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RESUMEN

Es conocido que las modificaciones en el medio de cultivo
inducen cambios en la estructura y crecimiento de trofozoitos-
de Entamoeba. Ante tales antecedente;<nos planteamos l; hip&~
tesis de gue "la alta tensibm de CO3 en medio de cultivo axéni

co, induce la formacifn de cuerpos cromatoides em trofozoitos

de Entamoeba invadens durante su crecimiento activo, El1 ha---

llazgo de cuerpos cromatoides al probar la anterior hipltesis

y dos antecedentes de requerimiento.de ayuno de glucosa para -
inducir enguistamiento en Entamoeba, nos permitid plantear gque
"la carencia de glucosa y. la alta tensibn de COz en el medio. =

de cultivo, inducen el enquistamiento de. Entamoeba invadenss

En base a las dos anteriores hipbtesis trabajamos hacia los --
siguientes objetivos: a) Determinar la presencia de. cuerpos =
cromatoides durante la fase de crecimiento de trofozoitos de -

Entamoeba invadens que crecen ax&nicamente con alta tensibn de

CO2 y b) Determinar el efecto de la alta tensibn de CO2 y ayu
no ée glucosa en el medio TP-S-1 en la posible induccidn del -

enquistamiento de E. invadens.

Trofozoitos de E. invadens IP-~1 crecidos en 10 ml de me-—-
dio TP-S-1 sin vitaminas y con alta tensién de CO3 (con un flé
jo aproximade de 0.2 1/min/2 min) mostraron un rendimiento se
mejante al testigo. El andlisis de la ultraestructura en la -

mitad de la fase-log mostr6 la presencia de abundantes cuerpos

Xiv



cromatoides, los cuales fueron tambi&n observados desde el =--
tercexr dia de cultivo hasta terminada la fase-log. Asimismo,
el crecimiento de trofozoitos con alta tensién de COjp por 4 a
6 dias con una transferencia posterior a un medio sin glucosa
también con alta tensi%n‘de COy, indujo el enquistamiento con
un rendimiento de 80 a 90% alcanzado a las 50 a 60 ‘h después

de la transferencia al medio sin glucosa. Ya caracterizacién
de los quistes producidos demostr®é que son estructuralmente -
maduros y viables. El presente método ofrece ﬁentajas sobre

otros previamente publicados, tales como el no-requerimiento

de tiempo de maduracibn, ni la necesidad de c&lulas en Hptimo
crecimiento (mitad de la fase-log). En conclusién: a) La --
formacidn de cuerpos cromatoides puede ser inducida en trofo-
zoitos de E. invadens afin durante la ‘fase mactiva. de crecimien
to (ﬁise-log) si éstos son crecidos con alta tensibn de COy y
b) Se ha desarrollado un nuevo y eficiente’ método. para, indu——

cir enquistamiento in vitro en E. ifivadens.



I. INTRODUCCION

Las amibas del género Entamoeba tienen importancia espe-
cial para su estudio por incluir especies parfsitas y patbge-

nas para el hombre y algunos animales. De estas especies, e

las mis estudiades y conocidas son Entamoeba histolytica, = -~

Schaudinn, 1903 y Entamoeba invadens, Rodhain, 1934.

La amibiasis representa un gran problema de salud ptbli-
ca en Mé&xico y otros paises. Esta enfermedad cuyo causal en

el hombre es E. histolytica es tipica de los paises con clima

tropical. Sin embargo, la disenteria amibiana es bastante --

ubicua y se le encuentra también en las regiones templadas.

La estructura de Entamoeba se conoce a partir de estu-—--
dios al microscopio electrnico de las formas vegetativag; =-
son numerosos los trabajos al respecto (1-4, 13, 20,21, 26) -
por lo que, la ultraestructura de los trofozoitos cultivados

in vitro es bien conocida.

El cuidadoso estudio de la morfologia y ciclo vital de -
E. invadens realizado por Geiman y Ratcliffe (14) tanto in --
vitro como-in vivo, les condujo a concluir que E. invadens y

E. histolytica son extraordinariamente semejantes, tanto que,

morfoldgicamente son indistinguibles. En opinién de = = =
McConnachies (22), estd semejanza se extiende a los procesos

de diferenciacibn y desarrollo metaquistico, de manera que —=-



una descripcibtn de estos procesos .en lina especie es aplicable

a la otra.

Este mismo investigador considera que desde los puntos -

de vista de morfologia y patogenicidad, aunque en hu#spedes -
B .
diferentes, la semejanza entre E. invadens y E. histolytica =

es mayor que la que existe entre otras especies del mismo gé-

nero.

Las razones anteriores explican por qué E. invadens, pa-
résito de reptiles (29) es utilizade como modelo biolbgico eg‘
Perimental para la investigacidn en awmibiasis,. particularmen-
te en aspectos de diferenciacibn, ya que E. invadens puede -=

ser enguistada y desenquistada en el laboratorio, cosa que ==

afin no es posible con E. histolytica.



11. ANTRECEDENTES
&3

En estudios wealizados al microscopie electrfnico de E.-
invadens crecida ax8nicamente, se pudo observar que la amiba
estd rodeada por una membrana plasmitica de cerca de 1204 de-
"grosor. El componente mayor del citoplasma son las vacuolas
de 0.2 a 0'3.P de'diémetro. Estas vacuolas son estructuras
de baja densidad y tienen una membrana limitante definida, de
la misma medid; y de densidad‘que la membrana citoplasmatica.
No se encontrd mitocondrias, ni aparato de Golgi. EI reticu-
lo endoplasmdtico estd pobremente desarrollado.. La sustancia
del citoplasma contiene dos tipos de particulas: una de 200 -
300 &, de baja densidad y otra de 400 - 700 B de mis alta deﬁ
sidad. Las segundas probablemente representan particulas de

gluctgeno (30).

De los m@s conspicuos organelos citoplasmatico saxencueé
tran los cuerpos cromatoides (particularmente en quistes), =~
compuestos de RNA y proteinas. Estas estructuras consisten -
de fibras helicoidales asociadas paralelamente. Los guerpos
cromatoides son encontrados principalmente en quistes de = =
Entamoeba. Son inclusiones celulares en forma de barra o va-

rilla, hasta de 10 P de longitud (4).



Deutsch y Zaman (11), mediante el uso del microscopio --
electrénico demostraron que en E. invadens, estos cuerpos con
sisten de pequefias particulas (cerca de 200 X en difmetro) --
arreglados en un patrdn cristalino; Y se encontraron eviden—-
cias de que estas particulas estdn compuestas de unidades pe-
guenas.

¥
Los cuerpos cromatoides han sido observados en los tro—-—

»

fozoitos de Entamoeba invadens, donde ellos son mds pequeilos

y mds numerosos que en los guistes y en E. histolytica (4).

Barker y Swales (3) han encontrado que en E. histolytica

estos cuerpos contienen cantidades variables de DNA y RNA y -
han sido reconocidos como exceso de cromatina lanzada durante

la divisibn, o como alimento de reserva.

Estudios histoquimicos muestran que los cuerpos croma=—-.
toides consisten solamente de dcido ribonucleico y algunas —-
proteinas no especificas, mientras que el microscopio-electrd
hico muestra que las particulas globulares que forman los =~ =-
cuerpos son aplanadas, después del tratamiento com ribonucle-

asa (4).

Se ha desarrollado un proceso de fraccionamiento el cual
utiliza &acido ascdrbico ¢omo un antioxidante y variaciones en
la concentracifn de magnesio para controlar el estado de agre

gacidn de las particulas gue contienen RNA.



Este proceso fue usado para obtener ribosomas 1libres y partf-
culas de los cuerpos cromatoides. La tincibn negativa de las
fracciones particuladas revelan una diversidad de tamafio de ~
particula, gue varia de 150 - 660 £ en didmetro. Esta diver-
sidad de tamano se muestra debido a la agregaci®fn en. diferen-
tes combinaciones de 2 particulas "como-ribosomas® de 150 y -
250 &. Los anteriores resultados suponen la hipbtesis que --
los cuerpos cromatoides representan un estado cristalino de -
ribosomas y son incompatibles con una interpretacibn viral —-

como el origen de estos cuerpos (3).

En un estudio sobre la comparacibn de la estructura y —-
funcidén de ribosomas polisomales y de estructuras helicoida--
les de E. invadens por medio de gradientes de sacarosa, 5e en
contrd que los ribosomas de los trofozoitos y quistes fueron
activos para sintetizar proteinas en sistemas libres de c&lu~
las, aunque la actividad en extractos de quistes requiri8 la-
adicidn de la fraccibn soluble de trofozoitos (17). $Se men-r
ciona asimismo que los ribosomas de polisomas y estructuras -~
helicoidales de E. invadens son probablemente idé&nticos en -
funcibén y que la capacidad para formar hélices es -una propie-

dad intrinseca de los ribosomas. libres de este organismo (16).

Por otra parte en c&lulas enquistadas del cuerpo fructi-
a
fero de Acrasis rosea fu@ encontrada una estructura llamada =

"elemento lamelar"” (25), esta estructura que puede ser - - -



sencilla o apilada de hasta 12 elementos, son capas de gr&nu-~
1us "como-ribosomas". Ensayos histoguimicos indican que los
grdnulos en las lamelas son ribosomas o precursores de ribo--

somas. #

Behnke (6), describe que el arreglo helicoidal de riboso
mas durante la diferenciacidn de células del intestino delga-
do de embribn de rata, es muy similar a las estrueturas encon
tradas en células musculares de los somitas de la cola del —=

embridn de Rana pipiens, en la etapa 22 de su diferenciacién

(32).

Barker y Swales (5), presentaron evidencias acerca de --
cambios bioquimicos y fisicos que tienen iugar en los riboso-
mas en el enquistamiento de Entamoeba sp. observande que son
similafes a~los cambios observados en aquellos oocitos de la=-
gartijo y embriones de pollo en donde se forman microcrista--—
les de ribosomas, Byers (7), ha mostrado que “as varacteris-
ticas de los cuerpos cromatoides de Entamoeba son similares a
ios microcristales de ribonucleproteinas en oocitos de lagar-
tijo v en embricmes de pollo crecidos en hipotermia. En este
iltimo caso, Morimoto, Blobel y Sabatini (24) encontraronh que
el arreglo basico del cristal es un tetré@mero, el cual no es-’
t& asociado a mensajer;;. Se indica ademds que los tetrime--
Tos se forman a partir de monosomas liberados de polisomas y

&

la posibilidad de que los tetrameros se puedan formar de ri--

bosomas no programados para la sintesis de proteinas, — - = =



sintetizadas inmediatamente antes -de la cristalizacién o du--

rante el congelamiento.

En otro trabajo‘reﬁlizado por Kusammrarn y col. (16), se
informb gque los cuerpos cromatoides formados por agregados de
ribosomas conformados en hé&lices, aparecian en quistes y en =
trofozoitos de E. invadens con lento crecimiento, pero un - &
agregado similar de h&lices, fueron formadas abundantemente -
en trofozoitos con crecimiento activo tratados con inhibido--

res de sintesis de protefinas.

%

En un trabajo posterior Xusammrarn y ¢ol. (17) concluyen
que los cuerpos cromatoides se forman a partir de ribosomas =
libres solamente cuando es reprimida la sintesis de proteinas,
es decir, cuando las c€lulas estéin en un estado de crecimien-

to lento o nulo.

Sin embargo, Ramos. (27), demuestra la presencia de cuer
pos cromatoides en c&lulas con crecimiento activo cuando &s--
tas crecen a tensiones altas de CO3, lo cual implica que, aun
que exista una activa sintesis de proteinas, es posiblg lg --
formacidn de cuerpos cromatoides en condiciones especiales de

cultivo.

Por otra parte, es caracteristico de algunos sistemas de
diferenciacidn que gran nfimero de ribosomas son sintetizados,

acumulados y mantenidos inactivos hasta el disparo de las -—

-



primeras fases del, desarrolle lo cual_permite un xdpido cre==

cimiento al inicio ds la diferenciacién {10).

Existe entonces la posibilidad de que en E. in%adens la
formacidn de cuerpos cromatoides no sea solamente un evento.-
sin significado biolbgico originado por agregacidn de riboso=
mas ociosos como Jo sugieren Kusammrarn y ¢ol. {17) g.sino mis
bien una estrategia biolbgica.que facilite la, proliferacibn. -

celular después de la germinacidn del quiste.

Por otra parte Lu Chang (9) encontr$ que existe una es--
trecha relacifn entre el potencial 6xido-reduccidn del culti-
vo y el crecimiento, enquistamientoc y desenquistamiento de ~-

E; histolytica y menciona también que la relacifn entre el po

tencial de 6xido-reduccibn y el pH es critica para inducir el
enguistamiento. Esto nos sugiere que cuwando los trofozoitos
de E. invadens crecen bajo alta tensién de COs en el medio --
TP~S-1, se encuentra bajo la influencia de alguno de los fac-
tores qQue dispara alguno o varios de los eventos (eﬁ este ca-
so la formaciftn de cuerpos cromatoides}) involucrados en la —-
formaciftn del quiste, peroc asimismo sugiere tambi&n que ade~-
mis se requieren de otros factores para la induccitn y forma-

cidn del quiste macduro.

Los anteriores antecedentes muestran que cuando =- <+« =~
Entamoeba crece en medios que difieren en algfin factor, estas

diferencias pueden inducir cambios en. su ‘crecimiento y en su



estructura fina. En este trabajo. se dd evidencia de la pre--
sencia generalizada de cuerpos cromatoides de trofozoitos de

E. invadens que crecen activamente con alta tensién de Co2.

»

Los resultados de la primera parte de este trabajo (pre-
sencia de cuerpos cromatoides en trofozoitos crecidos con al-
ta tensibn de CO32) y el hecho de que los cuerpos cromatoides
son estructuras invariablemente presentes en el quiste nos -~
hizo suponer que la alta tensibn de CO2, factor inductor de ~
los cuerpos cromatoides, representa uno de varios posibles —-
factores necesarios para inducir enquistamiento y ademfs una
alta posibilidad de gque el ayuno de glucosa completara los re
quisitos hecesarios para inducir tal proceso, dados los ante-
cedentes del medio AEM de enquistamiento publicados por = - -
Rengpien y Bailey (28) y el LG-medio de Vazquezdelara, Cisne-
ros y Arroyo Begovich (12} en los que el ayuno de glucosa es

un factor de induccibn de tal proceso.

En base a los anteriores antecedentes nos planteamos las

&

hipbtesis dadas a continuacibn.



III. HIPOTESIS
of

1.~ La alta tensidn de CO en medio de cultivo axéni-
co, induce la formacidn de cuerpos cromatoides en

trofozoitos de Entamoeba invadens durante su cre-

cimiento activo

2.- La carencia de glucosa y alta tensifén de CO2 en -
el medio de cultivo, inducen el engquistamiento de
E. invadens.

En base a las dos anteriores hip6tesis trabajamos

hacia los siguientes objetivos:



IV. OBJETIVOS

1.- Determinar la presencia de cuerpos cromatoi-
des durante la fase de crecimiento de trofo-

zoitos de Entamoeba invadens gue crecen axé-
L

nicamente con alta tensibén de COZ'

2.— Determinar la influencia de la alta tensifn
de CO2 y carencia de glucosa en el medio TP-
-S-1 en la posible induccidn del enquista--—-

miento de Entamoceba invadens.

11,
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V. MATERIALES

Origen de los reactivos

Obtuvimos de Productos Quimicos'Monterrey, S.A:: hidréxi
do de sodio, acetato de uranilo, fosfato monobisico de pé
tasio y fosfato dib&sico de potasio; de Merck de Mé&xico,-
S.A.: alcohol etilico, citrato de plomo, peptona de ca——
seina, L- cistefna, dcido ascbrbico y azul de toluidinaj;

de Té&cnica Quinica, S.A. de México: cloruro de sodio y --
glucosa anhidra; de Ted Pella, Inc. Calif, U.S.A.: resina

medcalf, ©6xido de propileno y glutaraldehido; de Farma--
céuticos Lakeside, S.A. de C.V.: penicilina~-G sbdica crié
talina y sulfato de estreptomicina; de Painess & Byrne =--
LTD. Greenford, Inglaterra: panmede; de Sigma Chemical =--
Company, U.S.A.: calcofluor M2R ¥ tritdén X 100; de Infra

del Norte: CO;.

Material bioldgico

Cepa amibiana.

Utilizamos la cepa IP~1 de Entamoeba invadens proporcio-~

nada por el Laboratorio de Amibiasis Experimental y Bio-
logia Celular de la Unidad de Investigaci®n del Noreste

(I.M.8.58.)
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Suero de bovina .inactiyado.

El suero fu& donado por el Dr. Salvadoxr Said F. del Labo-:
ratorio de Biologia Celular y por el Bifl.M.C. Carlos: <8 —
Leal Gi del Laboratorio de Genét%ca,'ambos de-da Unidad s~

de Investigacicnes Biom&dicas del Noreste {I.M.S5.S8.) &

Preparacifn del medio de cultivo TP-S-1 de Diamond (sin-
vitaminas)
™ v — 3
COMPONENTES CONCENTRACION (g/500 ml H50)
Peptbna de caseina ~=——————c—=—== 5.0
Panmede Y pamaee sl e 10.0
D-glucosa anhidra -~ —~—r 2.5
L-cistefna . : - 0.5
Acido ascbrbico 3 - 0.1
NaCl ' 2.5
KHoPO4 - - 0.3
KoHPOY = - 0.5

Los componentes se mezclaron y disolvieron en 60 ml de -

agua tridestilada en ebullicibn. Se centrifugé a 2500 rpm du

rante 15 ﬁinutos.
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Se centrifugb a 2500 rpm durante 15 minutos: _Se aforb el so-
brenadante a 500 ml con agua tridestilada esté&ril y. se ajusts
el pH a 7.0 con NaOH 10 N. " Se distribuyd en alicuctas de 8 ~
ml en tubos de cultivo de 15 X 100 mm con tapbn de hule y se
eséerilizaron a 15 1b/pulg2?/15 mina Se almacenaron en la obs
curidad a temperatura ambiente hasta:sn ntilizacidn. No se -

utilizd medio de cultivo con mis de dos semanas despu€s de su

preparacibn.

Antes de ser inoculados, Jlos' tubog se complementaron con
1 ml de suero est8ril inactivado de bovino y 0.1 ml de la so-

lucifn de trabajo de penicilina-estreptomicina (;poq~x)r

D.- Preparacidn de la splucibn salira de fosfatos (PBS)

Nacl ———tmmede—® B.5 g

KoHPO4 § ~c—e——tese 9.8 @

KH,POy4 im0 .4 g

Se disolvieron los componenteé en aproximadamente 700 ml
de agua tridestilada y se afor6 a 1000 ml, se ajustd el
pH a 7.4-7.5 con NaOH 10 N.

La solucibn se fraccion6 en frascos con 100 ml y se este

rilizaron por 15 minutos a 15 1b/pulg?.
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Preparacibn de la solucifn de penicilina - estreptomicina

(19)

- Solucibn concentrada de penicilina: -a un frascg &dmpula
de 1;000,000 de unidades de penicilina-G sbdica gristalina,
se le inyectaron con Jjeringa y aguja estériles,. 5 ml de -

agua tridestilada estéril para disolver la penicilina,

‘= Solucibn patrén de penicilina-estreptomicina; A un fras

co-dmpula de sulfato de estreptomicina, se le ahadif badjo
condiciones de esterilidad, la solucibn concentrada de --

penicilina y se mezclaron.:

- Solucifn de trabajo de penicilina—-estreptomicina (1000

X). Se pasd asépticamente toda la solucibn patrdn de pe-
nicilina=estreptomicina del frasco &mpula a una probeta -
est6ril de 25 ml y se afor a 20 ml con agua tridestilada.
estéril. Se guardaroh Qlicuotas de 5 ml en tubos con ta-
pbn de rosca de 13X100 mm, etiquetados con la fecha de --
preparacifn y se almacenaron a -20°C cubiertos con papel

aluminio.

Preparacidbn de hidréxido de sodio 10N

Se prepard disoléiendo 40 g de NaOH aforando a 100 ml, --

con agua destilada estéril.



G.- Obtencifn y almacenamiento del agua tridestilada y esteri

lizada

Agua destilada electropura, se destild nuevamente dos ve+

ces en un destilador de vidrio% El agua tridestilada se

fracciond en matraces iguales, los cuales se esteriliza--
. ron inmediatamente a 15 1b/15 min y se etiquetaron con la

fecha de esterilizacién.

H.- Preparacibn de glutaraldehido al 2%

0.2 g de glutaraldehido en 100 ml de amortiguador de fos~

i
fatos 0.2 M pH 7.2

I.- Preparacidn de resina epoxi medcalf

Mezcla A Mezcla B
Resina —--—- - 8 g Resina ---n-- 100 g
DDSA  —————- 105.6 g NMA ——————  88.3g

catalizador . ‘0.14 g (DMP 30)

J.- Preparacifn de acetato de uranilo

Solucifén saturada en agua destilada.
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Preparacidn de citrato de plomo

Se disuelven 0.03 g de citrato de plomo en 10 ml de agua-
destilada hervida y fria y se agregan 2 a 3 gotas de NaOH

10N. Se guarda en refrigeracifin _en recipientes obscuros.

Preparacibn de azul de toluidina

Se disuelve 1 g de boratg de sodio en 100 ml de agua des-
tilada en ebullicifn y se agregan 0,59 de azul de toluidi

na hasta disolver completamente. aFiltrar y usar.'

Buffer de fosfatos 0.2M, pH 7.2 .

- Solucidn A:

KzBEO, ) |mo=sr— "31.53 g en 1000 ml de agua destilada.

- Solucidn B:

KHoPO4 ~—=%== 34.90 g en 1000 ml de agua destilada.

Se utilizaron 216.92 ml de solucidn A para 347 ml de la -
solucidn B, dando un volGmen final de 563.92 ml.,

Preparacidn de calcofluor M2R al 1%

1l g de calcofluor M2R se disolvif en agua destilada y se
aford a 100 ml.

Preparacifn de tritém X-100 al 1%

1 ml de tritbn X100 se disolvié en agua destilada y se —-
aford a 100 ml.
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VY. METODOLOGIA

. S
Manteniniernto ‘de 1a cepa#

A T
La cepa de Entamoeba invadens se mantiene en medio -

TP-S-1 a través de resiembras}ﬁucesivas, antes de alcan—-

zar su fase estacionaria.

Cinética de crecimiento normal

Se enfrié el tubo fuente de inbdculc a 0-4°C durante
15-20 ‘minutos y se determind el nfimerc~de c€lulas por mi-
lilitro de medic. Se dispusieron series de 11 tubos con=
teniendo cada uno 10 mililitros de medio TP-S-1 m&s 0.1 -
ml. de solucibn de antibiSticos de penicilina-estreptomi-
cina v se inocularon con 4 X 103 c&lulas por mililitro de
medio, se incubaron a 25°C y se realizaron cuentas cada -
24 h para determinar el.incremento de c&lulas. Cada pun-

to représenta el promedit del valor de dos ‘tubos.

Determinacifn de 'la densidad celular

Para determinar el nfimero de c&lulas (trofozoitos),-
los tubos se enfriaron por 15-20 minutos a 4°C para desPé
g&? las ¢€lulas adheridas a las paredes, se homogenizaron
cuidadosamente por inversifn y se contaron las células mé

diante una ¢imara hematocitom&trica de Neubauer.
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Ciné&tica de crecimiento con alta tensifn de CO,

El procedimiento fué iguaIQQUe papa la cinética de =
crecimiento normal con la finica diferencia de que antes =
de ser incubados, cada tubo fu& gaseado con €02 como se -

describe ensegquida.

Gaseo dé los tubos con édz (Alta tensifn de CO3)

Los tubos fueron cerrados con un tapbn de hule atra-
vezado con:2-agqujas, la m&s larga, unida a una jeringa = <

At

(sin Embolo) con un filtro de algodén y la otra a una man
guera de pl&stico tambi&n con filtro de algodbén, todo - -
ello estéril (v€ase fig. 1) . El gas se hizo burbujear en
el medio a través de la jeringa la cual se conectd a la -

fuente de gas  (tanque de CO02). El flujo de CO2 fué de =--

0.2 1/min/ 2 min. <Luego fueron retiradas las 2 agujas y

rdpidamente sellado el tap&n con vaselina para evitar po~
sible paso de gases a través de los orificios dejados por

las agujas.

- C
Crecimiento de trofozoitos con alta fensiSn de C0» para

observacibn en microscopia

: 5
Se utiliz6 un in6culo de 4 X 103 c&lulas por milili-
s & - P

tro de Entamoeba invadens y fueron crecidas en cultivo -=-

axénico en 10 ml de medio TP-S5-1 con 0.1 ml de antibidti-
cos. Los tubos fueron lugo gaseados con CO2 como se ha -

descrito. Se incubaron a 25°C durante 1 a 10 dias y las
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pastilla de c&lulas fueron obtenidas y procesadas para --

su observacidn en el microscopiq electrdnicoy,

¢ i 3 s 2.
Induccidn del enquistamiento con alta tensgifn de COs» y --

-

ayuno de glucosa

Se dispuso una serie de tubos con 10 ml de medio = =
TP-S~1 mids 0.1 ml de la solucidn penicilina-estreptomici-
na y se inocularon coh 4-10 X 103 células por mililitro,-
fueronégase;das con CO2 y se incubaron a 25°C por 4-6 - -
dias.' Los tubos se enfriaron a 0°C durante 12 min y se =
centrifugaron a 1500 rpm por 2 min. Se elimind el medio
de culti@o Yy se lavaron las c&lulas con PBS. Se agregd a
los tubos 10 ml de medio TP-S-1 sin glucosa y 0.1 ml de -
solucidn de antibiéticos y nuevamente se gasearon como ya

ha sido descrito. Los tubos se incubaron a 25°C durante

60 h.

t
Observacidn con microscopia de fluorescencia

Quistes obtenidos, después de incubar trofozoitos r=
por 60 h en medio sin glucosa y con alta tensidn de COj3 ~
fueron laﬁados con PBS, tratados con tritén X-100 por 15-
min, lavados con H20 destilada -y resuspendidosen PBS., ~-
Una gota de &sta muestrd fué€ colocada Bobre un portaobje-
tos y sobre ella &e agregd una gota de calcofluor M2R-al

1% y se ohservé con luz U.V. con fin microscopio Zeisgs de

- fluorescencia.
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I.- Microscopia electrbnica de barrido

Las muestras én medio "op-g-1 sif glucosa con CO) fué
ron centrifugadas a 1500 rpm/15 min y 1a&adas 2 éeces con
PBS para después: ser fijadas con ylutaraldehido al 2.5% =
en buffer de fosfatos durante 24 B & 4°C, luego se lava=<-
ron con PBS y se deshidrataron.con etanol 50, 70, 3G Y---
100%, 10 min en cada uno de ellos, Las muestras fueron
colocadas sobre cubreobjetos de 5 mm de lado ¥y se pasaron
-4 upa canastilla para introducirlas a un desecador criti-
co CPA: II-Technic durante 15 min a 10°C. Los cubrecbje--
tos fueron luego colocados sobre portamuestras de bronce,
utilizando cinta de doble pegamentos Las muestras fueron
cubiertas con oro en un recubridor de capa fina Jeol & <
JFC=1100, a una velocidad de depBsito de 350 & a 15-20 Rv

durante 3 min.

Las muestras fueron posteriormente examinadas en un
microscopio electrSnico de barrido Jeol JSM-35C operado a
10-15 Kv. Se tomaron fotomicrografias utilizando pelicu-

las Kodak Vp-120.

J.- Microscopia electrdnica de transmisidn

Los tubos fueron enfriados a 0°C por 20 min y centri
fugados a 1000 rpm/5 min. ILa pastilla se lavd 2 veces --
con PBS y se £ijd con glutaraldehide al 2% en buffer de -

.fosfatos por 24 h a 4°C. Se centrifugd y se lavd con - -
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solucidn PBS, luego, se deshidratb en alcoholes al 60, 70,
30, 90 y 100% por 15 min en cada uno,. xrepitiendo una vez

en los iltimos.

Se agregd 6xido de propileno Y resina medcalf en re-
lacidn 1:1 por 3 h a temperatura ambiente. Se incluy® en
resina medcalf y Fo1iheriz6 a 65°C por 24 h, Cortes fi--
nos tenidos con acetato de uranilo y citrato de plomo fue

ron analizados en un microscopio electrfnico EM=-10.

i A o [ I o1

-y o ks N . .
Prueba de wviabilidad de quistes

Los cultivos fueron lavados con PBS estéril y trata-
LS

-dos con tritdn X-100 al 1% estéril por 20 min. Nuevamen—

-

te se lavaron con PBS estéril (3 veces) y fueron resembra

dos en medio TP-S-1 e incubados a 25°C.
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VII. RESULTADOS Y DISCUSION

A.- Cinética de crecimiento

La ciné&tica de crecimiento de Entamoeba invadens - -

IP-1 en medio TP-S-1 modificado, se inicid con un inéculo
de un culti&o en fase logaritmica, mostr® una inmediata -
fase-log con ausencia de fase de recuperacifn al inicio -
de la misma (figura 2, curva A) lo cual demuestfa el buen
estado fisiol8gico de las c&lulas en los cultivos. Cuan-
do se inicid con diferentes cantidades de inbculo, las =--
curvas obtehidas (no mostradas) dieron pendientes y rendi
mientos semejantes. Cuando la ¢in&tica se realizb en las
mismas condiciones perc ademis con alta tensibn de CO3 =~
(figura 2, curva B) la pendiente de esta curva fu& seme——
jante a la obtenida con tensifn normal de COy, lo cual in
dica gue no hay diferencia en la velocidad de crecimiento.

El rendimiento celular fu& tambi&n semejante.

B:- Induccidn de cuerpos cromdtoides con alta tensidn de CO,

Cuando los trofozoitos crecidos en alta tensibn de -
CO2 fueron analizados en cortes finos y semifinos durante
1 a 10 dias de cultivo, fueron evidentes la presencia de
cuerpos cromatoides en el 30-40% de las c&lulas obser§a--
das. E1 porcéntaje real de la presencia de cuerpos croma
toides debe ser mayor al calculado dado que seguramente =-

en cierto ndmero de cé&lulas el nivel del corte no permi--
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en medio TP-S-1. Curva A (A) con tensién normal de €0,, - -
curva B (e) con alta tensién de COZ.
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ti® la observacibdn de tales estructuras.

Las figuras 32 y 3B muestran cortes finos de c&lulas
con 1 y 2 dias de crecimiento respecti%amente donde se -~
puede observar gque en las del primer diaj; presentan peque
fios agregados con apariencia de ribosomas sin llegar a —-
formar las tipicas estructuras ribosomales Helicoidales,

en las del segundo dia estas estructuras son evidentes.

= *Lag” figuras 3C, 3D y 3E muestran cortes de c€lulas -
con 3, 4 yv 5 dias de crecimiento respecti%amente (fase- -
log) donde los cuerpos cromatoides ya son evidentes. La
figura 3D es de un trofozoito con 4 dias en cultivo y las
figuras 3C y 3E muestran cortes semifinos de cé€lulas con
3 y 5 dias de crecimiento. La figura 3F es un corte semi
fino que muestra la presencia de cuerpos cromatoides en -
trofozoitos con 10 dfas de crecimiento (inicio de la fase
estacionaria)q% La figura 3G muestra la utltraestructura =
en seccidn longitudinal de un cuerpo cromatoide gon 4 - -~
diag en cultiﬁo, donde claramente puede aprecdiarse la - ~
agregacibn lateral caracteristica de las h&lices ribonu--
cleoprotéicas. La figura 4 es un -testigo donder se mues-—
tra la ausencia de agregados Y hé&lices ribosomales:

Los anteriores hallazgos estin en desacuerdo con lo
propue;to por Kusammrarn y col (17§ quienes han concluido

ique los cuerpos cromatoides se forman a partir de riboso-

-
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mas libres solamente cuando es ‘reprimida la sintesis de =
proteinas, es decir cuando las c&lulas estin en estado de
crecimiento lente o nulo. $Sin embargo, los presentes re-
sultados muestran la formacifn de cuerpos tromatoides en

c€lulas con crecimiento activo (fase-log), 1o cual impli-
ca que bajo estas condiciones (crecidas en alta tensibn -
de COj) es posible la formacibén de cuerpos cromatoides si
mult&neamente con una activa sintesis de proteinas. Esto
hace: suponer: que. el fendmeno de agregacibn de ribosomas -=.
libres implica no solamente un e%ento esponténeo sin sig-
nificado bioldgico sino mis bien el resultado de la exis-
tencia de un mecanismo estraté&gico de acumulacibn de re-~
servas ribosomales (afin durante las sintesis activa de —-
prqteinas) para un inminente proceso de diferenciacibn y

sﬁ utilizacidn inmediata en ¥l subsiguiente desenquista--

miento.

i 1 2
Los anteriores resultados nos llevaron a pensar que

nuestras condiciones de cultivo (alta tensifn de CO3) son
responsables de la induccidn de cuerpos cromatoides y que
representan uno de los posibles varios factores inducto--
res del enquistamiento. Por otra parte, el hecho conocido
de que los cuerpos cromatoides son estructuras que inﬁa--
riablemente estin asociadas con la formacifn del quiste y

gue la omisibn de glucosa del medio de cultivo es, entre

- otras, una condicidn necesaria para la induccibn del en-—-
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quistamiento in vitro (13, 29) pensamos que la elimina---
cibn de la glucosa del medio TP-S~1 con alta tensidn de -
CO3 podria completar los requerimientos para la formacién
del quiste viable. Para probar esta hipdtesis procedimos
a sembrar trofozoitos en medio TP-5-1 con alta tensidn de

CO en ausencia de glucosa como se describe en material y

métodos.

Inducecifn de enguistamiento

La induccidn del enquistamiento mediante el procedi-
miento descrito en material y métodos did como resultado
la formacidn de cuerpos redondeados con la apariencia de
quistes maduros cuando fueron observados por microscopia

de contraste de fase (fig. 5).

El rendimiento de estas formas qguisticas varid entre
70-90% y se alcanzd a las 60 h después de que las células
fueron colocadas en medio TP-S5-1 sin glucosa y con alta

tensidn de CO3.

Caracterizacidn del quiste

La demostracidén de que las formas quisticas formadas

en TP-S-1 con alta tensibn de COp y ayuno de glucosa son
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quistes maduros y viables, se determin8 mediante los si--

guientes criterios:

a)

b)

c)

d) .

Cuando las formas guisticas fueron tratadas con calco
flfior y observadas con U.V. una intensa fluorescencia
fué observada en la superficie: lo cual demuestra la -
presencia dey polimeros de glucosa (pared)“ (Eigs. A

¥y 6B)

La observacifn de las formas guisticas al microscopio
de barrido demostrd una apariencia de la superficie -
de la pared igual a la que presentan los guistes obte

nidos en AEM, (figs. 7a y 7B) &

La microscopia de transmisidn demostrd que las formas
guisticas son multinucleadas y con grandes cuerpos =-

cromatoides (figs. 8a y 8B).

Las pruebas de viabilidad (véase material’ ¥y m&todos)-
dieron como resultado que a los 3 dfas de cultivo, --
abundantes trofozoitos fueron observados ¥ una nueva

poblacitn fué formada a partir de los mismos.

Ante las evidencias anteriores pudimos concluir que las -

formas quisticas obtenidas mediante la metodologia des~--

crita son quistes maduros y ademds viables.
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£.- Ventajas del método

La Tebla 1 muestra un resumen de los requerimientos
de los medios ax&nicos de enquistamiento hasta ahora des-
critos. En é&sta se muestra gque la metodologia aquf prer-
sentada para inducir enquistamiento en trozofoitos de - =

Entamoeba invadens tiene la ventaja de que en ningln mg--

mento las cé&lulas sufren cambios dristicos de algfin fac--
tor, como sucede en el medio de Rengpien y Bailey (AEM) =
ampliaﬁente usado (29), en el ¢gue hay una diferencia de =-
aproximadamente 300 miliosmoles menos con respecto al me-
dio de crecimiento TP~S-1 (tabla 1). Por otra parte, el
mismo medio AEM requiere un periodo de maduracifn de un =
mes, lo que no es necesario con este nuevo mé&todo, EL mé
todo descrito por Vazquezdelara Cisneros y Arroyo = =— =

Begovich (12) de inducci6n del enquistamiento en = - =

Entamoeba invadens por eliminacifn de la glucosa del me=~

dio TYI-S-33 (13), requiere cé&lulas en Sptimas condi--—
ciones de crecimiento (fase-log), lo cual Stambién es.ng
cesario en el medioc AEM. En ambos mé&todos, cé&lulas re--
cién entradas en fase estacionaria no producen resultados
eficientes. - En el nuevo mé&todo agqui descrito la efi---
ciencia se mantiene, atin partiendo de c&lulas entrando -
en fase estacionaria. Este comportamiento puede explicar
se por.el hecho de que despufs del primer gaseo con 002 -

1]

-{véase material y métodos) las células deben crecer de -
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F.- - COMPARACTIQN ENTRE DISTINTOS NETCDOS DE ENQUISTAMIENTO LE
Entamoeba invadens

MEDIO ceml ARM2 a3 ALTA pC02 G(:)‘l
o T

Candicifn Acondiciona- Madura~  Remocifn  Remocitn de gluco
miento par - citn 1 de sa alta tensiGn -
bacterias nes " ‘glucosa’ COy .

Requisito Crecimiento pre—

dela — vio en alta ten-—

célula i sifn COp

Estado =- Mitad de Mitad de Mitad de Cualgquier punto -

optimo de .  la fase la fase la fase de la fase de cre

las células log 1og log cimiento

Aparicifn de

pared (prime  16-20 h 10-12 h 6 h 30h

ros quistes)

Tiempo para

maximo 40-48 h 30 h 12 h 50-60 h

rendimiento

Eficiencia

Mixima % 50-80 70 70° 80-90

Osnolaridad

0s/Kg 390 78 310 §65

Cepa Ir-1, Pz IP-1,PZ* Ip-1l, PZ* IP-1, PzZ**

il

2

* Rendimiento variable
** No ensayado

1 Medio condicionado de enquistamiento
2 Medio de enquistamjento axé&nico

3 Medio can bajos niveles de glucosa

4 Alta tensi@n de CO2 y ayuno de glucosa



4 a 6 dias antes de ser colocadas en el medio sin glucosa
y alta tensibn de CO3, tiempo en el que las ¢€lulas pue-~

den entrar de nuevo a una fase-log.

En quistes con GOJg mis h despu&s de iniciado el en-
quistamiento aparenteme;te algunas c&lulas llegan a desen
guistarse ya que al analizar en el microscopio de barrido
guistes de estos tiempos pudimos obser%ar una posible se-
cuencia de e§entos que sugieren fuertemente el desenquis-
tamienéo y cbmo el trofozoito emerge del quiste a tra%és
de un poro en la pared (figs. 9a-9D). Esta interpreta——-
cién se ve apoyada por la reciente descripcibn de la prew
sencia de depresiones en la superficie de la pared de » -

Entamoeba invadens como el posible sitio de salida del ==

trofozoito (24), y un estudio con microfotografia espacia
>R =

da que ha descrito que el trofozoito deja el quiste a tra

vEs de un poro en la pared (9)¢ as¥ como un estudio sobre

desenquistamiento en E. histolytica en el que se ha demos

trado que los trofozoitos emergen'a;traéés de un poro so:
bre la superficie celular cuando los quistes son coloca--
dos en un medio que estimula el crecimiente (32). Asimis
me, en otros grupos de protozoarios, ‘poros de emergencia
han sido descrito para sus FTormas de!resistencia 19, 34).
Estos antecedentes nos permiten suponer que lag Pprominen-
cias de.los quistes observados en lad figuras 9B y 9C se
‘inician en la depresibn o tavidad del quiste y represen-—-

tan el sitio del futuro poro de salida del trofozoito.



Figs. 9A-9D. Micrografias de microscopio de barrido de tro
fozoitos de E. invadens con 60 o més horas con alta tensién
de CO,_ y ayuno de glucosa. La sucesién de fotografias 9A a
9D muéstran la posible secuencia de eventos morfolégicos en -
el desenquistamiento. (SA) Quiste de E. invadens con una -~
clara cavidad en su superficie, considerada como el futuro -
poro de emergencia del trofozoito. (9B) una ligera prominen
cia se aprecia (parte superior) supuestamente en la misma re
gién de 1la cavidad. (9C} Un tiempo después, la prominencia
es mayor y se aprecia como un inminente rompimiento de la —
misma. (9D) El rompimiento ha sucedido, posiblemente ayuda-
do por una presién interna del trofozoito en este sitio. - —
(9A) 3,600 X, (SB) 4,400 X, (9C) 4,800 X, (9D) 2,000 X.
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VIII. CONCLUSIONES

De los resultados anteriores ‘podemos concluirs

-

Se ha desarrollado un nuevo y eficiente mé&étodo para indu

cir enguistamiento masivo in vitro en Entamoeba invadens,

importante para el estudio del quiste, fase infectiva --

de la amibiasis.

La formacifn de los cuerpos cromatoides puede ser induci

da en trofozoitos de Entamoeba }nvadens afin qurante la -

fase activa de crecimiento (fase-log) si &stos son creci

dos con alta tensibn de CO,y.



40

"IX, CONTRIBUCIONES ¥ PERSPECTIVAS
\

La implementacidn del método aquf descrito para inducir-

enquistamiento en Entamoeba invadens a ‘través de condiciones

que semejan las condiciones in Qi%o, abre una nueva alterna--
tiva a los investigadores de la bjiologia del enquistamiento -
en cuanto a la posibilidad de poder manejar el enquistamiento,
desenguistamiento e inactivacién del qusite a nivel del medio
ambiente, permitiendo asi, ante todo, la pre@enciﬁn de la ami
biasis. Parad6jicamente, el quiste, fase infectiva de la = =
amibiasis es un aspecto muy pobremente estudiado comparado a

otros aspectos de este parésito y de la amibiasis en general.

€

Por otra parte, las conclusionés cbtenidas de los presen
tes resultados en el sentido de que los cuerpos cromatoides -
son compatibles con el éiclo ¢celular normal de Entamoeba - -
invadens en las condiciones aqui ensayadas, contrario a las -
conclusiones de Kusammrarn y col. 7y, sugiere la presencia
en estos organismos de mecanismos de regulacifn en la sinte--
sis de ribosomas y cuerpos cromatoides durante ¢l enquista---
miento. Mecanismos aparentemente hasta ahora no considerados,
lo que abre el camino a la bfisqueda de tales estrategias en =

la diferenciacidn de Entamoeba.
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