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RESUMEN

|
Acanthamoeba castellanii es un patdégeno
oportunista causante de infecciones como

queratitis amebiana, encefalitis granulomatosa
amebiana crénica e infecciones en la piel. En la
actualidad, la acantamoebiosis es un problema
en cuyo fratamiento se utilizan fdrmacos poco
selectivos y toxicos. La capacidad de adherencia
de A. castellanii a tejidos de las células del
hospedero es esencial para el desarrollo de
la infeccidn. En este trabajo se analizan las
proteinas antigénicas y su papel en la adhesiéon
del pardsito a las células. Los resultados muestran
mayoritariamente ocho proteinas antigénicas
de Mr <180, 174, 124, 113, 84, 49, 43 y 40kDa,
localizadas en la superficie del frofozoito.
Ademds, los resultados de la interacciéon pardsito-
huésped aplicando los anticuerpos policlonales
indican una disminucién de la adhesion (90%) de
los trofozoitos a la célula huésped. Para conocer
el mecanismo de infeccidn, es necesario elucidar
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la participacién de cada una de las moléculas
antigénicas en el proceso de adhesién.

ABSTRACT I

Acanthamoeba castellanii is an opportunistic
pathogen agent causing infections such as
keratitis, encephalitis and skin infections. Actually,
the acantamoebiosis is a health problem, with
unselective and toxic drugs. The adhesion ability of
A.castellanii by tissues of the host cell is essential to
the development of infection. This study analyzes
the antigenic proteins and their role in adherence
of the parasite to the host cells. The results show
eight antigenic proteins of Mr< 180, 174, 124, 113,
84, 49, 43 and 40 kDa, localized in the tfrophozoite
surface. Furthermore the parasite-host interaction
assays using polyclonal antibodies, indicating a
decrease in adhesion (90%) of the trophozoite to
the host cell. However, it is necesary to elucidate
the involvement of each of the anfigenic
molecules in the adhesion process, to understand
the mechanism of infection.

INTRODUCCION

|
Acanthamoeba castellanii es un patdégeno
oportunista de humanos. En los individuos

inmunocompetentes provoca graves infecciones
que comprometen érganos como el ojo, el
cerebro e infecciones en la piel (Siddiquiy Khan,
2012). La tasa de mortalidad es de 95% en la
encefalitis granulomatosa. Los lentes de contacto
son considerados el principal factor de riesgo
para adquirir la infeccidén (Marciano-Cabral vy
Cabral, 2003).
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La adhesion del patdégeno a las células hos-
pederas es un paso critico en la patogénesis de
la infeccién. El proceso de adhesion depende
fundamentalmente de la complementariedad
de las moléculas de superficie del pardsito con
el huésped. La mayoria de los patdgenos (proto-
zoarios, hongos, bacterias y virus) expresan facto-
res de superficie que median la unién a los tejidos
hospederos y a proteinas de la matriz extracelu-
lar (Kerr, 1999). En A. castellanii se han caracte-
rizado proteinas relacionadas con la adhesiéon y
virulencia, como la proteina de unién a manosa
de 130 kDa expresada en la superficie y la identi-
ficacion de proteinas citopdticas amebianas con
actividad proteolitica (Garate et al., 2005; Hadas
y Mazur, 1993). AUn se desconocen los mecanis-
mos implicados en la patogenicidad de la acan-
tamoebiosis, la cual constituye un problema de
salud en el que se aplican farmacos poco selec-
tivos y toéxicos.

En el presente trabagjo se identifican en A.
castellanii a las proteinas con mayor capacidad
antigénica. Se postula que estas proteinas estdn
involucradas en la fisiopatologia del pardsito vy
pueden ser blancos terapéuticos que pueden in-
hibir la adherencia. En ese sentido, serdn Utiles en
el desarrollo de farmacos especificos y alternativa-
mente pueden ser Utiles en la deteccidn tempra-
na de la infeccién.

MATERIALES Y METODOS I

Microorganismo y cultivo celular

Los frofozoitos A. castellanii fueron aislados de un
paciente humano con queratitis por el doctor
Simon Kilvington (Public Health Laboratory, Bath,
England); la cepa que se trabaja en este estudio
fue donada por la doctora Mineko Shibayama del
Departamento de Patogénesis e Infectémica del
CINVESTAV. Los trofozoitos fueron cultivados en
medio de Chang (Chang, 1971) suplementado
con 10% de suero fetal bovino (SFB) y se incubaron
a 30°C por 32 h.

Los cultivos de fibroblastos L929 (ATCC CCL-1)
se efectuaron en medio D-MEM con 10% de SFB.
Se incubaron a 37 °C y 5% de COq, hasta obtener
una monocapa con un 70-80% de confluencia.

Anticuerpos policlonales
Se prepard el antigeno adicionando a los trofozoi-
tos SDS al 2% y adyuvante completo para la pri-

mera inmunizacion, las siguientes inmunizaciones
se efectuaron utilizando adyuvante incompleto
de Freund (Sigma). Antes de las inmunizaciones
se colectd el suero preinmune y posteriormente, el
antigeno se administré a conejos Nueva Zelanda
via inframuscular, siguiendo los métodos cldsicos
para la generacién de anticuerpos (Coons et al.,
1955), los cuales fueron titulados por ensayo de ELI-
SA (Dynatech 5000) a 450nm (Leher et al., 1998).

Inmunofluorescencia

La inmunofluorescencia se efectud después del
fijado de los trofozoitos (Noriega et al., 2011), se
expusieron a los anticuerpos policlonales (dilucion
1:200) y después del segundo anticuerpo cabra
anti-conejo-FITC (dilucion 1:2000), las preparacio-
nes se montaron en Vectashield Mounting Me-
dium with DAPI y se observaron a 450-490nm en
un microscopio de epifluorescencia (Leica DMLS).

Western blot

La identificacion de proteinas antigénicas de A.
castellanii por los anticuerpos policlonales se de-
termind por Western blot (Towbin et al., 1979). Las
proteinas de los trofozoitos se fraccionaron por
electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS all
10%. Después, las proteinas se transfiieron a mem-
branas de nitrocelulosa y se expusieron a los anti-
cuerpos anti Acanthamoeba (1:2000), y a un an-
ticuerpo secundario unido a peroxidasa (1:2000)
durante 1h. Las bandas reactivas se revelaron co-
lorimétricamente utilizando diaminobenzidina.

Ensayos de inhibicién de la adhesién
huésped-pardasito

Se cultivaron células de fibroblastos (ATCC L929)
a una confluencia del 80%. Por ofro lado, se incu-
baron 2x10° trofozoitos con 50ul de anticuerpos
policlonales durante una hora. Después, se adi-
cionaron a la monocapa de fibroblastos y se in-
cubaron durante 15, 30 y 60 min a 37°C/ 5% COa.
Los frofozoitos no unidos se contaron en una cd-
mara de Neubauer y el porcentaje de trofozoitos
no adheridos se calculd con la ecuacioén: (trofo-
zoitos no adheridos)/(trofozoitos totales) X 100. El
porcentaje de trofozoitos adheridos se calculd
restando 100 - (el porcentaje de trofozoitos no
adheridos).

Andlisis estadistico

Los resultados se analizaron aplicando una t- stu-
dent y los valores representan el promedio + SD,
n=3. *p<0.05.
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RESULTADOS I

Distribucién e identificacién de los antigenos de
A. castellanii

Se evalud la reactividad de los anticuerpos poli-
clonales anti- A. castellanii mediante ensayo de
ELISA (Figura 1). Los resultados muestran que los
anticuerpos presentan titulos de 1:1250 a 1:2500.
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Figura 1. Titulacién de los anticuerpos policlonales
anti- A. castellanii. A. Cuantificacién de los antigenos por
ensayo ELISA. B. Placa tipo ELISA donde se observa
colorimétricamente la reactividad antigeno—anticuerpo de
las diferentes diluciones.

Se determind la distribucién de los antigenos
de A. castellanii por inmunofluorescencia (Figura
2). Los resultados muestran la fluorescencia en la
regiéon cortical de la membrana, e indican que las
proteinas antigénicas se localizan en la superficie
de los trofozoitos sin permeabilizar (Sl) y permeabili-
zados (Perm-Sl). Ensayos similares que utilizan suero
preinmune, tanto en preparaciones sin permeabi-
lizar (SPI), como en permeabilizadas (Perm-SPI), no
presentan fluorescencia.

Los resultados del andlisis electroforético (Figu-
ra 3A) muestran los diferentes perfiles de proteinas
en los trofozoitos (carril HT) y en la fraccidén mixta
de membranas (carril FMM). Los ensayos tipo Wes-
tern blot (Figura 3C) indican que los anficuerpos
reconocen en el HT proteinas con movilidad rela-
tiva (Mr) de: 210, 180, 174, 124, 113, 84, 78, 70, 49,
43, 40, 28 kDa como proteinas de mayor antige-
nicidad. Un patrén similar muestran las FMM con
proteinas adicionales de Mr de: 180, 174, 124, 113,
84, 49, 43 y 40 kDa. Los ensayos con el suero prein-
mune (Figura 3D) no detectan ninguna proteina.

Inhibicion de la adhesion del pardsito a células
epiteliales por los anticuerpos anti- A. castellanii
Para determinar el efecto de los anticuerpos
policlonales sobre la inhibicién de la adhesion de
los trofozoitos de A. castellanii alos fioroblastos, se
utilizaron ensayos de interaccion A. castellanii —
filoroblastos (Figura 4). Los resultados indican que
los trofozoitos tratados con los anticuerpos (Sl)
inhiben en un 90% la adhesién a los fibroblastos.
Ensayos similares con suero preinmune (Sl) y sélo
trofozoitos (TROF) fueron utilizados como control.
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Figura 2. Localizacién de los antigenos anti- Acanthamoeba
castellanii. Trofozoitos expuestos a sondas fluorescentes
para determinar la distribucién de los antigenos
reconocidos por los anticuerpos anti- A. castellanii, en
preparaciones sin permeabilizar (SI) y permeabilizadas
(Perm-SI). Como control se utilizé suero pre inmune (SPI
y Perm-SPI). El nlcleo de los trofozoitos se tind con DAPI
y se muestran los trofozoitos en campo claro.

DISCUSION I
A. castellanii es una amiba de vida libre que pro-
duce infecciones como queratitis amebiana,
encefalitis granulomatosa amebiana e infeccio-
nes en la piel. Con el aumento de personas in-
munocomprometidas y enfermedades crénicas
es razonable predecir el aumento de infecciones
causadas por este microorganismo (Visvesvara et
al., 2007). En la actualidad, no se cuenta con un
método de diagndstico efectivo para identificar
estas infecciones y es necesario investigar y com-
prender los mecanismos moleculares bdsicos de
las interacciones huésped-pardsito.
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Figura 3. Identificacién de los antigenos mayoritarios de A. castellanii. A. M) Marcadores de peso molecular, HT) Perfiles
proteicos de homogenado total y FMM) Fraccién mixta de membranas de trofozoitos de A. castellanii tenido con azul de
Coomassie. B. M) Marcadores de peso molecular, HT) Perfiles proteicos de homogenado total y FMM) Fraccién mixta
de membranas de trofozoitos de A. castellanii electrotransferidas a membrana de nitrocelulosa tenida con rojo de Ponceau.
C. HT) Antigenos mayoritarios de homogenado total y FMM) Fraccién mixta de membranas, reveladas con diaminobenzidina.
D. HT) Perfil proteico de homogenado total incubado con suero preinmune (control).
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Figura 4. Efecto de los anticuerpos anti- A. castellanii
sobre la adherencia de los trofozoitos. Los trofozoitos
fueron tratados con suero preinmune (TROF-SPI) y suero
inmune anti~ A. castellanii (TROF-SI), después se realizd
la interaccién con los fibroblastos (15, 30 y 60min). Los
valores representan el promedio = SD, n=3. *p<0.05.
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Con el propdsito de contar con una herro-
mienta para estudiar la patogénesis de la infec-
cién por A. castellanii, se generaron anticuerpos
policlonales anti- A. castellanii y se identificaron
los antigenos que podrian estar implicados en el
desarrollo de la infeccidn. Los resultados muestran
que los anticuerpos reconocen proteinas en la
superficie de los trofozoitos de A. castellanii, esto

sugiere que dichas proteinas pueden estar invo-
lucradas en la adhesion del pardsito al huésped
(Hauck, 2002 Kerr; 1999).

En una fraccién mixta de membranas (FMM),
los anticuerpos anti- A. castellanii revelan protei-
nas con movilidad relativa (Mr) 2180, 174, 124, 113,
84, 49, 43 y 40kDaq, lo que indica que estas protei-
nas antigénicas son de superficie celular. Existen
reportes de la caracterizacion de una proteina de
unién a manosa (MBP) (130kDa), reportada como
una posible adhesina (Garate et al., 2005). Sin em-
bargo, se ha propuesto otra proteina de adhesion
distinta a la MBP (Kennett et al., 1999). Ademds,
se han descrito dos proteinas de unidén a laminina
(40 'y 55kDa), las cuales fueron identificadas por su
afinidad a las proteinas que conforman la matriz
extracelular del huésped (Rocha-Azevedo et al.,
2009). No obstante, desconocemos si las proteinas
antigénicas mayoritarias son receptoras de union
a manosa o laminina, pero es posible que exis-
tan ofras moléculas de la superficie celular de A.
castellanii que participen en la patogénesis de la
infeccidn, por lo que no se descarta que las pro-
teinas antigénicas identificadas en este proyecto
sean parte del repertorio de proteinas ya descritas
y nuevas proteinas que también podrian partici-
par en la fisiopatologia.



INVESTIGACION

YCIENCIA

DE LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE AGUASCALIENTES

NUmero 58, (21-25) Mayo-Agosto 2013

Finalmente, exploramos la fisiologia de los
anticuerpos anti- A. castellanii para conocer si
estas proteinas antigénicas estdn implicadas
en la patogénesis de la infeccion. Para ello se
desarrollaron ensayos de inhibicion de la adhesion
de los trofozoitos previamente expuestos a los
anticuerpos en interaccion con los fibroblastos.
Los resultados indican 90% de inhibicién de la
adhesion. Ensayos reportados en la amiba de
vida libre Balamunthia mandrillaris donde se
exponen con sueros de individuos sanos, sélo
se obtuvo un 50% de inhibicidon de la adhesién
(Matin et al., 2007), incluso cuando se prueba un
anticuerpo monoclonal de la proteina de unidn
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