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IP Intraperitoneal
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DM Diabetes Mellitus
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SS Sanos Sin infectar

SI Sanos Infectados

DS Diabéticos Sin infectar
DI Diabéticos Infectados

GM-CSF Factor estimulante de colonias de granulocitos y
macrofagos
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IL-4 Interleucina 4
IL-5 Interleucina 5

TNF-a Factor de necrosis tumoral a
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Resumen

Las amibas de vida libre del género Acanthamoeba son microorganismos ampliamente
distribuidos en el medio ambiente que habitan los ecosistemas acudticos y terrestres y con la
capacidad de causar infecciones en humanos, por esta razén se les llama anfizoicas. Se han
informado como agentes etioldgicos de infecciones en la piel, la cérnea y el sistema nervioso
central (SNC), donde causan encefalitis amibiana granulomatosa (EAG), una enfermedad
focalizada que se presenta con dolor de cabeza, fiebre, cambios de comportamiento, hemiparesia,
letargo, rigidez cuello, afasia, ataxia, vomitos, nauseas, aumento de la presidn intracraneal,
convulsiones y muerte. EAG se asocia principalmente con personas inmunodeprimidas o con
enfermedades crénicas como la diabetes mellitus (DM). Se sabe que la respuesta inmune a la
infeccidn por estas amibas puede implicar inmunidad innata y adaptativa. Los estudios in vitro han
demostrado que estas amibas estimulan la produccién de citocinas proinflamatorias vy
antiinflamatorias en leucocitos. Sin embargo, queda mucho por aclarar acerca de los
determinantes de susceptibilidad y los mecanismos de patogenicidad que se establecen en la
interaccion huésped-parasito en la infeccidén por estas amibas y durante las diferentes etapas en el
desarrollo de EAG tanto en individuos sanos como en enfermedades crénicas como la DM. Se ha
reportado que la DM cursa con una inflamacion de bajo grado, asi como con un incremento en el
riesgo de padecer enfermedades infecciosas. Para contribuir al entendimiento del papel que tiene la
respuesta inmune en la resistencia o susceptibilidad a EAG por Acanthamoeba castellanii analizamos
las citocinas que se estimulan a nivel sistémico y local en ratones sanos y diabéticos ante la infeccidn
intranasal por éstas. Se trabajoé con una cepa de A. castellanii aislada de un caso clinico de QA, con esa
misma cepa se obtuvieron anticuerpos monoclonales en conejo usando un esquema convencional de
inmunizacion.

De manera simultanea se indujo diabetes en ratones BALB/C de 7 semanas de edad y 22 gr peso =, se
les inyectd 100 pl STZ, se hizo un seguimiento durante 7 semanas registrando peso y glucemia.

Se implementd el modelo de EAG, utilizando ademas del grupo de ratones en los que se indujo
diabetes otro grupo de ratones BALB/c con el mismo fondo genético y edad, mismos que se
denominaron ratones diabéticos y sanos, la mitad de cada uno de estos grupos (sanos y diabéticos)
fueron infectados con A castellanii, y la otra mitad se trabajaron como grupo control (diabéticos sin
infectar, y sanos infectados con A castellanii, y sanos sin infectar). Para analizar la produccién de

citocinas a tiempos tempranos de la invasién via intranasal se sacrificaron a las 24, 48 y 72 h PI, previo



a lo cual se realizé un sangrado en la vena central de la cola para obtencion de suero, para los lavados
nasales después del sacrificio los ratones se decapitaron, y a través de la faringe se pasaron 150 pl de
PBS estéril recuperandose por las narinas, estas muestras fueron preservadas a -702C hasta su uso,
posteriormente se determind la concentracién de citocinas en las muestras de suero y en los lavados
nasales utilizando un kit bioplex para 8 citocinas GM-CSF, IFN-y,IL-10, IL-1B, IL-2,IL-4, IL-5 y TNF-a,
posteriormente se hizo un andlisis estadistico ANOVA DE dos factores en el programa minitab 18. De
manera simultanea al procesamiento de los ratones para la obtencién de suero y lavados nasales, 2
ratones de cada uno de los tratamientos se sacrificaron y sus organos fueron fijados por perfusién para
obtener cortes histolégicos del encéfalo, ademas los cortes se procesaron mediante la tincion de H&E
y por Inmunohistoquimica con anticuerpos policlonales anti A. castellanii y con Diaminobencidina. La
concentracién de citocinas en los lavados nasales en general fue muy baja, quizas debido a la
dilucién al obtener la muestra, sin embargo, las citocinas como GM-CSF, IL-1B e IL-2, con actividad
inflamatoria registraron concentraciones en ratones infectados ligeramente superiores a
controles, asi como IL-10 con actividad reguladora. Las concentraciones séricas de citocinas fueron
mas altas en ratones infectados con amiba, DI y SI, aunque la diferencia fue significativa solo en
GM-CSF (F = 3.51, a0.05). TNF-a y GM-CSF, citocinas inflamatorias, alcanzaron las concentraciones
séricas mas altas, alrededor de 3000 y 300 pg/ml, respectivamente; No obstante, también se
estimulé la IL-10, con actividad reguladora. Los ratones con DM inducidos con estreptozotocina no

fueron mas susceptibles a la invasion por A. castellanii.



1. Introduccién

Las amibas de vida libre son un grupo de microorganismos ampliamente distribuidos en el
ambiente que habitan una gran variedad de ecosistemas acuaticos y terrestres: dentro de
este grupo existen algunas a las que se les denomina ‘anfizoicas’, es decir que poseen la
capacidad de vivir libremente en la naturaleza y que ocasionalmente pueden actuar como
parasitos facultativos tanto del hombre como de los animales (Page, 1988; Visvesvara et
al., 2007); a este grupo pertenecen: Naegleria fowleri agente etiolégico de la
meningoencefalitis amibiana primaria (Sierra, 2011), Balamuthia mandrillaris, Sapinia
pedata y varias especies del género Acanthamoeba, las cuales se han reportado como

agentes etioldgicos de encefalitis amibiana granulomatosa (EAG).
2. Biologia de Acanthamoeba

2.1 Ciclo de vida

Las amibas del género Acanthamoeba a las que haremos referencia en este trabajo
presentan 2 estadios dentro de su ciclo de vida, estado tréfico y quistico (Figura 1). Los
trofozoitos son la fase activa, son pleomérficos, tienen una vacuola contractil, polaridad
antero-posterior, pseudépodos con apariencia de espinas (acantépodos), ndcleo con
nucléolo grande y central, con un tamafio que oscila entre 15-50 um de acuerdo a la
especie (Martinez y Visvesvara, 1997). Los trofozoitos se alimentan de bacterias,
levaduras y algas presentes en el ambiente, a través de fagocitosis donde la digestion
tiene lugar dentro de los fagolisosomas (Bowers y Olszewski, 1983; Siddiqui y Khan,
2012; German et al., 2013) y a través de pinocitosis, con absorcién de nutrientes en
estado liquido. Posee un gran nimero de mitocondrias, generando la energia necesaria
para las actividades metabdlicas involucradas en la alimentacién, asi como el movimiento,
la reproduccion y otras funciones celulares. La membrana plasmética es inusual por la
presencia de un lipofosfoglicano, ausente en células de los mamiferos (Korn et al., 1974),
El citoplasma posee un gran numero de fibrillas, glucégeno y gotitas de lipidos. La
conversion a quiste se caracteriza por la formacion de una capa protectora, y se
desencadena por privacion de alimento o condiciones ambientales adversas tales como
temperaturas bajas, altas o variacion del pH. El quiste est4 conformado de dos paredes, la
exterior o ectoquiste, constituida de proteinas y polisacéridos, mientras que la pared
interna o endoquiste posee celulosa (Tomlinson y Jones, 1962; Neff y Neff, 1969). El

tamafio de los quistes varia de 15 a 28 uym. El endoquiste esta formado por una capa de
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fibrillas compuesta de proteinas insolubles en &cido y celulosa, que confiere resistencia a
condiciones de estrés (Cursons et al., 1980; Greub y Raoult, 2004; Trabelsi et al., 2012;
Torvinen et al.,, 2014). Cuando las condiciones ambientales son favorables las amibas
exquistan, emergiendo a través de una estructura denominada ostiolo donde el opérculo

se ha removido (Chambers y Thompson, 1972).

CDC
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Acanthamoeba spp.

A través de ojos 1

A través de vias
respiratorias
altas y bajas

Las amibas (quistes,
trofozoitos) ingresan
al humano de varias

aneras

A través de piel:
ulceras, otras lesiones
de continuidad

A Quistes y trofozoitos en tejidos

1 Da lugar a queratitis severa.
Mitosis 2 Da lugar a encefalitis amibiana

granulomatosa, enfermedad diseminada,

A\ = Forma infectiva lesiones en piel, en sujetos inmunocomprometidos *

A\ = Forma diagnéstica * Existen reportes de infeccién - poco frecuentes -
en sujetos aparentemente sanos

Figura 1. Ciclo de vida de Acanthamoeba spp. Los trofozoitos son la forma infectiva, y son capaces de
provocar diferentes patologias en pacientes inmunocomprometidos y sanos (EAG, Queratitis amibiana y

lesiones enpiel), dependiendo de la via de entrada. (CDC traducido al espafiol).



2.2 Ecologia

Acanthamoeba es una de las amibas de vida libre mas comunes en el ambiente. La
resistencia de sus quistes a temperaturas extremas (Kingston, 1969; Biddick et al., 1984),
desecacién (Kingston y Warhust, 1969) y desinfeccion (Kilvington, 1990), explica la
presencia del microorganismo y su aislamiento de agua dulce, agua de mar, sedimentos
oceanicos, congelada, agua de grifo, agua mineral embotellada, agua de sistemas de
refrigeracion industrial, aires acondicionados, aguas residuales, suelo, composta, piscinas
cloradas y medicinales, unidades de tratamiento dental, tubos de lavado gastrico,
unidades de dialisis, estuches de lentes de contacto, productos alimenticios, materia fecal,
tracto respiratorio y del aire. Entre los organismos vivos, Acanthamoeba ha sido aislada
de vegetales, hongos, células cultivadas, peces, reptiles, aves y mamiferos. En los seres
humanos, especies de Acanthamoeba se han aislado de la cavidad nasal, la garganta y
del intestino, asi como de los tejidos infectados por Acanthamoeba, incluidos el tejido
cerebral, el tejido pulmonar, de heridas cutdneas y de la cornea (De Jonckheere, 1987,
Rivera et al., 1994; Lorenzo et al., 2005; Mahmoudi et al., 2012). Por su depredacion
natural sobre bacterias, hongos y otros protozoos, esta amiba tiene un efecto significativo
sobre los ecosistemas microbianos (Sign y Dutta, 1984). Se ha descrito la depredacion de
las cianobacterias (algas verdeazules) por Acanthamoeba, y se ha sugerido la posible
utilizacién de estas amibas en el control de cianobacterias toxicas en sitios acuéticos
(Dryden y Wright, 1987).

Se han observado aumentos y disminuciones marcadas en la densidad poblacional de
especies de Acanthamoeba en sedimentos del fondo del lago que parecen no estar
relacionados con la temperatura del agua o los conteos bacterianos (O'Dell, 1979). Otros
estudios (Kyle y Noblet, 1986; Kyle y Noblet, 1987) han confirmado cambios estacionales
en la distribucion de amibas en lagos y estanques, aparentemente en respuesta a los
cambios quimicos estacionales. Acanthamoeba prevalece en los sedimentos

encontrandose con mayor frecuencia en zonas con particulas. (Kyle y Noblet, 1985).

2.3 Taxonomia

Acanthamoeba es un microorganismo que de acuerdo con la clasificacion taxonémica
clasica pertenecen al Dominio Eukarya, al Reino Protista, subreino Protozoa, y al grupo

Sarcodina (Kudo 1969). Dentro de este esquema, las amibas del género Acanthamoeba
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fueron clasificadas en 3 grupos acorde a las caracteristicas morfolégicas de su quiste
(Pussard y Pons, 1977).

Grupo 1: Conformado por cuatro especies, A. astronyxis, A. comandoni, A. echinulata y A.
tubiashi. Estas especies exhiben grandes quistes y trofozoitos (> 18 um), ademas de que

no se han reportado que sean patdégenas.

Grupo 2: Incluye 11 especies con una mayor distribucion y las que han sido cominmente
aisladas. Se caracterizan por quistes usualmente con un tamafio < 18 um donde el
ectoquiste es rugoso, mientras que el endoquiste puede ser poligonal, triangular, ovalado
o redondeado. Las especies incluidas en este grupo son A. mauritaniensis, A. castellanii,
A. polyphaga, A. quina, A. divionensis, A. triangularis, A. lugdunensis, A. griffini, A.

rhysodes, A. paradivionensis y A. hatchetti.

Grupo 3: Cinco especies fueron incluidas en éste grupo: A. palestinensis, A. culbertsoni,
A. royreba, A. lenticulata y A. pustulosa. En estas especies el diametro promedio del
quiste generalmente es < 19 uym, con un ectoquiste delgado y un endoquiste que puede

tener entre 3 y 5 angulos suaves.

Sin embargo, la morfologia del quiste puede variar incluso dentro de las poblaciones
clonales debido a las condiciones del cultivo (Kilvington et al., 1991). Actualmente existe
un nuevo esquema de clasificacion basado en las relaciones filogenéticas en el cual los
eucariotas se han ubicado en seis grupos o “super grupos”: Amoebozoa, Opisthokonta,
Rhizaria, Archaeplastida, Chromalveolata y Excavata. En particular las amibas del género
Acanthamoeba estan situadas dentro del grupo Amoebozoa (Adl et al.,, 2005). Sin
embargo, considerando que ubicar a estas amibas hasta el nivel de especie a través de
sus caracteristicas morfoldgicas y bioquimicas en ocasiones es complicado y poco
preciso; en los dltimos afios la clasificacion dentro del género Acanthamoeba hace
referencia a una nueva nomenclatura, fundamentada en su filogenia molecular a partir de
las secuencias del ARNr de la subunidad 18S, a partir de las cuales hasta el momento se
han determinado 20 genotipos para este género (Corsaro et al., 2015; Fuerst et al., 2015;
Cabello, 2015; Corsaro et al., 2017).
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3. Importancia médica

Se ha demostrado que algunas especies del género Acanthamoeba pueden causar desde
ulceraciones cutaneas hasta graves enfermedades como queratitis amibiana (QA), una
infeccion corneal de dificil resolucion asociada principalmente a usuarios de lentes de
contacto que puede resultar en la pérdida de la vision si no se diagndstica y trata a
tiempo, y encefalitis granulomatosa fatal (Marciano-Cabral y Cabral, 2003; Shuster y
Visvesvara, 2004a; Clarke y Niederkorn, 2006; Khan, 2006).

Las infecciones en piel por Acanthamoeba se caracterizan por la presencia de nodulos y
ulceraciones cutaneas en los que se encuentran quistes y trofozoitos. En individuos
sanos, estas infecciones son muy raras y son autolimitantes, pero en pacientes
inmunocomprometidos, esto proporciona una via de entrada al torrente sanguineo,
seguida por la diseminacién hematdgena a diferentes tejidos, lo que puede llevar a
consecuencias fatales. La infeccion en SNC conduce a la muerte dentro de unas pocas
semanas (Torno et al., 2000).

Por otro lado, la QA, aunque puede ocurrir en personas que no utilizan lentes de contacto,
esta asociada principalmente con el uso de estos (Seal, 2003). En general se trata de un
proceso multifactorial que involucra (i) el desgaste de los lentes por falta de reemplazo
adecuado (ii) la falta de higiene personal, (iii) la limpieza inadecuada de los mismos, (iv) la
formacion de biopeliculas en las lentes y (v) la exposicion con agua contaminada (Khan,
2006). La secuencia de eventos en la QA implica destruccidon de la barrera epitelial,
invasion estromal por amibas, agotamiento de queratocitos, induccion de una respuesta
inflamatoria intensa, fotofobia y si el diagndéstico no es realizado a tiempo o si este es
inadecuado puede tener como consecuencia necrosis estromal con ceguera o pérdida del

6rgano (Niederkorn et al., 1999; Panjwani, 2010).

3.1 Encefalitis Amibiana Granulomatosa
3.1.2 Cuadro clinico

La Encefalitis amibiana granulomatosa (EAG) es una enfermedad focalizada provocada
por estos parasitos. Los sintomas clinicos pueden parecerse a la meningitis viral o
tuberculosa, dependiendo del area de lesién en el cerebro: e incluyen dolor de cabeza,
fiebre, cambios de comportamiento, hemiparesia, letargia, rigidez del cuello, afasia,
ataxia, vomito, nauseas, paralisis de los nervios craneales (3ero y 6to), aumento de la

presion intracraneal, convulsiones y muerte. Estos se deben a lesiones necrotizantes
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hemorragicas con severa irritacibn meningea (Martinez, 1991; Martinez y Visvesvara,
1997).

3.2 Factores de riesgo

Aunque se han descrito casos de EAG sin ninguna predisposicién (Martinez, 1997), se
sabe que ésta afecta principalmente a personas con trastornos linfoproliferativos o
hematoldgicos, neumonitis, insuficiencia renal, cirrosis hepatica u otras enfermedades
hepaticas, gammaglobulinemia, pacientes sometidos a trasplante de érganos o tejidos con
terapia inmunosupresora, esteroides, uso excesivo de antibidticos, personas
inmunocomprometidas o inmunosuprimidas, alcohdlicos crénicos, mujeres en gestacion,
VIH positivos, enfermos con SIDA, con lupus eritematoso sistémico, cancer y diabetes
(Borochovitz et al., 1979; Slater et al., 1994; Bloch y Schuster, 2005; Tsutsumi et al., 2002;
Petry et al., 2006; McKellar et al., 2006; Tilak et al., 2008; Kaul et al., 2008; Mayer et al.,
2011; Satlin et al.,, 2013; Khanna et al., 2014; Salameh et al., 2015; Morrisson et al.,
2016).

3.3 Diagndéstico

Para el diagnéstico de la EAG por Acanthamoeba el método de cultivo in vitro es todavia
usado y en algunos casos el Unico disponible. Muestras de liquido cefalorraquideo y tejido
cerebral pueden ser inoculadas en el medio de crecimiento para amibas, denominado No
nutritivo enriquecido con Enterobacter aerogenes o Escherichia coli (NNE), vivas o
muertas (Schuster, 2002; Marciano-Cabral y Cabral, 2003). Los hallazgos en liquido
cefalorraquideo muestran pleocitosis con predominio linfocitico y presencia de leucocitos
polimorfonucleares, aumento de las concentraciones de proteinas, disminucién de las
concentraciones de glucosa y minima turbidez (Marciano-Cabral y Cabral, 2003). Es
posible también realizar un diagnéstico histolégico a partir de biopsias de piel o cerebro,
utilizando diferentes métodos de tincion (Martinez y Visvesvara, 1997) como Giemsa-
Wright y Tricrémica modificada (Ma et al., 1990). Andlisis de imagenes cerebrales
mediante tomografia computarizada (TC) o de resonancia magnética (MRI) pueden
mostrar areas multifocales de lesiones, lo que indica un absceso cerebral o tumores. Los
hallazgos, aunque no son confirmatorios de EAG, son de valor en el diagndstico de esta

infeccién en SNC.
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3.4 Hallazgos histopatoldgicos

La patogénesis de la EAG por Acanthamoeba esta intimamente relacionada con el estado
inmunolégico del paciente; en individuos inmunocompetentes se pueden observar
granulomas alrededor de las amibas mientras que en las personas inmunocomprometidas
estos granulomas son escasos o inexistentes (Martinez, 1982). La causa de la aparicion
de zonas necréticas no esta bien definida, aunque puede deberse a la accién directa de
los trofozoitos sobre el tejido o a la induccion de citocinas pro-inflamatorias como la
interleucina-1 beta (IL-1B), el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) o la interaccion de
ambas (Marciano-Cabral et al., 2000).

El examen post mortem a menudo muestra edema grave y necrosis hemorragica. Las
lesiones por EAG son mas numerosas en los ganglios basales, mesencéfalo, tronco
encefalico y hemiparesia cerebral, con lesiones caracteristicas en el parénquima del SNC
resultando en encefalitis granulomatosa cronica. Una respuesta granulomatosa ausente o
minima en pacientes con un sistema inmunolégico severamente alterado, que se
interpreta como un deterioro de la respuesta inmune celular (Martinez et al., 2000). En
casos de inmunosupresion puede producirse la diseminacibn de Acanthamoeba a
organos como higado, rifién, traquea o glandulas adrenales (Marciano-Cabral y Cabral,
2003), piel, pulmones, pancreas, prostata, ganglios linfaticos y médula 6sea (Khan, 2006).

3.5 Tratamiento

La EAG es una infeccion con una mortalidad mayor al 90 % y aunque no existe un
tratamiento de eleccion se han reportado pacientes exitosamente tratados con
sulfadiazina y fluconazol (Seijo et al., 2000),Ketoconazol, isetionato de pentamidina,
anfotericina B, azitromicina, itraconazol o rifampicina (Lalitha et al., 1985; Ofori et al.,
1986; Visvesvara et al., 2007).

3.6 Epidemiologia

El nimero de infecciones causadas por Acanthamoeba es relativamente pequefio a pesar
de la amplia distribucién mundial del parasito, ya que es casi imposible evitar su contacto.
Solo en algunos casos de EAG ha sido posible aislar estas amibas (Martinez, 1980;
Martinez, 1983). Desde 1960, cuando se report6 el primer caso hasta 1990, 56 casos de
EAG se habian descrito en todo el mundo; 30 en los Estados Unidos. Solo 3 de esos
pacientes reportados sobrevivieron a esta enfermedad, uno de Nigeria (Cleland et al.,

1982), uno de Barbados (Ofori et al., 1986) y el tercero de la India (Lalitha et al., 1985).
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Hasta el afio 2000, el numero de casos reportados de individuos con EAG era de
aproximadamente 200 (Schuster y Visvesvara, 2004).

Aproximadamente 17 especies de Acanthamoeba han sido descritas y 13 han sido
asociadas a infecciones sistémicas en el hombre: A. castellanii (T4), A. polyphaga (T4), A.
culbertsoni (T10), A. palestinensis (T2), A. astronyxis (T7), A. hatchetti (T11), A. rhysodes
(T4), A. byersi (T18), A. divionensis (T4), A. healyi (T12), A. lenticulata (T5), A.
triangularis, (T4) y A. griffini (T3) (Corsaro et al., 2015). Ademés de casos en humanos,
las infecciones sistémicas por Acanthamoeba han sido reportadas en ovejas, perros,
monos Yy caballos (Kadlek, 1978).

3.7 Prevencion

Evitar el contacto con este microorganismo es imposible debido a su ubicuidad; sin
embargo, es posible tener algunas precauciones sencillas para minimizar el contacto con
este parasito. En primer lugar, los individuos inmunodeficientes deben evitar la exposicion
al polvo y a particulas del suelo que pueden llevar quistes al sistema respiratorio, evitar
piscinas o aguas termales que no estén tratadas correctamente y la exposicion de heridas

abiertas al ambiente (Castrillébn y Orozco, 2013).

3.8 Mecanismos de patogenicidad

Hasta la fecha se han realizado varios estudios para determinar los mecanismos de
patogenicidad de estas amibas, reportdndose que llevan a cabo tanto mecanismos
dependientes como independientes de contacto (Omafia-Molina et al., 2010). El primer
paso es su adhesiéon a la superficie de los tejidos (Panjwani et al., 1997) a través de la
expresion de una proteina transmembranal de aproximadamente 133 kDa conocida como
proteina de unidon a manosa (mannose-binding protein-MBP), expresada en la superficie
de los trofozoitos (Alsam et al.,, 2005), la cual se une a glicoproteinas que contienen
manosa en las células blanco (Garate et al., 2004 y Garate et al., 2006). Ademas de esta
adhesina, otra podria estar participando en la patogénesis de Acanthamoeba: la proteina
de uniéon a laminina, uno de los principales constituyentes de la matriz extracelular
(Siddiqui y Khan, 2012). Posterior a la adhesion, se propuso que estas amibas secretan
enzimas que favorecen su invasion hacia capas mas profundas del tejido; Alsam y
colaboradores (2005) reportaron que Acanthamoeba secreta proteasas extracelulares que
median la separacion de las células de las monocapas de endotelio micro vascular de

cerebro humano, indicando que subsecuente a la adhesién, la amiba produce diferentes
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enzimas hidroliticas como proteasas y fosfolipasas que degradan colageno tipo |, lll y 1V,
asi como fibronectina, componentes principales de la matriz extracelular (Kong et al.,
2002). No obstante, este planteamiento, Omafia-Molina y colaboradores (2013; 2016;
2017) han mostrado que a tiempos tempranos de la infeccion Acanthamoeba spp. se
adhieren, migran hacia las uniones celulares, penetran a capas mas profundas del tejido a
través de un proceso mecénico y/o enzimatico, sin causar un efecto citolitico. Se conoce
también que este microorganismo expresa ecto-ATPasas en su membrana que hidrolizan
el ATP en ADP, el cual puede unirse a receptores celulares causando un incremento en la
concentracion de Ca**, lo que activa diferentes cascadas de sefializacion que llevan a la
muerte de la célula por apoptosis (Khan, 2006). Otro aspecto importante en la virulencia
de Acanthamoeba parece ser la capacidad de fagocitar la célula blanco; un proceso que
requiere la induccion de rearreglos en el citoesqueleto y la formacién de amebostomas en
la superficie celular (Omafa-Molina et al., 2004). Esto ha sido reportado en cultivos de
células epiteliales de cérnea en interaccion con Acanthamoeba, donde se observa la
formacion de los amebostomas, asi como a través de la inhibicion de la actividad
fagocitica; utilizando citocalasina D (inhibidor de la polimerizacién de actina) (Khan, 2001).
Acanthamoeba puede inducir la liberacién de citocinas que conduce a una respuesta
inflamatoria (Mattana et al., 2002), detencion del ciclo celular (arresto) del hospedero

(Sissons et al., 2004) o induccion de la apoptosis, evitando asi la regeneracion del tejido.

3.9 Respuesta inmune

La respuesta inmune frente a la infecciébn por estas amibas puede involucrar tanto la
inmunidad innata como la adaptativa. Ferrante y Rowan-Kelly reportaron en 1983 que una
de las razones por las que estas amibas no infectan individuos saludables es por su
capacidad de activar la via alterna del complemento, ya que se ha reportado que la
membrana plasmatica de Acanthamoeba carece de acido sialico (Korn y Olivecrona,

1971) o cualquier capa protectora o capsula (Bowers y Korn, 1968).

A través de ensayos in vitro se ha demostrado que estas amibas estimulan la produccion
de citocinas proinflamatorias (Marciano-Cabral y Toney, 1998; Mattana et al., 2015); y
activan a las células natural killer (NK) (Kim et al., 1990), neutréfilos (Stewart et al., 1994;
Toney y Marciano-Cabral, 1998) y macrofagos (Van Klink et al., 1997), lo que sugiere que
en individuos inmunocompetentes la inmunidad innata juega un papel importante en la

resistencia a la infeccion por estas amibas. También se han detectado anticuerpos anti-
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Acanthamoeba tanto en personas sanas como en pacientes con EAG (Martinez, 1993);
sin embargo, el mecanismo de respuesta mas importante en estos pacientes es la
inmunidad mediada por células T (Cursons et al., 1980; Kim et al., 1993) que determina la
formacion de granulomas. Como es de esperarse, en personas con Sindrome de
inmunodeficiencia adquirida y con EAG, no desarrollan una lesion granulomatosa

completa (Hawley et al., 1997).

A pesar de estos avances aun falta mucho por esclarecer en torno a los determinantes de
susceptibilidad y a los mecanismos de patogenicidad que se establecen en la interaccion
hospedero-parésito en la infeccion por estas amibas y durante las diferentes etapas en el
desarrollo de la EAG tanto en individuos sanos como con enfermedades crénicas como la

diabetes.

4. Diabetes mellitus
4.1 Concepto

La diabetes mellitus (DM) es un grupo de enfermedades caracterizadas principalmente
por hiperglucemia crénica debido a la falta de acciéon de la insulina. Existen mdultiples
procesos fisiopatogénicos involucrados en su aparicion que varian desde la destruccion
autoinmunitaria de las células B del pancreas hasta alteraciones que conducen a la
resistencia a la accion de la insulina (Sone, 2018).

4.2 Clasificacién

La diabetes se divide generalmente en 2 tipos en funcidén de su etiologia. La diabetes tipo
1, que anteriormente se denominaba diabetes juvenil o dependiente de la insulina,

representa menos del 5% -10% (dependiendo de las zonas del mundo) de la diabetes.

La diabetes tipo 2 (DM2), que solia conocerse como diabetes no insulinodependiente o
diabetes asociada a la adultez (pero actualmente también es comudn entre los nifios con
sobrepeso), es responsable de la gran mayoria de casos de esta enfermedad. Sin
embargo, se han descrito otros casos de diabetes asociados a enfermedades del
pancreas, genéticas o por exposicion a farmacos y Diabetes Mellitus gestacional
(Baynest, 2015; Sone, 2018).
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4.3 Fisiopatologia

La diabetes tipo 1, ocurre debido a una destruccién aguda de las células B productoras de
insulina en el pancreas a través de trastornos autoinmunes que conducen a una
deficiencia repentina y total de insulina, la Unica hormona que puede reducir los niveles de

glucosa en plasma.

En la diabetes tipo 2, la secrecion de insulina permanece, pero no en cantidades
suficientes para mantener el nivel de glucemia en un rango normal, con frecuencia debido
no solo a niveles disminuidos de secrecion de insulina sino también a una demanda
inapropiadamente mayor de insulina debido a la respuesta de las células del cuerpo a la
disminucién de la insulina. Esta respuesta reducida a la insulina se denomina ‘resistencia’
y ocurre en diversas situaciones, tipicamente en la obesidad. En pacientes con diabetes
tipo 2, la resistencia a la insulina y su deficiencia contribuyen a elevar los niveles de
glucosa en plasma, pero en diferentes proporciones, variando de paciente a paciente
(Sone, 2018). Ademas, se ha reportado que la DM2 cursa con inflamacion de bajo grado
(Bensellam et al., 2012).

4.4 Epidemiologia

Aunque recientemente se ha informado sobre la estabilizacion en el aumento de la
diabetes mellitus en algunos paises desarrollados, como en los Estados Unidos (Gregg et
al., 2014), la prevalencia mundial y la incidencia de diabetes mellitus (DM) siguen
aumentando. Un analisis de los datos combinados de estudios poblacionales de 146
paises revel6 que la prevalencia mundial de diabetes estandarizada por edad se estimé
que aument6 del 4.3% (95% Cl 2.4-7.0) en 1980 a 9.0% (7.2-11.1) en 2014 en hombres y
de 5.0% (2.9-7.9) a 7.9% (6.4-9.7) en mujeres. La poblacién adulta mundial con diabetes
aumento cuatro veces, de 108 millones a 422 millones durante este periodo. (KCD Risk
Factor Collaboration, 2016). Ademas de la diabetes, hay 318 millones de adultos
considerados prediabéticos en todo el mundo, que tienen un mayor riesgo de desarrollar
diabetes tipo 2 en el futuro, asi como enfermedades cardiovasculares. Debido a su
naturaleza asintomatica, es muy dificil de encontrar la intolerancia a la glucosa y la
diabetes temprana, excepto por un chequeo de salud o deteccion. Como consecuencia,
casi la mitad de la poblacién mundial de diabéticos no ha sido diagnosticada, lo que

permite continuamente la progresion silenciosa de complicaciones (Sone, 2018).
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La DM se ha asociado con un incremento en la tasa de infeccion (Pozzilli y Leslie 1994;
Calvet, 2001; Shan y Hux, 2003), lo que puede explicarse parcialmente por una
disminucion de la respuesta inmune mediada por células T (Pozzilli y Leslie 1994; Calvet y
Yoshikawa, 2001). También se ha documentado la alteracion de la funcion de los
neutrofilos asociada a la diabetes (Delamaire et al.,, 1997). Algunos estudios han
demostrado que la DM aumenta la susceptibilidad a las infecciones respiratorias,
gastrointestinales y hepéticas, vias urinarias, piel, tejidos suaves, cabeza y cuello
(Casqueiro et al., 2012), tanto infecciones comunes como las que se presentan
principalmente en personas con DM. No obstante, en otros estudios no han observado tal
asociacion (Pozilli y Leslie, 1994; Calvet y Yoshikawa, 2001; Hu y Boyko, 2004; Peleg et
al., 2007). Tales infecciones, ademas pueden desencadenar complicaciones como la

hipoglucemia y la cetoacidosis. (Casqueiro et al., 2012).

5. Planteamiento del problema

Se sabe que la DM2 cursa con inflamacion de bajo grado, asociada con la resistencia a la
insulina y el deterioro de las células 3 de los islotes pancreaticos (Bensellam et al., 2012).
Ademas, diversos estudios han demostrado que esta enfermedad se relaciona con un
incremento en el riesgo de padecer enfermedades infecciosas y sus complicaciones
(Shah y Hux, 2003). Si bien existen pocos reportes de EAG asociados a DM (Duma et
al.,1978; Borochovitz et al., 1979; Tsutsumi et al., 2002; Bloch y Schuster, 2005; Petry et
al., 2006; McKellar et al., 2006; Tilak et al., 2008; Kaul et al., 2008; Mayer et al., 2011;
Satlin et al, 2013; Khanna et al., 2014; Salameh et al., 2015; Morrisson et al., 2016), no
existen publicaciones sobre el posible mecanismo de patogenicidad de Acanthamoeba en
EAG asociada a DM2. Se sabe en general que los mecanismos dependientes de contacto
y las proteasas pudiesen tener un papel patogénico, pero también se involucra a la
respuesta inmune innata y adaptativa como posibles participantes en el dafio en SNC
(Baig, 2015; Mattana et al., 2016).

Considerando los antecedentes antes expuestos y a fin de contribuir al entendimiento del
papel que tiene la respuesta inmunitaria en la resistencia o susceptibilidad a EAG por A.
castellanii proponemos analizar las citocinas que se estimulan a nivel sistémico y local en

ratones sanos y diabéticos ante la infeccidn intranasal por estas amibas.
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6. Objetivo general

Determinar la expresién de citocinas durante la fase temprana de infeccién via intranasal

de A. castellanii en ratones BALB/c diabéticos.

6.1 Objetivos particulares

Reactivar la virulencia de la cepa de A. castellanii mediante su inoculacion via intranasal

en ratones BALB/c.
Inducir diabetes en ratones BALB/c mediante una dosis Unica de estreptozotocina.

Implementar el modelo de EAG en ratones sanos y diabéticos en tiempos tempranos de

interaccion.

Cuantificar citocinas pro-inflamatorias y anti-inflamatorias presentes en lavados nasales y

en suero de ratones BALB/c diabéticos infectados con A. castellanii.

Detectar la presencia e invasion de A. castellanii en cortes histologicos del meato
nasofaringeo y del tejido cerebral de ratones BALB/c diabéticos infectados con
Acanthamoeba castellanii.
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7. Materiales y métodos

7.1 Cultivo amibiano

Se trabajo con una cepa de A. castellanii, aislada de un caso clinico de queratitis, la cual
se mantuvo axénicamente en medio PYG (peptona proteosa [0.75%], extracto de levadura
[0.75%], vy glucosa [1.5%]), a 30 °C. Para la reactivacidén de la virulencia y la induccién de
EAG los trofozoitos se cosecharon en la fase exponencial de crecimiento después de
desprenderlos de la pared de los frascos de cultivo por enfriamiento en agua-hielo durante
10 minutos, se lavaron dos veces con PBS; posteriormente se contaron utilizando la

camara de Neubauer, ajustando a 1x10° trofozoitos en 20 pl de PBS 1X.

7.2 Reactivacion de la virulencia

Es ampliamente aceptado que el mantenimiento de microorganismos patégenos en
cultivos axénicos disminuye su virulencia, por lo tanto, antes de montar el modelo de EAG
en animales se realizaron 2 pases seriados de la cepa amibiana para reactivar la
virulencia, para lo cual se inocul6 intranasalmente (IN) un lote de 3 ratones machos de la
cepa BALB/c recién destetados con 1 x 10° trofozoitos en 20 ul de medio de cultivo. Los
ratones se mantuvieron 21 dias en el bioterio de la FES-lztacala, donde fueron
monitoreados diariamente en busca de signos de la enfermedad. Pasados los 21 dias se
sacrificaron con pentobarbital y se realiz6 la diseccién del cerebro, pulmén, higado y
riidn; para ser depositados en cajas con agar no nutritivo enriquecido con Enterobacter
aerogenes (NNE) y se incubaron a 30 °C con el propésito de recuperar las amibas de
estos 6rganos. Recuperadas las amibas se crecieron nuevamente en el medio axénico

PYG para su uso en los ensayos posteriores.

7.3 Induccién de diabetes en ratones

Se indujo diabetes a un grupo de 45 ratones machos con fondo genético BALB/c de 7
semanas de edad con un peso promedio de 22 gr, a los cuales se les inyectd
intraperitonealmente 130 mg/kg de estreptozotocina (STZ) en 100 ul de buffer de citratos
pH 4.5, con ayuno previo de 6 h y registro de glucosa en sangre. Consecutivamente, para
confirmar la induccioén de diabetes se hicieron registros semanales del peso y niveles de
glucosa en sangre previo ayuno de 6 h, durante 7 semanas post induccién, a través de lo

cual se confirmé el establecimiento de la diabetes en los ratones (Sanchez-Zamora et al.,
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2010). Todos los animales fueron tratados de acuerdo con los cuidados contemplados en
la norma mexicana NOM-062-Z00-1999, 2001.

7.4 Induccion de EAG en ratones sanos y diabéticos

La induccién de EAG se trabajé en ratones sanos y en los que se indujo previamente
diabetes acorde al siguiente esquema:

Grupos de estudio:

Sl: Ratones sanos infectados con Acanthamoeba castellanii

SS: Ratones sanos sin Infectar

DI: Ratones diabéticos infectados con Acanthamoeba castellanii
DS: Ratones diabéticos sin infectar

21 ratones sanos (Sl) y 21 ratones diabéticos (DI) con el mismo fondo genético y de la
misma edad, se inocularon via IN con 1x10° trofozoitos/ 20 pL de medio limpio.
Posteriormente en lotes de 7 ratones se sacrificaron con una inyeccion intraperitoneal con
pentobarbital a diferentes tiempos: 24, 48 y 72 h post-inoculacion. Previo al sacrificio se
tomo6 una muestra de sangre de cada raton a través de un corte de la vena lateral de la
cola para determinar la concentracién de las diferentes citocinas a nivel sistémico. Cinco
de los ratones de cada tratamiento se sacrificaron y se realizaron lavados nasales con
PBS estéril para determinar la presencia de citocinas en la mucosa nasal. De manera
simultanea se trabajé con un grupo control de ratones sanos sin infectar (SS) y un grupo
de diabéticos sin infectar (DS) que fueron inoculados solamente con 20 uL del medio de
cultivo. De cada lote de ratones, 2 fueron procesados mediante la técnica histolégica

convencional.

7.5 Lavados nasales

La toma de muestra para la deteccion de citocinas presentes en la cavidad nasal se
realizo a partir de lavados nasales acorde a lo propuesto por Moreno y colaboradores en
2013. Para lo cual se sacrificé a los ratones mediante sobredosis de anestesia con
pentobarbital sodico, se decapit6é al ratdon con ayuda de unas tijeras, después se localizo
la faringe que es la parte superior de la trdquea y que se comunica directamente con las

fosas nasales, se introdujo una canula, se lavé con 150 uL de PBS estéril, posteriormente
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se colecté el lavado en tubos eppendorff mantenidos en hielo y se centrifug6é cada una a

10,000 r.p.m. por 10 minutos, finalmente el sobrenadante se guard6 a -70°C hasta su uso.

7.6 Determinacion de citocinas en lavados nasales y en suero por latécnica de
ELISA

Las muestras obtenidas de los lavados nasales y de suero fueron utilizadas para evaluar
las concentraciones de citocinas mediante la técnica de ELISA-sandwich. Se determiné la
concentracion de Factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), Interferon gamma (IFN-y),
Interleucina 1 beta (IL-1B), Interleucina 4 (IL-4), Interleucina 10 (IL-10), Interleucina 2 (IL-
2), Interleucina-5 (IL-5) y Factor estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos
(GM-CSF) de los diferentes grupos experimentales y en los tiempos establecidos. Se
utilizé el kit Bio-PlexPro marca Biorad acorde al protocolo del proveedor. La absorbancia
se determind con el equipo (Bio-Plex® MAGPIX™ Multiplex Reader) a la longitud de onda
determinada.

7.7 Andlisis histopatoldgico

Los 2 ratones de cada tratamiento que se utilizaron para el analisis histopatoldgico se
procesaron de la siguiente manera: para su sacrificio fueron inyectados con una
sobredosis de pentobarbital y los 6rganos fueron fijados por perfusioén con una solucién de
paraformaldehido al 4 % en PBS pH 7.2, el meato nasofaringeo fue descalcificado
durante un mes con EDTA para después incluirse en parafina. Se hicieron cortes seriales
de 3 um de espesor en micrétomo, unos se tifieron con hematoxilina y eosina; otros se
procesaron por inmunohistoquimica para localizar las amibas en el tejido (detalles de la
técnica en el parrafo siguiente). Este analisis permitié describir la presencia de amibas,

quistes, asi como infiltrado inflamatorio (Guarner et al., 2007).

7.8 Inmunohistoquimica

De los cortes histol6gicos seriados unos se procesaron por inmunohistoquimica para
detectar la presencia de amibas y/o quistes en los tejidos. Para realizar la recuperacién
antigénica los cortes fueron colocados en vasos coplin para tefir llenos con buffer de
citratos pH 6 y se mantuvieron dentro de una autoclave a 120 °C y 15 Ib/in? de presién
durante 10 min y se permeabilizaron con detergente Tween 10x. La peroxidasa endégena
fue bloqueada con H>O: al 3% en agua. Como anticuerpos primarios se utilizaron los

policlonales anti-Acanthamoeba castellanii de conejo de acuerdo a la dilucion
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estandarizada. Posteriormente se utilizd el Mach2 Rabbit HRP Polymer (Biocare). El

revelado se hizo con Diaminobenzidina y la contratincion con hematoxilina de Harris.

7.9 Analisis estadistico

La comparacién entre las concentraciones de citocinas en los lavados nasales y en el
suero de los ratones de los diferentes tratamientos se llevo a cabo mediante un analisis
de varianza factorial (ANOVA de dos factores), y la prueba de comparacién multiple de
medias de Tukey. Los andlisis fueron procesados en el paquete de computo Minitab

version 18, con un coeficiente de confiabilidad del 95%.
8. Resultados

8.1 Reactivacion de virulencia

Con el proposito de reactivar la virulencia de la cepa de A. castellanii utilizada se
realizaron dos pases seriados en ratones BALB/c. Del total de ratones inoculados
solamente el 20 % murié dias posteriores a la inoculacién, el resto fueron sacrificados y
los érganos de todos los ratones fueron extirpados en busca de amibas. A. castellanii fue
recuperada de cerebro, pulmén, higado y rifién al dia siguiente de extirpar los érganos,
con lo que se confirmé la capacidad invasiva de esta cepa.

8.2 Induccién de diabetes mellitus en ratones

De los 25 ratones en los que se administr6 estreptozotocina, solamente en el 92 % de
estos se indujo diabetes, confirmandose ésta por un aumento significativo en la
concentracion de glucosa en sangre a partir de 7 dias después del tratamiento; tiempo en
el que se registr6 una mortalidad del 4 % de los animales. Los animales se consideraron
diabéticos debido a que los niveles de glucosa en sangre se mantuvieron por arriba de
150 mg/dl (Furman, 2015) después de permanecer en ayuno durante 6 horas.
Transcurridas 6 semanas la concentracion media de glucosa en los ratones en ayuno en
los que se indujo diabetes fue de 182.93 mg/dl (Figura 2) mientras que la media del grupo

de ratones sanos (control) fue 114.31 mg/dl.
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Figura 2. Promedio de la concentracion de glucosa en sangre en ratones BALB/c sanos y
en los que se indujo diabetes de los diferentes grupos de estudio.

8.3 Determinacion de citocinas en lavados nasales

Con el propésito de evaluar la expresion de citocinas en tiempos tempranos posteriores a
la infeccion via intranasal por A. castellanii en ratones diabéticos, se determinaron los
niveles de éstas en suero y en lavados nasales. Los resultados de la concentracion de
citocinas en los lavados nasales, en los diferentes grupos se describen a continuacion, es
importante mencionar que las concentraciones de algunas de las citocinas fueron

menores a la sensibilidad de deteccion del kit utilizado.

Del total de citocinas analizadas, en los ratones del grupo Sl hubo solo un ligero aumento
de la concentracion de IL-18 y de IL-10 24h Pl y del GM-CSF después de 48 h; las
concentraciones del resto de las citocinas fueron semejantes a las del grupo SS, en el que

consideramos presentaron las concentraciones basales de cada una de las citocinas.

En el grupo de ratones diabéticos que fueron inoculados con amibas, DI, las
concentraciones de las citocinas en los lavados nasales tampoco se incrementaron de
forma significativa a través de los 3 tiempos evaluados, solamente aumentaron un poco
mas en algunos de los tiempos el GM-CSF e IL-5. En relacion con el grupo de ratones
DS la concentracion de citocinas en los lavados nasales fue semejante o ligeramente

mayor a los SS.

GM-CSF: En la comparacion de los niveles de GM-CSF se observé una mayor
concentracion de ésta en los grupos de ratones DI, DS con respecto al grupo de ratones
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SS (Figura 3a), registrdndose en ambos grupos de ratones diabéticos una concentracion
de 7.663 pg/ml y 4.673 pg/ml respectivamente; concentracion ligeramente mayor que
2.562 pg/ml de los ratones SS. A través del tiempo en los grupos de DI y S| se presento
un ligero incremento de esta citocina 48 hrs post inoculacion (Figura 4a). Sin embargo, en
el andlisis de varianza no se encontraron diferencias significativas entre grupos (F=1.83,
P=0.205) ni entre tiempos (F=2.02, P=0.183).

IFN-y: Con respecto a esta citocina (Figura 3b) no se observaron variaciones importantes
en su concentracion en los diferentes grupos, en los ratones infectados; las
concentraciones oscilaron entre 1 pg/ml.

Sin embargo, al analizar la cuantificacion de esta citocina a través del tiempo se observa
que en los grupos de animales infectados con las amibas se presentd una ligera

tendencia a disminuir los niveles de ésta (Figura 4b).

En el andlisis de varianza realizado no se encontraron diferencias estadisticamente

significativas entre grupos (F=0.5, P=0.679), ni entre tiempos (F=0.02, P=0.981).

IL-10: En relacion con los niveles de IL-10 se presentaron también concentraciones bajas
y con un patron semejante al del IFN-y, con valores similares en los diferentes grupos
(Figura 3c). Asimismo, en los grupos de ratones infectados se presentd primero a las 24 h
Pl un ligero aumento en su concentracion, seguido de una ligera disminucién a través de
los tiempos evaluados (Figura 4c), pero estadisticamente no hubo diferencias

significativas (entre grupos: F=1.44, P=0.278; y entre tiempos: F=0.30, P=0.747).

IL-1B: En la comparacion de los niveles de IL-1B en los diferentes grupos, se observa que
solamente en los ratones Sl se presentd un incremento de esta citocina con un valor de
12.35 pg/ml, considerablemente superior a las concentraciones registradas para los otros
3 grupos restantes (Figura 3d). Aunque, al analizar la expresién de esta citocina en los 3
tiempos evaluados (Figura 4d) observamos que el incremento solamente se presentd 24 h

post infeccién, un tanto similar a lo registrado en los DI.

El andlisis de varianza realizado no mostré diferencias significativas entre grupos
(F=0.57, P=0.649), ni entre tiempos (F=1.08, P=0.375).

IL-2: Con relacion a los niveles de IL-2 la mayor concentracion se registré en los ratones

DI (1.113 pg/ml), a pesar de ello, la mediana de la concentracién fue semejante en todos
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los grupos, y oscilé entre 0.546 y 0.808 (Figura 3e). De igual manera no se observaron
diferencias significativas en la concentracion de esta citocina a través del tiempo (Figura
4e). Los valores del ANOVA fueron de F=0.40 y P=0.756 entre grupos; y de F=0.01y
P=0.993 entre tiempos.

IL-4: Con respecto a los niveles de IL-4 en los lavados nasales (Figura 4f) se observa un
patrén semejante al de la IL-2 con la mayor concentracion en el grupo de ratones DI
(2.268 pg/ml) 72 h PI y valores menores y semejantes en los otros grupos, y no se

encontraron diferencias significativas (F=0.46, P=0.711).

A través del tiempo, la expresion de esta citocina mostré pequefias variaciones

estadisticamente no significativas (F=0.25, P=0.784).

IL-5: Respecto a IL-5, en la mayoria de las muestras de los lavados nasales la
concentracion estuvo por debajo de la sensibilidad de lectura del aparato, solamente en el
grupo DI se registr6 una concentracion de 17.43 pg/ml. De igual manera, las
concentraciones de esta citocina se mantuvieron bajas en los 3 tiempos determinados,
semejante a los animales del grupo SS en el que todas las muestras estuvieron debajo de

la sensibilidad del lector (Figura 4q).

Los resultados del analisis de varianza realizado no mostraron diferencias
estadisticamente significativas entre grupos (F=0.40, P=0.699), ni entre tiempos (F=0.51,
P=0.645).

TNF-a: Se detectdé una mayor concentracion de TNF-a en los ratones DI con un valor
maximo de 29.79 pg/ml. Con respecto al grupo SI, el valor maximo fue 16.76 pg/mi
(Figura 3h). En relacion a la concentracion de esta citocina a través del tiempo, de manera
general, se mostraron pequefias variaciones en los grupos, que no fueron
estadisticamente significativas (F=0.11, P=0.901). El analisis de varianza tampoco mostr6

diferencias significativas entre grupos (F=1.15, P=0.375).

27



8¢

Concentracion pg/ml
r ¥

=]
i

&
i

Figura1_Presencia de citocinas en lavados nasales de ratones BALB/C post-inoculacién con Acanthamoeba castellanii.

2) GM-CSF nasal = b) IFN-ynasal O IL-10 nasal
I ]
. ‘ i * I i
0-
d) IL-1 nasal il ) IL-2 rasal ) IL-4 nasal
18- 30
u..
5 | &
06~ m
= = = a0 -
gl IL-5 nasal h) TNF-anasal b1 DS a
Di-Diabéticos infectados
DS-Digtéticos 5n infactar
40+ S-Sancs infactados
i S5-Sancs gn mfactar
" B0 =
i DS Q




6¢

Concentracion en pg/ml

& < -« e
i il 28 i i v
\ 3) GM-CSF nasal =] B) IFN-ynasal < IL-10 nasal
I_ )
44 ~ l_ 15~ i*l
" I u_.' e l-l = . l - l-. %
) B T &) IL-2nasal f) IL-4 nasal
18- a0
0
o o
5 EE I '-
I, ol - g[8 | "lgnd- Be
a_- - = - = u-r'rl"it'l S P AL T
gl IL-Snasal h) TNF-a nasal PRL PR PR P20
5 & @ * ®
b 1] 40-
—— _ & '-.. _ s -."' =

T s
- @9 * @
Fgua 4 Premema de olosne en lwads asakes de wows BALRE gt~ mooulscidn oan Ao hemonis calellss: o Gfewede Uemps



8.4 Determinacion de citocinas en suero
Los resultados de las concentraciones de las citocinas en suero, en los diferentes grupos

se describen a continuacion:

En los ratones del grupo S| se present6 en general, un incremento de la concentracion de
todas las citocinas evaluadas 24h PI, seguido de un descenso 48h PI, mismas que a las
72h tuvieron nuevamente un ligero incremento en su concentracion. En las muestras del

grupo SS las concentraciones de las citocinas fueron de las méas bajas que se registraron.

En relacién con los grupos de ratones DS, se observa que en general, tienen una mayor
concentracion de las diferentes citocinas con respecto al grupo de ratones SS, lo que nos

muestra una concentraciéon basal inicial superior a la de los ratones no diabéticos.

En los ratones DI la concentracion de las diferentes citocinas muestran variaciones entre
ellas, y en los diferentes tiempos después de ser inoculados con las amibas; asi para GM-
CSF, IFN-y, IL-10, IL-1B, IL-4 y TNF-qa, la mayor concentracion se present6 a las 72h P,
mientras que para IL-5 e IL-2 a este tiempo PI se registro la menor concentracion.

GM-CSF: En los grupos de ratones DI, Sl y DS se registré6 una mayor concentracion de
GM-CSF con respecto al grupo de ratones SS (Figura 5a), determinandose en los grupos
de ratones infectados las concentraciones mas altas de esta citocina, 339.6 y 252.3 pg/ml,
respectivamente; comparados con los SS, que tuvieron una concentracién de 101.2
pg/mL. Se observd también que en los ratones DS se encontraron concentraciones
elevadas para esta citocina (241.3 pg/ml). No obstante, a través del tiempo (Figura 6a) en
este grupo la mediana de la concentracion de esta citocina se mantuvo elevada, mientras
gue en los grupos de animales infectados con las amibas se presentd una leve tendencia

a disminuir sus niveles.

El analisis de varianza realizado mostré diferencias significativas entre grupos (F=3.51,
P=0.038), mientras que entre tiempos no hubo diferencias significativas (F=2.42,
P=0.119).

IFN-y: Al comparar los niveles de IFN-y en los diferentes grupos se observé una mayor
concentracion de ésta en los ratones DI y Sl con respecto al grupo de ratones SS (Figura

5b), determindndose en los infectados las concentraciones mas altas, 181.5 y 157.6
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pg/ml, respectivamente; mientras que en los ratones SS el valor maximo fue 45.40 pg/ml.
En relacién a la concentracion de esta citocina a través del tiempo se observa que en los
grupos de animales infectados con las amibas también se present6 una sutil tendencia a

disminuir los niveles de ésta (Figura 6b).

El analisis de varianza no mostré diferencias significativas entre grupos (F=2.11,
P=0.137), y entre tiempos (F=1.18, P=0.183).

IL-10: Con respecto a los niveles de IL-10, se encontré una mayor concentracion de esta
citocina en los ratones DI y Sl registrandose 196.5 y 144.6 pg/ml, respectivamente;
valores considerablemente mayores que 49.20 pg/ml detectados en los ratones SS
(Figura 5c). Respecto a la concentracion de esta citocina a través del tiempo se observé
gque solamente el grupo de Sl la mediana de la concentracién de IL-10 tuvo un incremento
importante 24 h Pl (Figura 6c), concentracion que descendié de manera sustancial 48 h
después de la inoculacion con estas amibas. El analisis de varianza utilizado no mostré
diferencias significativas entre grupos (F=1.72, P=0.200), ni entre tiempos (F= 0.92,
P=0.418).

IL-1B La concentracion de esta citocina fue ligeramente mayor en los grupos de ratones
en lo que se indujo la diabetes (DI y DS) con respecto al grupo de ratones SS,
registrandose en el grupo DI 78.36 pg/ml, mayor que 22.36 pg/ml registrados en los
ratones SS (Figura 5d). Sin embargo, la mediana de la concentracion de IL 1B no mostro
diferencias importantes tras la inoculacion de los animales de estos grupos (DI versus DS
y Sl versus SS). A través del tiempo (Figura 6d) en el grupo DI la concentracion de esta
citocina se mantuvo elevada durante los 3 tiempos evaluados, no asi en los ratones Sl en
lo que se mostré6 un pico 24 hrs Pl, con un marcado descenso en los 2 tiempos

posteriores

A través del andlisis de varianza realizado no se encontraron diferencias significativas
entre grupos (F=1.62, P=0.221), ni entre tiempos (F= 0.45, P=0.648).

IL-2: Respecto a los niveles de IL-2 en los diferentes grupos, se observé un incremento
mayor en la concentracion de ésta en los ratones S| comparado con el grupo de ratones
SS, registrdndose en los grupos de SI una concentracion de 46.44 pg/ml,
respectivamente; mientras que los ratones SS alcanzaron apenas 17.12 pg/ml (Figura 5e).

Con relacion a la expresion de esta citocina a través del tiempo (Figura 6e) se observo
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que la concentracion se mantuvo semejante en los ratones diabéticos (DI y DS), no asi en
el grupo Sl en los que 24 h después del reto con amibas se dio un incremento importante,
después un descenso hasta los niveles basales a las 48 h con un ligero incremento en las

siguientes horas.

El analisis de varianza utilizado no mostré diferencias significativas entre grupos (F=3,
P=0.060), ni entre tiempos (F=2.85, 0.086).

IL-4: La comparacion de los niveles de IL-4 en los diferentes grupos, permitié observar
una mayor concentracién de ésta en los ratones DI, Sl y DS con respecto al grupo de SS,
encontrando que los ratones infectados tuvieron las concentraciones mas altas de esta
citocina 129.52 y 94 pg/ml, respectivamente (Figura 5f); mayor que 35.16 pg/ml
registrados en los ratones SS. La concentracion de esta citocina a través del tiempo
(Figura 6f) se mantuvo sin cambios significativos, solamente en el grupo DI se present6
un aumento en su concentracion en los valores méaximos detectados, no asi en la

mediana del grupo.

En el andlisis de varianza realizado no se encontraron diferencias con significancia
estadistica entre los grupos (F=2.86, P=0.068), ni entre tiempos (F=1.33, 0.291).

IL-5: Con relacién a los niveles de IL-5, se observo la misma tendencia que para las otras
citocinas, una mayor concentracion en los ratones DI, Sl y DS con valores maximos de
354.7 y 216.2 pg/ml, para los dos primeros grupos, considerablemente mayor que 69.9
pg/ml de los ratones SS (Figura 5g). Con respecto a la concentracion de IL-5 a través del
tiempo (Figura 6g) se encontré que disminuyé un poco en los grupos de ratones
infectados con amibas, no asi en los ratones diabéticos no infectados (DS), en los que la

concentracion se mantuvo semejante.

Los resultados del andlisis de varianza no mostraron diferencias significativas entre
grupos (F=1.53, P=0.242), ni entre tiempos (F=2.05, 0.160).

TNF-a: El TNF-q, fue la citocina en la que se registraron las mayores concentraciones en
el estudio, con valores medios entre 912 pg/ml en los ratones SS y 2173 pg/ml en los
diabéticos infectados (DI); y con valores maximos que alcanzaron 6533 y 3585 pg/ml en
los ratones DI y Sl (Figura 5h), respectivamente. Finalmente, con respecto a la expresion

de las citocinas evaluadas en suero, observamos que la mediana de los niveles de TNF-a
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fue semejante en los tres tiempos evaluados (Figura 6h), sin embargo, en algunos ratones
diabéticos que fueron infectados si se exacerbo la respuesta 48 y 72 h después de la
inoculacion con A. castellanii. No obstante, el analisis de varianza realizado no mostré
iferencias significativas entre grupos (F=1.68, P=0.209), ni entre tiempos (F=0.61, p-
0.555).
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8.5 Hallazgos histopatoldgicos

Los resultados del andlisis histopatologico de la invasion de A. castellanii inoculada via
intranasal en ratones diabéticos y sanos se presenta a continuacion: En el grupo de
ratones DI el tejido present6 a las 2h4 PI fibras axonales abiertas , asi como presencia de
macroéfagos; a las 48 h Pl se encontr6 apertura del neuropilo en bulbo olfatorio continua al
parénquima cerebral, asi como cambios en espacio de Virchov Robin y a las 72 h PI
inflamacién de la mucosa a expensas de polimorfonucleares (Figura 7A). Sin embargo,
solo se inmunolocalizaron trofozoitos en la lengua después de 48h de la inoculacion y sin
presencia de inflamacion en esta zona (Figuras 7D y 7E). Es importante mencionar que
en los ratones DS también se observaron cambios histopatolégicos como infiltrado
inflamatorio perivascular, hipertrofia y vacuolizacion en la regién cortical de plexos

coroides, ligero edema y apertura discreta del neuropilo (Figuras 7B y 7C).

En los tejidos del grupo de ratones Sl se encontraron los siguientes cambios
microscopicos: 24 h Pl se detectd pérdida de neuropilo y edema generalizado en bulbo
olfatorio (Figura 8A), 48 h Pl se encontr6 una ligera apertura del neuropilo generalizada en
tejido encefalico (Figura 8B), y después de 72 h de la inoculacién, una apertura del
neuropilo en bulbo olfatorio (Figura 8C), ademas se inmunolocalizaron trofozoitos a las 24
h Pl en espiculas éseas del macizo facial y estroma de los cornetes con un infiltrado
inflamatorio (Figura 8D); 72 h PI continGan trofozoitos en el estroma de la mucosa de los
cornetes (Figura 8E), y en bulbo olfatorio a nivel de la ldmina cribosa del etmoides y en los
fasciculos nerviosos, con un minimo infiltrado inflamatorio adyacente periférico al parasito
(Figura 8F).
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Figura 7. Hallazgos histopatoldgicos de ratones diabéticos. A) DI 72 h Pl inflamacién de la mucosa a
expensas de polimorfonucleares (Flechas) 40x HyE. B,C) Ratones DS: infiltrado inflamatorio
perivascular, hipertrofia y vacuolizacion en la region cortical de plexos coroides (Flechas), ligero
edema y apertura discreta del neuropilo (*) HyE. D) DI48h PI Trofozoitos en la lengua sin presencia
de inflamacién en esta zona (Flechas) 10x IHQ. E) Trofozoitos en la lengua sin presencia de
inflamacién 40x IHQ. F). Control HyE lengua de ratdn SS 40x, G) Control ratdn SS
Inmunohistoquimica bulbo olfatorio 40x. H) Control ratén SS bulbo olfatorio HyE 10x.
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edema generalizado en bulbo olfatorio (*) 10x HyE, B) SI48h PI Ligera apertura del neuropilo
generalizada en tejido encefalico (Flechas) 40x HyE, C) SI72h PI Apertura del neuropilo en bulbo
olfatorio (Flechas) 40x HyE, D) SI24 h Pl Trofozoitos en espiculas dseas del macizo facial y estroma
de los cornetes (Flechas) con un infiltrado inflamatorio crénico (*) 40x IHQ, E) SI72 h Pl Trofozoitos
en estroma de la mucosa de los cornetes (*) 40X IHQ, F) SI72h PI Trofozoitos en bulbo olfatorio a
nivel de la ldmina cribosa del etmoides y en los fasciculos nerviosos, con un minimo infiltrado
inflamatorio adyacente periférico al parasito (Flechas) 10x IHQ, G) Control SS Inmunohistoquimica
bulbo olfatorio, H) Control SS HyE bulbo olfatorio.
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9. Discusién

Las amibas del género Acanthamoeba son microorganismos anfizoicos de distribucion
mundial, por lo que son considerados cosmopolitas, asi que las posibilidades de
infectarse con estas amibas podrian ser altas, sin embargo, el nimero de casos
reportados por Acanthamoeba es relativamente bajo. Se sabe que las infecciones en
sistema nervioso central provocadas por estas amibas estan asociadas principalmente a
pacientes con una deficiencia inmunoldgica, inmunosuprimidos o con enfermedades

cronicas como la diabetes.

La diabetes mellitus, es una enfermedad crénica asociada con un incremento en el riesgo
de padecer enfermedades infecciosas y sus complicaciones (Shah y Hux, 2003), como la
EAG (Duma et al.,1978; Borochovitz et al., 1979; Tsutsumi et al., 2002; Bloch y Schuster,
2005; Petry et al., 2006; McKellar et al., 2006; Tilak et al., 2008; Kaul et al., 2008; Mayer et
al., 2011; Satlin et al, 2013; Khanna et al., 2014; Salameh et al., 2015; Morrisson et al.,
2016). Hasta el momento se sabe poco de los mecanismos que determinan la
susceptibilidad o la resistencia a la infeccién por estas amibas, tanto en personas sanas

como en los grupos de riesgo.

En este trabajé se utilizé una cepa de A. castellanii aislada de un caso clinico de QA
mantenida en cultivo axénico, y aunque previo a esta investigacion se han realizado
pases en ratdn para reactivar su virulencia, el mantenimiento en medio axénico lleva a la
pérdida de la expresion de factores de virulencia y favorece su enquistamiento (Koehsler
et al., 2009). Por tanto al inicio del trabajo experimental se realizaron 2 pases seriados por
ratbn para reactivar su virulencia y comprobar su capacidad de establecer infecciones
sistémicas después de ser inoculada via intranasal, comprobandose que esta cepa es
capaz de inducir infecciones sistémicas, diseminandose en varios 6rganos; aln sin causar
la muerte de los animales después del periodo de 21 dias para el que esta establecida la
prueba Similarmente con estudios previos de Kasprzak et al. (1974), quienes reportaron
que a pesar de varios pases en ratones, los trofozoitos de Acanthamoeba mantienen su
tropismo hacia los mismos dérganos (cerebro y pulmoén). Ademas se sabe que
Acanthamoeba puede ingresar al SNC migrando a través del neuroepitelio olfatorio y/o via

hematoégena (Martinez, 1991; Omafa et al., 2016).

Hasta el momento, se han realizado algunos trabajos para conocer los mecanismos que
determinan la susceptibilidad o resistencia a la invasion durante las infecciones
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provocadas por amibas del género Acanthamoeba. Se sabe que mientras las amibas
expresan mecanismos de patogenicidad dependientes e independientes de contacto
(Omana-Molina et al., 2010), el hospedero es protegido ante la infeccion por estas
amibas, inicialmente por los mecanismos de la inmunidad innata, como el complemento y
las células fagociticas, principalmente los neutréfilos y los macréfagos, los cuales son
capaces de eliminarlas (Hurt et al., 2001); asi como por elementos de la inmunidad
adquirida como anticuerpos. También se ha reportado la expresiéon de TNF-a durante la
interaccion in vitro de Acanthamoeba y células de la microglia, de monocitos y
macréfagos de sangre periférica de humanos, respectivamente (Shin et al., 2001; Mattana
et al., 2016), asi como de IL-6, IL-12, IL-8 y de IL-10 (Mattana et al., 2016), mostrando que
la producciéon de quimiocinas y citocinas proinflamatorias por monocitos y macréfagos
pueden desempefiar un papel en el desarrollo de la respuesta inflamatoria durante las

infecciones por Acanthamoeba.

En este trabajo se evalud la expresion de citocinas en la fase temprana de invasion de A.
castellanii en la mucosa nasal y a nivel sistémico en el modelo murino de EAG en
individuos sanos y con una enfermedad cronica como la diabetes. Desde el tiempo més
corto evaluado (24 h) se detecté la expresion de citocinas proinflamatorias vy
antiinflamatorias: GM-CSF, IFN-y, IL-10, IL-1B, IL-2, IL-4, IL-5 y TNF-a, principalmente a

nivel sistémico.

A nivel local, en los sitios donde las amibas entran en contacto con los tejidos del
hospedero se inicia la respuesta inmune estimulando los mecanismos de control innatos,
las concentraciones de estas citocinas en las muestras de lavados nasales que se
determinaron fueron en general muy bajas, incluso en aproximadamente un 30 % de las
muestras que se evaluaron el resultado obtenido se indicé por debajo del valor minimo de
sensibilidad del kit utilizado. Sin embargo, y aunque las diferencias no fueron
estadisticamente significativas, se observaron ligeros incrementos en las concentraciones
de algunas citocinas en los grupos de animales que fueron infectados con amibas, por
ejemplo, GM-CSF, IL-18 e IL-5 con actividad proinflamatorias e IL-10 con actividad

reguladora.

En las muestras de lavado nasal se observé un incremento en la concentracion del GM-
CSF a través del tiempo en los grupos DI y SI, siendo en los DI en los que se presentaron

los niveles més altos con respecto al control (SS). Esta citocina estimula el desarrollo y la
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maduraciéon de las células mieloides (Hamilton y Anderson, 2004); y su sefializacion
puede conducir a la produccibn de mediadores inflamatorios a nivel de mucosas
(McDermott et al., 2014). La inflamacién de la mucosa, especialmente durante las
infecciones bacterianas agudas, implica la activacion de numerosas vias de inmunidad
innata como la activacion de macrofagos que pueden proteger al hospedero de patdgenos
respiratorios, ademas de que aumenta la supervivencia de neutrdfilos,
monocitos/macréfagos, y la produccion de quimiocinas y mediadores proinflamatorios en
estas células, lo que da como resultado la expresién de citocinas inflamatorias, que
incluyen TNF-a, IL-6 e IFN-y, asi como factores quimiotacticos de leucocitos (Fournier y
Parkos, 2012; Brazil et al., 2013; Szabady y McCormick, 2013). Con respecto a IL-1f3 esta
citocina también aumenté 24 h PI en los ratones de los grupos infectados, misma que
disminuyé en tiempos posteriores hasta una concentracion semejante al grupo SS,
comportamiento que concuerda con la estimulacion de IL-10 a través de los tiempos
evaluados. IL-13 es una potente citocina proinflamatoria producida y secretada por varios
tipos celulares, aunque la mayoria de los estudios se han centrado en su produccion
dentro de las células del sistema inmune innato, como los monocitos y macréfagos
(Lépez-Castejon y Brough, 2011). Su papel es muy importante en la respuesta inmune del
hospedero a las infecciones (Dinarello, 1996), ejerciendo su accidon protectora contra las
infecciones al activar varias respuestas como: el reclutamiento rapido de neutréfilos a
sitios inflamatorios, la activacion de las moléculas de adhesién endotelial, la induccion de
citocinas y quimiocinas y de la respuesta febril (Sahoo, et al., 2011). Se ha reportado
como protector en varios modelos de infeccion bacteriana, viral y micética (Sahoo et al.,
2011), pero también se ha confirmado que tiene un alto potencial para causar dafio a los
tejidos del huésped por lo que, varios mecanismos estan dedicados a controlar su
actividad: intracelularmente, limitando cuidadosamente su transcripcion y procesamiento
por el inflamasoma, y extracelularmente por inhibicion de la sefalizacién del receptor
(Schultz et al., 2003).

Con respecto a IL-10, considerada como un factor inhibidor de sintesis de citocinas
(Murphy y Weaver, 2016), se puede observar que en los grupos DI y Sl a las 24h PI sus
niveles son ligeramente elevados con respecto al grupo SS, y citocinas como IFN-y, TNF-
a e IL-4 tuvieron concentraciones semejantes al grupo SS o por debajo de este. Mattana y
colaboradores (2016) reportaron la estimulacion de IL-10 in vitro tras la interacciéon de
macrofagos de sangre periférica con trofozoitos de Acanthamoeba y sugiere que la
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produccién de esta citocina puede desempefiar un papel en el desarrollo de la respuesta

inflamatoria durante las infecciones por Acanthamoeba.

No obstante, se requiere de mas estudios para determinar con mayor precision que
citocinas se expresan a nivel de la mucosa y de los tejidos de la cavidad nasal durante la
invasion de amibas del género Acanthamoeba inoculadas via intranasal, debido a que la
concentracion de éstas en las muestras obtenidas a partir de lavados de la cavidad nasal

en este trabajo estan diluidas.

A nivel sistémico, como se menciond previamente, se detectdé una tendencia de
incremento de la concentracion de las diferentes citocinas evaluadas tras la inoculacion
con amibas, principalmente en el grupo de ratones Sl desde el primer tiempo evaluado
(24 h), sin observarse diferencia estadisticamente significativa. Es importante mencionar
gue también algunos de los ratones del grupo DI mostraron un incremento significativo en
los niveles de citocinas post infeccidén. Sin embargo, en este grupo se presentd una mayor
variabilidad en la respuesta individual, lo cual podria estar relacionado con los niveles de

glucosa que presentaban individualmente estos ratones.

Interesantemente, en el grupo de ratones diabéticos que no fueron infectados (DS) las
concentraciones en general de las citocinas evaluadas, también fueron superiores a las
de los ratones sanos sin infectar (SS), y en algunos casos semejantes a los grupos de
ratones infectados, lo que puede deberse al estado proinflamatorio basal reportado en los
individuos diabéticos y que podria asociarse a una mayor susceptibilidad a las infecciones
(Shah y Hux, 2003), como la EAG (Duma et al.,1978; Borochovitz et al., 1979; Tsutsumi et
al., 2002; Bloch y Schuster, 2005; Petry et al., 2006; McKellar et al., 2006; Tilak et al.,
2008; Kaul et al., 2008; Mayer et al., 2011; Satlin et al, 2013; Khanna et al., 2014;
Salameh et al., 2015; Morrisson et al., 2016). Se sabe que el estado hiperglucémico es
proinflamatorio (Nishikawa et al. 2000; Nedrebo et al. 2004), las citocinas y las
quimiocinas secretadas por el tejido adiposo son la fuente mas grande de factores que
conducen a la inflamacion sistémica (Chen, 2006); asi como la acumulacién de células
inmunitarias innatas activadas en los tejidos metabdlicos, que promueven la resistencia
sistémica a la insulina y el dafo de las células B (Pozzilli y Guglielmi, 2009; Wilkin, 2009),
lo que afecta la concentracion de glucosa y de las diferentes citocinas segun la

variabilidad en la respuesta inmune del hospedero .
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La Unica citocina en la que las diferencias en la concentracion fueron significativas fue el
GM-CSF. Su concentracion se incrementd principalmente en los ratones Sl 24 h PI, y la
concentracion mayor se presentd en DI 72 h PIl. Este factor de crecimiento
hematopoyético es capaz de estimular la supervivencia, proliferacién, diferenciacion y
funcion in vitro de células mieloides y sus precursores (Wen-Chao et al, 2014), y como se

menciono previamente ejerce un papel proinflamatorio importante.

El IFN-y es una citocina proinflamatoria secretada principalmente por las células T, natural
killer (NK) y neutrdéfilos. En nuestro estudio aumentd su concentracion en los grupos de
ratones infectados principalmente 24h PIl, observandose el mayor incremento en los Sl.
Esta citocina desempefia el papel de inductor en la respuesta inmunitaria adaptativas
contra las infecciones por protozoos (Machado et al., 2004), ademas tiene una amplia
gama de efectos inmunomoduladores tanto en la inmunidad innata como en la adquirida.
Se ha demostrado que IFN-y regula la sobreexpresién del complejo principal de
histocompatibilidad (MHC) | y Il y activa macréfagos (Farrar y Schreiber, 1993). Asimismo,
desempefia un papel fundamental en la resistencia del hospedero a la infeccién por
Leishmania. Contrariamente, IL-4 regula la produccion de ROS y controla la respuesta
antipatogénica mediada por el hospedero (Muller et al., 2001). Recientemente Moraes et
al (2015) evaluaron el efecto de esta citocina sobre monocitos de sangre humana en
interaccion con Entamoeba histolytica y reportaron que el IFN-y aumenté la actividad

amebicida y la apoptosis.

Con respecto a IL-1B se observa que su concentracién en suero del grupo SI aumento
también 24 h PI, misma que disminuye en el tiempo posterior a la concentracion basal.
Esta citocina, como se menciond previamente tiene una actividad proinflamatoria
importante, produciendo fiebre y activando macréfagos y células T (Murphy y Weaver,
2016).

La IL-5 fue una de las citocinas con mayor aumento en su concentraciobn en ambos
grupos de ratones infectados (Sl y DI) encontrandose detras del TNF-a y el GM-CSF, esta
citocina es una glicoproteina homodimérica interdigitante producida por células
hematopoyéticas como células T, mastocitos y eosindfilos (Busse et al., 2013), y por las
células linfoides innatas 2 (ILC2) (Murphy y Weaver, 2016). ILC2 son linfocitos que
carecen de receptores de reconocimiento de antigenos y se activan en respuesta a

citocinas y a través de receptores de patrones moleculares asociados a microorganismos
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(MAMP). Las ILC se localizan preferentemente en las mucosas, y participan en la
respuesta inmune contra infecciones y en enfermedades inflamatorias cronicas. Las ILC-2
expresan GATA3, producen IL-4, IL-5, IL-13 y anfirregulina y protegen contra infecciones
parasitarias activando una respuesta analoga a la estimulada por los linfocitos T
cooperadores (Th2); ademas, las ILC-2 también presentan péptidos a través del MHC-II a
los linfocitos T y favorecen su diferenciacion a linfocitos Th2, los cuales participan en la
respuesta antiparasitaria (Furusawa et al., 2013; Maizels y Withers ,2014). Sabin et al.
desde 1996 demostraron que IL-5, juega un papel importante en la inmunidad a nivel de
mucosa, ya que esta induce una respuesta Th2 a través de los eosinofilos que liberan IL-4
tempranamente durante la infecciébn por Schistosoma mansoni. En particular, se ha
demostrado que la IL-5 actia en “sinergia” con IL-2 e IL-4 para inducir la produccién de
anticuerpos por las células B (Griffin et al., 1994). También se ha documentado que en el
modelo murino de infeccién con Toxoplasma gondii, las ILC participan en la eliminacion

del parasito a través de la produccién de IFN-y y TNF-a (Klose et al., 2014).

TNF-a es la citocina que aumentd mas su concentracion sérica después de la infeccion de
los ratones con A. castellanii, manteniéndose elevada en algunos individuos del grupo DI
y reduciendo su concentracion en los Sl a través del tiempo. Este factor es un
componente clave de la respuesta inflamatoria que conduce al dafio tisular (Ehlers et al.,
2001; Olsen y Estein, 2004); se ha reportado que los niveles elevados de TNF-a estan
relacionados con una inflamacién excesiva con necrosis y caquexia (Bekker et al., 2000;
Ehlers et al., 2001), ademas de promover la inmunopatologia al interferir con los procesos
de muerte celular y la induccién de un medio hiperinflamatorio (Solovic et al., 2010). TNF-
a desempena multiples actividades bioldgicas, tanto en la inflamacién como en la
regulacién de la respuesta inmune, (Jaattela, 1991) innata y en la adaptativa, la
proliferaciéon celular y los procesos apoptéticos (Solovic et al.,, 2010) y coordina la
respuesta inflamatoria a través de la induccién de otras citocinas (IL-1 e IL-6), al igual que
el reclutamiento de células inmunitarias e inflamatorias a través de la induccién de
quimiocinas y suprarregulacion de moléculas de adhesion (Nova et al, 2012). TNF-a es
producido por diferentes tipos celulares, como macréfagos, neutréfilos, monocitos, células
T, células de musculo liso, adipocitos y fibroblastos (Olsen y Stein, 2004; Nova et al.,
2012). La disminucién de esta citocina 48 Pl en los Sl podria obedecer a una regulacion
antagoénica de las ILC2 que estimulan una respuesta tipo Th2 o bien por la presencia de
IL-10. Mattana et al. (2016) reportaron la estimulacion de IL-10 in vitro en macréfagos
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humanos de sangre periférica sugiriendo que puede ser estimulada por Acanthamoeba

para regular el estado inflamatorio y por tanto favorecer su invasion a los tejidos.

La IL-2 (factor de crecimiento de células T) es una citocina en la que su produccién en
mamiferos esta estrictamente regulada y restringida a células T CD4*; aunque también se
ha reportado que es secretada por células TCD8*, NK, NKT, células dendriticas y
mastocitos; sin embargo, en niveles considerablemente mas bajos (Feau et al.,, 2011,
Granucci et al.,, 2001). En la activacion inmune del receptor de células T (TCR) por
antigenos presentados a través de las células presentadoras de antigeno y las sefales
coestimuladoras, las células T empiezan a secretar una gran cantidad de esta citocina
(Arenas-Ramirez et al., 2015; Mitra y Leonard, 2018). La expresion de esta citocina en
nuestro trabajo, de la misma manera que IL-4, se dio principalmente en el grupo de
ratones Sl 24 h PI. IL-2 tiene una gran variedad de acciones incluida la capacidad de
estimular la actividad citolitica de las células NK y células T, aumentar la produccién de
inmunoglobulinas por las células B activadas, mantener la proliferacion homeostatica de
las células T reguladoras (Treg), induce las ILC y la diferenciacion de células T efectoras
(Wang y Secombes, 2013; Arenas-Ramirez et al., 2015). En la diferenciaciéon de células
Th, IL-2 modula la expresion de receptores para otras citocinas y factores de
transcripcién, promoviendo o inhibiendo cascadas de citocinas que se correlacionan con
el desarrollo de las células Th (Liao, Lin y Leonard, 2011). Por lo tanto, IL-2 promueve la
diferenciacion de células T virgenes en células Thl y Th2 mientras inhibe el desarrollo de
Th17 (Liao, Lin y Leonard, 2013; Wang y Secombes, 2013). La interleucina-4 (IL-4) es una
glicoproteina compleja producida principalmente por mastocitos, células T activadas y
ILC2, eosindfilos y neutréfilos. IL-4 actla sobre los linfocitos B, monocitos, células

dendriticas y fibroblastos (Chomarat y Banchereau, 1997).

Finalmente, respecto a IL-10 su concentracion también se increment6 tras la inoculacion
con amibas en los grupos DI y Sl, manteniéndose la concentracién elevada en algunos
individuos del grupo DI hasta las 72 h, no asi en los S| donde se presentd una clara
disminucion de su concentracion en los tiempos posteriores. Esta citocina es producida
por distintos tipos de leucocitos y células no hematopoyéticas (Shouval et al., 2014), en la
qgue su mecanismo de induccion varia ampliamente dependiendo de la naturaleza del
estimulo (Zhang et al., 2009; Cherie y Oldstone, 2012), su secrecion se desencadena muy

pronto después de la participacién de los receptores de reconocimiento de patégenos
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(PRR) por patrones moleculares asociados a patégenos (PAMP) o patrones moleculares
asociados a dafios (DAMPs) (Zhang et al, 2009; Pefaloza et al., 2015); esta citocina es
una molécula inmunorreguladora clave durante la infeccion con virus, bacterias, hongos,
helmintos y protozoos, que bloquea la proliferacién de linfocitos estimulados por Thl y
detiene la produccion de citocinas proinflamatorias que son responsables de gran parte de
la inmunopatologia asociada con infecciones (Gazzinelli et al., 1996; Wilson et al., 2006).

Con respecto al analisis histopatolégico de la invasiébn amibiana en concomitancia con
diabetes encontramos, contrario a lo esperado, mayor inflamacion e invasién en los
ratones Sl que en los DI; contradictorio a lo reportado por Omafa y colaboradores (2017)
y Hassanain y colaboradores (2014), donde encontraron que individuos diabéticos, o con
hiperglucemia fueron mas susceptibles a la infeccion con A. culbertsoni y Toxoplama

gondii, respectivamente.

Aunque se inmunolocalizaron trofozoitos en el tejido de los ratones Sl hasta las 72 h PI,
se evidencia un proceso inmunoldgico competente ya que se observa la presencia de
infiltrado inflamatorio e incluso macréfagos rodeando al parasito. Como se ha reportado
los macréfagos son capaces de matar a Acanthamoeba (Hurt et al., 2001), pero también
se ha demostrado que persisten en el sitio de la infeccion (Larkin y Easty, 1991,
Knickelbein et al., 2013) y, por lo tanto, no solo pueden participar en el inicio y
mantenimiento de una respuesta inmune efectiva, sino que pueden tener un papel en la
reparacion del tejido (Mosser y Edwards, 2008). Ademas, con respecto a la infeccion por
A. castellanii en ambos grupo (DI y Sl) encontramos en los ratones S| que las amibas
alcanzaron el bulbo olfatorio después de 72 h PIl, ademas de encontrarse en el epitelio
respiratorio de la cavidad nasal e invadir el macizo facial; mientras que en los DI las
amibas solamente fueron inmunolocalizadas en el muasculo de la lengua, Omafia y
colaboradores (2017) reportaron que en ratones diabéticos, A. culbertsoni alcanz6 el
bulbo olfatorio, el cértex central subcortical, la base del encéfalo y la capa granular del
cerebelo 72 h PI. Este aumento en la susceptibilidad podria estar asociada a un mayor
deterioro en el organismo de los ratones relacionada a niveles de glucemia mas altos
reportados por Omafa-Molina que los reportados en nuestro estudio; y estos niveles de

glucosa podrian asociarse también a mayor dafio previo en el tejido.

Nuestros resultados sugieren que la invasion via IN de A. castellanii en ratones sanos y

diabéticos estimula localmente una respuesta inflamatoria en la que se estimulan los
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neutrdfilos, células NK e ILC2 y la produccion principalmente de citocinas como el GM-
CSF, IL-1B8, ademéas de IL-5 con actividad proinflamatoria, e IL10, reguladora. Via
sistémica las células presentadoras de antigenos llegan a los ganglios linfaticos cercanos
donde inician una repuesta inmune antagénica en la que se estimulan la produccién, tanto
de las citocinas proinflamatorias TNF-a, GM-CSF, IL-18 e IFN-y, antinflamatorias como IL-
5, IL-4 e IL-2 e incluso IL-10 con actividad reguladora, desde las 24 h PI, las cuales
disminuyen su concentraciéon en los siguientes tiempos evaluados. La aparente
modulacion de la respuesta inmune, quiza por la participacion de A. castellanii, podria
favorecer la infeccion por estas amibas a SNC a través de su invasion sin la presencia de

un proceso inflamatorio importante, reportado previamente en este modelo animal.

10. Conclusiones

La infeccion intranasal de A. castellanii en ratones BALB/c sanos y diabéticos incremento
los niveles séricos de las citocinas proinflamatorias GM-CSF, IFN-y, IL-1B, IL-2 y TNF-q,

antiinflamatorias IL-5 e IL-4 y con actividad reguladora IL-10.

La concentracion de las citocinas determinadas en las muestras de lavados nasales
fueron muy bajas, registrandose solamente ligeros incrementos del GM-CSF, IL-1B, IL-5 e

IL-10 en los grupos de animales que fueron infectados con amibas.

Los hallazgos histopatol6gicos mostraron una mayor invasién de A. castellanii en los
ratones Sl observandose las amibas en el epitelio respiratorio, el macizo facial y en bulbo

olfatorio.

En los ratones diabéticos infectados A castellanii fue inmunolocalizada solamente en el

mausculo de la lengua.

Los ratones con DM inducidos con Estreptozotocina no fueron mas susceptibles a la

invasion por A. castellanii.

La estimulacion de citocinas proinflamatorias, antiinflamatorias y reguladoras
determinadas durante la fase temprana de infeccion de A. castellanii pueden estar

correlacionadas y favorecer la invasion de estas amibas hasta el SNC.
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