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1 Introduccién

Las amibas de vida libre (AVL) son protozoos distribuidos ampliamente en la
naturaleza. Como organismos de vida libre se encuentran en una amplia variedad
de ambientes, incluyendo suelo, aire y agua (Martinez y Visvesvara, 1997;
Marciano Cabral y Cabral, 2003). En ambientes acuaticos se han podido aislar de
aguas dulces, termales, hipersalinas e incluso en glaciares del antartico (Brown et
al., 1982; Park, 2009), asi como de sistemas de aire acondicionado, filtros de
calefaccion, grifos domésticos, albercas, agua embotellada, lentes de contacto y
soluciones oftadlmicas (Mergeryan, 1991; Visvesvara, 2013). Algunas especies;
como Naegleria fowleri, Balamuthia mandrillaris, Sappinia pedata y Acanthamoeba
sSpp. son capaces de parasitar al ser humano y algunos animales, es por eso que

también se denominan amibas anfizoicas.
2 Antecedentes historicos

Durante la primera mitad del siglo XX, las AVL eran consideradas como
microorganismos del suelo y no estaban asociados a enfermedades en seres
humanos; sin embargo, en 1958 Culbertson describio el potencial patégeno de
Acanthamoeba mientras realizaba pruebas de seguridad de la vacuna de la polio,
observando efecto citopatico en los cultivos, los cuales al ser inoculados via
intranasal, e intracerebral en primates y ratones de experimentacion provocaron
infeccion en sistema nervioso central y la muerte (Culbertson, 1958).

En 1965, se reporto el primer caso de meningoencefalitis amibiana primaria (MAP)
en un ser humano, en el que se identific6 a Naegleria fowleri como el agente
causal (Fowler y Carter, 1965).

En 1972 se dio a conocer el primer caso de encefalitis causada por amibas del
género Acanthamoeba (Jager y Stamm, 1972). Dos afios después en Reino
Unido, reportaron una infeccién ocular asociada con estas amibas (Naginton et al.,
1974)

En 1990, Visvesvara et al, identificaron por primera vez amibas del género

Balamuthia como agentes causales de encefalitis amibiana granulomatosa (EAG).



La cual fue aislada del cerebro de un mandril. En 2001, se report6 el Unico caso
conocido hasta el momento de encefalitis amibiana causada por Sappinia pedata
(Gelman et al.,, 2001). De los cuatro géneros de amibas anfizoicas, el género
Acanthamoeba es el que cuenta con el mayor numero de casos clinicos

registrados.
3 Acanthamoeba spp.

Las amibas del género Acanthamoeba fueron observadas por primera vez por
Castellani en 1931, como contaminantes de un cultivo de hongos (Cryptococcus
pararoseus). Esta amiba, fue clasificada inicialmente como Hartmannella
castellanii. En 1931, Volkonsky separ6 el género Hartmannella en tres grupos:
Hartmannella, Glaeseria y Acanthamoeba, sin embargo, fue hasta 1967 que
después de estudiar a los géneros Hartmannella y Acanthamoeba, Page concluyo
gue estos no tenian nada en comun, colocando a Hartmannella en la familia
Hartmannellidae. Posteriormente, Sawyer y Griffin (1975) establecieron la familia

Acanthamoebidae.

3.1 Ciclo de vida de Acanthamoeba

El ciclo de vida de Acanthamoeba consta de dos fases: una fase tréfica que se
alimenta activamente y se reproduce, y una fase quistica o de resistencia, donde
su metabolismo es reducido, que le ayuda a sobrevivir por periodos prolongados
(Pérez-Irézabal, 2005).

3.1.1 Fase trofica

El trofozoito tiene un tamario variable que oscila entre los 25 y los 40 um. Emiten
finas y pequefias proyecciones a lo largo del cuerpo ameboideo que semejan
espinas (acanthos) y son éstas las que le dan el nombre al género (Fig. 1A). Como
organismo de vida libre se alimenta de bacterias, algas y levaduras en el medio
ambiente por medio de fagocitosis. En el laboratorio, cuando se cultivan en
condiciones axénicas adquieren los nutrientes a través de pinocitosis. Los

trofozoitos se desplazan a 0.8 ym por segundo, involucrando un pseuddpodo



hialino (Marciano-Cabral y Cabral, 2003; Preston et al., 2001). Se reproducen
asexualmente por fision binaria dando lugar a dos células hijas (Pérez-Irézabal,
2006).

Acanthamoeba puede permanecer en fase trofica mientras que las condiciones de
pH, temperatura, osmolaridad y suministro de alimento sean Optimas (Marciano-
Cabral y Cabral, 2003).

A través del microscopio electrénico de transmision se han observado diversas
estructuras en el trofozoito: aparato de Golgi, reticulo endoplasmico liso y rugoso,
ribosomas libres, mitocondrias y microtibulos (Bowers y Korn, 1969), una vacuola
contractil prominente en el citoplasma que controla el contenido hidrico de la
célula (posiblemente también excreta desechos) y la regulacion osmoética, y un
nacleo con un nucléolo central prominente (Fig.1B) (Marciano-Cabral y Cabral,
2003).

Fig. 1. Fase trofica de Acanthamoeba. A) Microscopia electrénica de barrido,
trofozoito de Acanthamoeba, se observan acantopodos caracteristicos del género
(a) B) Microscopia electronica de transmision, trofozoito en el cual se observan

nacleo (Nu), vacuola digestiva (v) y mitocondrias (m).

3.1.2 Fase quistica
Cuando las condiciones ambientales y nutricionales son adversas o por el uso de
medicamentos para el tratamiento de la infeccion amibiana, se induce la

transformacién de los trofozoitos de Acanthamoeba en quistes, a este proceso se



le conoce como enquistamiento, el cual es acompafnado por una serie de cambios
morfofisiologicos, dando como resultado la disminucion de la actividad metabolica
(Bowers y Korn, 1969).

Los quistes suelen tener una forma redondeada o poligonal y estan conformados
de dos capas: una capa externa 0 exoquiste y una capa interna o endoquiste,
formadas principalmente por fibrillas de celulosa (Schuster y Visvesvara, 2004;
Chéavez-Munguia, 2005; Garajova et al., 2019). El exo y endoquiste estan
separados entre si por un espacio y solo se unen en los pequefios poros,
llamados ostiolos (3) en la superficie de la pared del quiste. Cada ostiolo esta

cerrado por un opérculo (Fig. 2) (Bowers y Korn, 1969).

Fig. 2. Microscopia de luz. Quiste de Acanthamoeba se observan: endoquiste

(en), exoquiste (ex) y tres ostiolos con sus opérculos (0).

3.2 Importancia ecoldgica del género Acanthamoeba

En su fase de vida libre, los trofozoitos se alimentan principalmente de algas,
hongos y bacterias, consumiendo aproximadamente el 50% de biomasa
bacteriana, regulando de esta manera dicha poblacién en la biésfera (Siddiqui y
Khan, 2012). Algunas bacterias son capaces de resistir la digestion de las amibas,
y pueden sobrevivir en su interior protegiéndose asi de la accion de los antibiéticos

y la cloracion (Barker y Brown, 1994).
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3.3 Taxonomiay clasificacién

Las caracteristicas morfoldgicas del quiste fueron durante mucho tiempo la base
para la clasificacion de Acanthamoeba, identificando de esta manera tres grupos
principales: el grupo | se caracteriza por tener quistes de aproximadamente 18 um,
con endoquistes de forma estrellada y lisos, 0 exoquistes rugosos. Los quistes del
grupo Il son de tamafio menor a 18 uym con endoquistes de forma estrellado,
ovoide o poliédrico y con exoquiste ondulado. Este grupo es el mas abundante en
la naturaleza y con mas especies patdgenas, entre las que destacan
Acanthamoeba castellanii y Acanthamoeba polyphaga. El grupo Ill se caracteriza
por tener grandes quistes, con un tamafio menor a 19 ym, con endoquiste globular
u ovoide y exoquiste con pared ondulada (Pussard y Pons, 1977).

Actualmente, la biologia molecular juega un papel muy importante en la
clasificacion de estos protozoos, debido a que la morfologia de los trofozoitos y
quistes se puede ver afectada por las condiciones y medio de cultivo lo que ha
llevado a identificaciones erroneas. Hasta el momento con base en la secuencia
del gen que codifica la subunidad 18S del RNA ribosomal se han identificado 20
genotipos (T1-T20) (Corsaro et al., 2015), siendo las amibas del grupo T4 las mas

abundantes y de mayor importancia clinica.

3.4 Importancia clinica del género Acanthamoeba

De las especies de Acanthamoeba identificadas como causantes de patologias en
el ser humano, destacan A. castellanii, A. culbertsoni, A. polyphaga, A.
lugdunensis, A. hatchetti, A. griffini y A. royreba.

Segun la via de entrada al organismo pueden causar diferentes enfermedades;
por via nasal y/o hematdégena causan encefalitis amibiana granulomatosa (EAG),
aunque es poco frecuente, se han registrado casos de acanthamebiasis cutanea
principalmente en individuos inmunocomprometidos asociandose a lesiones en la
piel (Krél-Turminska y Olender, 2017). Por via ocular causan una infeccién
clinicamente importante llamada queratitis amibiana (QA), la cual, por lo general
se presenta en personas sanas usuarias de lentes de contacto (Siddiqui y Khan,
2012) (Fig. 3).
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Los trofozoitos y quistes pueden entrar
en el ser humano por diferentes vias y
provocar diversas patologias

A través de los ojos: Queratitis Através de lesiones en la piel:
amibiana (QA) Acanthamebiasis cutanea
Por via nasal y/o hematégena: '\)\

2 ((
73

Fig. 3. Vias de entrada de Acanthamoeba spp. y patologias que causa en el ser

humano.

4. Queratitis amibiana

La QA es una infeccion corneal que produce inflamacion, pérdida de la
transparencia o incluso perforacion, lo que conlleva en muchas ocasiones a la
pérdida de la vision.

Los primeros casos de QA fueron descritos en Londres (Naginton et al., 1974) y
Estados Unidos (Jones et al.,, 1974). A partir de entonces, se han reportado
diversos casos alrededor del mundo asociados principalmente al uso prolongado
de lentes de contacto blandos, higiene deficiente de los mismos, o ineficacia de
soluciones de limpieza (Siddiqui y Khan, 2012). Se han diagnosticado casos en
individuos sanos, usuarios y no usuarios de lentes de contacto (Lorenzo Morales
et al., 2015).

4.1 Epidemiologia y factores de riesgo

El uso de lentes de contacto esta asociado a la QA en el 80% de los casos
reportados en paises desarrollados, siendo el uso inadecuado de soluciones de
limpieza y la higiene deficiente de los mismos, factores importantes para adquirir la

infeccion. En paises como la India, Bangladesh o Nepal la infeccion se ha
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asociado a traumas oculares o actividades agricolas o al aire libre (Gopinathan et
al., 2009). El contacto con agua o suelo contaminado, asi como procedimientos
quirargicos como queratoplastia penetrante o queratotomia radial también se
consideran factores de riesgo para adquirir la infeccion (Dart et al., 2009).

La incidencia de la QA a nivel mundial se ha incrementado en los ultimos afos,
debido principalmente al uso de lentes de contacto, a pesar de ello, en Mexico y el
resto del mundo, no se cuenta con datos certeros del nimero de casos de QA. En
2015 se reportaron dos casos en usuarios de lente de contacto blando, asociados
a los genotipos T3 y T4 (Omafia-Molina et al., 2016), y en 2018 se dieron a
conocer cinco casos mas, tratados con éxito por Vanzzini-Zago, et al., (2018)
siendo éstos los Unicos casos reportados hasta el momento.

4.2 Cuadro clinico

La QA generalmente es una infeccion unilateral. Se describe como una infeccion
cuya progresion va del epitelio al estroma. Los primeros sintomas reportados son:
dolor intenso, fotofobia y baja de agudeza visual. A la exploracion clinica durante
la etapa temprana se observa epiteliopatia punteada, pseudodendritas epiteliales
o subepiteliales e infiltrados perineurales (Fig. 4A), estas caracteristicas hacen que
sea confundida con una infeccion por herpes simple, mientras que en etapas
avanzadas los infiltrados estromales en forma de anillo sugieren una infeccion por
hongos (Fig. 4B) (Maycock et al., 2016).

La secuencia de los eventos en la QA inicia por la destruccion de la barrera
epitelial, posteriormente la invasidbn estromal por amibas, depleciéon de
gueratocitos y la induccion de una respuesta inflamatoria intensa, lo que produce
la fotofobia (Siddiqui y Khan, 2012). Cuando el infiltrado estromal aumenta puede
conducir a una uveitis anterior estéril con hipopion, escleritis, glaucoma, formacién

de abscesos y perforacion corneal (Maycock et al., 2016).

La diseminacion intraocular de Acanthamoeba no es comudn. Existen casos
documentados de corioretinitis (Moshari A. et al., 2001) y endoftalmitis (Davis M.J.
et al., 2010) secundarios a la infeccion corneal por Acanthamoeba, en ambos
casos se realizd gueratoplastia penetrante como tratamiento ante la inminente

perforaciéon corneal y culminaron en evisceracion.
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Fig.4. A) Signos clinicos de QA en etapas tempranas, se observan epiteliopatia y
pseudodendritas (flecha). B) caracteristicas clinicas de QA en etapas avanzadas,

se observa infiltrado en forma de anillo (flecha) (Maycock y Jayaswal, 2016).

4.3 Diagnostico

La QA presenta cierta similitud con las infecciones causadas por herpes simple, o
incluso infecciones por hongos, lo que complica su deteccion temprana y
tratamiento oportuno. En ocasiones, no obstante que el diagndstico sea oportuno,
en algunos casos las amibas son resistentes a la terapéutica con antibioticos
(Siddiqui y Khan, 2012; Maycock et al., 2016).

El raspado corneal ha sido el método mas utilizado para la identificacion de
quistes o trofozoitos de Acanthamoeba sobre la superficie ocular. Generalmente
se cultiva sobre agar no nutritivo enriquecido con Escherichia coli. Las muestras
obtenidas se incuban a una temperatura de entre 28 y 35 °C y se observan
diariamente por un periodo de 7-10 dias.

La biopsia corneal es otro método utilizado en etapas avanzadas de la infeccion
(Marciano-Cabral y Cabral, 2003).

La Reaccidén en Cadena de la Polimerasa (PCR), es un método eficaz para la
deteccion de Acanthamoeba, ya que se puede detectar la presencia de ADN
amibiano en una muestra de tejido infectado, lo cual hace posible realizar un
diagndstico preciso e iniciar un tratamiento (Schroeder et al., 2001).Actualmente
se utiliza también la microscopia confocal como método no invasivo para el
diagnostico temprano y seguimiento de la QA, sin embargo,se considera
importante conocer la morfologia de las amibas para su identificacion adecuada y

no confundirlas con otras poblaciones celulares (Fust et al., 2017; Li et al., 2019).
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4.4 Tratamiento

Cuando Acanthamoeba se encuentra en su forma tréfica es sensible a diversos
farmacos, sin embargo, en su forma quistica presenta mayor resistencia.
(Maycock et al., 2016).

Se han reportado tratamientos exitosos con Isetionato de propamidina,
polihexametilen-biguanida (PHMB), gluconato de clorhexidina, clotrimazol,
ketoconazol, miconazol, itraconazol, gluconato de clorhexidina, entre otros
(Visvesvara 'y Schuster, 2008). Tzu-Yu et al.,, 2017 reportaron la eficacia de la
clorhexidina tépica en combinacién con voriconazol en el tratamiento de la QA,
logrando la recuperacién de la visién a 20/20 en un mes de tratamiento y en 2019,
Herndndez-Martinez et. al., realizaron ensayos in vitro con cepas de
Acanthamoeba pertenecientes al grupo T4 y tres diferentes farmacos:
clorhexidina, voriconazol e itraconazol, demostrando que A. castellanii es

altamente sensible al voriconazol.

Se ha comprobado que el uso de antiinflamatorios no esteroideos (AINES) como
diclofenaco sédico o paracetamol, impiden el enquistamiento de Acanthamoeba
castellanii, lo que sugiere un tratamiento Uutil en combinacion con otros farmacos,
ya que por si solos, los AINES no actian sobre la viabilidad de Acanthamoeba
(Siddiqui, et. al., 2016).

5 Mecanismos de patogenicidad de Acanthamoeba

La patogénesis de Acanthamoeba se ha estudiado mediante ensayos realizados in
vitro sobre cérneas de hamster, lineas de células MDCK (Gonzalez-Raobles et al.,
2006) y cornea humana (Omafia Molina et. al., 2010), los eventos tempranos de la
invasion se describen a continuacion:

Inicialmente, los trofozoitos se adhieren a la superficie del tejido blanco,
posteriormente migran hacia las uniones celulares donde, por efecto mecanico y/o
enzimatico, penetran e invaden espacios intercelulares, formando eventualmente
protuberancias y destruccién del tejido corneal en capas mas profundas del
epitelio (Omafa Molina et. al., 2004). Se ha demostrado que Acanthamoeba

secreta diversas proteasas que facilitan la invasion del tejido, como serina
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proteasas, cisteina proteasa, elastasa y una enzima colagenolitica (Niederkon et
al.,, 1999). Durante este proceso, las amibas fagocitan el tejido corneal y lo
utilizan como fuente de alimento, desarrollando bocas fagociticas 0 amebostomas
(Omaia Molina et. al., 2004).

6 Mecanismos de defensa de la superficie ocular

La proteccién ocular externa representa un sistema multicapa disefiado para
defender de agentes extrafos la integridad del ojo, empezando por los parpados y
pestafias que mediante el parpadeo impiden la colonizaciébn de agentes
microbianos que pueden alojarse sobre la superficie, minimizando también el dafio
causado por trauma. En esta primera capa también se incluyen los lipidos de la
pelicula lagrimal, secretados por las glandulas de Meibomio, la cual evita la
evaporacion de la lagrima (Sack et al., 2001).

La segunda barrera esta representada por la capa acuosa y mucinica de la
pelicula lagrimal. La capa acuosa tiene una accion de barrido, limpieza y bombeo
gue protege la mucosa. La capa mucinica estd compuesta por proteinas de alto
peso molecular, las cuales son secretadas por las células caliciformes. Hay
evidencia de que la IgAs y la lisozima se acumulan en esta capa, creando asi un
reservorio de agentes antimicrobianos (Sack et al., 2001).

La ultima barrera esta representada por las uniones celulares del epitelio corneal,

las cuales se encuentran estrechamente unidas (Sack, 2001).

7 Lagrima

Ademas de ser una barrera de la superficie ocular, la lagrima forma una capa lisa
y transparente que permite la refraccion de la luz, provee de humectacién y sirve
de suministro de oxigeno a la cérnea (Torras, 2006). Las glandulas lagrimales
producen la lagrima por secrecion basal o refleja. La secrecion refleja se produce
en la glandula lagrimal principal como respuesta a cuerpos extrafios, agentes
toxicos o0 a reacciones emocionales. La lagrima basal se produce continuamente
por las glandulas accesorias, actia como lubricante y se distribuye con el
parpadeo sobre la superficie ocular formando tres capas (mucinica, acuosa y

lipidica) (Hernandez-Galilea E y Juan-Marcos, 2013), aunque algunos autores
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aseguran que esta compuesta por una bicapa, donde la primera es un gel
hidratado de proteinas y mucinas y la segunda es una capa de lipidos (Chen Hai-
Bo, 1997).

7.1 Componentes de la lagrima

La lagrima esté constituida por diversos componentes, de los cuales el 98.2% es
agua, el resto (1.8%) se conforma de electrolitos, enzimas entre las que destaca la
lisozima, hidratos de carbono, proteinas, aminoacidos, entre otros (Cuadro 1).

Lagrimas

Propiedades fisicas

pH 7.4(7.2-7.7)

Presion osmotica 305 mOsm/kg Equiv NaCl 0.95%
indice de refraccion 1.357

Volumen 0.50-0.67 g/ 16 hrs (vigilia)

Propiedades quimicas

1. Composicién general de la lagrima

Agua 98.2 g/100 ml
Sdélidos 1.8 g/100 ml
Cenizas 1.05 /200 ml
2. Electrolitos
Calcio 120-170 mmol/L
Potasio 26-42 mmol/L
Sodio 0.3-2.0 mmol/L
Magnesio 0.5-1.1 mmol/L
Cloruro 120-135 mmol/L
Bicarbonato 26 mmol/L

3. Antiproteinasas

az-antitripsina (ai-at) 0.1-3.0 mg%
ai- antiquimotripsina 1.4 mg%
Inhibidor de inter-a- tripsina 0.5 mg%
az- macroglobulina 3-6 mg%

4. Sustancias nitrogenadas

Proteinas totales 0.668-0.800 g/100mL
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Albdmina

0.392 g/100mL

Globulinas 0.2758 g/100mL
Amoniaco 0.005 g/100 mL
Acido Urico 0.04 mg/100 mL
Urea

Nitrégeno total

158 mg/100 mL

Nitrégeno no proteico

51 mg/100 mL

5. Hidratos de carbono

Glucosa

2.5 (0-5.0) mg/100mL

6. Esteroles

Colesterol y ésteres de colesterol

8-32 g/100mL

7. Varios

Acido citrico

0.6 mg/100 mL

Acido ascorbico

0.14 mg/100 mL

Lisozima 1-2 mg/mL
Aminoacidos 7.58 mg/100 mL
Acido lactico 1-5 mmol/L
Prostaglandinas 75 pg PF/mL
300 pg PF/mL
Catecolamina 0.5-1.5 pg/mL

Complemento

Dilucién 1:4 (Prueba hemolitica)

Cuadro 1. Componentes de la lagrima humana. Tomado del libro Ojo seco y otros

trastornos de la superficie ocular (Garg et al., 2008).

7.2 Agentes antimicrobianos de la lagrima

Se ha comprobado que algunos de los componentes de la lagrima poseen
propiedades que impiden que diversos patdégenos invadan la superficie ocular;

lisozima, lactoferrina, lipocalina, inmunoglobulina A secretora (IgA), complemento,

entre otros.

Lisozima

Actla sobre bacterias Gram positivas y su contenido en lagrima es 120 veces

mayor que en suero y saliva (Fleming, 1922; Hankiewicz y Swierczek, 1974).

Lactoferrina
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Une cationes divalentes, incluido el hierro, privando a las bacterias de este
nutriente, evitando también la generacidn de especies reactivas de oxigeno
(Flanagan y Willcox, 2009).

Lipocalina lacrimal

Constituye el 25% de la proteina en lagrimas reflejas, y se une a sideréforos
interfiriendo con la capacidad de los patégenos para capturar hierro. (Redl, 2000)
Inmunoglobulina A secretora (sigA)

Es el principal anticuerpo de la pelicula lagrimal, producido por las células
plasméticas (linfocitos B) de la glandula lagrimal principal y tejido linfoide
conjuntival, liberandose de las células acinares con un componente secretor que la
protege de enzimas proteoliticas, tanto del hospedero como del patégeno.
Neutraliza patdogenos para prevenir su union al hospedero (Knop y Knop, 2005).
Actlla como quimiotactico para neutrofilos, y se ha comprobado que evita la unién
de Acanthamoeba polyphaga a las células del epitelio corneal (Campos-Rodriguez
et al., 2004).

Complemento

La via del complemento no esta activa en lagrimeo reflejo, ya que la lisozima y
lactoferrina inhiben la ruta, es por esto que se activa a través de la via alternativa
(hidrolisis espontanea de C3). EI complemento genera fragmentos implicados en
respuestas inflamatorias agudas que facilitan el reconocimiento de los neutréfilos y
dan como resultado la formacién de complejos de atagque a la membrana que
pueden lisar a los patégenos (Willcox et al., 1997).

Enzima secretora fosfolipasa A, (sPLA2)

Constituye la principal proteina lagrimal activa contra bacterias Gram positivas.
Tiene actividad enzimatica lipolitica, actuando en membranas celulares
bacterianas (Qu y Lehrer, 1998; McDermott, 2013).

8 Aminoacidos en lagrima humana

En 2011 Nakatsukasa et al., reportaron 23 aminoacidos presentes en lagrima
humana (Cuadro 2), asociando la disminucion de estos con enfermedades de la
superficie ocular.

Tanto en lagrimeo basal como en lagrimeo reflejo, el aminoacido libre mas
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abundante es la taurina (Zhuo et al., 2000), a través de estudios con modelos
murinos, se ha comprobado que este aminoacido se encuentra en todos los tejidos
oculares incluyendo cérnea, cuerpo ciliar, cristalino y mayormente en retina, asi

como en la mayoria de los tejidos del cuerpo humano (Ripps y Shen, 2012).

Concentracion de cada aminoacido (media/-uM) en
lagrimeo basal y reflejo de individuos sanos.
Lagrima basal Lagrima reflejo
(n=31) (n=16)
Glicina 10.7+/2.8 14.4+/-7.1
Alanina 23.8+/- 4.8 19.5 +/-8.5
Valina 3.5+/- 0.9 3.8+/-1.4
Leucina 10.1+/-1.9 6.4 +/-1.9
Isoleucina 1.1+/- 0.3 1.1 +/-0.5
Serina 14.4+/- 4.2 26.4+/- 13.0
Treonina 5.4+/- 1.2 8.4+/- 3.6
Metionina 2.4+4/- 0.1 2.2+/- 0.1
Asparagina 1.4+4/- 0.3 1.54/- 0.7
Glutamina 42.1+/- 6.8 25.4+/- 6.3
Prolina 8.4 +/-1.4 6.7+/- 1.5
Fenilalanina 10.7+/- 1.9 5.7 +/-1.5
Tirosina 1.3 +/-0.5 1.1+/- 0.5
Triptofano 7.1 +/-0.7 6.6+/- 1.0
Aspartato 13.2+/- 4.5 18.2+/- 11.6
Acido 30.2+/- 4.8 20.9+/- 4.8
glutamico
Lisina 5.7+/-1.2 3.5+/-1.2
Arginina 18.7 +/-1.6 14.4+/- 2.5
Histidina 1.9 +/-0.7 3.2+/-1.9
Citrulina 10.1+/- 0.8 8.2+/-1.5
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Ornitina 3.3+/-1.1 7.1+/- 3.0
Cistina 1.0+/- 0.2 0.6+/- 0.2
Taurina 195.1+/- 26.9 100.1+/-18.7

Cuadro 2. Concentracion de aminoacidos en lagrima basal y lagrima refleja en
individuos sanos, destacando la concentracion de taurina como la mas abundante
(Nakatsukasa et al., 2011).

Desde que se aislé por primera vez en 1827, se han estudiado los efectos y
propiedades de la taurina en el ser humano, siendo los mecanismos de
citoproteccion los mas referidos. Son numerosas las propiedades de la taurina a
nivel sistémico: como neurotransmisor y osmorregulador, antioxidante y su
participacion en el desarrollo visual y neuronal, asi como en procesos metabolicos
e inflamatorios (Bucolo et al., 2018). La disminucion de taurina a nivel sistémico ha
sido relacionada con diversas patologias y se ha sugerido su uso terapéutico en
enfermedades como diabetes, artritis reumatoide, hipertension, enfermedades
cardiacas, epilepsia y enfermedad de Parkinson entre otras (Marcinkiewicz y
Kontny, 2012; Schaffer y Kim, 2018). A nivel ocular se ha sugerido para el

tratamiento de ojo seco (Rusciano, et al., 2016).
Algunas funciones de la taurina a nivel sistémico se describen a continuacion:

Sistema cardiovascular. Actia disminuyendo arritmias ventriculares (Franconi F,
et al., 1985), disminuye la hipertension arterial (Abe M, et al., 1987) y tiene efectos
anti aterogénicos en pacientes con insuficiencia cardiaca cronica (Ahmadian, et
al., 2017).

Higado. Conjuga acidos biliares para facilitar la absorcion de lipidos por el
intestino (Schaffer et al., 2016)

Sistema nervioso central. Protege las neuronas en el accidente cerebrovascular
y la enfermedad de Alzheimer (Prentice et al., 2015), disminuye las convulsiones

al unirse con el receptor GABAA (L'Amoreaux et al., 2010), actuando como

21



inhibidor agonista de GABAA, GABAB y glicina (Albrecht y Schousboe, 2005). Se
han reportado posibles receptores de taurina principalmente en médula espinal de
ranas y ratones (Kudo et al., 1988; Mathers et al., 1989).

Retina. La deficiencia de taurina en la retina, induce la pérdida de fotorreceptores
y células ganglionares (Schmidt et al., 1976). Se ha sugerido la terapia con taurina

para prevenir su degeneracion (Froger et al., 2014).

Metabolismo. Previene la permeabilidad de la membrana mitocondrial y la
apoptosis (Ricci et al., 2008, Shetewy et al., 2016).

Expresién genética. Induce la longevidad y su deficiencia estad asociada al
envejecimiento en tejido musculo esquelético, corazon, higado y piel (Ito et al.,
2014).

9 Taurina en la superficie ocular

Se sabe que en procesos inflamatorios las células del sistema inmune producen
especies reactivas de oxigeno (ROS), las cuales producen estrés oxidativo y
muerte celular. Se ha demostrado que la taurina es un inhibidor de la generacion
de ROS (Marcinkiewicz y Kontny, 2012), y que es capaz de proteger la superficie
ocular de su efecto (Bucolo et al., 2018).

Como osmoregulador posee propiedades lipofébicas, por lo cual es capaz de
mantener un equilibrio entre gradientes de concentracion intra y extracelulares
(Huxtable, 1992). En combinacion con hialuronato de Sodio, se ha demostrado
gue protege las células del epitelio corneal y mantiene la presion osmotica estable
y el volumen lagrimal (Bucolo et al., 2018).

10 Inmunidad Ocular ante la infeccién por Acanthamoeba

El papel de los anticuerpos en la infeccion por Acanthamoeba no se ha logrado
esclarecer totalmente, pero se ha demostrado que pueden prevenir su adhesion a
las células blanco, inhibir su movilidad y neutralizar algunos de sus factores
citotoxicos. Se han realizado estudios donde se ha comprobado que la IgA
presente en la lagrima, es capaz de prevenir la QA, inhibiendo la adhesion del
parasito al epitelio corneal, pero no afecta su viabilidad una vez que se ha iniciado

la infeccion (Alizadeh et al., 2001). Estudios demuestran que la lagrima de
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individuos sanos contiene anticuerpos anti-Acanthamoeba y que los niveles de
estos anticuerpos se encuentran disminuidos en pacientes con QA (Niederkorn et
al., 2002).

La primera respuesta del huésped cuando ha iniciado la infecciébn por
Acanthamoeba, es la migracion de células inflamatorias hacia la zona afectada
como neutréfilos y macréfagos, se ha demostrado que los macréfagos pueden
jugar un papel mas importante que los neutréfilos, ya que han sido encontrados
frecuentemente en tejidos que contienen quistes de Acanthamoeba (Marciano-
Cabral y Cabral, 2003).

Asi mismo, Tomita et al.,, (2017) realizaron ensayos con lactoferrina y
Acanthamoeba, demostrando su capacidad amebicida solo en su fase tréfica, sin
embargo, se ha comprobado que la actividad de la lisozima y la lactoferrina no
impide la union de Acanthamoeba al epitelio corneal (Alsam et al., 2008).

Hasta el momento se desconoce el papel que juega la taurina ante la invasion por

Acanthamoeba en la superficie ocular.

11 Justificacion

Las amibas anfizoicas del género Acanthamoeba son agentes causales de
patologias para el ser humano y diversos animales, entre las que destaca la
gueratitis amibiana, una infeccién corneal de curso crénico para la que hasta el
momento no existe un tratamiento Optimo para erradicarla.

Estudios in vitro de los mecanismos de patogenicidad de estas amibas en la
cérnea ha revelado que son capaces de adherirse, migrar hacia las uniones
celulares, penetrar a través de éstas y desestabilizar la superficie corneal. No
obstante, es importante ahora determinar y entender el papel que juegan
elementos presentes en la lagrima en este proceso y en particular el papel de la
taurina.

Por lo anterior es conveniente llevar a cabo estudios ex vivo que permitan
determinar cémo influye este aminoacido sobre los mecanismos de patogenicidad
de trofozoitos de Acanthamoeba castellanii; una de las especies mas

frecuentemente aisladas de casos de QA.
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12 Hipotesis

La taurina por sus propiedades de citoproteccion, disminuye la adherencia de los
trofozoitos de A. castellanii al tejido corneal minimizando los mecanismos de

patogenicidad de esta amiba.

13 Objetivo general
Describir el efecto de la Taurina sobre los mecanismos de patogenicidad
dependientes de contacto de trofozoitos de A. castellanii en el modelo ex vivo de

gueratitis amibiana.

13.1 Objetivos especificos

e Aumentar la virulencia de las amibas en estudio mediante la generacion de
infeccion en raton y recuperacion a cultivo axénico.

e Determinar el efecto de la taurina sobre coérneas de hamster
interaccionadas ex vivo con trofozoitos de A. castellanii en tiempos
tempranos de interaccion 3y 6 h.

e Describir a través de microscopia electronica de barrido el efecto de la
taurina sobre los mecanismos de patogenicidad (adherencia, migracion,
penetracion y fagocitosis) de trofozoitos de A. castellanii sobre cérneas de
hamster dorado de Siria (Mesocricetus auratus).

e Cuantificar los trofozoitos adheridos a las corneas de hamster en las

diferentes condiciones y tiempos de interaccion.

14 Metodologia
14.1 Cultivo Amibiano

Se trabajo con trofozoitos de la especie A. castellanii, aislada de un caso de QA
de un paciente usuario de lente de contacto blando. Las amibas fueron cultivadas
axénicamente en medio Bactocacitona al 2%, enriquecido con suero bovino al

10% y antibidtico (estreptomicina/penicilina 0.1%), a 30 °C.
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Los ensayos se llevaron a cabo cosechando las amibas en fase exponencial de
crecimiento (72 h), colocandolas en hielo por 6 min para facilitar su
desprendimiento, posteriormente se centrifugaron a 2500 rpm durante 10 min,
finalmente se ajustd el volumen de medio de cultivo para concentrar las amibas

acorde a los de cada ensayo.

14.2 Animales de experimentacién

Se utilizaron ratones BALB/c machos de tres semanas de edad, libres de
infecciones para realizar ensayos de aumento de virulencia a través de
inoculaciones intranasales de trofozoitos de A. castellanii.

Para el modelo ex vivo de queratitis amibiana se utilizaron hamsters dorados de
Siria (Mesocricetus auratus) adultos jovenes con un peso aproximado de 120-
130g, libres de patogenos, adquiridos en el bioterio del CINVESTAV del Instituto
Politécnico Nacional.

Todos los animales fueron manipulados conforme a la norma oficial mexicana
NOM-062-Z0O0-1999, que indica las especificaciones técnicas para la produccion,

cuidado y uso de los animales de laboratorio.

14.3 Aumento de la virulencia de Acanthamoeba castellanii

Con el propodsito de aumentar la virulencia de la cepa en estudio, se realizaron
inoculaciones intranasales en grupos de 5 ratones BALB/c. Debido a que las
amibas han sido cultivadas en el laboratorio varios meses previos a la realizacion
de los ensayos, su virulencia puede verse atenuada a pesar de ser una cepa
potencialmente patdgena.

Los ratones se anestesiaron ligeramente con vapores de isofluoran, para permitir
su manipulacién. Se llevé a cabo la inoculacion intranasal con trofozoitos de A.
castellanii (1x108 trofozoitos/20ul de medio de cultivo), manteniendo al ratdn con la
nariz ligeramente hacia arriba (Culbertson, 1959) (Fig. 5). Se dio seguimiento al
comportamiento y manifestaciones de la infeccibn amibiana durante 21 dias,
observando y anotando los cambios en cada ratbn como disminucion de
movimiento o respiracion agitada. Los ratones que no murieron durante el lapso de

21 dias, fueron sacrificados, se procesaron los érganos con la finalidad de
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recuperar las amibas, extrayendo cerebro, higado, pulmén y rifibn en cajas de
Petri con agar no nutritivo enriquecido con Enterobacter aerogenes (NNE)
(inactivada por calor), posteriormente se axenizaron en medio bactocacitona
(digestion pancredtica de caseina, Becton-Dickinson, Sparks, MD). Este
procedimiento se llevé a cabo dos veces (John y Howard, 1993). Las amibas

recuperadas fueron utilizadas en los ensayos subsecuentes.

Fig.5 Inoculacion intranasal de 1x10° trofozoitos de A. castellanii en ratén BALB/c

con ayuda de una micropipeta.

14.4 Estrategia experimental

Para evaluar el papel de la taurina sobre los trofozoitos de A. castellanii, se

conformaron cinco grupos, los cuales se detallan a continuacion:
Grupo a) Cérneas + medio de cultivo amibiano + Taurina (200 pM). Grupo control

Grupo b) Cérneas + medio de cultivo amibiano + A. castellanii (2.5x10°

trofozoitos). Grupo control.

Grupo c) Corneas + taurina (200 puM) interaccionando 15 minutos, antes de
adicionar trofozoitos de A. castellanii (2.5 x 10° trofozoitos/medio de cultivo); con
el propdsito de determinar si la taurina protege las células del epitelio corneal ante

la invasion amibiana.
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Grupo d) Trofozoitos de A. castellanii (2.5 x 10° trofozoitos/medio de cultivo)
interaccionados 15 min con Taurina (200 puM) antes de colocarlos sobre la cérnea,
con la finalidad de evaluar si la taurina tiene algin efecto sobre los trofozoitos para
impedir su adherencia al epitelio corneal.

Grupo e) Coérneas + A. castellanii (2.5 x 10° trofozoitos/medio de cultivo)
interaccionadas durante 15 minutos. Posteriormente se agregd taurina (200 pM),
con la finalidad de determinar si la taurina tiene algun efecto sobre los trofozoitos
aun cuando ya se han adherido al epitelio corneal.

En todos los casos el volumen final fue de 150 pl por cada pozo.

14.5 Obtencién del tejido corneal

Los hamsteres se anestesiaron con pentobarbital sédico (Anestesal) a una dilucion
de 1:10 en solucion salina isotonica estéril y se les practico puncidn cardiaca para
evitar sangrado al remover el tejido corneal. Las cérneas se obtuvieron mediante
un procedimiento quirdrgico realizando un corte en la periferia dejando un anillo de
esclera para poder manipularlas de esta zona y dejar el tejido corneal intacto. El
cristalino no fue retirado hasta que las cOrneas se fijaron para asegurar la

integridad y curvatura de las mismas (Omafia-Molina et al., 2004).

Las muestras recién obtenidas (rodetes esclerocorneales) se colocaron en placas
de cultivo de 96 pozos y se mantuvieron en solucion salina para su conservacion

hasta realizar las interacciones con o sin taurina (Fig. 6).
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Fig. 6. A) Rodetes esclerocorneales en caja de Petri, lavado en solucion salina. B)
Colocacién de muestras en placa de 96 pozos.

Los ensayos se llevaron a cabo de acuerdo a la estrategia experimental propuesta

en el punto 14.4, considerando dos tiempos de interaccién: 3y 6 h.

14.6 Procesamiento de las muestras

Todas las muestras se incubaron a 37 °C, posteriormente se fijaron con
glutaraldehido al 2.5% (disuelto en cacodilato de Na al 0.1M) durante una hora y
colocaron a 4 °C durante 12 h. Se deshidrataron en concentraciones crecientes de
etanol (70-100%) y se sec6 a punto critico con CO; liquido. Cada una de las
muestras se colocé en porta especimenes previamente etiquetados y se
recubrieron con una fina capa de oro (30 nm) en un dispositivo de pulverizacion
iGnica, para ser observadas en un microscopio electronico de barrido Jeol-JSM

7100F (analisis cualitativo).

14.7 Analisis cuantitativo

A partir de las imagenes obtenidas mediante microscopia electronica de barrido se
realizé el conteo de los trofozoitos adheridos a las corneas de hamster de cada
grupo experimental en tres zonas con igual magnificaciéon 300x. Se obtuvo la
media aritmética de amibas adheridas a las cérneas de hamster y se realizé un

analisis de varianza (ANOVA), con un nivel de significancia de a=0.05.
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15 Resultados

15.1 Cultivo amibiano

De acuerdo con la metodologia propuesta, las amibas fueron cultivadas
axénicamente en medio bactocacitona al 2%, enriquecido con suero bovino al 10%
y antibiético (estreptomicina/penicilina 0.1%), a una temperatura optima de 30 °C.
Se cosecharon en fase exponencial de crecimiento (72 h), con una poblacion
100% tréfica (Fig. 7).

Fig. 7. Microscopia de luz. Se observan trofozoitos en condiciones 6ptimas de
crecimiento (Fase logaritmica a las 72 h), en la mayoria de ellos sobresale su

vacuola contractil (flechas).

15.2 Reactivacion de la virulencia de Acanthamoeba castellanii

Se reactivé la virulencia de la cepa en estudio mediante dos pases en ratones
BALB/c realizando inoculaciones intranasales con trofozoitos de A. castellanii. En
cada uno de los ensayos, 3 de 5 ratones infectados murieron en lapsos de 10y 11
dias post inoculacion (tabla 1), los que no murieron al cabo de 21 dias fueron

sacrificados. La cepa se recuper6 de cerebro y pulmon en todos los ratones, se
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axeniz6 en medio bactocacitona de acuerdo con la metodologia y fue utilizada

posteriormente para realizar interacciones en corneas de hamster.

Inoculaciones Porcentaje de mortalidad de Recuperacion de amibas
intranasales ratones BALB-c (6érganos)
ler grupo (5 ratones) 60% Pulmon y cerebro
2do grupo (5 ratones) 60% Pulmon y cerebro

Tabla 1. Porcentaje de ratones infectados que murieron antes de 21 dias en cada

uno de los ensayos, asi como los 6rganos de los que se recuperaron las amibas.

15.3 Anélisis cualitativo de la interaccién de trofozoitos de A. castellanii y

taurina sobre las cérneas de hamster

De acuerdo con el esquema de interaccion, se tomaron en cuenta dos tiempos (3
y 6 h). Las muestras se procesaron acorde a la técnica propuesta de microscopia
electronica de barrido.

Debido a que los resultados en ambos tiempos fueron muy similares, se describen

a continuacion de manera indistinta:
Grupo a) Cérneas + Taurina. Grupo control

En este grupo se observo la estructura clasica de la superficie corneal; los bordes
entre una célula y otra estaban bien delimitados, sin zonas de desepitelizacion o

abrasion (Fig. 8).

30



Fig. 8. Microscopia electronica de barrido. Cornea control, interaccionada con
medio de cultivo amibiano + taurina. Se observa el epitelio intacto, estructura
celular sin dafio y uniones celulares bien definidas (flechas) (barra=10 pm).

Grupo b) Coérneas + A. castellanii. Grupo control.

En aquellas cérneas control interaccionadas con medio de cultivo + trofozoitos, se
observaron amibas en Optimas condiciones adheridas al epitelio (Fig. 9 A);
algunas de estas ubicadas sobre las uniones celulares (flechas) y otras en
aparente division celular (Fig. 9 B). En otras zonas se observaron trofozoitos
emitiendo bocas fagociticas (Fig. 9 C) y escasos trofozoitos comenzaron a
penetrar entre espacios intercelulares, desprendiendo y fagocitando células

superficiales (Fig. 9 D).

Fig. 9. Microscopia electronica de barrido. Grupo B) (control) A) Se observan
trofozoitos adheridos a la superficie corneal (barra=100 pm). B) algunos se

encuentran ubicados sobre las uniones celulares (flechas), las amibas se
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encuentran en oOptimas condiciones, incluso se observa posible division celular
(cabeza de flecha) (barra=10um).C) Trofozoitos penetrando entre células
superficiales del epitelio (flechas) (barra=10 um). D) Se observa emision de
diversas bocas fagociticas (flechas) (barra= 10 pm).

Grupo c¢) Cérneas + taurina interaccionando 15 minutos, antes de adicionar

trofozoitos de Acanthamoeba castellanii

En este grupo se observaron abundantes trofozoitos sobre la superficie corneal en
comparacién con las corneas control (Fig. 10 A vs Fig. 9 A), los cuales en distintas
zonas de la cornea penetraron entre uniones celulares y fagocitaron células del
epitelio. Se observé dafio en zonas adyacentes a las uniones celulares,
posiblemente ocasionado por trofozoitos (Fig. 10 B). En algunas zonas se
observaron protuberancias que corresponden a la invasion de numerosos
trofozoitos dentro de las primeras capas del epitelio corneal. (Fig. 10 C). Algunos
trofozoitos se observaron penetrando entre células corneales, fagocitando células
superficiales y desarrollando eventualmente bocas fagociticas (Fig. 10 D) y en
algunas zonas se sugiere la fagocitosis de la primera capa celular por trofozoitos,
ya que se observan zonas desprovistas de células y células desprendidas,

denotando pérdida de la arquitectura corneal (Fig. 10 E-F).
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Fig. 10 Microscopia electronica de barrido. Grupo C. Cérneas + taurina
interaccionando 15 minutos, antes de adicionar trofozoitos de A. castellanii. (A) Se
observan abundantes trofozoitos adheridos al epitelio corneal respecto a grupos
control (barra=100 um). B) Se observan trofozoitos sobre el epitelio y una zona de
abrasion en célula epitelial (flecha) (barra=10 um). C) Algunos trofozoitos se
encuentran penetrando por debajo de células superficiales formando elevaciones
(flechas) (barra=10 um). D) Trofozoitos penetrando entre capas superficiales de la
cérnea y emitiendo bocas fagociticas. E) Algunos trofozoitos se observan por
debajo de la primera capa celular. Se observa un espacio vacio que sugiere la

ausencia de una célula epitelial completa (flecha) (barra=10 um). F) La pérdida de
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la arquitectura corneal es evidente, ya que las amibas se observan penetrando y

fagocitando células ya desprendidas del epitelio corneal (barra=10 pm).

Grupo d) Trofozoitos de A. castellanii interaccionados 15 min con Taurina

antes de adicionarlos ala cornea

En este grupo experimental, abundantes trofozoitos con respecto a grupos
controles se adhirieron a la superficie corneal, los cuales se encontraban en
condiciones Optimas, emitiendo los acantopodos caracteristicos del género
(flechas) (Fig. 11 A y B). Las amibas se observaron adheridas, ubicadas sobre
uniones celulares, algunas penetrando a través de estas, asi como emitiendo
bocas fagociticas o amebostomas, y fagocitando células epiteliales recién
desprendidas (Fig. 11 Cy D).

Es importante resaltar que algunas amibas se observaron ocasionando dafio en
zonas adyacentes y alejadas de las uniones celulares, sitio donde usualmente se
ha observado que inician la invasion las amibas, lo cual no corresponde a los
mecanismos de patogenicidad descritos anteriormente (Fig. 11 E, F, G). Las
amibas no solo emitieron bocas fagociticas 0 amebostomas anchos y cortos, sino

gue también emitieron amebostomas semejantes a tubos (Fig. 11 F).Fig. 11 H).
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Fig. 11. Microscopia electrénica de barrido. Grupo d) Trofozoitos + taurina

interaccionados 15 minutos antes de adicionarlos la cornea de hamster. A) Se
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observan abundantes trofozoitos adheridos a la cérnea de hamster (barra=100
pum). B-C) Trofozoitos penetrando entre uniones celulares (flechas) y fagocitando
células desprendidas del epitelio corneal. D) Se observa la emisién de boca
fagocitica o amebostoma en trofozoito (barra=10 um). E-F) Amibas fagocitando
células corneales, se observa zona de abrasion alejada de uniones celulares
(flecha) (E-barra=10 pm) (F-barra=1 um). G) Trofozoito ocasionando dafio, alejado
de uniones celulares (flecha) (barra=10 um). H) Trofozoito penetrando hacia capas
més profundas de la cornea (flecha) (barra=10 pm).

Grupo e) Cérneas + A. castellanii interaccionadas durante 15 minutos.

Posteriormente se agrego taurina

En el tercer grupo experimental, también se pudieron observar abundantes
trofozoitos adheridos al epitelio corneal (Fig. 12 A-B). Algunos mas se observaron
penetrando por accidon mecanica y 0 enzimatica entre uniones intercelulares y
fagocitando células epiteliales de acuerdo a los mecanismos de patogenicidad
antes descritos (Fig. 12 C-D). En este grupo observamos también trofozoitos
ocasionando dafio a las células del epitelio sin necesidad de abrirse paso entre las
uniones celulares, el cual, es un comportamiento inusual en estos protozoos (Fig.
12 E-F) y al igual que en el segundo grupo experimental se observa el desarrollo
de diversos amebostomas mediante los cuales las amibas fagocitan células
corneales (Fig. 12 G-H).
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Fig. 12 Microscopia electrénica de barrido. Grupo €) Interaccion de A. castellanii

con cérneas de hamster adicionando taurina 15 minutos después de colocar las
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amibas. A-B) Diversos trofozoitos adheridos al epitelio corneal (A-barra=100 pm)
(B-barra=10 um). C-D) Se observan trofozoitos penetrando entre uniones
celulares por accibn mecanica y/o enzimatica (barra=10 pm). E-F) Actividad
amibiana evidente, se observan trofozoitos fagocitando células corneales en
zonas alejadas de las uniones celulares que aun no han sido desprendidas
(flechas) (barra=10 pm).G) Trofozoito fagocitando célula epitelial mediante
amebostoma (am) (barra=10 um). H) Amiba introduciéndose bajo una capa celular
superficial formando una elevacion (flecha) (barra=1 um). Se observa un trofozoito
fagocitando tejido corneal mediante amebostoma (am) (barra=1 pm).

15.3.2 Analisis cuantitativo de trofozoitos adheridos a las coérneas de

hamster

Los resultados del analisis cuantitativo de los trofozoitos adheridos en diferentes
zonas de las corneas se desglosan en la tabla 2 y gréafica 1, donde se observa la
mayor cantidad de amibas adheridas en los grupos experimentales d) y e), con

una media aritmética de 122.33 y 131.33 respectivamente.

Los resultados del analisis de varianza (ANOVA) indican que no hubo diferencias
estadisticamente significativas en la adherencia de trofozoitos a las corneas de
hamster entre los diferentes grupos, excepto entre los grupos b y e, lo que indica
una mayor adherencia de trofozoitos donde se interaccionaron corneas de

hamster con A. castellanii y 15 minutos después se adicion6 taurina.

Grupos Media aritmética |Desviacidn estandar
Grupo b 81 5.56
Grupo ¢ 117.66 23.15
Grupo d 122.33 28.36
Grupo e 131.33 28.21

Tabla 2. Trofozoitos de A. castellanii adheridos a cérneas de hamster dorado de

Siria en los 4 grupos experimentales.
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Trofozoitos de A. castellaniiadheridos a corneas de hamster por grupo
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Gréafica 1. Trofozoitos de A. castellanii adheridos a la cérnea de hamster por
grupo experimental. Las cérneas interaccionadas con taurina denotan un aumento
en el nimero de trofozoitos adheridos.

16 Discusion

La queratitis por Acanthamoeba es una infeccién ocular de dificil diagndstico y
resolucién que puede ocasionar dafos irreversibles a la vision si no es tratada
oportunamente. Se asocia principalmente al uso de lentes de contacto, higiene
deficiente de los mismos, asi como al contacto con aguas contaminadas con esta

amiba de vida libre.

Ante la invasion corneal por Acanthamoeba o cualquier otro patdgeno que intenta
colonizar la superficie ocular, existen mecanismos de defensa del hospedero,
incluyendo los componentes de la lagrima. Se ha demostrado que la IgA impide la
adherencia del parasito, pero no tiene ningun efecto durante el curso de la

infeccion una vez que se ha iniciado (Alizadeh et al., 2001), de igual manera se ha
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demostrado que la IgA secretora actla eficazmente ante la adherencia y sirve
como quimiotactico para los neutréfilos (Campos-Rodriguez et al.,, 2004), los
cuales en conjunto con los macréfagos pueden migrar a las areas especificas de
infeccion y provocar la lisis de las amibas. No obstante, Acanthamoeba puede
degradar la IgG y la IgA humanas mediante la secrecion de serina proteasas
(Kong et al., 2000).

En nuestro estudio utilizamos una cepa de A. castellanii proveniente de un caso
clinico. Esta especie es una de las mas frecuentemente aisladas en casos de QA
(Siddiqui y Khan, 2012). Para asegurarnos de que las amibas utilizadas en nuestro
estudio estuvieran en 6ptimas condiciones, fue necesario aumentar su virulencia
debido a que éste aislado habia permanecido en cultivo axénico por largo tiempo
(6 meses) (Mazur y Hadas, 1994). La virulencia se incrementd produciendo la
infeccion en raton y posterior aislamiento de las amibas para su cultivo axénico, es
decir, en condiciones similares que cuando se aislaron del caso de QA (Im et al.,
1999; Mazur y Hadas, 1994). El incremento en la virulencia de la cepa recuperada
del ratdon se comprobd debido a que causo la muerte del 60% de los animales de

experimentacion en los primeros 11 dias post inoculacion.

En general, se considera que la lagrima es un elemento protector de la superficie
ocular. Debido a que como ya se mencion0, en lagrima se encuentra una alta
concentracion del aminoacido taurina (0.4 a 5.7 mM) (Chen-Zhuo et al., 2000).
Enfocamos nuestro estudio en analizar la influencia que la taurina puede ejercer
en el proceso de infeccion durante la QA en el modelo de hamster dorado de Siria
(Mesocricetus auratus). Estudios previos han descrito los eventos morfologicos
tempranos de la invasion de las amibas en la superficie corneal, haciendo
inferencias sobre lo que sucede en la cornea humana durante la invasion por
Acanthamoeba. Hasta el momento se sabe que los trofozoitos son capaces de
adherirse a la cérnea, migrar hacia uniones celulares y penetrar por accion
mecdénica y/o enzimética entre células del tejido corneal, fagocitando células
desprendidas y desarrollando eventualmente bocas fagociticas (Gonzalez-Robles
et al., 2006; Omafa Molina et. al., 2010; Omafia Molina et al., 2013). Sin embargo,
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no se ha analizado el papel que la lagrima o alguno de sus componentes, como lo

es el aminoacido taurina pudieran tener en el proceso de invasion.

Se ha reportado la presencia de 23 aminoacidos en la lagrima humana, siendo la
taurina el aminoacido libre mas abundante (Chen-Zhuo et al., 2000). La falta o
disminucion de éste, tanto a nivel ocular como sistémico se asocia con patologias
como degeneracion de células fotorreceptoras en la retina (Schmidt et al., 1976),
enfermedad de Alzheimer, accidente cerebrovascular (Prentice et al., 2015), entre
otras. De igual manera se ha comprobado que la taurina posee propiedades
citoprotectoras, como antioxidante, osmoregulador y neurotransmisor (Bucolo et
al., 2018), sin embargo, no se habia estudiado su efecto sobre la superficie ocular,
principalmente en su papel como agente protector ante la invasion de parasitos
como las amibas del género Acanthamoeba, causantes de queratitis amibiana. En
el afio 2008 Furnkranz et al. realizaron estudios con N- Clorotaurina; derivado de
la taurina, demostrando su efectividad amebicida, aunque, la forma quimica de la
taurina difiere de la utilizada en dicho estudio.

En este trabajo se llevaron a cabo interacciones con trofozoitos de A. castellanii y
taurina sobre corneas de hamster dorado de Siria, con la finalidad de determinar el
efecto de este aminoacido ante la invasion amibiana sobre la cornea. Se tomaron
en cuenta dos tiempos de interaccion de 3 y 6 horas con tres grupos
experimentales con resultados muy similares, lo que indica que el proceso de
invasion no varia en el lapso de tiempo evaluado, ya que se observd mediante
microscopia electronica de barrido tanto a 3 como a 6 horas, que las amibas que
interactuaron con la taurina, invadieron la cornea; se ubicaron no solo entre o
sobre las uniones celulares del epitelio corneal, sino que se adhirieron en la
superficie de las células del epitelio. Cuando penetraron, formaron elevaciones
bajo las capas mas superficiales de la cérnea. Cabe destacar que se observé un
mayor numero de amibas adheridas al epitelio corneal en los grupos
interaccionados con taurina en comparacioén con los grupos control en todos los
tiempos experimentales (Grafica 1), a pesar de que las diferencias no fueron

estadisticamente significativas, se observé una tendencia de incremento de la
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adherencia, principalmente en el grupo E, es decir, al interaccionar trofozoitos de
A. castellanii sobre la cornea y 15 minutos después agregar taurina.

En todos los grupos estudiados se observaron amibas destruyendo las capas
superficiales del epitelio corneal por efecto mecanico y/o enzimético, asi como a
través de la fagocitosis de las células descamadas. Estos resultados concuerdan
con los descritos en estudios previos sobre los mecanismos de patogenicidad de
A. castellanii (Gonzélez-Robles et al., 2006; Omafia-Molina et al., 2010). Sin
embargo, es importante destacar que en ensayos donde los trofozoitos se
incubaron previamente con la taurina, se observaron amibas ocasionando dafio en
zonas alejadas de las uniones celulares, lo que representa un comportamiento
inusual en estos protozoos. Este mecanismo de dafio se observd principalmente
en los grupos D y E. En estos trofozoitos frecuentemente se observo la formacion
de amebostomas, lo que sugiere que la taurina podria estar estimulando a los
trofozoitos para fagocitar y consecuentemente, exacerbando los procesos de
invasion y destruccion del epitelio corneal.

En resumen, las principales diferencias encontradas en los grupos experimentales
(C, D y E), con respecto del control fueron: un mayor numero de trofozoitos
adheridos al epitelio corneal, zonas mas extensas de dafio con células epiteliales
desprendidas y un mayor numero de trofozoitos penetrando por debajo de las
capas mas superficiales del epitelio. También se observaron signos de fagocitosis
en algunas zonas alejadas de las uniones celulares, asi como trofozoitos

desarrollando amebostomas lo que sugiere una alta actividad fagocitica.

17 Conclusiones

Nuestras observaciones mostraron que la taurina per se, no provoca cambios
morfolégicos sobre la superficie corneal ni sobre los trofozoitos de la cepa en
estudio. Asi mismo tampoco inhibe o impide la adherencia de los trofozoitos pre
incubados con este aminoacido y tampoco favorece el desprendimiento de

aquellos trofozoitos adheridos previamente.
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En este estudio, se observd que la invasidbn de trofozoitos en las coérneas
interaccionadas con taurina fue mayor en comparacion con las corneas control. Se
observé una tendencia de incremento de la adherencia, un efecto citopatico mayor
al que usualmente provocan estas amibas en la cornea, ya que no fue necesario
gue los trofozoitos migraran a los espacios intercelulares y para iniciar la invasion
y destruccion del tejido corneal, como usualmente se ha observado y descrito en
trabajos anteriores; las amibas fueron capaces de inducir un efecto citopatico en
cualquier zona del epitelio corneal, asi mismo se observdé un aumento de la
fagocitosis y emisiobn de amebostomas, sin que previamente las amibas indujeran
el desprendimiento de las células blanco, lo que sugiere que la taurina en
concentraciones fisiolégicas y sin la presencia de otros componentes de la
lagrima, favorece la adhesion y los mecanismos de patogenicidad de las amibas
sobre la superficie corneal, contrario a la idea del papel citoprotector de la taurina.

18 Perspectivas

Analizar el papel que pudieran tener otros componentes de la lagrima ya sea,
protegiendo la superficie ocular o favoreciendo los mecanismos de patogenicidad

de A. castellanii.
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