo las interacciones de trofozoitos con micropatrones de
tejido blanco con el objetivo de determinar si los procesos de fagocitosis y
trogocitosis se incrementaban, evaluando estos procesos a través de
videograbaciones y destacando su uso como una herramienta eficaz para observar
y registrar los procesos fagociticos y trogociticos, una ventaja a diferencia del uso

de fotografias.
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Los resultados de esta investigacion mostraron que, de las cuatro especies en
estudio solo A. castellanii y N. lovaniensis llevaron a cabo procesos de fagocitosis.
En ambas especies se observdé un aumento en la cantidad de trofozoitos que
fagocitaron eritrocitos con un estimulo previo con fibronectina y una posterior
interaccidn con eritrocitos, sugiriendo que estas amibas tienen una afinidad a
proteinas de matriz extracelular, entre ellas la fibronectina, mostrando una posible
relacion con el incremento de los procesos fagociticos. Las principales proteinas de
matriz extracelular: colageno, elastina, fibronectina y laminina estan implicadas en
la regulacién de la adhesién celular y la migracion (Rozario y DeSimone, 2010). Se
ha demostrado que Acanthamoeba polyphaga se une a las proteinas de matriz
extracelular como el colageno tipo IV, fibronectina y laminina (Gordén et al., 1993).
Asimismo, se ha observado que A. castellanii se adhiere eficientemente al colageno
tipo I, Hernandez-Jasso y colaboradores (2020) sugirieron que ademas de degradar
proteinas de la matriz extracelular podrian fagocitarla y utilizarla como fuente de

alimento durante la invasion.

La menor cantidad de amibas que eritrofagocitaron en A. castellanii se observo en
los trofozoitos que fueron estimulados previamente con tejido cerebral, sugiriendo
como hipétesis que el tejido cerebral podria ser un estimulo inicial muy fuerte para
no llevar a cabo procesos fagociticos de la misma manera que con otros tejidos
blanco como la fibronectina en la post interaccion con eritrocitos. Incluso los
trofozoitos que no tuvieron contacto previo con tejido blanco fagocitaron en una
cantidad superior en comparacion a los trofozoitos interaccionados previamente con
tejido cerebral, o que coincide con lo observado por Alvarado-Ocampo y
colaboradores (2020) en donde se demostrd eritrofagocitosis en Acanthamoeba
spp. a los 30 min de interaccion sin algun contacto con tejido blanco, demostrando
gue no es necesario un contacto previo con tejido blanco para realizar el proceso

de fagocitosis.
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Por otro lado, llama la atencién que N. lovaniensis presento la mayor cantidad de
trofozoitos que eritrofagocitaron, a pesar de ser una especie no patégena,
sugiriendo que el proceso de fagocitosis no esta relacionado con la patogenicidad y
que este proceso es una caracteristica biolégica, ya que al ser organismos de vida
libre fagocitan bacterias y otros organismos en el ambiente. Juegan un rol en el
control de las poblaciones bacterianas en ambientes como el suelo, agua vy
sedimentos (Pertuz-Bellozo et al., 2021). En cuanto a las diferencias encontradas
entre las especies que llevan a cabo el proceso de fagocitosis se encuentra la
cantidad de eritrocitos que ingieren; N. lovaniensis ingiere una mayor cantidad de
eritrocitos con respecto a A. castellanii. El maximo numero de eritrocitos engullidos
se observo con el contacto previo con fibronectina, enfatizando su importancia en la
internalizaciéon de eritrocitos. La cantidad de eritrocitos puede estar relacionada al
tamano de estas amibas, N. lovaniensis posee un mayor tamafio y por lo tanto
mayor capacidad de ingerir eritrocitos. Es posible que los procesos fagociticos se
vean impulsados por la necesidad de obtener hierro. Diversos microorganismos
parasitos necesitan obtener suficiente hierro para sustentar su crecimiento,
virulencia y otros procesos biologicos dentro del hospedero. Por ejemplo, el
crecimiento y toxicidad de Entamoeba histolytica son inhibidos por un acceso
insuficiente de hierro (Cruz-Castafieda et al., 2011). Asimismo, Trichomonas
vaginalis requiere altos niveles de hierro ya que es considerado un micronutriente
esencial para su supervivencia, metabolismo, multiplicacién y regulacion de factores
de virulencia, la ausencia de hierro en los medios de cultivo reduce el crecimiento
celular e induce cambios morfologicos (Rivera-Rivas et al., 2020). En el caso de los
organismos de vida libre al realizar la transicion a organismos anfizdicos
permanecen dependientes de los nutrientes disponibles del hospedero, donde una
posible obtencidn de hierro sea a través de los eritrocitos, ya que al ser células
responsables del transporte de oxigeno contienen hemoglobina (Mach y Sutak,
2020). En el ser humano adulto, la hemoglobina de los eritrocitos contiene la mayor
parte de hierro del cuerpo (Ganz, 2018), indicando la afinidad de estas amibas hacia

estas células sanguineas como fuente principal de hierro.
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Se desconoce el uso del hierro en las funciones vitales de amibas anfizéicas. Sin
embargo, en N. fowleri se han planteado la hipotesis sobre la necesidad de la
obtencién de hierro para su supervivencia y su proliferacion durante la MEAP, asi
como el uso de cisteina proteasas para degradar proteinas de unién al hierro como
la hemoglobina (Martinez-Castillo et al., 2015). De la misma manera, también se
han encontrado cisteina proteasas que degradan proteinas de union al hierro en A.
castellanii, representando un factor de virulencia en las diferentes enfermedades

causadas por estas especies (Ramirez-Rico et al., 2015)

Por otra parte, otro de los procesos fagociticos que implementan las amibas para la
obtencion de particulas es el proceso de trogocitosis. Este proceso se lleva a cabo
cuando una célula ingiere fragmentos del material celular de otra célula (Bettadapur
et al., 2020). Los resultados mostraron que el proceso de trogocitosis se presento
en todas las especies. No obstante, las especies A. culbertsoni y N. fowleri
mostraron la mayor cantidad de trofozoitos que trogocitaron eritrocitos, lo que
sugiere que estas especies no llevan a cabo el proceso de fagocitosis al estar en
contacto con tejido blanco, en su lugar utilizan el proceso de trogocitosis para la
ingestion de eritrocitos, mostrando que existen particularidades entre las especies
de un mismo género. Sin embargo, se ha registrado que A. culbertsoni fagocita
bacterias (Enterobacter aerogenes) in vitro (Pertuz-Belloso y Ramirez-Flores,
2014), demostrando que en el ambiente llevan a cabo procesos fagociticos ya que
las amibas de vida libre son los principales depredadores que controlan las

poblaciones bacterianas en los suelos (Rodriguez-Zaragoza, 1996).

La informacion sobre los mecanismos moleculares de los procesos fagociticos es
limitada. Sin embargo, se ha identificado que Nf-actina (50,1 kDa) también esta
involucrada en la trogocitosis de N. fowleri (Shon et al., 2019). Se desconoce por
qué algunas especies utilizan el proceso de trogocitosis sobre el proceso de
fagocitosis. No obstante, las posibles razones incluyen el ahorro energético, ya que
podria utilizarse una menor cantidad de membrana y de energia para el proceso de
trogocitosis en comparacion con el proceso de fagocitosis, es posible que este

ultimo requiera de mayor energia y no sea energéticamente econémico llevar a cabo
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el proceso. Otra posible ventaja de la trogocitosis es la adquisicion selectiva de
componentes como membranas y la exclusidon de sustancias toxicas (Nakada-
Tsukui y Nozaki, 2021). Asimismo, se han planteado hipotesis que proponen que la
trogocitosis puede transferir moléculas entre células que estan en estrecho contacto
fisico y probablemente proporcione una ventaja de supervivencia para el parasito
ya que las moléculas trogocitadas podrian estar relacionadas con la patogenia de

las infecciones causadas por organismos patégenos (Mukherjee et al., 2015).

Como parte de los mecanismos o estrategias de patogenicidad de las amibas
anfizéicas del género Acanthamoeba y Naegleria fowleri se encuentra la formacion
de estructuras fagociticas, estas estructuras les permiten en su fase de vida libre
ingerir bacterias y levaduras presentes en el medio ambiente, y en su fase
parasitaria les permite alimentarse de células de los tejidos del hospedero vy
materiales biolégicos como fuente de alimento, procesos que en su conjunto
conducen a la desestabilizacion de los tejidos (Marciano-Cabral, 1988). Para tal fin,
Acanthamoeba emite estructuras denominadas amebostomas, también conocidas
como estructuras similares a ventosas, asi como canales microfagociticos (Diaz et
al., 1991; Castelan-Ramirez et al., 2020). Estas estructuras son utilizadas para la
ingestion de células diana, lo que sugiere un papel importante en la patogenia
(Omana-Molina et al., 2004). En el caso particular del género Acanthamoeba, se
han reportado diferentes estructuras fagociticas cuya morfologia se adapta segun
el tamafio y la forma del tejido o célula blanco. Cuando células blanco como los
eritrocitos estan cerca, las amibas forman un gran amebostoma, en cambio cuando
estan en contacto con células MDCK (Madin Darby Canine Kidney) emiten ventosas
cilindricas delgadas (Gonzalez-Robles et al., 2009), estas estructuras coinciden con
las observadas en esta investigacion, tanto en contacto previo con tejido blanco
como en la post interaccion con eritrocitos. Asimismo, Acanthamoeba emitio
diferentes estructuras simultaneas ante la interaccidén con una misma célula blanco,
resaltando que de manera simultanea fagocitaron y trogocitaron; se observaron
amebostomas, ventosas cilindricas delgadas similares a las reportadas por
Castelan-Ramirez y colaboradores (2020), asi como estructuras cortas y delgadas.
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N. fowleri también exhibe estructuras superficiales denominadas “copas fagociticas”
y estructuras similares a ventosas (Marciano-Cabral y Cabral, 2007; John et al.,
1984). Lo que concuerda con las estructuras reportadas en esta investigacion. No
obstante, también se observaron estructuras cilindricas delgadas, similares a las

reportadas en Acanthamoeba.

Se desconocen los mecanismos a través de los cuales estas amibas emiten
estructuras fagociticas. No obstante, se ha reportado que el gen Nfa1, localizado en
N. fowleri codifica para la proteina Nfa1l (13,1 kDa) y se ha relacionado con la
formacion de estructuras fagociticas como los amebostomas (Shon et al., 2019). En
todas las especies se observo la emision simultanea de estructuras fagociticas,
destacando el papel del citoesqueleto. El citoesqueleto es un grupo dinamico de
estructuras proteicas que cambian continuamente a medida que las células se
mueven y dividen, contiene gran parte de fibras y redes de actina y se encuentran
principalmente en estructuras de locomocion y en diversas estructuras endociticas
que permiten cambios morfoldgicos rapidos en respuesta a sefales de estimulos
externos (Gonzalez-Robles et al., 2008)., lo que explicaria la emisidn simultanea de
mas de dos estructuras fagociticas en diferentes areas de los trofozoitos

observados en esta investigacion.

Los procesos fagociticos son importantes durante la patogenia de las amibas en
estudio, siendo los eritrocitos una célula blanco y por lo tanto un posible blanco para

realizar una invasion exitosa.
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16. Conclusiones

Los resultados mostraron que la interaccion previa con tejido cerebral y una post
interaccidn con eritrocitos no indujo un aumento en procesos fagociticos y
trogociticos. En cambio, los trofozoitos interaccionados previamente con
fibronectina si mostraron un ligero aumento en los procesos fagociticos y
trogociticos de algunas de las especies en estudio. Sugiriendo que estos procesos
son una caracteristica biolégica ya que tienen la capacidad de realizarlos sin algun

estimulo previo.

El analisis de los procesos fagociticos y trogociticos mostré diferencias
interespecificas e intergénero las cuales nos permiten concluir que A. culbertsoniy
N. fowleri (cepas altamente virulentas) llevan a cabo mayoritariamente procesos
trogociticos ante el estimulo del tejido blanco, mientras que A. castellanii (especie
menos virulenta) lleva a cabo ambos procesos y N. lovaniensis (cepa no patdgena)

realiza procesos trogociticos y fagociticos, este ultimo en mayor medida.

Durante los procesos fagociticos y trogociticos las amibas emitieron diversas
estructuras como: amebostomas, estructuras similares a ventosas, estructuras
cilindricas alargadas y cortas, las cuales pueden ser emitidas de manera simultanea
en un mismo cuerpo ameboideo. Ademas, la formacién de estas estructuras fue
indistinta, no se observaron diferencias en el tipo de estructuras que emitieron los

grupos control y los grupos experimentales de cada especie.
17. Perspectivas

e Seria conveniente conocer los mecanismos moleculares de los procesos
fagociticos de estas amibas, los procesos que desencadenan en el tejido
blanco y determinar si estos procesos estan relacionados con procesos
inflamatorios.

e Determinar que estimulos desencadenan la emisién de diversas estructuras
fagociticas.

e Evaluar procesos fagociticos y trogociticos en mas cepas.
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Anexo 1

Atar la cubierta de nitrilo,
intentado tensionarlo.

Cubrir el raspadok

células con nitrilo.

\ 3 Extender con el raspador
- = de células de arriba
Colocar 1pl de tejidom ° 5888 abajo y viceversa.

blanco (cerebro o

fibronectina).

@

Dejar secar y esterilizar
bajo luz UV durante 20
min.

Micropatrones en lineas
discontinuas

Figura 17. Elaboracion de micropatrones
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