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RESUMEN 

Las amibas del género Acanthamoeba son protozoos oportunistas, que juegan un 

papel ecológico importante como organismos de vida libre controlando poblaciones 

bacterianas. Así mismo, han cobrado importancia médica debido a que bajo ciertas 

condiciones pueden causar patologías en vagina, próstata, riñón, pulmón, corazón, 

hígado y bazo, destacando la infección en córnea por el número de casos 

registrados. No menos importante, es la encefalitis amibiana granulomatosa y la 

acanthamebosis cutánea pues las amibas son capaces de proliferar e inducir 

úlceras en personas que han sufrido lesiones cutáneas o quemaduras, así como en 

personas inmunosuprimidas, con VIH y cáncer, lo que puede constituir el primer 

foco de infección para posteriormente diseminarse a otros órganos. 

Hasta el momento, no se han descrito los mecanismos de patogenicidad de estas 

amibas en piel, es por ello que en el presente trabajo se describen los eventos 

morfológicos tempranos de la infección inducida por Acanthamoeba castellanii en 

un modelo murino de piel irradiada con luz UV-B en tres ratones de la cepa SKH-1, 

en los que se siguieron varios esquemas de interacción con las amibas: 

Grupo 1. Dos ratones presentaron lesiones cutáneas, uno de estos una lesión 

eritematosa y el otro un carcinoma de células escamosas en las cuales se realizó la 

interacción de trofozoítos de A. castellanii directamente sobre la zona de lesión; así 

mismo se determinaron cinco zonas de inoculación intradérmica en la parte dorsal. 

El ratón con la lesión eritematosa se sacrificó a las 48 h post- interacción y el ratón 

con un carcinoma se mantuvo bajo observación hasta la posible aparición de signos 

de infección en SNC, lo cual ocurrió a los 18 días post- interacción, por lo que se 

decidió sacrificar. 

Grupo 2. Uno de los ratones no mostró lesión cutánea aparente y en éste se realizó 

la inoculación intradérmica de A. castellanii en cinco zonas preestablecidas del 

dorso y fue sacrificado 24 h post- inoculación.    

Grupo control. La zona ventral (no irradiada) de cada ratón se consideró como 

control, se marcaron cinco puntos donde se inoculó la misma cantidad de 

trofozoítos.  

Posterior al sacrificio se cortaron secciones de piel, quedando en el centro el sitio 

de inoculación o zona de lesión. Se procesaron por la técnica histológica 
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convencional y se obtuvieron cortes de 3 - 5 µm, los cuales fueron procesados 

mediante inmunohistoquímica, utilizando suero hiperinmune de conejo anti-A. 

castellanii. Algunas laminillas fueron procesadas mediante la técnica convencional 

de hematoxilina-eosina. 

En la zona de la lesión eritematosa del ratón sacrificado a las 48 h post- interacción 

se localizaron trofozoítos en óptimas condiciones a lo largo de la dermis, adosados 

a adipocitos y adheridos a las fibras de colágena y los espacios interfibrilares. En 

zonas inoculadas intradérmicamente, se localizaron trofozoítos invadiendo dermis y 

migrando hacia la hipodermis, adosados a adipocitos y adheridos a tejido 

conjuntivo, así como rodeando y cercanos a vasos sanguíneos tanto en hipodermis 

como en músculo. 

En zonas cercanas al carcinoma del ratón sacrificado 18 días post- interacción se 

localizaron varios trofozoítos en óptimas condiciones y de manera constante 

penetrando y migrando en epidermis, dermis e hipodermis a través de las uniones 

celulares, del mismo modo, como lo hacen en córnea humana y córnea de hámster; 

los trofozoítos se adhirieron, migraron y penetraron a través de las uniones 

celulares interaccionando con componentes dérmicos tales como quistes pilosos y 

adipocitos y rodeando vasos sanguíneos, lo que sugiere su diseminación por vía 

hematógena pues se localizaron trofozoítos en bazo, hígado y cerebro sin la 

presencia de infiltrado inflamatorio aparente.  

En el grupo 2 se observaron menor cantidad de trofozoítos por campo de 

observación en el microscopio en comparación con el grupo 1, sin embargo, se 

ubicaron cerca de adipocitos, glándulas sebáceas y quistes pilosos. Cabe destacar, 

que no se observa un daño aparente en el tejido o citólisis en el tejido en ambos 

grupos, sin embargo se observa actividad colagenolítica cercana a los trofozoítos. 

Las muestras control mostraron capas celulares homogéneas, sin actividad 

colagenolítica y sin presencia de trofozoítos. 

Con ello se concluye que las amibas invaden principalmente dermis e hipodermis 

en ambos grupos experimentales, mostrando actividad colagenolítica. Así mismo,  

A. castellanii puede invadir áreas de piel expuestas o dañadas por la luz UV-B e 

invadir desde este foco primario, vía hematógena el SNC causando encefalitis 

amibiana granulomatosa.  
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1. INTRODUCCIÓN 
 

Las amibas de vida libre (AVL) son protozoos cosmopolitas, ampliamente 

distribuidos en la naturaleza, que habitan ambientes como el suelo, agua y aire, 

utilizando este último como medio de dispersión (Schuster, 2002), entre ellos hay 

varias especies del género Acanthamoeba y sólo una especie de cada género: 

Balamuthia (B. mandrillaris), Naegleria (N.fowleri) y Sappinia (S. pedata) causan 

infecciones (Schuster y Visvesvara, 2004; Visvesvara, et al., 2007), razón por la 

cual son conocidos como microorganismos anfizoicos, debido a que tienen la 

capacidad de existir en el medio ambiente como organismos de vida libre o como 

parásitos oportunistas. Dentro de este grupo, varias especies del género 

Acanthamoeba; A. castellanii, A. culbertsoni, A. healyi, A. polyphaga, A. rhysodes y 

A. hatchetti; la mayoría ubicadas molecularmente en el grupo T4, son agentes 

etiológicos de encefalitis amibiana granulomatosa (EAG), queratitis amibiana (QA) y 

acanthamebosis cutánea (Marciano-Cabral y Cabral, 2003; Koshy et al., 2009). No 

se cuenta con datos epidemiológicos certeros sobre la incidencia de estas 

patologías. Así mismo, su diagnóstico por lo general no se lleva a cabo 

tempranamente, aunado a que no existe un tratamiento de elección 100% efectivo 

que ofrecer a los pacientes afectados (Schuster y Visvesvara, op. cit.). 

La EAG es una infección subaguda o crónica que cursa con necrosis y lesiones 

inflamatorias, cuya vía de entrada puede ser hematógena o a través de las vías 

respiratorias, afectando principalmente a personas inmunocomprometidas 

(Martínez, 1991). Cabe destacar, que recientemente se han reportado 15 casos de 

EAG en personas inmunocompetentes, con esclerosis múltiple (Massilamany et al., 

2014; Libbey et al., 2014), así como casos asociados con trasplantes de órganos 

(Barsoum, 2004; Visvesvara, 2015; Kandukuri et al., 2015; Winsent et al., 2017; 

Bronfield et al., 2017). No menos importante, es la QA; infección corneal dolorosa, 

de difícil resolución, que se presenta por lo general en personas aparentemente 

sanas y en usuarios de lentes de contacto (Omaña-Molina et al., 2010), su curso es 

crónico y se caracteriza por una necrosis progresiva del epitelio corneal y 

destrucción de la lamela estromal que puede causar la pérdida del ojo (Martínez y 

Visvesvara, 1997).  
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En la piel, las amibas también pueden proliferar e inducir úlceras en personas que 

han sufrido lesiones cutáneas. Los factores de riesgo para la infección cutánea por 

Acanthamoeba incluyen áreas traumatizadas, como cicatrices quirúrgicas, lesiones 

cutáneas ocasionadas por el virus de varicela-zóster, mordeduras (Gullet et al., 

1979) y traumatismos mecánicos (Walia et al., 2007), así como quemaduras (Rivera 

et al., 1994; Hunt et al., 1995; Van-Hamme et al., 2001). Son más susceptibles a 

presentar lesiones cutáneas ocasionadas por estos protozoos, personas 

inmunosuprimidas, que cursan VIH y cáncer, lo que puede constituir el primer foco 

de la infección, para posteriormente diseminarse a otros órganos (Friedland et al., 

1992; Tan et al., 1993; Murakawa et al., 1995; Marciano-Cabral y Cabral, op. cit.). 

Sin embargo, también se argumenta que las lesiones en piel podrían ser la fase 

terminal de la invasión amibiana (Pathiel et al., 2004).  

Hasta el momento, no se cuenta con datos epidemiológicos certeros sobre la 

incidencia de estas patologías. Así mismo, su diagnóstico por lo general no se lleva 

a cabo tempranamente, y no existe un tratamiento de elección 100% efectivo que 

ofrecer a los pacientes afectados (Schuster y Visvesvara, op. cit.). 

Balamuthia mandrillaris es otra especie del grupo de amibas anfizoicas relacionada 

con infecciones en piel, en la que se ha reportado que posiblemente los factores 

ambientales sean predisponentes y generen diferencias en la presentación clínica 

de la infección (el polvo ambiental, luz UV-B), así como actividades relacionadas 

con la jardinería/suelo (Cabello-Vílchez, 2016). Lo cual hasta el momento no se ha 

reportado en Acanthamoeba.  

  



11 

 

2. MARCO TEÓRICO 

2.1 Amibas anfizoicas 
 

Las amibas anfizoicas son microorganismos eucariotas aerobios ampliamente 

distribuidos en la naturaleza y el ambiente humano, que como se ha mencionado, 

viven en el medio ambiente como organismos de vida libre y bajo ciertas 

circunstancias son capaces de provocar infecciones agudas, subagudas y crónicas 

en el ser humano y diversos animales (Visvesvara, 2010; Visvesvara y Maguire, 

2006). 

2.2 Acanthamoeba spp. 
 

Dentro del grupo de amibas anfizoicas, destacan las del género Acanthamoeba, ya 

que son agentes etiológicos de diversas patologías, resaltando las que se producen 

en SNC, ojo y piel. 

El término Acanthamoeba deriva de "acanto" término griego que significa "espina" 

para indicar la presencia de finas proyecciones en la superficie de estos protozoos, 

conocidas como acantópodos (Siddiqui y Khan, 2012). 

Acanthamoeba fue descrita por primera vez por Castellani en 1930, cuando reportó 

la presencia de amibas en un cultivo de Criptococcus pararoseus (Castellani, 1930), 

las cuales fueron ignoradas por ser consideradas sólo como organismos 

contaminantes durante las siguientes tres décadas. No fue sino hasta que, en 1958, 

Culbertson reportó su potencial patogénico al demostrar un efecto citopático en 

cultivos de células de riñón de mono (Culbertson et al., 1958). Jager y Stamm 

observaron en 1972 el primer caso comprobado de encefalitis amibiana 

granulomatosa (EAG) en humanos (Jager y Stamm, 1972), mientras que el primer 

caso de queratitis por Acanthamoeba se notificó en 1974 (Nagington et al., 1974). 
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2.3 Ciclo de vida 
 

El ciclo de vida de las especies de Acanthamoeba involucra dos estadios: una 

forma activa denominada trofozoíto y una forma latente conocida como quiste 

(Figura 1). El trofozoíto varía en tamaño de 25 a 40 μm y se alimenta de bacterias, 

algas y levaduras a través de fagocitosis, aunque también puede vivir en forma 

axénica por medio de la captación de nutrientes disueltos en el ambiente, a través 

de pinocitosis (Marciano- Cabral y Cabral, op. cit.; Castrillon y Orozco, 2013).  

 

 

Figura 1. Representación esquemática del ciclo de vida de Acanthamoeba. Acanthamoeba 

tiene dos etapas; quistes ❶ y trofozoítos ❷ en su ciclo de vida. Los trofozoítos se replican 

por mitosis (la membrana nuclear no permanece intacta) ❸. Los trofozoítos son las formas 

infecciosas, aunque tanto los quistes como los trofozoítos pueden ingresar al cuerpo ❹ a 

través de diversas maneras, a través del ojo ❺, los conductos nasales al tracto respiratorio 

inferior ❻ o piel ulcerada o rota ❼. Cuando Acanthamoeba spp. entra al ojo, puede 

causar queratitis severa en individuos sanos, particularmente en usuarios de lentes de 

contacto 1. Cuando ingresa al sistema respiratorio o a través de la piel, puede invadir el 
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sistema nervioso central por diseminación hematógena causando encefalitis amibiana 

granulomatosa (EAG) o enfermedad diseminada 2, o lesiones cutáneas 3 en individuos con 

sistemas inmunes comprometidos (Versión en español de CDC (Centers for Disease 

Control and Prevention) por Gómez- Marín, 2010). 

 

2.3.1 Trofozoíto 

 

En preparaciones frescas, los trofozoítos de las diferentes especies de 

Acanthamoeba muestran una morfología irregular, resaltando la emisión de los 

característicos acantópodos alrededor del cuerpo ameboideo. El tamaño de los 

trofozoítos varía acorde a cada especie, con promedios de 20 a 40 μm en términos 

generales; 21 a 45 μm para A. castellanii; 25 a 60 μm para A. astronyxes, y 14 a 41 

μm para A. polyphaga. El citoplasma es abundante, con aspecto granular y 

vacuolar; además tienen un núcleo claro, central y esférico con un prominente y 

denso nucléolo redondeado (Oddó, 2006) (Figura 2). 

Los acantópodos permiten que el trofozoíto se adhiera a las superficies y 

eventualmente fagocite otros microorganismos: bacterias, algas, levaduras o 

pequeñas partículas orgánicas, así como células de los tejidos blanco. La 

reproducción es por fisión binaria. Contiene una o más vacuolas contráctiles 

prominentes que permiten la expulsión de agua para la regulación osmótica. 

Contienen vacuolas digestivas y una gran cantidad de gránulos que contienen 

glucógeno (Siddiqui y Khan, op. cit.). 
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Figura 2. Microfotografía de trofozoíto de Acanthamoeba castellanii, con sus característicos 

acantópodos (*) en forma de espinas. Núcleo (cabeza de flecha) y vacuola contráctil 

(flecha) son prominentes (Kong, 2009). 

 

2.3.2 Quiste 

 

Cuando las condiciones del medio ambiente no son favorables para su desarrollo, 

los trofozoítos, bajan su metabolismo, se redondean formando un “quiste”, el cual 

en su forma madura está conformado de una doble pared (endo y ectoquiste) 

(Khan, 2006) (Figura 3).  

Los quistes son esféricos (8 - 29 μm); la pared externa puede ser lisa o rugosa 

(cuenta con proteínas y lípidos) y la interna poligonal, estelar o globular (con 

carbohidratos, entre ellos celulosa, lo que confiere alta resistencia). El ecto y 

endoquiste pueden unirse en ciertas zonas llamadas opérculos (de baja resistencia 

a fármacos), sellados por ostiolos. Cuando las condiciones son de nuevo 

favorables, los trofozoítos emergen a través de los opérculos, dejando el quiste 

vacío (Page, 1988; Trabelsi et al., 2012). 

Se ha observado recientemente que Acanthamoeba spp., puede sufrir una rápida 

diferenciación, particularmente ante propilenglicol y soluciones oftálmicas que lo 

* 
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contienen, transformándose en unas estructuras de bajo metabolismo, conocidas 

como "seudoquistes", "cuerpos refráctiles", "cuerpos redondos", no mótiles, que 

constituyen un riesgo adicional de infección. Estos seudoquistes presentan una 

única capa, y revierten más fácilmente a la forma de trofozoíto cuando las 

condiciones ambientes son adecuadas para su desarrollo (Kliescikova et al., 2011; 

Ahearn et al., 2012; Siddiqui et al., 2013). 

La morfología quística permite distinguir al género Acanthamoeba del resto de las 

amibas; además sus quistes resisten a condiciones adversas del medio ambiente 

entre ellos: escases de alimento y cambios en la temperatura y pH (Chagla y 

Griffiths, 1974; Bonilla, et al., 1999;). Se ha probado que resisten la desecación y 

bajas temperaturas (4 °C) por más de 20 años (Brown et al., 1978; Visvesvara et 

al., op. cit.), cloración e incluso una amplia variedad de agentes antimicrobianos (De 

Jonckheere y Van de Voorde, 1976; Khunkitti et al., 1998; Turner et al., 2000; Lloyd 

et al., 2001). 

 

 

 

Figura 3. Morfología de quistes de Acanthamoeba, se observa el ecto y endo quiste 

separados entre sí y unidos en ciertas zonas llamadas opérculos (flechas). El arreglo del 

exo (*) y endoquiste (cabeza de flecha) puede conformar diferentes números de brazos 

(Kong, op cit.). 

 

 

 

 

 

* 

* 

* 



16 

 

2.4 Clasificación taxonómica 
 

Se han identificado más de 24 especies de Acanthamoeba acorde a criterios 

morfológicos. De éstas, las especies más comúnmente asociadas con infecciones 

humanas son A. castellanii, A. culbertsoni, A. hatchetti, A. healyi, A. astronyxix, A. 

divionensis y A. polyphaga (Khan, op. cit.). Estas especies se clasificaron 

inicialmente en tres grupos según la morfología y tamaño del quiste, sin embargo, 

actualmente se recomienda la identificación molecular, la cual las organiza en 

genotipos y no en especies, a través de un análisis de secuencias de la subunidad 

18S del ARN ribosomal; con esta técnica se han conformado 20 genotipos; 

denominados T1 hasta T20 (Corsaro et al., 2015). Los casos clínicos se relacionan 

en mayor grado con el genotipo T4 (Siddiqui y Khan, op. cit.; Trabelsi et al., op. cit.). 

 

2.5 Importancia ecológica 
 

El género Acanthamoeba tiene un hábitat muy amplio y diverso, aislándose de: 

suelos húmedos, agua dulce o salobre, vegetales en descomposición y del aire que 

utilizan como medio de dispersión. Estos protozoos en su fase de trofozoíto se 

alimentan selectivamente de bacterias y materia orgánica, actuando como 

pequeños depredadores controlando más del 50% de las poblaciones bacterianas, 

cumpliendo así un papel importante dentro del ciclo de nutrientes; consumiendo a 

los descomponedores primarios y estimulando el crecimiento en la tasa de 

transformación bacteriana del fósforo y del nitrógeno a formas aprovechables para 

las plantas, lo que produce una mayor producción de biomasa vegetal (Sinclair et 

al., 1981; Tyndall et al., 1989). En estado quístico, pueden ser fácilmente 

diseminados hacia el medio ambiente por acción del viento, con lo que se explica su 

gran distribución en los diferentes hábitats que le ofrece la naturaleza (De 

Jonckheere, 1979; Rivera, 1988, John, 1993).  

Es un género frecuentemente aislado del suelo (Rodríguez-Zaragoza, 1994), 

llegando a sobrevivir en hábitats acuáticos (Arias-Fernández et al., 1989; Sawyer, 

1990; Sawyer et al., 1992). 
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La ubicuidad de estos organismos en la tierra y la superficie de zonas acuáticas 

sugiere que la mayoría de los seres humanos estamos expuestos a estos 

patógenos, aún más en casos de enfermedades leves o subclínicas en piel y vías 

respiratorias que no son diagnosticadas (Kingston et al., 1969; Casemore, 1977; 

Barbeau y Buhler, 2001). 

 

2.6 Importancia médica 
 

Las enfermedades causadas por estos protozoos, si bien no constituyen un 

problema de salud pública, si representan un problema para las personas que las 

padecen; por su dificultad en el diagnóstico y tratamiento poco exitoso, haciéndolas 

relevantes clínicamente. Así mismo, a pesar de la baja morbilidad, la EAG por 

ejemplo se caracteriza por una tasa de mortalidad relativamente alta, lo que 

constituye un gran desafío clínico para el establecimiento de un diagnóstico y una 

terapia eficientes. (Visvesvara, et al., 2007; Diaz, 2017).  

Es importante resaltar que Acanthamoeba spp., son reservorios de algunas 

bacterias patógenas para el ser humano, como Legionella pneumophila, 

(Rowbotham, 1980), Escherichia coli O157 (Barker et al., 1999), Coxiella burnetii 

(La Scola y Raoult, 2001), Pseudomonas aeruginosa (Michel et al., 1995); Vibrio 

cholerae (Thom et al., 1992), Helicobacter pylori (Winiecka-Krusnell et al., 2002), 

Simkania negevensis (Kahane et al., 2001), Listeria monocytogenes (Ly y Muller, 

1990) y Mycobacterium avium (Krishna-Prasad y Gupta, 1978; Steinert et al., 1998). 

2.6.1 Encefalitis amibiana granulomatosa (EAG) 

 

Hasta la fecha, se han reportado más de 150 casos de EAG causados por 

Acanthamoeba, entre ellos, 11 casos de huéspedes inmunocompetentes (Reddy, et 

al. 2011) y el resto en pacientes inmunocomprometidos, incluidos pacientes con 

síndrome de Inmunodeficiencia adquirida (SIDA) (Visvesvara op. cit.). El diagnóstico 

oportuno de esta patología es muy importante, aunque puede ser difícil debido a 

síntomas no específicos (Król-Turmińska y Olender, 2017).   

La vía de entrada de este protozoo es a través de las vías respiratorias o lesiones 

cutáneas contaminadas con tierra. No se ha informado de una asociación entre el 
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contacto con el agua y la infección, aunque no se descarta como posible ruta de 

infección. Después de la exposición primaria, la amiba invade el torrente sanguíneo 

y se disemina de manera hematógena al cerebro. Durante la infección los 

trofozoítos pueden migrar por vía hematógena invadiendo otros órganos fuera del 

SNC, como la piel, pulmones, riñones, senos paranasales, o incluso los huesos 

(Selby et al., 1998; Jung, et al., 2004; Siddiqui et al., 2008; Breland y Beckmann, 

2016). 

Además de la generación de manifestaciones clínicas en seres humanos, se ha 

reportado la EAG por Acanthamoeba en animales; por ejemplo, se han publicado 

cuatros casos en caballos, ovejas y bovinos (Dwivedi y Singh 1965; Fuentealba et 

al. 1992) así también, han sido aisladas de animales incluyendo especies de peces, 

anfibios, reptiles y mamíferos Lo anterior demuestra que el diagnóstico de este 

género a nivel veterinario también debe ser considerado (Chamorro et al., 1988; 

Dyková et al., 1999; Madrigal Sesma, 1988; Walochnik et al., 1999; Kinde et al., 

2007). 

2.6.2 Queratitis amibiana (QA) 

 

La queratitis por Acanthamoeba (QA) es una patología ocular de curso crónico y de 

difícil resolución, comúnmente asociada al uso de lentes de contacto, corresponde a 

un proceso inflamatorio crónico activo, caracterizado por presentar una necrosis 

progresiva del epitelio corneal y destrucción de la lamela estromal (Niederkon et al., 

1992). 

Esta infección es frecuentemente mal diagnosticada, confundiéndose con una 

queratitis herpética o micótica. Hasta el momento, no existe un tratamiento 

farmacológico de elección que resuelva favorablemente esta patología. 

Comúnmente sólo un ojo es el afectado, sin embargo, se han reportado casos de 

queratitis bilateral (Visvesvara et al., 2007). 

Los principales factores de riesgo asociados con QA incluyen el uso de soluciones 

de lentes de contacto contaminadas, así como el uso de lentes de contacto durante 

períodos prolongados, soluciones multipropósitos para lentes, la ducha mientras se 

usan lentes de contacto y la mala higiene de las lentes de contacto (Parmar et al., 

2006). 
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El número de personas afectadas está aumentando en todo el mundo, lo que se 

correlaciona con el creciente número de usuarios de lentes de contacto (Page y 

William, 2013). Aunque hasta el momento no se cuenta con datos epidemiológicos 

certeros, en 2006 se habían reportado más de 6000 casos, lo que la convierte en la 

patología provocada por amibas anfizoicas con más casos reportados. 

Entre las especies que han sido implicadas como agentes etiológicos de QA, 

destaca: A. castellanii, A. polyphaga, A. rhysodes, A. culbertsoni y A. hatchetti 

(Visvesvara, op. cit.). 

2.6.3 Acanthamebosis cutánea 

 

La acanthamebosis cutánea se considera una infección oportunista poco frecuente, 

particularmente en pacientes inmunocomprometidos con VIH, con o sin afectación 

del SNC, aunque se han reportado unos cuantos casos en personas 

inmunocompetentes (Galarza, et al., 2009; Martínez, et al., 2010). 

La acanthamebosis cutánea es a menudo un reflejo de una enfermedad 

diseminada, es una infección cada vez más reconocida desde la aparición del 

síndrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) y el uso de fármacos 

inmunosupresores (Paltiel et al., op. cit.). El primer caso de infección cutánea por 

Acanthamoeba, se reportó en un paciente con SIDA (González, et al., 1986). 

Los factores de riesgo incluyen áreas traumatizadas, como cicatrices quirúrgicas, 

lesiones virales, picaduras y traumatismos mecánicos (Torno, et al. 2000; Walia, et 

al., op. cit.; Ríos, et al., 2012). 

2.6.3.1 Cuadro clínico 
 

Las lesiones cutáneas características incluyen: nódulos, pústulas, pápulas y 

ulceraciones de la piel que contienen trofozoítos y quistes de Acanthamoeba. Los 

sitios afectados con mayor frecuencia son la cara, el tronco y las extremidades 

(Walia et al., op. cit.). Estas lesiones cutáneas primarias pueden preceder por 

semanas o meses al cuadro neurológico semejando una leishmaniosis cutánea 

(Torres, et al., 2005). 

Las lesiones cutáneas están presentes en el 90% de los pacientes con 

acanthamebiasis diseminada, por lo que es el signo más común de esta 
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enfermedad. Las lesiones cutáneas primarias son polimórficas y se describen 

comúnmente como nódulos intradérmicos (Hunt et al., op. cit.) o subcutáneos 

(Slater et al., 1994; Chandrasekar et al., 2007), eritematosos violáceos (Sissons et 

al., 1995; Casper et al., 1999; Rosenberg y Morgan, 2001), que varían de unos 

pocos milímetros a varios centímetros de diámetro. Además, se han descrito 

pápulas (Deluol et al., 1996; Dunand et al., 1997), pústulas (Murakawa et al., op. 

cit.), celulitis (Van-Hamme et al., op. cit.) y abscesos intramusculares (Migueles y 

Kumar, 1998). Las lesiones pueden ser pruriginosas, sensibles o no sensibles, y 

generalmente  evolucionan a través de un curso de aumento de tamaño, supuración 

y ulceración. Se puede desarrollar una escara necrótica y luego desprenderse, lo 

que profundiza la úlcera (Schwarzwald et al., 2003). El diagnóstico diferencial de las 

lesiones cutáneas nodulares y ulcerativas es amplio e incluye infecciones fúngicas o 

micobacterianas profundas, pioderma gangrenoso y vasculitis (Paltiel et al., op. cit.). 

Los síntomas a menudo incluyen fiebre (Tan et al., op. cit.) congestión / secreción 

nasal (Rivera y Padhya, 2002) epistaxis y tos. Los pacientes con compromiso 

presunto o confirmado del SNC desarrollaron dolores de cabeza (May et al., 1992) 

fiebre, estado mental alterado, hemiparesia, letargo, espasticidad, y convulsiones 

(Wiley et al., 1987). 

2.6.3.2 Diagnóstico 

 

Esta infección cutánea es una enfermedad que raras veces es diagnosticada y 

tratada en etapas tempranas, sin embargo, su diagnosis puede brindar una 

oportunidad para el diagnóstico temprano de la infección del SNC (Pritzker et al., 

2004). 

El diagnóstico diferencial de las lesiones cutáneas nodulares y ulcerativas es amplio 

e incluye infecciones fúngicas o micobacterianas profundas, pioderma gangrenoso y 

vasculitis (Paltiel et al., op. cit.), incluye la observación de trofozoítos y/o quistes  en 

cortes histológicos, tinción de frotis, ensayos de inmunofluorescencia, cultivo en 

placas de agar sin nutrientes sembradas con bacterias como fuente de alimento o 

cultivo de tejidos. Más recientemente, se han utilizado ensayos de PCR que apoyan 

el diagnóstico certero (Trabelsi, et al., op. cit.).  
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2.6.3.3 Tratamiento 

 

El tratamiento de la acanthamebosis cutánea, sin afectación del SNC, incluye 

aplicaciones tópicas de gluconato de clorhexidina y crema de ketoconazol, además 

de isetionato de pentamidina, ketoconazol, sulfadiazina, flucitosina, fluconazol o 

itraconazol que tienen resultados terapéuticos exitosos (Trabelsi, et al., op. cit.).  

La recuperación de los pacientes no sólo depende del tratamiento, sino de su 

estado inmunitario, la virulencia de la cepa amibiana, de un rápido diagnóstico y de 

un tratamiento adecuado y oportuno (Peralta y Ayala, 2009). 

2.6.3.4 Pronóstico 

 

El pronóstico de la acanthamebosis cutánea es sombrío, con una tasa de 

mortalidad de al menos 75% en pacientes sin afectación del SNC y 100% en 

pacientes con afectación (Paltiel et al., op. cit.). De los casos registrados, el lapso 

de tiempo entre el diagnóstico de la enfermedad hasta la muerte, osciló de 9 

semanas a 2 años (promedio, 7.5 meses). El desarrollo de síntomas del SNC en 

pacientes VIH positivos con acanthamebosis cutánea provocó la muerte de todos 

los pacientes en periodos de días o semanas después de la aparición de los 

síntomas (Martínez, 1982; Im y Kim, 1998). 

Además de los pacientes con VIH / SIDA, se ha descrito acanthamebosis cutánea 

no asociada con VIH, en pacientes inmunosuprimidos de 7 a 61 años (media, 35 

años) (Oliva et al., 1999; Steinberg et al., 2002). 

Se ha reportado que posiblemente los factores ambientales como el polvo 

ambiental, luz UV-B, así como actividades relacionadas con la jardinería/suelo sean 

predisponentes y generen diferencias en la presentación clínica de infecciones en 

piel por Balamuthia mandrillaris, otra especie del grupo de amibas anfizoicas 

relacionada con infecciones en piel (Cabello-Vílchez, op. cit.). Lo cual hasta el 

momento no se ha reportado en Acanthamoeba.  
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2.6.3.5 Histopatología 

 

Son escasos los reportes que incluyen una descripción histopatológica de 

infecciones en piel y en general de las patologías que provoca Acanthamoeba. 

Pathiel et al., en 2004, describieron el caso de un paciente con síndrome de 

inmunodeficiencia adquirida (SIDA) con lesiones cutáneas diseminadas y en el que 

se realizó un diagnóstico de acanthamebosis cutánea basándose en los resultados 

de una biopsia de piel. Se observó un infiltrado inflamatorio de linfocitos inmersos 

en la dermis profunda, en tejido conectivo y subcutáneo, así como neutrófilos, 

células plasmáticas y eosinófilos. Se observaron áreas difusas de colágeno y 

necrosis grasa en todas las áreas de inflamación. Numerosos trofozoítos de 

Acanthamoeba se dispersaron por todo el infiltrado inflamatorio. 

Otras características histopatológicas descritas incluyen leucocitoclastia (Helton et 

al., 1993; Deluol et al., op. cit.) o necrosis (Sissons et al., 2006; Casper et al., op. 

cit.), vasculitis, paniculitis, (Anderlini et al., 1994; Murakawa et al., op. cit.; 

Rosenberg y Morgan, op. cit.) e inflamación aguda y / o crónica (González et al., op. 

cit.; Friedland et al., op. cit.; Tan et al., op. cit.; Migueles y Kumar, op. cit.; 

Schwarzwald et al., op. cit.; Kutner et al., 2018). Así también, las características 

histopatológicas incluyen reacción granulomatosa, los cuales presentan un infiltrado 

de abundantes linfocitos y células plasmáticas. Las células gigantes multinucleadas 

pueden estar presentes dentro y fuera de los granulomas (Vargas et al., 2005). 

En lo que se refiere a la descripción experimental de la invasión en SNC, Górnik y 

Kuźna-Grygiel en 2005, reportaron hallazgos histopatológicos de la invasión de seis 

cepas de Acanthamoeba en diferentes órganos en el modelo murino de EAG, a 

través de inoculación intranasal de 1 × 104 trofozoítos. Dependiendo de la presencia 

de signos clínicos de infección (movilidad limitada, abatimiento, seguimiento de la 

cola o emaciación), los animales se sacrificaron entre los días 3 y 14 post-

inoculación. Posteriormente, fragmentos de cerebro, pulmones, hígado, riñones y 

corazón se procesaron para su estudio histopatológico. En una evaluación 

macroscópica, los hemisferios cerebrales de todos los animales inoculados 

demostraron edema y congestión, así mismo presentaron destrucción de los surcos 

y congestión meníngea en toda la superficie de los hemisferios cerebrales. En las 
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preparaciones histológicas se detectó la presencia de amibas en los alvéolos 

pulmonares, en espacios perivasculares, en paredes y luz de los bronquios y 

bronquiolos. Los investigadores determinaron que las lesiones dependen de las 

cepas en estudio y no de la duración de la infección. 

Así mismo, Alves et al., en 2016; utilizando dos cepas de Acanthamoeba del grupo 

T4 (aislados clínicos y ambientales), describieron y compararon dos rutas de 

infección experimental; intracerebral (IC) e intraperitoneal (IP) en ratones sanos 

suizos. En ambas rutas de infección se inocularon 1 × 104 trofozoítos. Los ratones 

fueron observados por 21 días y se sacrificaron; se extrajo el cerebro de los ratones 

infectados vía IC; así como el cerebro, hígado, riñón y pulmón de los ratones 

inoculados vía IP. No se determinaron diferencias significativas entre las dos rutas 

de infección experimental, ya que se observaron trofozoítos y quistes en el examen 

histopatológico de los tejidos cerebrales extraídos de los animales de ambos 

grupos, así como en órganos de aquellos inoculados vía IP. Se recuperaron las 

amibas en todos los ratones sin importar la ruta de invasión. En 2017, Omaña-

Molina et al., describieron los eventos tempranos de la invasión de dos cepas de 

Acanthamoeba ubicadas dentro del grupo T4 y morfológicamente como A. 

castellanii y A. culbertsoni, ambas aisladas de casos clínicos de infección corneal. 

Se inocularon dos grupos de ratones machos BALB/c de tres semanas de edad vía 

intranasal con 1 × 106 trofozoítos. Se sacrificaron mediante perfusión a las 24, 48, 

72 y 96 h post-inoculación. Los hallazgos histopatológicos e inmunohistoquímicos 

mostraron la presencia de los trofozoítos invadiendo y penetrando distintos 

epitelios: olfatorio, respiratorio, el espacio alveolar, así como el túbulo renal; lo cual 

asemeja el proceso de invasión de las amibas descrito previamente para el tejido 

corneal (Omaña-Molina et al., 2004). Los datos sugieren que después de que los 

trofozoítos invadieron el epitelio nasal, continuaron su invasión levantando y 

separando la capa más superficial de células, posteriormente migraron y penetraron 

a través de las uniones celulares y posterior fagocitosis de células blanco. 

Así mismo, se han descrito eventos morfológicos similares sugiriendo la 

participación de mecanismos de patogenicidad dependientes de contacto durante la 

invasión de las amibas en diferentes tejidos blanco, a través de interacciones de 

trofozoítos con córnea de hámster Dorado de Siria (Mesocrecetus auratus) (Omaña-
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Molina et al., op. cit.; Omaña-Molina et al., 2013) en córnea humana (Omaña-Molina 

et al., op. cit. ) y en cultivos MDCK (Madin-Darby Canine Kidney cells) (González-

Robles et al., 2006; Omaña-Molina et al., 2013).  

2.7 Mecanismos de patogenicidad 
 

Gran parte del daño causado por los trofozoítos de Acanthamoeba en el curso de 

infecciones corneales o cerebrales es probablemente el resultado de mecanismos 

dependientes e independientes de contacto (Omaña-Molina et al., op. cit.).  

Iniciando con la adherencia, se ha demostrado que la proteína de unión a manosa 

(MBP- Mannose binding protein), de 130 kDa se expresa en la superficie de 

Acanthamoeba, y es parte del proceso inicial de invasión (Garate et al. 2004; Clarke 

y Niederkorn, 2006; Garate et al., 2006), seguida por la migración e invasión a 

través de las uniones celulares por efecto mecánico y/o enzimático, comenzando a 

invadir las capas más profundas y eventualmente fagocitando células recién 

desprendidas, causando un efecto citopático sólo en las células cercanas a los 

trofozoítos. Confirmando así la idea de que los mecanismos de patogenicidad 

dependientes de contacto son de gran importancia durante la invasión de las 

amibas del género Acanthamoeba, sin importar el sitio blanco (Omaña-Molina et al., 

op. cit.). Entre los mecanismos dependientes de contacto resalta la emisión de 

amebostomas (estructuras fagocíticas) con las que ingieren células epiteliales 

desprendidas y la producción de diferentes proteasas para digerir la matriz 

extracelular del tejido blanco (Omaña- Molina, et al., op. cit.; Visvesvara, op. cit). 

Así mismo, los mecanismos independientes de contacto, incluyen la producción de 

serina, cisteína proteinasas y metaloproteinasas que inducen la degradación de las 

proteínas de unión ZO-1 y occludina, colágeno tipo I, III, IV, elastina, fibronectina 

(componente principal de la matriz extracelular), IgG, IgA, Hb, lo que aumenta la 

permeabilidad de la membrana basal (Clarke y Niederkorn, op. cit). Otros factores 

que pueden contribuir con la patogénesis de Acanthamoeba incluyen las ecto-

ATPasas (Chusattayanond et al., 2010) y la activación de caspasa-3 (Khan y 

Siddiqui, 2009; Duggal et al., 2017). Se ha reportado también, la participación de 

enzimas hidrolíticas, entre las que se encuentran elastasas, fosfolipasas, 

glucosidasas y metaloproteasas. Si bien se sugiere que estas participan en la 
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destrucción celular (Khan, op. cit.), no ha sido confirmada su participación en 

modelos experimentales ( Marciano- Cabral y Cabral, op. cit.; Siddiqui, 2012). Sin 

embargo, los resultados mostrados durante la interacción de trofozoítos de 

diferentes especies de Acanthamoeba con la córnea de hámster, córnea humana, 

células epiteliales y modelos experimentales in vivo, ha sugerido que las proteasas 

participan en la separación celular mas no en la destrucción del tejido blanco 

(Omaña-Molina et al., op. cit.).  
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3. JUSTIFICACIÓN 
 

La acanthamebosis cutánea, es una infección cada vez más reconocida desde la 

aparición del SIDA y el uso de fármacos inmunosupresores, relacionada también 

con lesiones cutáneas y quemaduras. La patología augura un mal pronóstico y es 

fatal si la infección afecta al sistema nervioso central (SNC) (Lorenzo- Morales et 

al., 2013). A pesar de ello, hasta el momento, se desconocen los eventos 

tempranos que se llevan a cabo durante la invasión de las amibas en la piel, así 

mismo se desconoce si factores medioambientales como la luz UV favorezcan la 

invasión de las amibas en este sitio. Es por ello que el presente trabajo se enfoca 

en el estudio de los eventos morfológicos que lleva a cabo A. castellanii durante la 

invasión en piel previamente sometida a irradiación crónica con luz UV-B.  
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4. OBJETIVOS 
 

4.1 Objetivo general 
 

● Describir morfológicamente los eventos tempranos de la invasión de A. 

castellanii en un modelo murino de piel irradiada con luz UV-B. 

 

4.2 Objetivos particulares 
 

● Reactivar la virulencia de la cepa A. castellanii. 

● Interaccionar trofozoítos de A. castellanii sobre lesiones cutáneas en un 

modelo murino con irradiación crónica con luz UV-B 

● Inocular intradérmicamente la cepa en estudio en un modelo murino con 

irradiación crónica con luz UV-B 

● Obtener cortes histológicos de la piel del modelo murino. 

● Obtener suero hiperinmune anti A. castellanii en conejo. 

● Describir mediante secciones histológicas teñidas con H&E e 

inmunohistoquímica los posibles mecanismos de patogenicidad de A. 

castellanii en piel dañada o lesionada del modelo murino.   
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5. MATERIALES Y MÉTODO 

5.1 Cultivo amibiano 
 

Se trabajó con una cepa de A. castellanii (aislada de un caso clínico de QA 

diagnosticado en el Hospital Asociación para evitar la ceguera en México “Dr. Luis 

Sánchez Bulnes”), la cual se mantuvo en cultivo axénico Peptona Levadura Glucosa 

(PYG) a una temperatura óptima de crecimiento de 30°C. Los ensayos se realizaron 

con trofozoítos obtenidos en la fase exponencial de crecimiento. Todos los ensayos 

se llevaron a cabo con cultivos amibianos cosechados en su fase exponencial de 

crecimiento (crecidos en botellas de cultivo de 75 cm2) con 100% de trofozoítos 

viables (evaluado con la prueba de exclusión de azul tripano), los procedimientos se 

realizaron en una campana de flujo laminar para mantener la esterilidad. 

5.2 Reactivación de virulencia 
 

La reactivación de la virulencia de la cepa en estudio se llevó a cabo en un grupo 

de 5 ratones BALB/c machos de tres semanas de edad. Se favoreció el 

desprendimiento amibiano colocando las botellas de cultivo de 75 cm2 en hielo 

frappe durante 7 minutos, y dando ligeros golpes en el costado de la misma. Dentro 

de la campana de flujo laminar se decantó el contenido de la botella en un tubo 

cónico de 50 ml y se determinó la cantidad de trofozoítos contenidos en el mismo, 

colocando 10 µl de medio en cada cuadrante de la cámara de Neubauer. Se realizó 

un conteo amibiano en el microscopio y se determinó el volumen final necesario 

para ajustar 1 × 106 trofozoítos/ 20 µl de medio de cultivo fresco una vez 

centrifugadas (2,500 rpm/ 10 min).    

Los ratones fueron anestesiados ligeramente e inoculados vía intranasal, acorde a 

lo establecido por Culbertson et al., (1959). Los ratones fueron alimentados ad 

libitum y monitoreados diariamente, recibiendo cuidados convencionales. Si los 

ratones no morían después de 21 días, eran sacrificados. El cerebro, hígado, riñón 

y pulmón fueron colocados en placas de agar con medio no nutritivo NNE 

enriquecido con E. aerogenes inactivada por calor, con el fin de recuperar las 

amibas. Los cultivos se monitorearon diariamente al microscopio invertido.  

Para llevar a cabo la reaxenización de las amibas, se seleccionó una zona de 
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crecimiento amibiano (de aprox. 1 cm2) en estado trófico, se transfirió a un tubo con 

medio PYG y se incubó a 30°C manteniendo los tubos inclinados y sin agitación con 

el fin de que las amibas se adhirieran a su superficie. Las amibas fueron utilizadas 

en ensayos posteriores: inoculación intradérmica, interacción sobre lesiones y para 

la obtención de suero hiperinmune anti A. castellanii. 

 

5.3 Obtención de suero hiperinmune anti A. castellanii 
 

Para la obtención del suero hiperinmune anti A. castellanii se requirió un extracto 

total amibiano, para lo cual las amibas se cosecharon de la misma manera que 

como se describió con anterioridad en el apartado de reactivación de la virulencia, 

pero posterior a la centrifugación del concentrado amibiano se realizaron dos 

lavados con PBS frío, se centrifugó nuevamente y se decantó la solución. Después 

se adicionó un “cocktel” inhibidor de proteasas (conformado por Leupeptina (0.5 

µg/ml), N- etilmaleimida (NEM) (3 mM), Aprotidina (0.5 µg/ml) y Benzamidina (1 

mM) en la pastilla obtenida. Finalmente, el paquete celular se sometió a cinco ciclos 

de congelación y descongelación para promover su lisis. El extracto amibiano se 

distribuyó en alícuotas de 200 µl, se realizó la cuantificación de proteínas por el 

método de Bradford. El resto del extracto se mantuvo en congelación a -70°C para 

seguir el esquema de inmunización.   

El extracto amibiano se ajustó a 2 mg/ml y con éste se inició el esquema de 

inmunización convencional en un conejo Nueva Zelanda macho adulto; se aplicaron 

cuatro dosis espaciadas, 15 días cada una, las dos primeras se aplicaron vía 

subcutánea con adyuvante completo de Freund y adyuvante incompleto de Freund, 

respectivamente; las dosis restantes se aplicaron vía intramuscular diluidas en 

suero fisiológico. Al finalizar, se realizó un sangrado mediante punción cardíaca y la 

sangre se centrifugó a 2,500 rpm/ 10 min para separar el suero, y se mantuvo en 

congelación hasta su uso. Posteriormente, se realizó una inmunocitoquímica para 

conocer la dilución óptima de anticuerpos anti- A. castellanii que permitiera 

inmunolocalizar amibas y quistes en los tejidos.  
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5.4 Modelo murino de irradiación crónica con luz UV-B 
 
El esquema de irradiación crónica con luz UV-B corrió a cargo del laboratorio de 

Fitoquímica ubicado en la Unidad de Biotecnología y Prototipos (UBIPRO) y se llevó 

a cabo en el Bioterio de la FES Iztacala, en donde tres ratones hembras SKH-1 

(Figura 4) de 6 a 8 semanas de edad, una vez que llegaron al laboratorio, se 

aclimataron al menos una semana antes de realizar los experimentos. 

 

 

Figura 4.  Ratón SKH-1. El cual tiene como características: ausencia de pelo, albino y son 

más susceptible a daños traumáticos en la piel debido a la falta de pelo. 

 

Durante todo el estudio, los animales se mantuvieron con agua y alimento ad libitum 

(Purina Chow 5001), con un ciclo de 12 h de luz y 12 h de oscuridad, a una 

temperatura de 23 a 25 °C y a una humedad relativa del 45-55%. 

Al momento de la irradiación, los animales en experimentación se colocaron en 

cajas de acrílico especiales, a 15 cm de distancia de la lámpara de luz UV-B (312 

nm, Spectroline EB-280C) (Figura 5). La energía de irradiación a esta distancia es 

de 6.0 mJ/cm2 (intensidad de campo 130 watt/m2) calculada con un radiómetro 

(Spectroline DM-300HA), las lámparas fueron sistemáticamente alternadas para 

compensar o minimizar cambios en el flujo de las mismas. Se implementó un 

esquema de irradiación crónica en el que los animales estuvieron expuestos a la luz 

UV-B 45s cada tercer día durante 32 semanas (García-Bores, 2010). 
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Figura 5. Cámaras de irradiación. Ratones SKH- 1 en cámaras de irradiación. 

 

5.5 Inoculación intradérmica e interacción en lesiones 
cutáneas 

 

Al finalizar el periodo propuesto para ser considerada irradiación crónica con luz 

UV-B, dos de los ratones desarrollaron lesiones cutáneas evidentes, por lo que se 

decidió trabajar acorde a los siguientes esquemas de interacción con las amibas en 

estudio:  

Grupo 1. En los ratones que presentaron lesiones cutáneas evidentes se realizó la 

interacción colocando trofozoítos de A. castellanii (2.5 × 104/ 20µl) directamente 

sobre la zona de lesión e inoculando vía intradérmica en cinco zonas 

preestablecidas del dorso en cada ratón utilizando agujas ultrafine. Uno de los 

ratones desarrolló una lesión eritematosa de 3 mm y se programó su sacrificio 48h 

post-interacción, el segundo ratón desarrolló un carcinoma evidente (1.5 cm) por lo 

que después de llevar a cabo la interacción con las amibas, se decidió esperar el 

tiempo necesario hasta observar signos de infección en SNC, lo cual ocurrió 18 días 

post-interacción. 

Grupo 2. En el ratón sin lesión cutánea aparente se realizó la inoculación 

intradérmica (jeringas Ultrafine) con el mismo número de trofozoítos, en cinco zonas 

preestablecidas del dorso (Figura 6. A) y se realizó el sacrificio a las 24 h post- 

inoculación. 
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Grupo control. La zona ventral del ratón se consideró como control, ya que es una 

zona no irradiada con luz UV-B en la cual también se marcaron cinco puntos donde 

se inoculó la misma cantidad de trofozoítos (2.5 × 104/ 20µl) (Figura 6. B).  

Posteriormente se realizó el procesamiento histológico de las muestras. En todos 

los casos se cortaron secciones de 1 cm2 de piel, quedando en el centro de este el 

sitio de inoculación o zona de lesión. Finalmente, se fijaron con paraformaldehído al 

4% y se procesaron por la técnica histológica convencional, que incluye la 

deshidratación e inclusión en parafina y obtención de cortes de 3 – 5 µm.  

 

 

 

Figura 6. Esquema de marcaje para inoculación intradérmica en ratones de la cepa SKH- 

1. A.  Grupo 2. Zonas marcadas en parte dorsal. B. Grupo control. Zonas marcadas en 

parte ventral.  
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5.6 Inmunohistoquímica 
 

Los cortes histológicos fueron colocados en una estufa a 70 °C durante 1 h, se 

desparafinaron con xilol y se hidrataron gradualmente con una serie descendentes 

de etanol (100, 96 y 90%), se lavaron con agua destilada, y TBS-Tween 20 (0.1%) 

(TBS-T). La recuperación antigénica se llevó a cabo por digestión enzimática con 

proteinasa K 0.1 mg/ml. en buffer TBS-T con 1% de CaCl2 durante 15 min. Se 

lavaron con TBS-T y se bloqueó la peroxidasa endógena con H2O2 al 3% en agua 

destilada, la unión inespecífica del anticuerpo se bloqueó con SFB (suero fetal 

bovino) al 10% en TBS-T durante 2 h, nuevamente se hicieron lavados con TBS-T 

para después incubar con el suero policlonal de conejo anti- A. castellanii 

(previamente obtenido en el laboratorio) a una dilución 1:100 obtenida a través de 

un ensayo inmucitoquímico. Se incubaron las muestras toda la noche a temperatura 

ambiente en cámara húmeda; se realizaron lavados con TBS-T y se incubó con el 

segundo anticuerpo (HRP-Rabbit MACH 2 Polymer Biocare) acoplado a peroxidasa 

anti-IgG de conejo durante 30 min. Las laminillas se lavaron con TBS-T y se reveló 

la reacción enzimática con diaminobencidina-H2O2 (DAB), después fueron 

contrateñidas con hematoxilina, y deshidratadas con etanol en series graduales (90, 

96 y 100%) y xilol. Finalmente, para preservar los tejidos, se montaron con resina. 

Las zonas de los ratones consideradas como controles se procesaron de la misma 

manera. Así mismo algunas laminillas fueron procesadas mediante la técnica 

tradicional de hematoxilina-eosina.  

Las laminillas procesadas se observaron en un microscopio óptico con el propósito 

de localizar trofozoítos o quistes en el tejido, cambios histopatológicos, así como 

células inflamatorias para realizar un registro fotográfico y describir la invasión en 

piel de estas amibas. 
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6. RESULTADOS 
 

6.1 Cultivo amibiano  

 

 Los trofozoítos de A. castellanii; cepa en estudio crecida en medio PYG a 30 °C y 

cosechada en fase exponencial de crecimiento se observó en óptimas condiciones, 

mostrando su morfología clásica (Figura 7). Se observaron abundantes trofozoítos 

activos adheridos a la superficie de las botellas de cultivo celular mostrando sus 

vacuolas contráctiles (Page, op. cit.). 

 

 

 

 

  
 
 
 
 
 
  
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figura 7. Microscopía de luz. Contraste de fases. Trofozoítos en cultivo en medio PYG, en 

fase exponencial de crecimiento. Se muestran abundantes trofozoítos adheridos a la 

superficie de las botellas de cultivo. 200×. 
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6.2 Reactivación de virulencia  
 

Las amibas del género Acanthamoeba en general se adaptan con facilidad 

manteniéndose en un cultivo axénico, lo que a menudo conduce a la disminución de 

su virulencia y capacidad de enquistamiento, atenuado por el prolongado cultivo en 

medios axénicos, sin importar si han sido aisladas del medio ambiente o de casos 

clínicos (De Jonckheere, op. cit.; John y Howard, 1993; Im et al., 1999; Salazar, 

2007; Castro, 2012).  

Se ha demostrado también que la disminución de la virulencia en Acanthamoeba no 

es permanente y puede restaurarse a través de múltiples inoculaciones en ratón 

(Mazur T y Hadas; 1994). Por lo anterior, se reactivó la virulencia de la cepa en 

estudio a través de dos pases seriados mediante la inoculación intranasal de 1 x 

106/20μl trofozoítos en 5 ratones machos BALB/c de tres semanas de edad, acorde 

a lo propuesto por Culbertson (1959) donde se promueve una infección en el SNC. 

Dos de los cinco ratones inoculados intranasalmente con trofozoítos de A. 

castellanii murieron antes de los 21 días, tiempo establecido por Culbertson para 

este procedimiento, los demás ratones fueron sacrificados una vez que 

transcurrieron los 21 días. Inmediatamente después de ser removidos los órganos 

de los ratones, se realizó un análisis macroscópico en el cual no se observaron 

cambios morfológicos o patológicos como edemas, necrosis o hemorragia. 

Después de un par de días de incubación de los órganos extraídos y colocados en 

medio NNE (cerebro, pulmón, hígado y riñón), se realizó el análisis microscópico y 

se observaron trofozoítos en todos los órganos (Figura 8). Comprobando así 

también su virulencia y capacidad invasiva (Salazar, 2007; Cárdenas, 2016). 
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Figura. 8. Órganos extraídos de ratón recién sacrificado. Los órganos se muestran sin 

cambios patológicos aparentes. C. Cerebro. R. Riñón. P. Pulmón. H. Hígado. 

 

Las amibas recién recuperadas se axenizaron nuevamente en el medio PYG y se 

trabajó con los trofozoítos recuperados de pulmón. Cabe mencionar, que no se 

observaron formas quísticas y con esta cepa se realizó la inmunización de conejo y 

la inoculación de ratones desnudos.   

 

6.3 Obtención de suero hiperinmune anti- A. castellanii  
 

Se llevó a cabo el esquema de inmunización convencional descrito en la 

metodología en el conejo Nueva Zelanda macho adulto. Posterior al sangrado, 

mediante punción cardíaca, se obtuvo aproximadamente 15 ml de sangre; se 

separó el suero por centrifugación, y se mantuvo en congelación hasta su uso. 

Posteriormente, se realizó una inmunocitoquímica encontrando que una dilución 
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1:100 del suero anti-A. castellanii es la óptima ya que permite visualizar nítidamente 

amibas y quistes. 

6.4 Análisis histológico de piel irradiada con luz UV-B 
 

Dos de los tres ratones desnudos de la cepa SKH- 1 irradiados durante 32 semanas 

presentaron lesiones cutáneas (Figura 9. A y B).  

En el análisis histológico de los cortes de piel del ratón que mostró la lesión mayor 

(1.5 cm. de diámetro) en la zona dorsal (Figura 9. A. flecha) se observa  una 

neoplasia (masa anormal de tejido cuyo crecimiento es excesivo e incontrolado 

respecto al tejido normal), con las características de un carcinoma de células 

escamosas, con áreas de engrosamiento epitelial irregular debido a hiperplasia 

(aumento de tamaño por proliferación celular) y se acompaña de hiperqueratosis, se 

observan perlas de queratina e invasión epidérmica hacia la dermis sin 

diferenciación de la membrana basal y en conjunto se diagnosticó como carcinoma 

ulcerado de células escamosas (Figura 12. A).  

Los cortes histológicos del segundo ratón con una lesión (5 mm de diámetro 

aproximadamente) en la zona dorsal inferior (Figura 9. B. flecha), mostraron 

hiperplasia e hipertrofia (aumento de tamaño de las células y del tejido), y en 

conjunto se diagnosticó como una lesión eritematosa (Figura. 10. A).  

Con lo anterior, se confirma como un modelo de irradiación con luz UV-B exitoso, 

pues se generaron lesiones en piel.  

Respecto al tejido sin lesiones aparentes (Figura. 9. B. cabeza de fecha y C), 

presentaban un eritema difuso en la piel del dorso, sólo se observó hipertrofia e 

hiperplasia a nivel de la epidermis (Figura 15. A).   

En el tejido de las zonas control, se observaron las capas de la piel bien 

organizadas y diferenciadas, con los quistes pilosos característicos de la cepa de 

ratón SKH-1 a inicios de la hipodermis. 
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Figura. 9. A y B. Ratones desnudos de la cepa SKH- 1, los cuales presentan una lesión 

cutánea debido a la exposición crónica de irradiación de luz UV-B las cuales fueron 

interaccionadas con las amibas. A. Carcinoma ulcerado de células escamosas de 

aproximadamente 1.5 cm. de diámetro. B. Lesión eritematosa (flecha), así mismo se 

observa piel sin lesión cutánea aparente (cabeza de flecha) en donde se realizó la 

inoculación intradérmica de trofozoítos. C. Ratón desnudo de la cepa SKH- 1 que no 

presentó lesiones cutáneas después de ser irradiado con luz UV-B, sobre el dorso de este 

se realizó la inoculación de trofozoítos con una jeringa ultrafine.   

 

 

 

A 

C 
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Grupo 1. Ratones con lesiones cutáneas. El ratón con la lesión eritematosa se 

sacrificó a las 48 h post- interacción. En el análisis histológico de la zona de lesión, 

se observaron amibas en forma trófica en óptimas condiciones a lo largo de la 

dermis, adosadas a adipocitos y adheridas a las fibras de colágena y los espacios 

interfibrilares, sin mostrar un daño aparente en el tejido (Figura 10). Así mismo, se 

localizaron trofozoítos adheridos a tejido conjuntivo, cercanos a vasos sanguíneos y 

quistes pilosos. Tampoco se observó daño en el tejido, sin embargo, se observó 

actividad colagenolítica cercana a zonas con trofozoítos (Figura 11).  

En los cortes histológicos de las zonas inoculadas intradérmicamente alrededor de 

la lesión se observan trofozoítos invadiendo dermis y migrando hacia la hipodermis, 

se localizaron adosados a adipocitos y adheridos a tejido conjuntivo, así como 

rodeando y cercanos a vasos sanguíneos tanto en hipodermis como en músculo, no 

se observa daño tisular (Figura 12). 

El ratón que presentaba el carcinoma se mantuvo bajo observación varios días, con 

el fin de evaluar la invasión de las amibas a otros órganos a partir de su interacción 

en la lesión de piel. A los 18 días post- interacción con las amibas, presentó algunos 

síntomas tales como aletargamiento y asterixis (temblores), por lo que se decidió 

sacrificar y procesar la piel bajo las mismas técnicas de tinción. En el análisis 

histológico de los cortes procesados por inmunohistoquímica, se identificaron varios 

trofozoítos en óptimas condiciones y de manera constante penetrando y migrando 

en todas las capas de piel (epidermis, dermis e hipodermis) a través de las uniones 

celulares sin aparente daño o citólisis en el tejido, interaccionando con 

componentes dérmicos tales como quistes pilosos y adipocitos, así también, en los 

cortes histológicos procesados con H&E se observaron trofozoítos rodeando vasos 

sanguíneos (Figura 13). 

Del mismo modo, se analizaron cortes histológicos de cerebro, hígado y bazo del 

ratón sacrificado a los 18 días post- interacción; encontrándose también trofozoítos. 

Es importante resaltar que no se observó una reacción inflamatoria hacia los 

trofozoítos en los órganos analizados, ni lisis de los mismos (Figura 14). 

Grupo 2. Ratones sin lesiones aparentes. En el análisis histológico de la piel del 

ratón sin lesión aparente y sacrificado a las 24 h post- inoculación intradérmica de 

trofozoítos, se observaron trofozoítos en óptimas condiciones y de manera 
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constante a lo largo de las dermis adheridos entre las fibras de colágeno e 

interactuando con componentes dérmicos como glándulas sebáceas (Figura 15).  

Grupo control. Zonas ventrales sin irradiación. En los cortes histológicos control, 

de ratones inoculados intradérmicamente con trofozoítos y sacrificados a las 24 h y 

48 h post- inoculación, se observan fibras de colágena de la dermis bien 

organizadas, así mismo, en la hipodermis se encuentran los quistes pilosos 

característicos de la cepa, en conjunto se observa un tejido histológicamente normal 

con capas de piel bien organizadas y sin presencia de amibas. 
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Figura 10.  Fotomicrografías de piel con lesión eritematosa causada con luz UV- B en ratón 

SKH- 1 sacrificado 48 h post- interacción con A. castellanii. A. Vista panorámica de la zona 

de lesión (Flecha) en donde se colocaron tópicamente las amibas; Epidermis (E) y Dermis 

(D) (100×).  B. Acercamiento de zona de lesión donde se observan trofozoítos cercanos a 

dermis (D) y a adipocitos (Ad) (400×). C. Trofozoítos debajo de epidermis (E) y capa basal; 

estrato corneo (Ec) (1000×). D. Trofozoítos en dermis (D) (1000×). E. Trofozoítos adosados 

en adipocitos (Ad) (1000×). F. Control, zona ventral, sin daños en su histología ni marcaje 

de trofozoítos; epidermis (E), dermis (D) e hipodermis (H) (100×). (IHQ DAB).   
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Figura 11. Fotomicrografías de piel con lesión eritematosa causada con luz UV- B en ratón 

SKH-1 sacrificado 48 h post- inoculación. A. Vista panorámica de dermis (D) de la zona de 

lesión, se observan vasos sanguíneos (Vs) y adipocitos (Ad) en hipodermis (H) (400×). B. 

Trofozoítos (Flechas) en pared de vaso sanguíneo (Vs) en el tejido conjuntivo de dermis, se 

observan adipocitos (Ad) a su lado (1000×). C. Trofozoítos (Flechas) en tejido conjuntivo 

(Tc) (1000×). D. Trofozoítos en pared de quiste piloso (Qp) donde se observa lisis de 

colágena (1000×). (H&E). 
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Figura. 12. Fotomicrografías de piel lesionada con luz UV-B en ratones SKH-1 sacrificados 

48 h post- inoculación intradérmica con A. castellanii. A, B, C, D y F. Inmunolocalización de 

trofozoítos de A. castellanii (IHQ DAB). A. Vista panorámica de piel lesionada con luz UV-B 

e inoculada intradérmicamente con A. castellanii; epidermis (E), dermis (D), hipodermis (H), 

músculo (M) y glándulas sebáceas (Gs) (100×). B. Trofozoítos (flechas) en dermis (D) e 

hipodermis (H), cercanos a adipocitos (Ad) (400×). C. Trofozoítos en dermis (D) e 

hipodermis (H), rodeando a un vaso sanguíneo (Vs) (1000×). D. Trofozoítos (flechas) en 

músculo (M) cercanos a vaso sanguíneo (Vs) (400×). E. Trofozoítos (flechas) en hipodermis 

(H) cercanos a adipocitos (Ad) (1000×) (H&E). F. Control, zona ventral sin daños aparentes 

en su histología ni marcaje de trofozoítos; epidermis (E), dermis (D) e hipodermis (H) 

(100×). 
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Figura 13.  Fotomicrografías de piel con carcinoma causado con luz UV- B en ratones 

SKH- 1 sacrificado 18 días post- interacción con Acanthamoeba castellanii. A, B, C, D y F 

Inmunolocalización de trofozoítos de Acanthamoeba castellanii (flechas) (IHQ DAB).  

A. Vista panorámica del carcinoma en donde se observan células de la epidermis 

transformadas e invadiendo dermis (D) (100×). B. Trofozoítos en dermis (D) (1000×). C. 

Amibas en el interior de un quiste piloso (Qp) (1000×). D. Trofozoítos en adipocitos (Ad) 

(1000×). E. Se observan trofozoítos en tejido conjuntivo (Tc) y en la pared de un vaso 

sanguíneo (Vs) (H&E). F. Control, zona ventral sin daños en su histología y sin trofozoítos; 

epidermis (E) y dermis (D) (400×). 
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Figura 14. Fotomicrografías de órganos de ratón SKH-1 con carcinoma en piel  causado 

con luz UV- B, interaccionada con Acanthamoeba castellanii, sacrificado 18 días post- 

interacción. A. Bazo. Se observan trofozoítos (fechas) en células que conforman la pupa 

blanca de bazo (400×). B. Hígado. Trofozoíto adherido a hepatocito (1000×). C. Cerebro. 

Trofozoíto localizado en tejido nervioso (1000×). (IHQ DAB).   
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Figura 15.  Fotomicrografías de piel expuesta a luz UV-B en ratón SKH-1 sacrificado 24 h 

post- inoculación intradérmica con A. castellanii. A. Vista panorámica de piel expuesta a luz 

UV-B; estrato córneo (Ec), epidermis (E), dermis (D), hipodermis (H) músculo (M) y quiste 

piloso (Qp) (100×). B. Trofozoíto (flecha) en dermis (D); epidermis (E) (400×). C. Trofozoíto 

(flecha) en dermis (D); epidermis (E) (400×). D. Trofozoíto (flecha) en dermis (D) cercano a 

una glándula sebácea (Gs); epidermis (E) (400×). E. Trofozoítos (flechas) en dermis (D) 

(1000×). F. Control, zona ventral sin daños en su histología y sin marcaje de trofozoítos; 

epidermis (E), dermis (D), hipodermis (H), músculo (M) y quistes pilosos (Qp) (100×). (IHQ 

DAB). 
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7. DISCUSIÓN 
 

Desde que se demostró el potencial patógeno de las amibas del género 

Acanthamoeba, se han realizado trabajos en modelos animales, con la intención de 

describir los hallazgos histopatológicos de infecciones experimentales causadas por 

estas amibas en córnea y principalmente en SNC (Martínez, op. cit; Górnik y Kuźna-

Grygiel, op. cit.; Omaña- Molina, op. cit.); reportándose estos hallazgos en 

organismos sanos, y en periodos de tiempo que van de 3 a 14 días, e incluso hasta 

7 meses post-inoculación. Es ampliamente aceptado que la acanthamebosis 

cutánea causada por amibas del género Acanthamoeba, ocurre principalmente en 

personas con un sistema inmune debilitado, con SIDA con o sin afección del SNC 

(Casper  et al., op. cit.; Galarza et al., op. cit.; Murakawa et al., op. cit.) aunque 

también se han descrito casos en personas VIH negativas pero con EAG, que 

cursan con terapia inmunosupresora posteriores a un trasplante de órganos o con 

desordenes inmunológicos (Slater et al., op. cit.; Steinberg et al., op. cit.; Visvesvara 

et al., 1983). Así mismo, las infecciones por Acanthamoeba en piel pueden ser una 

manifestación de una infección en otro órgano y que se hayan diseminado por vía 

hematógena o bien, puede ser el foco primario de la infección a través de heridas o 

quemaduras cutáneas y de ahí diseminarse a otros órganos (Friedland et al., op. 

cit.; Murakawa et al., op. cit., Tan et al., op. cit.). 

Hasta el momento, es aceptado que la vía de entrada de estas amibas hacia el 

cerebro puede ocurrir a través del neuroepitelio olfatorio o por vía hematógena 

(Martínez et al., 1975); sin embargo, no se han realizado estudios experimentales 

que ayuden a determinar la invasión a partir de un foco primario de infección en 

piel.   

Es por ello, que en el presente trabajo se describen los eventos morfológicos (24h, 

48h y 18 días) de la invasión de Acanthamoeba castellanii en un modelo murino de 

piel irradiada con luz UV-B. Cabe mencionar, que este trabajo es el primero en 

describir la invasión de amibas del género Acanthamoeba en piel, el cual se realizó 

con una cepa de la especie A. castellanii, aislada de un caso clínico de QA, misma 

que pertenece al grupo II considerando criterios morfológicos y se sabe que en este 

grupo están reportadas especies de importancia médica (Pussard y Pons, 1977). 
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Así mismo, ésta cepa fue ubicada en el genotipo T4, el cual está relacionado con 

enfermedades en humanos como: encefalitis amibiana granulomatosa y queratitis 

amibiana (Siddiqui, op. cit), y se ha comprobado su capacidad invasiva en modelos 

animales in vitro, a través de interacciones de trofozoítos con córnea de hámster 

Dorado de Siria (Mesocricetus auratus) (Omaña-Molina et al., op. cit.; Omaña-

Molina et al., op. cit), en córnea humana (Omaña-Molina et al., op. cit.) y en cultivos 

MDCK (González-Robles et al., op. cit.; Omaña-Molina et al., op. cit.). 

Todos los ensayos fueron llevados a cabo en las condiciones que permitieran el 

desarrollo óptimo de las amibas, por lo que fueron cosechadas en su fase 

exponencial de crecimiento, la cual corresponde a las 72h, y a una temperatura 

óptima de 30 °C, siendo la temperatura habitual para el crecimiento de aislados de 

QA (Lorenzo-Morales et al., 2015).  

Desde el momento en que la cepa se aisló de un caso clínicos fue considerada 

patógena, no obstante, las amibas se mantuvieron en cultivo axénico durante varios 

meses, por lo que fue necesario reactivar la virulencia de la cepa por medio de la 

inoculación en ratones machos BALB/c sanos de 3 semanas de edad. Lo anterior 

se sustentó en reportes en los que se documenta la disminución 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 clínicos (De Jonckheere, op. cit; 

John y Howard, 1993; Salazar, 2007; Castro, 2012). Im y Kim en 1998 demostraron 

que cepas de Acanthamoeba mantenidas en cultivo desde su aislamiento 

presentaron menor virulencia con respecto a cepas aisladas del cerebro de ratón 

post- inoculación intranasal.   

En este estudio, al llevar a cabo la reactivación de la virulencia se observó que A. 

castellanii fue invasiva, ya que se aislaron trofozoítos de todos los órganos 

extraídos (cerebro, pulmón, hígado y riñón) después de la inoculación intranasal 

con estas amibas. Así también, se consideró virulenta ya que mató a dos de los 

cinco ratones inoculados antes de los 21 días tal como lo establece Culbertson 

(1959). Es importante enfatizar que aunque no todos los ratones murieron, la 

muerte de los dos ratones se registró a los 7 días post-inoculación, similar al tiempo 

en que Naegleria fowleri, considerada como una especie de AVL muy virulenta, 

provoca la muerte en animales experimentales (Marciano-Cabral y Cabral, 2007). 
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Así mismo, May y John en 1982 realizaron un trabajo en donde describen la 

invasión en tiempos tempranos con Naegleria fowleri, en donde demuestran la 

capacidad invasiva desde el primer día post-inoculación intravenosa en ratones de 

13 a 18 gramos de peso, ya que llegó a cerebro, pulmón, hígado y riñón, condición 

que coincide con la especie A. castellanii usada en este trabajo.   

Con el fin de inmunolocalizar y describir la invasión de A. castellanii en piel se 

realizó la técnica de inmunohistoquímica. Para esta prueba se utilizaron anticuerpos 

anti-A. castellanii, obtenidos a través de un esquema de inoculación en conejo de 

raza Nueva Zelanda, sanos.    

La inmunohistoquímica es una técnica diagnóstica útil para determinar antígenos o 

anticuerpos en muestras biológicas, que en este caso fueron los cortes histológicos 

de piel de ratón desnudo irradiados con luz UV-B, los cuales fueron inoculados 

intradérmicamente con trofozoítos de Acanthamoeba castellanii e interactuados con 

trofozoítos de la misma en lesiones cutáneas. 

En cuanto al modelo murino de piel irradiada con luz UV- B, se comprobó que la 

radiación UV-B provocó lesiones en la piel de ratones SKH-1; una lesión 

eritematosa y una lesión relacionada con el desarrollo de carcinoma lo cual coincide 

con Makinen y Stenback, (1998) y Cano- Gómez et al., (2010) quienes en sus 

estudios concluyen que la exposición excesiva a la UV-B es carcinogénica, y que 

las lesiones epidérmicas y dérmicas son más fácil de ser inducidas por la radiación 

UV-B en los ratones SKH-1. Por lo anterior y debido a la gran similitud de las 

lesiones desarrolladas por los animales de forma experimental, con las que tienen 

lugar en la piel humana tras la exposición crónica a radiaciones ultravioleta 

(Benavides et al., 2009), se consideró el modelo establecido sobre ratones 

desnudos SKH-1, útil para el estudio de la infección por Acanthamoeba castellanii 

en piel lesionada o dañada.  

Los hallazgos histopatológicos e inmunohistoquímicos de la interacción e 

inoculación de amibas en piel lesionada y dañada del modelo murino de piel 

irradiada con luz UV-B, nos permitió confirmar los mecanismos dependientes de 

contacto, como la adherencia, migración hacia capas más profundas de la piel y 

penetración de las amibas desde las 24 h post- inoculación intradérmica, 

encontrándose en epidermis y dermis. A las 48 post- inoculación intradérmica las 
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amibas siguen penetrando y migrando hacia hipodermis y músculo, encontrándose 

trofozoítos adosados y adheridos a componentes dérmicos tales como quistes 

pilosos, adipocitos y vasos sanguíneos. En las lesiones cutáneas, un carcinoma de 

células escamosas (18 días post- interacción) y una lesión eritematosa (48 h post- 

interacción), donde fueron aplicadas tópicamente las amibas; se observaron mayor 

cantidad de trofozoítos viables en óptimas condiciones y de manera constante en 

todas las capas de piel: epidermis, dermis e hipodermis, así como en músculo; 

penetrando de manera mecánica a través de las uniones celulares del tejido, 

interaccionando con componentes dérmicos tales como quistes pilosos y adipocitos, 

encontrándose adosados y adheridos a estos componentes, los cuales se 

encuentran revestidos por un epitelio queratinizado y pueden contener sebocitos en 

la pared, pudiendo ser estos contenidos fuente de alimento para las amibas. Cabe 

mencionar que no se mostraron daños aparentes en el tejido y no hubo presencia 

de amibas en forma quística. Lo anterior concuerda con Carrada (2005) en donde 

describe que la acanthamebosis cutánea comienza con la adhesión del trofozoíto a 

las células epiteliales, a través de moléculas de adhesión. Del mismo modo, las 

amibas se localizan especialmente de manera constante a lo largo de la dermis, 

principalmente alrededor de vasos sanguíneos y en el tejido graso subcutáneo, lo 

cual concuerda con estudios histopatológicos de lesiones en piel de paciente 

infectados con Acanthamoeba (Torres, op. cit.). 

La localización de trofozoítos rodeando vasos sanguíneos, sugiere su búsqueda por 

oxígeno, lo que les permite alcanzar el sistema circulatorio propagándose al resto 

del cuerpo, pudiendo alcanzar el SNC por la vía hematógena, puesto que 18 días 

post- interacción de amibas en la lesión (carcinoma), el ratón presentó síntomas 

tales como aletargamiento y  asterixis (temblores), esto se comprobó al observar 

cortes histológicos de cerebro  encontrándose trofozoítos en él, lo cual indica una 

invasión vía hematógena a través de los vasos sanguíneos hacia el cerebro; así 

también, se encontraron trofozoítos en bazo e hígado, lo cual indica una 

diseminación al resto del cuerpo. 

Cabe mencionar, que se observa actividad colagenolítica cercana a zonas con 

trofozoítos, lo que sugiere la actividad colagenolítica por parte de Acanthamoeba 

castellanii lo que concuerda con lo reportado por He et al. (1990) y Rocha- Azevedo 
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(2009) quienes encuentran colagenasa en cultivos axénicos de Acanthamoeba, así 

como concentraciones más bajas de otras enzimas proteolíticas. Además los 

neutrófilos infiltrados y activados a su vez pueden exacerbar la lisis de colágeno y la 

necrosis de queratocitos a través de la liberación de varias enzimas lisosomales 

inespecíficas y metabolitos de oxígeno. Se ha sugerido que la necrosis estromal 

característica de la queratitis amibiana es el resultado de enzimas colagenolíticas 

liberadas de los lisosomas de neutrófilos que se infiltran en las córneas infectadas 

(Garner, 1988). Así también, se ha reportado áreas difusas de colágeno en 

muestras de piel de pacientes infectados con Acanthamoeba, lo que sugiere una 

actividad colagenolítica por parte de la amiba (Paltiel et al., op. cit.).    

Con base en estas observaciones, la amiba también causa daño dependiente de 

contacto en el hospedero (Munive y Rojas, 2008). Es probable que enzimas 

favorezcan la lisis de la matriz extracelular facilitando la invasión de los tejidos por 

parte de la amiba (Magaña et al., 2008), así mismo, además de abrirse camino a 

través de las proteínas de la matriz extracelular podría fagocitarla y utilizarla como 

fuente de alimento. 

Del mismo modo, la manera como Acanthamoeba castellanii invade el tejido 

cutáneo se asemeja a como lo hacen otras amibas patógenas relacionadas también 

en lesiones en piel como lo son Entamoeba histolytica (Godbold y Mann et al., 

1998) y Balamuthia mandrillaris (Cabello- Vílchez, op. cit.) 

Cabe mencionar, que la piel de las zonas control (zonas ventrales no irradiadas con 

luz UV-B e inoculadas con amibas) fueron resistentes a la invasión debido a que no 

se inmunolocalizaron trofozoítos o quistes, ni tampoco se observó daño en su 

histología.  

La implementación de modelos experimentales es de gran importancia para poder 

comprender y explicar la invasión de Acanthamoeba en la piel. El modelo utilizado 

en este trabajo en tiempos tempranos de interacción nos da evidencia de que las 

amibas invaden la piel de modo semejante como lo hacen en córnea humana 

(Omaña-Molina et al., op. cit.) y en córnea de hámster (Omaña-Molina et al., 2013), 

mostrando una adherencia, migración y penetración a través de las uniones 

celulares lo que sugiere que se abren paso por acción mecánica, lo cual confirma la 
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importancia de los mecanismos dependientes de contacto en las especies del 

género Acanthamoeba para llevar a cabo la infección. 

Con lo anteriormente mencionado, se puede concluir que a través del modelo 

murino de piel lesionada y dañada por irradiación con luz UV-B, se demostró que 

trofozoítos de Acanthamoeba castellanii son capaces de invadir áreas de piel 

expuestas o dañadas por la luz UV-B, así como invadir vía hematógena el SNC a 

través de una lesión expuesta causando EAG. 
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8. CONCLUSIONES 
 

● Este trabajo es el primero en realizar la descripción de los eventos 

tempranos de invasión de amibas del género Acanthamoeba en un modelo 

murino de infección en piel. 

● Se confirma el potencial patógeno e invasivo de la cepa A. castellanii. 

● Las amibas invaden principalmente dermis e hipodermis en ambos grupos 

experimentales. 

● A. castellanii muestra actividad colagenolítica. 

● A través del modelo murino de piel lesionada y dañada por irradiación con luz 

UV-B, fue posible demostrar que trofozoítos de Acanthamoeba castellanii son 

capaces de invadir áreas de piel expuestas o dañadas por la luz UV-B, así 

como invadir vía hematógena el SNC a través de una lesión expuesta 

causando EAG. 
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9. PERSPECTIVAS 
 

Se sugiere la realización de más estudios que permitan describir la invasión de 

estas amibas en tiempos más largos, con el fin de determinar las moléculas 

involucradas durante la invasión o la resistencia de estos protozoos, para poder 

tener un mejor entendimiento de los mecanismos de defensa, así como los 

mecanismos de patogenicidad de estas amibas anfizoicas, con el fin de que las 

biopsias de las lesiones cutáneas sean tempranas y el diagnóstico histopatológico 

sea el correcto antes de que los pacientes desarrollen una lesión avanzada del SNC 

y se puedan salvar vidas en algunos casos. 
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11. ANEXOS 
 

Anexo1. Agar no nutritivo (NNE) con Enterobacter aerogenes 

 

NaCl 0.120 gr 

MgSO4H2O 0.004 gr 

CaCl2H2O 0.004 gr 

Na2HPO4 0.142 gr 

KH2PO4 0. 136 gr 

Bactoagar 15.000 gr 

Agua destilada 1000 ml 

 

El agar NNE se prepara disolviendo los componentes con el agua destilada que se 

calienta hasta su punto de ebullición. Se esteriliza a 121 °C durante 15 min, y 

cuando se ha enfriado un poco se vacían aproximadamente 15 ml del agar en cajas 

Petri previamente esterilizadas. Cuando el agar solidifica, se inocula una 

preparación de bacterias de la especie Enterobacter aerogenes inactivada. Las 

bacterias se obtienen a partir de cultivos puros e inactivándola por calor en 

autoclave a 15 libras de presión por 5 min. 

En las cajas Petri con agar se depositan aproximadamente 0.5 ml de solución de 

bacterias inactivadas la cual se distribuye homogéneamente por toda la superficie 

del medio con asa de vidrio estéril. Se dejan reposar por una hora y se guardan en 

el refrigerador hasta su uso. 

  



70 

 

 

Anexo 2. Recuento de células por exclusión del azul de tripano. 

 

El azul de tripano se utiliza para diferenciar células vivas de células muertas. Las 

células vivas o tejidos con la membrana celular intacta no son coloreados debido a 

que las células son muy selectivas a los compuestos que dejan pasar a través de la 

membrana. En las células viables el azul de tripano no es absorbido; sin embargo, 

atraviesa la membrana de las células muertas. Por lo tanto, las células muertas se 

muestran de un distintivo color azul bajo el microscopio. Debido a que las células 

son excluidas de la tinción, este método también es llamado Método de tinción por 

exclusión. 

1. Se añaden 90 ml del cultivo amibiano y 10 ml de azul de tripano y se incuba 

durante 3 minutos. (Nota: tiempos muy largos de exposición al colorante pueden 

hacer que las células vivas acaben por captar también éste). 

3. Recuento celular en un porta objetos se colocan 10 μl de la mezcla de amibas y 

azul de tripano, se coloca un cubreobjetos para poder observar al microscopio con 

objetivo 40 x, posteriormente se realiza un conteo de 100 amibas. 
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Anexo 3. Técnica de inmunohistoquímica 

 

1. Desparafinar la muestras a 70° C por una hora. 

2. 5 a 10 baños 

a) Xilol I 

b) Xilol II 

c) Xilol III 

d) Alcohol 100%  

e) Alcohol 100%  

f) Alcohol 96%  

3. 3 lavados en TBST. 

4. Colocar 400 µl de proteínasa K preparada y dejar por 15 min. (Se preparara al 

momento).  

5. 3 lavados con TBST. 

6. 2 lavados con agua destilada. 

7. Colocar 200 µl de peróxido por 15 min.  

8. 2 lavados con agua destilada. 

9. 3 lavados con TBST. 

10. Bloqueo con 250 µl de suero fetal bovino al 5% por 2 horas (se prepara al 

momento). 

11. Colocar  400 µl de suero de conejo (anticuerpo primario) toda la noche. El 

suero es diluido 1:400 (se prepara al momento).  

12. Lavar 3 veces con TBST.  

13. Colocar la cantidad necesaria para cubrir el tejido con Match 2 por 30 min. 

(Segundo anticuerpo). Cada gota es de 30 µl.  

14. Lavar 3 veces con TBST.  

15. Colocar DAB el tiempo que sea necesario (5- 15 seg.) hasta que cambie de 

color café (Se prepara al momento). Hacer en el microscopio. (Usar guantes y 

cubrebocas).  

16. Lavar 3 veces con TBST.  
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17. Tren de tinción 

a) Hematoxilina (3 min.) (Dejar caer la laminilla).  

b) Agua destilada (5 a 10 lavados). 

c) Alcohol 96 %  

d) Alcohol 96 % 

e) Alcohol 100 %  

f) Alcohol 100 % 

g) Xilol III 

h) Xilol II 

i) Xilol I 

18. Montaje con resina.  

 

Reactivos para Inmunohistoquímica 

 

Buffer TBST (1 L) 

● 2.4 gr. de Tris- HCl  

● 0.56 gr. de Tris base  

● 8.8 gr. de NaCl  

● 1 ml de Tween 20  

● 1 L de agua destilada 

Proteinasa K  

● Proteinasa K disuelta en agua destilada (1 mg / 1 ml ). 

● 100 ml. de buffer TBST  

● 0.1 gr. de CaCl2 

Al buffer TBST se le agrega el CaCl2 , se disuelve completamente y se le agrega la 

proteinasa necesaria:  

Reactivo/ laminilla 1 2 3 4 5 

Proteinasa 50 µl 100 µl 150 µl 200 µl 250 µl 

Buffer TBST con CaCl2 450 µl 900 µl 1,350 µl 1,800 µl 2,250 µl 

Total 500 µl 1,000 µl 1,500 µl 2,000 µl 2,500 µl 

 

Disolver Tris – HCl, Tris base y NaCl en 800 de 
agua destilada, ajustando el pH a 7.6. Después 
se afora a 1L y se agrega el Tween 20.  
NOTA: El buffer TBST puede durar hasta dos 
semanas en refrigeración.  
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NOTA: El buffer TBST puede durar hasta dos semanas en refrigeración. 

 

Peróxido de hidrógeno 

● 3 ml. de H2O2 AL 30 % 

● 97 ml. de agua destilada    

Suero fetal bovino  

● Suero fetal bovino 

● Buffer TBST  

Se descongela el suero fetal bovino y se mezcla lo necesario con buffer TBST.  

Reactivo/ laminilla  1  2 3 4 5 

Suero fetal bovino 12.5 µl 25 µl 37.5 µl 50 µl 62.5 µl 

Buffer TBST 237.5 µl 475 µl 712.5 µl 950 µl 1,187.5 µl 

Total  250 µl 500 µl 750 µl 1,000 µl 1,250 µl 

 

Suero de conejo  

● Suero de conejo  

● Buffer TBST  

Se descongela el suero del conejo y se mezcla lo necesario con buffer TBST.  

Reactivo/ laminilla 1 2 3 4 5 

Suero de conejo 1 µl 2 µl 3 µl 4 µl 5 µl 

Buffer TBST 399 µl 798 µl 1, 197 µl 1, 596 µl 1,995 µl 

Total 400 µl 800 µl 1,200 µl 1,600 µl 2,000 µl 

 

Kit de revelado - DAB 

Solución de trabajo:                      2.5 ml.-------------------- Para 5.0 ml.  

Agua destilada                               2.5 ml. -------------------     5.0 ml.  

Solución stock buffer                    1 gota --------------------    2 gotas 

Solución DAB                                 2 gotas --------------------   4 gotas  

Solución de peróxido de H          1 gota ---------------------   1 gota  

  

Se mezclan los dos reactivos. La mezcla puede durar 

meses.  
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Anexo 4. Tinción Hematoxilina & Eosina 

 

DESPARAFINAR 

 

1. Xilol – 5 min 

2. Xilol – 5 min 

 

HIDRATAR 

 

3. Alcohol etílico absoluto – 3 min  

4. Alcohol etílico al 96% - 3 min  

5. Alcohol etílico al 90 % - 3 min 

6. Alcohol etílico al 80% - 3 min 

7. Alcohol etílico al 70% - 3 min  

8. Agua corriente – 3 min  

 

TINCIÓN NUCLEAR 

 

9. Hematoxilina de Harris – 7 min 

10.  Agua corriente- lavar (Hasta quitar el exceso de colorante). 

 

DIFERENCIAR 

 

11.  Alcohol ácido al 1% - paso rápido 

12.  Agua corriente – lavar  

 

VIRAR 

 

13.  Agua amoniacal – hasta virar a azul 

14.  Agua corriente- lavar 
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TINCIÓN CITOPLASMÁTICA  

 

15.  Eosina – 5 min  

 

 

DESHIDRATAR  

 

16.  Alcohol etílico al 96% - 30 seg. 

17.  Alcohol etílico absoluto – 3 min   

18.  Alcohol etílico absoluto – 5 min  

 

ACLARAR  

 

19.  Xilol – 5 min 

20.  Xilol - 5 min   

21. Montar con resina 
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