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1. Titulo

Viabilidad de Acanthamoeba castellanii frente a virus nucleocitoplasmaticos de ADN de gran

tamafio



2. Resumen

Los virus gigantes (GV) son entes ubicuos igual que sus hospederos. El reconocimiento de
Acanthamoeba castellanii como hospedero de laboratorio por excelencia para identificar GV,
es una herramienta para inquirir en ecosistemas aun inexplorados en materia de GV, la cual
consiste en reconocer la viabilidad de la ameba frente a una posible infeccion viral. Esta
investigacion desarrollé cultivos axénicos de Acanthamoeba castellanii diluidos y cultivos
monoxénicos de Acanthamoeba castellanii con indculos ambientales con sospecha de presencia
de GV provenientes de las lagunas de Daniel Alvarez, Jipiro, Punzara y Carigan, pertenecientes
a la ciudad de Loja, Ecuador. Las inoculaciones de muestras ambientales se realizaron en tres
concentraciones (1:1, 1:10, 1:20) por triplicado. Se efectuaron curvas de infeccion del nimero
de células con efectos citopaticos (CPE) registrados del analisis de imagenes mediante
microscopia de lapso de tiempo (148 h) y analisis estadisticos (MDS). Se compararon los CPE
registrados en este estudio con los de estudios publicados, para determinar los posibles GV
infectantes. Asi, se logré obtener cepas activas de cultivos axénicos diluidos con una
disposicion espacial que posteriormente a la generacidn de cultivos monoxénicos, permitio la
captura de imagenes microscopicas e identificacion de CPE. Los inoculos ambientales 1:1 y
1:10 no fueron significativamente diferentes, mientras que los 1:20 si. Los tratamientos de las
lagunas de Jipiro, Carigan y Punzara mostraron desprendimiento de la monocapa, disminucion
del tamafio, redondeo celular y de vacuolas vy, lisis celular, por la posible presencia de
Mimivirus; mientras que los tratamientos de la laguna Daniel Alvarez Burneo, mostraron
adicionalmente racimos celulares, por la presunta presencia de Tupanvirus. Asi, se concluye
que la viabilidad de Acanthamoeba castellanii se vio comprometida diferencialmente respecto
de las muestras ambientales inoculadas, de las cuales se visualizaron CPE distintos ocasionados

por la interaccion entre amebas y posiblemente GV.

Palabras clave: Acanthamoeba castellanii, cultivos celulares, efectos citopaticos, infeccion

viral, virus gigantes.



Abstract

Giant viruses (GV) are ubiquitous, just like their hosts. The recognition of Acanthamoeba
castellanii’s as the laboratory host of excellence for GM identification is a tool to investigate
yet unexplored GM ecosystems, which consists in recognizing the viability of amoeba against
a possible viral infection. This research developed axenic cultures of Acanthamoeba castellanii
diluted and monoxenic cultures of Acanthamoeba castellanii with environmental inoculums
suspected of GM from the lagoons of Daniel Alvarez, Jipiro, Punzara and Carigan, belonging
to the city of Loja, Ecuador. Inoculations of environmental samples were performed in three
different concentrations (1:1, 1:10, 1:20) in triplicate. Infection curves were made for the
number of cells with cytopathic effects (CPE) recorded from time-lapse microscopy (148h) and
statistical analysis (MDS) imaging. The CPEs recorded in this study were compared with those
of published studies to determine potential infective GVEs. Thus, it was possible to obtain
active strains of diluted axenic cultures with a spatial arrangement that subsequently to the
generation of monoxenic cultures, allowed the capture of microscopic images and identification
of CPE. The 1:1 and 1:10 environmental inoculum were not significantly different, whereas the
1:20 did. The treatments of the Jipiro, Carigan and Punzara lagoons showed detachment of the
monolayer, decrease in size, rounding of cells and vacuoles and cell lysis due to the possible
presence of Mimivirus; while the treatments of the Daniel Alvarez Burneo lagoon also showed
cell clusters, due to the suspected presence of Tupanvirus. Thus, it is concluded that the viability
of Acanthamoeba castellanii was compromised differentially from the inoculated
environmental samples, of which different CPEs were visualized caused by the interaction
between amoebas and possibly GV.

Keywords: Acanthamoeba castellanii, cell cultures, cytopathic effects, viral infection, giant

viruses.



3. Introduccién

Entre la delgada linea de lo vivo y aquello que no lo estd se hallan los virus, que ya
poblaban la Tierra junto con las primeras células existentes, por lo que han tenido un largo
proceso evolutivo alcanzando una diversidad viral global (1x10%!) atn desconocida (Alarcony
Flores, 2018), asi como un arbol de linaje ancestral dificil de estructurar (Yamada, 2011;
Brandes y Linial, 2019). Los virus son entidades bioldgicas replicantes que contienen un
minusculo material genético recubierto de una capside que les permite infectar células, su Unico
medio para crecer y replicarse, ya que son parasitarios intracelulares obligados (Contreras et
al., 2017; Mateu, 2013). Inclusive, estas entidades forman parte de la evolucion de sus

hospederos y de importantes procesos ecoldgicos (Contreras et al., 2017).

Es por el estudio de la infeccién viral de Acanthamoeba polyphaga como una ameba
hospedera que se reconoce a Mimivirus, el primer virus gigante (GV) descrito, los cuales se
ubican como subcategoria en el grupo de virus nucleocitoplasmaticos de ADN de gran tamafio
(NCLDVs, filo Nucleocytoviricota) creado en 2001, caracterizado por virus con genomas de
ADN bicatenario (ADNdSs) diverso de mayor tamafio; de alli que se estudian a los hospederos
para posteriormente lograr la identificacion y el analisis gendmico y protedmico de GV
(Brandes y Linial, 2019; Dos Santos et al., 2021).

Los GV se proponen como una subcategoria porque son entes capaces de codificar para
proteinas que no se conocia (genes huérfanos u ORFans) que los virus podian producir, dado
que contienen genes que antes se pensaban exclusivos de organismos celulares (Colson et al.,
2017; Philippe et al., 2013). Ademas de ser responsables de la infeccion de muchos huéspedes
eucariotas para hacer uso de su maquinaria transcripcional y replicarse en su citoplasma
(Andrade et al., 2018; Colson et al., 2012b). Es asi como los GV han logrado el interés cientifico

para poder lograr incluirlos dentro del canon (Boyer et al., 2010).

Se ha demostrado que tanto los GV como sus huéspedes protozoos son ubicuos (Aherfi
et al., 2016; Khalil et al.,2016), es decir, que se encuentran en todos los continentes. Una
pequerfia parte de GV se encuentran en suelos forestales, mares de gran profundidad y rios de
gran longitud (Andrade et al., 2018; Backstrom et al., 2019); mientras que la gran mayoria

pertenecen especificamente a ecosistemas acuaticos como unidades de refrigeracion de aguas
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residuales, océanos, piscinas y lagos (Andreani et al., 2018; Aherfi et al., 2016); afirmacion que
comparte Takashi (2011), quien también indica que la mayoria de GV estan en ambientes

acuaticos asociados a protistas.

En lo que corresponde al estudio de GV en la region, se registran potenciales estudios
en Brasil, donde a pesar de ser un pais explotado en cuanto al estudio de GV se refiere, solo se
han aislado tres entidades, especialmente de Mimivirus (Andrade et al., 2018), siendo el
Yaravirus el mas reciente encontrado en 2020 (Boratto et al., 2020). En Ecuador Gnicamente la
Regidn Insular presenta interés en estudios sobre la presencia de virus por el peligro que estos
representan a su diversidad silvestre (Dornas et al., 2015), pero no se detallan investigaciones

que indiquen la identificacion de GV amebales en el territorio ecuatoriano.

Las investigaciones actualmente han centrado su interés en comprender y detallar como
los GV actuan en las células del hospedero y en toda su maquinaria transcripcional para lograr
expresar sus genes (Oliveira et al., 2017; Yutin et al., 2014) con el fin de asegurar su linaje,
siendo el género Acanthamoeba identificado como un huésped idéneo para atrapar GV (Khalil
et al., 2016). En esta linea, los cambios morfolégicos y de comportamiento por los que
atraviesan las celulas del huésped tras la infeccion viral del GV son conceptualizados como
efectos citopéaticos (CPE), los cuales se han observado en Acanthamoeba (Fukaya y Takemura,
2021). Los CPE generales producidos por un GV ocasionan cambios en el huésped tanto a nivel
del contorno de la célula, volviéndola circular, como en las vacuolas, las cuales tienden a

desintegrarse (Fukaya y Takemura, 2023).

Asi es que estudios mencionan a Acanthamoeba castellanii como huésped de laboratorio
por excelencia para identificar la mayoria de GV (La Scola et al., 2003) y segun Khalil et al.
(2016), esta ameba es un medio para aislar GV que antes no se habian podido aislar. Ademas,
es claro que, el ciclo de infeccion en amebas ocurre de forma similar para muchos GV, pero es
justamente la morfogénesis viral post infeccién donde ocurren variaciones segun el GV que
infecte (Boratto et al., 2020; Yoshikawa et al., 2019). De este modo el reciente estudio sobre
GV vy sus huéspedes representa nuevos desafios para la comunidad cientifica y sobre todo para

Ecuador, un pais como muchos que ain no registran este tipo de investigaciones.



Ademas, el motor de este estudio fue brindar herramientas que permitan posteriormente
indagar en recursos genéticos aun inexplorados en Ecuador. En este contexto, el estudio de
Acanthamoeba castellanii como medio de identificacion de GV y su posterior estudio
gendémico, representaria un recurso importante para las ciencias por ser controladores de las
poblaciones amebales en las fuentes de agua, vectores de infecciones de este género (Nwachuku
y Gerba, 2004), como el caso de la enfermedad “queratitis por Acanthamoeba” (Lorenzo-
Morales et al., 2015). Es asi que, el reconocimiento de las referencias sobre sus altos niveles de
expresion abrird posibilidades para fines biotecnoldgicos como factores demandados a la
solucion de desequilibrios en cuanto a salud humana y equilibrio ambiental (Oliveira et al.,
2017).

A nivel ambiental, Acanthamoeba castellanii es precursora de los ciclos bioldgicos y
biogeoquimicos (Santos y Carrapico, 2011). Bonkowski (2004) indica que la ameba consume
a los descomponedores primarios provenientes de la degradacién de bacterias, liberando asi
minerales asimilables para el entorno. Ademas, establece que esta ameba apoya a la dindmica
y equilibrio ecoldgico porque es depredadora amebal potencial de bacterias patogenas
(Cianobacterias y Firmicutes) y hongos en cuerpos de agua, ademas de ser predecesora de otras

bacterias.

Si bien ya existen protocolos para el cultivo e infeccion de la ameba Acanthamoeba
castellanii, el requerimiento actual es su descripcién morfologica y de comportamiento luego
de ser infectada, para ampliar la comprension de como actlan estos entes replicantes en los
hospederos para lograr identificarlos, siendo esto de lo cual trata la presente investigacion. Asi,
la pregunta que surge es si ¢los efectos citopaticos en Acanthamoeba castellanii varian al ser
infectada con posibles virus nucleocitoplasméaticos de ADN de gran tamafio (NCDLVSs)
provenientes de diferentes ecosistemas lacustres de la ciudad de Loja?, la cual pretende
comprobar la conjetura de que el nimero de células viables de Acanthamoeba castellanii varian

en el tiempo durante su exposicion a posibles GV.

Para responder esta interrogante, se plantearon los siguientes objetivos: i) Desarrollar
cultivos monoxénicos de Acanthamoeba castellanii y los posibles GV provenientes de la
Laguna Carigan, la Laguna Jipiro, la Laguna Daniel Alvarez Burneo y la Laguna de Punzara,
ecosistemas lacustres pertenecientes a la ciudad de Loja; ademas de ii) Identificar los CPE en
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las células de Acanthamoeba castellanii luego de la infeccion, y describir las posibles especies
de GV responsables de dichos CPE.

4. Marco tebrico
4.1. Virus nucleocitoplasméticos de ADN de gran tamafio (NCLDVS5)

Aunque el 69 % de todos los virus descritos poseen un empaquetado genémico y una
compresion de informacion tan pequefios con la capacidad de codificar para menos de 10
proteinas, también se presentan los virus gigantes (GV) que son mas grandes a nivel
protedémico, fisico y gendmico. De los cuales, de su escasa fraccion reconocida, se sabe que

presentan desde 500 hasta miles de genes codificadores de proteinas (Brandes y Linial, 2019).

Es en 2003 que se aisla el primer GV, el Mimivirus, gracias a la ameba Acanthamoeba
polyphaga, el cual fue confundido en primera estancia, por la rareza de su gran tamafio en
comparacién con otros virus, con una bacteria. El tamafio del ADN bicatenario de estos virus
varia de entre 350 kb hasta 2500 kb, con grandes particulas virales que presentan hasta 1,5 um
de longitud, esto segun el GV analizado (Andrade et al., 2018). Lo anterior coincide con lo
descrito por Fischer (2016), quien sugiere GV desde 100 kb hasta 2500 kb. Ese gran tamafio
caracteristico de los GV segun estudios de Brandes y Linial (2019) hace que se puedan ver

desde un microscopio optico.

El grupo de virus nucleocitoplasmaticos de ADN grande o NCLDVs (filo
Nucleocytoviricota) creado en 2001, presenta genomas de ADN bicatenario (ADNdSs) diverso
de mayor tamafio capaces de codificar para proteinas que no se conocia (genes huérfanos u
ORFans) que los virus podian producir (Colson et al., 2017; Philippe et al., 2013); ademés de
ser responsables de la infeccion de muchos huéspedes eucariotas para hacer uso de su
maquinaria transcripcional y poder replicarse en su citoplasma (Colson et al., 2012; Andrade et
al., 2018). Es asi como los GV han logrado el interés cientifico de estudiar los virus y

clasificarlos para poder incluirlos dentro del canon (Boyer et al., 2010).

Los NCLDVs actualmente incluyen siete familias (Ascoviridae, Asfarviridae,
Iridoviridae, Marseilleviridae, Mimiviridae, Phycodnaviridae y Poxviridae), las cuales se

relacionan por las secuencias de la ADN polimerasa B y las longitudes del genoma de estos
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virus. Asi mismo, se ha revelado mediante analisis de amebas de Acanthamoeba en permafrost
siberiano, que estos GV tienen una longevidad de 30 000 afios, aunque su origen es adn un

misterio evolutivo (Fischer, 2016).

En este contexto, Brandes y Linial (2019) explican que la mayoria de los GV se originan
a partir de las células que parasitan secuestrando sus genes y secuencias gendmicas, requiriendo
un huésped, comunmente una bacteria 0 una ameba para sobrevivir, desarrollarse y perpetuarse.
Asi también, estos GV se han identificado en ecosistemas diversos, pero mayormente acuéticos,
incluyendo lagos y lagunas, y en otros diversos tipos de nichos geograficos y ecoldgicos. De
igual forma, se debe recalcar que la similitud entre los GV y sus huéspedes es evidente en
aquellos descritos hasta el momento, por lo que, al ser ubicuos, sus huéspedes comunes también

lo son.

Por lo anterior, estos virus son reconocidos ademas como virus gigantes amebales, ya
que sus hospederos tipicos son las amebas, convirtiendo a estos protistas en un medio de
aislamiento de GV (Andrade et al., 2018), razon por la que es necesario estudiar un GV en

funcién de su huesped.
4.2. Amebas de vida libre

La investigacion ejecutada por Salazar-Ardiles et al. (2022), recaba informacién sobre
amebas describiéndolas como protistas unicelulares ubicuas, cuya presencia resalta en
ambientes acuaticos, donde las estructuras comunitarias dependen de las condiciones del pH,
de la temperatura, de la concentracion de sulfuro de hidrogeno, de la salinidad, y por supuesto,
de la propia capacidad de osmorregulacion de las amebas gracias a su exitosa evolucion de

expresion de acuaporinas de vacuolas.

En funcion de las descripciones realizadas por Schuster y Visvesvara (2004) se explica
que se dividieron a las amebas en dos grandes clases: aquellas parasitas que requieren de un
huésped para desarrollarse, al cual le provocan patologias graves; y, por otra parte, la clase de
vida libre (FLA), que no requiere estrictamente un huésped, por lo que viven en diferentes
ambientes desenvueltamente, incluso, expuestas a agentes virales. Siendo la clase de interés las
FLA.



Las FLA, no poseen pared celular en etapa de trofozoito por lo que extienden su
citoplasma para movilizarse formando asi pseuddpodos que les permiten alimentarse de
particulas en descomposicién o bacterias, razon por la que controlan bioldégicamente
poblaciones bacterianas a nivel ambiente (Salazar-Ardiles et al., 2022). Segun Boratto et al.
(2020), un mecanismo de entrada de virus en amebas, es simular a bacterias haciendo que la
ameba los fagocite naturalmente, logrando asi apoderarse de la maquinaria transcripcional del

huésped.

No asi también, aunque esta clase de amebas no requieren un huésped obligatoriamente,
existen algunas especies que pueden comportarse como patdgenas oportunistas o no
oportunistas para animales y humanos, como el caso del género Acanthamoeba, que puede
interactuar con el medio como parasito patdgeno o como ameba de vida libre, cuya versatilidad

lo identifica como un género anfizoide (Salazar-Ardiles et al., 2022).
4.3. Genero Acanthamoeba

En términos taxondmicos, Adl et al. (2018) establecen que la diferenciacion de las
amebas por morfologia resulta en una inexacta clasificacion, por lo que el avance de la
secuenciacion de genes especificos de la biologia molecular permite clasificar a las amebas en
tres Supergrupos. El supergrupo Excavata, que reune a los heterotrofos flagelados; el Rhizaria,
que conforma a los pseuddpodos filamentosos; y el supergrupo Amoebozoa, que relne a los
organismos que producen pseudopodos lobulados (op. cit.). A su vez, el supergrupo eucariota
Amoebozoa incluye a la familia Acanthamoebidae, y esta al género Balamuthia y

Acanthamoeba (Castrillén y Orozco, 2013), este Gltimo, género de interés de este estudio.

Acanthamoeba se describe por primera vez en 1930 por Castellani quien observo una
especie del género en un cultivo de la levadura de Cryptococcus pararoseus, pero es en 1931
cuando se establece como género Acanthamoeba propiamente dicho por Volkonsky, para
ubicar en este grupo a las amebas que contenian acantopodios o morfologias espinales y/o
quistes (Visvesvara, 1991). Estos protozoos con 17 especies descritas, son los mas frecuentes
en todos los medios naturales, ademas de poder habitar en sitios como hospitales, en elementos

como lentes de contacto y en laboratorios como cultivos celulares (Castrillon y Orozco, 2013),



es decir, la ubicuidad de Acanthamoeba le permite sobrevivir bajo condiciones ambientales

normales, extremas e inhospitas (Garate et al, 2004), al igual que los GV.
4.4. Ciclo de vida del género Acanthamoeba

Este género presenta dos etapas en su ciclo de vida, Marciano-Cabral y Cabral (2003)
indican que el primero es una forma activa llamada trofozoito de entre 25 a 40 um, el cual se
caracteriza por una dieta mediante seuddpodos que fagocitan bacterias, algas y levaduras o,
incluso por pinocitosis, es decir, captan elementos disueltos del medio; por otra parte se halla
el quiste de entre 13 a 20 um, que bajo condiciones adversas conforma una pared doble, una

interna o endocisto, y una externa o ectocisto.

Las etapas anteriormente descritas sobre el ciclo de vida de Acanthamoeba coinciden
con lo establecido por el estudio de Siddiqui y Khan (2012), quienes expresan que el género
presenta una etapa de trofozoito vegetativo de entre 15-45 um, y una de quiste latente de entre
13-23 um; este Ultimo se divide mitéticamente bajo pH neutro y temperaturas de 30 °C. A més
de ello, en el estudio se aclara que las dimensiones de ambas etapas varian y dependen de la

especie de ameba que se analice.

La membrana plasmatica de las amebas de Acanthamoeba esta conformada por
proteinas (33 %), fosfolipidos (25 %), esteroles (13 %) y lipofosdoroglicano (29 %) (Siddiqui
y Khan, 2012), bajo la cual se hallan unas estructuras que les permite resistir la tension
superficial y dan lugar a las protuberancias citoplasmaticas tipicas de estas amebas, a las cuales
se les denomina microfilamentos de actina (Svitkina, 2018). Entre sus organelas destacan
también las vacuolas contréctiles de caracter prominente para regular la presion osmdtica, las

vacuolas lisosomaticas, las vacuolas digestivas y de glucégeno (Siddiqui y Khan, 2012).

En cuanto a su metabolismo, este género para desarrollarse y crecer es capaz de
sintetizar una gran variedad de aminoacidos, moléculas organicas, cofactores y nucleotidos; a
su vez, su excelente adaptacion a episodios de estrés, les permite diversificar sus fuentes de
alimentacion haciendo uso de habilidades como la de sintetizar enzimas como la alginatoliasa,
para emplear los polihidroxialcanoatos (PHA) de las bacterias fagocitadas como fuente

nutricional (Anderson et al., 2005).
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4.5. Acanthamoeba en laboratorio

El andlisis de laboratorio de Acanthamoeba, de acuerdo a Schuster (2002), se estudia
mediante diversas técnicas in vitro con microscopia, inoculando un medio de crecimiento en
medios de cultivo, los cuales pueden ser de agar no nutritivo o de agar con nutrientes como la
peptona (0,05 %), levadura (0,05 %), o glucosa (0,1 %) en bajas concentraciones, ambos medios
en presencia de bacterias no mucoides, como Klebsiella pneumoniae, Enterobacter spp. y
Escherichia coli, que coadyuven a una fagocitosis sin interferencias. Cuando se tratan de
muestras de Acanthamoeba ambiental o clinica, Visversa et al. (2007) indican que se requieren
medios de agar no nutritivos para evitar una proliferacion de bacterias que inhiban el desarrollo

de las amebas.

Tal como lo explican Castrillén y Orozco (2013), la morfologia celular de estas amebas
se analiza frecuentemente aplicando diferentes tipos de tincidn en funcion del organulo celular
amebal a analizar, por lo que se puede aplicar tincién PAS, tincidn hematoxilinaeosina, tincion
Gomori Grocott, tincion fluorescente con calflior blanco o inmunoflorescencia. Ademas, el
avance en cuanto a la precision, efectividad, sensibilidad y resolucion de equipos ha permitido
el anélisis mediante observacion directa con microscopia confocal o la aplicacion de la técnica

PCR (polymerase chain reaction).
4.6. Aislamiento de virus gigantes (GV) y el género Acanthamoeba

Tanto la familia de GV de Mimiviridae, Marsellaviridae, Pandoravirus, Pitovirus como
la Mollivirus tienen un huésped en comun, el género Acanthamoeba, un medio para la
identificacion de gran parte de los GV descritos (Khalil et al., 2016). Segn Brandes y Linial
(2019), los GV de cada familia presentan similitudes genémicas y bioldgicas a nivel celular,
pero también caracteristicas especificas de familia como la forma, simetria y etapas del

ensamblaje del virion, la implicacion celular y el tiempo del ciclo de infeccion.

Adicionalmente, se tiene claro que todos los GV capaces de infectar amebas dependen
de la fagocitosis no especifica de la ameba, es decir, el tamafio de particula que la ameba pueda
receptar es un condicionante para el GV y su probabilidad de virulencia, lo cual debe ser
consecuente con el tamafio de particula de las bacterias que estas amebas consumen. Esta
situacion se considera como una posible fuerza impulsora del desarrollo del tamafio de los GV,
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y asi también el efecto extrafio de lisis generado en la ameba que les ayuda a liberar viriones

por medio de la fusion de membranas y la exocitosis activa (Brandes y Linial, 2019).

En tanto, para comprender y detallar como los GV actuan en las células del hospedero
y en toda su maquinaria transcripcional para lograr expresar sus genes (Oliveira et al., 2017;
Yutin et al., 2014), es propicio estudiar especies de este género como medio de identificacion
de GV. Por lo que los estudios del género Acanthamoeba como medio de aislamiento de GV
ha dado resultados en cuanto a aquellos huéspedes del género mas eficientes en el proceso
(Khalil et al., 2016).

4.7. Acanthamoeba castellanii

La especie que contamind la levadura que le que permitié a Castellani en 1930 hacer las
primeras descripciones del género Acanthoameba fue la ameba que posteriormente paso a
denominarse Acanthamoeba castellanii (Visvesvara et al., 2007). Es decir, esta bacteria fue la

primera especie de ameba ubicada dentro del género.

Acanthamoeba castellanii es un protozoo ubicuo abundante de vida libre capaz de
replicar genes virales en el ndcleo con un ciclo de vida tipico del género Acanthamoeba ya
descrito anteriormente (Fukaya y Takemura, 2021). Su distribucion incluye hallazgos en aguas
heladas de Oslo y Noruega, recalcando asi su caracter cosmopolita y resistente a ecosistemas

de temperaturas desde 2 °C hasta 38 °C (Brown, 1997), semejante a lo descrito para GV.
4.8. Acanthamoeba castellanii como medio de aislamiento GV

De acuerdo a Khalil et al. (2016), el principio de aislamiento de GV reciente se basa en
multiplicar los soportes de cultivo o células huésped que han mostrado capacidad para
recolectar GV, el cual propone al cultivo en laboratorio de Acanthamoeba castellanii como una
forma efectiva para incrementar el potencial de recoleccion de nuevos GV antes no descubiertos

en aislados ambientales.

En este sentido, ademas, el estudio realizado por Fukaya y Takemura (2021) establecid
que una Acanthamoeba castellanii tipica presenta una distancia de movimiento de 6,95 a 23,72
pixeles, una circularidad de 0,541 a 0,678 y un tamafio de particula de 777 a 1 832 pixeles, lo

que hace que pueda ser observada y analizada mediante microscopia.
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Las amebas Acanthamoeba castellanii y Acanthamoeba polyphaga, son los hospederos
que han permitido aislar mayormente GV (Abrahdo et al., 2014). No obstante, los analisis y
estudios del género Acanthamoeba han identificado como huésped de laboratorio por
excelencia para el aislamiento de algunos GV a Acanthamoeba castellanii (La Scola et al.,
2003). Segun Machado et al. (2022) es un huésped generalista de GV, y de acuerdo a lo descrito
por Khalil et al. (2016), Acanthamoeba castellanii es un medio para aislar GV gue antes no se

habian podido aislar con otros hospederos, porque resultaron demasiado estrictos.

Se han ejecutado estudios para determinar la mejor estrategia de cocultivo, es decir, el
cultivo mas practico y seguro para inocular las cepas de amebas conjuntamente con los posibles
GV de una muestra ambiental o clinica, entre ellos los realizados por Khalil et al. (2016),
Machado et al. (2022) y Dornas et al. (2015), quienes destacan cocultivos como el medio PYG,
en el cual se propaga la ameba y las muestras de sospecha de presencia GV en liquido PYG y
empleando filtros, se eliminan otros agentes no requeridos; otra estrategia es adicionar
antibidticos (vancomicina) al cocultivo para evitar dichos agentes; y por Gltimo, es aplicar el
cocultivo en un medio de agar no nutritivo, lo cual evita el desarrollo de los agentes no
necesarios, siendo la segunda estrategia de aplicacion de antibioticos al cocultivo la que genera

mejores resultados segun los autores descritos y sus estudios expuestos.
4.9. Ciclo de infeccion de Acanthamoeba castellanii con GV

Los aislamientos de GV indican que cada especie de GV aparentemente tiene
especificidad de huésped (Dornas et al., 2015), y los CPE en el huésped frente a la infeccion
viral dependeran de la estrategia de propagacién del GV que lo esta infectando o de la estrategia
antiviral de las amebas (Yoshikawa et al., 2019; Fukaya y Takemura, 2021). En cuanto al ciclo
de infeccidn de Acanthamoeba castellanii, Boratto et al. (2020) establecen como primer punto
que generalmente los GV imitan a las bacterias de las cuales se alimenta naturalmente la ameba
como mecanismo de entrada, para que Acanthamoeba castellanii los fagocite sin
complicaciones, y que el proceso viral consiguiente en la ameba es propio para cada GV y

ameba hospedera.

Para iniciar el ciclo de infeccion, por citar un ejemplo, los Yaravirus tienden a adherirse

a la membrana plasmatica de Acanthamoeba castellaniii para internalizarse, asi, los viriones se
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incorporan en las vesiculas endociticas ocupando luego la fabrica viral hasta su maduracion
para reclutar mitocondrias y construir viriones con esa energia, que posteriormente son
liberados al exterior (Yoshikawa et al., 2019). Asi, este ciclo viral es variante respecto del
huésped - hospedero, y el cual se busca determinar en esta investigacion para, segin los CPE

descubrir los posibles virus gigantes infectantes.

El final de la infeccion puede desembocar en la disminucién de células huésped y
simultaneamente el aumento del genoma viral; también puede terminar provocando lisis celular
inducida por el virus; o, por el contrario, si el genoma viral no cambia y no produce la lisis al

huésped, los trofozoitos se convierten en quistes (Boratto et al., 2020).
4.10. Acanthamoeba castellanii y GV en el ambiente

Acanthamoeba castellanii apoya al equilibrio ecolégico gracias a que es depredadora
amebal potencial de hongos y bacterias patdgenas (Cianobacterias y Firmicutes) en cuerpos de
agua, asi como precursora de otras bacterias (Bonkowski, 2004). En sistemas acuaticos, la
depredacion de Acanthamoeba castellanii reduce las poblaciones de Cianobacterias, lo que
logra evitar procesos de eutrofizacion, asi como incrementar la concentracion de oxigeno

disuelto del medio (Tsai et al., 2020), un factor determinante para la vida acuética.

Por otro lado, existen también Cianobacterias toxicas para las amebas herbivoras de
vida libre, por lo que estas interacciones suponen una dinamica poblacional equilibrada en los
cuerpos de agua que controlan poblaciones de Acanthamoeba (Urrutia-Cordero et al., 2013).
De dicho control dinamico de Acanthamoeba castellani, en sistemas acuéticos, también toman
parte los GV (Santos y Carrapico, 2011), los cuales tras ser fagocitados generan la infeccién
viral produciendo CPE en el huésped, es decir, producen cambios morfoldgicos y de
comportamiento controlando asi el crecimiento y desarrollo poblacional de Acanthamoeba

castellanii en el ambiente (Fukaya y Takemura, 2021).

Otro papel ambiental de Acanthamoeba castellanii y los GV, es contribuir al
establecimiento y desarrollo de ciclos biolégicos y biogeoquimicos (Santos y Carrapico, 2011),
teniendo en consideracion que esta ameba consume a los descomponedores primarios productos
de la degradacion de bacterias dejando minerales asimilables para otros agentes en el entorno
(Bonkowski, 2004). En este sentido, Boratto et al. (2020) explican que la presencia de GV es
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muy evidente en rios &cidos y lagunas urbanas caracterizados por la presencia de particulas
organicas, esto segun estudios realizados en Brasil, razon por la que es muy probable la

existencia de estos virus en las lagunas urbanas establecidas en esta de la investigacion.
5. Metodologia
5.1. Area de estudio

El estudio se ejecuto en ecosistemas lacustres de la ciudad de Loja, pertenecientes a la
provincia de Loja, del sur de Ecuador. Loja es una cuenca sedimentaria paleo lacustre, cuya
formacion geoldgica esta evidenciada en la presencia de lagunas en el territorio, actualmente
en su mayoria pertenecientes a espacios de recreacion al aire libre, y otras halladas en zonas
periféricas de la ciudad (Plan de Uso y Gestion del Suelo del Canton Loja [PUGS], 2021).
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Figura 1. Area de estudio, donde se muestran los ecosistemas lacustres de la ciudad de Loja,

provincia Loja, Ecuador.
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La seleccion de los ecosistemas lacustres de la ciudad se establecié bajo criterios de baja
movilidad del flujo de agua del medio, asi como caracteristicas que evidenciaron fenémenos de
eutrofizacion. Ambos incisos, de acuerdo a lo expresado por Tsai et al. (2020), representan
entornos predilectos para el desarrollo de los protozoos. A su vez, en un estudio de caracter
exploratorio realizado por Vasquez (2024) en ecosistemas lacustres de la ciudad de Loja, se
determinan indicios de la presencia de GV. En este sentido, se describen las cuatro lagunas

establecidas, como se muestra a continuacion (Figura 1):

En el Parque lineal Daniel Alvarez Burneo, un parque urbano, ubicado en el sector Sur
Occidental de Loja, contiguo a la Av. Benjamin Carrién, se encuentra la Laguna "Daniel
Alvarez Burneo Burneo" de 1,17 ha. Asi mismo, en el Parque lineal Jipiro, ubicado en el Sector
norte de la ciudad de Loja, en la Av. Salvador Bustamante Celi entre Daniel Armijos y
Francisco Lecaro (Frente al Complejo Ferial), se ubica la Laguna Jipiro de 0,74 ha. En el Parque
Colinar Carigan Villonaco de la parroquia Carigan a pocos metros de la via Panamericana Norte
de la ciudad, se halla la Laguna Carigan, que cuenta con una superficie de 1,51 ha. Y en la
parroquia Punzara, en el sector Punzara Grande al sur de la ciudad, se posiciona la Laguna

Punzara con un area de 1,45 ha.

Todas estas zonas son concebidas como sitios de esparcimiento y recreacion, con

NUMErosos servicios y atractivos turisticos de gran concurrencia.
5.2. Disefio de investigacion

En el marco de la presente investigacion experimental se emple6 un método deductivo
de tipo descriptivo, sobre los efectos citopaticos en Acanthamoeba castellanii luego de ser
infectada por virus nucleocitoplasméaticos de ADN de gran tamafio, provenientes de cuatro

diferentes ecosistemas lacustres de la ciudad de Loja,.

Asi también, el enfoque de la investigacion es mixto (cuantitativo y cualitativo), dado
que mediante la aplicacion de microscopia inversa de lapso de tiempo y andlisis de imagenes
se pudieron determinar los cambios morfoldgicos de las células amebales y, contemporalmente,
el analisis estadistico reflejo el comportamiento poblacional de los cultivos monoxénicos luego
de la infeccidn. Los datos generados sobre el proceso de variaciones en cuanto a morfologia y
comportamiento del hospedero infectado dieron lugar al analisis y discusion sobre los posibles
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GV infecciosos de los ecosistemas descritos. Por lo que, de cada unidad muestral o de cada
laguna, se obtuvo una muestra compuesta de tres diferentes puntos. La muestra compuesta fue
inoculada mediante tres diferentes concentraciones o tratamientos realizando tres repeticiones

por cada tratamiento de infeccion.

5.3. Desarrollo de cultivos monoxénicos de Acanthamoeba castellanii ATCC 30010 de

agua de diferentes ecosistemas lacustres
5.3.1. Muestreo de agua de ecosistemas lacustres

Para el muestreo de aguas lacustres se realizd un analisis in situ de parametros fisico
quimicos a través del uso de un multipardmetro (Multiparameter HI198194 pH/EC/DO
HANNA). Los parametros fueron: sélidos suspendidos (ppm), conductividad (uS/cm), pH,
temperatura (°C) y oxigeno disuelto (mg/L) (Anexo 1).

El oxigeno disuelto, como parametro integrador de desequilibrios tréficos e indicador
de procesos bioldgicos como la respiracion (consumo) y fotosintesis (produccion); la
temperatura y conductividad; el pH, el cual reflejara la quimica del agua con posibles procesos
de eutrofizacion; a lo que se le suman los solidos suspendidos, para reconocer la capacidad de
dispersion o absorcion de la luz del agua, relacionados con la turbidez (Garcia y Camacho,
2001). Los valores registrados se compararon con criterios de calidad para aguas destinadas a
fines recreativos descritos en el Anexo 1 del Libro VI de la Norma de Calidad Ambiental y de
Descarga de Efluentes: Recurso Agua (2012), ya que ésta se prescribe con el fin de salvaguardar
la integridad de los individuos, los ecosistemas y las interrelaciones para este tipo de

ecosistemas con fines recreacionales.

Respecto de la toma de muestras de agua, se ejecutd de acuerdo a lo establecido por
Machado et al. (2022), quien sugiere el uso de tubos plasticos conicos esterilizados de 50,00 ml
que fueron etiquetados con la ubicacion. Para cada muestra se tomo un valor > 10,00 ml a poca
profundidad, con tres diferentes puntos por laguna para conformar una muestra compuesta, y
asi incrementar la representatividad del muestreo. Finalmente, las muestras se colocaron en

congelacion para asegurar su integridad y conservacion.
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5.3.2. Filtracion de la muestra

Las muestras de agua fueron expuestas a tres ciclos de congelacion-descongelacion,
para reducir la carga microbiana; tras ello, se tomaron alicuotas de 1,00 ml que fueron colocadas
en tubos de microcentrifuga de 1,50 ml (Machado et al., 2022), el cual representa el in6culo

1:1, y se etiquetd con el nombre del ecosistema lacustre correspondiente.
5.3.3. Cultivo axénico de Acanthamoeba castellanii ATCC 30010

Esta etapa se desarrollé de acuerdo a lo prescrito en el protocolo de Vasquez (2024),
integrante del Grupo de investigacion Genética y Biologia Molecular de la Universidad
Nacional de Loja, quien modificd los protocolos de Machado et al. (2022) para aislar posibles
GV mediante un hospedero amebal. Es asi que, en primera estancia se elaboré medio PYG
(glucosa y extracto de levadura y peptona), para posteriormente inocular Acanthamoeba
castellanii, al que se le aplicd gentamicina, como un antibiético de amplio espectro, en una
proporcién de 1,00 ml de gentamicina por cada 500,00 ml de PYG. Los cultivos axénicos de
Acanthamoeba castellanii se dispusieron en frascos de cultivo de tejidos (superficie 75,00 cm?),
inoculando 100,00 ul de Acanthamoeba castellanii ATCC 30010 en 25,00 ml de medio PYG,
manteniéndolos en incubacion a 30,00 °C durante seis dias. Transcurrido dicho lapso, por
microscopia invertida se observd una confluencia celular del 90 — 100 % de Acanthamoeba

castellanii (Anexo 1).

Se debe indicar que los materiales y el medio esterilizado, el uso de antibioticos de
amplio espectro, como por ejemplo la gentamicina, asi como los ciclos de congelacion y
descongelacion de las muestras de agua, permitieron bloquear la aparicion de falsos positivos,
es decir, se elimind toda posibilidad de que se presenten efectos citotoxicos en las células
amebales generados por bacterias, ya sea por la incidencia de alguna sustancia o por un
elemento toxico externo presente en la muestra de agua, y que los mismos sean caracterizados

errdneamente (Machado et al., 2022).
5.3.4. Dilucion del cultivo axénico de Acanthamoeba castellanii ATCC 30010

Se selecciond un cultivo axénico (100,00 pl de Acanthamoeba castellanii ATCC 30010

en 25,00 ml de medio PYG durante seis dias a 30,00 °C) con una confluencia celular proxima
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al 90 %, dado que en este punto las amebas presentaron adn division celular, pero sin llegar al
desprendimiento de la monocapa. Lo anterior se debe a que las células de Acanthamoeba
castellanii se adhieren al matraz del frasco para dividirse y se desprenden del fondo cuando su
confluencia celular es proxima al 100 % (Machado et al., 2022). Posteriormente se lavo el
cultivo axénico seleccionado desprendiendo las amebas del fondo del frasco de cultivo de
tejidos con una pipeta, para que éstas se encuentren absortas en el medio liquido PYG (Machado
et al., 2022).

Para la dilucion del cultivo axénico de Acanthamoeba castellanii con una micropipeta
se tomaron 10,00 pl de amebas del producto del lavado del cultivo axénico seleccionado y se
los colocd en un nuevo frasco de cultivo de tejidos junto con 50,00 ml de PYG, incubandolo a
30,00 °C durante cuatro dias. El objetivo fue obtener una menor confluencia de amebas sanas
con capacidad natural de division celular incrementando el medio PYG y disminuyendo la
cantidad de indculo amebal. Con esto se obtuvo un cultivo axénico de Acanthamoeba castellanii
diluido con una mejor disposicion de las amebas en espacio y cantidad inmersas en medio PYG,
para una Optima descripcion microscopica inversa de las amebas antes y despuées de ser

infectadas.
5.3.5. Contabilizacién de Acanthamoeba castellanii ATCC 30010

Respecto de lo descrito por Machado et al. (2022) y Vasquez (2024), para el conteo
celular de Acanthamoeba castellanii se usé 25,00 pl de azul de tripano para tefiir 100,00 ul de
amebas dentro de un tubo de microcentrifuga de 1,50 ml, de lo cual con una pipeta se tomo 5,00
pl y se los dispuso en una camara de Neubauer para contar las amebas a través de un
microscopio invertido (lente 10x). El conteo del nimero de células de amebas dentro de cada
uno de los cuatro cuadrantes de la camara de Neubauer y la aplicacion de la formula descrita
por Vasquez (2024) para reconocer la concentracion real de amebas, permitié identificar la

cantidad de células de Acanthamoeba castellanii por microlitro (Anexo 1).

Naimero de células _ Células de amebas contabilizadas

x 10% (1)

ml " Ntmero de cuadrantes contabilizados
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5.3.6. Inoculacién de células de Acanthamoeba castellanii con muestras de agua

Al cultivo axénico de Acanthamoeba castellanii diluido (frasco de cultivo de tejidos
transcurridos cuatro dias inoculado con 10,00 pul de amebas mas 50,00 ml PYG a 30,00 °C) se
lo suplementd con antibi6ticos de amplio espectro; es decir, se intercambi6 los 50,00 ml de
medio PYG del cultivo axénico diluido por 50,00 ml de nuevo PYG complementado con
vancomicina (60,00 ul), ciprofloxacina (240 ul) y doxiciclina (240 ul). Luego, se hizo el lavado
con una pipeta, para desprender las células amebales del fondo (monocapa) y tenerlas inmersas
en el nuevo medio PYG suplementado (Anexo 1). Los antibidticos se aplicaron con el fin de
reducir la carga contaminante de las muestras de agua a un valor despreciable, tal como lo

establece Machado et al. (2022), pero incrementando la concentracion de las drogas.

Por tiempo y agilizacion del tratamiento, el procesamiento de muestras de agua o
indculos ambientales de las lagunas se realiz6 en una microplaca de 96 pocillos (Figura 2). Asi
también, con modificaciones en Machado et al. (2022) y Vasquez (2024), en los pocillos de la
microplaca a ser infectados se inocularon 80,00 pl de amebas producto del Gltimo lavado
(Acanthamoeba castellanii, PYG y antibidticos), y se sellaron los bordes de la microplaca con

cinta Parafilm, incubandola a 30,00 °C durante 24 horas.

oXoX X YeXeoX )} NeXeoX X
CO0e000ee o ee [

ambientales

oYoX X ioYoX )} YoXoX Y Ml o ..
@® w0

1:20

Figura 2. Disposicién de controles negativos (C-) y positivos (C+), de blancos (B) y de
los tres tratamientos de los in6culos ambientales (1:1, 1:10 y 1:20) de los cuatro ecosistemas

lacustres de la ciudad de Loja, en la microplaca de 96 pocillos

Fuente: Elaboracion propia en Biorender.com
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Transcurrido dicho lapso, se procedio a infectar las células de Acanthamoeba castellanii
en la microplaca de 96 pocillos con los indculos ambientales procedentes de sus procesos de
congelacion y descongelacion (Machado et al., 2022; VVasquez, 2024). Los indculos ambientales
fueron prospectados en diferentes concentraciones (1:1, 1:10 y 1:20), diluidos en agua
desionizada y autoclavada a 120,00 °C por 20,00 minutos. Esto con la finalidad de reconocer

variabilidad o no de CPE respecto de la concentracion del in6culo ambiental en el tiempo.

Los in6culos ambientales se prepararon en tubos de microcentrifuga de 1,50 ml,
diferenciados por laguna que se prepararon tres in6culos ambientales diferentes: el in6culo
ambiental 1:1, que fue la muestra ambiental sin diluir, es decir, 1,50 ml de la muestra de agua
compuesta; el indculo ambiental 1:10, el cual fue una dilucién de 0,10 ml de muestra de agua
con 0,90 ml de H20 desionizada; v, el inoculo ambiental 1:20, el cual se prepar6 tomando 0,10
ml del in6culo ambiental 1:10 con 0,90 ml de H2O desionizada. Luego de la infeccidn, la
viabilidad de Acanthamoeba castellanii se controlé respecto del tiempo con descripciones
diarias durante siete dias. Es asi que, ademas de las tres repeticiones por tratamiento, de forma
paralela se elabord: i) Blancos, para constatar la asepsia y validez del medio PYG en el
experimento; y, ademas ii) Controles positivos y negativos, para constatar que ninguna variable
de confusidn haya afectado la viabilidad de las amebas no infectadas (Tabla 1). Por Gltimo, en
esta etapa, ejecutada la infeccion, donde ya se tienen los cultivos monoxénicos, se sell6 la placa

e incubd a 30,00 °C durante 7 dias
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Tabla 1. Tratamientos y controles durante la inoculacion de Acanthamoeba castellanii con

muestras ambientales.

Controles Tratamientos

Medio de cultivo (PYG) + 80 ul de
B Medio de cultivo (PYG) 1:1 | Acanthamoeba castellanii + Antibidticos +
80 ul de In6culo ambiental al 100%

Medio de cultivo (PYG) + 80 ul de
Medio de cultivo (PYG) + 80 pl de 1:10 Acanthamoeba castellanii + Antibidticos +

Acanthamoeba castellanii + Antibiéticos ) 80 ul de Inéculo ambiental (90% agua

desionizada + 10 % agua ambiental)

C+

Medio de cultivo (PYG) + 80 ul de
Acanthamoeba castellanii + Antibidticos +
80 pl de Inéculo ambiental (90% agua
desionizada + 10 % del tratamiento 1:10)

Medio de cultivo (PYG) + 80 ul de
C- Acanthamoeba castellanii + 80 pl de 1:20
Hipoclorito de sodio al 0,50 %

Nota: B: blanco; C+: control positivo; C-: control negativo; 1:1: indculo ambiental sin
dilucion; 1:10: indculo ambiental diluido en una proporcion de 900 pl de agua desionizada y
100 pl de ino6culo ambiental sin diluir (1:1); 1:20: in6culo ambiental diluido en una proporcion
de 900 pl de agua desionizada y 100 ul de in6culo ambiental diluido 1:10.

5.4.1dentificacion de los efectos citopaticos (CPE) en Acanthamoeba castellanii ATCC

30010 luego de la infeccién
5.4.1. Efectos citopaticos (CPE) en Acanthamoeba castellanii

Machado et al. (2022) establecen que las descripciones de CPE en las células de amebas
causados por GV se realizan durante 7 dias, por lo que en esta investigacion se planted
desarrollarlas durante ese periodo de tiempo de incubacién del cultivo monoxeénico,
considerando observaciones diarias de los CPE en las células mediante microscopia inversa,
teniendo en consideracion el numero de células de amebas dentro del campo focal del
microscopio (Anexo 1).

Las descripciones se realizaron teniendo en consideracion imagenes de la estructura

intracelular y extracelular de una Acanthamoeba castellanii tipica, antes y después de ser
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infectada. Las imagenes iniciales fueron capturadas antes de la inoculacién ambiental, es decir,
cuando la ameba se hallaba en cultivo axénico, para las posteriores comparaciones de las
variaciones en su estructura o comportamiento, luego de ser infectadas, de lo cual también se
registraron fotografias y descripciones. Cualquier variacion estructural y de comportamiento
fuera del ciclo natural vial que se present6 en las amebas luego de la infeccion, fue registrada

en funcidn del tiempo.

Una vez realizado todo el procedimiento de infeccién, se describieron los CPE,
considerando aquellos aspectos descritos de una forma general por Fukaya y Takemura (2021)

y Fukaya y Takemura (2023), entre los que se encuentran:

Cambios de tamafio y forma del contorno de las células huésped: claramente

perceptibles a microscopia, donde las células pueden tomar formas redondas o elongadas.

Cambios de tamafio y forma de la vacuola (organulo): perceptible con la captura de
imagenes microscopicas. Inclusive Fukaya y Takemura (2023) establecen que, si las células

presentan vacuolas intactas detectables post infeccidn, estas no han sido infectadas por GV.

Lisis: perceptible con la captura de imagenes microscopicas. Al final de la infeccidn se
puede generar la lisis celular inducida por el GV; o, por el contrario, si el genoma viral no
cambia y no produce la lisis al huésped, puede hallarse como trofozoitos o quistes (Boratto et
al., 2020).

5.4.2. Andlisis de datos sobre la viabilidad de Acanthamoeba castellanii

5.4.2.1. Analisis grafico

El andlisis grafico consistio en el conteo de células infectadas en funcion del tiempo, tal
como lo establecieron Fukaya y Takemura (2023), en este caso, con ciertas adaptaciones. Es
asi que, se elaboraron gréaficas que representen curvas de infeccion, tomando en consideracion
las variables dependientes (nimero de células de Acanthamoeba castellanii con CPE), respecto

de la variable independiente tiempo (horas posteriores a la infeccién o hpi).

En cuanto a las curvas de infeccion, cada una representa un promedio entre las tres
repeticiones de cada tratamiento dadas las tres diferentes concentraciones del inéculo (1:1, 1:10

y 1:20) procedentes de las cuatro lagunas considerando cada CPE observado. Y, ademas, al ser
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cada curva de infeccion un promedio, se presentaron graficamente las barras de error de los

datos. Esto se aplicé empleando paquetes del software RStudio como ggplot2 (geom_line).

Las gréficas sugeridas por Fukaya y Takemura (2021) y Fukaya y Takemura (2023) son
curvas de infeccién, de acuerdo a cada CPE, por lo que se elaboraron empleando el software

RStudio y su paquete ggplot2 (geom_line), de la siguiente manera:

Cambios en el comportamiento de las células huésped: curva con el nimero de
células de Acanthamoeba castellanii que presentaron desprendimiento celular de la monocapa

y agrupamiento, respecto del tiempo.

Cambios de tamafio y forma del contorno de las células huésped: curva con el
numero de células de Acanthamoeba castellanii que presentaron reduccion del tamafio celular

y redondeo celular, respecto del tiempo.

Cambios de tamafio y forma de la vacuola (organulo): curva con el nimero de células

de Acanthamoeba castellanii que presentaron reduccion de las vacuolas respecto del tiempo.

Lisis: curva con el nimero de células de Acanthamoeba castellanii que presentaron lisis

celular independiente y agrupada, respecto del tiempo.

Adicionalmente, con el paquete dplyr de RStudio se imprimio el valor del promedio de
cada curva, asi como el error estandar, para reconocer cuanto varia el promedio de las tres
repeticiones por cada tratamiento, cuyo valor cuanto menor sea indicara mayor precision en la
estimacion del promedio. De lo anterior depende la fiabilidad de las conclusiones generadas a

través de las curvas generadas por CPE.
5.4.2.2. Analisis estadistico

Para verificar la naturaleza de los datos se aplico la prueba de Shapiro-Wilk en RStudio.
Para esto se consider6 un p-valor < 0.05, como evidencia suficiente para rechazar la hipotesis
nula, es decir, para concluir que los datos no parecen provenir de una distribucion normal. Con
esto se asumid la aplicacion de un andlisis multivariado de escalamiento multidimensional no
métrico (NMDS) en Past 4, para visualizar la similitud o disimilitud entre el conjunto de

variables agrupadas por localidad en el espacio, presentando las relaciones de proximidad de
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los ecosistemas lacustres. En un nMDS las dimensiones no se analizan de forma fisica sino
abstracta, por lo que se calculd el “stress” para determinar la discrepancia entre las distancias
en el espacio original multidimensional, donde una excelente representacion estd dada por un

stress < 0.05.

La aplicacion de una prueba no paramétrica para analizar los datos de distribucién no
normal estadisticamente, denominada PERMANOVA, en InfoStat y Past 4, y RStudio para la
generacion de graficos del analisis, permitio identificar las similitudes entre grupos
(tratamientos y variables), con un p valor de 0,001, pudiendo asi establecer la presencia de
diferencias significativas o semejanzas entre grupos, con el fin de analizar a aquellos semejantes
como grupos cuyos efectos citopaticos provienen del mismo ente. La prueba anterior
simultaneamente describio la prueba de Friedman, que fue (til para realizar una comparacion
entre el comportamiento de las variables o CPE registrados respecto de las medias

significativamente diferentes (p > 0,05).

5.5. Identificacion o determinacion de virus nucleocitoplasmaticos de ADN de gran

tamario infectantes de acuerdo a los CPE de Acanthamoeba castellanii

Para identificar la presencia de GV, se compararon los CPE presentados en las células
de Acanthamoeba castellanii de este estudio, con los CPE causados por GV evidenciados en
otros estudios, esto a través de la revision bibliografica. De esta manera, se pudo sugerir el
posible GV infectante, lo cual requerird posteriormente un analisis molecular para su
confirmacion o, por el contrario, podria sugerir la posible descripcidn de un virus no reconocido

hasta el momento.
6. Resultados

6.1. Desarrollo de cultivos monoxénicos de Acanthamoeba castellanii ATCC 30010 de

agua de diferentes ecosistemas lacustres

La caracterizacion de los cuatro ecosistemas lacustres de la ciudad de Loja, se obtuvo
con los datos de los parametros fisico quimicos de sélidos suspendidos (ppm), conductividad
(uS/cm), pH, temperatura (°C) y oxigeno disuelto (mg/L), que se resumen en la Tabla 2.

Teniendo en consideracion que los ecosistemas lacustres muestreados son sitios de
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esparcimiento y recreacion ubicados dentro de la periferia urbana de Loja, se analizaron los

parametros descritos en la Tabla 2 de acuerdo a los criterios metodologicos ya indicados.

Tabla 2. Pardmetros resultantes de las muestras de agua de los cuatro ecosistemas
lacustres de la ciudad de Loja

Laguna Punto Sé_lidos Conductividad oH Temperatura _ Oxigeno
suspendidos (ppm) (uS/cm) (°C) disuelto (mg/l)
. 1 162 324 9,19 20,86 11,26
Daniel

Alvarez 2 162 324 9,42 21,10 11,33
BUrneo 3 _ 163 325 9,16 19,83 10,07
Promedio 162 324 9,26 20,60 10,89
1 41 81 6,83 18,70 8,98
Jipiro 2 39 78 6,98 18,55 9,65
3 40 80 7,00 18,74 9,20
Promedio 40 80 6,94 18,66 9,28
1 14 28 6,08 21,35 8,30
Carigén 2 14 28 6,30 21,20 9,44
3 14 29 7,07 21,57 9,56
Promedio 14 28 6,48 21,37 9,10
1 12 25 5,69 19,48 8,68
PUNzara 2 14 40 5,68 19,21 7,68
3 13 27 5,53 19,20 7,65
Promedio 13 31 5,63 19,30 8,00

En este sentido, el pH de todos los ecosistemas lacustres, excepto la laguna de Jipiro, se
encontré por fuera de los limites permisibles (6,5 — 8,5), es decir, la laguna de Daniel Alvarez
Burneo presentd alcalinidad, mientras que las lagunas de Carigan y Punzara mayormente
acidez. En cuanto al oxigeno disuelto registrado, las lagunas no presentaron valores inferiores
al minimo admisible (6 mg/l); sin embargo, durante la toma de las muestras las lagunas
estuvieron bajo sistemas de aireacion artificial. En cuanto a los s6lidos suspendidos, inicamente
la laguna de Daniel Alvarez Burneo presenté valores superiores a 100 mg/I. Por otra parte, la
temperatura de los ecosistemas vari6 entre los 18 — 21 °C. Dicho esto, las lagunas de Jipiro,
Carigan y Punzara disponen de una caracterizacion similar entre si, a diferencia de la laguna

Daniel Alvarez Burneo, la cual presentd parametros diferentes.

En cuanto al cultivo axénico de Acanthamoeba castellanii ATCC 30010, se logré tras
inocular en frascos de cultivo de tejidos 100,00 pl de amebas, mas 25,00 ml de medio PYG,

durante seis dias a 30 °C. Al termino de dicho lapso mostraron una confluencia celular del 90 —
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100 % (Figura 3), es decir, una funcional division celular, lo que permitié poseer colecciones

de cepas activas de Acanthamoeba castellanii ATTCC 30010 durante la investigacion.

Figura 3. Cultivo axénico de 100,00 pl de Acanthamoeba castellanii ATTCC 30010
inoculada en 25,00 ml de medio PYG. Confluencia celular del 100 % mediante microscopia
invertida A) lente 10 x, B) lente 20 x, y C) lente 40 x. Confluencia celular del 90 % mediante

microscopia invertida D) lente 10 x, E) lente 20 X, y F) lente 40 x

El cultivo axénico reflejé amebas con una configuracién clara y forma bien establecida,
dadas las despejadas y prominentes vacuolas contractiles, asi como las vacuolas lisosomaticas,
digestivas y de glucégeno de las amebas. Por lo anterior se afirma que estos organismos
protistas se encuentran en estado de trofozoito, es decir, son viables con total disposicion para
realizar la division celular por hallarse adheridas a la monocapa en el fondo del frasco de cultivo

de tejidos.

La experimentacion del cultivo axénico con mas cantidad de medio PYG (50,00 ml) y
una menor cantidad de inéculo de amebas (10,00 pl) mostré una mejor disposicion en espacio
y cantidad de Acanthamoeba castellanii (Figura 4), ya que se logré una confluencia del 60 %.
Esto permiti6 una descripcion microscopica optima de la ameba, lo que facilitd la verificacion
de la viabilidad de las amebas antes de ser infectadas, asi como la descripcién de los CPE
después de ser infectada, observandolos con mayor claridad en el campo focal.
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Figura 4. Cultivo axénico de 10,00 pl de Acanthamoeba castellanii ATTCC 30010
inoculada en 50,00 ml de medio PYG, con una confluencia celular del 60 % vista con
microscopia invertida A) lente 10 x; B) y C) lente 40 x; y, D) lente 40 x, con evidencia de

division celular

Se realizd el conteo celular del cultivo axénico diluido, ya que con este se obtuvo una
confluencia del 60 % (10,00 pl y 50,00 ml PYG), lo que se traduce a una mejor disposicion
celular en cantidad y espacio, lo que lo convirtié en el cultivo axénico mas adecuado para las
posteriores experimentaciones. Siendo asi, la contabilizacion en la cdmara de Neubauer (Figura
5) de las células de Acanthamoeba castellanii por microlitro presentes en el cultivo axénico

diluido resultd en la presencia de 1,17 x 10° amebas por microlitro de PYG producto del lavado.

Las descripciones iniciales de la inoculacion de Acanthamoeba castellanii ATCC 30010
en la microplaca de 96 pocillos transcurridas 24 horas permitieron establecer la viabilidad
inicial de las amebas antes de infectarlas (Figura 6), las cuales se muestran sanas con una
configuracion clara y vacuolas prominentes en todos los pocillos dispuestos para los diferentes
tratamientos, adheridas a la monocapa del fondo de los pocillos, por lo que revelan division
celular con normalidad. Ademas, se registr6 dentro del campo éptico entre un minimo de 28 y

un maximo de 78 células.
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Figura 5. Conteo de Acanthamoeba castellanii ATCC 30010 por microlitro, inoculada
en una proporcion de 10,00 pl de amebas por 50,00 ml de medio PYG, en una camara de

Neubauer mediante microscopia invertida

Figura 6. Cultivos axénicos de Acanthamoeba castellanii ATCC 30010 en pocillos de
la microplaca de 96 pocillos para los controles y tratamientos de las cuatro lagunas, reflejando
la viabilidad inicial de las amebas antes de infectarlas, vistas con microscopia invertida. A)

lente 20 x; B) lente 40 X, con evidencia de division celular; y, C) lente 40 x

6.2. Identificacion de los efectos citopaticos (CPE) en Acanthamoeba castellanii ATCC

30010 luego de la infeccidon
6.2.1. Efectos citopaticos (CPE) en Acanthamoeba castellanii

Respecto de los blancos, las tres repeticiones por cada laguna durante toda la
experimentacién demostraron asepsia y validez del medio PYG, sin ninguna especie o elemento
ajeno. En cuanto a las tres repeticiones por laguna de los controles positivos, Acanthamoeba
castellanii mostro division celular con normalidad sin efectos desfavorables hasta las 148 horas,
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después de las cuales las células iniciaron su proceso de desprendimiento de la monocapa por
el espacio y tiempo de inoculacion. En cuanto a los controles negativos, a las 6 hpi, el 100 %
de las células de Acanthamoeba castellanii presentaron su etapa de quiste y a las 20 hpi se
desprendieron del fondo del pocillo; etapa y disposicion que mantuvieron hasta finalizada la
experimentacion. Todo lo descrito se refleja en la Figura 7.

Figura 7. Cultivos monoxénicos de Acanthamoeba castellanii ATCC 30010 en pocillos
de la microplaca de 96 pocillos de los ecosistemas lacustres. A) Blanco (medio PYG). B)
Control negativo con Hipoclorito de sodio al 0,5 %. Y los controles positivos de las lagunas

con vista microscopica invertida con lente 10 x: C) y D)

Los cultivos monoxénicos mostraron cambios evidentes en su configuracion al cabo de
20 hpi, con cambios singulares entre las 50 — 100 hpi. Dicho esto, al finalizar el registro, se
identificaron siete cambios morfoldgicos y de comportamiento en las células: desprendimiento
celular de la monocapa, reduccion del tamafo celular y de las vacuolas, agrupamiento celular,
redondeo celular individual y en grupo, asi como lisis independiente y en racimos. A
continuacién, se muestra imagenes con la descripcion de cada CPE encontrado y el ecosistema
en el cual se observo (Tabla 3).
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Tabla 3. Evidencia y descripcion de los CPE identificados en los ecosistemas lacustres
de la ciudad de Loja

Desprendimiento de la monocapa D J C P

Reduccion del tamafio celular D J C P

Redondeo celular D J C P
Redondeo celular en agrupamiento D
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Reduccion de vacuolas D J C p

Agrupamiento celular D
Lisis celular J C P
Lisis celular en agrupamiento D

Nota: D: Laguna Daniel Alvarez Burneo, J: Laguna Jipiro, C: Laguna Carigan, P:
Laguna Punzara. La letra D, J, C o P describe la presencia del CPE. La inicial del ecosistema

lacustre afirma la presencia del CPE correspondiente.
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6.2.2. Andlisis de datos sobre la viabilidad de Acanthamoeba castellanii

6.2.2.1. Analisis grafico

Los resultados expuestos en graficas de curvas ilustran el namero de células infectadas
por un posible GV de acuerdo al CPE en funcién del tiempo (0, 20, 30, 42, 66, 100 y 148 hpi)
para las diferentes concentraciones de indculo ambiental (1:1; 1:10; 1:20). De igual forma, en
todas las gréaficas se presenta una curva referente al control positivo (C), la que se mantiene en
cero en todas las graficas a lo largo del tiempo, lo que establece la ausencia de efectos
citopaticos en las células. Por lo descrito se asume que cualquier cambio identificado en las
otras curvas se debe a una infeccion viral (GV) procedente de los indculos ambientales con los
cuales se infecté a Acanthamoeba castellanii. En este contexto, se hace un analisis de los CPE

identificados.
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Figura 8. Curvas de infeccion del desprendimiento de la monocapa (CPE) producto del
promedio de las tres repeticiones por cada uno de los tres tratamientos en funcion del tiempo,
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con sus barras de error respecto del control positivo. A) Laguna Daniel Alvarez Burneo, B)

Laguna Jipiro, C) Laguna Carigan, D) Laguna Punzara

El desprendimiento de la monocapa (Figura 8), un CPE caracterizado por la pérdida de
la capacidad de adherencia de las células al fondo del pocillo, se presentd en todas las
inoculaciones de los cuatro ecosistemas lacustres. En cuanto a las curvas de infeccion, indicaron
un incremento gradual del CPE acorde a las diluciones del indculo ambiental con una relacién
directa, es decir, el indculo no diluido (1:1) resulté en un mayor desprendimiento celular
comparado con las diluciones menores (1:10 y 1:20) la cual fue menos severa, indicando que
la concentracién del posible GV tiene un impacto directo en el nimero de células infectadas y

desprendidas.

En el caso de las células infectadas con agua proveniente de las lagunas Daniel Alvarez
Burneo (Figura 8A) y Punzara (Figura 8D), sufrieron un incremento de desprendimiento celular
con el tiempo, donde entre las 60 — 100 hpi se observé un aumento marcado del CPE. Por el
contrario, las lagunas de Jipiro (Figura 8B) y Carigan (Figura 8C), Unicamente se observd un
desprendimiento celular rapido inicial, entre las 10 — 30 hpi, manteniéndose constante en todos
los tratamientos, por lo que alcanzé un maximo temprano y no progresa significativamente mas

alla de ese punto durante el experimento.

En cuanto a las barras de error de las curvas, en la laguna Daniel Alvarez Burneo (Figura
8A), a partir de las 50 hpi, la variabilidad aumentd, especialmente en las diluciones mas altas
(1:1y 1:10), lo que sugiere que hay diferencias en la respuesta de las células al GV en estos
puntos temporales, con valores promedio similares de células desprendidas por tratamiento.
Respecto de la laguna de Jipiro (Figura 8B), al inicio, la variabilidad fue baja, pero aumenté
notablemente después de los primeros puntos temporales, indicando que hay diferencias en la

respuesta celular al tratamiento en diferentes réplicas o0 experimentos.

En la laguna de Carigan (Figura 8C), se observé que la variabilidad fue muy alta para
el inoculo 1:1, especialmente después del aumento inicial, pero fue baja para las diluciones 1:10
y 1:20, indicando respuestas mas consistentes y menos severas. Sobre la laguna de Punzara

(Figura 8D), la variabilidad se mostro baja en todos los tratamientos (1:1; 1:10; 1:20), reflejando
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similitudes entre el in6culo 1:1y 1:10, es decir, baja relacion entre la concentracion de indculo

ambiental respecto del desprendimiento celular.

La reduccion del tamafio celular (Figura 9), CPE caracteristico tras una infeccion viral,

este caso estuvo ligada directamente con otro CPE, la reduccidon de las vacuolas (Figura 10),

por lo que ambos CPE mostraron curvas de infeccién con cambios graduales idénticos en todas

las inoculaciones de los cuatro ecosistemas lacustres. Siendo asi, se analizaron sus gréaficas de

forma indistinta.
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Figura 9. Curvas de infeccion de la reduccion del tamafio celular (CPE) producto del

promedio de las tres repeticiones por cada uno de los tres tratamientos en funcion del tiempo,

con sus barras de error respecto del control positivo. A) Laguna Daniel Alvarez Burneo, B)

Laguna Jipiro, C) Laguna Carigan, D) Laguna Punzara
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En cuanto a las curvas de infeccion tanto de la reduccion del tamafio celular como la
reduccion de vacuolas, reflejaron que el incremento gradual de ambos CPE no estuvo
exactamente acorde a las diluciones del in6culo ambiental, es decir, el indculo no diluido (1:1)
resulté en CPE muy similares a las diluciones menores, con ligera reduccion de células

promedio infectadas en el indculo 1:20, pero finalizando todos los tratamientos en ambos CPE.

Lo anterior sucedié en todas las lagunas (Figura 9BCD y Figura 10BCD), excepto en la
laguna Daniel Alvarez Burneo (Figura 9A y 10A), donde el indculo 1:1 reflejo efectos en mas
células que en los in6culos ambientales menos concentrados, los que si presentaron infeccion
similar, por lo que se asume que la tendencia a la reduccion celular y de vacuolas en el

experimento no depende de la concentracién del in6culo ambiental.
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Figura 10. Curvas de infeccion de la reduccién de las vacuolas (CPE) producto del

promedio de las tres repeticiones por cada uno de los tres tratamientos en funcion del tiempo,

con sus barras de error respecto del control positivo. A) Laguna Daniel Alvarez Burneo, B)

Laguna Jipiro, C) Laguna Carigén, D) Laguna Punzara
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En todos los casos se propicid un incremento de la reduccion del tamafio celular como
la reduccidn de vacuolas con el tiempo, a partir de las 60 hpi, 100 hpi, 100 hpi y 60 hpi, en la

laguna Daniel Alvarez Burneo, Jipiro, Carigan y Punzara, respectivamente.

En cuanto a las barras de error de las curvas del CPE de la reduccién celular y de
vacuolas (Figura 9 y Figura 10), la variabilidad aument6 en la laguna Daniel Alvarez Burneo,
a partir de las 40 hpi, especialmente en las diluciones mas altas (1:1y 1:10), lo que sugiere que
hay diferencias en la respuesta de las células al GV en estos puntos temporales, con valores
promedio similares de células infectadas por tratamiento. Respecto de las lagunas de Jipiro,
Carigan y Punzara, la variabilidad fue baja en todos los puntos temporales de las curvas, por lo

que las medias se percibieron como representativas y precisas en estos tratamientos.
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Figura 11. Curvas de infeccion del redondeo celular (CPE) producto del promedio de
las tres repeticiones por cada uno de los tres tratamientos en funcion del tiempo, con sus barras
de error respecto del control positivo. A) Laguna Daniel Alvarez Burneo, B) Laguna Jipiro, C)

Laguna Carigan, D) Laguna Punzara
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Sobre el redondeo celular, definido por Fukaya y Takemura (2023) como un CPE
generalista ocasionado tras la infeccion de un GV en Acanthamoeba castellanii, se debe indicar

que todas las inoculaciones de los cuatro ecosistemas lacustres lo presentaron (Figura 11).

En cuanto a las curvas de infeccion del redondeo celular (Figura 11), el incremento
gradual de células promedio redondeadas no se relaciond directamente a las diluciones del
in6culo ambiental, ya que, aunque el in6culo no diluido (1:1) resultd superior en nimero de
células infectadas, fue bastante similar al nmero de infectadas bajo diluciones menores, con
una ligera reduccion de células promedio infectadas en el in6culo 1:20, donde al final de la
experimentacion las lagunas de Jipiro, Carigan y Punzara (Figura 11BCD, respectivamente)
presentaron este efecto. Siendo asi, se asume que de la concentracion del indculo ambiental no

depende la tendencia al redondeo celular.

Lo descrito anteriormente no ocurrié en la laguna Daniel Alvarez Burneo (Figura 11A)
donde, aunque el indculo 1:1 reflejo efectos en mas células que en los indculos ambientales
menos concentrados, al inicio de la infeccion (20 hpi) el in6culo 1:10 exhibié mayor nimero
de células infectadas en ese lapso, pero fue bastante claro que al final de la experimentacion las

celulas no se estabilizaron en un redondeo celular independiente.
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Alvarez Burneo
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Como se describe en la Figura 12A, las células del pocillo de la laguna Daniel Alvarez
Burneo se redondearon formando racimos (redondeo celular en agrupamiento) y/o, en la Figura
12B, se presento la tendencia a la conformacion de grupos celulares (agrupamiento), efectos
que si presentaron relacién directa entre diluciones, es decir, que el mayor nimero de células

infectadas fue dependiente de una mayor concentracion de in6culo ambiental.

Lo dicho anteriormente se visualizd Unicamente en esta laguna, no asi en las lagunas de
Jipiro, Carigan y Punzara, donde las células se redondearon (Figura 11BCD, respectivamente),
pero no de forma grupal, representando un incremento gradual de circularidad a partir de las 70
hpi. En cuanto a las barras de error de las curvas del redondeo celular, las lagunas de Jipiro,
Carigan y Punzara, mostraron que una baja variabilidad en todos los puntos temporales, por lo

que las medias se perciben como representativas y precisas en estos tratamientos.

A diferencia de la laguna Daniel Alvarez Burneo, en la que la variabilidad de las curvas
de infeccidon del redondeo celular independiente aumento de las 20 — 50 hpi (Figura 11A), lo
que sugiere que hay diferencias entre los valores promedio calculados entre repeticiones por
tratamiento; sin embargo, el redondeo grupal (Figura 12A) y/o agrupamiento (Figura 12B),
disponen de un error superior en el promedio de las repeticiones entre las 30 — 70 hpi del inculo
1:1, en oposicion a los errores temporales de los demas indculos ambientales de este caso, en

los cuales la media de las repeticiones fue bastante representativa.

La lisis celular, fue otro efecto citopéatico originado por los indculos ambientales en
todos los tratamientos de las cuatro lagunas, caracterizado por la desintegracion celular de
Acanthamoeba castellanii. En este sentido, las curvas de lisis celular (Figura 13) indican que el
incremento gradual de las células promedio lisadas fueron proporcionales a la concentracion
del inéculo ambiental, es asi que, el indculo no diluido (1:1) resultd superior en nimero de
células infectadas en el tiempo que la dilucion 1:10, y ésta de igual forma superior a la dilucion
1:20; todo esto a partir de las 40 hpi. Este efecto fue identificado desde las primeras horas de
inoculacion (20 hpi) hasta el final de la experimentacion (148 hpi), donde todas las lagunas
presentaron este efecto (Figura 13BCD), con ciertas excepciones en la laguna Daniel Alvarez

Burneo.
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En la laguna Daniel Alvarez Burneo la lisis celular se presenté de forma diferente, ya

que para lisarse se formaron racimos o lisis en agrupamiento (Figura 13A). A partir de las 40

hpi y 70 hpi se identifico la presencia de este CPE, con relacion directa entre la cantidad de

indculo ambiental y el numero de células lisadas en el tiempo por tratamiento. Ademas, las

barras de error muestran que la variabilidad de las curvas promedio de lisis grupal del inéculo

1:1 y 1:10 fue elevada, lo que corrobora que hay diferencias entre los valores promedio

calculados entre repeticiones por tratamiento. Pero en cuanto a las barras de error de las curvas

de lisis de las lagunas de Jipiro, Carigan y Punzara (Figura 13BCD), la variabilidad fue baja en

todos los puntos temporales, con ciertos incrementos a las 100 y 148 hpi, por lo que las medias

se perciben como representativas en estos tratamientos.

Lisis celular en agrupamiento Lisis celular
0
40
ol Dilucién ® Dilucién
- del 5 del
5 : 5 .
£ in6culo B3 inéculo
2 ambiental D ambiental
] 3
o 11 P 11
° 3 ] -
E 1:10 E 1:10
z* - 120 4 - 120
c c
10
4
0 £ 11
50 100 15 0 50 100
Tiempo (hpi) Tiempo (hpi)
Lisis celular Lisis celular
C 0
40 40
- Dilucién - Dilucién
‘_3“ del 0 del
3 in6culo 230 in6culo
% 3 =
ambiental 53 ambiental
8 3
° 1:1 5 11
2 } - 1:10 T -
Ex E2 ) 110
z - 1:20 3 -~ 120
¥ c c
4 10 '
Vi + i
§ y e
> T ¥
0 0
0 50 100 150 0 50 100
Tiempo (hpi) Tiempo (hpi)

Figura 13. Curvas de infeccién de la lisis celular (CPE) producto del promedio de las

tres repeticiones por cada uno de los tres tratamientos en funcion del tiempo, con sus barras de

error respecto del control positivo. A) Laguna Daniel Alvarez Burneo (lisis en agrupamiento),

B) Laguna Jipiro, C) Laguna Carigan, D) Laguna Punzara
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En cuanto a la presencia de células sanas durante los tratamientos (Figura 14ABCD), el
conteo de éstas permitio establecer curvas para compararlas con el control positivo, en el cual
se contabilizaron también las células sanas. Este contraste refleja cémo las células de
Acanthamoeba castellanii sin infectar ejecutaron division celular de forma creciente sin
interrupcion, esto hasta que su confluencia en espacio lo permitio. Por el contrario, el nimero
promedio de células sanas de los tratamientos fue decreciente, por contener inoculacion
ambiental. En cuanto al error graficado, se describe como poco significativo, por lo que las

curvas promedio fueron consideradas como precisas.
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Figura 14. Curvas de células sanas producto del promedio de las tres repeticiones por
cada uno de los tres tratamientos en funcién del tiempo, con sus barras de error respecto de las
células sanas (trofozoito) del control positivo. A) Laguna Daniel Alvarez Burneo, B) Laguna

Jipiro, C) Laguna Carigén, D) Laguna Punzara
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6.2.2.2. Analisis estadistico

Confirmada la ausencia de distribucion de datos a través de la prueba Shapiro-Wilk (p-
valor < 0,05), se obtuvo un nDMS (Figura 15) y la prueba no paramétrica PERMANOVA
(Figura 16). En el anélisis multivariado nDMS del conjunto de datos agrupados por localidad
(Figura 15), las distancias euclidianas muestran la similitud entre ecosistemas, por lo que,
cuanto mas préximos estén (Jipiro, Carigan y Punzara), mas similares son. En cuanto al stress
(0,03 < 0,05), refleja de manera fiel las relaciones entre lagunas en el espacio original. Asi, los
datos entre las lagunas de Jipiro, Carigan y Punzara fueron bastante similares entre si, pero
diferentes a los datos de la laguna Daniel Alvarez Burneo. Lo que hace suponer que la infeccion
viral entre las primeras lagunas es efecto de un posible ente en comun, a diferencia de la Gltima

laguna cuyo efecto podria corresponder a un posible ente diferente.
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Figura 15. Gréafica de andlisis multivariado Non-metric Multidimensional Scaling
(MDS) aplicando distancias Euclidianas sobre la dispersion o variabilidad entre los grupos de
datos de cada ecosistema lacustre (negro: Laguna Daniel Alvarez Burneo; verde: Laguna de

Jipiro; turquesa: Laguna de Carigan; naranja: Laguna de Punzara)

En cuanto al conjunto de datos agrupados por tratamiento especificado, para cada

laguna, estos no fueron significativamente diferentes entre el tratamiento con inoculacion 1:1y
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1:10, mientras que el tratamiento 1:20 si presentd diferencias significativas. Esto es consistente
con el analisis grafico, donde se logré identificar durante la experimentacion que los dos
primeros tratamientos presentaron tendencia de infeccion gradual bastante similar entre si, en
comparacion en el tratamiento mas diluido, el cual tuvo una tendencia inferior, consistente con
la concentracion del indculo. Lo anterior por CPE. Respecto de las tres repeticiones por
tratamiento, para cada CPE, estas no mostraron diferencias significativas, por lo que debido a
la similitud de simulacion de efectos citopaticos entre ellas se asume que en cada repeticion el

posible ente infeccioso fue el mismo.
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Figura 16. Gréficos de dispersion de puntos (PERMANOVA) sobre la similitud de
infeccion viral (nimero de células de Acanthamoeba castellanii infectadas) de los diferentes
CPE identificados entre ecosistemas lacustres (D: Laguna Daniel Alvarez Burneo; J: Laguna
de Laguna de Jipiro; C: Laguna de Carigdn; P: Laguna de Punzara). Las variables estan
agrupadas considerando los tiempos post infeccion, los tres tratamientos y las tres repeticiones
correspondientes a cada tratamiento de cada ecosistema lacustre en funcion del nimero de

células.
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En cuanto a la similitud de la posible infeccion viral entre ecosistemas lacustres (Figura
16), el desprendimiento celular de la monocapa se comportd de forma diferente en todas las
lagunas, en concordancia con lo reflejado en el andlisis gréafico, en el cual es bastante evidente
el comportamiento diferenciado entre lagunas. Sobre la disminucion del tamafo celular fue
significativamente similar (p > 0,001) entre todas lagunas, al igual que el comportamiento de
las células sanas en todos los tratamientos, de forma que van disminuyendo en nimero con el
tiempo. En cuanto al redondeo vy lisis celular, asi como la reduccion de las vacuolas de las
celulas, se presentaron de forma similar en todas las lagunas, excepto en la laguna Daniel
Alvarez Burneo, lo cual es consistente con los CPE diferentes que ésta presenté frente al resto
de lagunas, ya que la infeccion viral si ocasion6 redondeo celular, pero de forma agrupada al

igual que la lisis.

Prueba de Friedman

Desp Tamafio menor Circ Lisis Vac Lisis agrup Circ Agrup Sanas T? 8]
4.46 5.80 4.42 3.88 5.99 2522 2.68 6.55 226.55 <0.0001

Minima diferencia significativa entre suma de rangos = 72.432

Tratamiento Suma(Ranks) Media(Ranks) n

Lisis agrup 559.00 2.22 252 A

Circ Agrup 675.00 2.68 252 B

Lisis 971.50 3.88 252 C

Circ 1134..50 4.42 252 D

Desp 1124.00 4,46 252 D E

Tamafio menor 1462.50 5.80 252 F

vac 1509.50 5.99 252 F G

Sanas 1650.00 6.55 252 H
Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.050)

Figura 17. Comparacion entre variables o CPE registrados respecto de las medias
significativamente diferentes mediante la prueba de Friedman

Respecto del analisis entre variables o efectos citopaticos suscitados, se logro identificar
similitudes (p > 0,05) entre CPE, es decir, variables que son congruentes entre si. Para ello se
muestra la Figura 17, en la cual es claro que el desprendimiento celular y el redondeo celular
se presentaron y comportaron de forma semejante durante la infeccion respecto del tiempo post

infeccion, al igual que sucedio entre la reduccion del tamafio celular y disminucion de vacuolas.
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Esto permiti6 identificar que, a medida que el posible ente infectante genera disminucion del

tamario celular, también produce disminucion de vacuolas.

Con énfasis en los andlisis celulares, gréaficos y estadisticos de los CPE descritos se
establece que los CPE en Acanthamoeba castellanii si variaron al ser infectada con posibles
GV provenientes de muestras ambientales de diferentes lagunas. En este sentido, la laguna
Daniel Alvarez Burneo present6 una infeccion viral diferente a la de las lagunas de Jipiro,
Carigan y Punzara. Sin embargo, en todos los ecosistemas vario el nimero de células viables

de Acanthamoeba castellanii en el tiempo durante la fase de infeccion.

6.3. Identificacion o determinacion de posibles virus nucleocitoplasmaticos de ADN de

gran tamafo infectantes de acuerdo a los CPE de Acanthamoeba castellanii

En cuanto a la morfogénesis de las células producto de la infeccion con inoculos
ambientales de las lagunas de Jipiro y Carigan, presentaron desprendimiento de escasas (8-10
células) células solo hasta las 30 hpi, mientras que las células infectadas con agua de la laguna
de Punzara se fueron desprendiendo gradualmente durante toda la experimentacion. Fuera de
dicha especificacion, las tres lagunas presentaron infeccion viral que ocasiond que las células
se redondeen sin agruparse, conforme se reducian sus vacuolas y su tamafio (20 hpi),
desembocando todas finalmente en lisis celular. De igual manera, la division celular se registro
hasta las 20 hpi, y posteriormente no se identificd incremento de células sanas producto del
primer proceso. Por lo indicado, se asumi6 como una especie de infeccion viral igual para estos

tres ecosistemas.

La morfogénesis de las células infectadas con indculos de la laguna Daniel Alvarez
Burneo progresivamente presentaron la reduccion del tamafio celular y de vacuolas (20 hpi),
las que posteriormente se fueron desprendiendo de la monocapa (40 hpi) cuando se tornaban
circulares formando agrupamientos celulares, los que a partir de las 40 hpi iniciaron proceso de
lisis. Cabe indicar que las células presentaron divisién celular hasta las 20 hpi; sin embargo,

en el resto de puntos temporales no se registro incremento del nimero de células sanas.

En cuanto a la indagacion de investigaciones relacionadas a la infeccion viral reconocida

en las lagunas de Jipiro, Carigan y Punzara, el estudio realizado por Fukaya y Takemura (2021),
acerca del analisis cuantitativo de cambios morfologicos y de comportamiento de
45



Acanthamoeba castellanii infectada con virus gigantes, afirma que el Kytovirus, el Mimivirus,
el Medusavirus, y el Pandoravirus, todos GV, ocasionan en Acanthamoeba castellanii CPE
generales como el redondeo celular inducido por la infeccion, asi como la inhibicién de la
division celular y la disminucion de la movilidad. En este sentido, esta investigacion no registro
motilidad por circunstancias metodoldgicas, pero si los dos primeros CPE, cambios inminentes
de los virus gigantes mencionados, por lo que se avaluaron los cambios singulares de dichos
GV.

La investigacion de Fukaya y Takemura (2021) registra que el Kytovirus tiene un ciclo
de replicacion extremadamente rapido. EI CPE maés notable que muestra es la reduccién del
tamafio celular junto con la diminucion de vacuolas después de 2 hpi, y termina casi de
inmediato a las 12 hpi. Siendo asi, se descarto la presencia de Kyotovirus en esta

experimentacion.

De acuerdo al estudio de Fukaya et al. (2023) en el cual se analizan los cambios
morfoldgicos y de comportamiento de células amebales tras la infeccion viral, capturados en
iméagenes microscopicas, mediante el algoritmo de analisis cinético basado en contraste de fase
para amebas (PKA3), se reconoce que la estrategia de infeccion de Medusavirus en
Acanthamoeba castellanii, consiste en que al tiempo que el nicleo incrementa de tamafio, por
el contrario las vacuolas y el tamafio celular se reducen, donde ademas el contorno celular se
dispone de forma circular a partir de las 12 hpi. Asimismo, Fukaya et al. (2023) establecen que
el incremento del nucleo se debe a que este GV replica su ADN en esta seccion de la ameba y
que la division celular se detiene tras 1 hpi. Lo descrito es compartido también por Takemura
(2020) y Tokishawa et al. (2019), y también suplementado con la afirmacion de que
Acanthamoeba castellanii es el huésped ideal de laboratorio para la identificacion de

Medusavirus.

Lo anterior es bastante consistente con los CPE descritos para las lagunas de Jipiro,
Carigan y Punzara, no obstante, de acuerdo a Fukaya y Takemura (2021), a mas de los CPE
indicados como universales, la infeccion de Medusavirus ocasiona comportamientos giratorios
y enquistamiento a Acanthamoeba castellanii, ademas de cierto grado de incremento de tamario
celular hasta antes de las 12 hpi. Del mismo modo, tras el mayor incremento de células de
menor tamafo (96 hpi), el promedio de redondeo se torna menor, lo cual se debe al inicio de
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procesos de lisis celular (Fukaya y Takemura, 2021.; Yin et al., 2012). De igual forma Zhang
et al. (2021) mencionan que el perfil transcripcional de los genes de Acanthamoeba castellanii
y su morfologia se altera enormemente después de la infeccion de Medusavirus, haciendo
énfasis en la variacion del tamafio celular y de vacuolas, pero también establecen la formacién

de quistes, lo cual es compartido por Yoshikawa et al. (2019).

Dicho lo anterior, el comportamiento rotacional, el enquistamiento, el aumento de
tamafio celular de Acanthamoeba castellanii antes de las 12 hpi, y en particular, la disminucion
del efecto de redondeo luego del incremento de células de menor tamafio, no fueron
identificados en esta experimentacién. Es asi que, por todas las aseveraciones descritas, se
descart6 la posible presencia de Medusavirus en las inoculaciones de las tres lagunas: Jipiro,

Carigan y Punzara.

En cuanto al Pandoravirus, es un virus gigante con un comportamiento idéntico al
Medusavirus, con la unica diferencia de que mientras el segundo replica su ADN en el nlcleo
de la ameba, el primero causa confusién en el nucleo de Acanthamoeba castellanii (Fukaya y
Takemura, 2021; Philippe et al., 2013). Dicho lo anterior, de igual manera que el Medusavirus,
se asumio que los CPE registrados en Acanthamoeba castellanii producto de la infeccion con
indculos ambientales provenientes de las lagunas de Jipiro, Carigdn y Punzara no fueron

ocasionados por Pandoravirus.

En cuanto al Mimivirus, el primero reconocido, promueve una morfologia post
infeccion viral en Acanthamoeba castellanii con CPE congruentes a los descritos en esta
investigacion. De acuerdo al estudio de Dos Santos et al. (2021), el género Acanthamoeba es
un hospedero conocido de Mimivirus, lo cual coincide con Abrah&o et al. (2014), quienes
establecen a Acanthamoeba castellanii como hospedero amebal para su aislamiento, aunque
haya sido descubierto mediante Acanthamoeba polyphaga. Dos Santos et al. (2021) indican que
el ciclo de replicacién de este virus en la ameba se da mediante fagocitosis y al crecer la fabrica
viral se reorganiza la morfogénesis hasta culminar en lisis celular, para liberar las particulas

virales; lo cual de igual forma fue consistente con lo registrado en este estudio.

A lo anterior deben sumarse las especificaciones del ciclo viral de Mimivirus que, de

acuerdo a Fukaya y Takemura (2021), las células amebales sanas o en estado de trofozoito a
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partir de las 18 hpi de este GV, se reducen, y a partir de aproximadamente las 30 hpi la presencia
de células en etapa de trofozoito es casi nula. Asimismo, Fukaya y Takemura (2021) enfatizan
ademas en que la disminucion del tamafio celular y de vacuolas, asi como el incremento de
circularidad y de distancia de movimiento, comienzan y terminan simultaneamente. De igual
forma, Yaakov et al. (2019) y Fukaya et al. (2020) mencionan que la infeccion por Mimivirus

provoca una creciente y gradual circularidad en las células amebales.

Todo lo descrito anterior fue consistente con lo sucedido en este estudio, a excepcién de
la distancia de movimiento, pero es un parametro que no fue evaluado en esta investigacion,
por lo que se asumi6 que los CPE registrados en Acanthamoeba castellanii producto de la
infeccion con indculos ambientales provenientes de las lagunas de Jipiro, Carigan y Punzara

pudieron ser ocasionados posiblemente por el Mimivirus.

En cuanto a la revision bibliografica sobre la morfogénesis tras la infeccién viral que se
reconoci6 en la laguna Daniel Alvarez Burneo, se centrd en investigar GV registrados que
ocasionen, como en esta investigacion, congregaciones celulares en Acanthamoeba castellanii

0 racimos.

De acuerdo a Fukaya et al. (2020), el Tupanvirus, el Kashiwazakivirus y el Hokutovirus
infectan células de Acanthamoeba castellanii haciendo que formen aglomeraciones celulares
Ilamadas racimos. Es mas, el estudio de Machado et al., (2022), indica que la infeccion viral
que genera racimos celulares en amebas es producida por Tupanvirus. La investigacion de
Oliveira et al. (2019), establece que el ciclo de replicacion de Tupanvirus, consiste en ingresar
a las amebas mediante fagocitosis, en las que ensamblan su fabrica viral y producen una nueva
morfogénesis celular. La infeccion resulta en cambios a nivel morfolégico y de
comportamiento, y pronto pasa a lisis para liberar viriones que contindan con la replicacion
viral (Abrah&o et al., 2018; Andrade et al., 2017).

Oliveira et al. (2019), establecen que los CPE generados por el Tupanvirus son bastante
similares a los generados por el Mimivirus, lo que es consistente con lo que se registrd en este
estudio. En esta misma linea, Oliveira et al. (2019) indican que los racimos se forman a partir
de las 12 hpi como a las 24 o0 30 hpi, es decir, en temporalidades variadas, no obstante, aquellos

mas antiguos, 24 horas luego de su aparicion, tienden a lisarse o hallarse muy dafiados, lo que
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coincidio con la morfologia y comportamiento de las células post infeccion de esta
investigacion. Por todo lo anterior se asumid que el posible GV infectante de Acanthamoeba
castellanii proveniente de los indculos ambientales de la laguna Daniel Alvarez Burneo fue

posiblemente el Tupanvirus.
7. Discusion

Para identificar GV, es necesario comprender y detallar como estos acttan en las células
del hospedero, por lo que esta investigacion consistio en evaluar la viabilidad o capacidad de
crecimiento y supervivencia de las células de Acanthamoeba castellanii, evidenciada en la
presencia o no de CPE, tras ser infectadas con indculos ambientales con posibles GV de las
lagunas Daniel Alvarez Burneo, Jipiro, Carigan y Punzara; todas pertenecientes a la ciudad de
Loja. Con dicho fin, esta investigacion experimental logro desarrollar cocultivos de amebas y
muestras ambientales, asi como identificar la presencia de CPE celulares amebales,
consiguiendo asi percibir la presencia indirecta de GV en todas las localidades. Finalmente, el
detalle de los CPE en cuanto a tipo de CPE, nimero de células infectadas y el tiempo de
ocurrencia de la infeccidén permitio describir los posibles GV responsables de esos cambios

estructurales en las células amebales.

Los GV son ubicuos, capaces de habitar desde ecosistemas acuaticos hasta terrestres,
ambientes naturales o artificiales, y bajo condiciones ambientales normales e inhospitas
(Colson et al., 2017). Boratto et al. (2020) explican que, la presencia de este tipo de virus es
incuestionable en ecosistemas acuaticos como rios y lagunas urbanas asociadas a procesos de
acidificacion y eutrofizacion, ya que prefieren entornos naturales caracterizados por la

presencia de particulas organicas.

En cuanto a la descripcion del area de estudio, la publicacién de Camargo et al. (2005)
establece que la temperatura, el pH, la conductividad y el oxigeno disuelto, son parametros que
afectan la estructura de las comunidades de organismos que habitan en las aguas y dicha
alteracion es posible tanto a nivel macro como microscépico. Siendo los parametros

mencionados los que se evaluaron en los entornos de muestreo de este estudio.

El pH de las lagunas estudiadas en la presente investigacién mostré que la quimica del
agua es afin a posibles procesos de eutrofizacion de acuerdo al estudio de Wang et al. (2022),
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quienes expresan que las causas de cambio de nutrientes y de eutrofizacion en ecosistemas
acuaticos son influenciadas de forma determinante por el pH y el oxigeno disuelto. En cuanto
al oxigeno disuelto, este parametro estuvo subordinado a sistemas de aireacion artificial durante
la toma de muestras en los sitios descritos, por 1o que este no revela una caracterizacion
consistente. Respecto del valor de los sélidos suspendidos (>100 mg/l) de la laguna Daniel
Alvarez Burneo, éste indic6 capacidad insuficiente de dispersion o absorcion de la luz del agua,
lo que se relaciona directamente con la turbidez e ineficiencia en procesos celulares de los
organismos acuaticos. La misma laguna dispone de una capacidad de conduccion eléctrica que

exhibe elevada presencia de sales o procesos de mineralizacion.

Por lo descrito, es cierta la diferencia del entorno en la que se desarrolla la laguna Daniel
Alvarez Burneo respecto del resto de lagunas (Jipiro, Carigan y Punzara), donde cabe indicar
que la primera es un sitio de mayor concurrencia dada su ubicaciéon mas cercana a poblados.
Asi también, mediante la observacion directa y caracterizacion de los ecosistemas se asume la
presencia de eutrofizacion en dichos sitios; sin embargo, esto debe ser dilucidado en una futura

investigacion especializada.

Con el desarrollo del cultivo axénico de Acanthamoeba castellanii ATCC 30010
(100,00 pl de amebas y 25,00 ml PYG) expuesto a incubacion (30,00 °C), se logré obtener
cepas amebales en su etapa de trofozoito con una confluencia celular del 90 — 100 %, al cabo
de seis dias, tiempo semejante a los estudios de Machado et al. (2022) y Vasquez (2024),
quienes emplearon entre 3 — 5 dias. No obstante, el requerimiento experimental de obtener
amebas mejor dispuestas en espacio y cantidad se alcanz6 diluyendo el primer cultivo axénico
(100,00 pl de amebas y 25,00 ml PYG), es decir, reduciendo la cantidad de amebas inoculadas
e incrementando el medio PYG (10,00 pul de amebas y 50,00 ml PYG).

Machado et al. (2022) informan que la dilucion celular es una técnica efectiva para
obtener células mas dispersas que permitan el recuento celular. Fukaya y Takemura (2023)
ejecutaron una dilucion distinta del cultivo axénico de Acanthamoeba castellanii, pero con el
mismo fin que esta investigacion, aplicando agua destilada, no medio PYG, durante la
disposicion de las amebas en la placa de 96 pocillos para obtener un volumen total de 400,00
pl con células en suspension diluidas en menor concentracion. Con ello, esta experimentacion

establece que incrementar el medio de cultivo PYG y disminuir la cantidad de in6culo de
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Acanthamoeba castellanii ATCC 30010, permite una observacion y descripcién microscopica
Optima de las amebas, facilitando su disposicion en espacio y cantidad, antes y después de ser

infectada.

Por otra parte, el control positivo (Figura 14), que trata de células de Acanthamoeba
castellanii dispuestas sin inoculacion con muestras ambientales, durante las 148 hpi de
experimentacion mostrd crecimiento exponencial, dada la nula presencia de CPE, tal como se
muestra en todas las curvas de infeccion. Lo expuesto destaca la cabida de la ameba para
mantener su capacidad de division celular, incrementando su poblacién con el tiempo, sin que
su viabilidad se vea comprometida, siempre que no exista un inéculo externo impuesto, que
irrumpa en su desarrollo. Por el contrario, el control negativo (Figura 7B) deja entrevisto que
otra sustancia, no especificamente un posible ente, como el hipoclorito de sodio (0,50 %), hace
que las células amebales pierdan viabilidad, pero con un efecto instantaneo de enquistamiento
(6 hpi), ya que este compuesto causa a las amebas un efecto de irrupcion del desarrollo celular
(Kardaras et al., 2023), mas no CPE como los descritos para los demas tratamientos de las

lagunas.

Durante todos los tratamientos, la division celular se detuvo a las 20 hpi, lo que reafirma
junto con el quebranto de proporcién de células sanas (Figura 14) en comparacién con el control
positivo (Figura 14), que la viabilidad de las células amebales depende de la no exposicion a
inoculos ambientales, los mismos que generaron CPE porque posiblemente contenian GV. El
analisis de la viabilidad de Acanthamoeba castellanii frente a inoculos ambientales con posibles
GV determind como estos afectaron la supervivencia y reproduccion de esta especie amebal,
mediante el conteo, captura fotografica, observacion y descripcion celular. La identificacion de
los CPE descritos permitié asi también entender la interaccion entre los posibles GV y su
hospedero Acanthamoeba castellanii, logrando asi indagar en sus mecanismos de infeccion

celular.

El anélisis estadistico multivariado no métrico multidimensional (MDS), muestra escaza
dispersion o variabilidad entre los grupos de datos de las lagunas Jipiro, Carigan y Punzara, a
diferencia de la laguna Daniel Alvarez Burneo, la cual presenta evidente variacion respecto de
los tres primeros ecosistemas, dada la caracterizacion de CPE de agregaciones celulares
amebales que no fueron identificados en las tres primeras lagunas mencionadas. Estos hallazgos
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y descripcion general, tras el desarrollo de inoculaciones (cocultivos) con los tres diferentes
tipos de tratamientos y las tres repeticiones de cada uno para cada ecosistema lacustre, dada la
morfogénesis de las células producto de la infeccidn con indculos ambientales de las lagunas
de Jipiro, Punzara y Carigén, se asumio como una especie de infeccion posiblemente viral igual
para estos tres ecosistemas. En dicho contexto, se adjudicdé que, la morfologia y
comportamiento de las células post infeccién con muestras de agua de dichas lagunas, fueron
causados posiblemente por el Mimivirus, debido a que las caracteristicas identificadas eran
consistentes con los CPE generados por este GV en Acanthamoeba castellanii, de acuerdo a los
reportado por Abrahéo et al. (2014), Fukaya y Takemura (2021) y Dos Santos et al. (2021).

Por lo anterior, se establece que posiblemente el Mimivirus es un ente que reside en los
ecosistemas lacustres Jipiro, Punzara y Carigan. Y aunque el Mimivirus fue reconocido gracias
a Acanthamoeba polyphaga, también Acanthamoeba castellanii es un hospedero conocido de
Mimivirus, segun lo establece Abrahdo et al. (2014). EI Mimivirus promueve una morfologia
post infeccidn viral en Acanthamoeba castellanii con CPE congruentes a los descritos en esta
investigacion y a aquellos identificados por el estudio de Dos Santos et al. (2021), quien indica
que el ciclo de replicacion de este GV en la ameba ocurre mediante fagocitosis y al crecer la
fabrica viral se reorganiza la morfogénesis hasta culminar en lisis celular, para liberar las
particulas virales. De igual forma con lo establecido por Fukaya y Takemura (2021), quienes
expresan que las células amebales sanas o en estado de trofozoito a partir de las 18 hpi de este
GV, se reducen, y a partir de aproximadamente las 30 hpi la presencia de células en etapa de

trofozoito es casi nula.

Congruentemente con lo registrado en esta experimentacion, Fukaya y Takemura (2021)
enfatizan ademas en que la disminucién del tamafio celular y de vacuolas, asi como el
incremento de circularidad en Acanthamoeba castellanii, infectada por Mimivirus, comienzan
y terminan simultaneamente, lo que reafirma la idea de que la infeccion viral sea posiblemente
causada por dicho GV. De igual forma, Yaakov et al. (2019), menciona que la infeccion por
Mimivirus provoca una creciente y gradual circularidad en las células amebales (Fukaya et al.,
2020), tal como lo mostraron las curvas de infeccidn de las lagunas de Jipiro, Carigan y Punzara
en esta investigacion. Fukaya y Takemura (2021) establecen que el incremento de la distancia
de movimiento celular de las amebas es un CPE de Mimivirus; sin embargo, la distancia de

movimiento es un CPE que no fue evaluado en la presente investigacion.
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Por el contrario, la infeccion con inculos ambientales de la laguna de la Daniel Alvarez
Burneo, aunque presentd la misma morfogénesis inicial que las lagunas de Jipiro, Punzara y
Carigan, adicionalmente mostr6 agregacion celular junto con todos los CPE descritos para las
demas lagunas, por lo que estadisticamente los CPE de esta laguna difieren de las demas, es asi
que se asumid que esta laguna contiene un posible GV infectante distinto al de las demas
lagunas. Siendo asi, los CPE registrados en Acanthamoeba castellanii producto de la infeccion
con indculos ambientales provenientes de la laguna Daniel Alvarez Burneo fueron
posiblemente ocasionados por el Tupanvirus. Fukaya et al. (2020) y De Souza et al. (2020)
indican que en el caso del Tupanvirus, este provoca la formacién clara de racimos o cimulos
como especies de haces de células redondeadas en células infectadas, tal como se registrd
durante las horas post infeccidn en este estudio, que de acuerdo a Machado et al. (2022), esta
tendencia es caracteristica de aislados de Tupanvirus. A su vez, Oliveira et al. (2019) resaltan
que los CPE generados por el Tupanvirus son bastante similares a los generados por el
Mimivirus, a excepcion de los agregados celulares, lo que es consistente con lo que se

inspecciono en la presente investigacion.

Las investigaciones de Andrade et al., (2017), Abrahdo et al. (2018) y Oliveira et al.
(2019), coinciden en que el ciclo de replicacion de Tupanvirus, consiste en ingresar a las amebas
mediante fagocitosis, y durante el ensamblaje de su fabrica viral hacen que la morfogénesis de
Acanthamoeba castellanii cambie ocasionandole CPE que hacen que pierda su viabilidad, por
lo que terminan generando lisis celular para liberar viriones, donde la lisis registra

temporalidades (12 — 24 hpi) semejantes a las de la actual investigacion.

Véasquez (2024), ademéas de desarrollar protocolos de cocultivos, describe de forma
general los CPE generados por in6culos ambientales de los mismos ecosistemas estudiados en
esta investigacion, la laguna Daniel Alvarez Burneo, Jipiro, Carigan y Punzara, indicando que
la infeccion de Acanthamoeba castellanii con muestras de agua de dichos ecosistemas lacustres,
hace que las amebas pasen de su estado de trofozoito a una nueva morfogénesis caracterizada
por CPE como: el desprendimiento de la monocapa, la disminucion del tamafio celular, el
redondeo celular, la reduccién o ausencia de vacuolas y la lisis celular. Lo anterior es
consistente con los hallazgos del presente trabajo, a excepcion de la ausencia de descripcién de
formaciones de agregados celulares del tratamiento con agua proveniente de la laguna Daniel
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Alvarez Burneo. Esta prorrogacion en la formacion de agregados celulares hace suponer la

posibilidad de presencia de diferentes virus en un mismo ecosistema lacustre.

Se debe indicar que Acanthamoeba castellanii en el ambiente, ademas de ser precursora
de los ciclos biolégicos y biogeoquimicos (Santos y Carrapico, 2011) y depredadora amebal
potencial de bacterias patdgenas (Cianobacterias y Firmicutes) y hongos (Bonkowski, 2004),
es también consumidora de bacterias no patdgenas y causante de patologias como la queratitis
(Lorenzo-Morales et al., 2015), resaltando la necesidad de un organismo, elemento o como en
este caso, un ente (GV), que regule la viabilidad amebal y evite la sobrepoblacién que pongan

en riesgo otras especies.

En este contexto, esta investigacion establece que los posibles GV presentes en las
lagunas muestreadas, consecuentemente ubicuos igual que sus hospederos (Brandes y Linial,
2019), afectan la viabilidad de Acanthamoeba castellanii en su ambiente natural, controlando
su crecimiento poblacional en los ecosistemas lacustres de Daniel Alvarez Burneo, Jipiro,
Carigan y Punzara. Esto se asume en funcion del estudio de Fukaya y Takemura (2021), en el
cual se explica que los GV controlan el incremento y desarrollo poblacional de Acanthamoeba
castellanii en ambientes acuéticos, es decir, que de estos depende en gran medida la viabilidad
celular de ésta y otras especies amebales. Cabe recalcar entonces, que el equilibrio ecoldgico
esta sujeto a interacciones que regulen los conjuntos poblacionales en el ambiente, tal como lo
hace dicha interaccion, por lo que la posible presencia de GV en dichos ecosistemas se asume

como positiva.

En cuanto a la conservacion y aprovechamiento de los recursos genéticos, esto es
posible si se desarrollan estudios que identifiquen y describan organismos, elementos y entes,
como los virus gigantes, cuyo campo de estudio es bastante incierto y desconocido. Este tipo
de investigaciones ofrecen perspectivas sobre la biologia celular para comprender la evolucion
de los huéspedes, pero también de sus distintos hospederos. Ademas, la individualizacién de
los GV representa futuras herramientas genéticas donde se apliquen los ORFans contenidos en
estos entes con fines de edicion genética o para aislar enzimas con aplicaciones técnicas
sostenibles a nivel ambiental, como la biorremediacion, o para frenar problemas de salud

publica, como patologias derivadas de amebas.
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A razon de la viabilidad metodol6gica de este estudio, las investigaciones recientes
emplean técnicas complementarias a la microscopia Optica temporal, de modo que logran
capturar imagenes por lapsos més cortos (30 segundos), para recrear series 'y con ellas peliculas
de las células infectadas (Fukaya y Takemura, 2023); esto permite no solo ver los cambios
celulares a nivel estructural sino también a nivel de comportamiento, como los registros de
cambios de la movilidad o de tendencias celulares giratorias post infeccién (op. cit.). Lo anterior
es afectivo a nivel analitico, ya que se observan comportamientos que no se podrian registrar
sin esas cintas de imégenes, ademas de que se optimiza el tiempo al procesar mayor cantidad
de tratamientos y diluciones simultaneamente. Es asi que en cuanto a experimentos adicionales
respecto del reconocimiento de CPE post infeccidn, es necesario ejecutar averiguaciones con
técnicas y equipos con una capacidad mayor, para dar paso a la identificacion de efectos a nivel
de comportamiento movil, como el estudio de Fluakaya y Takemura (2023), en el cual se
reconoce la disminucion o aumento de la movilidad celular, asi como efectos giratorios de las

células.

En este contexto, para profundizar en el entendimiento de la interaccion entre
Acanthamoeba castellanii y este tipo de virus, es obligatorio ampliar los analisis a nivel
molecular mediante secuenciacion de genes. Es vital reconocer como estos entes influyen a
nivel genético a su hospedero. Esto puede indicar cbmo se da el intercambio horizontal de genes
entre diferentes especies y qué rasgos los huéspedes comparten a sus hospederos, y viceversa,

lo que podria resultar tanto contraproducente como beneficioso para alguno de los implicados.

En este sentido, rescatar lo descrito por Bisio et al. (2023), quienes establecen que la
controversia desde el descubrimiento de los virus gigantes, en cuanto a la diversidad de su
genoma y su genomica funcional, ha motivado la investigacion cientifica, lo mismo que ha
influenciado en la generacion de métodos y técnicas para reconocer su radiacion adaptativa y
evolucién, como el perfeccionamiento de la captura de imagenes microscépicas de los CPE
post infeccidn viral. Es asi que, en cuanto a los criterios metodoldgicos resumidos y aplicados
en esta experimentacion, los concentran y los confirman como un medio para identificar
posibles virus gigantes no solo procedentes de ecosistemas lacustres, sino también de otros tipos
de ecosistemas acuaticos como sistemas de aguas residuales, rios, arroyos, canales de agua,

sistemas de refrigeracién, entre muchos mas.
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Por lo mencionado, con evidencia suficiente se establece que, en todos los tratamientos,
la viabilidad de Acanthamoeba castellanii en el tiempo durante la fase de infeccién con los
posibles GV provenientes de muestras ambientales de las diferentes lagunas, se vio alterada.
Los CPE en las células amebales variaron entre las lagunas de Jipiro, Punzara y Carigan, frente
a la laguna Daniel Alvarez Burneo. Ademas, la prospeccion de los dos tipos de morfogénesis
identificadas en las células hospederas, supusieron la posible presencia de dos virus gigantes
diferentes: el Mimivirus y el Tupanvirus, respectivamente. Lo descrito refleja la posible
presencia de dos virus gigantes en ecosistemas lacustres de la ciudad de Loja, que no ha sido
reportada en muestras ambientales de ecosistemas de la provincia y el pais. Sin embargo, para

confirmar su identificacion especifica, se propone la secuenciacion genémica.
8. Conclusiones

Acanthamoeba castellanii es un protista ubicuo, igual que los virus gigantes (GV), con
potencial evidente para la identificacion de virus nucleocitoplasméaticos de ADN de gran
tamafio, por ser un hospedero comun de estos entes. Teniendo en cuenta la ejecucion de cultivos
axénicos de Acanthamoeba castellanii diluidos, se concluye que la disolucion de células
amebales, con menor inoculo de amebas y mayor cantidad de medio de desarrollo amebal PYG,
permite disponer de células en menor cantidad y con una disposicion espacial mas clara. Lo
anterior se ultima en esta investigacion como ventajoso para el desarrollo de cultivos
monoxénicos de Acanthamoeba castellanii y los posibles GV provenientes de indculos
ambientales, dado que esto permite que la complejidad del conteo, observacion, captura e

identificacion de efectos citopaticos (CPE) post infeccion viral, sea menor.

En cuanto a la observacion e identificacion de los CPE suscitados en las células de
Acanthamoeba castellanii de los cultivos monoxénicos, mediante microscopia invertida de
lapso de tiempo, en resumen, se registraron siete CPE que revelan la eventual posible presencia
de GV en los cuatro ecosistemas lacustres de la ciudad de Loja: Daniel Alvarez Burneo, Jipiro,
Carigan y Punzara. Este descubrimiento pone de manifiesto la presencia de interacciones del
hospedero amebal Acanthamoeba castellanii con los posibles GV infectantes presentes en los
ecosistemas, resaltando que los GV son entes con presencia potencial en ecosistemas acuaticos,
independiente de la disposicion de parametros naturales, mostrando su capacidad de resiliencia

y adaptacion a diferentes ambientes.
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La complejidad, particularidad y especificidad de CPE ocasionados por los GV hace
viable describir las posibles especies de GV infectantes de acuerdo a registros bibliograficos.
En conclusién, en esta investigacion son evidentes los efectos citopaticos que irrumpieron la
viabilidad de Acanthamoeba castellanii en todas las experimentaciones producto de la
inoculacién con muestras ambientales procedentes de las cuatro lagunas, con lo que se asume
la posible presencia de dos virus gigantes, donde Tupanvirus presuntamente esta presente en la
laguna Daniel Alvarez Burneo, dada la disposicion de morfogénesis de la ameba en racimos;
mientras que las lagunas de Jipiro, Carigan y Punzara, contengan posiblemente Mimivirus. Es
asi que se concluye que las interacciones entre el ambiente — hospedero — GV son tan diversas

que requieren ser analizadas para reconocer la diversidad de entes presentes en el medio.
9. Recomendaciones

Se recomienda la replicacion de esta investigacion implementando técnicas mas
avanzadas de microscopia, para capturar CPE que requieren de peliculas iconograficas para su
descripcion, asi como para reconocer fisicamente los virus gigantes infectantes de los
ecosistemas estudiados. De igual forma, realizar el andlisis con secuenciacién gendémica

molecular para una deteccion mas precisa y detallada de los entes infectantes.

Dada la posibilidad de la presencia de mas de un potencial virus gigante infectante en
un mismo ecosistema lacustre, se recomienda la ejecucion de este estudio aplicado a un solo
ecosistema, de modo que se pueda obtener mayor cantidad de replicaciones por tratamiento, lo
que podria dar paso a la descripcion de posiblemente méas y diferentes CPE y morfogénesis
virales. Cabe recalcar que esta sugerencia pueda estar sujeta y aplicada en diferentes
investigaciones para cada ecosistema de este estudio o cualquier otro ecosistema acuético de

interés.

Y finalmente, este estudio revela la necesidad del reconocimiento de la diversidad de
los ecosistemas en sus distintos niveles, para la obtencion de herramientas que permitan
aprovechar los recursos genéticos que, sin la identificacion de entes u organismos
microscopicos, se estan descartando, dejando de lado mas y mejores posibilidades Utiles y

sostenibles a nivel genético en funcion del ambiente y la salud publica.
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11. Anexos

Anexo 1. Procedimiento para desarrollar cultivos axénicos y monoxénicos de
Acanthamoeba castellanii ATCC 30010

w >

Cultivos axénicos

AAAAAAARARA N ‘
Cultivos monoxénicos Conteo Cémara de Microscopia invertida de
Neubauer Placa de 96 pocillos
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