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1 INTRODUCCION

Las amibas de vida libre (AVL) son un grupo de protozoos que pueden vivir exitosamente
en el medio ambiente. De igual manera, cuatro géneros de ellas son llamadas amibas
anfizoicas (ambos lados), debido a su capacidad de infectar al hombre actuando como
endoparasitos oportunistas (Page, 1976a). Las especies reportadas con mayor importancia
clinica dentro del grupo de las AVL son: Naegleria fowleri, agente causal de la
Meningoencefalitis Amibiana Primaria (MAP), Balamuthia mandrillaris y varias especies del
género Acanthamoeba causantes de Encefalitis Amibiana Granulomatosa (EAG), ademas
el género Acanthamoeba es capaz de producir infecciones en 6rganos como rifién, pulmén,
corazon, higado, bazo, piel y ojos, entre las que destacan la Queratitis Amibiana (QA) y la
Acanthamebiasis cutdnea (Marciano-Cabral y Cabral, 2003; Schuster y Visvesvara, 2004a).
Asi mismo, recientemente se reporté un caso de Encefalitis Amibiana en el que Sappinia
pedata fue el agente etioldgico de esta patologia (Gelman et al., 2001).

Aunque el estudio de todas las amibas anfizoicas es de vital importancia, este trabajo sélo
se enfoca en un par de especies del género Acanthamoeba; ya que estos protozoos son
los que se reportan con mayor incidencia en provocar diversas patologia en el humano,
siendo Acanthamoeba culbertsoni y Acanthamoeba castellanii, las especies mas

frecuentemente asociadas de casos clinicos.

1.1 Antecedentes histéricos

Hasta mediados del siglo XX, las AVL eran consideradas inocuas para el ser humano y sélo
comensales para algunos mamiferos; Unicamente se tenia registro de Entamoeba
histolytica como pardasitos de humanos. Sin embargo, Derrick en 1948 reporté un caso
mortal ocasionado por una infeccién amibiana diseminada de un soldado japonés, dicha
infecciobn se atribuyé al parasito lodamoeba bitschlii (parasito comensal de intestino
humano); a este parésito, Kernoham y colaboradores, en 1960 también le atribuy6 la muerte
de una nifla estadounidense de 6 afios de edad que presentaba un granuloma cerebral.
Tiempo después, dicho parasito fue tipificado correctamente, atribuyendo estas muertes al
género Acanthamoeba (Martinez y Visvesvara, 1997).

Este género fue observado por primera vez por Castellani en 1930 en un cultivo de
Cryptococcus pararosesus, y nombrado de dicha manera por Volkonsky en 1931,
basandose en la presencia de doble pared en el quiste. Las observaciones de Castellani

pasaron desapercibidas hasta que en 1959 Culbertson y colaboradores en una de sus
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pruebas de seguridad de la vacuna del polio, observaron la presencia de organismos
ameboideos en cultivos celulares de rifion que producian efecto citopatico. Con el contenido
de dichos cultivos, inocularon a ratones y monos los cuales murieron dias posteriores a la
inoculacion intranasal e intracraneal. Se demostro la presencia de amibas en los cortes
histolégicos de cerebro, ademéas se demostrd su potencial patogénico ya que destruyeron
la mucosa nasal, las venas pulmonares, simultineamente migraron hacia el torrente
sanguineo, invadiendo el rifidn, corazén y bazo.

En el sur de Australia, Fowler y Carter en 1965, reportaron cuatro casos de infeccion en
humanos por AVL, en un principio estas amibas fueron identificadas como Acanthamoeba
spp., sin embargo, tiempo después se tipificaron como amibas del género Naegleria que
provocaban MAP.

A partir de los afios 70’s, los diagnésticos fueron mas certeros en enfermedades del Sistema
Nervioso Central (SNC). En 1971, Kenney reportd una infeccidn cerebral relacionada con
el género Acanthamoeba; en 1972, Jager y Stamm reportaron un granuloma cerebral en un
paciente con linfoma de Hodgkin; en 1973, Robert y Rorke reportan también un caso clinico
de un paciente masculino de 58 afios de edad que presentd granulomas en el cerebro. En
1980 Martinez, designd esta infeccidbn como EAG, para distinguir a las infecciones del SNC
causadas por el género Acanthamoeba de las causadas por Neagleria fowleri.

En 1974 Nagington y colaboradores, reportan los dos primeros casos de QA en U.K. y en
el mundo, el primero correspondié a un paciente de 32 aflos de edad que presenté una
ulceracion corneal, con mal pronéstico ya que el paciente perdié la vista. El agente causal
fue Acanthamoeba polyphaga. El segundo caso correspondié a un agricultor con sintomas
similares, sin embargo, después de un afio se tuvo que extraer quirirgicamente el ojo, del
cual se aisl6 Acanthamoeba castellanii. En 1975, Jones y colaboradores, reportaron otros
dos casos de QA causados por Acanthamoeba polyphaga en Texas, Estados Unidos. Asi
mismo en 1979, Gullett y colaboradores reportaron un caso de infeccion granulomatosa

diseminada, con lesiones en piel y la encefalitis focal debido a Acanthamoeba astronyxis.



2 GENERALIDADES DE Acanthamoeba spp.

2.1 Ciclo devida

Las amibas del género Acanthamoeba son microorganismos aerobios, lo que les permite
completar su ciclo biolégico en el medio ambiente, alternandose en dos estadios: la forma
activa que se alimenta y reproduce por fisién binaria (mitosis), llamada “trofozoito” y una
forma inactiva de resistencia, llamada “quiste” (Gallegos-Neyra, et al., 2014; Cabello-
Vilchez, 2015). Bajo condiciones adecuadas, Acanthamoeba, puede producir infecciones
en el hombre y aunque la forma infectante es el trofozoitos, ambas formas pueden penetrar
en el hospedador humano. Segun la via de entrada puede causar diferentes patologias: por
via ocular produce queratitis amibiana, por via inhalatoria causa neumonia o EAG, o bien
por via cutdnea produce acanthamebiasis cutanea. Ademas de estas vias de entrada puede
existir una diseminacién hematégena de este protozoo (Figura 1). En el Unico caso en el

que la diseminacion hematégena no ha sido descrita es en la QA (Magnet, 2014).

Figura 1. Ciclo de vida de Acanthamoeba spp: 1: Quiste; 2: Trofozoito; A: Entrada en el
hombre como quiste o trofozoito; B: Infeccién ocular: QA C: Inhalacion D: EAG E:
Neumonia; F: Penetracion por piel: Acanthamebiasis cutanea. Las flechas discontinuas
representan la posible diseminacion hematdgena entre los distintos 6rganos infectados
(Magnet, 2014).



2.1.1 Trofozoito

La morfologia del trofozoito varia en tamafio de 25 a 40 um segun la especie. El citoplasma
es finamente granular y contiene numerosas mitocondrias, un complejo de Golgi,
ribosomas, microtubulos y vacuolas alimenticias. Sin embargo, se caracteriza por tener una
vacuola contractil, un solo ndcleo y un gran nucléolo central, ademas de dos tipos de
pseuddpodos: uno hialino y de gran amplitud llamado lob6podo y otro caracterizado por la
emision de finas proyecciones a lo largo del cuerpo ameboideo, llamados acantopodos
(Acantos=espinas) (Figura 2) de los cuales deriva el nombre del género. La funcién de estos
pseuddpodos no solo es la locomocién con movimientos unidireccionales con una velocidad
de 0.3-0.4 um/s sino también la captacion de alimentos y adherencia a las superficies
(Bowers y Korn, 1968; Marciano-Cabral y Cabral 2003; Trabelsi, et al., 2012; Visvesvara,
2013).

En su fase de vida libre se alimenta por fagocitosis de bacterias, algas, levaduras e inclusive
de otros protozoos, aunque también pueden alimentarse por medio de la captacion de
nutrientes disueltos en el ambiente, a través del proceso de pinocitosis (Castrillon y Orozco,
2013).

VC

Figura 2. Morfologia del trofozoito de Acanthamoeba sp: N. Nucleo; VC. Vacuola

contractil; L. Lob6podo

2.1.2 Quiste

La formacion del quiste se induce bajo condiciones ambientales adversas, tales como
escases de alimento, desecacion y cambios en la temperatura y pH (Chagla y Griffiths,
1974; Bonilla, et al., 1999;). Son resistentes a biocidas, cloracién y antibioticos (De
Jonckheere y Van de Voorde, 1976; Khunkitti et al., 1998; Turner et al., 2000; Lloyd et al.,



2001), sobreviven a bajas temperaturas (0-2°C) y resisten la desecacion durante mas de
20 afios (Brown y Cursons, 1977; Visvesvara et al., 2011).

Los quistes se conforman de una doble pared y varian en tamafio de 10 a 29 um. La pared
externa, el exoquiste, se encuentra corrugado con pliegues y ondulaciones, mientras que
la pared interna, el endoquiste, puede ser poligonal, oval, estrellada o esférica (Figura 3).
Los poros u ostiolos donde se juntan el exoquiste y el endoquiste estan cubiertos por
opérculos convexo-concavos que, cuando las condiciones ambientales son favorables, se
abren para el desenquistamiento. Los quistes también son uninucleados y poseen un
nucléolo en posiciéon central (Page, 1967; Marciano-Cabral y Cabral, 2003; Visvesvara et
al., 2011; Trabelsi et al., 2012; Cabello-Vilchez, 2015).

40x

Figura 3. Morfologia del quiste. Se observa la doble pared. Endoquiste (cabeza de

flecha). EX. Exoquiste de forma estrellada (flecha)

2.2 Sisteméaticay taxonomia

Durante muchos afios la clasificacion de las amibas se basO exclusivamente en la
observacion de caracteres morfolégicos, tales como: forma del pseudépodo, tipo de
movimiento ameboideo, estructura nuclear, morfologia y tamafio del quiste (Griffiths et al.,
1978; Gallegos-Neyra et al., 2014). Con estos criterios, se clasific6 al género
Acanthamoeba dentro del Subphylum Sarcodina y la clase Lobosea (Tabla 1A) (Page,
1976b; Martinez y Visvesvara, 1997).

A través de la morfologia quistica, las especies del género Acanthamoeba se organizaron
en 3 grupos (Page, 1967; Pussard y Pons, 1977; Trabelsi et al., 2012; Castrillon y Orozco,

2013; Visvesvara, 2013), los cuales se describen a continuacion:



1. Grupo 1: Incluye a especies caracterizadas por quistes con tamafio mayor a 18 pm;
el endoquiste es de forma estrellada y el exoquiste puede ser liso o rugoso (A.
astronixys, A. comandoni, A. tubiashi y A. echinulata).

2. Grupo 2: Se incluye en este grupo el mayor nimero de especies de importancia
médica con quistes que miden 18 ym o menos; el exoquiste es rugoso, mientras
que el endoquiste puede ser poligonal, triangular, ovalado o redondeado (A.
castellani, A. polyphaga, A. rhysodes, A. hatchetti, A. griffini, A. quina, A. divionensis,
A. mauritaniensis, A. triangularis, A. paradivionensis y A. lugdunensis).

3. Grupo 3: Cuenta con un quiste de 18 ym o menos, sin embargo, a diferencia del
grupo dos, el exoquiste es delgado y ondulado mientras que el endoquiste es
generalmente redondeado (A. culbertsoni, A. royreba, A. lenticulata, A. palestinensis

y A. pustulosa).

No obstante, la clasificaciébn de Acanthamoeba basada en caracteristicas morfolégicas ha
resultado poco fiable debido a que la morfologia de las especies puede cambiar de acuerdo
las condiciones de cultivo, es por ello que recientemente la Sociedad Internacional de
Protistologia abandond los viejos sistemas de jerarquizacion y los reemplaz6 en una nueva
clasificacion basada en enfoques morfol6gicos modernos, asi como vias bioquimicas vy
filogenética molecular. A pesar de ello la clasificacién por morfologia sigue siendo til para
la determinacién taxondmica (Castrillon y Orozco, 2013; Visvesvara, 2013).

Hoy en dia, el género Acanthamoeba se encuentra dentro del Subphylum Lobosa el cual
se caracteriza por una locomocién no eruptiva gracias a sus lobopodos (Tabla 1B)
(Cavalier-Smith et al., 2016).

Asi mismo, se ha empleado una clasificacion basada en el andlisis de secuencias del gen
18S ARNr para separar las cepas de Acanthamoeba. En la actualidad, dicho género esta
clasificado en 20 genotipos basados en el gen de la subunidad pequefa ribosomal del gen
ARN (SSU rDNA o 18S rDNA) que los agrupa en genotipos T1- T20. Cabe resaltar que
cada genotipo exhibe 5% o mas divergencia de secuencia entre cada linaje (Nuprasert et
al., 2010; Siddiqui y Khan, 2012; Castrillén y Orozco, 2013).

Tabla 1. Clasificacion taxondmica. A: Clasificacion antigua basada Unicamente en
caracteres morfolégicos (Tomado de Page, 1976b). B: Clasificacion actual basada en

caracteres morfolégicos y pruebas moleculares (Tomado de Cavalier-Smith et al., 2016).



Reino: Protista (Haeckel, 1860)
Subreino: Protozoa (Goldfuss, 1818)
Phylum: Sarcomastigophora (Honigberb y Balamuth, 1963)
Subphylum: Sarcodina (Schmarda, 1871)
Superclase: Rhizopodea (Von Siebold, 1845)
Clase: Lobosea (Carpenter, 1861)
Subclase: Gymnamoebae (Haeckel, 1862)
Orden: Amoebida (Kent, 1880)
Suborden: Acanthapodina (Page, 1976)
Familia: Acanthamoebidae (Sawyer y Griffin, 1975)
A Género: Acanthamoeba (Volkonsky, 1931)

Dominio: Eukarya
Reino: Protista (Haeckel, 1860)
Phylum: Amoebozoa (Lihe, 1913)
Subphylum: Lobosa (Carpenter, 1861, em. Cavalier-Smith, 2009)
Superclase: Glycopoda (Cavalier-Smith, 2009)
Clase: Discosea (Cavalier-Smith, 2004)
Orden: Centramoebida (Rogerson y Patterson, 2002)
Familia: Acanthamoebidae (Sawyer y Griffin, 1975)

B Género: Acanthamoeba (Volkonsky, 1931)

2.3 Distribucién

Las especies del género Acanthamoeba han sido aisladas de diversos ambientes naturales
tales como: agua de mar, sedimentos ocednicos, arena de playa, suelo, lagos de agua dulce
y salada, aguas termales, casquetes polares e inclusive del aire. También se han
encontrado en estanques de aguas, aguas residuales, acuarios, agua mineral embotellada,
botellas de agua destilada, torres de plantas de energias nuclear y eléctrica, bafieras de
hidromasaje, conductos de ventilacion, humidificadores, aparatos de aire acondicionado,
verduras. Asi mismo de peces de agua dulce, reptiles, perros, monos, pajaros y en animales
muertos. También se han aislado de hospitales, material quirtrgico, piscinas
fisioterapéuticas, unidades dentales y de didlisis, lentes de contacto, frotis faringeos, tejidos

pulmonares, lesiones de piel, heces humanas, biopsias de cérnea, injertos mandibulares,



liguido cefalorraquideo y en necropsias de cerebro (Schuster y Visvesvara, 2004a;
Visvesvara et al., 2007; Siddiqui y Khan, 2012; Magnet, 2014).

2.4 Importancia ecoldgica

En el suelo juegan un papel importante dentro del ciclo de nutrientes: los consumidores
primarios (bacterias) descomponen directamente materiales organicos, pero son ineficaces
en la liberacion de los minerales de su propia masa. Los descomponedores secundarios,
como las AVL, consumen a los descomponedores primarios y estimulan el crecimiento en
la tasa de transformacién bacteriana del fosforo y del nitrégeno a formas aprovechables
para las plantas, lo que produce una mayor producciéon de biomasa vegetal (Sinclair et al.,
1981; Fenchel, 1987; Tyndall et al., 1989).

Asi mismo la supervivencia de estas amibas en presencia de bacterias esta determinada
por el tipo y densidad de bacterias, asi, bajas densidades de bacterias gram negativas
(Escherichia coli), parecen favorecer su supervivencia mientras que altas densidades de

bacterias inhiben su crecimiento como es el caso de Pseudomonas (Wang y Ahearn, 1997).

3 IMPORTANCIA MEDICA

Las amibas del género Acanthamoeba son capaces de producir infecciones sistémicas en
diferentes 6rganos del ser humano, sin embargo, las enfermedades con mayor relevancia
clinica son: la QA, la EAG y la acanthamebiasis cutanea o difusa. Aunque estas infecciones
no representan un problema de salud publica, si son de importancia clinica ya que
generalmente no son consideradas en los diagnésticos diferenciales iniciales y los
tratamientos para erradicarlas no han resultado ser efectivos en la mayoria de los casos
(Martinez y Visvesvara, 1997). Ademas, se ha reportado que establecen relaciones
simbidticas con otros microorganismos, actuando como un vector (“Caballo de Troya”)
(Magnet, 2014).

3.1 Endosimbiontes

Existen numerosas evidencias de la interaccion de Acanthamoeba con otros agentes
microscOpicos como virus, bacterias, hongos e incluso protozoos. Esta interaccion puede
ser simplemente simbidtica o llevar a cabo la destruccion de Acanthamoeba o del otro

organismo (Magnet, 2014).



3.1.1 Simbiosis Acanthamoeba-virus

Se ha descrito que los trofozoitos de Acanthamoeba spp. actlian como reservorio y vector
de Adenovirus, Mimivirus y Enterovirus. Los adenovirus (400nm), responsables de
infecciones entéricas, respiratorias y oculares en el ser humano, han sido encontrados en
el citoplasma de los trofozoitos (Schied y Schwarzenberger, 2012). Asi mismo, se reporta
gue el quiste es resistente a los virus, sin embargo, los Mimivirus pueden encontrarse en el
citoplasma del trofozito e inhibir el enquistamiento de este. Aunque estos virus no son
agentes causales de enfermedades en el humano, se sospecha que pueden actuar como
posibles co-agentes en las infecciones por Acanthamoeba (Khan, 2009a; Rodrigues et al.,
2016).

El enterovirus Coxsakie, agente causal de meningitis, miocarditis y otras infecciones en el
hombre, es capaz de sobrevivir en el interior de Acanthamoeba tanto en su forma quistica
como de trofozoito. Cuando Acanthamoeba entra en contacto con los macrofagos

humanos, puede liberar a estos virus favoreciendo asi su trasmision (Mattana et al., 2006).

3.1.2 Simbiosis Acanthamoeba-bacterias

Aunque las AVL son uno de los principales organismos reguladores de poblaciones de
bacterias, se ha reportado que no todas las bacterias pueden ser ingeridas y digeridas por
estos protozoos, algunas escapan de la ingestién por un gran nimero de razones, incluido
su tamafio celular. Algunas son ingeridas, pero han desarrollado estrategias para evadir la
digestién e incluso multiplicarse dentro de los protozoos (presencia de toxinas, pigmentos
téxicos, u otras estrategias propias de la pared bacteriana) los ejemplos mas claros son
Legionella pneumophila, causante de la enfermedad del legionario o neumonia y
Staphylococcus aureus causante de un gran niamero de enfermedades (Marciano-Cabral y
Cabral, 2003; Huws et al., 2008).

3.1.3 Simbiosis Acanthamoeba-hongos

Steenbergen y colaboradores en el 2001 demostraron la supervivencia y reproduccion de
Cryptococcus neoformans, causante de neumonias y meningitis, en el interior de
Acanthamoeba, sugiriendo que las caracteristicas que contribuyen a la virulencia del hongo
en mamiferos, son las mismas que ayudan a la supervivencia dentro de la amiba. Se ha

reportado que los hongos causantes de enfermedades en humanos; Blastomyces



dermatitidis, Sporothrix schenckii, e Histoplasma capsulatum provocan la muerte de las

amibas, favoreciendo el crecimiento de los hongos (Steenbergen, et al., 2004).

3.1.4 Simbiosis Acanthamoeba-protozoos

Se ha descrito, en ensayos in vitro, la capacidad del trofozoito de Acanthamoeba de
fagocitar hasta 6 ooquistes de Crypotosporidium y de eliminarlos lentamente al medio.
Aunque no hay evidencias de que este fendbmeno se produzca en la naturaleza, las amibas
podrian desempefiar un papel importante en la trasmision de la criptosporidiosis (Gomez-
Couso et al., 2007).

3.2 Queratitis Amibiana

Corresponde a un proceso inflamatorio crénico activo producido por diferentes especies del
género Acanthamoeba, que afecta a la cornea (Oddd, 2006). Se caracteriza por ser
dolorosa e invalidante. El cuadro clinico en sus inicios se caracteriza por que el paciente
sufre enrojecimiento, lagrimeo, fotofobia y dolor de diversa intensidad, asi como vision
borrosa. Al progresar la enfermedad, puede observarse ulceracion, infiltrados anulares,
placas endoteliales y uveitis anterior, con o sin hipopién (presencia de pus en la cadmara
anterior del 0jo), y mas infrecuentemente, edema corneal. Si el curso se agrava, pueden
producirse abscesos, escleritis, glaucoma, catarata e infeccion microbiana secundaria
(Marciano-Cabral y Cabral, 2003; Cabello-Vilchez, 2015).

La QA ha comenzado a constituir una infeccién importante, especialmente en individuos
inmunocompetentes que usan lentes de contacto, particularmente blandos. Sin embargo,
también esta asociado con traumas corneales (Oddd, 2006; Visvesvara, 2007).

Es una enfermedad dificil de tratar y de diagnosticar, ya que las manifestaciones clinicas
se confunden a menudo con las de la queratitis herpética, fingica o micobacteriana, lo que
ocasiona que el diagndstico correcto y el comienzo del tratamiento se retrasen muchos
meses (Cabello-Vilchez, 2015).

3.3 Encefalitis Amibiana Granulomatosa

La EAG es una enfermedad causada por la invasién de Acanthamoeba spp. al SNC;
corresponde a una encefalitis focal o difusa necrosante y hemorragica aguda, subaguda o

crénicay con signos de irritacion meningea, la cual se manifiesta entre 7 a 120 dias después
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de su invasion. Estos protozoos afectan, naturalmente, a pacientes debilitados, desnutridos,
diversos tipos de inmunocomprometidos y nifios pequefios. Algunos pacientes tienen,
simultdneamente, lesiones cutaneas ulceradas (Acanthamebiasis cutanea) o infecciones

diseminadas en otros érganos (invasiones sistémicas) (Oddd, 2006).

3.3.1 Epidemiologia

Aunque las infecciones producidas por amibas de este género se consideran raras, se han
reportado en todo el mundo, la mayor parte de los reportes proceden de paises
desarrollados como Australia, Estados Unidos, Gran Bretafia, Nueva Zelanda y en menor
namero de la India, paises de Africa, Per( y México (Bonilla, et al., 2004). Esto se puede
deber a que en los paises desarrollados se toma en consideracion a las amibas en los
diagnosticos presuntivos, mas que por una elevada incidencia que pueda haber en éstos
(John, 1993).

Las cifras mundiales de la prevalencia de las patologias causadas por las amibas del género
Acanthamoeba no son exactas y no estan actualizadas; desde su descubrimiento hasta el
afio 2000, se habian reportado mas de 3000 casos de QA y aproximadamente 200 casos
de EAG, 3 de los cuales han sido diagnosticados en México, sin embargo, debido a
problemas de identificacion, es muy probable que la infeccion se encuentre
subdiagnosticada (Schuster y Visvesara, 2004; Trabelsi, et al., 2012).

De acuerdo con cifras tomadas de la Direccion General de Informacioén en Salud, desde
1998 hasta 2014 en México se han registrado aproximadamente 100 muertes por Encefalitis
no especificas y aproximadamente 40 muertes por Encefalitis Aguda Diseminada. Los
agentes causales no son especificados debido a que no fueron diagnosticados
correctamente y en ninguno de los casos se realiz6 autopsia. Sin embargo, cabe resaltar
gue las estadisticas de mortalidad por Encefalitis viral, bacteriana y micética son claras y
especificas para cada una de las enfermedades.

Del total de especies descritas para el género Acanthamoeba, sé6lo cinco han sido
asociadas a infecciones sistémicas en el hombre: A. culbertsoni, A. polyphaga, A.
castellanii, A. hatchetti y A. healyi (Schuster y Visvesvara, 2004b) y la mayoria de las
infecciones en humanos debido a Acanthamoeba se han asociado con los aislados del
genotipo T4. Por ejemplo, mas del 90% de los casos de QA se han relacionado con este
genotipo. Del mismo modo, T4 ha sido el principal genotipo asociado con las infecciones

cutaneas y del SNC como EAG. En la actualidad, no esta claro por qué los aislados T4 son
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mas abundantes en las infecciones humanas, pero es probablemente debido a su mayor
virulencia y propiedades que mejoran su transmisibilidad, asi como su susceptibilidad
reducida a los agentes quimioterapéuticos (Siddiqui y Khan, 2012)

3.3.2 Cuadro clinico

Las manifestaciones clinicas dependen del espacio que ocupa una lesion, con los
consiguientes signos de aumento de la presion intracraneana y en algunos casos paralisis
del tercer y sexto nervio craneal. Los sintomas mas comunes son anormalidades del estado
mental, letargo, cefalea, hemiparesias y coma. La fiebre esté presente en cerca de la mitad
de los casos y, en un menor grado, nauseas, vomitos, anorexia, ataxia, y afasia. (Marciano-
Cabral y Cabral, 2003; Oddé, 2006; Visvesvara, 2013). Los pacientes presentan lesiones
hemorragicas necrosantes o lesiones cerebrales vistas por medio de neuroimagenes
(Figura 4) (Kulsoom et al., 2014).

Es importante mencionar que en ocasiones hay aparicién de Ulceras en la piel producidas
por Acanthamoeba que, de acuerdo con algunos autores, puede ser una manifestacion de
una infeccidn por dicho protozoo en otro érgano que se ha diseminado por via hematégena
o bien, puede ser el primer foco de la infeccion y de ahi diseminar a otros érganos.
(Friedland et al., 1992; Tan et al., 1993; Murakawa et al., 1995; Marciano-Cabral y Cabral,
2003). Asi, la Acanthamebiasis cutanea se caracteriza por la aparicion de Ulceras en la piel
0 nddulos eritematosos. En los primeros estadios de la infeccion aparecen papulas con
secrecion purulenta que desemboca en Ulceras endurecidas que no cicatrizan (Marciano-
Cabral y Cabral, 2003, Paltiel et al, 2004).

12



Figura 4. Neuroimagen de un paciente con EAG. Se observan lesiones multifocales
(Maritschnegg et al., 2011).

3.3.3 Factores deriesgo

La EAG se ha diagnosticado en nifios y adultos sanos, sin embargo, no sélo existen factores
que predisponen a la infeccién tales como el alcoholismo, drogadiccién, tratamiento con
esteroides, quimioterapia antitumoral, radioterapia o trasplante de d6rganos (Marciano-
Cabral y Cabral, 2003) sino también es asociada con personas que ya tienen enfermedades
subyacentes como tumores malignos, lupus eritematoso sistémico, fallas renales, cirrosis,
tuberculosis, ulceras de piel, Sindrome de Inmunodeficiencia Humana (SIDA), enfermedad
de Hodking, diabetes, pneumonitis (Jager y Stamm, 1972; Martinez, 1982; Harwood et al.,
1988; Feingold et al.,1998, Koide et al., 1998; Visvesvara, 2013).

3.3.4 Diagnéstico

En pacientes con signos clinicos en el SNC, el diagndstico de acanthamebiasis puede
incluir microscopia directa de preparaciones en fresco del liquido cefalorraquideo (LCR) o
frotis teflidos de éste. Sin embargo, la puncion lumbar puede contraindicarse debido a la
presion intracraneal, por lo cual la obtencion del LCR resulta imposible (Callicott, 1968;
Lalitha et al., 1985; Ma et al., 2003). Asi mismo, se han llevado a cabo tomografias

computarizadas y resonancias magnéticas, no obstante, se ha demostrado que mientras
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unos pacientes pueden tener lesiones, en otras tantas personas, dichas lesiones no son
visibles, por lo cual el diagndstico no es preciso (Kidney y Kim, 1998; Marciano-Cabral y
Cabral, 2003).

El cultivo in vitro de Acanthamoeba aislada de tejido cerebral, LCR o de lesiones cutaneas
en placas de agar NNE enriquecido con Escherechia coli o Enterobacter aerogenes puede
ser de gran ayuda. (Martinez y Visvesvara, 1991). Asi mismos tejidos infectados tefidos
con diferentes colorantes, al igual que las técnicas de inmunoflorescencia e
inmunoperoxidasa pueden ayudar para distinguir trofozoitos y quistes (Martinez y
Visvesvara, 1997; Teknos et al., 2000; Marciano-Cabral y Cabral, 2003; Bloch y Schuster,
2005).

Las técnicas moleculares como el PCR y PCR en tiempo real también han sido utilizadas
para identificar a estas amibas en LCR, cerebro, piel y tejido corneal (Bloch y Schuster,
2005).

Sin embargo, a pesar de contar con diversas técnicas diagndsticas, la mayoria de las veces,
la identificacibn se realiza post-mortem, no solo porque las enfermedades por
Acanthamoeba pueden confundirse con infecciones viricas, micéticas o bacterianas, sino

también porgque no son conocidas por los médicos tratantes (Visvesvara, 2013).

3.3.4.1 Histopatologia de las infecciones por Acanthamoeba

Las caracteristicas patolégicas que se obtienen de la observacion de secciones del SNC
después de la autopsia son: edemas, necrosis hemorragicas e inflamacion graves (Figura
5). Lesiones multifocales estan presentes en el cerebro medio, tallo del cerebro, cuerpo
calloso y cerebelo. Exudados crénicos inflamatorios son observados en la corteza cerebral
y se compone principalmente de leucocitos polimorfonucleares y mononucleares, ademas
de numerosos trofozoitos dentro del tejido. Personas inmunodeficientes no desarrollan
granulomas en el cerebro, aunque es muy comun verlos en personas inmunocompetentes,
lo cual se puede interpretar como el deterioro del sistema inmune. Ademas, se ha reportado
su presencia en tejidos subcutaneos y piel, higado, pulmones, rifiones, glandulas
suprarrenales, pancreas, prostata, ganglios linfaticos y miometrio, o que sugiere una
diseminacion hematégena pre-mortem de trofozoitos y quistes. (Martinez y Visvesvara,
1997; Marciano-Cabral y Cabral, 2003; Khan, 2009a; Visvesvara, 2013).
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Figura 5. Histopatologia de cerebro. Seccion coronal de los hemisferios cerebrales con
necrosis cortical y subcortical de un caso humano mortal de EAG (Marciano-Cabral y
Cabral, 2003)

3.3.5 Tratamiento

Se han utilizado varios agentes terapéuticos en pacientes diagnosticados con alguna
infeccion por Acanthamoeba: Antibiéticos: Cotrimoxazol (Trimetiprima/Suldametoxazol),
sulfadiazina, levofloxacino y azitromicina. Antimicéticos: Ketoconazol, fluconazol, flucitosina
e itraconazol. Antimicobacterianos: Clorhexidina, rifampicina y anfotericina B.
Antiprotozaorios: Pentamidina, miltefosina y metronidazol. Se han reportado casos donde
la combinacién de varios medicamentos tuvo un resultado positivo (Tabla 2). Sin embargo,
el diagnostico tardio, los efectos adversos de la terapia antimicrobiana y los problemas
inherentes al huésped inmunocomprometido, hacen un mal pronéstico para los pacientes

(Visvesvara et al., 2007).

3.3.6 Prevencién

Las amibas anfizoicas se encuentran ampliamente distribuidas a lo largo del planeta, asi
gue es factible entrar en contacto con ellas en cualquier tipo de medio, a pesar de este
riesgo, no hay métodos definidos para la prevencion de la EAG causada por estas amibas
(Visvesvara, 2013).
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Tabla 2. Tratamiento de pacientes que sobrevivieron a infecciones por Acanthamoeba spp.
P: Paciente AN: Antecedente. E: Edad (Afios) T: Tratamiento. R: Referencia.
P AN T R

Trasplante de pulmon Anfolericina B, pentamidina, Oliva et al., 1999

flucitosina, clorhexidina/
ketaconazol (crema),

azitromicina e itraconazol

SIDA Sulfadiazina y fluconazol Sejio et al., 2000
3 Inmunocompetente Cotrimoxazol, ketaconazol y Singhal et al., 2001
rifampicina
4 SIDA Pentamidina, levofloxacino, Rivera y Padhya, 2002

flucitosina, anfolericina B,

rifampicina e itroconazol

5 Diabetes Fluconazol, rifampicina, Petry et al., 2006

metronidazol y sulfadiazina

6 | Trasplante de higado, Cotrimoxazol y rifampicina Fung et al., 2008
tuberculosis y diabetes

7 Inmunocompetente Cotrimoxazol, ketaconazol y Saxena et al., 2009
rifampicina
8 | Leucemia Linfoblastica Cotrimoxazol, fluconazol, Maritschnegg et al.,
Aguda pentamidina y miltefosina 2011
9 Inmunocompetente Cotrimoxazol, fluconazol y Khanna et al., 2014
rifampicina

3.3.7 Mecanismos de patogenicidad

Varias lineas de evidencia sugieren que las amibas invaden los pulmones/piel y obtienen
acceso al espacio intravascular, seguido por una diseminacién hematogena, lo que lleva a
las interacciones con otros 6rganos y la barrera hematoencefalica y finalmente la invasion
del sistema nervioso central (CNS) para inducir la enfermedad (Marciano-Cabral y Cabral,
2003; Visvesvara et al., 2007). Tras la adquisicion del agente infeccioso, hay factores
directos y factores indirectos que juegan papeles importantes en la invasién de amibas
(Figura 6) (Marciano-Cabral y Cabral, 2003; Khan, 2006, 2009a; Siddiqui y Khan, 2012). El

primer paso es la adhesion a las células mediante la produccion de la proteina de unién a
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manosa Yy la proteina de unién a laminina (Siddiqui y Khan, 2012). Dicha adhesion da lugar
a pasos secundarios como la fagocitosis y la produccion de compuestos que tienen como
resultado la activacion de la apoptosis (Sissons et al., 2005). Asi mismo, lo produccion de
fosfolipasas (Victoria y Korn, 1975; Cursons et al., 1978) y de proteasas las cuales se
pensaban que también participaban en la destruccion celular (Khan, 2006), sin embargo,
se ha sugerido que las proteasas ayudan a la separacion celular mas no a la destruccién
(Omafna-Molina et al., 2013). Aunque se ha reportado la participacion de otras enzimas, aun
no se saben con exactitud sus mecanismos de accion (Siddiqui, 2012). Otros factores no
dependientes de Acanthamoeba son de gran ayuda como la ubicuidad, ya que entre mayor
sea esta, mayor sera la probabilidad de infectarse (Khan, 2006), es asi como las
biopeliculas, encontradas en diferentes dispositivos y equipos médicos, se convierten en
un lugar idéneo para el crecimiento de Acanthamoeba (Zegans et al., 2002).

La virulencia de las cepas puede verse influenciada por la tolerancia a temperaturas altas,
alta osmolaridad (Walochnick et al., 2000; Khan et al., 2002) y a un rango de pH entre 4-12
(Khan, 2006). Acanthamoeba puede continuar su invasion al hospedero debido a la
resistencia a la accion de farmacos (Turner et al., 2000; Lloyd et al., 2001) aunado a factores

del huésped como enfermedades primarias (Khan, 2006).

3.3.8 Modelos experimentales de EAG

Para llevar a cabo estudios in vivo se han utilizado ratones, monos (Culbertson et al., 1959)
y langostas (Khan, 2009b) sin embargo, los ratones son ampliamente usados en el estudio
de EAG, ya que se ha mostrado que cuando se inocula en ratén, las amibas invaden el
SNC, pero también pulmones, rifiones, corazon y causan cambios significativos en esos

6rganos (Khan, 2009a).
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Figura 6. Factores directos e indirectos de la patogénesis de Acanthamoeba (Khan, 2006).
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4 ANTECEDENTES DE TRABAJO

Desde su descubrimiento, se han realizado diferentes investigaciones para demostrar el
potencial patdgeno de Acanthamoeba, llevando a cabo el modelo experimental propuesto
por Culbertson et al., 1959. A pesar de ello, pocas son las publicaciones en donde describen
los procesos histopatologicos que provoca este género y, estos trabajos, son enfocados
principalmente al SNC y meato nasal, ademas son realizados en periodos prolongados de
tiempo, 5-24 dias (Martinez et al., 1975) hasta 6 meses (Culbertson 1966).

Se cuenta con dos publicaciones en las que se describe la invasion sistémica de
Acanthamoeba. La primera, realizada por Gérnik y Kuzna-Grygiel (2005) en la cual se
infectd intranasalmente a ratones de dos semanas de edad con 6 diferentes cepas a
determinados tiempos (3-14 dias), reportando que una de ellas fue la mas virulenta
recuperandose de todos los érganos en estudio (cerebro, pulmén, higado, rifidén, corazéon y
bazo) sin embargo, otra cepa fue la mas virulenta, ya que las afecciones provocadas por
dicha cepa fueron muy graves. En los pulmones se localizaron amibas en los alveolos, en
espacios perivasculares y en las paredes y luz de los bronquios y bronquiolos. Asi mismo
se observé dafos en la pared vascular y extravascular en el parénquima y la luz alveolar,
ademas hiperplasia epitelial en los bronquios y bronquiolos. Focos necréticos, inmensos
abscesos y espesamiento de las paredes alveolares fueron muy notorios.

Ademaés, en higado se observaron amplias zonas necréticas con infiltraciones inflamatorias,
asi como en rifidn especificamente en los tdbulos renales y en las capsulas de Bowman,
ademas de zonas hemorragicas e inflamacion en la parte cortical y por ultimo en el bazo se
describié una hiperplasia de la pulpa blanca alrededor de las arteriolas.

En la segunda publicacion (Alves et al., 2016) evaluaron dos vias de inoculacion, una
intracraneal y otra intraperitoneal con 1x10* trofozoitos de Acanthamoeba polyphaga. En
los ratones con la primera via de inoculacion se recuperé la cepa del cerebro y fueron
positivos a la histopatologia, por otro lado, ratones con inoculacion via intraperitoneal se
recuperd la cepa de bazo e higado y la histopatologia fue positiva para bazo, higado,
pulmén y cerebro.

Es importante mencionar que se han realizado diversos trabajos en tiempos tempranos de
interaccion enfocados en el modelo in vitro de QA con grandes aportaciones: Se han
realizado interacciones de trofozoitos con cornea de hamster Dorado de Siria
(Mesocrecetus auratus) (Omafia-Molina et al., 2004; Omafia-Molina et al., 2013) en cornea

humana (Omafa-Molina et al., 2010) y en cultivos MDCK (Gonzalez-Robles et al., 2006;
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Omafa-Molina et al., 2013) en dichos trabajos se describe mecanismos de patogenicidad
similares. Omafa-Molina y colaboradores en 2013, describen la invasion de trofozoitos de
Acanthamoeba la cual inicia con la adherencia al epitelio, seguida de la migracion hacia las
uniones celulares y penetraciéon hacia capas profundas, fagocitando y alterando su
arquitectura, lo que sugiere mecanismos dependientes de contacto que la facilitan.

A pesar de estos avances, se desconocen los procesos que se llevan a cabo al inicio de la
infeccion.
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5 JUSTIFICACION

Las patologias provocadas por amibas del género Acanthamoeba se diagnostican por
estudios post-mortem en la mayoria de los casos ya que se confunden con otras patologias,
debido al desconocimiento y poca difusion de dichas enfermedades. Por ello para prevenir
y controlar las patologias es importante conocer: los aspectos bioldgicos de las amibas del
género, las vias de invasién, los mecanismos de evasion de la respuesta inmune y la
comprension y conocimiento de los mecanismos de patogenicidad que llevan a cabo las
amibas de este género durante la invasion al huésped, lo cual permitira, entre otros
aspectos, la busqueda de estrategias que conlleven a un diagndstico oportuno de la
infeccion, lo que favorecera también la evaluacién y posterior implementacion de esquemas
terapéuticos de eleccion que finalmente ofrezcan un mejor prondstico a los pacientes que
padezcan esta infeccion.

Son pocos los trabajos enfocados a describir la histopatologia que causa el género
Acanthamoeba y, asi mismo, dichos trabajos son enfocados principalmente en SNC y
meato nasal y en tiempos prolongados. Ademas, sélo uno de los dos trabajos enfocados
en invasion sistémica, describe la histopatologia ya que el otro sélo muestra la presencia
de la amiba en los diferentes érganos

Aunque los trabajos realizados in vitro dan importantes aportaciones a los mecanismos de
patogenicidad, estos son enfocados en el modelo de QA y no pueden reflejar totalmente los
eventos in vivo en el modelo de EAG. Es por ello que, con el fin de demostrar dicha invasion,
se trabajé con ratones BALC/c para comparar la invasion sistematica de A. culbertsoni y A.
castellanii y los cambios histolégicos que se llevan a cabo en tiempos tempranos de

interaccion en diferentes érganos.
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6 OBJETIVOS

6.1 Objetivo general

e Comparar la invasion sistémica de Acanthamoeba culbertsoni y Acanthamoeba
castellanii en pulmon, higado, rifion y bazo en ratones BALB/c inoculados via

intranasal.

6.2 Objetivos particulares

e Reactivar la virulencia de las cepas en estudio.

e Determinar a través de la técnica inmunohistoquimica la invasién sistémica de
Acanthamoeba culbertsoni. en tiempos tempranos de interaccion de 24, 48, 72y 96
h en el modelo murino.

e Determinar a través de la técnica inmunohistoquimica la invasién sistémica de
Acanthamoeba castellanii en tiempos tempranos de interaccion de 24, 48, 72y 96 h

en el modelo murino.
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7 MATERIALES Y METODO
7.1 Cepas amibianas

Se trabaj6é con dos cepas aisladas de casos clinicos. La primera corresponde a
Acanthamoeba culbertsoni la cual fue aislada en Espafia de un caso clinico de QA que
involucro invasion a humor acuoso (Arnalich-Montiel et al., 2012); cabe mencionar que no
es habitual que las especies del género Acanthamoeba invadan mas alla de la cérnea. La
segunda corresponde a la especie Acanthamoeba castellanii, aislada del lente de contacto
de un paciente del Hospital Asociacion para evitar la ceguera en México “Dr. Luis Sanchez
Bulnes” (Salazar, 2007). Dichas cepas se encontraban en el laboratorio 3 del edificio A-4
de la Facultad de Estudios Superiores Iztacala en el cultivo axénico de bactocasitona al 2%
enriguecido con suero fetal bovino al 10% y antibi6tico (penicilina y estreptomicina) al 1% a
temperatura 6ptima de crecimiento de 30°C. Los cultivos se resembraron cada semana para
evitar el enquistamiento ya que los ensayos se realizaron con trofozoitos obtenidos en la

fase exponencial de crecimiento.

7.2 Reactivacion y mantenimiento de la virulencia de las amibas

Con el propésito de reactivar la virulencia de las cepas en estudio se llevo a cabo la
metodologia propuesta por Culbertson (1959). Se utilizaron 10 ratones machos de tres
semanas de edad recién destetados de la cepa BALB/c (5 ratones para cada cepa)
obtenidos del Bioterio de la Facultad de Estudios Superiores Iztacala.

Se realiz6 una inoculacion intranasal (los ratones se encontraban previamente
anestesiados con pentobarbital so6dico) de 1X10° trofozoitos/20 pl de medio limpio
bactocasitona (sin suero fetal bovino ni antibiético) (Figura 7) a partir de una caja de cultivo
que se colocd sobre una capa de hielo por 5 minutos para favorecer el desprendimiento de
las amibas. Posteriormente las amibas se centrifugaron a 2500 rpm por 10 min para
concentrarlas.

A los ratones inoculados se les dio seguimiento durante los siguientes 21 dias, registrando
presencia de sudoracion, movilidad lenta, reflejos y respiracion agitada, Si la muerte ocurria
antes de dicho tiempo se extraian los 6rganos: cerebro, pulmon, higado y rifion, los cuales
eran inmediatamente colocados en cajas con medio agar no nutritivo NNE enriquecido con

Enterobacter aerogenes (Figura 8), e incubados a una temperatura de 30°C con el fin de
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recuperar las amibas. Si los ratones sobrevivian a ese tiempo eran sacrificados con una
dosis letal de pentobarbital sédico (200mg/kg) y procesados de la misma manera.

Las placas se revisaron diariamente por 7 dias con un microscopio 6ptico invertido hasta
recuperar las amibas y su posterior axenizacion; este procedimiento se llevo a cabo en dos
ocasiones mas (John y Howard, 1993) para asegurar una alta virulencia en las cepas. El
cuidado y el sacrificio de los ratones, se hizo de acuerdo a lo establecido en la NOM-062-
Z00-1999.

Figura 7. Inoculacién intranasal. Con ayuda de una micropipeta, se le coloc6 a cada

ratén 1x10° trofozoitos de la cepa en estudio.

7.3 Axenizacién de las cepas

Una vez recuperadas las cepas en estudio, fue necesario para llevar a cabo futuros
ensayos, contar con un cultivo de amibas libre de bacterias. Por lo que se cortaba una
pequefia parte del agar donde habia crecimiento amibiano para posteriormente colocarlo
en un tubo con medio bactocasitona al 2% enriquecido con suero fetal bovino al 10% y
antibiético (penicilina y estreptomicina) al 1% (Figura 8) a la temperatura de 30°C
(temperatura optima de crecimiento determinada previamente). Todo el procedimiento se

realiz6 en una campana de flujo laminar para asegurar la esterilizacion.
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Figura 8. Medios de cultivo. Se observan los dos tipos de cultivos usados para el
crecimiento de las amibas. Lado izquierdo medio agar no nutritivo NNE (Monoxénico).
Lado derecho medio bactocasitona (Axénico).

7.4 Induccién de Encefalitis Amibiana Granulomatosa

Una vez reactivada la virulencia de las cepas en estudio, se realizaron los ensayos de
induccién de la EAG. Se utilizaron en total dos grupos de 20 ratones machos de tres
semanas de edad recién destetados de la cepa BALB/c obtenidos del Bioterio de la Facultad
de Estudios Superiores Iztacala. Se realizd una inoculacion intranasal de 1x10° trofozoitos
(Culbertson, 1959) utilizando 20 ratones para cada cepa. Los ratones fueron sacrificados
en grupos de 5 en diferentes tiempos (24, 48, 72 y 96 h) post-inoculacion. Se fijaron por
perfusiéon con paraformaldehido al 4% en PBS pH 7.2 (Figura 9). Los 6rganos (pulmaén,
higado, riién y bazo) fueron removidos y se mantuvieron en el fijador por 24 h.
Posteriormente se lavaron con solucién buffer PBS y se incluyeron en parafina y obtener

cortes histolégicos de 4 um de grosor en el micrétomo.

7.5 Inmunohistoquimica

Los cortes obtenidos fueron desparafinados a 70°C por una hora y rehidratados (Xilol-
Alcohol 100-70%), A continuacion, se hizo la recuperacion antigénica por medio de
digestion enzimatica con proteinasa K 0.1mg/ml en buffer TBST con CaCl; al 1% durante

15 min. La peroxidasa enddgena fue bloqueada con H,0; al 3% por 15 min. Se realizé un
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lavado con TBST y agua destilada para posteriormente incubar por dos horas con suero
fetal bovino al 5%. Después, se incubaron toda la noche con sueros hiperinmune de conejo
(anticuerpo primario) anti-A. culbertsoni (1:400) (previamente obtenido en el laboratorio) y
anti-A. castellanii (1:1000). Al dia siguiente las muestras se lavaron con TBST y fueron
incubadas con el anticuerpo secundario (HRP-Rabbit MACH 2 Polymer Biocare Medical.
USA). La actividad de la peroxidasa fue revelada con diaminobenzidina-H>O,. Se tifieron
las muestras con hematoxilina de Harris y se deshidrataron con alcoholes de manera
ascendente (70-100%) para su montaje con resina sintética. Los ratones controles se
procesaron de la misma manera soélo que sin el anticuerpo primario (Cardenas, 2016). Asi
mismo algunas laminillas fueron procesados mediante la técnica tradicional de

hematoxilina-eosina.

Figura 9. Fijacién de 6rganos. Por medio de la técnica de perfusién con
paraformaldehido se detuvo la destruccion celular y se obtuvo pulmén, higado, rifién y

bazo.

7.6 Descripcion y comparacion

Las laminillas procesadas se observaron en un microscopio éptico. Se busco la presencia
de trofozoitos o quistes en los diferentes drganos, cambios histopatolégicos, asi como

células inflamatorias.
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8 RESULTADOS
8.1 Reactivacion de la virulencia de las amibas

Se realizaron un total de 3 pases seriados en los ratones con ambas cepas de
Acanthamoeba. Se observo una diferencia entre la virulencia de las cepas, ya que la mitad
de los ratones infectados con Acanthamoeba culbertsoni murié, mientras que los ratones
infectados con la cepa de Acanthamoeba castellanii sobrevivieron los 21 dias (Tabla 3). Asi
mismo, para la recuperacién de las amibas también hubo diferencias ya que, en los tres
pases, de los ratones infectados con A. culbertsoni sélo se recuper6 la cepa de cerebro y
pulmén, mientas que de los infectados con A. castellanii se recuper6 de cerebro, pulmén,

higado y rifién (Tabla 4), por lo cual A. castellanii se consider6 mas invasiva.

Tabla 3. Sobrevivencia de ratones. Porcentaje de los animales que sobrevivieron después

de los 21 dias de observacion.

Cepa amibiana Porcentaje de sobrevivivencia

Acanthamoeba culbertsoni 50%

Acanthamoeba castellanii 100%

Tabla 4. Recuperacion amibiana. Se muestra de que érganos se recuperaron las distintas

cepas (/ Presencia. X Ausencia)

Cepa amibiana Cerebro Pulmoén Higado )
Acanthamoeba culbertsoni / / X X
Acanthamoeba castellanii / / / /

8.2 Inmunohistoquimica

Inmediatamente de ser removidos los organos de los ratones, se realizé un andlisis
macroscopico en el cual no se observaron cambios morfolégicos o patolégicos como

edemas, necrosis o hemorragias (Figura 10).
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Figura 10. Organos extraidos del raton recién sacrificado. No se observan cambios
morfolégicos macroscopicos. C. Cerebro. R. Rifion. P. Pulmén. H. Higado.

En el analisis histopatoldgico se observo que trofozoitos de Acanthamoeba castellanii
migraron a pulmoén, bazo, rifién e higado en diferentes tiempos. Por otro lado, no se observo
la presencia de trofozoitos o quistes de Acanthamoeba culbertsoni en ninguno de los
organos en estudio.

En el espacio alveolar del pulmén, se pudo observar la presencia de trofozoitos de
Acanthamoeba castellanii 24 horas post-inoculacion, algunos de los cuales estaban
rodeados de macréfagos alveolares (Figura 11). En el mismo tiempo evaluado fue posible
observar trofozoitos y quistes en el bazo, sin embargo, sin evidencia de inflamacion (Figura
12).
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Figura 11. Fotomicrografia de pulmoén. Microscopia de luz. Se muestra la presencia
de trofozoitos de Acanthamoeba castellanii en el tejido alveolar con infiltrado inflamatorio
alrededor, conformado principalmente por macréfagos a las 24 horas post-inoculacién
intranasal A. 40X B. 100X

A B

Figura 12. Fotomicrografia de bazo. Microscopia de luz. A. 100X. Inmunohistoquimica.
Se muestra la localizacion de la forma quistica de Acanthamoeba castellani sin infiltrado
inflamatorio 24 horas post-inoculacion intranasal. B. 100X. Tincion Hematoxilina-Eosina.

Se muestra la presencia de un trofozoito de Acanthamoeba castellanii 24 horas post-

inoculacién intranasal.
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Del mismo modo, a las 72 horas en el rifidn fueron inmunolocalizados trofozoitos de A.
castellanii, los cuales se encontraban penetrando e invadiendo el tejido renal a través de
los tubulos renales. Se pudo observar de manera clara que los trofozoitos migraban a través
de las uniones celulares, asi evitando la destruccion tisular (Figura 13).

Por ultimo, también se observaron trofozoitos unidos a hepatocitos en el espacio de Disse,
asi como al endotelio sinusoidal hepatico a las 72 horas post-inoculacion (Figura 14).

Figura 13. Fotomicrografia de rifibn. Microscopia de luz. 100x. Trofozoitos de
Acanthamoeba castellanii invadiendo el tejido renal y migrando a través de las uniones
celulares de los tubulos renales, evitando asi la destruccion tisular a las 72 horas post-

inoculacioén intranasal.

Es importante mencionar que a pesar de que no se encontraron trofozoitos o quistes de la
cepa de Acanthamoeba culbertsoni en ningin érgano, si se observé marcaje de macrofagos
en el bazo a las 72 horas y a las 96 horas se observé hiperplasia de la pulpa blanca del

mismo organo (Figura 15).
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Figura 14. Fotomicrografia de higado. Microscopia de luz. 100x. Tinciébn de
hematoxilina-eosina. A. Se muestra la presencia de trofozoitos de Acanthamoeba
castellanii adheridos a hepatocitos en el espacio de Disse. B. Trofozoitos de Acanthamoeba

castellanii en el endotelio sinusoidal hepdtico.
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Figura 15. Fotomicrografia de bazo. Microscopia de luz. 100 x. A. Bazo de ratén control.
B. Bazo de raton a las 72 horas post-inoculacién intranasal de Acanthamoeba culbertsoni.
Se observa una mayor proliferacion de las células que conforman la pulpa blanca, ademas
de marcaje por inmunohistoquimica. C. Hiperplasia de pulpa blanca de bazo en ratones

inoculados con A. culbertsoni a las 96 horas post-inoculacion.
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9 DISCUSION

En este trabajo se describen los momentos tempranos de la invasién de dos especies de
amibas anfizoicas en diferentes érganos, si bien la capacidad de invasion de amibas de
interés clinico como Acanthamoeba y Naegleria a diferentes érganos ya habia sido descrita,
sin embargo, los ensayos corresponden a tiempos post inoculacién mas largos.

Este trabajo es el primero en describir la invasién de amibas del género Acanthamoeba por
via hematdgena a 6rganos en tiempos tempranos de interaccion. El cual se realiz6 con
cepas de las especies Acanthamoeba castellanii y Acanthamoeba culbertsoni. Mismas que
pertenecen a diferentes grupos (grupo Iy grupo lll, respectivamente) considerando criterios
morfoldgicos y se sabe que en ambos grupos estan reportadas especies de importancia
médica (Pussard y Pons, 1977). Lo anterior es reforzado con el genotipo de las cepas
aisladas, ya que ambas pertenecen al genotipo T4, el cual estd relacionado con
enfermedades en humanos como: Encefalitis Amibiana Granulomatosa y Queratitis
Amibiana (Siddiqui, 2012). Aunque A. culbertsoni fue aislada de un caso de queratitis con
invasion extracorneal y A. castellanii de un lente de contacto, las cepas fueron utilizadas en
el modelo de EAG, debido a que pertenecen al genotipo T4 y en el laboratorio se comprob6
su virulencia y capacidad invasiva en el modelo murino de EAG (Salazar, 2007; Cardenas,
2016).

Desde el momento en que las cepas se aislaron de casos clinicos fueron consideradas
patégenas, las cuales se mantuvieron por un tiempo prolongado en cultivos axénicos, por
lo cual fue necesario reactivar su virulencia. Lo anterior se sustento en los reportes en los
gue se documenta la disminucién de la virulencia de diferentes cepas una vez que son
cultivadas en medios axénicos, sin importar si han sido aisladas del medio ambiente o de
casos clinicos (De Jonckheere, 1979; John y Howard, 1993; Salazar, 2007; Castro, 2012).
Im y colaboradores en 1999 demostraron que cepas de Acanthamoeba mantenidas en
cultivo desde su aislamiento presentaron menor virulencia con respecto a cepas aisladas
del cerebro de ratén post inoculacién intranasal. Demostraron también el aumento de la
virulencia de cepas amibianas que fueron inoculadas y recuperadas por lo menos 2 veces
en raton, reportando la muerte temprana en animales de experimentacion, asi como un
mayor efecto citopético en cultivos primarios. En este estudio, al llevar a cabo la reactivacion
de la virulencia fue posible observar que Acanthamoeba culbertsoni fue mas virulenta
debido a que mat6 a la mitad de los organismos, no obstante, sélo se recuperd de cerebro

y pulmén. Por el contrario, Acanthamoeba castellanii a pesar de ser menos virulenta, fue
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Mas invasiva, ya que los trofozoitos migraron hacia los diferentes érganos evaluados desde
los tiempos tempranos de interaccion. Es importante enfatizar que los ensayos fueron
corroborados por triplicado. Lo anterior coincide con lo reportado por Kasprzak et al. en
1974, quienes mencionas que después de varios pases por ratones, trofozoitos de amibas
del género Acanthamoeba muestran tropismo por los mismos érganos. Lo que sugiere que
la mayoria de las amibas tienen tropismo al cerebro independientemente de la forma de
inoculacion: A través de la inoculacion intranasal, las amibas pueden llegar via hematégena
o directamente por el neuroepitelio olfatorio (Khan, 2006; Cardenas, 2016) o de manera
inmediata por inoculacion intracraneal (Alves et al., 2016). Sin embargo, en una inoculacion
intraperitoneal, mas lejana al cerebro, también se ha reportado recuperacion de cerebro,
pero no de otros érganos cercanos a la inoculacion (Alves et al., 2016). Lo que sugiere que
dicho tropismo depende de la cepa y no de la forma de inoculacion.

Hasta el momento se desconoce la descripcion histopatolégica de la invasion sistémica de
Acanthamoeba spp., sobre todo, en estadios tempranos de la infeccion. En este trabajo se
describe por primera vez el proceso de invasion fuera del SNC, en donde se reporta la
presencia de trofozoitos de A. castellanii en pulmén, bazo, rifién e higado, sin embargo, en
casi todos (exceptuando pulmén) no hay presencia de inflamacion. Gornik, y Kuzna-Grygiel
en el 2005, sugirieron que la falta de una respuesta inflamatoria puede deberse a que se
necesita un nivel mucho mas alto de antigeno para activar el reconocimiento del parasito
por el sistema inmune. Asi mismo, reportaron focos necréticos en pulmones, higado y
tubulos renales y zonas hemorragicas en rifiones en ratones de 2 semanas de edad, caso
contrario a los resultados del presente trabajo, debido a que los trofozoitos de
Acanthamoeba estuvieron mayor tiempo en el organismo y probablemente la virulencia de
las cepas era mayor, ademas de que los ratones eran mas jovenes y, por ende, su sistema
inmune innato no estaba del todo desarrollado.

De acuerdo con Rucka (1974) y Gornik y Kuzna-Grygiel (2005) la magnitud del dafio en los
organos depende de la virulencia de cada cepa, sin embargo Gieryng y colaboradores en
1993 argumentan que esto se da por la duracion de la infeccién. Asi mismo Baig en 2015
menciona: “El dafio cerebral extenso es causado sustancialmente por la respuesta inmune
del huésped en lugar de la amiba”. Por lo cual se podria pensar que los cambios histologicos
son una combinacion de los tres factores. En este trabajo se podria pensar que las amibas
utilizadas no tenia una virulencia elevada para causar dafio evidente y los ratones tenian

un sistema inmune Optimo, sin embargo no se descarta la idea de que si el tiempo
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transcurrido post-inoculacién hubiera sido mayor, los cambios histolégicos hubieran sido
evidentes.

Llama la atencién que no se observan cambios en la arquitectura de los érganos evaluados
y al menos por microscopia de luz no se registré fagocitosis como la reportada por Omafa-
Molina et al., 2013. En este sentido, los trofozoitos observados en el rifién a las 72 horas,
refuerzan esta idea, ya que se encontraban migrando a través de las uniones celular sin
causar destruccion tisular.

Es aceptado que la ruta de invasion de las amibas del género Acanthamoeba hacia los
organos después de la inoculacion intranasal es por via hematdgena (Martinez, 1991). Sin
embargo, dicha invasién sistémica se puede explicar por varias razones: La primera es por
llegada directa de los trofozoitos a los alveolos pulmonares, en donde se lleva a cabo la
hematosis. La segunda puede ser por el dafio y penetracion de los trofozoitos en el meato
nasal e ingresar a algun capilar y la tercera es la llegada al SNC a través del neuroepitelio
olfatorio y en el dafio tisular que provoca, hasta llegar a un vaso sanguineo y comenzar con
ello la invasion sistémica. En este caso es dificil aseverar con exactitud la via de
diseminacion de los trofozoitos, a pesar de ello, la presencia de los trofozoitos en alveolos
sugiere que esta fue la ruta de diseminacion hacia otros 6rganos.

La ausencia de trofozoitos de A. culbertsoni en los diferentes 6rganos se puede deber,
como menciona Kasprzak et al. (1974) a que aquellas cepas que tiene neurotropismo, no
son capaces de producir dafios en algun otro 6rgano y viceversa. Por los resultados vy,
apoyado por el trabajo de Céardenas (2016) en dénde encontré dafio por trofozoitos en el
Sistema Nervioso Central usando la misma especie; A. culbertsoni, se podria inferir que
esta cepa a pesar de aislarse también de pulmén de ratén, no produjo ningun dafio en
alveolos o alguna otra estructura pulmonar debido a que tienen neurotropismo y por ende
no invadieron a ningun otro 6rgano. Ya que en aquellos ratones inoculados intranasalmente
con esta cepa y que no murieron, al analizar los 6rganos extraidos, tampoco habia
evidencia de su migracion

Es importante subrayar que el bazo, 6rgano linfatico dividido en pulpa roja y pulpa blanca,
en donde la primera ocupa mas de la mitad del volumen del érgano y es el sitio en donde
se destruyen los gerocitos, la pulpa blanca contiene macréfagos y linfocitos B y T que
participan en el reconocimiento de microorganismos y proteinas extrafias como parte de la
respuesta inmune primaria (Vargas et al., 2013). Por tanto al detectar a las amibas en este
organo, es probable que se estimulard la proliferacion de estas células significativamente

hasta llegar a la hiperplasia de la pulpa blanca a las 96 h post-inoculacion, lo que
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corresponde con lo reportado con Gornik y Kuzna-Grygiel (2005) en donde también
reportan hiperplasia de pulpa blanca del bazo a las 72 horas post-inoculacion.

Asi mismo, la presencia en el bazo de macréfagos marcados inmunohistoquimicamente a
las 72 h, sugiere que éstos habian sido activados y se encontraban fagocitando amibas que
habian migrando por via hematégena. Lo anterior se apoya con lo reportado por Ferrante y
Abell (1986) y Stewart et al., (1992) en donde en trabajos in vitro demuestran que la
presencia de neutréfilos y/o macréfagos coinciden con la presencia de trofozoitos muertos
de Acanthamoeba, lo que se sugiere que los macrofagos son atraidos por el antigeno del
parasito. Por otro lado, Kremer et al. 1994, y Niederkorn et al., 1999 observaron que, en el
curso de la queratitis experimental en animales, los macréfagos juegan el papel mas
importante como la primera linea de defensa.

Asi mismo Van Klink y colaboradores en 1996 no sélo mencionan que los macréfagos son
la primera linea de defensa en la QA, sino que sugieren que son un limitante importante
para que el pardsito no se propague e invada hacia otras zonas. De acuerdo con nuestros
resultados A. castellanii invadi6 todos los érganos en estudio sin presencia de inflamacion,
por lo cual se puede interpretar la ausencia o bajo niumero de trofozoitos. Por otro lado, la
hiperplasia de la pulpa blanca de bazo en la invasion de A. culbertsoni podria ser respuesta
al antigeno del parasito que contrarrestd la propagacién e invasion.

El modelo utilizado en este trabajo en tiempos tempranos de interaccion nos da evidencia
de que las amibas invaden otros érganos de modo semejante que como lo hacen en cornea
humana (Omafa-Molina et al., 2010) y en cérnea de hamster (Omafia-Molina et al., 2013),
mostrando una migracién/penetracion de las capas tisulares mas profundas tal como se
puede observar en el rifion. Apoyado con la descripcion de la forma de invasion de los
trofozoitos en cérnea (Omafa-Molina et al., 2010; Omafia-Molina et al., 2013) y lo sugerido
por estos ultimos, se podria pensar que en este proceso las fosfolipasas, las cuales ayudan
a la destruccion celular (Victoria y Korn, 1975), ain no son evidentes debido a que en este
proceso las proteasas estan siendo producidas para que haya separacion celular y una
penetracion mas rapida.

Asi mismo May y John en 1982 realizaron un trabajo en donde describen la invasion en
tiempos tempranos con la amiba Naegleria fowleri, en donde demuestran la capacidad
invasiva desde el primer dia post-inoculacion intravenosa en ratones de 13 a 18 gramos de
peso, ya que llegd a cerebro, pulmon, higado y rifién, condicion que coincide con la especie
A. castellanii usada en este trabajo, ademas mencionan que en la mayoria de los casos la

amiba se recupero6 de cerebro en comparacion de otros 6rganos, esto nos da pauta para
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reafirmar la idea del tropismo hacia ciertos érganos. En los cortes histoldgicos se pudo
observar amibas en sinusoides hepaticos (1-5 dias), capilares de glomérulos renales (5
dias) y aunque en el bazo no se recupero6 la amiba, en las pruebas histoldgicas si fue capaz
de ser observada en capilares de un ratén sacrificado al tercer dia, es importante mencionar
que no se observo evidente inflamacion, asi como dafio citopatico evidente. Dichos
resultados resultan semejantes a lo encontrado en este trabajo, lo cual también nos puede
dar idea que los mecanismos de invasion en tiempos tempranos son similares entre los

diferentes géneros.
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10 CONCLUSIONES

Este trabajo es el primer realizado que describe los eventos tempranos de invasion
de amibas del género Acanthamoeba a diferentes 6rganos.

Los trofozoitos de las especies en estudio se comportan de manera diferente en la
invasion, ya que presentan tropismo hacia diferentes érganos.

A través del modelo murino de EAG, fue posible demostrar que trofozoitos de
Acanthamoeba castellanii, causantes de Queratitis amibiana y Encefalitis Amibiana
Granulomatosa, pueden invadir en tiempos tempranos a través de la invasion
sistémica, 6rganos como pulmoén, higado, rifidn y bazo.

Los trofozoitos de Acanthamoeba culbertsoni sélo invadieron pulmén.

Los eventos morfolégicos en 6rganos en tiempos tempranos sugieren que después
de la inoculacién intranasal los trofozoitos contindan la invasion separando y
levantando las células méas superficiales, posteriormente migrando y penetrando
entre las uniones celulares sin causar efecto citolitico en las células aledafas.

La forma de invasion a los diferentes 6érganos es similar a la descrita anteriormente
para tejido corneal.

Este trabajo apoya a los trabajos previos en donde en etapas tempranas de infeccién
la respuesta inflamatoria es pobre o nula.

El diagndstico de alguna infeccién por Acanthamoeba no sélo es tardio, sino que
s6lo se enfoca en estudios del Sistema Nervioso Central, por lo cual después de
comprobar la invasion temprana a otros érganos, se deben hacer estudios mas

completos en los pacientes afectados.
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