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RESUMEN

Naegleria fowleri causa una enfermedad fatal conocida como meningoencefalitis amibiana
primaria (MAP), la cual se caracteriza por producir una inflamacién aguda en el sistema
nervioso central (SNC), originada por el paso libre de células de la circulacion sanguinea
debido a la alteracion de la barrera hematoencefalica (BHE). En este trabajo, establecimos
la MAP en el modelo de la rata, asi como un cultivo primario de células endoteliales de la
microvasculatura cerebral de la rata (RBMEC), con el objetivo de evaluar las alteraciones
en las proteinas de las uniones estrechas (UE) y la activacion de las células endoteliales por
la presencia de los trofozoitos de N. fowleri, de manera similar a lo que ocurre en la BHE.
Se encontré que la rata es capaz de desarrollar la MAP, de manera similar a lo reportado en
el modelo del ratén y en el humano. También se evalud el efecto citopético producido por
los trofozoitos de N. fowleri y sus productos de secrecion sobre el cultivo primario. Dicho
efecto fue bloqueado con el uso de inhibidores de cisteina proteasas. N. fowleri es capaz de
disminuir la resistencia eléctrica transendotelial (RET) a través de la desestabilizacién de
las uniones estrechas endoteliales y de sus componentes como claudina-5, ocludina y ZO-1,
de una manera dependiente del tiempo. Ademds, las amibas inducen la expresion de
VCAM-1 e ICAM-1, la produccién de las citocinas proinflamatorias IL-8, IL-18, TNF-a e
IL-6, asi como la produccién de 6xido nitrico (ON) en las células endoteliales. Con todos
estos resultados podemos concluir que N. fowleri es capaz de alterar a la BHE del huésped,
a través del dafio a las uniones intercelulares, propiciando la produccién de mediadores

inflamatorios que podrian facilitar la llegada de células inflamatorias al SNC.



ABSTRACT

Naegleria fowleri causes a fatal disease known as primary amoebic
meningoencephalitis (PAM), characterized by an acute inflammation originated by
the free pass of peripheral blood cells to the central nervous system (CNS) through
the alteration of the blood-brain barrier (BBB). In the present work, we established
PAM in the rat model and a primary culture of BBB from rat brain microvascular
endothelial cells (RBMEC), with the aim to evaluate alterations of the tight junction
proteins and the activation of the endothelial cells by N. fowleri trophozoites in a
similar way to that occurs in the BBB. We found that the rat develops PAM infection
similar to the mouse model and also in human beings. We also evaluated the
cytopathic effect produced by the trophozoites and the secreted products over the
RBMEC, which was blocked with cysteine proteases inhibitors. N. fowleri can
decrease the transendothelial electrical resistance (TEER) by triggering the
destabilization of the endothelial tight junction proteins, claudin-5, occludin and ZO-
1, in a time dependent manner. Furthermore, the expression of VCAM-1 and ICAM-
1, the production of IL-8, IL-1B, TNF-a and IL-6, as well as nitric oxide (NO) were
induced by N. fowleri. With all these results we can conclude that N. fowleri damages
the BBB by disrupting the intercellular junctions and inducing the production of

inflammatory mediators allowing the arrival of inflammatory cells to the CNS.



1. INTRODUCCION
1.1. Amibas de vida libre

Las amibas de vida libre son microorganismos eucariotas distribuidos ampliamente
en todo el mundo. Se caracterizan por ser organismos anfizoicos, es decir, que tienen
la capacidad de vivir en dos ambientes diferentes. Entre estas amibas se encuentran
los géneros de mayor relevancia médica: Naegleria spp., Balamuthia mandrillaris.,
Acanthamoeba spp. y Sappinia diploidea (Visvesvara et al., 2007). El mas abundante
en la naturaleza es el género Acanthamoeba, ya que posee la capacidad de resistir
condiciones ambientales extremas lograndose encontrar en agua salada, destilada, en

aguas residuales, en el suelo y en ambientes hospitalarios (Trabelsi et al., 2012).
1.2. Naegleria spp.

El género Naegleria posee una amplia distribucién en la naturaleza (cosmopolita),
pudiéndose encontrar en el suelo y cuerpos de agua dulce, naturales o artificiales.
Este organismo se caracteriza por transformarse de su forma amibiana a flagelado,
ademds de presentar una fase de quiste en su ciclo de vida (Kyle & Noblet, 1985;
Rodriguez-Zaragoza, 1994; De Jonckheere, 2011). Crece normalmente en climas
tropicales o subtropicales a temperaturas cercanas a los 37°C y ha sido aislado de
muestras obtenidas de lagos, suelo, albercas mal cloradas, suministros de agua
doméstica y aguas residuales (Rodriguez-Zaragoza, 1994). Asi mismo, Naegleria
spp. ha sido aislada de animales, tales como reptiles, anfibios y también del intestino
de peces (Dykova et al., 2001). El lavado de los suelos por la lluvia lleva a las amibas
a los cuerpos de agua, donde Kyle y Noblet (1985) observaron que existia una
relacion directamente proporcional entre el nimero de amibas en las capas de agua en
donde se encontraban grandes cantidades de cianobacterias y otras eubacterias, por lo
que se sugirié que pueden servirles como fuente de alimento. Por otro lado, se han
aislado un mayor nimero de amibas en estratos con altos indices de hierro exégeno y
manganeso. Asi mismo, la amiba patégena N. fowleri es capaz de crecer en ambientes
con un amplio rango de pH (4.6-9.5), de tal modo que el pH no parece ser un factor

limitante para su distribucién (Carter, 1970; Duma, 1980; Kyle & Noblet, 1985). En



cuanto a los intervalos de temperatura, se han aislado amibas patégenas de agua dulce
a 10°C y del suelo a 8°C. Sin embargo, la mayoria de las cepas de N. fowleri han sido
aisladas de aguas con temperaturas elevadas. Se ha observado que la temperatura es
un factor que favorece el aumento poblacional de N. fowleri, también se sabe que
estos protozoarios son capaces de tolerar temperaturas de hasta 45°C, a diferencia de
otros microorganismos de vida libre. Por otra parte, se tiene la hipdtesis de que la
alteracion del ambiente por accién del humano (contaminacién, cambio climdtico y
cloracién del agua) impacta negativamente sobre la fauna microbiana termosensible
normal de los cuerpos de agua, eliminando asi la competencia y favoreciendo la
colonizaciéon de N. fowleri. En un estudio donde se monitoreo el nimero de
trofozoitos de Naegleria spp. en el norte de México, se observé mediante el método
del nimero més probable (NMP), que el nimero de amibas aumenta en los meses
maés cdlidos del afio (agosto-octubre), siendo la maxima concentracién de 201 amibas
NMP/L y la minima de 18 NMP/L (Lares-Villa & Hernandez-Pefia, 2010). La
cantidad de trofozoitos en los cuerpos de agua se correlacioné directamente con el

riesgo para adquirir la infeccién (Cabanes et al., 2001).

1.3. Ciclo de vida y morfologia

Durante su ciclo de vida, el género Naegleria puede presentar tres estadios fisioldgica
y morfolégicamente diferentes: trofozoito, flagelado y quiste (Figura 1). El trofozoito
es la forma vegetativa; en esta etapa del ciclo de vida se lleva a cabo sus funciones

metabdlicas, y es capaz de dividirse.

Figura 1.

nucleo (n), uroide (u); b) flagelado (10-16 um), se observan dos flagelos (flechas). c)
quiste (8-12 um), se observa la pared celular (cabeza de flecha). (Visvesvara et al.,
2007).



La divisién de los trofozoitos de N. fowleri es del tipo pro-mitética, donde la
membrana nuclear y el nucléolo permanecen intactos durante la cariocinesis (Fulton
& Dingle, 1971; Fritz-Laylin et al., 2011). A nivel ultraestructural, los trofozoitos de
Naegleria presentan caracteristicas similares a las células eucariontes, contienen un
gran nimero de ribosomas libres asociados al reticulo endopldsmico, aunque también
presentan reticulo endoplasmico liso. Solo en algunas cepas de N. fowleri se ha
encontrado una estructura similar al aparato de Golgi. Contienen numerosas
mitocondrias alargadas, asi como vacuolas contrictiles, que le permite regular
cambios osmdticos para evitar el estallamiento celular; ademds posee un ntcleo
prominente con un nucléolo conspicuo (Marciano-Cabral, 1988). Cuando en los
cuerpos de agua se agotan los nutrientes o las condiciones de pH no son los éptimos
para el desarrollo de N. fowleri, 1a fase de trofozoito presenta cambios morfolégicos y
funcionales, dando lugar al flagelado (10-16 pm). La diferenciaciéon a esta fase
consiste en el cambio de su forma, asi como en la sintesis de su aparato flagelar
(Marciano-Cabral, 1988). Este estadio puede inducirse en el laboratorio, incubando a
los trofozoitos en una solucién salina isoténica o en agua destilada (Behets et al.,
2003; Martinez-Castillo et al., 2016). La fase de flagelado le permite desplazarse
rdpidamente hasta alcanzar nuevos ambientes, en donde las condiciones sean
favorables para su desarrollo. La forma flagelada de N. fowleri no es capaz de
dividirse o alimentarse. Por otra parte, se ha observado que los trofozoitos de N.
fowleri mantenidos por largos periodos de tiempo en cultivos axénicos pierden la
capacidad de flagelarse, y esta propiedad no puede recuperarse por ningin método
conocido (John et al., 1991). La fase de resistencia o quiste (8-12 um) se puede
inducir cuando las condiciones ambientales son adversas, como la desecacion,
ausencia de nutrientes, acumulacién de productos de desecho, ausencia de oxigeno,
cambios de pH, alta salinidad e incluso por sobrepoblacién (Chang, 1958; Schuster &
Svihla, 1968). El proceso de enquistamiento de Naegleria spp. comienza con la
expulsion de agua, la reorganizacion de su citoplasma y la sintesis de una doble pared
celular compuesta principalmente por celulosa. Durante la primera etapa de
enquistamiento (pre-quiste), la morfologia del trofozoito cambia de una forma

irregular a una globular, observdndose reticulo endopldsmico rugoso (RER) y



vesiculas llenas de material fibrilar, las cuales se asocian a la membrana plasmdtica y

al RER.

Naegleria fowleri

(5

Las amibas penetran la

mucosa nasal Y migran a cerebro

por nervios olfatorios.
ausan: meningoencefalitis
biana primaria en sujetos
sanos

A

la entrada de agua y las formas flageladas ocasio-
por la nariz nalmente en LCR

A\ - Forma infectante
A\ -Forma diagnéstica|

Trofozoito

ESEC, s
o hitp:fiwww.dpd.cde.govidpdx

Forma flagelada

Figura 2. Ciclo de vida de Naegleria spp (CDC, 2013).

Después de 8 dias los quistes aparecen en el cultivo con su pared quistica completa,
observandose los ostiolos ya formados (2-3 ostiolos), ademds de un nicleo con un
nucléolo muy visible, asi como un citoplasma granular (Chavez-Munguia et al.,
2009). El quiste vuelve a su forma vegetativa hasta que las condiciones del ambiente
favorecen el desenquistamiento. Se ha observado experimentalmente que tanto los
trofozoitos como los quistes pueden ser las fases infectivas en la MAP (Martinez et
al., 1973a); por otro lado se ha reportado a nivel experimental, que la inoculacién del
flagelado es capaz de infectar ratones y provocar la muerte de los animales (Das,
1972). Sin embargo, probablemente el flagelado y el quiste se transforman en

trofozoitos antes de penetrar en los tejidos del hospedero (Figura 2). Ademads sélo se



ha encontrado la fase tréfica en las piezas post-mortem de cerebro humano (Martinez

& Visvesvara, 1991).
1.4. Taxonomia

La primera clasificacién de las especies de Naegleria se basé en las caracteristicas
morfoldgicas del quiste, su tolerancia a la temperatura, patrones enzimaticos y a la
patogenicidad mostrada en el modelo del raton (Willaert et al., 1973; Stevens et al.,
1980). Sin embargo, este sistema de clasificacion era sumamente subjetivo, ya que se
ha demostrado que tales caracteristicas varian dependiendo de las condiciones y el
tiempo que las cepas se mantienen en los cultivos axénicos. Con el objetivo de
realizar una reclasificacion de las especies de este género, De Jonckheere (2004)
analiz6 la secuencia de los espaciadores de transcripcién internos 1 y 2 (ITS1 y
ITS2), asi como la secuencia de la subunidad 5.8S del ADN ribosomal (rADN). Los
resultados de este trabajo mostraron, que es posible definir especies diferentes dentro
del género Naegleria, basdndose en la secuencia y tamafio de los diferentes
fragmentos de la subunidad pequefia del rADN (SSU rADN). Apoyado en este nuevo
sistema de clasificacion, se propuso la existencia de 36 especies de Naegleria, de las
cuales solo N. fowleri es patégena para el humano. Otras especies como N.
australiensis, N. italica y N. philippiniensis son patégenas solamente al ser utilizadas
en modelos animales (De Jonckheere, 2004). En la actualidad la clasificacién se basa
en marcadores moleculares y diversas caracteristicas taxondmicas, que ubican a este

protozoario dentro del filo Percolozoa (De Jonckheere, 2011).
1.5. Epidemiologia

La amiba N. fowleri ha llamado la atencién a nivel mundial, ya que es una afeccién
del SNC con una ripida evolucién y mortalidad. A nivel mundial existen reportes
desde 235 a 300 casos de MAP (De Jonckheere, 2011; Trabelsi et al., 2012),
resultando casi siempre fatal, con solo 16 casos de recuperacion hasta el afio 2017
(Martinez-Castillo et al., 2016; Heggie & Kupper, 2017). Afecta principalmente a
menores de edad con historia previa de natacién, por lo que esta patologia es un serio

problema de salud publica (Sood et al., 2014). El primer caso de MAP fue reportado



en 1965 en Australia, donde se reportd que un paciente murié a causa de una
meningitis pidgena de etiologia desconocida (Fowler & Carter, 1965).
Posteriormente, se reportaron tres casos mas con historias clinicas similares, donde
histolégicamente en piezas de cerebro post-mortem, se describian formas ameboides
distintas a Entamoeba histolytica, pero similares a las AVL (Fowler & Carter, 1965).
Aunque el agente etiologico no fue identificado en las autopsias, la comunidad
cientifica consideré que el agente etioldgico fue N. fowleri (Carter, 1970; Carter et
al., 1981; Marciano-Cabral, 1988). Posterior a estos reportes, en Europa han sido
documentados 24 casos de MAP relacionados con actividades acudticas en aguas
termales y contaminadas con desechos industriales (Cerva & Novak, 1968). En
Australia se han reportado 19 pacientes con MAP, de los cuales 14 se infectaron por
el uso de los suministros de agua publicos, por nadar en piscinas o por enjuagarse la
nariz con soluciones contaminadas con este microorganismo (Dorsch et al., 1983). En
Asia se han reportado 39 casos de MAP, donde 12 de los casos ocurrieron en
Tailandia, 2 en Japén y 1 en China. De manera relevante, en estos tres paises, la
infeccion también se relacioné con individuos que realizaban actividades acuaticas,
asi como nado en aguas termales (De Jonckheere, 1991; Wang et al., 1993;
Wiwanitkit, 2004). En afios recientes se reportaron 13 casos de meningoencefalitis en
Pakistan en un periodo de 17 meses, probablemente provocado por el uso de agua mal
clorada en rituales de ablucidn. Este ritual consiste en lavarse las manos, la boca, la
nariz, oidos, cara, brazos y pies. Cuando los lavados de nariz son realizados los
practicantes, fuerzan el paso de agua a través de las fosas nasales, teniendo beneficios
para la salud si el agua es limpia; sin embargo, si N. fowleri esta presente en el agua
usada para este ritual de ablucién la amiba puede acceder a la mucosa nasal y asi
alcanzar el SNC y causar la MAP en el individuo (Shakoor et al., 2011; Siddiqui &
Khan, 2014). Otro de los factores de riesgo en estas comunidades de la India, es la
realizacion de actividades acudticas en rios que son frecuentemente usados para
realizar necesidades fisioldgicas como la defecacion. Desafortu-nadamente la falta de
infraestructura de salud y de informacion, acerca de estos patégenos que involucran
patologias que afectan al SNC, estd muy reducida en estas comunidades, lo que

podria provocar el aumento de los casos provocados por N. fowleri (Siddiqui & Khan,



2014). En los Estados Unidos se han reportado alrededor de 111 casos, desde el afio
2008 (Yoder et al., 2010; Trabelsi et al., 2012); asi como aproximadamente 35 casos
en la republica Mexicana (Valenzuela et al., 1984; Lopez-Corella et al., 1989; Lares-
Villa et al., 1993; Lares-Villa, 2001; Lares-Villa & Hernandez-Pena, 2010) (Figura
3). En este caso, se repite el patrén de aguas cdlidas con contaminaciéon provocada
por la industria o provenientes de fuentes termales. En Sudamérica se han reportado 7
casos en Venezuela (Caruzo & Cardozo, 2008) y 5 en Brasil (Salazar et al., 1986), la

mayoria relacionado con el nado en lagos y en piscinas no cloradas.

Figura 3. Distribucién de los casos de MAP a nivel mundial, acumuldndose la
mayoria de los casos en los Estados Unidos de Norteamérica (De Jonckheere,

2011).

En Cuba (Cubero-Menendez & Cubero-Rego, 2004) y en la isla de Guadalupe sélo se
ha reportado un caso de MAP, siendo en esta ultima donde se relaciona la nataciéon en
piscinas de aguas termales (Nicolas et al., 2010). Desafortunadamente, en la
actualidad no se cuentan con estudios epidemioldgicos exactos, provocando que esta
infeccion sea subvalorada por parte de la comunidad médica, ya que no es imperativo
el uso de pruebas diagnoésticas especificas, cuando se presentan casos de meningitis
en el humano (Marciano-Cabral & Cabral, 2007; De Jonckheere, 2011; Martinez-
Castillo et al., 2016).



1.6. Cuadro clinico

Algunos de los casos clinicos reportados en diferentes instituciones médicas en todo
el mundo frente a un caso de MAP han sido mal diagnosticados, debido a que los
individuos presentaron datos de meningitis que pueden tener una etiologia viral o
bacteriana. Los pacientes acuden por dolor de cabeza intenso y persistente,
principalmente localizado en la zona frontal. Este malestar puede estar acompafiado
de fiebre elevada (38-40°C), distorsiones en la percepciéon del sabor y olor,
somnolencia, confusion, fotosensibilidad, fiebre, vomito en proyectil y rigidez de
cuello (Oddo et al., 2006). En ocasiones pueden presentarse crisis convulsivas y
algunos sintomas de compromiso respiratorio. Todo este cuadro puede llegar incluso
a un estado de coma profundo y en el 90% de los casos a la muerte (Visvesvara et al.,
2007; Visvesvara, 2013; Cope et al., 2016). La muerte puede ocurrir entre el tercero y
el décimo dia después de la aparicion de los primeros sintomas (De Jonckheere,
2011). El periodo de incubacién dura de 3 a 7 dias, los sintomas de la enfermedad
comienzan abruptamente al primer o segundo dia después de la exposicion al agua
contaminada. Dado la dificultad del diagndstico clinico ya que se puede confundir
con la sintomatologia de otro tipo de meningitis de etiologia viral o bacteriana, asi
como por el desconocimiento por parte de la comunidad médica de que existe el
protozoario N. fowleri que puede causar meningitis, actualmente se realizan estudios
en el modelo murino. En este modelo se ha demostrado experimentalmente que las
amibas entran a la cavidad nasal, se adhieren y penetran el neuroepitelio olfatorio y
migran a través de los nervios olfatorios atravesando la placa cribosa y llegando a los
bulbos olfatorios, lo que provoca una infeccién mortal en los humanos (Martinez et
al., 1973a; Jarolim et al., 2000; Rojas-Herndndez et al., 2004; Cervantes-Sandoval et
al., 2008b). Las autopsias de los pacientes de MAP muestran inflamacién del cerebro
con dafo tisular severo a lo largo de la zona de invasion, con ulceracion de la mucosa
nasofaringea y necrosis de los nervios olfatorios. En los tiempos tardios de la
infeccion en el modelo murino, se observa un infiltrado inflamatorio en los bulbos
olfatorios que también tienen caracteristicas muy similares a las observadas en

muestras post-mortem de cerebro humano (Rojas-Herndndez et al., 2004; Cervantes-

Sandoval et al., 2008b).
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1.7. Diagnéstico

Para proporcionar un tratamiento adecuando contra la MAP, es muy importante llevar
a cabo un diagndstico rdpido y oportuno contra, asi como realizar una historio clinica
detallada del paciente (Da Rocha-Azevedo et al., 2009). El diagndstico de la
infeccidon por Naegleria fowleri, puede realizarse mediante el andlisis del liquido
cefalorraquideo (LCR) utilizando microscopia de luz para observar la presencia de
trofozoitos. El color del LCR puede presentarse como gris a amarillento (Visvesvara
et al., 2007). Se ha determinado que en el conteo celular, los eritrocitos alcanzan
cifras de 250 células/mm’ en etapas tempranas de infeccion, pero si la enfermedad
progresa el ndmero de eritrocitos puede aumentar hasta 24, 600 células/mm’
(Visvesvara et al., 2007). Por otro lado, se ha determinado la presencia de leucocitos
predominantemente neutréfilos y que puede variar de 300 células por mm?® hasta 26,
000 células por mm’. La concentracién de proteinas en liquido cefalorraquideo (LCR)
varia de los 100 mg/100 ml hasta los 1000 mg/100 ml y la glucosa es de 10 mg/100
ml o menor (Hannisch & Hallagan, 1997; Visvesvara et al., 2007). Para observar a
los trofozoitos de N. fowleri con mayor detalle, se pueden realizar las tinciones de
Giemsa o Wright (Martinez & Visvesvara, 1991; Visvesvara et al., 2007). Otra
técnica de diagnéstico de laboratorio es la prueba de enflagelacién considerada como
la prueba de oro para su identificacion, ya que se logra realizar la identificacién
diferencial contra otras amibas que afectan al SNC tales como E. histolytica,
Acanthamoeba spp., y Balamuthia mandrillaris (Behets et al., 2003). Esta técnica
consiste en incubar el sedimento del LCR en agua destilada hasta que se observe la
forma flagelada y asi determinar que se trata de N. fowleri (Carter, 1970; Schuster &
Visvesvara, 2004). La técnica més sensible para el diagnéstico de este protozoario es
la PCR, ya que puede detectar hasta una sola amiba en la muestra utilizada
(Sparagano, 1993; Reveiller et al., 2002). Diferentes modalidades de PCR tales como
tiempo real, anidada y multiplex han sido utilizadas en laboratorios de diagndstico
clinico y de investigacion. Para la deteccion de N. fowleri en muestras ambientales, se
ha desarrollado una PCR anidada basada en la deteccion del gen Mp2Cl5, el cual esta
relacionado a la virulencia de amiba (Reveiller et al., 2002; Maclean et al., 2004). Por

otro lado, para mejorar el diagndstico clinico se desarrolld6 una PCR multiplex en
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tiempo real, donde se utilizaron sondas especificas para la subunidad ribosomal 18S,
la cual fue capaz de detectar de manera simultdnea entre N. fowleri, B. mandrillaris y
Acanthamoeba en la misma muestra (Qvarnstrom et al., 2006). Desafortunadamente,
pese al desarrollo de estas técnicas mds sensibles, no pueden ser aplicadas
ampliamente por lo que la mayoria de las confirmaciones de los casos clinicos han
sido realizadas mediante tinciones histologicas (H&E) en biopsias de cerebros post-

mortem (Martinez & Visvesvara, 1991).
1.8. Tratamiento

Se conocen no més de una docena de casos de recuperacion de pacientes infectados
con Naegleria fowleri, donde se ha observado que este microorganismo es sensible al
farmaco antifingico Amfotericina B (AmB) (Schuster & Visvesvara, 2004). Esta
droga aunque no es especifica para tratar la infeccién con N. fowleri, ha resultado ser
efectiva en 16 casos de recuperacion. Cabe resaltar que en estos pacientes, el
diagnéstico y tratamiento fue oportuno (Hannisch & Hallagan, 1997; Jain et al.,
2002; Vargas-Zepeda et al., 2005; Martinez-Castillo et al., 2016; Heggie & Kupper,
2017). En 1969 Rodney Carter observo que la AmB tenia un efecto amebicida contra
N. fowleri, por lo tanto se ha convertido en la droga de eleccion contra la MAP hasta
el momento (Carter, 1969). El mecanismo de accién de la AmB consiste en la
alteracion de las membranas celulares, debido a su gran afinidad por los esteroles,
tanto de hongos como de células eucariontes, provocando la perdida de iones potasio,
asi como de otros contenidos celulares (Brajtburg & Bolard, 1996). Esta droga se
administra por via intravenosa (IV) o intratecal (IT), y en combinacién con otros
antibidticos como sulfadiazina, rifampicina, azitromicina y otros antifingicos, tales
como ketoconazol, ordinazol y fluconazol (Duma et al., 1971; Jain et al., 2002;
Schuster & Visvesvara, 2004; Heggie & Kupper, 2017). Cabe resaltar que no existe
un farmaco especifico para tratar la infeccién de N. fowleri, por lo tanto el desarrollo
de nuevas drogas como el corifungin ha mostrado efectos amebicidas y de proteccion
en el modelo del raton, sin presentar los efectos secundarios que presenta la AmB
(Debnath et al., 2012). Como se ha mencionado previamente el tratamiento rapido y

oportuno siembre deberd de estar acompafiado de una historia clinica detallada del
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paciente, para que la efectividad del mismo conlleve a la resolucion rdpida de la

MAP.

1.9. Mecanismos de patogenicidad

Dentro del proceso infeccioso de un patdgeno se ha reportado que el primer
mecanismo que despliega el microorganismo es una alta capacidad de adhesion a los
tejidos. N. fowleri no es la excepcidn, ya que se ha descrito una proteina de 60 kDa
que es capaz de unirse fuertemente a la fibronectina de la matriz extracelular del
hospedero (Han et al., 2004). En el 2010 Cervantes-Sandoval y colaboradores
reportaron la presencia de glicoconjugados de tipo manosa y fucosa en la superficie
de N. fowleri y la especie no patégena N. gruberi respectivamente. Se observaron
diferencias significativas en la expresion de ambas glicoproteinas en N. fowleri,
sugiriendo asi su capacidad citopatica y de adhesién a células MDCK, ya que ambos
fendmenos se inhibieron al agregar concentraciones crecientes de manosa y fucosa en
los medio de interaccidén, concluyendo que estos glicoconjugados de superficie
pudieran estar cumpliendo un papel como factores de virulencia de N. fowleri.
Recientemente se ha descrito que N. fowleri posee una expresion diferencial de
proteinas que tienen afinidad a coldgeno tipo-I, fibronectina y laminina-I, en
comparacion con cepas no patogénicas (Jamerson et al., 2012). La locomocion
ameboidea de los trofozoitos de N. fowleri se considera como otro mecanismo con
que cuenta este protozoario para poder invadir la mucosa olfatoria y asi acceder al
SNC (Fulton, 1977; Thong & Ferrante, 1986). Se sugiere que para que esta amiba
pueda invadir tejidos, secreta enzimas proteoliticas (Martinez et al., 1973b). Serrano-
Luna y colaboradores en el 2007 caracterizaron las proteasas de N. fowleri y
determinaron que la actividad proteolitica es llevada a cabo principalmente por
cisteina proteasas, y en menor proporcion por serina y metaloproteasas; asi mismo el
grupo de trabajo determiné que el pH de 7.0 y una temperatura de 37 °C son
condiciones Optimas para la actividad de estas proteasas. Estos datos se correlacionan
con las condiciones fisioldgicas de los mamiferos (Serrano-Luna et al., 2007). En
afos recientes se ha sugerido que estas proteasas son capaces de causar alteraciones

en las uniones estrechas (UE) de los epitelios, pudiendo explicar la manera en que
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este microorganismo puede migrar hasta los bulbos olfatorios (Shibayama et al.,
2013). Otra proteasa descrita en nuestro laboratorio con actividad mucinolitica es la
mucinasa, la cual le puede servir a N. fowleri para evadir la respuesta inmune innata
(Cervantes-Sandoval et al., 2008a). Siendo en el ano 2017 cuando se reportd que se
trataba de una glicosil hidrolasa (Nf-GH), con capacidad de degradar mucina
(Martinez-Castillo et al., 2017). Por otro lado, se han reportado proteinas formadoras
de poros, denominadas naeglerioporos Al (10 kDa) y B1 (13 kDa), las cuales fueron
obtenidas de extractos de N. fowleri, mostrando una elevada citotoxicidad en células
humanas. Estas proteinas formadoras de poro fueron caracterizadas mediante
espectrometria de masas, resolviendo una estructura similar a las proteinas de la
familia SAPLIP (Saposin like proteins). Esta familia se caracteriza por contener
hélices anfipéticas y tres puentes disulfuro formados por seis residuos de cisteina, lo
que les confiere una estructura terciaria muy estable (Herbst et al., 2002). Los
miembros de esta familia también comparten la actividad antibacterial y citolitica.
Estas proteinas formadoras de poros originadas en las amibas de vida libre (AVL)
representan el arquetipo de la familia “Saposina-like” con actividad citolitica y
antimicrobiana. Por lo que se sugiere que los naeglerioporos dieron lugar a los
moléculas efectoras en mamiferos como la NK-lisina (porcina) y granulisina
(humana), ya que contienen de un 15 a un 30% de homologia (Herbst et al., 2004).
Cursons y colaboradores (1978), reportaron en estudios in vitro, que las especies
patégenas de Naegleria spp, también poseen niveles elevados de
lisofosfolipasa/fosfolipasa, en comparacion con las especies no patégenas. La
fosfolipasa A es una hidrolasa de membrana, la cual se ha relacionado con la
degradacion de la mielina humana (Barbour & Marciano-Cabral, 2001).
Recientemente, con el avance de la biologia molecular, se han podido identificar a
genes relacionados con la virulencia de N. fowleri como nfal, el cual fue clonado a
partir de librerias de cDNA y consiste en 357 pares de bases que se traducen en 119
aminodcidos, los cuales producen una proteina de 13.1 kDa (Cho et al., 2003). Se
determiné que este gen codifica para una proteina que se expresa hasta en un 60%
durante la formacién de las bocas fagociticas, cuando los trofozoitos se ponen en

contacto con células CHO (ovario de hdmster chino) (Kang et al., 2005). Otros
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mecanismos de patogenicidad involucrados son la fagocitosis (Marciano-Cabral &
Fulford, 1986; Scaglia et al., 1991), la lisis contacto-dependiente (Marciano-Cabral &
Fulford, 1986), la identificacién de una proteina de choque térmico HSP70 (Song et
al., 2008), la formaci6on de casquete o “capping” en la membrana plasmaética

amibiana, y la evasion de la respuesta inmune (Shibayama et al., 2003).
2. Respuesta inmunoldgica

Como ya se describio anteriormente, N. fowleri ademds de poder adherirse a la
mucosa nasal, destruir células mediante fagocitosis (trogocitosis) y liberar moléculas
citoliticas, ha desarrollado mecanismos con los cuales puede evadir la respuesta
inmunolégica del hospedero. Se ha observado que N. fowleri es resistente a la lisis
por moléculas citoliticas del hospedero como el TNF-a, IL-1 y el complejo de ataque
a la membrana (MAC) C5b-C9 del complemento (Fischer-Stenger & Marciano-
Cabral, 1992). El complemento es de las primeras lineas de defensa contra
organismos invasores y es activado por los trofozoitos de N. fowleri (Whiteman &
Marciano-Cabral, 1987); y dependiendo de la virulencia de la amiba tendrd mayor o
menor sensibilidad (Reilly et al., 1983; Whiteman & Marciano-Cabral, 1987).
Estudios in vitro han mostrado que hay al menos dos maneras en que Naegleria
resiste el dafio causado por el complemento: 1) expresando proteinas reguladoras del
complemento y 2) removiendo al complejo C5b-C9 e incorpordndolo en vesiculas
(Toney & Marciano-Cabral, 1994). Esto sugiere que la inmunidad humoral innata
juega un papel importante como primera linea de defensa a la invasién por N. fowleri.
Por otro lado, también los neutréfilos y macréfagos responden a la infeccién por N.
fowleri (Marciano-Cabral & Cabral, 2007). Michaelson y colaboradores (1990)
reportaron que los neutrdfilos activados in vitro con TNF-a se adhieren a N. fowleri
hasta que la destruyen; de manera interesante el TNF-a por si s6lo no tiene efecto
alguno sobre la amiba. También se ha reportado que los macréfagos son parte de las
primeras lineas de defensa contra esta amiba, ya que los macréfagos activados
funcionan como eficientes células citotoxicas frente a células tumorales y patégenos,
produciendo 6xido nitrico, asi como mediadores no oxidativos como TNF-a e IL-1

(Clearly & Marciano-Cabral, 1986). En estudios in vitro utilizando células de la
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microglia (macréfagos residentes del cerebro), se observo que también estas células
poseen la capacidad de causar dano a N. fowleri, por lo que los autores sugieren que
los macréfagos son de gran importancia en la defensa contra este organismo en la
infeccion del SNC (Marciano-Cabral & Cabral, 2007). Se ha observado también que
cuando se incuban trofozoitos de N. fowleri con células de la microglia in vitro, se
producen grandes cantidades de mRNA de las citocinas proinflamatorias IL-1a, IL-
1B, IL-6 y TNF-a (Oh et al., 2005; Marciano-Cabral & Cabral, 2007). En resumen, se
sabe que la microglia activada puede llevar a cabo una cascada de sefales que
inducen la expresion de citocinas, resultando en una fuerte respuesta inflamatoria la
cual puede alterar la BHE propiciando el paso de las células inflamatorias hacia el
cerebro (Marciano-Cabral & Cabral, 2007). En estudios histopatoldgicos de lesiones
de cerebro humano producidas por N. fowleri, se observé un infiltrado inflamatorio
que consistié en neutréfilos, eosinéfilos y macréfagos (Marciano-Cabral & Cabral,
2007). Estas observaciones en infecciones humanas se reprodujeron en el modelo del
raton, donde se observd que también los neutrofilos se presentaron en un ndmero
importante en las etapas tempranas de la infeccidon, demostrando que la respuesta
inflamatoria ejercida principalmente por células inflamatorias es un factor clave en el

tiempo de desarrollo de la enfermedad (Cervantes-Sandoval et al., 2008b).
3. Barrera hematoencefalica (BHE)

Para poder invadir al SNC, N. fowleri debe de atravesar la BHE; la cual esta
compuesta por una red intrincada de microvasos que restringen el paso de ciertas
sustancias hacia el cerebro. Estos vasos sanguineos son necesarios para llevar
oxigeno y nutrientes esenciales a 6rganos y tejidos en el cuerpo. Esta red vascular
posee propiedades distintas, dependiendo del tejido de que se trate, lo que conlleva a
una diferente permeabilidad vascular, trifico de linfocitos, regulacion del flujo
sanguineo, coagulaciéon y tono vascular. La BHE es un término empleado para
describir una serie de propiedades tnicas que poseen los vasos sanguineos en el SNC,
los cuales tienen una alta regulacién en cuanto al paso de moléculas y iones hacia el
tejido nervioso (Daneman & Prat, 2015). Este concepto se deriva de observaciones

experimentales realizadas por Paul Ehrlich en 1885 y posteriormente por Goldman en
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1913, luego de aplicar colorantes directamente en el flujo sanguineo. Estos
experimentos realizados por Goldman mostraron que el azul tripano tefiia todos los
tejidos excepto el cerebro. Cuando el colorante se administraba por el LCR solamente
se tifio el cerebro, pero no los demads tejidos, dando evidencia de la existencia de
algin tipo de compartamentalizacién entre el flujo sanguineo y el LCR (Goncalves et
al., 2013). El desarrollo de la BHE es un proceso de varias etapas, que comienza con
la angiogénesis, cuando los vasos preexistentes se ramifican en el neuroectodermo
dando origen a nuevos vasos sanguineos. Estas ramificaciones tempranas presentan
varias caracteristicas de la BHE, como la expresién de proteinas de UE y de
moléculas transportadores de nutrientes. Estos vasos también contienen un gran
ndmero de vesiculas de trdnsito, y presentan alta expresion de moléculas de adhesion
para leucocitos. El factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF) tiene un
papel fundamental en la angiogénesis embrionaria, ya que se ha observado que, en
ratones deficientes de su receptor, el desarrollo de vasos sanguineos en el cuerpo
falla, provocando la muerte del embridn. En el cerebro embrionario, las células que se
encuentran en el neuroectodermo subventricular producen VEGF, el cual promueve el
crecimiento de vasos sanguineos. La reduccién o ausencia de este factor provoca baja
densidad de microvasculatura y malformaciones particularmente en la corteza
(Obermeier et al., 2013). La alteracion de la BHE se presenta en todas las patologias
del SNC provocadas por traumas y/o infecciones que terminan en una respuesta
inflamatoria, propiciando el paso libre de iones y moléculas, asi como la infiltracién
de células de la respuesta inmunoldgica provocada también por la alteracion de las
UE. Esta ruptura deberia de ser beneficiosa, ya que permitiria la entrada a las células
inmunes para limpiar y reparar lesiones neuronales en el SNC, sin embargo, este
proceso es altamente perjudicial para la salud del individuo (Obermeier et al., 2013;
Daneman & Prat, 2015). Entre otras patologias provocadas por la ruptura de la BHE,
se encuentran las causadas por las especies reactivas del oxigeno (ROS) donde se
incluyen la esclerosis amiotréfica lateral (ALS), esclerosis multiple (MS) y los
derrames cerebrales (Olmez & Ozyurt, 2012). El estrés oxidativo indica una cantidad
excesiva de ROS. Estas especies reactivas contribuyen al dafio de la BHE a través de

diferentes mecanismos tales como, el dafio oxidativo hacia moléculas de las células
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(proteinas, lipidos y ADN), la activacion de metaloproteasas de matriz extracelular
(MMP), la reorganizacién del citoesqueleto, la modulacién de las proteinas de UE y
la sobre-regulaciéon de los mediadores inflamatorios (Pun et al., 2009). Las
metaloproteasas se han implicado en el dafio a las proteinas de las UE, produciendo
una BHE defectuosa que permite el paso de agentes neurotéxicos hacia las édreas

afectadas (Gu et al., 2012).
3.1. Componentes celulares de la BHE

La BHE estd conformada por células neuronales, células vasculares y por
componentes de la matriz extracelular, las cuales le proveen a esta barrera
caracteristicas especiales para restringir el paso de ciertas moléculas hacia el SNC. A
esta organizacion se le conoce como unidad neurovascular, la cual serd descrita a
continuacién. Tanto los capilares del SNC, asi como otros tejidos, estdn conformados
por células endoteliales que forman a los vasos sanguineos, los cuales permiten el
flujo de sangre hacia los tejidos. En la superficie abluminal del endotelio, el cual es
un espacio entre la cara basal de las células endoteliales y la lamina basal, se
encuentra una capa incompleta de pericitos (Armulik et al., 2010) los cuales estidn
rodeadas por una membrana basal compuesta por coldgena, laminina y hepardn
sulfato (Tilling et al., 2002). Los astrocitos son el tipo celular mds abundante de la
glia en el SNC, ademads se encuentran asociados a procesos neuronales como sinapsis
neuroldgicas (Carmignoto & Gomez-Gonzalo, 2010; Zheng et al., 2010). La
asociacion de las células neuronales, vasculares y de los componentes de la matriz
extracelular se conoce como unidad neurovascular (Figura 4). Los macréfagos
perivasculares residen entre las células vasculares y las terminaciones gliales,

promoviendo la proteccion en la cara basal de los vasos (Williams et al., 2012).
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Figura 4. Representacién esquemadtica de unidad neurovascular. a) las células
endoteliales forman un tubo el cual permite el flujo sanguineo. b) Los pericitos se
adhieren a la superficie abluminal (espacio entre células endoteliales y lamina
basal) de las células endoteliales. ¢) El tubo formado por las células endoteliales y
pericitos se encuentra rodeado por una capa de la ldmina basal, la cual se compone
por proteinas de matriz extracelular secretadas por células neuronales vy
vasculares. d) Terminaciones de astrocitos en contacto con los vasos sanguineos

(Daneman, 2012).

3.2. Células murales

En la superficie abluminal de las células endoteliales se encuentran las células
murales que son células de musculo liso vascular (MLV) y pericitos. Las células del
MLV rodean completamente a los vasos sanguineos formando capas delgadas en
arterias y venas. En arterias y arteriolas, estas células poseen fibras de miosina las
cuales promueven la vasodilatacién y vasoconstriccion del endotelio para el control
del flujo sanguineo (Aird, 2007) . Los pericitos se encuentran formando una capa
incompleta en la cara abluminal del vaso sanguineo, enviando proyecciones
semejantes a dedos, las cuales se anclan a las células del endotelio a través de uniones
mediadas por N-cadherina (Li et al., 2011). Estas células estdn involucradas en la
regulacion de la angiogénesis, la remodelacion vascular, el tono vascular, asi como la
formacién y funcién de la BHE (Armulik er al., 2011). Los pericitos son células
derivadas del musculo liso que juegan un papel crucial en mantener la homeostasis

cerebral. Se describieron por primera vez en poblaciones de células con
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ramificaciones, con propiedades contrictiles y que rodean a las células endoteliales
(Hurtado-Alvarado et al., 2017). Cincuenta afios después fueron renombradas como
“pericitos” por Zimmerman de acuerdo con su localizaciéon anatémica: abluminal a
las células endoteliales y luminal hacia las células del parénquima (Sa-Pereira et al.,
2012). Los pericitos expresan gran cantidad de marcadores de macréfagos tales
como: CDI14, CDI1b, CD146, asi como proteinas relacionadas con funciones
inmunes, como el receptor del fragmento cristalizable (FcR) y el complejo principal

de histocompatibilidad (MHC) clase I y II (Kamouchi et al., 2011).
3.3. Lamina basal

La cara abluminal de los conductos vasculares en todos los tejidos, se encuentra
recubierta por una ldmina basal la cual funciona como una estructura de unién y de
interaccidn para las células y moléculas de secrecion (Del Zoppo et al., 2006). Estas
ldminas se componen de cuatro componentes principales: coldgena tipo IV,
fibronectina, laminina y proteoglicanos de heparan sulfato. Los vasos sanguineos del
SNC se encuentran rodeados por dos capas de ldmina basal: la membrana basal
interna y la membrana basal externa (Sorokin, 2010). La membrana interna es
producida por las células endoteliales y los pericitos; por otra parte, la membrana
externa o parenquimal es producida por los astrocitos. Estas membranas tienen una
composicion diferente, la ldmina endotelial estd compuesta por laminina o4 y a5,
mientras que la parenquimal es rica en laminina ol y a2 (Wu et al., 2012; Agarwal et

al., 2013).
3.4. Astrocitos

El astrocito es la célula glial que se encuentran en mayor proporcién en el SNC,
encargandose de complejos procesos celulares que involucran a la sinapsis, a los
nodos de Ranvier y a los vasos sanguineos. Morfolégicamente los astrocitos son
usualmente de forma estrellada, con una gran cantidad de proyecciones provenientes
del cuerpo celular y con un tamafio aproximado de 140 um en el cerebro humano
(Oberheim et al.,, 2009). Los astrocitos interactian con las células de la

microvasculatura endotelial a través de sus proyecciones, las cuales se anclan
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alrededor de los capilares, propiciando el contacto con gran cantidad de microvasos y
con las sinapsis entre neuronas. Juegan un papel importante en el transporte de
oxigeno y glucosa hacia las neuronas a través de la regulacién del flujo sanguineo
(Zonta et al., 2003; Takano et al., 2006). Se ha reportado que las proyecciones que
envuelven a los vasos sanguineos provenientes de los astrocitos expresan el canal de
agua acuaporina-4, el cual es un importante regulador de la homeostasis del agua en
el SNC (Haj-Yasein et al., 2011). Estas células también participan en la formacion de
la barrera hematoencefdlica, mejorando la formacién de las UE, modulando la
expresiéon y la polarizacion de proteinas transportadoras (Janzer & Raff, 1987;
Abbott, 2013; Haseloff et al., 2015). Ademads se sabe que diversos factores derivados
de los astrocitos, tales como el factor neurotrépico derivado de glia (GDNF), el factor
de crecimiento fibroblastico basico (bFGF) y la angiopoietina-1 (ANG-1), inducen el
comportamiento adecuado de la barrera hematoencefélica en las células endoteliales

(Abbott et al., 2006; Haseloff et al., 2015).
3.5. Células del sistema inmune en la BHE

Existe una variedad de células del sistema inmunoldgico que interactian con la BHE.
Entre estas células se encuentran los macréfagos perivasculares, los cuales residen
entre las proyecciones de los astrocitos y la pared de los vasos, y actian como una
linea de defensa fagocitando restos celulares, por lo que la falta de estas células
aumenta el riesgo de meningitis (Polfliet ez al., 2001). Se ha observado la asociacion
de células cebadas a los vasos, en algunas regiones del SNC; sin embargo, ain no se
conoce con claridad el papel que desempeiian como linea de defensa natural en la
BHE (Wilhelm et al., 2011). En el parénquima del SNC, se encuentra la microglia
residente la cual pertenece al linaje monocitico. Estas células entran al SNC durante
su desarrollo y se encargan del desarrollo neuronal, la respuesta inmune innata,
promueve la recuperacion del tejido y ademds pueden actuar como células
presentadoras de antigeno (Ajami et al., 2011). Se ha reportado que las células de la
microglia interactdan con los vasos del SNC, y ademads son capaces de regular el paso

de células inmunes a través de la BHE (Bechade et al., 2013).
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3.6. Células endoteliales

Muchas de las propiedades de la BHE se encuentran presentes en las células
endoteliales que conforman a las paredes de los vasos sanguineos. Las células
endoteliales del SNC son diferentes a otras células endoteliales de tejidos no
neuronales, ya que se encuentran altamente polarizadas y unidas por UE fuertes que
limitan el movimiento de moléculas y iones entre las células (Westergaard &
Brightman, 1973). La alta polarizacién de las células endoteliales localizadas en el
SNC les permite desarrollar distintas propiedades de transporte, donde se incluyen
transportadores de flujo de salida, los cuales son capaces de excluir toxinas
lipofilicas, asi como transportadores especificos, para liberar nutrientes a través de la
BHE hasta el cerebro (Ueno et al., 2010). Las moléculas hidrofilicas de gran tamaio
son excluidas del SNC por las UE y por las membranas celulares. Esta propiedad
hidrofilica predice si son capaces de atravesar la BHE (Daneman & Prat, 2015). De
manera importante la superficie luminal del endotelio se encuentra cubierta por
glicocdlix, el cual actia como una barrera selectiva de carga y tamafio que limita la

interaccion de moléculas y células con el endotelio (Van Teeffelen et al., 2007).
3.6.1. Moléculas de adhesion celular

Es bien sabido que los organismos patdgenos son capaces de activar a las células
endoteliales a través de receptores membranales tales como TLR-4, resultando en la
promocion de genes proinflamatorios que incluyen a citocinas, quimiocinas y
moléculas de adhesion endoteliales como son VCAM-1 e ICAM-1 (Frigerio et al.,
1998; Marin et al., 2001; Liu & Malik, 2006; Clark et al., 2007). Las proteinas
VCAM-1 (CDI106) e ICAM-1 (CD54) pertenecen a la familia de las
inmunoglobulinas y realizan la funcién de promover la adhesién y el proceso de
trans-migracion por diapédesis en las células endoteliales de la microvasculatura
cerebral durante un proceso inflamatorio (Shimizu et al., 1991; Rahman & Fazal,
2009; Muller, 2011). La proteina VCAM-1 (110 kDa) se caracteriza por poseer 7
dominios de inmunoglobulina y se expresa en vasos sanguineos pequefos y largos
(Steiner et al., 2010). VCAM-1 es el ligando para las integrinas a4f3; (VLA-4) y a4

VLA-4 es capaz de unirse a VCAM-1, a través del primer y cuarto dominio tipo

22



inmunoglobulina. Esta proteina media la adhesion de linfocitos, monocitos,
eosindfilos y basdfilos, al endotelio vascular (Shimizu et al., 1991). La proteina
ICAM-1 (80-115 kDa) es una proteina transmembranal con su amino terminal
extracelular, asi como un solo dominio transmembranal y su carboxilo terminal
intracelular (Deckert-Schluter et al., 1994). ICAM-1 es el ligando para la integrina
LFA-1, presente en los leucocitos y media la adhesion y transmigracion a través del
endotelio vascular (Yu et al., 2014). Se sabe que el parasito Plasmodium falciparum
es capaz de inducir la expresion de estas proteinas endoteliales para facilitar su
migracion a través de la BHE, como un mecanismo de invasion hacia el cerebro
(Deckert-Schluter et al., 1994; Turner et al., 1994; Silva et al., 2010). La
sobreexpresion de VCAM-1 e ICAM-1 durante infecciones por protozoarios o virus
puede estar dada por la activacion de la via NF-kB, la cual promueve la transcripcién
no solo de estas moléculas de adhesion, sino también de otros mediadores

inflamatorios tales como las citocinas IL-6 e IL-8 (Yu et al., 2014).
3.6.2. Produccion de 6xido nitrico (ON)

El 6xido nitrico (ON) posee diversas funciones, como la regulacion del tono vascular,
actia como neurotransmisor, posee actividad antitumoral y antimicrobiana y forma
parte del sistema inmunolégico (Palmer et al., 1987; Nathan & Hibbs, 1991; Albrecht
et al., 2003). El ON es producido a partir del dtomo terminal de la L-arginina
promoviendo su oxidacion a L-citrulina. Esta reaccion es catalizada por una familia
de enzimas llamadas 6xido nitrico sintasa (NOS) y se clasifican en tipo I neuronal
(NOST o nNOS), tipo II inducible (NOS2 o iNOS) y tipo III endotelial (NOS3 o
eNOS) (Bateman et al., 2003). La NOS inducible es la responsable de la generacién
de concentraciones toxicas de ON, las cuales se ven involucradas en la patogénesis de
diversas enfermedades (Moncada et al., 1991). Se sabe que el estrés oxidativo
producido por el ON, la presencia de ROS y de mediadores inflamatorios conllevan al
mal funcionamiento de la BHE (Briones et al., 2002; Perez-Asensio et al., 2005;

Xiong et al., 2012).
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4. Uniones estrechas (UE)

Los organismos complejos estin compuestos por 6rganos que cumplen con funciones
especificas que requieren del mantenimiento constante de su medio interno. Estos
organos se mantienen gracias a la accion de barreras formadas por epitelios y
endotelios (Yu & Turner, 2008). Las células de estos tejidos se unen por un complejo
de uniones intercelulares, donde se encuentran las UE. Las UE son regiones de la
membrana plasmadtica diferenciadas bioquimica y estructuralmente, y localizadas en
la parte mas apical de la membrana lateral de la célula (Figura 5) (Cereijido et al.,
2000). Estas proteinas de la UE se encuentran cumpliendo funciones de compuerta y
barrera en los epitelios y endotelios del organismo; ya sea permitiendo o
restringiendo el paso sustancias por la via paracelular (Kim, 1995; Yu & Turner,
2008). A la fecha se han descubierto una gran cantidad de nuevas proteinas, pero en
general estd formada por proteinas integrales de membrana, que se unen al
citoesqueleto de actina, a través de proteinas corticales o de andamio.
Adicionalmente, en esta estructura participan proteinas involucradas en el trafico
vesicular y hasta se han encontrado factores de transcripcidén, que permiten una
comunicacion con el nicleo. Las UE se describieron inicialmente en epitelios y
endotelios; sin embargo, también se les encuentra en células mielinizadas y durante el

desarrollo del sistema nervioso central y periférico (Gonzalez-Mariscal et al., 2003).
4.1. Proteinas transmembranales

Estas proteinas integrales se dividen en tres regiones (Cereijido et al., 2000;
Gonzalez-Mariscal et al., 2003):

e Region extracelular. Son moléculas o porciones de moléculas, que
interactian fisicamente con moléculas semejantes de las células adyacentes o
con componentes de la matriz extracelular.

¢ Dominio transmembranal. Sirve para conectar las proteinas externas con el
citoplasma.

e Zona submembranal. Son componentes que median la interaccion de los

elementos transmembranales con las estructuras internas como el
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citoesqueleto. Los componentes de esta zona no estdn directamente integrados

en la bicapa lipidica.
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Figura 5. Localizacién y estructura molecular de las UE en células epiteliales
(Niessen, 2007).

La clasificaciéon mds reciente de estas proteinas se muestra en la tabla 1. Hasta el
momento las proteinas integrales mdas estudiadas son la ocludina (64 kDa) y la
claudina (20-25 kDa). La ocludina fue la primera proteina integral de membrana que
se identificé (Figura 6). Su nombre proviene de la denominacién en latin de las
uniones estrechas: Zonula occludens que significa regiéon que ocluye (Furuse et al.,
1993). Actualmente se encuentra clasificada dentro del grupo de las TAMP’s (Tight
Junction-Associated Marvel Proteins) (Shen et al., 2011). La participacion de la
ocludina en la formacién de las UE se ha considerado muy importante, ya que tiene la
capacidad de formar estructuras similares a las UE cuando estas son transfectadas en
células que carecen de estas proteinas. Mediante la técnica de criofractura se logré
observar a la ocludina entre las estructuras con forma de filamentos que conforman a
las UE (Furuse et al., 1998). Se tiene una gran cantidad de evidencias sobre la

importante funcién que lleva a cabo la ocludina en las UE, ya que se sabe que la
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sobre expresion de formas mutadas de ocludina en células epiteliales, da lugar a
cambios en la funcién de puerta y barrera de las UE (Ikenouchi et al., 2003).
Estructuralmente esta proteina se caracteriza por poseer cuatro dominios
transmembranales, dos asas extracelulares y su grupo amino (NH;) y carboxilo
terminal (COOH) se encuentran localizados en el citoplasma (Cereijido et al., 1988;

Shen et al., 2011).
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Figura 6. Representacion esquemadtica de la proteina ocludina. Esta proteina
posee cuatro pases transmembranales con dos dominios extracelulares y su
region carboxilo y amino terminales se encuentran orientados hacia la region
intracelular. Ambas asas extracelulares de la ocludina son de aproximadamente
el mismo tamafio y poseen residuos cargados y ricos en tirosina (Y). Més de la
mitad de los residuos de la primer asa, son ricos en tirosinas y glicinas (G)
(Gonzalez-Mariscal et al., 2003).

La ocludina puede ser fosforilada por PKC en residuos de serina, treonina y tirosina
confiriéndole un aumento en su peso molecular de 64 hasta los 82 kDa. En diversas
lineas celulares de origen epitelial se ha observado que la proteina ocludina se
encuentra altamente fosforilada en las UE y la ocludina fosforilada en menor cantidad
se localiza en el citoplasma. La proteina ocludina es un claro constituyente de las UE
y su abundancia se relaciona directamente con la capacidad de sellado del epitelio,

del cual estd formando parte (Gonzédlez-Mariscal et al., 2003).
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Tabla 1. Clasificacion de las proteinas integrales de las UE (Shen et al.,
2011).

Familia de la claudina JAM's (Junctional adhesion molecules)

Claudinas (24 miembros) JAM-1/JAM-A

JAM-2/JAM-B

JAM-3/JAM-C

IGSF5/JAM-4

TAMP’s (Tight Junction- Familia de proteinas CAR
associated Marvel proteins) (Coxsackievirus-adenovirus receptor)
Ocludina CAR

Tricelulina ESAM
MarvelD3 CLMP

Las claudinas (Figura 7) son las principales proteinas transmembranales de las UE,
estas proteinas forman parte de la familia de las tetraspaninas con alrededor de 24
miembros (Cereijido et al., 1993; Gonzdlez-Mariscal et al., 2003; Betanzos et al.,
2013). Estas proteinas poseen cuatro dominios transmembranales, dos asas
extracelulares y sus grupo amino (NH,) y carboxilo terminal (COOH) se localiza en
el citoplasma (Cereijido et al., 2000). Todas las claudinas poseen un dominio PDZ en
su carboxilo terminal, el cual permite la union a las proteinas andamio Z0O-1/2/3; esta
asociaciéon une indirectamente a las claudinas con el citoesqueleto de actina,
regulando la funcién de las claudinas (Goncalves et al., 2013). Por su parte las
claudinas estdn divididas en dos subcategorias funcionales: 1) claudinas que
incrementan la permeabilidad paracelular a través de la formacion de canales
paracelulares (claudinas formadoras de poros), y 2) claudinas que reducen la
permeabilidad paracelular (claudinas formadoras de barreras) (Inai & Shibata, 2008;

Krause et al., 2008).
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Figura 7. Representacion esquemadtica de las claudinas. Estas proteinas poseen
cuatro pases transmembranales con dos dominios extracelulares y sus regiones
carboxilo y amino terminales se encuentran orientados hacia la region intracelular.
La primera asa extracelular (ECL1) es mds larga que la segunda (ECL2). Ambas
asas contienen algunos residuos cargados, lo que tiene influencia directa en el
paso de iones por el espacio paracelular (Goncalves et al., 2013).

De las claudinas que son capaces de formar poros, la mds caracterizada es la
claudina-2 (cldn-2), descubierta en células MDCK (Madin Darby Canine Kidney), en
donde se le adjudicé su fenotipo permeable por su capacidad de formar poros
especificos para cationes monovalentes y agua (Rosenthal et al., 2010). Entre otras
claudinas formadoras de poros se encuentran las claudinas 7, 15, 16 y 10 (Van Itallie
et al., 2005). Entre las claudinas que son capaces de formar barrera estidn las
claudinas 1, 3, 5, 11 y 19. Sin embargo, esta habilidad de las claudinas de formar una
barrera no estd presente en todos los tejidos (ejemplo: asas del rifién); como la
claudina-5 (23 kDa), la cual puede presentar un fenotipo de barrera en el endotelio de
la BHE, pero cuando se encuentra en los tejidos alveolares del pulmén, la capacidad

de barrera disminuye (Overgaard et al., 2011).
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4.2. Proteinas submembranales

El dominio citoplasmaético de las proteinas de union trans-membranales se une a un
complejo intracelular constituido por ZO-1 (225 kDa), ZO-2 (160 kDa) y ZO-3 (130
kDa) (Figura 8), las cuales pertenecen a la familia de las guanilato cinasas asociadas a
membrana (MAGUK) (Van Itallie et al., 1995). Los miembros de esta familia se
caracterizan por: 1) localizarse en estructuras de union celular especializadas, como la
UE vy las uniones septadas (el equivalente de las UE en los insectos); 2) estar
constituidas por un conjunto de médulos o dominios, cuyo nimero y disposicion se
ha conservado a través de la evolucion; y 3) reclutar proteinas y transducir sefiales
que modulan el desarrollo embrionario normal y suprimen la formacién de tumores
(Kim, 1995). El nombre ZO proviene de la abreviatura de “zonula occludens”, el latin
de la UE y la numeracion 1, 2 6 3 revela el orden con el que fueron descubiertas. Las
proteinas ZO-1 y ZO-2 se asocian con proteinas involucradas en la regulacion
transcripcional de genes y con la proliferacion celular (Gonzédlez-Mariscal et al.,

2014).
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Figura 8. Representacion esquemadtica de las proteinas ZO’s. Estas proteinas
poseen dominios PDZ de unién a claudina y ocludina y a otras proteinas ZO
(Gonzalez-Mariscal et al., 2012).

Las proteinas ZO contienen una serie de dominios PDZ capaces de interactuar con
otras proteinas ZO, claudinas y con el citoesqueleto, asi como dominios GUK

capaces de unirse a la ocludina, asi como dominios capaces de unir al citoesqueleto
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de actina. Las proteinas ZO son andamios que establecen numerosas interacciones
proteina-proteina como cinasas, fosfatasas y proteinas G pequefias (Gonzélez-
Mariscal et al., 2003). Las ZO’s se localizan en las UE de las células epiteliales y
endoteliales. Sin embargo, también estdn presentes en el citoplasma y en los
contactos puntuales de células no epiteliales tales como astrocitos, células de
Schwann, fibroblastos, glioma, sarcoma y en una linea celular de mieloma (Howarth
et al., 1992). La expresion de ZO-1 desempeia un papel fundamental en la fisiologia
de la UE; asi, por ejemplo, se observa que existe mas ZO-1 en los segmentos de alta
resistencia en el rindén (tdbulos colectores), que en los de alta permeabilidad
(segmentos proximales) (Gonzalez-Mariscal et al., 2000a). Esta proteina contiene en
su secuencia dos sefiales de direccionamiento nuclear y se encuentra localizada en el
nicleo de células epiteliales sub-confluentes o en los contactos célula-célula
inmaduros. Esta localizacién nuclear y la reciente observacion de su unién al factor
de transcripcion (ZONAB), sugiere nuevos papeles para esta proteina como la
regulacion de la progresion del ciclo celular (Balda & Matter, 2009). ZO-2 contiene
en su secuencia, sefiales de importacion y exportacion nuclear y es capaz de moverse
entre el ndcleo y la UE, de acuerdo al estado de confluencia del epitelio (Islas et al.,
2002). Por ultimo, se tiene a la proteina ZO-3, la cual se identificé por su co-
precipitacion con ZO-1. Su secuencia contiene dos sefiales de localizacion nuclear

(Gonzalez-Mariscal et al., 2000b).
4.3. Uniones estrechas en la BHE

Como ya se describié anteriormente, toda la informaciéon que existe de las UE
proviene de trabajos realizados en células epiteliales, las cuales forman capas, forman
barreras en tejidos y 6rganos, incluyendo al intestino, la vejiga y la epidermis entre
otros (Furuse, 2010). Las células endoteliales se mantienen unidas mediante UE
cuando éstas se pliegan sobre si mismas para formar un tubo (Figura 9) (uniones
intra-endoteliales) o cuando se unen a células endoteliales contiguas (uniones inter-
endoteliales) (Daneman, 2012). La proteina claudina-5 parece ser la mds abundante
en las uniones endoteliales de la BHE (Morita et al., 1999; Diaz-Coranguez et al.,

2013; Goncalves et al., 2013). También se ha detectado la presencia de claudina-1, 3
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y 12; sin embargo, su funcién aun estd por ser determinada (Nitta et al., 2003;
Daneman et al., 2010; Liebner et al., 2011; Goncalves et al., 2013; Liebert et al.,
2013). La claudina-5 es una de las mas abundantes en las células endoteliales de la
BHE vy es critica para la regulacién de la permeabilidad (Goncalves et al., 2013).
Cuando esta proteina fue silenciada mediante RNAs interferentes por Nitta y
colaboradores (2003), la selectividad por tamafio en la BHE fue afectada, permitiendo
la difusion de moléculas menores a 800 Daltones. La expresién de claudina-1 se
pierde en la microvasculatura de los tumores cerebrales, mientras que la claudina-5
solo se regula de manera negativa, sugiriendo una relacién entre la supresion de la
claudina-1 y la alteracion de las UE, lo que se relaciona con el aumento de la
permeabilidad celular (Liebner et al., 2000). Ademds de las claudinas, la ocludina
juega un papel importante en la formaciéon de la BHE. Se ha reportado que la
ocludina se encuentra enriquecida en células endoteliales del SNC, en comparacion
con otros tejidos (Hirase et al., 1997). Por ultimo, pero no menos importante se
encuentran las proteinas andamio ZO’s, las cuales son necesarias en la formacion de
UE con funcionamiento 6ptimo. Esta proteina también ha sido identificada en células
endoteliales de la BHE, confiriendo el correcto arreglo de la UE (Yamada et al.,
2014). Esta proteina se ha visto afectada en patologias como la isquemia cerebral, la
esclerosis amiotrdfica lateral (ALS) y cuando hay una respuesta inflamatoria por
parte de los astrocitos y células de la microglia (IL-1B y VEGF), promoviendo el
aumento de la permeabilidad celular y el mal funcionamiento de la BHE (Obermeier

etal., 2013).
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Figura 9. Representaciéon esquemadtica de las UE presentes en los capilares de
células endoteliales en el SNC. En estas estructuras se encuentran las proteinas:
claudina-5 (cldn-5), claudina-12 (cldn-12), ocludina y ZO-1 y ZO-2, Jacop y JAM.
Ademads se encuentran proteinas de las uniones adherentes como cadherinas y

cateninas (Daneman, 2012).

S. ANTECEDENTES DIRECTOS

En trabajos de Martinez y colaboradores en 1973 mediante microscopia electrénica
de transmision en el modelo del ratdn, se realiz6 la descripcion morfoldgica de la
migracion de N. fowleri a través del neuroepitelio olfatorio hacia el SNC. El autor
describe los cambios morfologicos generados por la invasion de Naegleria a través de
las células del neuroepitelio olfatorio, afectando tanto a las células sustentaculares
como a las nerviosas y a las basales. Se logré observar como la amiba se abre paso a
través de las uniones intercelulares hasta llegar a ldmina basal, rica en fibras de
coldgeno (tipo IV); en este proceso no se observaron células inflamatorias.
Posteriormente se visualizaron amibas en los espacios mesaxonales de las células de
Schwann que protegen a los manojos de los nervios olfatorios. Con lo que se
concluye que por esta via los trofozoitos llegan eventualmente a invadir el espacio
subaracnoideo, los bulbos olfatorios y a las estructuras del SNC adyacentes. De

manera interesante se observd también la presencia de amibas en vasos sanguineos
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del neuroepitelio olfatorio donde aparentemente atin se mantienen intactas las células

endoteliales, con sus uniones intercelulares.

En afios més recientes, caracterizaron algunos los eventos de la MAP en el modelo
del ratdn, con lo que se determind el papel de la inflamacién en el desarrollo de la
infeccion. Para esto se utilizaron cepas de raton C57/BL6J silvestre y “knockout” de
CD38, asi como en ratones BALB/c. Los autores observaron que los trofozoitos de N.
fowleri alcanzan los bulbos olfatorios en el SNC posterior a las 72 h y aumentan su
numero a las 96 h post-infeccion, esto probablemente debido a su proliferacion. En
los bulbos olfatorios en estos tiempos no se observé reaccion inflamatoria alguna o
dafio en el parénquima cerebral. A partir de las 96 h se observa que el proceso
inflamatorio comienza con la llegada de leucocitos del tipo de los eosindfilos y
neutréfilos, los cuales comienzan rodeando a la amiba. Ademds, se observé que los
eosindfilos no afectan la viabilidad de N. fowleri, por lo que es probable que se
promueva la produccion de citocinas proinflamatorias (TNF-a, IL-6, IL-8 y eotaxina).
El medio ambiente inflamatorio, aunado a la lisis de células inflamatorias, conlleva a
la necrosis del cerebro hasta terminar en la muerte del ratén. Los autores concluyen
que la inflamacion juega un papel muy importante en el desarrollo agudo de la MAP,
ya que en los ratones C57/BL6J Knockout CD38 no son capaces de presentar la
quimiotaxis de células inflamatorias, no se observd proceso inflamatorio, y se
aumento la sobrevivencia de los ratones (Cervantes-Sandoval er al., 2008b). Se sabe
que N. fowleri puede producir e inducir la formacién de 6xido nitrico (NO), ya que en
trabajos de Rojas-Herndndez y colaboradores (2007) se encontré que anticuerpos
dirigidos a los tres tipos de NOS humana (6xido nitrico sintasa): neuronal de 40 kDa
(NOST1), inducible de 167 kDa (NOS2) y endotelial de 59 kDa (NOS3), detectaron
estas formas mediante western blot en extractos totales de la amiba. Con esto, los
autores concluyen que N. fowleri podria contener una isoforma de NOS diferente a la
descrita en mamiferos, por lo que probablemente esté utilizando al ON como una
molécula que participa en la invasién del SNC. Por otro lado, se sabe que algunos
protozoarios pueden invadir al SNC a través de la BHE, pudiendo ser por la via
paracelular y por la via transcelular, manteniendo asi la estructura del endotelio o por

medio del sistema inmunoldgico (caballo de Troya) donde también se ha observado
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dafio en el endotelio, resultando en la destruccién de la BHE (Elsheikha & Khan,
2010). Se ha reportado que la amiba de vida libre Acanthamoeba castellanii, posee la
capacidad de degradar a la proteina ZO-1 y ocludina en cultivos primarios de células
del endotelio microvascular de cerebro humano (HBMEC). En este dafio esta
involucrada la via dependiente de la cinasa Rho, la cual participa en la contraccién
del citoesqueleto de actina, lo que probablemente este propiciando la desorganizacion
de los complejos proteicos que conforman a las UE, asi como su degradacion,
facilitando el paso de la amiba por la ruta paracelular, a través del endotelio
microvascular cerebral (Khan & Siddiqui, 2009). En trabajos realizados en nuestro
laboratorio se encontré que N. fowleri es capaz de afectar a las proteinas de las UE en
células epiteliales, consistiendo en la degradacién en mayor proporcién de claudina-1
y ZO-1 y en menor proporcion a ocludina, en células de la linea MDCK. Ademas, se
sugiere que la ocludina pudiera estar siendo degradada debido a la deformacién del
citoesqueleto de actina, ya que a tiempos posteriores de co-cultivo de N. fowleri con
las células MDCK, el anillo cortical de actina se observaba desorganizado,
ocasionando la deformacién celular y asi promoviendo la migracién de la amiba por
la via paracelular en el neuroepitelio olfatorio, hasta llegar a la BHE (Shibayama et
al., 2013). Por otro lado, la amiba Entamoeba histolytica también es capaz de dafiar
las UE de las células epiteliales (MDCK) y entéricas (T84), fosforilando a ZO-2 y
degradando a ZO-1, aumentando asi la permeabilidad paracelular (Leroy et al., 2000).
En el 2013 Betanzos y colaboradores describieron que el complejo ENRCPADH112 de
E. histolytica es capaz de unirse y degradar a las proteinas claudina-1, ocludina y ZO-
1/2 propiciando la caida de la RET en células MDCK (Betanzos et al., 2013). Otros
protozoarios que son capaces de atravesar la BHE por la ruta paracelular son
Plasmodium falciparum, Trypanosoma spp., Toxoplasma gondii, Babesia spp. y la
amiba de vida libre Balamuthia mandrillaris (Tabla 2), propiciando la produccién de
citocinas proinflamatorias, ON y en el caso de Balamuthia dafando el endotelio
mediante la accién de proteasas (serina y metaloproteasas) y citotoxicidad

dependiente de contacto (Elsheikha & Khan, 2010).
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Tabla 2. Protozoarios que afectan la integridad del endotelio vascular cerebral
y el mecanismo involucrado en el proceso migracién a través de la BHE.

Organismo
Plasmodium

falciparum

Toxoplasma

gondii

Acanthamoeba

Spp.

Balamuthia

spp-

Neisseria

meningitidis

Mecanismo

Citoadherencia

Migracién paracelular

Citoadherencia

Migracién paracelular

Citoadherencia

Migracién paracelular

Migracion paracelular

Proteina involucrada

ICAM-1

ICAM-1y VCAM-1

Proteinas de unién a
manosa (MBP) y

Serina proteasas

Proteinas de uniéon a
galactosa (GBP) y

Metaloproteasas

Metaloproteasas

Referencia

(Turner et al., 1994)

(Deckert-Schluter et al.,
1994)

(Garate et al., 2004;
Sissons et al., 2004)

(Matin et al., 2006; Rocha-
Azevedo et al., 2007)

(Schubert-Unkmeir et al.,
2010)



De acuerdo con la informacion antes mencionada sobre Naegleria, una vez que esta
amiba se ha instalado en el neuroepitelio olfatorio, puede continuar su migracién
hacia el cerebro mediante los nervios olfatorios. Otra via probable de invasién de N.
fowleri podria ser por los microvasos presentes en el epitelio olfatorio, como se
observé en los reportes de Martinez y colaboradores (1973), o por via de la
microvasculatura presente en el espacio subaracnoideo antes de entrar al SNC,
facilitando la invasion a los bulbos olfatorios debido a su proximidad y asi
desestabilizando a la BHE principalmente a nivel de las UE. Esto probablemente por
la expresion de moléculas de adhesion, la produccién de citocinas proinflamatorias y

de ON, por parte de las células endoteliales que conforman a la BHE.

Por lo tanto, nosotros estamos interesados en estudiar si N. fowleri es capaz de dafar
a las células endoteliales que conforman a la BHE y debilitar las UE. Para ello
evaluamos el efecto citopatico de trofozoitos de N. fowleri en un cultivo primario de
células endoteliales de la microvasculatura cerebral de rata (RBMEC).
Posteriormente, realizamos ensayos de western blot, microscopia confocal, medicién
de la RET, para evaluar si las amibas son capaces de alterar las propiedades de
barrera en el cultivo primario de células endoteliales cerebrales. Por otro lado,
también analizamos la activaciéon de las células endoteliales inducida por los
trofozoitos de N. fowleri, evaluando la expresién de moléculas de adhesiéon (VCAM-1
e ICAM-1), la produccién de las citocinas IL-8, IL-1B, TNF-a, IL-12p70, IL-6 e IL-
10 y de ON.
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6. JUSTIFICACION

De acuerdo con la literatura, es bien sabido que N. fowleri es capaz de atravesar el
neuroepitelio olfatorio a través de las uniones intercelulares de las células
sustentaculares en la cavidad olfatoria y abrirse paso a través de la fila olfatoria
hasta llegar a los bulbos olfatorios en el SNC. Otra via probable de invasioén de N.
fowleri podria ser por los microvasos presentes en el epitelio olfatorio, o por la

microvasculatura presente en el espacio subaracnoideo, antes de entrar al SNC.

Hasta la fecha se desconocen las alteraciones producidas por este microorganismo
en la BHE. Debido a lo anterior, es de nuestro interés caracterizar las alteraciones
en la BHE principalmente a nivel de las UE, por la produccion de citocinas

proinflamatorias y ON, en un cultivo primario de células endoteliales que semejan

a la BHE.
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7. HIPOTESIS

N. fowleri es capaz de alterar a las proteinas de las UE de la BHE, ademds de

promover la expresion de moléculas de adhesion, citocinas proinflamatorias y ON.
8. OBJETIVO GENERAL

Caracterizar las alteraciones producidas por trofozoitos de N. fowleri en un modelo in

vitro de BHE.

8.2. OBJETIVOS PARTICULARES

e (aracterizacion del modelo de la MAP experimental en rata.

e Establecer el cultivo primario de células endoteliales de la microvasculatura
cerebral (RBMEC) y el cultivo primario de astrocitos de rata.

e Evaluar el efecto citopatico de los trofozoitos y de los productos de secrecion
(PS) de N. fowleri en el cultivo primario de células endoteliales.

e Determinar las posibles alteraciones en las proteinas de las uniones estrechas
de las células RBMEC.

e Evaluar la expresiéon de moléculas de adhesion, asi como la produccién de
citocinas y ON en el cultivo primario de células endoteliales post-interaccion

con N. fowleri.
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9. MATERIALES Y METODOS
9.1. Cultivo amibiano

Se utiliz6 la cepa patogena de Naegleria fowleri ATCC 30808. Las amibas fueron
cultivadas axénicamente en medio liquido de Bactocasitona (BD Biosciences, CA,
USA) al 2%, suplementado con suero fetal bovino (SFB) (Microlab, Ciudad de
México, México) al 10%. Se incubaron a 37°C, posteriormente se cosecharon y

procesaron durante la fase logaritmica de crecimiento (48 h).

9.2. Meningoencefalitis Amibiana Primaria (MAP) experimental en el modelo de

la rata

Ratas Wistar de 2 semanas de edad fueron utilizadas para establecer el modelo
experimental de la MAP. Las ratas fueron ligeramente anestesiadas en una cdmara de
éter y posteriormente instiladas con 5 x 10° trofozoitos en medio de Bactocasitona al
2%, sin SFB. Posteriormente, las ratas fueron sacrificadas en los tiempos de 3, 6, 12,
24, 48, 72, 96 h y 7 dias post-infeccion (PI) y los crdneos sin piel fueron fijados en
paraformaldehido al 4% en PBS pH 7.23. Por un lado, los craneos de las ratas
sacrificadas en los tiempos de 3, 6, 12 y 24 h fueron descalificados en una solucién de
EDTA al 8% durante 2 semanas a 4°C con cambios cada 24 h. Por otra parte, a los 7
dias PI, se obtuvieron solamente los bulbos olfatorios de los animales. Las muestras
fijadas fueron deshidratadas en concentraciones crecientes de alcohol (70-100%)
durante 1 h en cada solucién, hasta llegar a mezclas de alcohol-xilol (100%/100%) y
xilol absoluto (100%). Posteriormente, las muestras deshidratadas fueron incluidas en
parafina durante 4 h. Por ultimo, las muestras incluidas fueron colocadas en moldes
cuadrados y se dejaron solidificar. Una vez que la parafina solidificé en los cubos, se
realizaron cortes de 5 pum, los cuales fueron montados en portaobjetos silanizados
(3%). Posteriormente, las muestras fueron procesadas para la tincién de hematoxilina
& eosina (H&E). La tincion de H&E se basa en la reaccidn entre los acidos nucléicos
y el colorante alcalino hematoxilina, observandose una coloracion azul-ptrpura; por
otro lado, el colorante anidnico eosina interacciona con estructuras alcalinas,

observandose distintos tonos de rosa (Enciu et al., 2013). El procesamiento consiste
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en desparafinar los cortes durante toda la noche en una estufa a 60°C para
posteriormente ser rehidratados con xilol, alcohol absoluto y alcohol al 96%.
Después, las muestras fueron lavadas con agua corriente, se aplic6 la hematoxilina de
Harris durante 7 min y se enjuagaron con agua corriente. Se colocé en alcohol dcido
durante 10 seg. Se lavaron con agua corriente y se sumergieron en carbonato de litio.
Se realizaron lavados con agua corriente y alcohol al 80% durante 1 min. Una vez
realizados estos lavados, los cortes fueron tefiidos con eosina durante 15 seg y
posteriormente las muestras fueron deshidratadas con alcohol al 96%, alcohol
absoluto y xilol. Finalmente, los cortes fueron montados con resina y posteriormente
observados a través de un microscopio Optico Nikon eclipse 801 (Nikon, Minato,
Japan). Todos los animales fueron manejados de acuerdo con lo establecido en las
regulaciones federales para el cuidado y manejo de animales de experimentacion
mexicanas (NOM-062-Z00-1999) y utilizando el protocolo de animales de
laboratorio autorizado por el Comité Institucional de Manejo y Cuidado Animal del
Cinvestav (CICUAL-Cinvestav). Las ratas fueron sacrificadas utilizado una
sobredosis de Pentobarbital sdédico (Pet’s Pharma de México S.A. de C.V,,
Nezahualcoyotl, México) y manejadas de acuerdo con el panel de eutanasia AVMA

2000.
9.3. Inmunohistoquimica en el modelo de la MAP

El procesamiento consiste en desparafinar los cortes durante toda la noche en una
estufa a 60°C, para posteriormente ser hidratados con xilol, alcohol etilico (99.5 a
80%), después se realizé un lavado con agua corriente durante 5 min. Las muestras se
sumergieron en PBS 1X durante 5 min. Se realiz6 la recuperaciéon antigénica
colocando las muestras en la autoclave a 121°C en amortiguador de citratos 0.01 M
pH 6.0 durante 10 min. Terminado el tiempo de autoclave, las muestras se dejaron
enfriar y fueron enjuagadas con PBS 1X pH 7.23. A continuacién, se bloqueé la
peroxidasa endégena con metanol-peroxidasa durante 1 h. Se realizaron lavados con
PBS 1X y las uniones inespecificas fueron bloqueadas con leche al 10% (Sveltty)
disuelta en PBS por toda la noche a 4°C. Posteriormente las muestras fueron lavadas

con PBS 1X. El anticuerpo primario de ratén anti-N. fowleri fue utilizado en la
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dilucién 1:20 e incubado en SFB al 3% en PBS durante toda la noche a 4°C.
Terminada la incubacién, las muestras fueron lavadas con PBS 1X y el anticuerpo
secundario de chivo anti ratén acoplado a peroxidasa (-HRP) (Invitrogen, CA, USA)
(dilucién 1:50) fue incubado durante 2 h a temperatura ambiente. Las muestras se
lavaron con PBS 1X durante 5 min. Se adicioné el sustrato para la peroxidasa que es
la diaminobenzidina (DAB) en perdxido de hidrogeno (H,0O;) (dilucion 1:10) durante
10 min. Se realizaron lavados con PBS y se contra coloreo con hematoxilina durante
8 min. La hematoxilina fue enjuagada con agua corriente y posteriormente se
realizaron lavados con PBS. Por ultimo, se procedi6 a deshidratar las muestras con
concentraciones crecientes de alcohol y xilol y fueron montadas con resina epoxica.

Las laminillas fueron observadas a través de un microscopio Nikon eclipse 80i.
9.4. Cultivo primario de células endoteliales RBMEC

Las células endoteliales de 1la microvasculatura cerebral de rata (RBMEC) se aislaron
a partir de ratas Wistar de 2 semanas de edad, siguiendo el procedimiento
previamente descrito por Molino y colaboradores (2014). Se removieron las meninges
y el cerebro fue cortado en porciones pequenas, las cuales se procesaron con un
homogeneizador de cristal en medio Dulbecco's Modified Eagle Medium: Nutrient
Mixture F-12 (DMEM/F12) (Gibco, MA, USA). La mielina fue separada por
centrifugacion a 3500 rpm por 20 min, en un gradiente de percoll (Sigma-Aldrich,
MO, USA) al 30%. Posteriormente, se retiré la fraccién superior compuesta de
mielina para conservar la fraccion inferior con los capilares, a la cual se le realizaron
dos lavados con DMEM/F12. La pastilla se recuperé para ser digerida con una
mezcla de colagenasa/dispasa (Roche Diagnostics, Indianapolis, I.N., 11097113001)
60 pg/ml y desoxiribonucleasa 1 (DNAsa tipo 1) (35 pg/ml) (Sigma-Aldrich, MO,
USA) a 37°C durante 45 min. La reaccién enzimatica fue detenida con medio
DMEM/F12 con SFB y centrifugada a 1500 rpm por 5 min. La microvasculatura
fragmentada fue colectada luego de ser centrifugada 1500 rpm durante 5 min, para
posteriormente ser cultivada en cajas de cultivo de 25 cm’ y cubreobjetos recubiertos
con una mezcla de fibronectina/coldgena a una concentracion de 1 pg/cmz. Las

células endoteliales fueron crecidas en DMEM/F12 con 20% de plasma derivado de
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suero (PDS) (11-090423, Animal Technologies Inc., T.X., USA), 10 ng/ml bFGF
(basic fibroblastic grow factor) (PrepoTech, NJ, USA), 200 mM GlutaMAX (Gibco,
MA, USA), 100 pg/ml heparina (Pisa Farmacéutica S.A. de C.V., Guadalajara, Jal.,
México), 2.5 mM de HEPES (Sigma-Aldrich, MO, USA), antibidticos (penicilina
100 U/ml, estreptomicina 100 mg/ml), y 1 ug/ml de fungizona (Gibco, MA, USA).
En las primeras 24 h de cultivo, se agregaron 4 ug/ml de puromicina (Sigma-Aldrich,
MO, USA) para eliminar a las células no deseadas. Para los experimentos de efecto
citopdtico, las células fueron sembradas en cajas de 24 pozos. Para los ensayos de
RET las células fueron sembradas en filtros transwell (Merck-Millipore, MA, USA).
Para los ensayos de microscopia confocal, las células fueron sembradas en

cubreobjetos silanizados.
9.5. Cultivo primario de astrocitos de cerebro de rata

Los astrocitos fueron obtenidos a partir de cerebros de rata Wistar macho sanos, de 2
semanas de edad, de acuerdo con lo reportado en el protocolo de Molino y
colaboradores en el afio 2014 (Molino et al., 2014). Estas células servirdn para
mantener a los cultivos primarios de las células endoteliales ya que proveen en su
medio condicionado, factores necesarios para mantener su crecimiento. Los cerebros
fueron homogenizados en una solucién de tripsina 0.05%/EDTA 0.02% (Gibco, MA,
USA,; J.T. Baker, NJ, USA) en un homogeneizador de cristal e incubados en un tubo
de 50 ml durante 15 min a 37°C. Para detener la reaccion enzimatica se agrego
DMEM/F12 con SFB 10% (Microlab, Ciudad de México México). El homogenado
fue centrifugado a 1500 rpm durante 5 min. La pastilla formada se resuspendi6 en 10
ml de DMEM/F12 con SFB al 10% con antibidtico penicilina/estreptomicina (100
U/ml/100 pg/ml). La suspension fue sembrada en cajas de cultivo de 75 cm”a 37°C.
Se realiz6 el cambio de medio a las 24 h para eliminar el debris celular y
posteriormente, se realizé el cambio de medio cada tercer dia. Una semana después
de haber realizado el aislamiento, la mezcla de células gliales en la caja de cultivo fue
colocada en agitacion durante 24 h a 37°C en medio de cultivo de astrocitos. Después,
el medio de cultivo fue decantado y se realizaron lavados con PBS estéril pH 7.23,

para remover a las células no adheridas a la superficie de cultivo y propiciar solo el
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crecimiento de los astrocitos. Para corroborar que contdbamos con un cultivo puro de
astrocitos, se sembraron astrocitos en cubreobjetos silanizados y se procesaron para
evaluar mediante microscopia confocal al marcador especifico para astrocitos, la

proteina gliofibrilar dcida (GFAP) (Invitrogen, CA, USA).

9.6. Efecto citopatico de los trofozoitos y de los productos de secrecion de N.

fowleri sobre el cultivo de RBMEC

Para realizar las interacciones con las células RBMEC, se utilizaron cultivos que
tenian una confluencia del 90%. Posteriormente las amibas fueron despegadas de las
cajas de cultivo durante 30 min en hielo con PBS estéril pH 7.23, se realiz6 el ajuste
de las amibas para realizar las interacciones con las células RBMEC en una relacién
de tres células por cada amiba (3:1) (1.3 x 10° RBMEC: 66 x 10* RBMEC), para
luego ser centrifugadas a 2000 rpm durante 5 min. La pastilla formada fue
resuspendida en medio DMEM/F12 sin PDS y las interacciones fueron realizadas
durante 1, 3, 6 y 10 h en una incubadora a 37°C, con una atmosfera de CO, al 5%.
Los productos de secrecion (PS) fueron obtenidos a partir de los sobrenadantes de
5x10° trofozoitos incubados en 3 ml de medio sin SFB durante 24 h. Los
sobrenadantes fueron recuperados y centrifugados a 2000 rpm durante 5 min y
filtrados a través de una membrana de 0.22 pm de poro (Merck-Millipore, MA, USA)
y almacenados a -20°C hasta su uso. Los PS fueron ajustados a la produccién de
5x10" trofozoitos y mezclados con DMEM/F12 sin PDS y co-incubados con las
RBMEC a 37°C durante 1, 3, 6 y 10 h. Como controles se utilizaron RBMEC
incubadas sin trofozoitos y con trofozoitos fijados. Terminados los tiempos de
interaccion para todas las condiciones, las células fueron fijadas con
paraformaldehido al 2% en PBS estéril pH 7.23 durante 2 h a temperatura ambiente.
Se lavaron las monocapas con PBS estéril y posteriormente fueron observadas a
través de un microscopio invertido (Nikon, TMS, JAPAN). Posteriormente, el efecto
citopatico fue cuantificado mediante la tincién con azul de metileno. Se tifieron las
monocapas durante 10 min con azul de metileno al 1% en solucién amortiguadora de
boratos 0.1 M pH 8.7 (80 ml acido boérico 12.4 g/l; 120 ml de tetraborato de sodio
19.1 g/I) (Sigma-Aldrich, MO, USA). Se lavéo 3 veces el colorante con el
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amortiguador de boratos. Posteriormente se adiciond acido clorhidrico 1 N (Sigma-
Aldrich, MO, USA) durante 30 min a 37°C, para recuperar el colorante que adquirié
la monocapa. El colorante extraido fue leido en un espectrofotémetro (Epoch, Biotek,
USA) a una longitud de onda de 660 nm. Los datos de absorbancia de las monocapas
interaccionada con trofozoitos fueron comparados con las monocapas control, para
posteriormente ser graficadas mediante el software GraphPad Prism. Los datos
representan el promedio + de la desviacion estandar (SD) de al menos tres
experimentos independientes. El valor de p fue calculado con el andlisis de ANOVA

de una via (*p<0.05).
9.7. Daiio endotelial debido a las proteasas de N. fowleri

Para analizar el efecto de las proteasas de N. fowleri, los trofozoitos y los PS fueron
pre-incubados por separado durante 45 min a temperatura ambiente con el inhibidor
de cisteina proteasas E-64 (10 uM) y el inhibidor de serina proteasas Aprotinina (6
uM) (Roche, Basel, Suiza) en medio sin SFB. Como controles, se utilizaron las
monocapas de las células endoteliales incubadas con los trofozoitos, con los PS y con
los trofozoitos en ausencia de inhibidores durante 10 h. Posteriormente, las
monocapas fueron fijadas con paraformaldehido al 2% en PBS y observadas a través
de microscopia de luz (Nikon TMS, Nikon, JAPAN). El efecto citopdtico se
cuantificé con la tincién de azul de metileno como se menciond anteriormente. Los
datos de absorbancia fueron graficados con el software GraphPad Prism. Los datos
representan el promedio = SD de al menos tres experimentos independientes. El valor

de p fue calculado mediante el andlisis de ANOVA de una via (*p<0.05).
9.8. Medicion de la resistencia eléctrica transendotelial (RET)

Las células RBMEC fueron sembradas en filtros semipermeables Millicell de 8 um
de poro de 1.12 cm’ de didmetro (Merck-Millipore, MA, USA) y colocadas en placas
de 12 pozos (Corning-Costar, NY, USA). Una vez que las células alcanzaron una
resistencia de 240 Q cmz, se realizaron las interacciones con los trofozoitos de N.
fowleri, a una relacién 3:1. Como controles, se tomaron los valores de RET de

RBMEC incubadas con amibas fijadas, monocapas sin amibas y de monocapas
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incubadas con 25 mM de NaOH (JT Baker, NJ, USA). Los valores de RET fueron
tomados durante 0, 5, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 180 y 360 min. Las
mediciones se realizaron con un voltimetro EVOM (World Precision Instruments, FL,
USA). Antes de introducir los electrodos en las cajas de cultivo, estos fueron
limpiados con etanol al 70% y enjuagados con PBS estéril. Uno de los electrodos fue
sumergido en la cdmara superior, mientras que el otro electrodo quedo inmerso en la
camara inferior. La resistencia fue registrada en Ohm’s () y reportada como
porcentajes relativos a la maxima resistencia de las monocapas sin interaccionar. Los
datos fueron analizados con el programa GraphPad Prism. Los datos representan el
promedio = SD de al menos tres experimentos independientes. El valor de p fue

calculado con el andlisis de ANOVA de una via (*p<0.05).

9.9. Anadlisis de la localizacion de las proteinas de UE de células RBMEC co-

cultivadas con trofozoitos de N. fowleri, a través de microscopia confocal

Se cultivaron células RBMEC en cubreobjetos forrados con la mezcla de
fibronectina/coldgena 1V (Sigma-Aldrich, MO, USA) y se co-incubaron con
trofozoitos de N. fowleri durante 5, 15, 30 y 60 min a una relaciéon 3:1 en DMEM/F12
sin PDS. Finalizados los tiempos de interaccidn, se retiré el medio de interaccién y
las células fueron fijadas con paraformaldehido al 2% durante 20 min. Posteriormente
se realizaron tres lavados con PBS estéril para eliminar el fijador durante 5 min cada
vez. Las células fueron permeabilizadas con triton X-100 (Sigma-Aldrich, MO, USA)
al 0.2% en PBS estéril durante 30 min, y se realizaron tres lavados con PBS de 5 min
cada lavado. Las muestras fueron bloqueadas con albimina al 1%, durante 60 min a
37°C. Transcurrido el tiempo de bloqueo se elimind la albiimina, nuevamente con tres
lavados con PBS de 5 minutos cada uno. Posteriormente, las células se incubaron
durante 2 h a 37°C con los anticuerpos primarios contra las proteinas de las UE: de
ratén anti-ocludina (dilucién 1:25), de conejo anti-claudina-5 (dilucién 1:20) y de
conejo anti-ZO-1 (dilucién 1:20) (Invitrogen, CA, USA). Para marcar a los
trofozoitos, se empled un anticuerpo casero de ratén anti-N. fowleri (dilucion 1:25).
Concluido el tiempo de incubacion con los anticuerpos primarios, se realizaron tres

lavados de 5 min con PBS. Posteriormente, las muestras se incubaron con los
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anticuerpos secundarios fluoreceinados de chivo anti-conejo (dilucién 1:50)
(Invitrogen, CA, USA) y acoplado a CYS5 de chivo anti-ratén (1:50) (Santa Cruz
Biotechnology, TX, USA), durante 1 h a 37°C. Una vez transcurrido el tiempo de
incubacidn, se realizaron tres lavados durante 5 min cada uno con PBS. Para el
marcaje de los nicleos, se empleé yoduro de propidio al 0.001% durante 10 min a
temperatura ambiente. Las muestras se montaron en portaobjetos con el medio de
montaje Vecta Shield (Vector Laboratories, CA, USA) y se sellaron con barniz
transparente. Las muestras se almacenaron en obscuridad a 4°C para conservar la
fluorescencia. Finalmente, se realizd el andlisis de las muestras mediante un

microscopio confocal LEICA TCS SP8 (Leica Microsystems, Glattbrugg, Suiza).
10. Inhibidores de proteasas para los extractos totales de células RBMEC

Para la preservacion de los extractos totales de la interaccion de las células RBMEC
con trofozoitos de N. fowleri, se utilizé un cocktail de inhibidores de proteasas como
se describe a continuacién. Para cisteina proteasas: 10 mM de d4cido para-
hidroximercuribenzéico (PHMB), 5 mM de N-etil maleimida (NEM) (Sigma-Aldrich,
MO, USA) y 10 mM de L-trans-epoxisuccinil-leucilamida-(4-guanidino)-butano (E-
64) (Roche, Basel, Switzerland). Para serina proteasas: 5 mM de
fenilmetilosulfonilfluoruro (PMSF), 6 mM de Aprotinina (Sigma-Aldrich, MO,
USA). Para metaloproteasas: 2 mM de éacido etilendiamino-tetraacético (EDTA) (JT
Baker, NJ, USA).

10.1. Evaluacion del daiio a las proteinas de las UE

Para la evaluacion de la posible degradacion de las proteinas de la UE, las células
RBMEC se interaccionaron con los trofozoitos de N. fowleri en medio sin SFB
durante 30 min, 1, 3, 6 y 10 h. Posteriormente, se retir6 el medio y se agregé PBS pH
7.4 y las preparaciones se colocaron en hielo por 15 min para despegar a las amibas
adheridas a la monocapa. A continuacion, las células se lisaron con amortiguador de
lisis (150 mM NaCl, 1% (v/v) Tritén X-100 y Trizma base 50 mM pH 8.4 (Sigma-
Aldrich, MO, USA) conteniendo un cocktail de inhibidores de proteasas. El lisado

recuperado se dejé en agitacion en vortex durante 4 h a 4°C y posteriormente, fue
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centrifugado a 15 000 rpm por 20 min. Se recuper6 el sobrenadante y se cuantifico la
concentracion de proteinas por el método de Bradford (1976). Se tomaron 60 pug de
extractos totales de las interacciones y de monocapas no interaccionada con los
trofozoitos. Estas muestras fueron separadas en geles de poliacrilamida al 7.5% (ZO-
1), 10% (ocludina) 12% (actina) y 15% (claudina-5). El protocolo de corrimiento
electroforético fue el siguiente: 80 voltios (V) durante 15 min y 100 V durante 180
min. Se realizé la electro-transferencia a membranas de poli fluoruro de vinilideno
(PVDF) (Merck-Millipore, MA, USA) por 90 min a 400 miliamperes (mA) a 4°C.
Terminada la transferencia, la membrana se bloque6 con leche descremada (Sveltty)
al 10%, en PBS durante toda la noche a 4°C. Posteriormente, la membrana se lavd
tres veces con PBS-tween 20 al 0.05% (Sigma-Aldrich, MO, USA) durante 5 min.
Para incubar la membrana con los anticuerpos primarios para las proteinas de las UE
las diluciones fueron las siguientes: conejo anti-ZO-1 (1:500), conejo anti-claudina-5
(1:500) y ratén anti-ocludina (1:500) (Invitrogen, CA, USA); y como control de carga
se utilizo actina, la cual fue detectada con un anticuerpo de ratén anti-actina (1:500),
durante 2 h a 37°C. La membrana se lavé 4 veces con PBS-tween 20 al 0.05% frio
durante 5 min cada lavado. A continuacion, las membranas se incubaron con los
anticuerpos secundarios acoplados a peroxidasa (HRP) de chivo anti-conejo y anti-
ratén (Invitrogen, CA, USA) ambos a una dilucion 1:1000 durante 1 h a temperatura
ambiente. Para el revelado de la asociacién antigeno-anticuerpo se utilizd6 una
soluciéon de luminol-peroxidasa (1:1) (Santa Cruz Biotechnology, TX, USA). Las
imagenes de las membranas reveladas fueron obtenidas con un fotodocumentador
(BioRad, CA, USA) y el analisis densitométrico se realizé con el programa ImageJ

(http://rsb.info.nih.gov/nih-image) y fue expresado como densidad Optica relativa

(DOR). Los datos fueron graficados con el programa GraphPad Prism y representan
el promedio = SD de al menos tres experimentos independientes. El valor de p fue

calculado con el andlisis de ANOVA de una via (*p<0.05).

10.2. Induccion de las moléculas de adhesion VCAM-1 e ICAM-1 de las células
RBMEC por N. fowleri
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Para evaluar la expresion de moléculas de adhesion ICAM-1 y VCAM-1, el cultivo
primario de RBMEC sembrado en los cubreobjetos fue interaccionado con trofozoitos
de N. fowleri en medio de cultivo sin PDS durante 15 min, 30, 1 y 3 h. Como control
positivo de induccién se utilizé lipopolisacdrido (LPS) en una concentracién de 20
pg/ml (Sigma-Aldrich, MO, USA) y adicionado en medio DMEM/F12 sin PDS en
las células RBMEC durante 3 h. Como control negativo de induccion, se incubaron
las RBMEC en medio DMEM/F12 sin PDS durante 3 h. Terminados los tiempos de
ensayo, se realizaron tres lavados con PBS frio y estéril para eliminar el medio de
interaccion y posteriormente, las células fueron fijadas con paraformaldehido al 2%
en PBS pH 7.23 durante 20 min a temperatura ambiente. Posteriormente, se
realizaron tres lavados con PBS frio y estéril para eliminar el fijador durante 5 min.
Las células se permeabilizaron con tritén X-100 (Sigma- Aldrich, MO, USA) al 0.2%
en PBS durante 30 min a temperatura ambiente, y se realizaron tres lavados con PBS.
Las muestras se bloquearon con albumina al 1% (Equitech-Bio, USA), durante 60
min a 37°C. Transcurrido el tiempo de bloqueo se elimind el exceso de albumina,
realizando tres lavados con PBS frio de 5 min cada uno. Posteriormente, las células
fueron incubadas durante 2 h con los anticuerpos primarios de conejo anti-VCAM-1
(dilucion 1:50) (Invitrogen, CA, USA) y de conejo anti-ICAM-1 (dilucion 1:50)
(Invitrogen, CA, USA). Para marcar a los trofozoitos, se empled un anticuerpo ratén
anti-N. fowleri (dilucién 1:20). Concluido el tiempo de incubacién con los
anticuerpos primarios, se realizaron tres lavados de 5 min con PBS frio y estéril.
Posteriormente, las muestras se incubaron con los anticuerpos secundarios: de chivo
anti-conejo-FITC (verde) (diluciéon 1:100) y anti-ratén-CY5 (azul) (dilucién 1:50)
durante 1 h a 37°C. Una vez transcurrido el tiempo de incubacidn, se realizaron tres
lavados con PBS estéril durante 5 min. Los nicleos fueron tefiidos con yoduro de
propidio al 0.001% durante 10 min a temperatura ambiente. Las muestras fueron
montadas en portaobjetos con medio de montaje Vecta Shield y se sellaron con barniz
transparente. Las muestras fueron almacenadas en oscuridad y a 4°C para conservar la
fluorescencia. Finalmente, las muestras se analizaron utilizando un microscopio
confocal LEICA TCS SP8 (Leica Microsystems, Glattbrugg, Suiza). Se cuantificé la
fluorescencia observada para VCAM-1 e ICAM-1 con el programa ImageJ y fue
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representada como la correccion de la fluorescencia celular total (CTCF) y graficada
con el programa GraphPad Prism. Los datos representan el promedio + SD de al
menos tres experimentos independientes. El valor de p fue calculado con el andlisis

de ANOVA de una via (*p<0.05).

10.3. Cuantificacion de la produccion de citocinas por las células RBMEC

inducidas por trofozoitos de N. fowleri

Se realiz6 la cuantificacion de las citocinas producidas por las células endoteliales
interaccionadas con los trofozoitos de N. fowleri durante 30 min, 1, 3, 6, 12 y 24 h.
Como control positivo de induccion se utilizé LPS 20 pg/ml (Sigma Aldrich, MO,
USA) y fue incubado en DMEM/F12 sin PDS con las células RBMEC durante los
tiempos previamente mencionados. Posteriormente, se recuperaron los sobrenadantes
de las interacciones y las citocinas se evaluaron empleando el kit BD Cytometric
Bead Array (CBA) Human Inflammatory Cytokines Kit (BD Biosciences, USA). Este
kit se basa en la utilizaciéon de perlas fluorescentes acopladas a anticuerpos
especificos para las siguientes citocinas: IL-8, IL-1p, TNF-a, IL-12p70, IL-6 e IL-10.
Los sobrenadantes de interaccion fueron incubados con las perlas acopladas a los
anticuerpos especificos para cada citocina, posteriormente se agregd el reactivo de
deteccion (ficoeritrina), formando un complejo tipo sandwich (perla + citocina +
reactivo de deteccion). Estos complejos se detectaron mediante citometria de flujo
utilizando el citometro de flujo BD FACSCelesta™ (BD Biosciences, CA, USA). Los
datos de intensidad media de fluorescencia se obtuvieron a través del programa
Kaluza™ (Beckman-Coulter, Life Sciences, IN, USA) y se graficaron mediante el
programa GraphPad Prism. Los valores representan el promedio + SD de al menos
tres experimentos independientes. El valor de p fue calculado mediante el andlisis de

ANOVA de una via (*p<0.05).

10.4. Cuantificacion de la produccion de ON por las células RBMEC

interaccionada con trofozoitos de N. fowleri

Para cuantificar la produccién de ON en los sobrenadantes de interaccién de RBMEC

con N. fowleri (relacién 3:1) obtenidos durante 30 min, 1, 3, 6, 12 y 24 h, se utiliz6 un
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kit de deteccion de o6xido nitrico (Abcam, CAM, UK) basado en colorimetria.
Primero se realiz6 una curva estindar de nitritos y nitratos, mezclando 5 ul del
estindar 100 mM, con 495 ul del amortiguador de prueba para obtener un stock de
trabajo 1 mM. Se utilizé una placa de 96 pozos de fondo plano, donde se anadieron 0,
2,4, 6, 8 y 10 ul del estindar y se ajustd a un volumen final de 85 pl con el
amortiguador de prueba para tener las concentraciones de 0, 2, 4, 6, 8 y 10 nmol/pozo
del estandar de nitritos o nitratos. Posteriormente, se procedié a preparar las muestras
y los estdndares. Para el blanco se tomaron 5 pl de la muestra y se ajustaron a 200 ul
con el amortiguador de prueba.
Tanto para los estdndares (curva) y las muestras problema se afiadio:

e 5 ul de la mezcla de nitrato reductasa en cada pozo

e 5 ul del cofactor de la enzima en cada pozo
Se cubrid la placa y se incubd a temperatura ambiente durante 1 h para llevar a cabo
la conversion de nitrato a nitrito. Por dltimo, se afiadieron 5 ul del potencializador a
cada pozo y fueron incubados durante 10 min. Para evidenciar la presencia de los
nitritos se agregaron 50 ul del reactivo de Griess R1 (4cido sulfanilico) y 50 ul del
reactivo de Griess R2 (sulfanilamida) y la mezcla se incubé durante 10 min a
temperatura ambiente para el desarrollo del color (esta reaccién es estable por
alrededor de 1 h). Posteriormente, la absorbancia fue leida en un espectrofotémetro
Epoch (BioTek, USA) a una longitud de onda de 540 nm. La férmula para obtener la
concentracion de nitratos/nitritos es la siguiente:

. Abs muestra — Abs blanco
Concentraciéon nitrato /nitrito = [

Pendiente de la curva } + (ul de muestra)

Como controles se utilizaron, monocapas de RBMEC incubadas sin amibas e
incubadas con 20 pg/ml de lipopolisacdrido (LPS) y monocapas incubadas solo en
medio DMEM F/12 sin PDS. Los datos de absorbancia fueron analizados mediante el
programa GraphPad Prism 5.0. Los datos representan el promedio + SD de al menos
tres experimentos independientes. El valor de p fue calculado con el andlisis de

ANOVA de una via (*p<0.05).
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11. RESULTADOS
11.1. Proceso de invasion de N. fowleri en el modelo de la rata

Para evaluar si la rata es una modelo susceptible a la infeccidon N. fowleri se instilaron
ratas Wistar macho de 2 semanas de edad. Secciones histologicas de la regién del
neuroepitelio olfatorio (NO) de ratas Wistar, muestran una capa continda compuesta
por un epitelio seudoestratificado. Los plexos nerviosos (PN) se encuentran
constituidos, en la zona de la submucosa por manojos de nervios olfatorios o fila
olfatoria (FO), los cuales se comunican con las neuronas presentes en los bulbos
olfatorios (BO) (Figura 10A). De igual manera también se obtuvieron imégenes
donde se muestran a los BO, se observa como la FO atraviesa entre la lamina cribosa
hasta conectarse a la zona glomerular e interconectarse a la capa de células mitrales y
a su vez a la zona granular (Figura 10A). En los cortes histolégicos de los animales
instilados con 5 x 10° trofozoitos de 3 h PI, se observo que la continuidad del NO se
perdié, ademds de presentar pequefias zonas de ulceracion. Una gran cantidad de
amibas fue observada entre las células sustentaculares, presentes en el NO. Se
observd que la morfologia de la ldmina propria fue modificada; se observd la
hiperplasia de las gldndulas de Bowman, asi como un infiltrado inflamatorio en esta
zona (Figura 10B). A las 12 h PI, los trofozoitos de N. fowleri fueron observados en
los BO rodeados de una importante respuesta inflamatoria (Figura 10C). A las 24 h
PI, la presencia de las amibas fue mds evidente y el dafio en el tejido cerebral fue
evidente (Figura 10D). A las 48 h PI, las células inflamatorias incrementaron en
ndmero, y los trofozoitos se observaron cercanos a los focos inflamatorios (Figura
10E). Los principales tipos celulares observados en estos focos fueron principalmente

macrofagos y algunos neutroéfilos.

En algunas zonas, las amibas fueron encontradas cerca de los vasos sanguineos
(Figura 10E). A las 72 h PI, una gran cantidad de amibas fueron observadas en los
BO, asi como importantes dreas necréticas (Figura 10F). Macréfagos y células
polimorfonucleares fueron observadas rodeando a las amibas (Figura 10F). También
en este tiempo de infeccion se observaron eritrocitos, células inflamatorias y

trofozoitos en el espacio subaracnoideo (ES) (Figura 10G). Este espacio estd
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localizado entre la meninge aracnoides y el hueso del craneo (Figura 10G).
Finalmente, a los 7 dias PI, la reaccion inflamatoria aumento notablemente, asi como
las zonas hemorrdgicas, la cantidad de amibas y las dreas necrédticas en los BO
(Figura 10H). Estos resultados nos permiten recomendar el uso del modelo de la rata
para reproducir la MAP, de manera similar a lo reportado en el ratén, asi como en los

casos humanos.

Para corroborar la presencia de las amibas en el cerebro de la rata, se realizaron
ensayos de inmunohistoquimica en los tiempos de 6, 24, 48 y 72 h. Después de 6 h
PI, los trofozoitos fueron observados entre las células sustentaculares en el NO de la
rata (Figura 11A), en los tiempos tardios de 24 a 72 h se observo la presencia de las
amibas en color café, asi como respuesta inflamatoria en los BO (Figura 11B-D).
También a las 72 h PI como se observé por H&E, corroboramos la presencia de las

amibas en el espacio subaracnoideo en los craneos de las ratas (Figura 11E).
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Figura 11. Inmunohistoquimica contra N. fowleri en el modelo de la rata. A) Seccién
del neuroepitelio olfatorio (NO) a las 6 h, observandose amibas en color café entre las
células sustentaculares (flecha). B-D) Secciones de los BO’s (24, 48 y 72 h), donde se
observa la presencia de las amibas (flechas), asi como la presencia de células
inflamatorias. E) A las 72 h, se observan amibas (flecha) en color café en el espacio
subaracnoideo. Barra= 50 um

11.2. Establecimiento del cultivo primario de células endoteliales de la

microvasculatura cerebral (RBMEC) y de los astrocitos de rata

Una vez que establecimos la MAP en la rata, se decidid establecer los cultivos
primarios de RBMEC y de astrocitos provenientes de la rata para evaluar la
interacciéon de las amibas con la BHE en condiciones in vitro. Los resultados que
obtuvimos fueron congruentes con los observados en el protocolo establecido por
Molino y colaboradores en 2014, observando la adherencia de los capilares al sustrato
de fibronectina/coldgena, asi como el crecimiento de las células endoteliales fuera de
los capilares en el primer dia de cultivo (Figura 12C). Observamos células con una
morfologia de tipo alargada y estableciendo uniones con las células adyacentes,
formando una monocapa en el dia 12 de cultivo con una confluencia del 90%
aproximadamente (Figura 12D). A partir de estas monocapas de células endoteliales

confluentes se realizaron los experimentos siguientes.
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Figura 12. Establecimiento del cultivo primario de RBMEC de rata. A-B) Paquete
de capilares de cerebro de rata (flechas) obtenidos mediante gradiente de percoll y
observados por microscopia de luz. C) Capilares adheridos al sustrato de
fibronectina/coldgena (flecha) al tercer dia de cultivo. Se observan células
endoteliales creciendo fuera de los capilares (cabezas de flecha). D) Monocapa de
RBMEC al décimo dia de cultivo. Barra= 30 pm.

Por otro lado, en el modelo in vitro de BHE reportado por Molino et al. (2014), se
utiliza un cultivo primario de astrocitos para propiciar el 6ptimo crecimiento y
maduracion de las células endoteliales para asi presentar un fenotipo mds parecido a
las condiciones fisiologicas de la BHE. En nuestros resultados observamos a los
astrocitos adheridos a las cajas de cultivo (Figura 13A) y continuaron su crecimiento
hasta formar una monocapa a los 30 dias de cultivo. La pureza del cultivo primario de
los astrocitos fue corroborada realizando inmunomarcajes utilizando un anticuerpo
dirigido contra la proteina gliofibrilar dcida (GFAP). Los resultados nos mostraron
que nuestro cultivo primario estaba compuesto por astrocitos (Figura 13B). Por lo
tanto, con estos cultivos primarios establecidos podemos conformar el modelo in

vitro de BHE para llevar a cabo los ensayos siguientes con N. fowleri.
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Figura 13. Cultivo primario de astrocitos de rata. A) Astrocitos en el tercer y
octavo dia de cultivo observados mediante microscopia de luz. B) Astrocitos
marcados contra la proteina GFAP (rojo) y los nicleos tefiidos con DAPI (azul),
imégenes obtenidas mediante microscopia confocal. Barra= 30 um.

11.3. Estandarizacion de la relacion de interaccion de trofozoitos de N. fowleri

con las células RBMEC

Para determinar el efecto citopatico producido por N. fowleri sobre los cultivos
primarios de células endoteliales provenientes de cerebro de rata, se estandarizaron
las relaciones de interaccion que fueron 1:1, 1:2 y 1:3 durante 1, 3, 6 y 10 h. Las
interacciones se llevaron a cabo en medio DMEM/F12 sin PDS. Se utilizaron como
controles en todos los tiempos células RBMEC sin interaccionar con trofozoitos de
N. fowleri y células interaccionadas con trofozoitos fijados. En todas las relaciones
excepto en los controles, se observo dafio desde 1 h PI hasta las 10 h PI, mostrando
zonas de lisis celular, asi como huecos en la monocapa (Figura 14). Observamos que
la relacién 1:3 de interaccion con las células RBMEC el efecto citopatico fue en
menor proporcién comparado con las otras relaciones estudiadas (1:1 y 1:2). Por lo
tanto, encontramos que la relacion 1:3 fue la relacion de interaccion ideal para llevar
a cabo la evaluacion del dafio a las proteinas de las UE, asi como para el andlisis de la
activacion de las células endoteliales en interacciéon con N. fowleri, ya que nos
permite evaluar los fendmenos que ocurren en la monocapa de RBMEC en tiempos

largos sin perder a estas células del cultivo.
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Figure 14. Estandarizacién de la relacién de interaccion de trofozoitos vivos de
N. fowleri con las células RBMEC durante 1, 3, 6 y 10 h. Interacciones en las
relaciones 1:1, 1:2 y 1:3 (amiba/RBMEC). Barra= 30 um.

11.4. Efecto citopatico sobre las células RBMEC producido por trofozoitos de
N. fowleri

Para determinar el dafo producido por N. fowleri sobre las RBMEC en la relacion
1:3, se realizaron experimentos para evaluar la morfologia y el efecto citopatico
usando la tincion de azul de metileno. Nuestros resultados mostraron que los
trofozoitos comienzan a adherirse a las RBMEC para producir la discontinuidad de la
monocapa endotelial después de 1 h de co-incubacién (Figura 15I). Después de 3 h,
las 4reas liticas incrementaron, y las células endoteliales presentaron signos de daiio
(Figura 15J). A las 6 h, algunas células mostraron vacuolizacién y a las 10 h la

integridad de la monocapa se perdié como resultado del incremento de las zonas
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liticas (Figura 15K-L). También fue evaluado el efecto de los PS de N. fowleri en las
RBMEC, ajustando la proporcién de PS a las amibas en la relaciéon 1:3. Las
monocapas fueron incubadas con los PS en los tiempos de 1 hasta 10 h. Los
resultados mostraron que el dafio a las células endoteliales comenz6 desde la primera
hora de co-incubacién, observindose como el desprendimiento de las células del
sustrato en la caja de cultivo. Efecto que fue mds fuerte al producido por los
trofozoitos vivos (Figura 15M). Luego de 3 h, el dafio celular y las dreas liticas
incrementaron, algunas células presentaron vacuolas en su citoplasma y comenzaron
a redondearse (Figura 15N). Estos cambios aumentaron a las 6 h (Figura 150).
Después de 10 h de co-incubacidn, las zonas de lisis incrementaron de manera
importante, y las células perdieron su forma alargada (Figura 15P). Como controles,
se utilizaron RBMEC sin amibas (Figura 15A-D) y RBMEC co-incubadas con
trofozoitos fijados (Figura 15E-H). Los resultados mostraron que las monocapas
mantuvieron su integridad en ambas condiciones control en los tiempos evaluados.
Para cuantificar el efecto citopdtico se utilizo la tincidén de azul de metileno (Figura
15Q). Con los trofozoitos fijados, el valor de absorbancia fue similar al control de
RBME sin trofozoitos a las 10 h, indicando que no hubo efecto citopatico. En
contraste con la disminucidén de los valores de absorbancia, observados cuando las
RBMEC fueron incubadas con trofozoitos vivos comparado con los controles. Los
resultados para las RBMEC incubadas con los PS arrojaron un efecto citopatico
mayor al observado con los trofozoitos completos a las 10 h de co-incubacién. Con
estos resultados podemos concluir que los trofozoitos y sus PS son capaces de

producir dafio sobre los cultivos primarios de células endoteliales.
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Figura 15. Efecto citopatico de N. fowleri sobre RBMEC. A-D) RBMEC control sin
amibas, mostrando integridad de la monocapa desde 1 a 10 h. E-H) RBMEC co-
incubadas con trofozoitos fijados, se observa la integridad de la monocapa. I-L) Los
trofozoitos completos (cabezas de flecha) son capaces de producir efecto citopatico
(asteriscos) desde 1 a las 10 h de co-incubacién. M-P) En RBMEC co-incubadas con
productos de secrecion (PS), se observan dreas liticas (asteriscos) y dafio celular, Barra=
20 um. Q) Analisis cuantitativo del dafo por azul de metileno. RBMEC sin amibas
(barras negras); amibas fijadas (barras grises); trofozoitos de N. fowleri (barras blancas) y
PS (barras con lineas). Los datos representan la media + SD de al menos tres
experimentos independientes. Los valores de p fueron calculados con ANOVA de dos
vias (*p<0.05).
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11.5. Papel de las proteasas y productos de secrecion de N. fowleri en el dafio a
las RBMEC

Para evaluar la importancia de las proteasas producidas por la amiba en el dafio a las
células RBMEC, trofozoitos completos y sus productos de secrecion (PS) fueron
incubados con las monocapas durante 10 h. Ambas condiciones produjeron dafo
importante a las monocapas a las 10 h de co-incubacién (Figura 16B y 17B). Para
determinar el tipo de proteasas que participan en el dafio a las células endoteliales, se
realizaron pre-incubaciones de las amibas con E-64 10 uM y Aprotinina 6 uM; los
resultados mostraron que el dafio provocado por los trofozoitos completos y los PS
fue abolido en las monocapas de RBMEC con el inhibidor de cisteina proteasas E-64
(Figura 16C y 17C), efecto que no fue observado con el inhibidor de serina proteasas
en donde se observa dafio en el cultivo (Figura 16D y 17D). Para corroborar que el
dafio este siendo llevado a cabo por los inhibidores de proteasas, las RBMEC se
incubaron solo con E-64 y Aprotinina en las concentraciones antes mencionadas
durante 10 h. Observamos que los inhibidores no son capaces de producir dafio sobre
las monocapas de RBMEC utilizadas en las interacciones con amibas completas y los
PS (Figura 16 y 17E y F). Estos resultados fueron corroborados mediante analisis
densitométrico Con estos resultados podemos concluir que el dafio producido por N.
fowleri sobre las monocapas de RBMEC es producido por la accién de cisteina

proteasas.
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Figura 16. N. fowleri induce dafo a las células RBMEC. A) RBMEC sin amibas. B)
RBMEC co-incubadas con trofozoitos (flechas), se observan areas liticas (asteriscos)
a las 10 h de incubacién. C) Trofozoitos pre-incubados con E-64 (10uM) e incubados
durante 10 h con RBMEC. D) Amibas pre-incubadas con Aprotinina (6 uM) e
incubadas durante 10 h con el cultivo primario, se observan zonas de lisis
(asteriscos). E-F) Monocapas incubadas con E-64 y Aprotinina durante 10 h. Barra=
20 um. G) Andlisis cuantitativo del dafio mediante azul de metileno. RBMEC sin
amibas (barra negra); RBMEC incubada con E-64 (barra gris); RBMEC incubada con
Aprotinina (barra blanca); RBMEC co-incubada con amibas (barra con lineas);
Trofozoitos pre-incubados con E-64 (barra con cuadros); Trofozoitos pre-incubados
con Aprotinina (barra con puntos). Los datos representan la media = SD de al menos
tres experimentos independientes. Los valores de p fueron calculados con ANOVA
de dos vias (*p<0.05).
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Figura 17. Los PS de N. fowleri inducen dafio a las células RBMEC. A) RBMEC
sin PS. B) RBMEC co-incubadas con PS, se observan areas liticas (asteriscos) a las
10 h de incubacién. C) PS pre-incubados con E-64 (10uM) e incubados durante 10
h con RBMEC. D) PS pre-incubadas con Aprotinina (6 uM) e incubadas durante 10
h con el cultivo primario, se observan zonas de lisis (asteriscos). E-F) Monocapas
incubadas con E-64 y Aprotinina durante 10 h. Barra= 20 um. G) Analisis
cuantitativo del dafio mediante azul de metileno. RBMEC sin PS (barra negra);
RBMEC incubada con E-64 (barra gris); RBMEC incubada con Aprotinina (barra
blanca); RBMEC co-incubada con PS (barra con lineas); PS pre-incubados con E-
64 (barra con cuadros); PS pre-incubados con Aprotinina (barra con puntos). Los
datos representan la media = SD de al menos tres experimentos independientes. Los
valores de p fueron calculados con ANOVA de dos vias (*p<0.05).
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11.6. Disminucion de la RET producida por N. fowleri

Para evaluar la funcionalidad de la integridad de las uniones intercelulares de las
células RBMEC co-incubadas con los trofozoitos de N. fowleri, se evalué la RET
durante 360 min (Figura 18). Como controles se utilizaron RBMEC sin amibas,
RBMEUC co-incubadas con trofozoitos fijados y RBMEC incubados con E-64 10 mM,
las cuales mostraron valores constantes de RET en todos los tiempos analizados (260
Q-cm?); valores similares fueron obtenidos con las células incubadas con las amibas
fijadas. Como control positivo dafio sobre la monocapa de RBMEC, se utiliz6 una
solucion de NaOH 25 mM, los resultados muestran una caida repentina de la RET en
un 23% a los 5 min de incubacidn, y contintio cayendo hasta un 99% a los 40 min de
incubacion. Los resultados mostraron una caida del 4% de la RET a los 5 min de co-
incubacion con las amibas, en comparacion con el control (sin amibas); y continu6
cayendo hasta un 92% a los 600 min. Cuando se co-incubaron los PS con las
RBMEC, observamos la caida de la RET hasta un 13% a los 5 min comparado con el
control, alcanzando una disminucion del 98% a los 600 min de co-incubacién.
Finalmente, cuando pre-incubamos a las amibas y a sus PS con E-64 previo a la co-
incubacién con las RBMEC, la disminuciéon de la RET fue detenida en todos los
tiempos analizados. Con estos resultados podemos concluir que los trofozoitos y sus
PS son capaces de inducir la caida de la RET a través de la accion de cisteina

proteasas; (*p<0.05).
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Figura 18. Alteraciones de la RET de las células RBMEC por N. fowleri. Monocapas
de RMBEC sin amibas. Trofozoitos fijados (-m-) co-incubados con RBMEC.
RBMEC incubadas con NaOH (25 mM) (- A-). RBMEC co-incubadas con E-64 (10
mM) (-¥-). Monocapas co-incubadas con trofozoitos de N. fowleri (-4-) y sus PS
(-0-). Células endoteliales incubadas con amibas (-O-) y PS (-A-) pre-incubados con
E-64. El porcentaje de RET fue comparado con los valores control (260 Q-cm?). Los
datos se analizaron con el software GraphPad Prism y representa el porcentaje de la

media £ SD de al menos tres experimentos independientes. Los valores de p fueron
calculados con ANOV A de dos vias (*p<0.05).

11.7. Localizacion de las proteinas de la UE durante la co-incubacion de

RBMEC con trofozoitos de N. fowleri

Se evalué la localizacién celular mediante microscopia confocal de las proteinas de la
UE, claudina-5, ocludina y ZO-1 en las células RBMEC cuando fueron co-incubadas
con trofozoitos de N. fowleri. Los resultados mostraron que todas las proteinas
analizadas presentaron un patron continuo en la periferia de las células RBMEC sin
trofozoitos (controles). Los cortes en XZ mostraron a las proteinas de las UE en la
membrana lateral de las células. En el caso demclaudina-5 y ZO-1 también se
localizaron en el nucleo (Figura 19A y K). En cambio, la ocludina se distribuy6
principalmente en la membrana (Figura 19F). Cuando las amibas fueron co-incubadas
con las células, estas se observaron cerca de las uniones intercelulares (Figura 19D, 1
y N). También se observé un rearreglo de la claudina-5, ocludina y ZO-1, desde los 5

hasta los 60 min de co-incubacidn; estas proteinas se distribuyeron de manera difusa
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en el citoplasma y nucleo. Sin embargo, estas proteinas empiezan a desaparecer
después de los 30 y 60 min de co-incubacién. Los cortes XZ confirmaron la
distribucién de cada proteina en todos los tiempos evaluados. Es bien sabido que las
proteinas de las UE son capaces de interaccionar con el citoesqueleto de actina. Por lo
tanto, decidimos evaluar la distribucion de la F-actina en las células RBMEC co-
incubadas con los trofozoitos de N. fowleri. Después de 5 min de co-incubacion, se
observo un incremento de las fibras de estrés en las células endoteliales (Figura 19Q).
La desorganizacién de la actina, asi como la separacion entre las células fue evidente
desde los 15 hasta los 60 min de co-incubacién (Figura 19R-T). En las células control
(sin trofozoitos), el citoesqueleto de actina mostré una organizacion normal
principalmente formando el anillo cortical en los bordes celulares el cual fue
corroborado en los cortes XZ (Figura 19P-T). Con esto podemos concluir que
N. fowleri es capaz de alterar y deslocalizar a las proteinas de las UE, asi como de

alterar el citoesqueleto de actina en el cultivo primario de RBMEC.
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Figura 19. Localizacion de las proteinas de las UE en RBMEC co-incubadas con N.
fowleri mediante microscopia confocal. La localizacion de las proteinas claudina-5
(A-E), ocludina (F-J) y de ZO-1 (K-O) fue analizada en los tiempos de 5, 15, 30 y 60
min. Claudina-5, ocludina y ZO-1 fueron marcadas con FITC, los nucleos se tifieron
con yoduro de propidio, y los trofozoitos fueron marcados con CYS5. Deslocalizacién
de las proteinas (flechas). P-T) Reorganizacion del citoesqueleto de actina, la F-
actina fue tefiida con faloidina rodamina y los nicleos con DAPI. Aparicién de fibras
de estrés (cabezas de flecha), y las células comenzaron a separarse desde los 15 a los
60 min (flechas). Barra= 30 pm.

11.8. Degradacion de las proteinas de las UE de las células RBMEC co-

incubadas con trofozoitos de N. fowleri

Para evaluar la integridad de las proteinas de la UE en el cultivo primario de RBMEC
interaccionado con los trofozoitos de N. fowleri, realizamos ensayos de western blot.
Las monocapas fueron procesadas para obtener los extractos totales, los cuales fueron

resueltos mediante SDS-PAGE a diferentes concentraciones de acrilamida;
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posteriormente, los geles fueron transferidos a membranas de PVDF para evaluar la
degradacion de las proteinas de las UE mediante el empleo de anticuerpos
especificos. Los controles mostraron que la claudina-5 se detecté con un peso
molecular de 25 kDa, el cual permanecié constante desde los 5 hasta los 60 min
(Figura 20A). En las monocapas co-incubadas con los trofozoitos la banda de 25 kDa
disminuy6 de manera dependiente del tiempo (Figura 20A). Por otro lado, el blot
correspondiente a la proteina ZO-1 de las RBMEC sin amibas mostré una banda en el
peso molecular de 220 kDa, la cual se mantiene en todos los tiempos evaluados
(Figura 20B). Las células RBMEC co-incubadas con N. fowleri mostraron la
degradacion de la proteina ZO-1 de manera dependiente del tiempo (15 min hasta los
60 min de co-incubacién) (Figura 20B). De manera interesante, el anticuerpo anti-
Z0-1 detecté una banda en el peso de 50 kDa, tanto en los controles como en las
RBMEC interaccionadas con las amibas. Esta banda podria corresponder a la proteina
ZONAB, la cual se sabe interacciona con ZO-1. Por otro lado, la proteina ocludina
también fue evaluada en las monocapas del cultivo primario, encontramos una banda
de 65 kDa, sin ningtin cambio en todos los tiempos evaluados en el cultivo celular sin
amibas (Figura 20C). Cuando las células RBMEC fueron co-incubadas con las
amibas, se observo que la degradacion de ocludina comenzé desde los 30 min e
incrementé a los 60 min de co-incubacion (Figura 20C). La proteina actina, usada
como control de carga, no presenté degradacion en todos los tiempos y condiciones
evaluadas. La degradacion de las proteinas fue expresada como densidad Optica
relativa (DOR) con respecto al control de carga. Este andlisis nos permitié cuantificar
la degradaciéon de las proteinas de las UE, que fue observada en los ensayos de
western blot (Figura 20D). Con estos resultados podemos concluir que N. fowleri es
capaz de degradar a las proteinas claudina-5 y ZO-1 en el cultivo primario de células

endoteliales de manera dependiente del tiempo.
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Figura 20. Western blot de las UE de RBMEC co-incubadas con N. fowleri. A)
Bandas de 25 kDa que corresponden a la proteina claudina-5. B) Bandas de 220
kDa que corresponden a la proteina ZO-1. C) Bandas de 65 kDa que
corresponden a ocludina. La proteina actina (45 kDa) fue usada como control de
carga. D) Andlisis densitométrico. La densidad optica relativa (DOR) para las
proteinas de la UE (barras grises) fue normalizada con el control de carga de
actina. Las interacciones fueron comparadas con el control sin amibas (barras
negras). Los datos representan la media £ SD de al menos tres experimentos
independientes. Los valores de p fueron calculados con ANOVA de dos vias

(*p<0.05).

11.9. La expresion de VCAM-1 e ICAM-1 en las células RBMEC es inducida por
N. fowleri

Por otro lado, mediante microscopia confocal, se decidi6é evaluar la expresion las
moléculas de adhesion VCAM-1 e ICAM-1, en las células endoteliales incubadas con
las amiba, ya que estas proteinas ademds de su expresion pueden propiciar la ruptura
de la BHE. EIl control de RBMEC sin amibas (180 min) mostré una fluorescencia

basal pobre tanto para VCAM-1 como para ICAM-1 (Figura 21F y L). El control
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positivo de RBMEC co-incubadas con LPS (20 pg/ml) durante 180 min mostré una
seflal importante para ambas proteinas en la periferia celular y en el citoplasma
(Figura 21E y K). Por otro lado, cuando las células fueron co-incubadas con los
trofozoitos durante 15 min, se observé una sefial basal d¢ VCAM-1 muy similar al
control (Figura 21A). A los 30 min PI, la marca increment6 de manera sutil
comparada con el tiempo inicial (Figura 21B). En la RBMEC co-incubada durante 60
min, la marca para VCAM-1 incrementd, exhibiendo un patrén citoplasmatico difuso
(Figura 21C). Finalmente, a los 180 min PI, la fluorescencia de VCAM-1 fue similar
a lo observado con las RBMEC estimuladas con LPS (Figura 21D). Otra proteina de
adhesion expresada por las RBMEC implicada en la transmigracion de leucocitos
hacia el SNC durante un proceso inflamatorio es la proteina ICAM-1. Nuestros
resultados mostraron que a los 15 min de co-incubacidn es posible observar una sefial
similar al control de la proteina (Figura 21G). A los 30 min PI, la sefal de la proteina
se observa distribuida en toda la célula (Figura 21H). Como fue observado para la
proteina VCAM-1, la fluorescencia para ICAM-1 incrementd desde los 60 a los 180
min PI, alcanzando una fluorescencia maxima en este dltimo periodo de tiempo
(Figura 21J). En los cortes XZ corroboramos la distribucién de la proteina en la
membrana celular asi de manera difusa en el citoplasma, ademds de no encontrar
localizacion nuclear para ambas proteinas. Para llevar a cabo la cuantificacion de la
seflal de fluorescencia para ambas proteinas, la intensidad de fluorescencia fue
medida y la correccién total de la fluorescencia (CTCF) fue obtenida, mediante el
software ImageJ (Figura 21M). La CTCF mostré un incremento significativo en la
marca para ambas proteinas desde los 60 min de co-incubacién de las células
RBMEC con las amibas (Figura 21M). Con estos resultados, demostramos que N.
fowleri induce la expresion de ambas proteinas de adhesion en el cultivo primario de

RBMEC.
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Figura 21. La expresion de VCAM-1 e ICAM-1 en las células RBMEC es inducida
por N. fowleri. Induccion de VCAM-1 (A-D) e ICAM-1 (G-J) en RBMEC por las
amibas. E-K) Expresiéon de VCAM-1 e ICAM-1 en RBMEC co-incubadas con LPS
(20 pg/ml) durante 180 min (control positivo). F-L) Expresion basal de VCAM-1 e
ICAM-1 en RBMEC sin amibas (control negativo) durante 180 min. VCAM-1 e
ICAM-1 fueron marcadas con FITC, los trofozoitos estan marcados con CY5, los
nucleos fueron tefiidos con yoduro de propidio. Barra=20 um. M) La fluorescencia
se representd como la fluorescencia total corregida (CTCF). Los datos representan la
media + SD de al menos tres experimentos independientes. Los valores de p fueron
calculados con ANOV A de dos vias (*p<0.05).

12. Produccion de citocinas por las células RBMEC inducida por los trofozoitos
de N. fowleri

La produccién de citocinas es una respuesta a la activacion de las células endoteliales
de la microvasculatura cerebral, la cual puede ser implicada en el dafio a las UE. Para
evaluar eta produccién utilizamos FACS para cuantificar la presencia de las citocinas
en los sobrenadantes de células RBMEC incubadas con los trofozoitos de N. fowleri.

Primero se realizaron las curvas estdndar para cada citocina que contiene el kit BD
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CBA, de acuerdo con las instrucciones de fabricante (Figura 22). Los resultados para
las células incubadas solamente en medio DMEM/F12 sin PDS, mostraron niveles
basales de IL-1B e IL-12p70 a las 24 h (Figura 23A y B), pero no se observo la
produccién de IL-8, TNF-a, IL-6 e IL-10 bajo estas condiciones. Como control
positivo de induccién se utilizd6 LPS, el cual mostr6 que es capaz de inducir la
produccién de IL-8, IL-1B3, TNF-a, IL-12p70 e IL-6 (Figura 23C y D). La produccién
de IL-10 fue nula en esta condiciéon (Figura 23D). Por otro lado, cuando co-
incubamos a las células con los trofozoitos de N. fowleri observamos la produccién
significativa de IL-8, IL-1B, TNF-a e IL-6 a las 24 h (Figura 23E y F) comparado con
el control sin amibas. Por otra parte, se observo que las RBMEC co-incubadas con las
amibas no indujeron la produccién de IL-10 (Figura 23F) comparado con el control
sin amibas. Con estos resultados podemos concluir que N. fowleri es capaz de inducir
la produccién de citocinas proinflamatorias por parte de los cultivos primarios de

RBMEC.
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Figura 22. Curvas estdndar para las citocinas IL-8, IL-1B, TNF-a, IL-6, IL-10 e IL-
12p70 proporcionadas por el Kit BD CBA.
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Figura 23. Produccién de citocinas por RBMEC en la interaccién con N. fowleri. La
concentracion de IL-8 (barras negras), IL-1P (barras grises), TNF-a (barras blancas),
IL-12p70 (barras con puntos), IL-6 (barras con lineas) e IL-10 (gris oscuro) fue
determinada a través de FACS. A-B) Produccién basal de IL-8, IL-1B, TNF-a, IL-
12p70, 1IL-6 e IL-10 por las RBMEC durante 0.5, 1, 3, 6, 12 y 24 h. C-D) Produccién
de citocinas por RBMEC co-incubadas con LPS (control positivo). E-F) Produccién
de citocinas por RBMEC co-incubadas con los trofozoitos de N. fowleri. Los datos
representan la media = SD de al menos tres experimentos independientes. Los valores

de p fueron calculados con ANOVA de dos vias; (¥p<0.05).

12.1. Los trofozoitos de N. fowleri son capaces de inducir la producciéon de 6xido

nitrico en las células RBMEC

Para analizar la produccion de ON durante la interaccion de N. fowleri con las
monocapas de RBMEC, decidimos utilizar un kit para cuantificar los nitritos

presentes en los sobrenadantes de interaccion de las células RBMEC co-incubadas
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con las amibas. Primero se realizé la curva estandar de concentracion de nitritos de

acuerdo con las instrucciones del fabricante, para posteriormente realizar la

cuantificacion en las condiciones problema (Figura 24).
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Figura 24. Curva estdndar para la cuantificacion de O6xido nitrico utilizando

concentraciones conocidas de nitritos proporcionadas por el kit.

Las células incubadas sin trofozoitos (control) mostraron una produccion basal de

nitritos desde 1.6 a 2.2 nM/ml a las 24 h (Figura 25). Las RBMEC que fueron co-

incubadas con el control positivo de LPS, arrojaron una produccién de nitritos desde

1.6 a 9.6 nM/ml de manera dependiente de tiempo (Figura 25). Por otro lado, las

células co-incubadas con los trofozoitos mostraron un incremento en la concentracion

de nitritos desde 1.6 a 8.9 nM/ml; valores que fueron similares a los encontrados en

las RBMEC incubadas con LPS (Figura 25). Los resultados obtenidos demuestran

que N. fowleri es capaz de inducir la producciéon de ON en los cultivos primarios de

RBMEC de una manera dependiente del tiempo.
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Figura 25. N. fowleri induce la produccién de ON en las células RBMEC. La
concentracion basal de nitritos por las células RBMEC fue de 1.6 nM/ml, con una
producciéon maxima de 2.2 nM/ml a las 24 h . La produccién de nitritos en RBMEC
co-incubadas con LPS alcanzé la concentracién maxima de 9.6 nM/ml a las 24 h
(control positivo). La co-incubacién de los trofozoitos con las células RBMEC
indujo la produccién de nitritos de 1.6 hasta 8.9 nM/ml a las 24 h. Los datos
representan la media + SD de al menos tres experimentos independientes. Los
valores de p fueron calculados con ANOVA de dos vias; (¥*p<0.05).
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13. DISCUSION

N. fowleri es una amiba de vida libre, capaz de causar la MAP, una infeccién aguda y
fulminante que puede afectar al SNC en el ser humano (Schuster & Visvesvara,
2004). La infecciéon ocurre generalmente en personas sanas con el antecedente de
haber practicado actividades acudticas (Visvesvara, 2013) . El desarrollo de la MAP
ha sido evaluado en el modelo del ratén y ha sido de gran ayuda para la
caracterizacion del proceso de invasion de N. fowleri a los bulbos olfatorios en el
SNC (Martinez et al., 1973b; Jarolim et al., 2000; Cervantes-Sandoval et al., 2008b).
Es importante mencionar que en el modelo del raton, se han logrado observar las
amibas cerca o dentro de los vasos capilares del cerebro, sugiriendo la participacion
de la BHE durante el proceso de invasién y diseminacién en el cerebro de los

animales (Fowler & Carter, 1965; Martinez et al., 1971; Cogo et al., 2004).

Ademads, la llegada de células inflamatorias al cerebro durante la MAP puede ser
debido al rompimiento del privilegio inmunolégico en el SNC, el cual provee la
BHE. Ya que se desconoce el proceso de interaccion entre N. fowleri y esta barrera,
decidimos desarrollar un modelo in vitro de BHE a partir de células endoteliales de la
microvasculatura cerebral de ratas, con el objetivo de evaluar el efecto de N. fowleri
sobre las células endoteliales. Recientemente, se ha reportado el uso de un modelo in
vitro de BHE el cual posee condiciones fisiologicas similares a las observadas en
condiciones in vivo; este modelo estd constituido por un cultivo primario de células
endoteliales y por un cultivo de astrocitos obtenidos a partir de cerebros de rata
(Molino et al., 2014; Schuhmann et al., 2015). El establecimiento de este modelo in
vitro nos permitird evaluar la interaccién de los trofozoitos de N. fowleri con las
células endoteliales que conforman a la BHE, asi como evaluar cémo se lleva a cabo
el proceso de dafio a esta barrera y asi permitir la invasion y la respuesta inflamatoria
que se presenta durante el desarrollo de la MAP. Nuestros resultados sobre el
establecimiento del cultivo primario de BHE, nos dicen que a pesar de que la
duracién en cultivo de estas células es limitado, el cultivo de RBMEC es viable para
llevar a cabo la evaluacion de la interaccion con N. fowleri, ya que se encontré estas

células contintian presentando una alta RET, asi como una importante expresion de
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las proteinas de las UE y moléculas de adhesion, ademds de que las RBMEC son

capaces de producir citocinas y ON, los cuales serdn discutidos mds adelante.

Por otro lado, esta reportado que el modelo de la rata ha sido usado para evaluar las
etapas tardias de la MAP, con el objetivo de establecer un modelo ex vivo
conformado por rebanadas del cerebro de la rata. Los autores decidieron usar este tipo
de modelo para evitar el uso de animales vivos y asi tener un mejor control de las
condiciones experimentales (Gianinazzi et al., 2005). Sin embargo, hasta el momento,
los eventos histopatolégicos del proceso de invasion de N. fowleri en la rata, desde las
etapas tempranas hasta etapas tardias no habian sido evaluadas previamente. Nuestros
resultados apoyan la conclusion de que la rata, de manera similar al ratén es un
animal susceptible a la infeccién a N. fowleri con similitudes al ratén y a muestras de
biopsias post-mortem de cerebros humanos (Carter, 1970; Hannisch & Hallagan,
1997; Cervantes-Sandoval et al., 2008b). El modelo de la rata puede proporcionar
informacion més exacta sobre las posibles vias de diseminacién de N. fowleri en el
SNC. Esto debido a sus caracteristicas anatomicas, tales como el tamafio del espacio
subaracnoideo, el cual permite analizar mejor la presencia y distribucién de la amiba.
Ademas, la edad de las ratas utilizadas en este modelo, se correlaciona con las edades

de los casos humanos, que corresponden a nifios y personas jovenes.

Una vez que confirmamos que la rata fue susceptible a desarrollar la MAP,
analizamos el efecto de los trofozoitos de N. fowleri sobre el modelo in vitro de BHE.
Los resultados mostraron que los trofozoitos y sus PS son capaces de producir un
efecto citopatico muy importante, asi como producir la caida de la RET en el cultivo
primario de RBMEC. Reportes previos mostraron que el efecto citopatico producido
por A. castellanii, E. histolytica, Toxoplasma gondii, y Giardia duodenalis en
cultivos de células HBMEC y de MDCK, fueron el producto de la accion de cisteina
proteasas (Khan & Siddiqui, 2009; Schubert-Unkmeir et al., 2010; Betanzos et al.,
2013; Shibayama et al., 2013; Briceno et al., 2016; Halliez et al., 2016; Cuellar et al.,
2017). Para llevar a cabo la evaluacion del dafio producido por las proteasas de N.
fowleri, se llevé a cabo la pre-incubacion de los trofozoitos y sus PS, en presencia de

E-64 o de Aprotinina, de manera interesante observamos que el inhibidor de cisteina
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proteasas E-64, pero no el inhibidor para serina proteasas Aprotinina, ejerce un efecto
protector sobre la monocapa endotelial. Estos resultados nos indicaron que las
cisteinas proteasas de N. fowleri pueden estar participando en el dafo a las uniones
intercelulares que en consecuencia disminuyen la RET. De igual manera,
encontramos que la caida de la RET producida por la presencia de las amibas, ya ha
sido previamente asociada con el dafo a las proteinas de las UE claudina-1, ocludina
y ZO-1 (Shibayama et al., 2013). Nuestros resultados por microscopia confocal y por
western blot correlacionan con lo descrito previamente en las células MDCK,
mostrando tanto el re-arreglo de las proteinas de las UE como en la degradacion de la
claudina-5 (el principal tipo de claudina presente en las células endoteliales de la
BHE), ocludina y ZO-1 en el cultivo primario de RBMEC. En particular con el
protozoario Plasmodium falciparum se ha reportado que es capaz de promover la
deslocalizacion de claudina-5, ocludina y ZO-1 en células endoteliales (Gillrie et al.,
2007). Ademas, existen reportes en donde A. castellanii fue capaz de degradar a la
proteina ocludina en cultivos de HBMEC a través de la via de Rho, la cual segun los
autores puede ser activada a través de las moléculas de adhesion y de las proteasas
amibianas. Ademds, estas enzimas son capaces de inducir la contraccién del
citoesqueleto de actina, lo que promueve el incremento de la permeabilidad de la
BHE (Khan & Siddiqui, 2009). En relacién con la localizacién nuclear de claudina-5,
y ZO-1, ha sido reportado que claudina-2 puede formar un complejo con las proteinas
Z0-1 y ZONAB para posteriormente ser translocado al nicleo donde interacciona
con la ciclina D1 y promueve la proliferacion de células de adenocarcinoma de

pulmén humano (French et al., 2009; Beard et al., 2012; Lesage et al., 2017).

En este trabajo también se encontré que N. fowleri es capaz de modificar el
citoesqueleto de actina de las células RBMEC e inducir la formacion de fibras de
estrés. Ademads, de alterar las UE asi como el citoesqueleto de actina, esta amiba
podria estar participando en el libre paso de células inflamatorias provenientes de la
circulacion periférica, a través de los vasos capilares que se encuentran constituidos
en la BHE (Martinez et al., 1971; Hannisch & Hallagan, 1997). Por lo tanto, podemos
concluir que N. fowleri es capaz de dafar a las células endoteliales, alterando a las

uniones celulares; sin embargo, estos resultados no excluyen la posibilidad de que la
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via transcelular esté siendo afectada por otros mecanismos de virulencia de la amiba,

tales como sus moléculas de adhesion y el proceso de fagocitosis.

Para demostrar el papel que toman las células endoteliales en el reclutamiento de
células inflamatorias hacia el SNC, decidimos evaluar la produccion de moléculas de
adhesion y citocinas, por parte del cultivo primario de RBMEC. Se sabe que
microorganismos patdgenos pueden activar a las células endoteliales, a través de
receptores tipo Toll (TLR) y receptores asociados a proteasas (PAR), resultando en la
produccion de citocinas y moléculas de adhesion endotelial, tales como VCAM-1 e
ICAM-1 (Frigerio et al., 1998; Marin et al., 2001; Liu & Malik, 2006; Clark et al.,
2007). Estas proteinas estdn implicadas en el proceso de diapédesis, a través de los
vasos sanguineos hacia el cerebro (Shimizu et al., 1991; Rahman & Fazal, 2009;
Muller, 2011). En este trabajo, observamos que N. fowleri es capaz de inducir la
expresion de ambas moléculas de adhesion de una manera dependiente de tiempo. Se
han reportado hallazgos similares para P. falciparum. Este parasito induce la
expresion de VCAM-1 e ICAM-1 para facilitar su migracion por la via paracelular a
través de las células endoteliales como un mecanismo de invasion hacia el cerebro
(Deckert-Schluter et al., 1994; Turner et al., 1994; Silva et al., 2010). La
sobreexpresion de VCAM-1 e ICAM-1 provocada por N. fowleri puede estar asociada
con la llegada de células inflamatorias hacia el SNC, lo que podria incrementar el

dafio al SNC (Gordeeva, 1970; Clark et al., 2007).

Se sabe que cuando ocurre un proceso de dafio cerebral (isquemia cerebral, esclerosis
multiple o provocado por la accién de microrganismos patdégenos), la produccién de
citocinas estd relacionada con un incremento de la permeabilidad de 1a BHE (Tsukada
et al., 1991; Sharief et al., 1993; O'Carroll et al., 2015). En nuestros resultados
encontramos que N. fowleri es capaz inducir la produccién de IL-8, IL-1p, TNF-a e
IL-6 en las células endoteliales. La producciéon de IL-8 puede asociarse al
reclutamiento de leucocitos hacia el sitio de la infeccién, como fue previamente
descrito en la MAP experimental (Cervantes-Sandoval et al., 2008b). Ademas, se ha
reportado que las citocinas IL-1B, TNF-a e IL-12p70 son capaces de producir la

desregulaciéon de claudina-5, asi como la expresion de moléculas de adhesion
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(VCAM-1 e ICAM-1) durante un proceso de dafio sobre las células endoteliales
(Lienenluke et al., 2000; Benedetto et al., 2003). Asi mismo, el TNF-a y la IL-1p3 son
capaces de activar la via p38/ERK1/2 en células cerebrales humanas y promueven la
sobre activacion de la cinasa de la cadena ligera de la miosina (MLCK). Las
consecuencias de esta activacion desembocan en el incremento del flujo paracelular,
asi como en la degradacion de la proteina ocludina, lo que induce el aumento de la
permeabilidad entre las células (Ni et al., 2017). En el mismo sentido se sabe que la
produccién de IL-6 por células HBMEC que fueron expuestas a las proteinas Tat.B
and Tat.AG del virus del VIH-1, provoca la desregulacién de claudina-5 y ZO-1. Este
efecto podria estar alterando a la BHE y consecuentemente promoviendo el desarrollo
de la neuropatogénesis viral (Bhargavan & Kanmogne, 2017). Por dltimo, la citocina
IL-10 también fue evaluada en el cultivo de RBMEC co-incubado con trofozoitos de
N. fowleri. Como se esperaba, no observamos la produccién de esta proteina en los
sobrenadantes de interaccion de las células RBMEC. Estos resultados concuerdan con
estudios donde células endoteliales de cerebro humano que fueron estimuladas con

LPS, no mostraron la produccion de esta citocina (Frigerio et al., 1998).

Otra molécula importante producida por las células endoteliales presentes en el
cerebro es el ON, el cual participa en la regulacién del tono vascular, asi como en el
control de los microorganismo patégenos (Shukla et al., 1996; Minami et al., 1998;
Marin et al., 2001; Villalba-Magdaleno et al., 2011). La produccién de esta molécula
por parte del endotelio cerebrovascular puede ser inducida por la activacion de las
enzimas 6xido nitrico sintasa endotelial (eNOS) y la 6xido nitrico sintasa inducible
(INOS) a través de TLR4 o a través de receptores de citocinas (IL-6R y TNF-aR),
durante una infeccién bacteriana o por protozoarios (Shimizu et al., 1991; Miller et
al., 1996; Viswambharan et al., 2003; Ehrchen et al., 2009; Olefsky & Glass, 2010).
Ademas, se sabe que el ON es capaz de dafiar a los complejos de union, presentes en
las células endoteliales del SNC. Esta molécula induce la desregulacion de claudina-5
y ocludina en la BHE por la translocaciéon de ZONAB al nicleo, permitiendo la
interaccion con los promotores de las proteinas de la UE e inhibiendo su produccion,
lo cual resulta en el incremento de la permeabilidad de la barrera (Liu et al., 2015). Es

posible que la producciéon de ON inducido por la presencia de las amibas durante el
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desarrollo de la MAP pueda estar alterando a la BHE, lo que pudiera estar facilitando
la migracién de leucocitos durante la infeccién hacia el SNC. Por lo tanto, es
necesario realizar mas estudios para entender la participacién de diferentes vias de
sefalizaciéon como p38-MAPK y ERK1/2, que pudieran estar implicadas en los
procesos de aumento de la permeabilidad y la produccion de mediadores

proinflamatorios por parte del endotelio que compone a la BHE.

En resumen, nuestros resultados demostraron que los trofozoitos de N. fowleri y sus
PS son capaces de dafiar a las células endoteliales, a través de cisteina proteasas en el
modelo in vitro de BHE. El dafio provocado por las amibas incluye la deslocalizacion
y degradaciéon de las proteinas de las UE, asi como la reorganizacion del
citoesqueleto de actina que en consecuencia altera las propiedades de barrera de la
BHE. Por lo tanto, es posible que el microambiente inflamatorio promueva el
reclutamiento y transmigracion de los leucocitos, aumentando la reaccion
inflamatoria en los bulbos olfatorios (Figura 26). Nuestros resultados aportan nuevos
conocimientos acerca de la participaciéon de las células endoteliales de la BHE
durante el desarrollo de la MAP, lo que podria servir como una nueva herramienta
para el disefio y prueba de nuevos farmacos para el tratamiento de la infeccion

producida por N. fowleri.
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Figura 26. Representacion esquemadtica de la interaccion de N. fowleri con la BHE.
(1) interaccion y dafio a las células endoteliales, (2) secrecion de cisteina proteasas,
(3) dafio a las UE y al citoesqueleto de actina, proceso de invasién de las amibas,
(4) sobre-expresion de moléculas de adhesion endotelial (VCAM-1 e ICAM-1), (5,
6) produccion de citocinas proinflamatorias y ON, (7) reclutamiento de leucocitos y
diapédesis a través de las células endoteliales hacia los bulbos olfatorios.
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14. CONCLUSIONES

1. El modelo de la rata es susceptible a desarrollar la MAP, al igual que el modelo del

ratén y los casos humanos.

2. Los trofozoitos y sus productos de secrecion causan dafio a las células endoteliales,

mediante la accion de cisteina proteasas.

3. N. fowleri provoca la deslocalizacion y degradacion de las proteinas de las UE en

las células RBMEC, de manera dependiente del tiempo.

4. N. fowleri es capaz de inducir la expresion de las proteinas VCAM-1 e ICAM-1 en
las células RBMEC.

5. Las amibas indujeron la produccion de citocinas proinflamatorias en el cultivo

primario de BHE.

6. Los trofozoitos de N. fowleri inducen la produccién de ON en las células RBMEC,

de manera dependiente del tiempo.
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15. PERSPECTIVAS

1. Evaluar las alteraciones de la BHE provocadas por N. fowleri en el modelo in vivo

de la rata.

2. Evaluar la importancia de las vias p38-MAPK y ERK1/2, durante la infeccién de
N. fowleri en las células RBMEC.

3. Analizar mediante microscopia electronica de transmision y de barrido, el proceso

de infeccién de N. fowleri en el cultivo primario de RBMEC.

4. Evaluar el efecto de los productos de secrecion sobre las UE de las células

RBMEC.

5. Analizar el efecto de los productos de secrecion, en la produccién de citocinas y

6xido nitrico en el cultivo primario de células endoteliales.
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It has been 50 years since the first case of primary amoebic meningoencephalitis (PAM), an acute
and rapidly fatal disease of the central nervous system (CNS), was reported in Australia. It is now
known that the aetiological agent of PAM is Naegleria fowleri, an amoeba that is commonly known
as ‘the brain-eating amoeba’. N. fowleri infects humans of different ages who are in contact with

water contaminated with this micro-organism. N. fowleri is distributed worldwide and is found
growing in bodies of freshwater in tropical and subtropical environments. The number of PAM
cases has recently increased, and the rate of recovery from PAM has been estimated at only 5 %.
Amphotericin B has been used to treat patients with PAM. However, it is important to note that

there is no specific treatment for PAM. Moreover, this amoeba is considered a neglected micro-
organism. Researchers have exerted great effort to design effective drugs to treat PAM and to
understand the pathogenesis of PAM over the past 50 years, such as its pathology, molecular and
cellular biology, diagnosis and prevention, and its biological implications, including its pathogenic
genotypes, its distribution and its ecology. Given the rapid progression of PAM and its high
mortality rate, it is important that investigations continue and that researchers collaborate to gain
better understanding of the pathogenesis of this disease and, consequently, to improve the
diagnosis and treatment of this devastating infection of the CNS.

Introduction

Protozoal infections of the central nervous system (CNS) are
major causes of morbidity and mortality worldwide, second
only to HIV infection (Mishra et al., 2009). Recently, diseases
caused by members of the free-living amoebae (FLA) group
have been included in these statistics (Mishra et al., 2009;
WHO, 2009). FLA are protists that are distributed worldwide.
Naegleria fowleri, Acanthamoeba spp. and Balamuthia man-
drillaris are the most common FLAs with medical implica-
tions; these micro-organisms can produce severe and fatal
infections in the CNS of humans and other mammals
(Rodriguez-Zaragoza, 1994). In this review, we will focus on
the pathogenic behaviour of N. fowleri, which is the

Abbreviations: AmB, amphotericin B; CNS, central nervous system;
CSF, cerebrospinal fluid; FLA, free-living amoeba; FT, flagellation test;
OB, olfactory bulb; PAM, primary amoebic meningoencephalitis.

aetiological agent of primary amoebic meningoencephalitis
(PAM), an acute and fulminant disease of the CNS (Schuster
& Visvesvara, 2004). N. fowleri infections have been reported
in healthy children and young adults who have recently par-
ticipated in swimming activities in water sources contami-
nated with this amoeba (Marciano-Cabral, 1988) and in
developing countries with a lack of control procedures or pre-
ventive information against N. fowleri (Siddiqui & Khan,
2014).

CNS infection by N. fowleri occurs by the amoebae passing
through the nasal cavity, penetrating the olfactory neuroepi-
thelium, migrating through the olfactory nerves (Fig. 1a) and
crossing the cribriform plate until they reach the olfactory
bulbs (OBs) (Martinez et al., 1973; Jarolim et al., 2000; Rojas-
Hernandez et al., 2004).

Once the amoebae reach the brain, they can proliferate and
induce an acute inflammatory reaction (Fig. 1b), leading to
patient death in approximately 1 week (Cervantes-Sandoval
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Fig. 1. Schematic representation of N. fowleri infection. (a) Initial stages of PAM. (1) Evasion of innate immune response, (2)
independent-contact cytotoxicity (naegleriapores), (3) adhesion to epithelial cells, (4) invasion of the neuroepithelium, (5) migra-
tion to OBs. (b) Late stages of PAM. (6) Contact with olfactory phyla, (7) amoeba crossing the cribriform plate, (8) N. fowleri pro-
liferation and inflammatory reaction in the OBs, (9) tissue damage (haemorrhage, phagocytosis and protease release).

et al., 2008a). The clinical symptoms consist of several bi-
frontal headaches, neck stiffness, vomiting and coma.
N. fowleri can be isolated from soil, tap water, swimming
pools, freshwater lakes and thermal springs (Marciano-

Cabral, 1988). Pathogenic strains have been isolated from
water at 10-45°C, pond mud at 16 °C and soil at 8°C;
amoebae found in soil have been reported to serve as vec-
tors for other micro-organisms (Tyndall & Domingue,
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1982). The interaction between N. fowleri and humans
occurs accidentally, given that this amoeba is not consid-
ered an obligate parasite. More recently, the infection has
been associated with religious and cultural practices
(Siddiqui & Khan, 2014) and, in some cases, with hygienic
procedures, such as sinus irrigation using contaminated
water (Diaz & Boudreaaux, 2013). When an infection of the
protozoan occurs, it can damage tissues after the invasion
to the CNS. A broad battery of mechanisms, such as pore-
forming proteins, proteases and adhesion-mediating glyco-
proteins, among others, are involved in the pathogenic
mechanisms through which N. fowleri acts (Aldape et al,
1994; Herbst et al., 2002; Serrano-Luna et al., 2007; Shi-
bayama et al., 2013) (Fig. 1a). However, to date, not all of
the biological mechanisms utilized by N. fowleri have been
elucidated, and many studies are required to provide a bet-
ter understanding of its molecular pathogenesis. It is
important to mention that, in the past few years, the death
rate of the reported cases has been greater than 95 %. This
situation may be due to the symptoms and signs of PAM
being similar to those of bacterial or viral meningitis or to
the lack of a timely diagnosis and, therefore, the lack of a
specific and appropriate treatment (Heggie, 2010).

Taxonomy

The classification system for protozoal unicellular eukary-
otes developed by Levine et al. (1980) was based primarily
on ultrastructural studies. The new system for classifying
unicellular eukaryotes utilizes modern data obtained using
morphological approaches, biochemical-pathway analysis
and molecular phylogeny (Adl et al., 2005). In this classifi-
cation system, Naegleria spp. are included in the paraphy-
letic supergroup Excavata (Simpson, 2003; Cavalier-Smith
et al., 2015), in the group Heterolobosea (Adl et al., 2005)
and the family Vahlkampfiidae (De Jonckheere, 2004; Adl
et al., 2005). The N. fowleri genome is not yet available;
however, some studies aimed at classifying Naegleria spp.
have been performed, particularly focussing on their molec-
ular and genetic characteristics. The origin and evolution of
Naegleria have been evaluated: this genus includes more
than 40 species, but N. fowleri is the only species that is

oo

Fig. 2. Different cell stages of N. fowleri. (a) Typical morphology
of N. fowleri trophozoites in axenic culture. (b) Flagellar form
induced by isotonic saline solution for 2 h. The flagella (arrows)
are evident. (c) Cyst induced by 1323 Page's amoeba saline solu-
tion. The cyst wall was stained with calcofluor white reagent. The
images were obtained with a Nikon Eclipse 80i microscope. Mag-
nifcation, x60.

known to infect and cause disease in humans (De Jonck-
heere, 2011). The most accepted system for the identifica-
tion of N. fowleri species was created by De Jonckheere
(2011). This molecular typing system, which is based on the
sequences of internal transcribed spacers (ITS1) and 5.8S
rDNA, revealed the existence of at least eight different geno-
types of N. fowleri. These genotypes are unevenly distributed
on different continents: there are three genotypes (I, II and
III) in America, seven genotypes (II, III, IV, V, VI, VII and
VIII) in Europe, one genotype (V) in Oceania and two
genotypes (II and III) in Asia. Of these eight genotypes,
only four have been identified in patients (types I, II, III
and V) (De Jonckheere, 2011, 2014). Recent findings
regarding the molecular machinery and biochemical path-
ways of Naegleria gruberi could provide important informa-
tion that will allow phylogenic reorganization of members
of the Naegleria genus (Fritz-Laylin et al., 2010, 2011).

Ecology and morphology

Members of the genus Naegleria are distributed worldwide
in soil and water (De Jonckheere, 2012) and have been iso-
lated from fresh and warm-water lakes, streams, spas,
heated but non-chlorinated swimming pools, hot springs,
hydrotherapy and remedial pools, aquaria, sewage and even
the nasal passages and throats of healthy individuals
(Rodriguez-Zaragoza, 1994; Trabelsi et al, 2012). This
amoeba has also been isolated from various animals, includ-
ing reptiles, amphibians and fishes (Dykova et al., 2001;
Pantchev & Tappe, 2011). However, this micro-organism
has not been recovered from seawater, suggesting its sensi-
tivity to elevated osmolarity. The vertical distribution of N.
fowleri in water has been correlated with the presence of
cyanobacteria and eubacteria; therefore, it is possible that
the natural function of Naegleria genus is regulating bacter-
ial populations (Kyle & Noblet, 1985). Additionally, the
distribution of Naegleria has been associated with the con-
centrations of manganese and iron in the water column
(Kyle & Noblet, 1985; Martinez-Castillo et al., 2015). N.
fowleri is thermophilic and can survive temperatures of up
to 45°C (Kyle & Noblet, 1987). Therefore, these amoebae
proliferate mainly during the summer months, when the
environmental temperature is likely to be high (Sifuentes
etal,2014).

The length of trophozoites is approximately 15-25 pm. In
an axenic culture, cytoplasmic lobopodia, which are used
for locomotion, are present (Fig. 2a). In addition, these
organisms have cytoplasmic projections called food cups
that allow them to phagocytose bacteria, yeast, erythrocytes
and cellular debris (Fig. 3) (Scaglia et al., 1991).

Ultrastructural morphology of trophozoites revealed the
typical features of eukaryotic cells (Schuster, 1963). Ances-
tral proteins related to centrioles have recently been identi-
fied (Fritz-Laylin & Cande, 2010). The cytoplasmic
membrane is approximately 10 nm thick. The cytoplasm
contains a large number of free ribosomes, along with ribo-
somes that are associated with the membranes that form

http://jmm.microbiologyresearch.org
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Fig. 3. Scanning electron microscopy of N. fowleri trophozoites
interacted with erythrocytes. Three phagocytic mouths are seen
(arrows), red blood cells (e). Jeol (JSM-6510LV) microscopy. Bar,
5 pm.

the rough endoplasmic reticulum. The cytoplasm also con-
tains a smooth endoplasmic reticulum. Other membranes
that are associated with a large number of vesicles and are
organized similarly to the Golgi apparatus have been identi-
fied. In addition, abundant vacuoles of different sizes, either
empty or containing different types of materials, have been
observed. The mitochondria of these micro-organisms have
a characteristic curved ‘dumb-bell’ shape. Lysosomes have
also been identified using histochemical staining for acid
phosphatases (Feldman, 1977). The presence of contractile
vacuoles has been reported in several species of Naegleria
(Chavez-Munguia et al., 2009).

The most evident organelle is the nucleus because of its
conspicuous nucleolus (Fig. 4). The nucleus has a double
membrane and a large number of pores, and the outer

Fig. 4. Transmission electron microscopy. Ultrastructural mor-
phology of N. fowleri. Trophozoite cultured in Bacto-casitone
medium shows a normal nucleus (N) with a prominent nucleolus
(arrowhead). The integrity of the cytoplasmic membrane (arrows)
is also observed, and multiple normal mitochondria (M) and
vacuoles (V) are shown. EM-910 Zeiss. Bar, 1 pm.

nuclear membrane has associated ribosomes. When N.
fowleri trophozoites are incubated in solutions free of
nutrients (saline solution), they can differentiate into transi-
tional flagellates that cannot divide or feed (Fig. 2b). This
flagellate differentiation involves a change in the cell shape
from the pleomorphic trophozoites to a pear-shaped form
with a pair or more flagella at the distal end.

The mature flagellar apparatus has the canonical 9+2 struc-
ture and is surrounded by a cytoplasmic membrane sheet
(Patterson et al., 1981; Fritz-Laylin & Cande, 2010). Finally,
the resistant form of N. fowleri, the cyst, is usually spherical,
smooth, double walled and refractive, and measures
approximately 20 um in diameter (Fig. 2¢); the wall is com-
posed mainly of polysaccharides (Chavez-Munguia et al,
2009; Lee et al., 2014). The cysts contain pores that are
sealed by a thin mucoid layer. During the early stages of cyst
formation, elongated mitochondria and an endoplasmic
reticulum with widened cisterns are also observed. The
material of the cyst wall is synthesized and packaged by the
rough endoplasmic reticulum. Once the cyst is mature, its
nucleus and nucleolus are less pronounced than they were
during the trophozoite stage (Marciano-Cabral, 1988;
Chévez-Munguia et al., 2009, 2011).

Epidemiology

The amoeboflagellate N. fowleri has attracted attention
because PAM is a rapidly fatal disease. The number of
reports worldwide is unclear; some authors have reported
235 cases (De Jonckheere, 2011), whereas others have
reported 300 cases (Trabelsi er al., 2012). Unfortunately,
only a few epidemiological studies have focussed on deter-
mining its geographic distribution (De Jonckheere, 2011,
2014).

The first case of PAM was reported in 1965 in southern
Australia, where the patient died of an unknown acute pyo-
genic meningitis (Fowler & Carter, 1965). Three more
patients with a similar medical history were also mentioned.
The authors described the presence of amoebic forms dis-
tinct from Entamoeba histolytica and similar to FLA (Fowler
& Carter, 1965). Although the aetiological agent was not
identified by autopsy, later, the scientific community con-
sidered that N. fowleri was the aetiological agent (Carter,
1969; Carter et al,, 1981; Marciano-Cabral, 1988). After
these reports, many cases of PAM were reported in different
countries, such as the USA (Butt et al., 1968; Marciano-
Cabral & Cabral, 2007; Yoder et al., 2010), Australia (Fowler
& Carter, 1965; Norton et al., 2010) and the Czech Republic
(Cerva & Novak, 1968). A retrospective study of PAM
showed that approximately 16 cases were identified using
histological samples between 1962 and 1968 (Cerva &
Novak, 1968; Cerva et al., 1968; Cerva, 1969).

In 1982, 108 cases were reported in different countries of
Europe, Africa, Oceania and America (John, 1982). Almost all
of the cases have been mainly reported from the USA and
Europe; however, the disease has spread to all of the
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continents except Antarctica (Valenzuela et al., 1984; Lares-
Villa et al, 1993; Cogo et al, 2004; Cubero-Menéndez &
Cubero-Rego, 2004; Hara & Fukuma, 2005; Jaffar-Bandjee
et al., 2005; De Jonckheere, 2011; Siddiqui & Khan, 2014).
The first case in Mexico was reported in 1989 in Baja Califor-
nia (Lépez-Corella et al., 1989). Since then, more than 30
cases of PAM have been reported in this country (Valenzuela
et al., 1984; Lopez-Corella et al., 1989; Lares-Villa et al., 1993;
Lares-Villa, 2001; Lares-Villa & Hernandez-Pena, 2010).

Recently, several clinical cases of PAM have been reported
in Pakistan. These cases were not related to recreational
swimming but rather to performing ablutions (Shakoor
et al., 2011). In other work, it was reported that 38 % of
domestic water samples were positive for pathogenic FLA,
of which 30 % contained Acanthamoeba spp. and only 8 %
had N. fowleri (Yousuf et al., 2013). Although many PAM
cases have been reported in the literature, the incidence of
this disease is considered to be underestimated (De Jonck-
heere, 2011). It is important to note that the epidemiologi-
cal information consists mainly of clinical and research
reports. Therefore, it is believed that more specific and com-
plete epidemiological studies are necessary to determine the
rate of N. fowleri infection.

Pathogenesis

N. fowleri causes PAM, an acute, severe and fatal disease in
humans. To understand the interplay between the amoeba
and its host, several in vivo studies have been conducted (Mar-
tinez et al., 1971, 1973; Jarolim et al., 2000; Rojas-Herndndez
et al.,, 2004; Cervantes-Sandoval et al., 2008a), in which the
mouse is the most common animal model used to study the
different stages of PAM. The process of N. fowleri invasion
through the neuroepithelium was described in 1973. Trans-
mission electron microscopic studies showed that N. fowleri
trophozoites cross through the intercellular junctions of sus-
tentacular cells to reach the olfactory nerve plexus, moving
through the mesaxonal spaces of the Schwann cells. This inva-
sion occurs without causing an inflammatory reaction
(Martinez et al., 1971, 1973). Investigations of the early stages
of PAM demonstrated that 1 h after instillation of the amoe-
bae, they interacted with the mucus present in the nasal cavity
and that, at 6 h post-inoculation, the trophozoites were sur-
rounded by an acute inflammatory reaction, mainly consisting
of neutrophils (Cervantes-Sandoval et al, 2008a); however,
this innate response appeared to be insufficient to eliminate
N. fowleri. Then, at 12h post-inoculation, the amoebae
attached to and penetrated the olfactory neuroepithelium
(Rojas-Hernandez et al., 2004; Cervantes-Sandoval et al.,
2008a; Shibayama et al., 2013). Furthermore, at 30 h post-
infection, trophozoites were found in the cribriform plate,
and at 48-72 h post-infection, amoebae reached the OBs
without causing an inflammatory reaction (Jarolim et al.,
2000; Rojas-Hernandez et al., 2004). At 102 h post-infection,
a severe inflammatory focus consisting of eosinophils and
neutrophils was observed, and the number of trophozoites in
the OBs was increased. Finally, during the later stages of

infection (5-7 days), extensive areas of lytic necrosis and
haemorrhaging were observed, and red blood cells were found
within the amoebae, suggesting that erythrophagocytosis had
occurred (Rivera-Aguilar et al., 2000) (Fig. 5).

Mechanisms of pathogenicity

One of the first events that occurs during pathogen inva-
sion is adhesion. Much effort has been exerted to identify
the specific adhesion molecules of N. fowleri. For example,
an integrin-like protein of 60 kDa was found in its outer
membrane (Han et al., 2004). Recently, the capacity of N.
fowleri to bind to extracellular proteins, such as collagen
type I, fibronectin and laminin-I, was evaluated. Interest-
ingly, the authors demonstrated that N. fowleri and Naegle-
ria lovaniensis (a non-pathogenic amoeba) expressed a
differential pattern of adhesion (Jamerson et al., 2012).
Another in vitro study demonstrated the differential carbo-
hydrate expression of N. fowleri and N. gruberi (Cervantes-
Sandoval et al., 2010). These findings were supported by
those of Carrasco-Yepez et al. (2013), who reported that
mannose residues are essential for N. fowleri to adhere to
mouse nasal mucosa.

Proteases play crucial roles in parasite biology and patho-
genesis. Although N. fowleri is not considered a strict para-
site, proteases are involved in PAM progression. One of
the first reports of its protease activity was published by
Martinez et al. (1971), in which the authors proposed that
‘the destruction and lysis of the olfactory epithelium may
occur from yet-to-be-defined cytolytic substances pro-
duced by amoebae’. Another report describing the secre-
tion of proteolytic enzymes was published by Chang
(1979). Herein, the author reported that pathogenic Nae-
gleria degraded sphingomyelin that was attributed to its
phospholipolytic enzymes. Three years later, phospholi-
pases were identified in amoebic secretion products (Hys-
mith & Franson, 1982). During the same year, studies of
isoenzyme expression revealed the presence of phosphatase

Fig. 5. Histopathology of the OBs infected with N. fowleri
(mouse model). (a) Sections of OBs 6 days after instillation with
the amoebae (arrows). Trophozoites appear to be ingested eryth-
rocytes (arrowheads); lytic necrosis is also seen (N). Magnifica-
tion, x40. (b) Important inflammatory reaction is observed (IR).
Amoebae are observed inside the inflammation areas (arrow-
heads). Magnification, x 60.
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and leucine aminopeptidase (De Jonckheere, 1982). The
first isolated and partially characterized protease released
by N. fowleri is a member of the cysteine protease family.
This protease, which has an MW of 30 kDa, has a cyto-
pathic effect on BHK cells. This degradative effect was
abrogated by Z-Phe-Ala fluoromethyl ketone, an irrevers-
ible cysteine protease inhibitor (Aldape et al., 1994). Other
important proteolytic proteins include the naegleriapores
A and B (N-A and N-B), which are toxic to human cells.
During the biochemical processing of N-A and N-B, the
participation of cysteine proteases was essential (Herbst
et al., 2002).

In 2004, two groups of researchers demonstrated the presence
of cysteine proteolytic activities in both total crude extracts
and the secretion products of N. fowleri using gelatin zymo-
grams. However, the specific substrate was not identified, and
it was not possible to correlate these activities with PAM
development (Mat Amin, 2004; Tiewcharoen et al., 2004).
Another study showed the presence of a differential pattern of
degradation between N. fowleri and N. gruberi in total crude
extracts and in the conditioned medium. The authors found
mainly cysteine proteases and small amounts of serine pro-
teases in N. fowleri (Serrano-Luna et al., 2007). The same
group demonstrated a mucinase activity in total crude extracts
of N. fowleri (Cervantes-Sandoval et al., 2008b). Recently,
cathepsin B and cathepsin-B-like cysteine proteases have been
cloned and purified. These proteases can degrade a variety of
human substrates, such as IgA, IgG, IgM, collagen, fibronec-
tin, haemoglobin and albumin (Lee et al., 2014). Considering
all of these findings, the proteases of N. fowleri might be excel-
lent targets of chemotherapeutic agents directed against this
pathogen (Klemba & Goldberg, 2002; Sajid & McKerrow,
2002; McKerrow et al., 2008).

Other important pathogenic mechanisms that are associ-
ated with the capacity of N. fowleri to invade the CNS are
the active locomotion (Fulton, 1977) and phagocytosis of
various host cells, including erythrocytes, microglial and
neuroblastoma cells (Marciano-Cabral & John, 1983;
Alonso & Zubiaur, 1985). Recently, Nf-actin was associated
with phagocytosis (Lee et al., 2007). This protein was local-
ized mainly in phagosome-cup structures (amoebostomes)
and in the cytoplasm and pseudopodia during phagocytosis
(Sohn et al, 2010). Similarly, contact-independent lysis
triggered by N. fowleri trophozoites has been reported (Kim
et al., 2008b). This lysis was performed in a non-contact
system, and the results showed morphological changes,
such as cell membrane destruction and a reduction in the
number of human microglial cells, due to the secretion of
N. fowleri proteins. Moreover, a significant increase in the
percentage of apoptotic cells (16 %) was observed in the
non-contact system compared with that in N. fowleri lysates
(Kim et al., 2008b). Another important molecule described
is Nf-cHSP70: the biological roles of this protein are not
clear, but it is thought that it may protect amoebae from
environmental damage, particularly that caused by high
temperatures. Likewise, Nf-cHSP70 has been associated
with the pathogenicity and proliferation of N. fowleri (Song

et al., 2007, 2008). Additionally, N. fowleri utilizes mechan-
isms to evade the immune response, such as capping forma-
tion, and this strategy is sufficient for evading
immunoglobulins (IgA and IgG) (Shibayama et al., 2003).
N. fowleri can also avoid complement-mediated lysis, a
property that has been associated with the presence of a
‘CD59-like’ molecule (Ferrante & Thong, 1979). All of the
molecules and mechanisms described above have been cor-
related with the capacity of N. fowleri to produce damage.
Investigations of this amoeba conducted by different groups
throughout the world can contribute to a better under-
standing of the physiopathology of PAM and improve the
management and treatment of this devastating CNS
infection.

Clinical features

The typical symptoms of PAM appear during the first
week after infection with N. fowleri trophozoites. There are
no distinctive clinical features to differentiate PAM from
other types of meningitis. Therefore, it is very important
that physicians obtain a detailed clinical history of the
patients (Jain et al., 2002; Naqi & Azeemuddin, 2013). The
earliest symptoms include severe headache, a high fever
and neck stiffness, followed by anorexia, vomiting, irrita-
bility, photophobia and neurological abnormalities, includ-
ing diplopia, lethargy, seizures and coma. Cranial nerve
palsies may indicate brain oedema (Trabelsi et al., 2012;
Budge et al., 2013). Death occurs between the third and
seventh days after symptom onset (Valenzuela et al., 1984;
Yoder et al, 2012). Autopsies of PAM patients have
revealed brain inflammation with severe tissue damage
throughout the area of invasion, with ulceration of the
olfactory mucosa and necrosis of the olfactory nerves
(Sugita et al., 1999; Visvesvara, 2013). Microscopically, the
OBs were almost completely disorganized by fibrin-puru-
lent exudates and by haemorrhaging from necrotic blood
vessels, and the adjacent frontal cortex exhibited the inva-
sion of a considerable number of amoebae (Hannisch &
Hallagan, 1997).

Diagnosis

To develop an appropriate therapy for the rapidly fatal
PAM, accurate and early diagnosis is necessary because
PAM is often misdiagnosed as was previously mentioned
(Da Rocha-Azevedo et al., 2009). Therefore, it is imperative
to perform a complete and precise clinical history. Phys-
icians should obtain information regarding any recent
patient contact with freshwater, including hot springs, and
data regarding rhinitis, allergies and other diseases of the
upper respiratory tract.

Computed tomography or magnetic resonance imaging
studies of the brains of patients with PAM showed multi-
focal parenchymal lesions, pseudotumoural lesions, men-
ingeal exudates, haemorrhagic infarcts and necrosis in the
brain. In addition, Kidney & Kim (1998) reported oedema
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and hydrocephalus in patients with PAM. However, these
methodologies cannot differentiate among cases of menin-
gitis with different aetiologies. A correct and prompt diag-
nosis can be reached by a microscopic examination of the
cerebrospinal fluid (CSF) to detect motile trophozoites.
The colour of the CSF of a PAM patient may range from
greyish to yellowish-white, and the CSF is sometimes
tinged red due to the presence of a few erythrocytes (250
cells mm ™). However, the red blood cell count increases
during the later stages of the disease (24600 cells mm )
(Visvesvara et al., 2007).

The microscopic examination of the CSF can be supported
by staining using Giemsa, haematoxylin and eosin, periodic
acid-Schiff and Wright stains. However, the Gram stain is
not useful in identifying Naegleria trophozoites (Martinez &
Visvesvara, 1997; CDC, 2013). Under the microscope, N.
fowleri trophozoites exhibit a typical amoeboid form. To cor-
roborate this morphological observation, it is necessary to
perform differential identification using the flagellation test
(FT). To perform the FT, the CSF is incubated in an isotonic
saline solution for 2 h. The FT is a useful tool because other
amoeboid species, such as E. histolytica, Acanthamoeba spp.,
Sapinnia spp. and B. mandrillaris, can also infect the CNS.
Some N. fowleri isolates are poorly flagellated under labora-
tory conditions, causing their misidentification (Behets et al.,
2003). In this case, immunofluorescence techniques or ELI-
SAs using specific antibodies can be used to reach the proper
diagnosis (Martinez & Visvesvara, 1997). Different modalities
of the PCR (real-time, nested and multiplex PCR) can also
be employed in clinical diagnostic and research laboratories.
Sensitive PCR assays to detect the presence of N. fowleri in
clinical and environmental samples with high specificity have
been utilized (Réveiller et al., 2002). A nested-PCR assay has
been developed to detect N. fowleri amoebae in environmen-
tal samples. This method is based on the amplification of a
166 bp fragment of the Mp2CI5 gene, which is related to the
virulence of the amoeba (Réveiller et al, 2002; Maclean
et al., 2004).

Other researchers developed an ITS-based PCR assay that
allows the identification of Naegleria spp. (Pélandakis
et al., 2000; Hara & Fukuma, 2005; Robinson et al., 2006;
Madarova et al., 2010). To improve the clinical diagnosis,
a multiplex real-time PCR assay using probes specific for
18S rRNA has been developed, which allows the simulta-
neous detection of N. fowleri, B. mandrillaris and Acantha-
moeba in the same sample (Qvarnstrom et al., 2009).
However, despite the development of various sensitive
PCR assays, they cannot be widely applied, and most clini-
cal cases are confirmed by post-mortem biopsies employ-
ing haematoxylin and eosin staining (Martinez &
Visvesvara, 1991). Another procedure for identifying N.
fowleri trophozoites is culturing CSF samples in nutritive
agars to obtain axenic cultures of amoebae (Carter, 1970).
More recently, it has been proposed that a diagnosis could
bemade by recovering motile trophozoites from the nasal
cavity by washing it with a saline solution (Baig & Khan,
2015).

Treatment

It is important to highlight that an appropriate diagnosis is
the key to choosing an appropriate treatment. However, PAM
is not commonly confirmed during the early stages of infec-
tion, and most people infected with this organism die.
Because of the high mortality rate, more effective drugs are
urgently needed. Drug discovery research has improved since
the first report of PAM (Fowler & Carter, 1965; Carter, 1969;
Rice et al., 2015). In 1969, Carter employed several drugs; he
found that only amphotericin B (AmB) had an amoebicidal
effect in vitro and a protective effect in vivo (Carter, 1969).
Since then, AmB has been employed alone or in combination
with other drugs to the treatment of PAM (Table 1). The
effect of AmB on Naegleria was corroborated by Schuster &
Rechthand (1975). They reported that the effects of AmB dif-
fered depending on the stage of the cultures, observing an
amoebicidal effect during the lag phase and a proliferation-
inhibitory effect during the log phase (Schuster & Rechthand,
1975). It is important to note that the AmB does not specifi-
cally target against N. fowleri. The biochemical mechanism
underlying the effect of AmB involves lysis of the cell mem-
brane, specifically through interaction with sterols in the
membrane, even those of human cells (and more efficiently
through interaction with ergosterol in fungal cells) (Brajtburg
& Bolard, 1996), which is why AmB is considered toxic,
mainly causing renal toxicity. AmB is generally employed at
low concentrations for the treatment of fungal infections.
However, clinical doses in the range 0.25-1.5 mg kg~ ' day ™'
have been employed to treat PAM (Apley et al., 1970; Poung-
varin & Jariya, 1991; Tiphine et al., 1999).

The first report of clinical cases of humans for whom AmB
was employed to treat PAM appeared in 1970 (Apley et al,
1970). In this report, three cases involving children in Great
Britain were reported. One of the cases was fatal, despite
early diagnosis and treatment, whereas the treatment was
successful for the other two patients. However, one of the
patients was initially diagnosed with a severe sore throat
and was treated with oral penicillin. Subsequently, pyogenic
meningitis was diagnosed, and the treatment was changed
to intravenous administration of AmB at a dose of 0.25-1
mg kg ' plus sulphadiazine at a dose of 750 mg kg .
Unfortunately, the patient died approximately 2 weeks after
admission. In contrast, the other two patients were treated
with the same regimen of AmB and sulphadiazine but not
with penicillin. They had a complete symptom-free recov-
ery (Apley et al, 1970). Later, AmB was continuously
employed during the treatment of PAM, even when used in
combination with other drugs. In 2002, a 26-year-old
female was diagnosed with PAM and was treated with AmB
at a dosage of 1 mg kg™ " daily, rifampicin at 450 mg kg~
daily and ornidazole at a dosage of 1500 mg day ' until she
recovered completely, which took 3 weeks (Jain et al,
2002). To date, AmB is the antibiotic for which there is the
most clinical evidence of the successful treatment of
humans with PAM. However, only 15 cases of recovery
have been reported worldwide (Apley et al., 1970; Duma
et al., 1971; Anderson & Jamieson, 1972; Brown, 1991;

http://jmm.microbiologyresearch.org

891



M. Martinez-Castillo and others

Table 1. Clinical reports of PAM associated with AmB treatment

Authors Year Treatment Study
Apley et al. 1970 AmB, sulphadiazine Clinical report
Duma et al. 1971 AmB Clinical report
Anderson & Jamieson 1972 AmB Clinical report
Brown 1991 AmB Clinical report
Poungvarin & Jariya 1991 AmB, rifampicin, ketoconazole Clinical report
Loschiavo et al. 1993 AmB Clinical report
Wang et al. 1993 AmB, rifampicin, chloramphenicol Clinical report
Jain et al. 2002 AmB, rifampicin and ornidazole Clinical report
Vargas-Zepeda et al. 2005 AmB, dexamethasone, fluconazole, rifampicin Clinical report
Yadav et al. 2013 AmB, rifampicin, fluconazole Clinical report
Sood et al. 2014 AmB, rifampicin, fluconazole Clinical report
Sharma et al. 2015 AmB Clinical report
Linam et al. 2015 AmB, rifampin, fluconazole, azithromycin, Clinical report
miltefosine, dexamethasone
Cope et al. 2016 AmB, rifampin, fluconazole, azithromycin, Clinical report
miltefosine, dexamethasone

Poungvarin & Jariya, 1991; Loschiavo et al., 1993; Wang
et al., 1993; Jain et al, 2002; Vargas-Zepeda et al., 2005;
Yadav et al., 2013; Sood et al., 2014; Linam et al., 2015;
Sharma et al., 2015; Cope et al., 2016). Recently, an investi-
gational breast cancer and anti-Leishmania drug, miltefo-
sine (Dorlo et al, 2012; Kaur et al, 2015), has shown
promise when used in combination with other drugs, and a
PAM patient was successfully treated using miltefosine and
hypothermia; however, the patient suffered permanent
brain damage (Cope et al., 2016). Because of the toxicity of
AmB and the low rate of recovery from PAM (5%),
researchers are interested in finding new and more effective
treatments for this disease. Additionally, some adjunctive
therapies have been employed in the treatment of PAM
such as the use of anti-inflammatory agents (e.g. dexameth-
asone) and non-pharmacological procedures like CSF
drainage, hyperosmolar therapy, moderate hyperventilation
and hypothermia (Cope et al., 2016). Some of the studies
aimed at finding novel therapeutic drugs focussed on com-
pounds such as acrolein, isoflavans, rokitomicin, miltefo-
sine/chlorpromazine, corifungin and certain amidino
derivatives that showed amoebicidal effects in Naegleria cul-
tures and conferred protection in a mouse model (Zhang
et al., 1988; Belofsky et al., 2006; Kim et al., 2008a, c¢; Deb-
nath et al., 2012; Rice et al., 2015).

Conclusion

PAM is an acute and fatal disease that has recently become
more common in both developed and underdeveloped
countries. The number of PAM cases may increase due to
global warming, global overpopulation and increased indus-
trial activities. It is urgent that the health community,
including medical and diagnostic laboratory technicians, be
aware of this disease in order to make timely diagnosis that

could save patients’ lives. The knowledge of the biology and
pathogenesis of N. fowleri in the past 50 years could be used
to make faster diagnosis and design new drugs against spe-
cific targets to eliminate the amoeba and increase the sur-
vival of the patients.
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Resumen

Las amibas de vida libre son microorganismos
eucariotas ampliamente distribuidos en la naturaleza,
caracterizados por ser organismos anfizoicos. Entre
estos microorganismos se encuentra Naegleria
fowleri, la cual puede ser patdogena y causar en el
humano la meningoencefalitis amibiana primaria. La
infeccion puede ocurrir en individuos sanos que
realizan actividades acuaticas en aguas donde se
encuentre esta amiba. N. fowleri puede ingresar al ser
humano por la via nasal, atravesando el neuroepitelio
olfatorio, migrando por los nervios olfatorios hasta
llegar a los bulbos olfatorios en el sistema nervioso
central. Este proceso de invasion se lleva a cabo
debido a diversos mecanismos de patogenicidad que
despliega la amiba en los tejidos del hospedero,
presentes en la cavidad olfatoria, hasta llegar a los
bulbos olfatorios. Una vez instalada en el cerebro, la
amiba es capaz de producir una fuerte reaccion
inflamatoria que promueve la muerte del hospedero
en un tiempo muy corto (7-10 dias). Por estas razones
se requiere conocer con mas profundidad a este
protozoario, para asi contar con métodos de
diagndstico y tratamiento oportuno contra esta
infeccion, ya que se trata de una enfermedad de
progresion rapida y mortal.

Palabras clave: Naegleria fowleri, sistema nervioso
central, neuroepitelio olfatorio, bulbos olfatorios,
meningoencefalitis amibiana primaria, reaccion
inflamatoria.

Abstract

The free living amoebae are eukaryotic
microorganisms with a cosmopolite distribution and
characterized as amphizoic organisms. Naegleria
fowleri belongs to this group, and it is the only
pathogen for the human beings, causing the primary
amoebic meningoencephalitis, that occurs in healthy
patients with a recent history of swimming activities.
N. fowleri enters by the nasal route through the
olfactory neuroepithelium and migrating by the
olfactory nerves until reach the olfactory bulbs in the
central nervous system. This invasion process is
carried out through several mechanisms that the
amoeba displays in the host tissues, from the
olfactory neuroepithelium to the brain. Once installed
in the olfactory bulbs, N. fowleri is able to produce a
strong inflammatory reaction that promotes the death
of the host at 7 to 10 days after the infection. For
these reasons, it is necessary to study with more
detail this microorganism, in order to improve the
diagnosis and treatment against the infection
produced by this amoeba.

Keywords: Naegleria fowleri, central nervous system,
olfactory neuroepithelium, olfactory bulbs, primary
amoebic meningoencephalitis, inflammatory reaction.
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Naegleria fowleri

Las amibas de vida libre (AVL) poseen una
distribucion cosmopolita, ademdas se caracterizan
por ser organismos anfizoicos teniendo la
capacidad de completar su ciclo de vida sin la
necesidad de invadir a un organismo hospedero
[1]. Dentro de las AVL de importancia médica se
encuentran  Acanthamoeba spp., Balamuthia
mandprillaris y Naegleria fowleri de las que se
conoce que pueden causar patologias importantes
en el sistema nervioso central (SNC) en los seres
humanos [2]. Dentro del género Naegleria se
conocen alrededor de 30 especies reportadas [3],
siendo solo N. fowleri la Unica especie capaz de
infectar ~ al  humano y  producir la
meningoencefalitis amibiana primaria (MAP) la
cual es una enfermedad aguda y fulminante,
comun en nifios y adultos jovenes que presentan
una historia reciente de natacion [1,4,5]. Esta
amiba ha sido aislada del suelo, lagos, de aguas
termales y en general en cuerpos de agua dulce
artificiales o naturales, siendo capaz de proliferar
en temperaturas de 37 a 45°C y en ambientes con
un amplio rango de pH (4.6-9.5) [4,6,7]. Los
trofozoitos de N. fowleri pueden invadir al ser
humano a través de la via nasal (Figura la, b)
[8,9]; una vez en la cavidad olfatoria se adhieren
al neuroepitelio olfatorio (Figura 1c) [10-12] y
migran entre las células sustentaculares tanto por
la via paracelular o transcelular hasta alcanzar la
fila olfatoria que esta compuesta por manojos de
nervios amielinicos para continuar su migracion
atravesando la placa cribosa o hueso etmoides e
instalarse en los bulbos olfatorios en el SNC
(Figura 1d) [11-13]. Este protozoario posee la
capacidad de producir dafio sobre el tejido
neuronal de los bulbos olfatorios a través de
mecanismos de patogenicidad como son la
adhesion, fagocitosis y la secrecion de enzimas
como fosfolipasas y cisteina proteasas [1,14-18],
lo cual es potenciado por una fuerte reaccion
inflamatoria que se presenta en los bulbos
olfatorios proveniente del torrente sanguineo
sugiriendo la  ruptura de la  barrera
hematoencefalica (BHE), provocando el rapido
reclutamiento de células inflamatorias
principalmente de macrofagos y neutr6filos en las
zonas donde se encuentran las amibas,
culminando en la lisis de las células inflamatorias

que conlleva a una necrosis muy importante en el
cerebro y a lo que se le denomina como MAP, lo
que provoca la muerte del hospedero en pocos
dias después de iniciada la infeccion [8,13]. Por lo
tanto, es de suma importancia adquirir un mayor
conocimiento acerca de los procesos de invasion y
dafio que ocasiona este protozoario para
desarrollar nuevas estrategias para la prevencion,
diagnéstico 'y tratamiento contra la MAP
producida por N. fowleri.

Ciclo de vida y morfologia

Durante su ciclo de vida N. fowleri presenta
tres formas o estadios: el trofozoito, flagelado y el
quiste; estos estadios se presentaran dependiendo
del ambiente donde se encuentren las amibas. El
trofozoito (10-25 um) es la forma movil y la que
es capaz de alimentarse y dividirse (Figura 2a). En
estudios de microscopia  electronica  de
transmision (MET), los trofozoitos de N. fowleri
presentan reticulo endoplasmico liso y rugoso,
contienen un gran nimero de mitocondrias en
forma de campana, numerosas vacuolas, asi como
un nucleo con un nucléolo muy prominente
[1,6,12]. En su vida libre, las amibas son capaces
de alimentarse de bacterias o materia organica
suspendida en la columna de agua donde la amiba
habita [2,19]. El trofozoito puede transformarse al
estadio de flagelado (10-16 pm) debido a la
carencia de nutrientes, este cambio de fase le
proporciona la capacidad de desplazarse hacia
ambientes mas favorables (Figura 2b). Este
estadio se caracteriza por tener una morfologia
piriforme y presentar de 2 a 4 flagelos [20].
Cuando el trofozoito o el flagelado se encuentran
en condiciones adversas tales como cambios de
pH o desecacion, pueden transformarse al estadio
de quiste (8-12 pm), el cual es su forma de
resistencia ante el estrés ambiental (Figura 2c)
[21]. El quiste es de forma esférica con una doble
pared compuesta principalmente por celulosa. La
pared externa del quiste presenta poros llamados
ostiolos, por donde es capaz de emerger el
trofozoito una vez que se encuentre en un
ambiente favorable [22]. Por otro lado, aunque
solo se reporta al trofozoito como la forma
infectiva no se descarta que tanto el quiste como
el flagelado puedan infectar a un hospedero
[6,12,23].
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Figura 1. Proceso de invasién de N. fowleri al SNC. a) Llegada al neuroepitelio olfatorio. b) Dafio independiente de contacto.
¢) Adhesion y migracion. d) Invasion al SNC y presencia de reaccion inflamatoria.
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Figura 2. Ciclo de vida de N. fowleri. a) Morfologia de los trofozoitos de N. fowleri en cultivo axénico. 40x. b) Forma flagelada
inducida en solucion salina isotonica durante 2 h, se observa la presencia del flagelo (flecha). ¢) Quistes inducidos en solucion salina de
Page’s 1323. La pared del quiste fue tefiida con blanco de calcofluor (flecha). Las imagenes fueron tomadas a través de un microscopio

Nikon eclipse 80i. 60x. Barra =10 pm.
Patogénesis

Debido a que N. fowleri produce una
encefalitis aguda, se establecio el modelo de la
MAP experimental en el raton, para tratar de
comprender el proceso de la infeccion tal como
ocurre en el humano [10,11,13,24]. En los afios
70’s, mediante MET se describieron las etapas
tempranas de invasion de N. fowleri en el modelo
murino, donde se observd que la amiba es capaz

de adherirse a las células del neuroepitelio
olfatorio y migrar a través de sus uniones
intercelulares para llegar a los plexos nerviosos
conformados por neuronas olfatorias bipolares y
asi continuar su migracion hacia el SNC [11,12].
En trabajos mas recientes se observd que las
amibas son capaces de adherirse y penetrar el
neuroepitelio olfatorio desde la primera hora hasta
las 12 horas post-infeccion (PI) [10,11], de igual
manera se evaluaron en los tiempos de 30 min
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hasta los 4 dias PI, observandose que las amibas
cruzan la placa cribosa ubicada en el hueso
etmoides para instalarse en los bulbos olfatorios
provocando una fuerte reaccion inflamatoria de
tipo agudo, constituida principalmente por
neutréfilos [10,11,13]. Finalmente a los 5 dias PI,
se observaron extensas zonas de necrosis,
hemorragia, amibas y gran cantidad de
polimorfonucleares en los bulbos olfatorios, en
estas etapas avanzadas de la infeccion (7 dias) los
animales murieron debido a la intensa respuesta
inflamatoria y a la lisis de estas células en el SNC
(Figura 3) [13].
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Figura 3. Histopatologia de bulbos olfatorios de ratones
infectados con V. fowleri. a) Corte de bulbos olfatorios 7 dias
post-instilacion con las amibas (flechas). Fagocitosis de
eritrocitos (cabezas de flecha), se observan areas de necrosis
(N) y reaccion inflamatoria (RI). 40x. b) Se observan con
mayor detalle a las amibas (flechas), la eritrofagocitosis
(cabezas de flecha) y areas con reaccion inflamatoria (RI). 60x.
Barra =25 pm.

Cuadro clinico

Los sintomas de la MAP se presentan a partir
de la primera semana de la infeccion, entre los
sintomas se encuentran dolor de cabeza, nauseas,
vomito en proyectil, fiebre y rinitis, asi como
otros signos de dafio neuroldgico como rigidez del
cuello y confusion hasta progresar rapidamente al

estado de coma, culminando con la muerte del
paciente entre el séptimo o décimo dia después del
inicio de los primeros sintomas [5,25-27]. En
muestras de cerebro post-mortem de pacientes con
MAP, se observa microscopicamente que los
bulbos olfatorios se encuentran desorganizados y
hemorragicos, asi como zonas completamente
invadidas por amibas [28]. Otra de las
consecuencias relacionadas a la muerte del
individuo, es el aumento en la presion
intracraneal, la cual puede alcanzar hasta los 600
mm H,0 propiciando ain mas el dafio al tejido
cerebral [4,5]. El cuadro clinico que presenta esta
infeccion es muy similar a las meningoencefalitis
producidas por hongos, bacterias y virus [8], pero
diferente a la provocada por las amibas de vida
libre B. mandrillaris y Acanthamoeba spp. las
cuales provocan una encefalitis de tipo
granulomatosa [20]. Por lo tanto, es muy
importante implementar métodos de diagnostico
certeros que seran de gran importancia para
identificar a N. fowleri como agente etiologico de
esta patologia lo cual permitird iniciar un
tratamiento eficaz y oportuno.

Epidemiologia

Como se describid anteriormente esta
infeccién es comun en nifios y jovenes adultos
sanos, que realizaron actividades acuaticas
recreativas principalmente en los meses mas
calidos del aflo. En la MAP producida por M.
fowleri se reportan alrededor de 300 casos a nivel
mundial [9,25] y 15 casos de recuperacion hasta el
afio 2016 [26,29]. En el afio de 1965 se registro el
primer caso de MAP en Australia, donde el
paciente muri6é con un diagndstico de meningitis
pidgena de etiologia desconocida [30]. La mayoria
de los casos han sido reportados en Estados
Unidos [31,32], Australia [30] y en la Republica
Checa [33]. A la fecha en México se han
reportado alrededor de 30 casos de MAP,
ocurriendo el primer caso de MAP en Mexicali,
Baja California [34] y posteriormente se
reportaron mas casos en la region central del
territorio mexicano [35-37]. Desafortunadamente
tanto en nuestro pais como en el resto del mundo
el registro epidemioldgico de esta enfermedad no
se encuentra bien documentado, lo cual requiere
del conocimiento de esta enfermedad por parte de
la comunidad médica para poder contar con datos
epidemioldgicos correctos y que sean reportados
en el sistema de salud de nuestro pais y en todo el
mundo.
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Diagnostico

Dado que la MAP es una patologia de rapido
desarrollo, se requieren llevar a cabo técnicas de
diagndstico rapidas. La primera eleccion debe ser
el andlisis del sedimento del liquido
cefalorraquideo (LCR) obteniéndose mediante
puncion lumbar en el paciente, en caso de
infeccion, el color del LCR puede observarse de
color gris a amarillento debido a la presencia de
leucocitos (300 células mm™ hasta 26,000 células
mm’™), eritrocitos (250 células/ mm™ hasta 24,600
células mm™) y al aumento en la concentracion de
proteinas (100 mg/100 mL  hasta los
1000 mg/100 mL) [4,28]; posteriormente la
muestra debe ser evaluada a través de microscopia
de luz observando la presencia de trofozoitos
moviles con emision de pseuddpodos, también
puede utilizarse la tincion de Giemsa para
visualizar mejor a las amibas [8,20]. Por otro lado,
ademas de analizar el sedimento del LCR por
microscopia de campo claro, es posible realizar la
prueba de enflagelacion. Esta prueba consiste en
colocar el sedimento del LCR en solucién salina
estéril a temperatura ambiente por dos horas hasta
observar la diferenciacion al estadio de flagelado,
esta prueba es muy rapida y especifica para poder
diferenciar con otros protozoarios que pueden
producir meningoencefalitis como Entamoeba
histolytica, Acanthamoeba spp. y B. mandrillaris
[26,38]. También se han desarrollado técnicas con
mayor sensibilidad para evaluar la presencia de un
solo trofozoito de N. fowleri en muestras
ambientales y clinicas, tales como PCR tiempo
real, multiplex y anidada. Estas técnicas estan
basadas en la amplificacion de fragmentos de
genes relacionados con la virulencia de N. fowleri,
como es el caso del gen Mp2ClI5 relacionado con
una proteina de membrana que se encuentra sobre-
expresado solo en la especie patdgena del genero
Naegleria; otra manera de deteccion es mediante
la amplificaciéon de los espaciadores internos de
transcripcion (ITS) que se encuentran en la
subunidad 18S del RNA ribosomal de estas
amibas, los cuales han demostrado ser utiles para
poder diferenciar entre las especies del genero
Naegleria [39-46]. Por otro lado, se han reportado
casos de MAP donde las técnicas de imagen como
la tomografia computarizada y de resonancia
magnética, juegan un papel importante en el
diagnostico, ya que se logran observar lesiones
multifocales y edema en el paciente [47]. Por todo
esto, es de suma importancia que los médicos
realicen una historia clinica detallada del paciente,
ya que la mayoria de las confirmaciones de casos
de MAP en los humanos han sido realizadas en

muestras de cerebros post-mortem realizando
estudios histopatologicos utilizando la tincion de
hematoxilina & eosina [30,48,49].

Tratamiento

Desde los primeros casos diagnosticados como
MAP, la comunidad cientifica y médica enfocada
en el estudio de N. fowleri, ha implementado el
uso de diversos farmacos para tratar de combatir a
este protozoario [50]. En 1969 Rodney Carter
observd que la amfotericina B (AmB), farmaco
que es utilizado contra infecciones por hongos,
logré tener actividad amebicida en contra de
N. fowleri siendo hasta el momento la droga de
eleccion para el tratamiento de la MAP [49]. El
mecanismo de accion de la AmB se basa en su
interaccion con los esteroles de membrana
propiciando la lisis de las células blanco [51];
desafortunadamente esta droga puede presentar
efectos adversos en el hospedero, principalmente a
nivel de rifion. La AmB también ha sido utilizada
como tratamiento en combinacién con otros
antibidticos como sulfadiazina, rifampicina,
azitromicina y otros antifingicos como
ketoconazol, ordinazol y fluconazol, resultando en
solo 15 casos de recuperacion a nivel mundial de
pacientes con MAP [29,52-65]. Cabe resaltar que
no hay un farmaco especifico contra N. fowleri.
En la actualidad, también se desarrollan terapias
no farmacologicas adicionales al uso de drogas,
como disminuir la presion intracraneal mediante
el drenaje de LCR, el uso de terapia hiperosmolar
y la hipotermia controlada [65]. Por otro lado, el
desarrollo de nuevas drogas como el Corifungin
(andlogo de la AmB) ha demostrado efecto
amebicida y protector en el modelo experimental
de la MAP sin presentar los efectos secundarios
que presenta la AmB [66]. Como se menciond
anteriormente el tratamiento rapido y certero
siempre debera estar acompafiado de una historia
clinica completa del paciente para que su
efectividad conlleve a la resolucion rapida de esta
infeccion mortal. Ademas, es necesario desarrollar
nuevos farmacos con blancos mads especificos
contra este protozoario para tener un tratamiento
eficaz para el ser humano.

Mecanismos de patogenicidad

Para que un microorganismo pueda invadir al
organismo hospedero, debe desplegar una serie de
mecanismos de dafio sobre sus células y tejidos.
Una vez que N. fowleri ha invadido al huésped es
primordial que se adhiera al neuroepitelio
olfatorio presente en la cavidad nasal. Las amibas
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son capaces de adherirse mediante
glicoconjugados presentes en la membrana, los
cuales son ricos en residuos de manosa y fucosa
[15]. También se ha estudiado una proteina de
membrana tipo integrina de un peso de 60 kDa la
cual presentd un efecto citotoxico sobre células de
ovario de hamster chino (CHO) [14]. Una vez que
la amiba ha logrado adherirse al neuroepitelio
olfatorio, es capaz de producir dafio sobre las
células sustentaculares que lo conforman. Un
fendmeno que también se ha reportado en
N. fowleri es el proceso de fagocitosis mediante la
formacion de bocas fagociticas (Figura 4) [67,68];
este proceso ha sido ampliamente estudiado tanto
en fenémenos in vitro como in vivo [69-71]. Por
otro lado, uno de los mecanismos independientes
de contacto que también han sido reportados en
E. histolytica, es la capacidad de secretar proteinas
formadoras de poros, que en N. fowleri son
llamados naeglerioporos, capaces de producir
dafio directo sobre las membranas de las células
de neuroblastoma de rata, provocando su muerte
por choque osmoético [72,73]. Asi mismo, se han
estudiado diversos productos de secrecion como
fosfolipasas que participan en la degradacion de
mielina y esfingomielina en el tejido nervioso
[16]. Diversos reportes demuestran que N. fowleri
posee la capacidad de secretar una gran cantidad
de enzimas proteoliticas principalmente del tipo
cisteina y en menor proporciéon de serina y
metaloproteasas sugiriendo que estas proteasas
pueden estar participando en la invasion y dafio en
los tejidos del hospedero [17,18]. En estudios mas
recientes, se demostrd que N. fowleri es capaz de
degradar a las proteinas Claudina-1 y ZO-1 las
cuales forman parte de las uniones estrechas que
participan en la formacion de las uniones
intercelulares. Los autores observaron que los
trofozoitos de N. fowleri son capaces de degradar
a estas proteinas a través de la accion de cistein
proteasas, resultado que se confirmé mediante el
uso de inhibidores de proteasas como es el E-64;
los autores concluyeron que la amiba es capaz de
alterar a las uniones intercelulares abriéndose paso
entre las células del neuroepitelio olfatorio [74].

Respuesta inmunolégica

El proceso inflamatorio que presenta un
organismo es un intento del mismo para enfrentar
un estimulo dafiino provocado por alguna
sustancia extrafia, células dafiadas o por
microorganismos patogenos [75]. En el caso de
N. fowleri, su presencia en el SNC desencadena
una intensa reaccion inflamatoria relacionada con
su capacidad de producir moléculas con actividad

citotoxica, resultando en el dafio y necrosis del
tejido nervioso propiciando la muerte del ser
humano [13,17,74].

A finales de los afos 60’s, se comenzaban a
utilizar modelos animales para comprender la
enfermedad provocada por N. fowleri, debido a
que los pacientes morian en un periodo de 7 a 10
dias. Los trabajos de Carter en 1970, evaluaron la
capacidad de producir dafio por este patogeno
infectando ratones de la cepa Swiss, en este
trabajo se observd que la inflamacion producida
por las amibas participaba de manera importante
en la mortalidad (90%) de los ratones a los 6 dias
posteriores a la inoculacion intranasal [6].
Posteriormente en trabajos de Martinez y
colaboradores (1971), se describié por primera
vez y mediante histopatologia las lesiones que se
presentaban en las etapas tempranas y avanzadas
de la infeccion; con estos estudios se pudo
comparar el modelo murino de la MAP con las
piezas post-mortem de humano [12,69].

Figura 4. Microscopia electréonica de barrido de un
trofozoito de N. fowleri en interaccion con eritrocitos
humaneos. Se muestra una boca fagocitica (flecha) fagocitando
dos eritrocitos (asteriscos). Imagenes obtenidas mediante un
microscopio electronico de barrido Jeol JSM-6510LV.
Barra =5 pm.

Derivado de estos estudios, asi como del
aumento de los casos de MAP fueron el punto de
partida para llamar la atencion a la comunidad
médica y cientifica de la importancia de estudiar a
esta amiba de vida libre y tratar de comprender a
nivel celular y molecular en estudios in vitro e in
vivo la importancia del proceso inflamatorio, ya
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que ademas del tratamiento con la droga
antifingica AmB es primordial no solo combatir
la presencia de las amibas en el cerebro, sino
también controlar la inflamacién producida por
este  microorganismo  administrando  anti-
inflamatorios como la dexametasona [65], lo cual
repercute importantemente en salvar la vida del
paciente. Por esto es de suma importancia
desarrollar tratamientos mas efectivos o blancos
farmacologicos mas especificos para tratar de
impedir la evolucion de la MAP y por lo tanto la
muerte del paciente.

Estudios in vitro

Como se menciond previamente, los modelos

experimentales in vitro han sido ampliamente
utilizados para tratar de comprender los
mecanismos por los cuales N. fowleri desencadena
un proceso inflamatorio en el SNC. En los
trabajos  clasicos de Julio Martinez y
colaboradores, se observd que la amiba al tener
contacto con las células sustentaculares que
conforman al neuroepitelio olfatorio se producen
cambios morfologicos asi como un infiltrado
inflamatorio conformado principalmente por
neutroéfilos; sugiriendo una posible activacion de
estas células al contacto con las amibas [12].
Para investigar con mayor profundidad sobre la
respuesta inmunologica que se produce en el
organismo en etapas tempranas de la invasion por
N. fowleri donde se lleva a cabo el primer
contacto con las células que componen al epitelio
olfatorio, se han realizado diversos estudios sobre
lineas celulares como es el caso de las células
mucoepiteliales provenientes de células de cancer
de pulmén humano (NCI-H292) que son
productoras de moco. En estos trabajos se evaluo
la capacidad del moco para evitar la adhesion
como una primera linea de defensa por parte de
las células del hospedero (respuestas innatas); los
autores demostraron que las amibas son capaces
de evadir esta barrera formada por mucina de tipo
MUCSAC mediante proteasas con actividad
mucinolitica [76].

Posteriormente los mismos autores reportaron
que ademaés de la respuesta innata que conlleva a
la produccion de MUCSAC, los trofozoitos de
N. fowleri también son capaces de inducir la
produccion de mediadores pro-inflamatorios como
IL-1B e IL-8 en las células mucoepiteliales NCI-
H292 a través de la sintesis de especies reactivas
del oxigeno (ROS) y la activacion del receptor del
factor de crecimiento epidérmico (EGFR); esta
produccion de IL-8 explica la llegada de los

neutréfilos que se observan embebidos en el
moco, previo a la invasion de las amibas en el
neuroepitelio olfatorio y posteriormente a los
bulbos olfatorios en el SNC [10,77].

En su migracion hacia el SNC, este protozoario se
encuentra  directamente con las  células
inflamatorias compuestas por los neutrofilos y
macréfagos. Existen estudios in vitro donde se
utilizaron neutréfilos provenientes de humanos
tratados con sobrenadantes de linfocitos incubados
con la lectina fitohemaglutinina (PHA) para
posteriormente ser interaccionados con trofozoitos
de N. fowleri observandose la muerte de las
amibas en comparacion con los neutr6filos no
tratados con los sobrenadantes. Con estos
resultados los autores concluyeron que la
capacidad citotdxica mostrada por los neutréfilos
activados puede estar mediada por la produccion
de citocinas provenientes de los linfocitos. En
afos posteriores se demostrd que se trataba del
factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a),
propiciando el efecto amebicida de los neutréfilos
[78,79]. Afos maés tarde, los autores al ver que los
neutr6filos poseian la capacidad de matar a las
amibas al ser activados por los linfocitos,
decidieron evaluar si el efecto amebicida estaba
relacionado con la funcion de la mieloperoxidasa
(MPO) presente en los neutrofilos, los autores
encontraron que tanto la produccion de peréxido
de hidrogeno (H,O,) mas la produccion del ion
cloro (CI') potencian el efecto citotoxico sobre la
amiba [80]. En afios mas recientes se describié un
mecanismo que presentan los neutréfilos contra N.
fowleri, mediante la produccion de las llamadas
trampas extracelulares de neutrofilos o por sus
siglas en inglés NETs. En este estudio los autores
observaron que los neutréfilos son capaces de
producir estos NETs al entrar en contacto con
amibas previamente opsonizadas con anticuerpos
de la clase IgG de origen humano propiciando esta
actividad citotoxica sobre las amibas [81]. Por
otro lado, se realizaron estudios in vitro utilizando
cultivos primarios asi como lineas celulares de
macrofagos provenientes de ratdon para tratar de
comprender este proceso. En estos estudios, se
reportd que tanto los macrofagos de cultivo
primario como los provenientes de la linea celular
RAW264.7 los cuales fueron previamente
activados con Corynebacterium parvum, el bacilo
de Calmette-Guérin (BCG) y lipopolisacarido
(LPS) proveniente de Escherichia coli, se observd
que poseian la capacidad de lisar a las amibas por
un mecanismo dependiente de contacto,
posteriormente se demostré que la molécula por la
cual se produce la lisis de los trofozoitos de
N. fowleri es el 6xido nitrico (ON) [82-85].
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Una vez que la amiba ha invadido el cerebro
se enfrentard con la respuesta celular presente en
este tejido, la cual estd conformada por las células
de la microglia [86]. Estos macrofagos residentes
del SNC, se encargan tanto de mantener libre de
patdogenos en su estado activado, asi como de
producir moléculas anti-inflamatorias y factores
neurotropicos en su estado inactivo que
promueven el buen funcionamiento de los
astrocitos y neuronas [87,88].

Para analizar el efecto de los trofozoitos de
N. fowleri sobre las células de la microglia de rata
diversos autores describieron mediante MET la
formaciéon de gran cantidad de proyecciones
citoplasmaticas y de bocas fagociticas en los
trofozoitos de Naegleria al estar en contacto con
las células de la microglia, culminando con su lisis
de manera dependiente del tiempo [86,89,90]. Por
otro lado, también se observdé mediante ensayos
de ELISA el aumento en la produccion de las
citocinas pro-inflamatorias, TNF-a, IL-1p e IL-6
en los sobrenadantes de la interaccion de la
microglia con N. fowleri. Concluyendo que esta
glia es capaz de activarse como respuesta a la
invasion de las amibas al cerebro [86,91,92].

Otra de las células que integran a la glia
presente en el SNC, y que estan también en
contacto directo con los trofozoitos de N. fowleri
son los astrocitos. Estas células multifuncionales
se encargan de la homeostasis cerebral, asi como
del mantenimiento 6ptimo de las neuronas [87].
Los astrocitos son capaces de producir ON y las
citocinas pro-inflamatorias IL-8, IL-6 e IL-1f, asi
como el de poder ser activados por las mismas
citocinas cuando se presenta un estimulo, ya sea
por la presencia de un organismo patdégeno o por
la microglia activada [93]. De igual manera se
realizaron ensayos de interaccion con cultivos
primarios de astrocitos de rata con trofozoitos
completos, extractos totales y con productos de
secrecion de N. fowleri, encontrandose mediante
las técnicas de RT-PCR y ELISA que la amiba es
capaz de activar a los astrocitos mediante la
expresion y produccion de IL-8, IL-6 e IL-1j;
concluyendo que efectivamente los astrocitos
juegan un papel importante en la respuesta
inflamatoria que se desarrolla en la evolucion de
la MAP [94,95]. Tomando en cuenta los estudios
anteriores, el contacto de las amibas con las
células de la glia, puede conllevar la
sobreproduccion de citocinas pro-inflamatorias,
activando a células de la microglia cercanas al
foco de la infeccidn, asi como a los astrocitos,
sugiriendo la desestabilizacion de la BHE

permitiendo el paso libre de células del sistema
inmunologico hacia las 4reas afectadas por
N. fowleri en los bulbos olfatorios en el SNC,
aumentandose la reaccion inflamatoria en este
sitio, culminado con la muerte del paciente.

Estudios in vivo

Como se menciond anteriormente para que se
lleve a cabo la MAP, la amiba debe alcanzar la
cavidad olfatoria del ser humano e interaccionar
con el moco que se encuentra presente sobre las
células sustentaculares que componen al
neuroepitelio olfatorio [10,11].

La respuesta inmunoldgica que se ha
observado en la invasion de N. fowleri en modelos
in vivo es de tipo innata; estas respuestas
inespecificas presentes en el organismo hospedero
han sido ampliamente estudiadas en modelos
murinos [10,13,67,83,92,96-98].

Se sabe que este protozoario es capaz de
inducir la produccién de moco en el modelo in
vivo de la MAP experimental en la cepa de raton
BALB/c, observandose que las amibas quedan
atrapadas en el moco para posteriormente
interactuar con las células inflamatorias [10].
Desafortunadamente esta respuesta innata o
inespecifica por parte del organismo es
insuficiente y las amibas logran evadirla para
continuar su migraciéon a través del neuroepitelio
olfatorio y alcanzar los bulbos olfatorios en el
SNC[10,11,13].

Se ha observado que a las 96 horas PI,
comienza el reclutamiento de células inflamatorias
hacia las areas de los bulbos olfatorios,
observandose multiples focos de reaccion
inflamatoria rodeando a las amibas, fendémeno que
se mantiene hasta los 4 dias PI. La inflamacion se
incrementa notablemente a los 5 dias, es
importante sefialar que se observa una importante
lisis de las células inflamatorias (principalmente
neutréofilos) que conlleva a extensas areas de
necrosis con la produccién in situ de citocinas
pro-inflamatorias. Para corroborar que la respuesta
inflamatoria participa de manera importante en el
dafio al cerebro, los autores utilizaron ratones
C57BL/6J knockout a la molécula CD38 '/', los
cuales poseen deficiencias en la quimiotaxis de
células inflamatorias, que al compararse con los
ratones de la cepa parental (control), los animales
deficientes a CD38 sobrevivieron mas tiempo a la
infeccion por N. fowleri; ademas observaron por
histopatologia que el proceso inflamatorio
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disminuy6 notablemente [13]. Tomando en cuenta
todos estos resultados podemos concluir que
N. fowleri es capaz de producir dafio al tejido que
invade, ademas de provocar una reaccion
inflamatoria intensa que participa
importantemente en el dafio al SNC y que en su
conjunto conlleva a la muerte del hospedero.

Conclusiones

La infeccion producida por N. fowleri cobra
cada vez mas vidas humanas con el paso de los
afios, ya que desafortunadamente el diagnostico de
esta meningoencefalitis se lleva a cabo sin realizar
una historia clinica completa y detallada del
paciente, la falta de conocimiento de N. fowleri
por la comunidad médica y del personal de
laboratorio, ademas del diagnoéstico tardio que se
emite para comenzar un tratamiento adecuado y
oportuno que se suma a la falta de un farmaco
especifico para el tratamiento de la MAP puede
ser lo que decida la vida del paciente. Por otra
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ABSTRACT

Naegleria fowleri causes a fatal disease known as primary amoebic menin-
goencephalitis. This condition is characterized by an acute inflammation that
originates from the free passage of peripheral blood cells to the central ner-
vous system through the alteration of the blood-brain barrier. In this work, we
established models of the infection in rats and in a primary culture of endothe-
lial cells from rat brains with the aim of evaluating the activation and the alter-
ations of these cells by N. fowleri We proved that the rat develops the
infection similar to the mouse model. We also found that amoebic cysteine
proteases produced by the trophozoites and the conditioned medium induced
cytopathic effect in the endothelial cells. In addition, N. fowleri can decrease
the transendothelial electrical resistance by triggering the destabilization of the
tight junction proteins claudin-5, occludin, and ZO-1 in a time-dependent man-
ner. Furthermore, N. fowleri induced the expression of VCAM-1 and ICAM-1
and the production of IL-8, IL-1B, TNF-a, and IL-6 as well as nitric oxide. We
conclude that N. fowleri damaged the blood-brain barrier model by disrupting
the intercellular junctions and induced the presence of inflammatory mediators
by allowing the access of inflammatory cells to the olfactory bulbs.

NAEGLERIA fowleri is a free-living amoeba (FLA) and the
only species of its genus that is pathogenic for humans
(Rodriguez-Zaragoza 1994). This amoeba has been impli-
cated in the deaths of humans who swim in waters con-
taminated with this microorganism, which causes primary
amoebic meningoencephalitis (PAM) (Schuster and Visves-
vara 2004). In experimental PAM, the amoebae reach the
olfactory bulbs in the central nervous system (CNS) (Jaro-
lim et al. 2000; Martinez et al. 1973; Rojas-Hernandez
et al. 2004), and these amoebae are observed near or
inside the capillary vessels, which suggests the participa-
tion of the blood-brain barrier (BBB) (Cogo et al. 2004;
Fowler and Carter 1965; Martinez et al. 1971). The proto-
zoans could damage the BBB, which promotes the recruit-
ment of the inflammatory cells to the brain parenchyma,
as previously described in the mouse model and in human
postmortem cases (Cervantes-Sandoval et al. 2008;

Hannisch and Hallagan 1997). In addition, a rat model has
been used to reproduce the later stages of the PAM with
the aim of establishing an ex vivo model using rat brain
slices. The authors have employed this model to avoid the
use of living animals and to permit better control of the
experimental conditions (Gianinazzi et al. 2005). The disad-
vantages of this model are the loss of the physiological
conditions that are present in a living animal and the
absence of a functional BBB.

Moreover, until now, there have been no studies on the
development of PAM from early until later stages of infec-
tion in the rat. The BBB refers to specific properties of the
blood vessels in the CNS that regulate the passage of ions
and molecules from the blood stream to the brain (Dane-
man and Prat 2015). The primary role of the BBB is to cre-
ate a restrictive barrier between the CNS and the rest of
the body that blocks the entry of unwanted blood-borne
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factors. The BBB microvessels are made up of endothelial
cells that are linked by tight junctions (TJ), but neighbour-
ing glial cells such as astrocytes and microglia are also
critical to the BBB function (Price et al. 2016; Westergaard
and Brightman 1973).

The TJ constitute a specialized membrane complex,
mainly in mammalians, that display unique properties of a
barrier or a fence in the epithelium or endothelium (Shen
et al. 2011; Torres-Flores and Arias 2015). The most stud-
ied proteins associated with the TJ are the claudins and
occludin. These proteins contain four transmembrane
domains with two extracellular loops that bind to other
claudins and occludins in neighbouring cells (Furuse 2010;
Gonzélez-Mariscal et al. 2014; Kubota etal. 1999;
McCarthy et al. 1996). The types of claudins present in
the BBB include claudin-3, -5, and -12, of which claudin-5
is the protein that confers the barrier functions to the BBB
(Daneman and Prat 2015; Diaz-Coranguez et al. 2013). The
peripheral proteins ZO-1, -2, and -3 bind to the integral
membrane proteins with the actin cytoskeleton. These
interactions are important for the functionality and stability
of the TJ complex (Fischer et al. 2002; Furuse et al. 1994;
Shen et al. 2011).

Moreover, it is known that bacteria and some proto-
zoans can cross the BBB through the TJ proteins. In one
specific case, the bacterium Neisseria meningitidis can
degrade the occludin protein in a primary culture of
human brain microvascular endothelial cells (HBMEC),
promoting the alteration of the BBB (Schubert-Unkmeir
et al. 2010). The only significant study on the interaction
of endothelial cells with free-living amoebae was per-
formed in Acanthamoeba castellanii. The authors showed
the degradation of the TJ proteins (ZO-1 and occludin)
through the Rho pathway (Khan and Siddiqui 2009).
Another mechanism for the disruption of the BBB and
the resulting increase in the cellular permeability is the
induction of inflammatory mediators such as cytokines,
adhesion molecules, and nitric oxide (NO) (Daneman and
Prat 2015).

It is well-known that protozoans that can infect the CNS
migrate by the paracellular route using ICAM-1 and
VCAM-1 (Deckert-Schluter et al. 1994; Gillrie et al. 2007,
Turner et al. 1994). The interaction of endothelial cells
with pathogens can promote the production of cytokines,
which disrupt the BBB by altering the TJ proteins and by
inducing the expression of ICAM-1 and VCAM-1 (Bene-
detto et al. 2003). Furthermore, the production of NO
through the activation of the endothelium by the patho-
gens can also damage the BBB (Kim et al. 2011; Lachen-
maier et al. 2011). In this work, we established a rat
model with the aim of evaluating the early and later
stages of the infection produced by N. fowleri and to
determine the effect of the interaction with a primary cul-
ture of rat brain microvascular endothelial cells (RBMEC)
to simulate the BBB. We also investigated the destabiliza-
tion of the TJ proteins and the activation of the endothelial
cells by the amoebae, which resulted in the expression of
proadhesion molecules (VCAM-1 and ICAM-1) and the
production of inflammatory cytokines and NO.
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MATERIALS AND METHODS

Amoebic cultures

A pathogenic strain of N. fowleri (ATCC 30808) was used
in all the experiments. The trophozoites were cultured at
37°C in 2% (w/v) Bactocasitone medium (BD Bio-
sciences, San Jose, CA) supplemented with 10% (v/v)
foetal bovine serum (FBS) (Microlab, Meéxico City,
México). The amoebae were harvested in the logarithmic
growth phase (48 h).

Experimental PAM in the rat model

Two-week-old Wistar male rats were used to produce
PAM. The rats were lightly anesthetized in an ether cham-
ber and instilled with 5 x 10° trophozoites in 20 pl of
medium without FBS. The control animals were instilled
with 20 ul of free-serum 2% Bactocasitone. The animals
were killed at various postinoculation (PI) times (3, 12, 24,
48, and 72 h and 7 days). After removal of the skin, the
heads were fixed with 4% paraformaldehyde/PBS pH 7.2
for 24 h. The samples were then washed with tap water
and decalcified with a mixture of sodium citrate (JT Baker,
Phillipsburg, NJ) and formic acid (JT Baker), which was
changed every 24 h until 72 h. The samples were washed
for 8 h, processed for embedding in paraffin, and stained
with haematoxylin & eosin (H&E). All the animals were
handled in accordance with Mexican federal regulations
for animal experimentation and care (NOM-062-ZO0-
1999), and the study was approved by the Institutional
Animal Care and Use Committee (IACUC-Cinvestav). Rats
were killed by an overdose of sodium pentobarbital (Pet’s
Pharma de México S.A. de C.V., Nezahuacoyotl, México)
and handled according to the guidelines of the 2000
AVMA Panel on Euthanasia.

Brain microvascular endothelial cells and astrocyte
primary cultures

The primary cultures of rat brain microvascular endothelial
cells (RBMEC) were established from 2-wk-old male Wis-
tar rats as previously described by Molino and co-workers
(Molino et al. 2014). The brains were obtained, and the
meninges were removed. The brain cortexes were dissoci-
ated in a glass dounce homogenizer with 10 ml of ice-cold
Dulbecco’s Modified Eagle’s medium F12 (DMEM/F12,
Gibco, Boston, MA), the resulting suspension was trans-
ferred to a 50-ml tube and centrifuged at 1,000 g for
5 min. The pellet was obtained, and the supernatant was
discarded. The pellet was re-suspended in 20 ml of 30%
percoll (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) in DMEM/F12. The
myelin and other neuronal components were separated by
density gradient centrifugation at 3,600 g for 30 min to
obtain the brain capillaries. The capillaries were digested
in an enzymatic mix containing collagenase/dispase
(60 pg/ml) (Merck-Millipore, Burlington, MA), desoxyri-
bonuclease 1 (DNase type 1) (35 pg/ml) (Sigma-Aldrich),
and  penicillin/streptomycin (10,000  U/10,000 ug/mi)
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(Gibco) in a shaker for 45 min at 37 °C, washed twice in
DMEM/F12, and then plated on a 25 cm? culture flask
precoated with a mix of collagen type IV (Sigma-Aldrich)
and fibronectin (Sigma-Aldrich), each protein at 1 pg/cm?.
The RBMEC cultures were maintained in DMEM/F12 sup-
plemented with 20% plasma-derived serum (PDS, Animal
Technologies Inc., MD), GlutaMAX (2 mwm) (Gibco), basic
fibroblast growth factor (10 ng/ml) (bFGF) (PrepoTech, NJ,
USA), heparin (100 pg/ml) (PiSA Farmacéutica, Jalisco,
México), HEPES (2.5 mwm) (Sigma-Aldrich), penicillin/strep-
tomycin (10,000 U/10,000 pg/ml) (Gibco), and fungizone
(2.5 pg/ml) (Gibco), and finally puromycin was added
(4 pg/ml) (Sigma-Aldrich) for the first 24 h at 37 °C in an
atmosphere of 5% CO, to eliminate the nonendothelial
cells. On the third day, the medium was changed to fresh
medium containing all of the previously mentioned compo-
nents except puromycin. The astrocytes were obtained
from the brains of 2-wk-old Wistar male rats. Briefly, the
meninges were removed, and the tissue was dissociated
in a glass dounce homogenizer with 15 ml of 0.05% tryp-
sin/0.02% EDTA (Gibco; J.T. Baker, Philipsburg, NJ) for
15 min at 37 °C. To stop the enzymatic digestion, we
added DMEM/F12 supplemented with 10% FBS (Micro-
lab), GlutaMAX (2 mm) (Gibco) and penicillin/streptomycin
(10,000 U/10,000 pg/ml) (Gibco), and the mixture was cen-
trifuged at 300 g for 5 min. The pellet was resuspended
in 10 ml of DMEM/F12 with 10% FBS (Microlab) and peni-
cillin/streptomycin (10,000 U/10,000 pg/ml) (Gibco) and
cultured in a 75 cm? culture flask (Corning Inc., New York,
NY). The medium was replaced after 24 h to remove the
cell debris: this procedure was repeated after 3 days of
culture. After 1 wk of cellular proliferation, the mix of glial
cells was shaken for 24 h at 37 °C in medium containing
FBS. Thereafter, the cells were washed twice with sterile
PBS pH 7.23. The culture medium for the RBMEC cells
was supplemented with the supernatant of the culture
medium from the astrocytes to enhance the growth of
the primary culture.

Cytopathic effect assays with Naegleria fowleri
trophozoites and their conditioned medium over
RBMEC cultures

To examine the interactions of N. fowleri with the RBMEC
cultures, we used 90% confluent monolayers of RBMEC.
Trophozoites were obtained by chilling the culture flask in
an ice bath for 30 min and centrifuging at 828 g for 5 min.
The trophozoites were adjusted to a 3:1 ratio (1 x 10°
RBMEC: 3 x 10° trophozoites) in 1 ml of PDS-free
DMEM/F12 and added to the monolayers of RBMEC. Co-
cultures with N. fowleri were incubated at 37 °C for 1, 3,
6, or 10 h. The conditioned medium (CM) was obtained
from 5 x 10° trophozoites incubated in 3 ml of fresh Bac-
tocasitone medium without FBS during 24 h. Thereafter,
CM was collected in sterile conditions and centrifuged at
828 g for 5 min to separate the pellet. The cell viability
was determined by trypan blue exclusion assay (99%
viability, data not shown). The supernatants containing
the CM were passed through a 0.22 um pore filter
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(Merck-Millipore) to eliminate cell debris. The procedure
was performed at 4 °C to avoid protein degradation and
stored at —20 °C until use (Betanzos et al. 2014, Serrano-
Luna et al. 2007). The CM was adjusted to 5 x 10%
trophozoites that correspond to 3:1 ratio and mixed with
DMEM/F12 without PDS and co-incubated with RBMEC at
37 °C for 1, 3, 6, and 10 h. Control RBMEC cultures were
co-incubated without trophozoites and with fixed amoebae
(control). The cytopathic effect was evaluated by staining
the monolayer with methylene blue, and the recovered
dye was quantified by spectrophotometry (660 nm). The
absorbance data were plotted with the GraphPad Prism
software (La Jolla, CA). The data represent the means =+
SD of at least three independent experiments. The p val-
ues were calculated using two-way ANOVA.

Endothelial cell damage due to Naegleria fowleri
proteases

To analyse the effect of N. fowleri proteases, trophozoites
and CM were incubated with 10 pm of the cysteine
protease inhibitor trans-epoxysucciniyl-L-leucylamido-(4-
guanidino) butane (E-64) or the serine protease inhibitor
Aprotinin (6 um) (Roche, Basel, Switzerland) for 45 min at
room temperature. The samples (trophozoites and CM)
previously incubated with the inhibitors were coincubated
with the RBMEC monolayers at a 3:1 ratio for 10 h. As
controls, the RBMEC monolayers were incubated with
trophozoites, CM or without amoebae in the absence of
the inhibitors for 10 h. After the incubations, the monolay-
ers were fixed with 2% paraformaldehyde and observed
under a light microscope (Nikon TMS, Nikon, Japan) (data
not shown). Briefly, the fixed monolayers were washed
with PBS pH 7.23 and the cytopathic effect was quantified
by staining the RBMEC with 1% methylene blue (Sigma-
Aldrich) during 10 min, the dye captured by the monolayer
was extracted with 0.1 N HCI, and the recovered dye was
quantified by spectrophotometry (660 nm) (Océdiz et al.
2005; Pais-Morales et al. 2016). The absorbance data
were plotted with the GraphPad Prism software. The data
represent the means + SD of at least three independent
experiments. The p values were calculated using two-way
ANOVA.

Transendothelial electrical resistance (TEER) in
RBMEC cultures

For these experiments, the RBMEC cells were seeded on
Millicell inserts with 8 um pore filters (Merck-Millipore)
and plated into 12-well culture plates (Corning-Costar,
Corning, NY). The TEER values of the cultures were mea-
sured using an epithelial volt/ohm metre (EVOM, World
Precision Instruments, Sarasota, FL). When the RBMEC
resistance values were stable (approximately 260 Q/cm?),
the cells were co-incubated with N. fowleri trophozoites at
a ratio of 3:1. The CM was obtained as described for the
cytopathic effect assays. To evaluate the participation of
proteases in the decreases in the TEER, we co-incubated
the RBMEC with live trophozoites or CM that had
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previously been incubated with 10 mwm of the cysteine pro-
teases inhibitor E-64 (Roche). As controls, we measured
the TEER in monolayers incubated without amoebae, fixed
amoebae, 25 mm NaOH (JT Baker), and with 10 mm E-64.
The TEER values were measured at 0, 5, 15, 20, 25, 30,
35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 90, 95, 120, 125, 150, 155,
180, 360, and 600 min. The resistance data were obtained
from three independent experiments and analysed with
the GraphPad Prism Software. The data represent the
means + SD of at least three independent experiments.
The p values were calculated using two-way ANOVA.

Localization of TJ proteins in RBMEC in the presence
of Naegleria fowleri

The primary cultures of RBMEC were grown on coverslips
covered with a mix of collagen type IV and fibronectin and
co-incubated with N. fowleri at a 3:1 ratio for 5, 15, 30, or
60 min. After these incubation times, the RBMEC were
fixed with 2% paraformaldehyde (Sigma-Aldrich) in PBS
for 20 min at room temperature, and permeabilized with
0.2% Triton X-100 (Sigma-Aldrich) at room temperature.
The coverslips were blocked with 1% albumin (Equitech-
Bio, Inc., Kerrville, TX) for 1 h at 37 °C, washed three
times with PBS and incubated for 2 h with the follow pri-
mary antibodies: polyclonal rabbit anticlaudin-5 (1:25) (Invit-
rogen, Carlsbad, CA), polyclonal rabbit anti-ZO-1 (1:25)
(Invitrogen), polyclonal mouse antioccludin (1:25), or poly-
clonal mouse antibody against N. fowleri (1:25) at 37 °C.
The samples were washed three times and incubated
with the following secondary antibodies: FITC-goat-antirab-
bit (1:50) (Invitrogen), FITC-goat-antimouse (Invitrogen) or
CYb-goat-antimouse (1:50) (Santa Cruz Biotechnology,
Dallas, TX) at 37 °C for 1 h. Finally, the nuclei were
stained with propidium iodide 0.001% (Sigma-Aldrich). The
actin cytoskeleton was stained with rhodamine phalloidin
(1:150) (Sigma-Aldrich), and the cell nuclei were stained
with DAPI (1 ug/ml) (Sigma-Aldrich). Finally, the coverslips
were mounted with Vectashield (Vector Laboratories, Bur-
lingame, CA), and images were obtained using a LEICA
confocal microscope TCS SP8 (Leica Microsystems, Glat-
tbrugg, Switzerland).

Analysis of the degradation of the tight junction
proteins by Naegleria fowleri trophozoites by western
blotting

To evaluate the degradation of the TJ proteins in RBMEC
that interacted with N. fowleri (3:1), we performed west-
ern blot assays. Briefly, the amoebae were detached from
the monolayers with cold PBS, and the cell extracts were
obtained using lysis buffer (150 mm NaCl, 1% Triton X-100
and Trizma 50 mm pH 8.4) (Sigma-Aldrich) with a protease
inhibitor cocktail. Cysteine proteases were inhibited with
10 mm  p-hydroximercuribenzoic acid (PHMB), 5 mm N-
ethylmaleimide (NEM) (Sigma-Aldrich), and 10 um trans-
epoxysucciniyl-L-leucylamido-(4-guanidino) butane (E-64)
(Roche). Serine proteases were inhibited with 5 mm phe-
nyl-methylsulphonyl fluoride (PMSF) and 6 pum Aprotinin
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(Sigma-Aldrich). Metalloproteases were inhibited with
2 mm ethylenediamine-tetracetic acid (EDTA) (JT Baker).
The protein extracts of RBMEC (5 x 10%) were co-incu-
bated with or without amoebae and were quantified by
the Bradford method (Bradford 1976); the total protein
concentration was adjusted at 40 pg for each experimen-
tal condition. The samples were resolved using 7.5%,
10%, 12%, or 15% SDS-PAGE according the evaluated
protein at 4 °C at 100 V for 3 h; the proteins were trans-
ferred to polyvinylidene difluoride (PVDF) membranes
(Merck-Millipore) at 4 °C for 90 min at 400 mA. The mem-
branes were blocked overnight at 4 °C with 10% skim
milk in PBS. For detection of the TJ proteins, the mem-
branes were incubated with a polyclonal mouse antioc-
cludin  (1:500), polyclonal rabbit anticlaudin-5 (1:500),
polyclonal rabbit anti-ZO-1 (1:500), or polyclonal mouse
antiactin (1:500) (Invitrogen) for 2 h at 37 °C. The sec-
ondary antibodies were peroxidase-conjugated goat anti-
mouse-IgG, 1:1,000 for actin and occludin and peroxidase-
conjugated goat antirabbit-IlgG, 1:1,000 for claudin-5 and
Z0-1 (Invitrogen). The membranes were washed six times
with 0.05% PBS-Tween 20, and the signal was detected
using a luminol kit reagent (Santa Cruz Biotechnology).
The densitometric analysis was performed using the Ima-
ged program (https://imagej.nih.gov/nih-image/), and the
results were expressed as relative optical density (ROD)
and plotted with GraphPad Prism software. The data rep-
resent the means = SD of at least three independent
experiments. The p values were calculated using two-way
ANOVA.

Expression of VCAM-1 and ICAM-1 by RBMEC in the
presence of Naegleria fowleri

RBMEC were grown on coverslips and co-incubated with
the amoebae at a ratio of 3:1. As controls, RBMEC mono-
layers were incubated without amoebae (negative control)
and with 20 pg/ml of lipopolysaccharide (LPS) (positive
control) (Sigma-Aldrich). The samples were incubated for
5, 15, 30, 60, or 180 min. After these incubation times,
the RBMEC were fixed with paraformaldehyde 2%
(Sigma-Aldrich) in PBS for 20 min at room temperature.
The samples were permeabilized with 0.2% Triton X-100
in PBS. The coverslips were blocked with 1% albumin
(Equitech-Bio, Inc.) for 1 h at 37 °C, washed three times
and incubated 2 h with a polyclonal rabbit anti-VCAM-1
(1:50) (Invitrogen), polyclonal rabbit anti-ICAM-1 (1:50),
(Invitrogen) and finally with a polyclonal mouse against
N. fowleri (1:25) at 37 °C. The coverslips were washed
three times and incubated with a secondary antibody
FITC-goat-antirabbit (1:100) (Invitrogen) and CY5-goat-anti-
mouse (1:50) (Santa Cruz Biotechnology) at 37 °C for 1 h.
The nuclei were stained with 0.001% propidium iodide
(Sigma-Aldrich). Finally, the coverslips were mounted with
Vectashield (Vector Laboratories), and images were
obtained using a LEICA confocal microscope TCS SP8
(Leica Microsystems). The fluorescence was quantified
and reported as the corrected total cell fluorescence
(CTCF). Briefly, an outline was drawn around each cell;

© 2018 The Author(s) Journal of Eukaryotic Microbiology © 2018 International Society of Protistologists

Journal of Eukaryotic Microbiology 2018, 0, 1-16


https://imagej.nih.gov/nih-image/

Coronado-Velazquez et al.

the area and mean fluorescence was measured with Ima-
geJ software. The corrected total cell fluorescence (CTCF)
was calculated using the following formula: CTCF = Inte-
grated density —(area of selected cell x mean fluores-
cence of background readings) (McCloy et al. 2014). The
quantification was obtained using the ImageJ software
(https://imagej.nih.gov/nih-image) and plotted with the
GraphPad Prism software. The data represent the means
+ SD of at least three independent experiments. The p
values were calculated using two-way ANOVA.

Naegleria fowleri induces cytokine production by the
RBMEC

The cytokine production that was induced by the interac-
tion of RBMEC with N. fowleri was assessed. The super-
natants were recovered following the interaction of the
cells with the trophozoites at the previously defined ratio
after 30 min and 1, 3, 6, 12, and 24 h. As controls, we
used the supernatants of RBMEC co-incubated with LPS
(20 pg/ml) and without the amoebae. The production of
cytokines was quantified using a cytometric bead array
(CBA Human Inflammatory Cytokines Kit, BD Bio-
sciences). The set of capture-beads from the kit includes
six cytokines: human IL-8, IL-1B, TNF-a, IL-12p70, IL-6,
and IL-10. The samples were analysed in a BD FACSCe-
lesta™ flow cytometer (BD Biosciences), and the data
were processed in the Kaluza™ Software (Beckman-Coul-
ter, Life Sciences, Indianapolis, IN). The data were plotted
with GraphPad Prism software. The bars indicate the
means 4 SD of three independent assays and p values
were calculated using two-way ANOVA.

Naegleria fowleri induces nitric oxide production in
RBMEC

The nitric oxide (NO) production was quantified following
the interaction of the RBMEC with N. fowleri at the same
ratio previously described. The supernatants were recov-
ered after 15 and 30 min and 1, 3, 6, 12, and 24 h. As
controls, we used supernatants from RBMEC without
amoebae and incubated with LPS at 20 pg/ml. The quan-
tification of NO was measured as nitrites using the Nitric
Oxide Assay Kit (Abcam, Cambridge, UK). The absorbance
data were obtained with a spectrophotometer (BioTek,
Winooski, VT) at 540 nm. The data were plotted using the
GraphPad Prism software. The bars indicate the means +
SD of three independent assays and the p values were
calculated using two-way ANOVA.

RESULTS

Primary amoebic meningoencephalitis in the rat
model

Representative samples were processed using conven-
tional paraffin technique and stained with H&E. In the con-
trol group of rats, our results showed a normal columnar
pseudostratified epithelium, the lamina propria, which
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consists of fibroblast and basal cells, was observed below
the epithelium as well as a normal morphology of the ner-
vous plexus at the submucosa (Fig. 1A). In the lamina pro-
pria, the Bowman glands could be observed and below of
this structure the turbinate bones were seen next to the
nervous plexus (Fig. 1A).

The rats in the infected group were instilled with 5 x
10° trophozoites and killed at 3 h PI; areas with ulceration
were observed in the epithelial cells and at the same time
there was cellular detachment of the sustentacular cells.
The amoebae completely displaced the cells from the neu-
roepithelium (Fig. 1B). The morphology of the lamina pro-
pria was changed: hyperplasia of the Bowman glands and
the presence of an inflammatory infiltrate were observed
(Fig. 1B).

At 12 h PI, N. fowleri trophozoites were seen in the
olfactory bulbs surrounded by inflammatory reaction
(Fig. 1C). At 24 h PI, the presence of the amoebae was
more evident and the damage to the brain tissue was pre-
sent (Fig. 1D). At 48 h PI, the inflammatory cells increased
in number, and the trophozoites were observed close to
the inflammatory focus (Fig. 1E). The cell types were
mainly macrophages and some neutrophils. In some
areas, amoebae were seen near to the blood vessels
(Fig. 1E).

At 72 h PI, several amoebae were observed in the olfac-
tory bulbs, and necrotic areas were evident at this time
(Fig. 1F). Macrophages and polymorphonuclear cells were
observed surrounding the amoebae (Fig. 1F). At 72 h PI,
erythrocytes, inflammatory cells and trophozoites were
observed in the subarachnoid space (Fig. 1G). This space
is located between the meningeal arachnoid and the skull
(Fig. 1G). At 7 days PIl, the inflammatory reaction
increased notably, and haemorrhage, abundant tropho-
zoites, and important areas of lytic necrosis were
observed in the olfactory bulbs (Fig. TH). These results
allow us to recommend the use of the rat to produce
PAM similar to that described in the mouse model and in
the human cases.

Cytopathic effect on RBMEC produced by Naegleria
fowleri

To determine the damage to the RBMEC, we performed
experiments to evaluate the cytopathic effect using
methylene blue stain, which was quantified spectrophoto-
metrically. Our results showed that the N. fowleri tropho-
zoites began to induce damage in the endothelial
monolayer from 1 to 10 h of co-incubation in a time-
dependent manner (Fig. 2A).

In addition, we also evaluated the effect of the CM from
N. fowleri on the RBMEC. The monolayers were co-incu-
bated with the CM for 1 to 10 h. The results showed that
the damage to the RBMEC began within 1 h of co-incuba-
tion. This effect was statistically stronger than the cyto-
pathic effect produced by the live trophozoites; *p < 0.05.
After 3, 6, and 10 h the cell damage was increased
(Fig. 2A). As controls, we used RBMEC without amoebae
and those co-incubated with fixed trophozoites (Fig. 2A).
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Figure 1 Primary amoebic meningoencephalitis (PAM) in the rat. Representative samples of rat olfactory bulbs were stained with H&E. (A) Control
without amoebae, the olfactory neuroepithelium showed a normal and continuous layer of sustentacular cells (ON); we observed the integrity of the
lamina propria (LP), nervous plexus (NP) and turbinate bones (TB). (B) At 3 h of instillation (PI) we observed a numerous amoebae (arrows), observing
damage in the cells (arrowhead). (C) At 12 h PI, the trophozoites (arrows) were observed surrounded by an important inflammatory reaction (IR) in
the olfactory bulbs (OB). (D) At 24 h, amoebae (arrows) and small areas of necrosis were seen in the OB (asterisks). (E) At 48 h the inflammatory cells
increased and the trophozoites (arrows) were observed near to the capillary vessels (arrowhead). (F, G) At 72 h, the necrotic areas (asterisks) and the
inflammation increased importantly (arrows). The subarachnoid space (SS) was observed below the skull bone (SB); an important number of inflam-
matory cells, erythrocytes and trophozoites were observed (arrow). (H) After 7 days PI, the OB exhibited an important inflammation (IR) with haemor-
rhagic areas (arrows), the number of trophozoites were increased substantially (arrowheads) and the lytic areas were evident. Bar = 50 um.

The results showed that the monolayers maintained their
integrity in both of these control conditions over the time.
With these results, we can conclude that live trophozoites
and their CM can produce damage to the endothelial cells;
(*p < 0.05).

Cysteine proteases from Naegleria fowleri causes
damage of RBMEC and decreases the TEER values

To evaluate the role of cysteine proteases from N. fowleri
in the damage to the RBMEC cells, live trophozoites and
their CM were incubated with the monolayers for the
maximal time assayed. Both live trophozoites (Fig. 2B)
and the CM (Fig. 2C) produced considerable damage to
the cells at 10 h of co-incubation. To determine the type
of proteases that could be participating in the damage of
the RBMEC, we used the inhibitors E-64 and Aprotinin.
The results showed that the cysteine protease inhibitor E-
64 protected the monolayers that were incubated with the
trophozoites and with the CM (Fig. 2B,C). However, the
serine protease inhibitor Aprotinin did not prevent the cel-
lular damage (Fig. 2B,C). These results confirmed that the
N. fowleri-induced damage to the RBMEC is mainly
caused by cysteine proteases; (*p < 0.05).

To analyse the functionality of the intercellular junctions
of the RBMEC that were co-incubated with N. fowleri
trophozoites, we performed TEER measurements over the
period of 0 to 600 min (Fig. 2D). As controls, RBMEC
without amoebae were used. The control monolayers
showed consistent TEER values of 260 Q/cm? at all of the

incubation times; the same values were observed for the
control RBMEC co-incubated with fixed amoebae. The
positive control of RBMEC incubated with 25 mm of
NaOH showed a decrease of 23% in the TEER at 5 min
and a decrease of 99% after 40 min of incubation.

The control of RBMEC co-incubated with 10 mm of E-64
showed consistent TEER value of 260 Q/cm? at all of the
incubation times. The results for the cultures co-incubated
with N. fowleri showed a decrease of 4% after 5 min
compared with the control (without amoebae) and a
decrease of 92% at 600 min. The CM produced a
decrease of 13% at 5 min compared with the control and
a decrease of 98% at 600 min. Pre-incubation of both live
trophozoites and CM with E-64 prior to the cell exposures
resulted in no decrease of TEER at all incubation times.
These results showed that N. fowleri trophozoites and
their CM were able to decrease the TEER through the
effect of cysteine proteases; (*p < 0.05).

Localization of TJ proteins in RBMEC co-incubated
with Naegleria fowleri

We evaluated the localization of the TJ proteins claudin-
5, occludin, and ZO-1 of RBMEC co-incubated with
N. fowleri trophozoites using confocal microscopy. The
cells without trophozoites showed that claudin-5 and
Z0-1 had a membrane and nuclear distribution. How-
ever, the label of occludin was mainly in the membrane.
The XZ stack confirmed the distribution of these pro-
teins (Fig. 3A,F,K).
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Figure 2 Naegleria fowleri produces damage on RBMEC. (A) Cytopathic effect on RBMEC produced by N. fowleri. RBMEC without amoebae
(control; black bars), fixed amoebae (gray bars), live N. fowleri trophozoites (white bars), and CM (strip bars). (B) Role of proteases of live tropho-
zoites in the damage of RBMEC. RBMEC without amoebae (black bar), RBMEC incubated with E-64 (gray bar), RBMEC incubated with Aprotinin
(white bar), RBMEC co-incubated with N. fowleri (strip bar), N. fowleri preincubated with E-64 (square bar) and N. fowleri preincubated with Apro-
tinin (dot bar). (C) N. fowleri CM induced the damage of RBMEC. RBMEC without CM (black bar), RBMEC incubated with E-64 (gray bar),
RBMEC incubated with Aprotinin (white bar), RBMEC co-incubated with CM (strip bar), CM pretreated with E-64 (square bar), and CM pretreated
with Aprotinin (dot bar). (D) TEER of RBMEC modified by N. fowleri. Monolayer of RBMEC without amoebae (-@-), showed a constant TEER val-
ues (260 Q/cm?) until 600 min. Fixed N. fowleri trophozoites (-M-) were co-incubated with the RBMEC, did not show a TEER decrease in all the
assayed times. RBMEC incubated with NaOH (25 mwm) (-A-), showed the decrease in TEER since 5 min and reached a 99% at 40 min that contin-
ued to the 600 min. The RBMEC co-incubated with E-64 (10 mwm) (-¥-), did not show decrease of TEER in all the incubation times. The monolay-
ers co-incubated with N. fowleri trophozoites (-#-) and CM (-o-), showed the decrease of TEER from 5 to 600 min. The endothelial cells co-
incubated with trophozoites (-O-) and CM (-A-) pre-incubated with E-64, did not show decrease of TEER in all the assayed times. The percentage
of TEER was compared with RBMEC control values (260 Q/cm?). The data represent the means + SD of three independent experiments. The p
values were calculated using two-way ANOVA test (*p < 0.05).

The amoebae co-incubated with the cells were seen and delocalized the TJ proteins and also alter actin
close to the intercellular junctions (Fig. 3D,I,N). Moreover, cytoskeleton of the RBMEC primary culture.
we observed the delocalization of claudin-5 (Fig. 3B-E),
occludin  (Fig. 3G-J) and ZO-1 (Fig. 3L-0) from 5 to
30 min of interaction; the label presented a diffuse dotted
pattern in the cytoplasm and in the nucleus. The TJ pat-
tern decreased importantly at 60 min of co-incubation. The To evaluate the RBMEC TJ degradation induced by
XZ stack confirmed the distribution of each TJ protein in N. fowleri, we performed western blot assays. The con-

Degradation of TJ proteins of RBMEC co-incubated
with Naegleria fowleri

all the times assayed. trols showed that claudin-5 was present as a band with a
It is known that the TJ proteins can interact with the molecular weight of 25 kDa, which was unchanged

actin cytoskeleton. Therefore, we evaluated F-actin distri- between 5 and 60 min of incubation (Fig. 4A).

bution in the RBMEC co-incubated with N. fowleri tropho- In the RBMEC co-incubated with trophozoites, the

zoites. After 5 min of co-incubation, actin stress fibres 25 kDa band decreased in a time-dependent manner
were observed in the cells (Fig. 3Q). The disorganization (Fig. 4A). In addition, the blot for ZO-1 in the control

of actin as well as separation between the cells was evi- cultures of RBMEC showed a band with a molecular
dent from 15 to 60 min (Fig. 3R-T). In the control (without weight of 220 kDa that was maintained through all
amoebae), the actin cytoskeleton showed a normal pat- times assayed. The RBMEC co-incubated with N. fow-

tern and organization that was confirmed in the XZ stack leri showed that the degradation of ZO-1 occurred in a
(Fig. 3P). We conclude that N. fowleri is able to disrupt time-dependent manner (15 min to 1h) (Fig. 4B).

© 2018 The Author(s) Journal of Eukaryotic Microbiology © 2018 International Society of Protistologists
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Figure 3 Localization of TJ proteins in RBMEC co-incubated with Naegleria fowleri. Amoebae were co-cultured with RBMEC and the TJ proteins
claudin-5 (A-E), occludin (F-J), and ZO-1 (K-O) were analysed at 5, 15, 30, and 60 min. Claudin-5, occludin and ZO-1 were immunolabelled with
FITC, cell nuclei were labelled with propidium iodide, and the trophozoites were labelled with a secondary antibody coupled with CY5 (arrow-
heads). The immunolabelling for the TJ proteins appeared delocalized from 15 to 60 min (arrows). The XZ stacks represented the nuclear localiza-
tion of these proteins. (P-T) Cytoskeleton rearrangement. The F-actin was stained with rhodamine phalloidin and the cell nuclei with DAPI. Stress
fibres were observed from 5 to 60 min (arrowheads) and the cell junctions appeared separated (arrows) from 15 to 60 min. Bar = 30 pm.

However, another band at 50 kDa was also observed
in the control as well as in the RBMEC that had inter-
acted with the trophozoites. In the RBMEC, the pro-
tein occludin was present as a band of 65 kDa
(control). In the RBMEC that had been co-incubated
with the amoebae, the degradation of occludin began
at 30 min and was increased after 60 min of co-incu-
bation (Fig. 4C).

Actin was used as loading control, and no degradation
was observed in the RBMEC with or without amoebae
(Fig. 4A-C). The degradation of the proteins was
expressed as a relative optical density (ROD) for the
results of the western blot assays (Fig. 4D). These results
showed that N. fowleri degrades the claudin-5 and ZO-1
proteins in the primary culture of endothelial cells;
(*p < 0.05).

VCAM-1 and ICAM-1 are induced by Naegleria fowleri
in RBMEC

We also decided to study the expression of the main
adhesion molecules from the brain endothelial cells as a
marker of cell activation as a consequence of interaction
of the amoebae with RBMEC primary culture, since these
events can occur simultaneously and trigger the rupture of
the BBB. The expression of the adhesion molecules
VCAM-1 and ICAM-1 that was induced by N. fowleri
trophozoites in the RBMEC cells was evaluated by confo-
cal microscopy.

The RBMEC control (180 min) showed a basal fluores-
cence for both VCAM-1 and ICAM-1 molecules (Fig. 5F,L).
The positive control of RBMEC incubated with LPS
(20 pg/ml) for 180 min showed a substantial signal for

© 2018 The Author(s) Journal of Eukaryotic Microbiology © 2018 International Society of Protistologists
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Figure 4 Western blot of the RBMEC TJ proteins co-incubated with Naegleria fowleri. (A) Bands of 25 kDa that correspond to claudin-5, showed the
degradation of the protein produced by the amoebae from 5 to 60 min, compared with the control without amoebae. (B) Bands of 220 kDa that corre-
spond to ZO-1 showed that trophozoites induced the degradation of the protein from 5 to 60 min of co-incubation compared with the control. In addi-
tion, bands of 50 kDa were observed in the controls and in interacted RBMEC. (C) Bands of 65 kDa that correspond to occludin showed the degradation
of the protein from 30 to 60 min induced by the trophozoites compared with the controls without amoebae. Actin protein (45 kDa) was used as load
control, and no degradation of the protein was observed in all the assayed times. (D) Densitometric analysis. The relative optic density (ROD) were
made for the TJ proteins (grey bars), and normalized with actin load control. The interactions were compared with the controls without amoebae (black
bars). The data represented the means + SD of three independent assays. The p values were calculated using two-way ANOVA (*p < 0.05).

both proteins (Fig. 5E,K). The cells co-incubated with
trophozoites for 15 min showed a basal signal for the vas-
cular cell adhesion protein VCAM-1 (Fig. bA). After
30 min, the label increased slightly compared with the ini-
tial time (Fig. 5B). In the RBMEC co-incubated for 60 min,
the label for VCAM-1 increased and exhibited a diffuse
cytoplasmic signal (Fig. 5C). After 180 min, the label for
VCAM-1 was similar to that of the RBMEC that had been
stimulated with LPS (Fig. 5D).

Another adhesion protein that is expressed by the brain
endothelial cells and is implicated in the leucocyte transmi-
gration during an inflammatory process is the intercellular

adhesion protein ICAM-1. Our results showed that after
15 min of co-incubation, a basal signal for the protein was
observed (Fig. 5G). After 30 min, the label was distributed
in the cell (Fig. 5H). Similar to the results for the VCAM-1
protein, the fluorescence for ICAM-1 increased from 60 to
180 min to reach a maximum signal within this period
(Fig. 51,J).

To quantify the fluorescence signal for both proteins,
the fluorescence intensities were measured, and the cor-
rected total cell fluorescence (CTCF) was determined
using Imaged software (Fig. 5M). The CTCF showed an
increase in the label through this period that was

© 2018 The Author(s) Journal of Eukaryotic Microbiology © 2018 International Society of Protistologists
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Figure 5 VCAM-1 and ICAM-1 adhesion proteins induced by Naegleria fowleri. Trophozoites induced the expression of VCAM-1 (A-D) and ICAM-1
(G-J) in RBMEC from 30 to 180 min. (E-K) Expression of VCAM-1 and ICAM-1 in RBMEC co-incubated with LPS (20 pg/ml) for 180 min (positive con-
trol). (F-L) Basal expression of VCAM-1 and ICAM-1 of RBMEC without amoebae (negative control) for 180 min. VCAM-1 and ICAM-1 were labelled
with FITC, trophozoites were labelled with a secondary antibody coupled with CY5, and the cell nuclei were stained with propidium iodide.
Bar = 20 um. (M) The fluorescence signal was represented as the corrected total cell fluorescence (CTCF). ICAM-1 (black bars) and VCAM-1 (grey
bars). The data represented the means + SD of three independent assays. The p values were calculated using two-way ANOVA (*p < 0.05).

significant for both proteins by 60 min of co-incubation
(Fig. BM). The intensity of the fluorescence was more evi-
dent for VCAM-1. These results demonstrated that
N. fowleri induced the expression of both adhesion pro-
teins in the RBMEC cultures; (*p < 0.05).

Cytokine production induced by Naegleria fowleri
trophozoites in RBMEC

Cytokine production is a response of the activated brain
endothelial cells that could be implicated in the damage of
the TJ proteins. We used FACS to investigate the produc-
tion of several cytokines in the RBMEC primary cultures
that were co-incubated with amoebae.

The results showed that the RBMEC secreted basal
levels of IL-1B and IL-12p70 at 24 h in the absence of the
amoebae (Fig. 6A) but did not produce IL-8, TNF-o, IL-6,

and IL-10 under these conditions (Fig. 6A,B). The results
for the RBMEC that were co-incubated with the LPS,
which was used as a positive control, showed a significant
production of the cytokines IL-8, IL-1B, TNF-a, IL-12p70,
and IL-6 compared with the control (Fig. 6C,D). The pro-
duction of IL-10 was not observed at any time assayed
(Fig. 6D). However, our results showed that the RBMEC
that were co-incubated with the trophozoites produced
significant amounts of the pro-inflammatory cytokines
IL-8, IL-1B, TNF-o, and IL-6 at 24 h (Fig. 6E,F) compared
with the controls without amoebae (Fig. 6A).

The RBMEC co-incubated with amoebae also did not
produce detectable [L-10 (Fig. 6F) compared with the
controls without amoebae (Fig. 6B). We conclude that
N. fowleri induced the production of selected pro-inflam-
matory cytokines by the RBMEC primary cultures;
(*p < 0.05).
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Naegleria fowleri induces nitric oxide production by
RBMEC

To analyse the production of NO during the interaction of
N. fowleri with RBMEC monolayers, we used a detection
kit to quantify the nitrites present in the supernatants of
the RBMEC co-incubated with the amoebae.

The control RBMEC cultures showed a basal production
of nitrites from 1.6 to 2.2 nm/ml at 24 h (Fig. 7). The
RBMEC that were incubated with LPS (20 ug/ml), which
was used as a positive control of NO production, showed
an increase in the concentration of nitrites from 1.6 to

Naegleria fowleri Activates an In Vitro Model of Blood-Brain Barrier

RBMEC co-incubated with the amoebae displayed an
increase in the nitrite concentration from 1.6 to 8.9 nv/ml:
values that were very similar to those of the cells co-incu-
bated with LPS (Fig. 7). These results demonstrated that
N. fowleri can induce the production of NO by the
RBMEC cultures in a time-dependent manner; (*p < 0.05).

DISCUSSION

Naegleria fowleri is the causative agent of the PAM,
which is usually a fulminant disease in humans (Schuster
and Visvesvara 2004). PAM development has been evalu-

9.6 nm/ml in a time-dependent manner (Fig. 7). The ated in the mouse model. It is important to mention that
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Figure 6 Cytokine production induced by Naegleria fowleri in the RBMEC. The concentration of IL-8 (black bars), IL-1p (grey bars), TNF-a (white
bars), IL-12p70 (dot bars), IL-6 (strip bars), and IL-10 (dark grey) was measured by FACS. (A, B) Basal production of pro- (IL-8, IL-1B, TNF-o, IL-
12p70, and IL-6) and anti-inflammatory (IL-10) cytokines by RBMEC during 0.5, 1, 3, 6, 12, and 24 h. (C, D) Cytokine production in RBMEC co-
incubated with LPS (20 ng/ml) (positive control) increased significantly compared with the basal conditions. The production of IL-10 was not
detected. (E, F) The concentration of IL-8, IL-18, TNF-o, and IL-6 was induced significantly by the amoebae in all the times evaluated compared
with the control without amoebae. The production of IL-10 was absent in all the assayed times. Statistical analysis was performed using two-way
ANOVA. The bars indicate the means + SD of three independent assays (*p < 0.05; **p < 0.001).
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in this animal the amoebae were observed near or inside
the capillary vessels, which suggests the participation of
the BBB during the invasion process (Jarolim et al. 2000;
Martinez et al. 1973). Furthermore, the arrival of inflamma-
tory cells in the brain during PAM may be due to impair-
ment in the immunological privilege of the CNS that is
provided by the BBB. Until now, the interaction between
the amoebae and this barrier was unknown. Therefore,
we decided to establish an in vitro BBB model from rat
brain microvascular endothelial cells with the aim of evalu-
ating the effect of N. fowleri on the endothelial cells.
Recently, an in vitro BBB model has been reported
which possesses similar physiological conditions to an
in vivo model; this model is constituted by a primary cul-
ture of endothelial cells and a primary culture of astrocytes
obtained from rat brains (Molino et al. 2014; Schuhmann
et al. 2015). The rat model was used to reproduce the
final stages of PAM with the aim of establishing an
ex vivo model using rat brain slices (Gianinazzi et al.
2005). However, the histopathological events of the inva-
sion process of N. fowleri from early to the later stages of
PAM in the rat were not previously evaluated. Our results
support the conclusion that the rat, similar to the mouse,
is an animal that is susceptible to infection with N. fowleri
and that there are similarities between the mouse and
post-mortem human brain biopsies (Carter 1970; Cervan-
tes-Sandoval et al. 2008; Hannisch and Hallagan 1997).
The rat model can provide more accurate information
about the possible dissemination routes of N. fowleri to
the CNS, anatomic and histological features such as the
size of subarachnoid space that allows analysing the
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Figure 7 Naegleria fowleri induces NO production by the RBMEC. The
nitrites basal concentration produced by the RBMEC was of 1.6 nw/ml,
with a maximum of 2.2 nm/ml at 24 h (black bars). The nitrites produc-
tion of the RBMEC incubated with LPS (20 pg/ml) (grey bars), reached a
maximum concentration of 9.6 nm/ml at 24 h (positive control). The
co-incubation of the trophozoites with the RBMEC increased the nitrites
concentration (from 1.6 to 8.9 nm/ml) during all the assayed times,
reaching the maximum concentration at 24 h (white bars). The data rep-
resented the means + SD of three independent experiments. The
p values were calculated using two-way ANOVA (*p < 0.05).
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presence of amoebae in this space. Moreover, the age of
the rats correlates with the age of the human cases that
correspond to children and young people.

After confirming that the rat is susceptible to develop
PAM, we analysed the effect of N. fowleri trophozoites
over the established in vitro BBB model. The results
showed that the trophozoites and their CM produced a
substantial cytopathic effect and an important decrease of
TEER in the RBMEC culture. Previous reports showed
that the cytopathic damage produced by A. castellanii,
E. histolytica, Toxoplasma gondii, and Giardia duodenalis
in HBMEC and MDCK cells, was the result of the action
of their proteases (Betanzos et al. 2013; Briceno et al.
2016; Cuellar et al. 2017; Halliez et al. 2016; Khan and Sid-
diqui 2009; Shibayama et al. 2013). To evaluate the dam-
age produced by the amoebic proteases, we preincubated
the trophozoites and their CM with E-64 or Aprotinin and
observed that the cysteine proteases inhibitor but not the
serine proteases exerted a protective effect on the
endothelial monolayer. These data indicate that cysteine
proteases from N. fowleri could participate in the damage
to the intercellular junctions with the consequence of pro-
moting a decrease in TEER.

Moreover, the decrease of TEER by N. fowleri was pre-
viously associated with the damage to the tight junction
proteins claudin-1, occludin and ZO-1 (Shibayama et al.
2013). The confocal microscopy and western blot results
correlated to the observations described in MDCK cells,
showing the delocalization and the degradation of the TJ
proteins claudin-5 (the main type of claudin in the
endothelial cells of the BBB), occludin, and ZO-1 in the
RBMEC culture. Particularly, in Plasmodium falciparum it
has been reported that this protozoan can promote the
delocalization of claudin-b, occludin, and ZO-1 (Gillrie et al.
2007). Moreover, it is known that occludin in HBMEC cul-
tures can be degraded by A. castellanii via the Rho path-
way, which was activated by the amoebic adhesion
molecules and proteases inducing the contraction of the
actin cytoskeleton that promotes the barrier permeability
(Khan and Siddiqui 2009). Regarding to the nuclear rear-
rangement of claudin-5 and ZO-1, it has been reported
that the nuclear localization of claudin-2 can form a com-
plex with ZO-1 and ZONAB that is translocated to the
nucleus where it interacts with cyclin D1 to promote the
proliferation of human lung adenocarcinoma cells (Beard
et al. 2012; French et al. 2009; Lesage et al. 2017).

Here, it was also observed that N. fowleri can modify
the actin cytoskeleton of RBMEC and induce the forma-
tion of stress fibres. Furthermore, the degradation of TJ
and the actin alterations could also participate in the free
passage of the inflammatory cells from the peripheral
blood circulation through the endothelial tube that consti-
tutes the BBB (Hannisch and Hallagan 1997; Martinez
et al. 1973). Therefore, we conclude that N. fowleri is able
to damage the endothelial cells by altering the cellular
junctions; however, these results do not exclude the pos-
sibility that the transcellular pathway is impacted due to
other virulence mechanisms of the amoebae such as
adhesion molecules and phagocytosis.
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To demonstrate the role of the endothelial cells in the
recruitment of inflammatory cells to the CNS, the produc-
tion of pro-adhesion and cytokine molecules in the
RBMEC primary culture was evaluated. It is known that
pathogens promote endothelial activation through Toll-like
receptors and/or protease-associated receptors, which
result in the production of cytokines and endothelial adhe-
sion molecules such as VCAM-1 and ICAM-1 (Clark et al.
2007; Frigerio et al. 1998; Liu and Malik 2006; Marin et al.
2001). These proteins are involved in leucocyte adhesion
and promote transendothelial migration (diapedesis)
through the blood vessels to the brain (Muller 2011; Rah-
man and Fazal 2009; Shimizu et al. 1991). In this work,
we observed that the amoebae induced the expression of
both adhesion proteins in a time-dependent manner. Simi-
lar results have been described for P. falciparum; this par-
asite induces endothelial proteins that facilitate its
migration through endothelial cells by the paracellular
route as a mechanism for the invasion of the brain (Deck-
ert-Schluter et al. 1994; Turner et al. 1994). The overex-
pression of VCAM-1 and ICAM-1 by N. fowleri could be
associated with the arrival of a high number of inflamma-
tory cells as reported in experimental PAM and in human
cases, which increases the damage in the CNS (Clark
et al. 2007; Gordeeva 1970).

It is known that in brain injury (ischaemia, multiple sclero-
sis and by diverse microorganisms), cytokines production
are involved in the alteration of the BBB and promote the
increase in the barrier permeability (O'Carroll et al. 2015;
Sharief et al. 1993; Tsukada et al. 1991). N. fowleri can
induce an important production of IL-8, IL-1, TNF-a, and IL-

Naegleria fowleri Activates an In Vitro Model of Blood-Brain Barrier

6 in the endothelial cells. The IL-8 production could be asso-
ciated with the recruitment of leucocytes to the site of
infection as was previously described in experimental PAM
(Cervantes-Sandoval et al. 2008). Furthermore, has been
reported that the IL-1B, TNF-a, and IL-12p70 production is
involved in the down-regulation of claudin-5 and promotes
the increase of adhesion molecules (VCAM-1 and ICAM-1)
during injury to the endothelial cells (Benedetto et al. 2003;
Lienenluke et al. 2000). Moreover, TNF-o. and IL-1B are
known to activate the p38/ERK1/2 pathway in human brain
endothelial cells and promote the up-regulation of myosin
light chain kinase (MLCK). The consequences of this
response include an increase in the paracellular flux and pro-
motion of the degradation of occludin, which induces an
alteration in the permeability of the cells (Ni et al. 2017). In
a similar manner it is known that the production of IL-6 by
HBMEC that were exposed to HIV-1, Tat.B and TAt.AG pro-
teins induces the production of this cytokine and the down-
regulation of claudin-5 and ZO-1, and this effect could alter
the BBB and consequently the brain injury in the viral neu-
ropathogenesis (Bhargavan and Kanmogne 2017). Finally,
IL-10 was also evaluated in the RBMEC co-incubated with
N. fowleri. IL-10 is an anti-inflammatory cytokine that acts
as a master regulator and it is required for optimal clearance
of an infection (Couper et al. 2008). As expected, we did
not observe any of this interleukin in RBMEC supernatants.
These results are in accordance with the absence of IL-10
using HBMEC stimulated with LPS (Frigerio et al. 1998).
Another important molecule produced by the brain
endothelial cells is NO which participates in the regulation
of the vascular tone, permeability control, and in killing
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Figure 8 Schematic representation of Naegleria fowleri interaction with the BBB. (1) interaction and damage of endothelial cells, (2) secretion of
cysteine proteases, (3) disruption of the TJ proteins and actin cytoskeleton, invasion of amoebae, (4) overexpression of endothelial adhesion mole-
cules (VCAM-1 and ICAM-1), (5, 6) pro-inflammatory cytokines and NO production by the endothelial cells, (7) leucocyte recruitment and dia-

pedesis through the endothelial cells to the olfactory bulbs.
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microorganisms (Marin et al. 2001; Minami et al. 1998;
Shukla et al. 1996; Villalba-Magdaleno et al. 2011). The
production of NO in the cerebrovascular endothelium can
be induced by the activation of endothelial nitric oxide syn-
thase (eNOS) and inducible nitric oxide synthase (INOS)
through TLR4 and cytokine receptors (IL-6R and TNF-aR)
during bacterial or protozoan infections (Ehrchen et al.
2009; Miller et al. 1996; Olefsky and Glass 2010; Shimizu
et al. 1991; Viswambharan et al. 2003). Furthermore, it is
known that NO can damage the junctional complex pre-
sent in the endothelial cells of the CNS. The down-regula-
tion of claudin-5 and occludin in the BBB promotes the
translocation of ZONAB to the nucleus, allowing its inter-
action with the promoters for the TJ proteins and inhibits
their production, which results in an increase in the barrier
permeability (Liu et al. 2015). It is possible that in PAM,
the production of NO induced by the presence of amoe-
bae could alter the permeability of the BBB and facilitates
the migration of the leucocytes during the infection. It is
necessary to perform further studies directed towards
evaluating the participation of the p38-MAPK and ERK1/2
pathways that are involved in the increase in the endothe-
lial permeability and the production of pro-inflammatory
mediators.

In summary, our findings demonstrated that N. fowleri
trophozoites and their CM can damage the endothelial
cells through cysteine proteases in an in vitro system that
resembles the physiological conditions of the BBB. The
damage includes the delocalization and degradation of the
TJ proteins and the reorganization of actin cytoskeleton
that in consequence alter the fence properties of the
BBB. It is therefore possible that this inflammatory
microenvironment allows leucocyte transmigration and cell
recruitment that exacerbates the inflammatory reaction in
the olfactory bulbs (Fig. 8). Our results provide important
insights regarding the participation of the BBB endothelial
cells in the development of PAM.
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