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RESUMEN 

Es conocido que las modificaciones en el medio de cultivo 
inducen cambios en la estructura y crecimiento de trofozoitos*-

• f 

de Entamoeba. Ante tales antecedentes nos planteamos la hipó-
tesis de que Nla alta tensión de CO2 en medio de cultivo axéni 
co, induce la formación de cuerpos cromatoides en, trofozoitos 
de Entamoeba in va den s fUirant©. su crecimiento acfcivoe El ,ha—-
llazgo de cuerpos cromatoides al probar la anterior hipótesis 
y los antecedentes de requerimiento .de ayuno de glucosa para -
inducir enquist amiento en Entamoeba, nos permitió plantear que 
"la carencia de glucosa y. la alta tensión^ de CO2 en el medio^ -
de cultivo, inducen el enquistamiento de Entamoeba invadenS4 
En base a las dos anteriores hipótesis trabajamos hacia los — 
siguientes objetivos: a) Determinar la presencia cuerpos -
cromatoides durante la .fase ,de crecimiento de £rofozoito% de. -
Entamoeba invadens que crecen axénicamente con alta tensión de 
CO2 y b) Determinar el efecto de la alta tensión de CO2 y ayu 
no oe glucosa en el medio TP-S-1 en la posible inducción del -
enquistamiento de E. invadens. 

Trofozoitos de E. invadens IP-1 crecidos en 10 mi de m e -
dio TP-S-1 sin vitaminas y con alta tensión de CO2 (con un flu 
jo aproximado de 0.2 l/min/2 min) mostraron un rendimiento se 
me jante al testigo. El análisis de la ultraestructura en la -
mitad de la fase-log mostró la presencia de abundantes cuerpos 



cromatoides, los cuales fueron también observados desde el — 
tercer día de cultivo hasta terminada la fase-log. Asimismo/ 
el crecimiento de trofozoitos con alta tensión de CO2 por 4 a 

6 días con una transferencia posterior a un medio sin glucosa 
* 

también con alta tensión de CO2, indujo el enquistamiento con 
un rendimiento de 80 a 90% alcanzado a las 50 a 60 t después 
de la transferencia al medio sin glucosa. i.a caracterización 
de los quistes producidos demostró que son estructuralmente -
maduros y viables. El presente método ofrece ventajas sobre 
otros previamente publicados, tales como el no-requerimiento 
de tiempo de maduración, ni la necesidad de células en óptimo 
crecimiento (mitad de la fase-log) . En conclusión: a) La — 
formación de cuerpos cromatoides puede ser inducida en trofo-
zoitos de E. invadens aún durante la "fase activa^ de crecdmien 
to (fase-log) si éstoie son crecidos con alta tensión de CO2* y 
b) Se ha desarrollado un nuevo y eficiente'' método- para, indu-
cir enquistamiento in vi tro en E. iñvadens¿ 



I. INTRODUCCION 

Las amibas del género Entamoeba tienen importancia espe." 
cial para su estudio por incluir especies parásitas y patÓge-* 
ñas para él hombre y algunos animales. De estas especies, --
las más estudiadas y conocidas son Entamoeba histolyticar -
Schaudinn, 1903 y Entamoeba invadens, Rodhain, 1£34. 

La amibiasis representa un gran problema de salud públi-
ca en México y otros países. Esta enfermedad cuyo causal en 
el hombre es E. histolytica es típica de los países con clima 
tropical. Sin embargo, la disentería 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 electrónico de las formas vegetativas; — 
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 morfología 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, 
morfológicamente son indistinguibles. En opinión de - - -
McConnachies (22), está semejanza se extiende a los procesos 
de diferenciación y desarrollo metaquístico, de manera que — 



una descripción de estos procesos en, una especie es aplicable 
a la otra. 

Este mismo investigador considera que desde los puntos -
de vista de morfología y patogenicidad, aunque en huéspedes -

a 
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^ in va den s, pa-
rásito de reptiles Í23) es utilizado como modelo biológico ex 
perimental para la investigación en, axoibiasis^ particularmen-
te en aspectos de diferenciación/ ya que E. .invadens, puede 
ser enquistada y desenquistada en el laboratorio, cosa que —< 
aún no es posible con E. histolytica. 



XI. ANTECEDENTES 

En estudios realizados al microscopio electrónico de 
invadens crecida axénicamente, se ¿>udo observar que la amiba 
está rodeada por una membrana plasmática decerca de 120Á de-
grosor. El componente mayor del citoplasma son las vacuolas 
de 0.2 a 0.3 ji de diámetro. Estas vacuolas son estructuras 
de baja densidad y tienen una membrana limitante definida, de 
la misma medida y de densidad que la membrana citoplasmática. 
No se encontró mitocondrias, ni aparato de Golgi. El retícu-
lo endoplasmático está pobremente desarrollado^. La sustancia 
del citoplasma contiene dos tipos de partículas: una de 200 -
300 ü, de baja densidad y otra de 400 - 700 A de más alta den 
sidad. Las segundas probablemente representan partículas de 
glucógeno (30). 

De los más conspicuos organelos citoplasmático se .encuen 
tran los cuerpos cromatoides -(particularmente en quistes) * r—-
compuestos de KNA y proteínas. Estas estructuras consisten -
de fibras helicoidales asociadas paralelamente. Los puerpos 
cromatoides son encontrados principalmente en quistes de - -
Entamoeba. Son inclusiones celulares en forma de barra o va-
rilla, hasta de 10 u de longitud (4). 



Deutsch y Zaman (11) , mediante el uso del microscopio — 
electrónico demostraron que en E. invadens, estos cuerpos con 
sisten de pequeñas partículas (cerca de 200 Á en diámetro) — 
arreglados en un patrón cristalino; y se encontraron eviden— 
cias de que estas partículas están compuestas de pnidades pe-
queñas. 

r 
Los cuerpos cromatoides han sido observados en los tro— 

fozoitos de Entamoeba invadens, donde ellos son más pequeños 
y más numerosos que en los quistes y en E. histolytica (4). 

Barker y Swales (5) 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 división, o como alimento de reserva. 

Estudios histoquímicos muestran que los cuerpos cromad--», 
toides consisten solamente de ácido ribonucleico y algunas — 
proteínas no específicas, mientras que el microscopio-electró 
íiico muestra que las partículas globulares que forman los r* -
cuerpos son aplanadas, después del tratamiento coni xibonucle-
asa (4). 

Se ha desarrollado un proceso de fraccionamiento el cual 
utiliza ácido ascòrbico Como un antioxidante y variaciones er> 
la concentración de magnesio para controlar el estado de agre 
gación de las partículas que contienen RNA. 



Este proceso fue usado para obtener ribosomas libres y partí-
culas de los cuerpos cromatoideS. La tinción negativa de las 
fracciones particuladas revelan una diversidad de tamaño de -
partícula, que varía de 150 - 660 Á en diámetro. Esta diver-
sidad de tamaño se muestra debido a 1a agregación en» diferen-
tes combinaciones de 2 partículas "como-ribosomas" de 150 y -
250 Á. Los anteriores resultados suponen la hipótesis que --
los cuerpos cromatoides. representan un estado cristalino de -
ribosomas y son incompatibles con una interpretación viral —• 
como el origen de estos cuerpos (3). 

En un estudio sobre la comparación de la estructura y — 
función de ribosomas polisomales y de estructuras helicoida-
les de E» invadens por medio de gradientes de sacarosa*, se. en 
contró que los ribosomas de los trofozoitos y quistes fueron 
activos para sintetizar proteínas en sistemas libres de célu— 
las, aunque la actividad en extractos de quistes: requirió la-
adición de la fracción soluble de trofozoitos (17)• men-r 
ciona asimismo que los ribosomas de polisomas y estructuras «-
helicoidales de E. invadens son probablemente idénticos en 
función y que la capacidad para formar hélices es -ujia propie*-
dad intrínseca de los ribosomast libres de este organismo (16-)* 

Por otra parte en células enquistadas del cuerpo fructí-
fero de Acrasis rosea fué encontrada una estructura llamada -
"elemento lamelar" (25), esta estructura que puede ser - - -



sencilla o apilada de hasta, 12 elementos, son capas de gránu-
los "como-ribosomas". Ensayos histoguímicos indican que los 
gránulos en las lamelas son ribosomas o precursores de ribo— 
somas. 

Behnke (6), describe que el arreglo helicoidal de riboso 
mas durante la diferenciación de células del intestino delga-
do de embrión de rata, e& muy similar a las estructuras encon 
tradas en células musculares de los soraitas de la cola del-
embrión de Rana pipiens, en la etapa 22 de su diferenciación 
(32) . 

Barker y Swales (5), presentaron evidencies acerca de ~ 
cambios bioquímicos y físicos que tienen lugar en los riboso-
mas en el enquistamiento de Entamoeba sp. observando que son 
similares a~los cambios observados en aquellos oocitos de la-
gartijo y embriones de pollo en donde se forman jnicrocrista— 
les de ribosomas, Byers (7), ha íftostrado qué ìas caracterís-
ticas de los cuerpos cromatoides de Entamoeba son similares a 
los microcristales de ribonucleproteínas en oocitoé de lagar-
tijo y en embriones de pollo crecidos en hipotermia. *En este 
último caso, Morimoto, Blobel y Sabatini (24) encontraron que 
el arreglo básico del cristal es un tetràmero, el cual no es-' 
tá asociado a mensajeros. Se indica además que los tetráme-
ros se forman a partir de monosomas liberados de polisomas y 
la posibilidad de que los tetrámeros se puedan formar de r i -
bosomas no programados para la síntesis de proteínas, - - - -



sintetizadas inmediatamente antes -de\a cristalización o d u -
rante el congelamiento. 

En otro trabajo realizado por Kusammrarn y col. (16), se 
informó que los cuerpos1 cromatoidek fdrmados por agregados de 
ribosomas conformados en hélices, aparecían en quistes y en -
trofozoitos de E. invadens con lento crecimiento, pero un - —̂  
agregado similar de hélices, fueron formadas abundantemente — 
en trofozoitos con crecimiento activo tratados con inhibido— 
res de síntesis de proteínas. 

En un trabajo posterior Kusammrarn y Col. (17) concluyen 
que los cuerpos cromatoides se forman a partir de ribosomas -
libres solamente cuando es reprimida la síntesis de proteínas, 
es decir, cuando las células están en un estado de crecimien-
to lento o nulo. 

Sin embargo. Ramos. (27), demuestra la presencia cuer 
pos cromatoides en células con crecimiento activo cuando é s -
tas crecen a tensiones altas de CO2, lo cual, implica que, aun 
que exista un^ activa síntesis de proteínas, es posibl^ lâ  — 
formación de cuerpos cromatoides en condiciones especiales de 
cultivo. 

Por otra parte, es característico de algunos sistemas de 
diferenciación que gran número de ribosomas son sintetizados^ 
acumulados y mantenidos inactivos hasta el disparo de l^s - — 



primeras fases del jdesarrollp lo cual^ permite un, rápido cre-¿~ 
cimiento al inicio diferenciación rílOl» 

t 
Existe entonces la posibilidad de que en E. invadens la 

formación, de cuerpos promatoides no sea solamente un evento^ -
sin significado biológico originado por agregación de riboso-
mas ociosos como jLa sugieren Kusammrara y Col. c(17)^rs>ino más 
bien una, estrategia biológica*, qu^ facilit^ lâ  proliferación«.-
celular después de la germinación del quiste. 

Por otra parte Lu Chang (9) encontró que existe una e s — 
trecha relación entre el potencial óxido-reducción del culti-
vo y el crecimiento, enquistamiento y desenquistamiento de — 
E. histolytica y menciona también que la relación entre el po 
tencial de óxido-reducción y el pH es crítica para inducir el 
enquistamiento. Esto nos sugiere que cuando los trofozoitos 
de E. invadens crecen bajo alta tensión de CO2 en el medio — 
TP-S-1, se encuentra bajo la influencia de alguno de los fac-
tores que disparg. alguno o varios de los eventos (en este ca-
so la formación de cuerpos crpmatoides) involucrados en la — 
formación del quiste, pero asimismo sugiere también que ade-
más se requieren de otros factores para la inducción y forma-
ción del quiste maduro. 

Los anteriores antecedentes muestran que cuando - -
Entamoeba crece en medios que difieren en algún factor, estas 
diferencias pueden inducir cambios en su crecimiento y en su 



estructura fina. En este trabajo, se dá evidencia de la pre— 
sencia generalizada de cuerpos cromatoides de trofozoitos de 
E. invadens que crecen activamente con alta tensión de CO2 • 

Los resultados de la primera parte de este trabajo (pre-
sencia de cuerpos cromatoides en trofozoitos crecidos con al-
ta tensión de CO2) y el hecho de que los cuerpos cromatoides 
son estructuras invariablemente presentes en el quiste nos --
hizo suponer que la alta tensión de CO2, factor inductor de -
los cuerpos cromatoides, representa tino de varios posibles — 
factores necesarios para inducir enquistamiento ^ además tina 
alta posibilidad de que el ayuno de glucosa completara los re 
quisitos necesarios 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 inducción de tal proceso. 

En base a los anteriores antecedentes nos planteamos las 
hipótesis dadas a continuación. 



III. HIPOTESIS 
OS 

1.r- La alta tensión de CO2 en medio de cultivo axéni-
co/ induce la formación de cuerpos cromatoides en 
trofozoitos de Entamoeba invadens durante su cre-
cimiento activo 

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

En base a las dos anteriores hipótesis trabajamos 
hacia los siguientes objetivos: 



IV. OBJETIVOS 

« 

Determinar la presencia de cuerpos cromatoi 
des durante la fase de crecimiento de trofo 
zoitos de Entamoeba invadens que crecen axé 

u 
nicamente con alta tensión de CO^. 

Determinar la' influencia de la alta tensión 
de CO2 y carencia de glucosa en el medio TP-
-S-l en la posible inducción del enguista 
miento de Entamoeba invadens. 



V. MATERIALES 

A.- Origen de los reactivos 

Obtuvimos de Productos Químicos Monterrey, S.A;: hidróxi 
do de sodio, acetato de uranilo, fosfato monobásico de po 
tasio y fosfato dibàsico de potasio; de Merck de México,-
S.A.: alcohol etilico, citrato de plomo, peptona de c a — 
selna, L- cisteína, ácido ascòrbico y azul de toluidina; 
de Técnica Química, S.A. de México: cloruro de sodio y — 
glucosa anhidra; de Ted Pella, Inc. Calif, U.S.A.: resina 
medcalf, óxido de propileno y glutaraldehído; de Parma— 
céuticos Lakeside, S.A. de C.V.: penicilina-G sódica cris 
talina y sulfato de estreptomicina; de "Painess & Byrne — 
LTD. Greenford, Inglaterra: panmede; de Sigma Chemical — 
Company, U.S.A. s calcofluor M2R f tritón X 100; de Infra 
del Norte: CO2. 

B.- Material biológico 

Cepa amibiana. 
Utilizamos la cepa IP-1 de Entamoeba in va den s proporcio-
nada por el Laboratorio de Amibiasis Experimental y Bio-
logia Celular de la Unidad de Investigación del Noreste 
(I.M.S.S.) 



Suero de bovina iñactivado. 

El suero fué donado por el Dr.. Salvador Said F. del ¿Labo-é 
ra torio de Biología Celular y por el B í Ó I . M . C j . Carlos* -3— 

Leal Gi del Laboratorio1 de Genética, 'ambos de ú.a. Unidad ir-
de Investigaciones Biomédicas del Noreste 11.M.S.S.)a 

C.- Preparación del medio de cultivo TP-S-1 de Diamond (sin-
vitaminas) 

1 i • 1 1 t ; v j 
COMPONENTES CONCENTRACION (g/500 ml H2O) 

Peptona de caseína — — • — 5.0 
Panmede — — — 10.0 
D-glucosa anhidra — — _ r — - 2.5 
L-cistéína . — 0.5 
Acido a se ó rb ico — 0.1 
NaCl 2.5 
KH2P04 0.3 
K2HP04 0.5 

Los componentes se mezclaron y disolvieron en 60 mi de -
agua tridestilada en ebullición. Se centrifugó a 2500 rpm du 
rante 15 minutos. 



Se centrifugó a 2500 rpm durante 15 minuto si ̂ S e aforó el so-
brenadante a 500 mi con agua tridestilada. estéril y. se ajustó 
el pH a 7.0 con NaOH 10 N« ' Se distribuyó jen. alícuotas de & -
mi en tubos de cultivo de 15 X 100 mm con tapón, de hule y se 
esterilizaron a 15 lb/pulg^/15 mina Se almacenaron en 3.a ob¿ 
curidad a temperatura ambiente hasta.ÍSU utilización. No .se -
utilizó medio de cultivo con más de dos semanas después de su 
preparación. 

Antes de ser inoculados^ J.os* tubos -se complementaron con 
1 mi de suero estéril inactivado de bovino y 0.1 mi de la so-
lución de trabajo de penicilina-estreptomicina (lpOty X) j» 

D.- Preparación de la solución salina de fosfatos (PBS) 

NaCl- 1 a cf 
K2HPO4 £ - < — ' — I 2 . 8 
k h2 P 04 71 í — > 0 . 4 g 

Se disolvieron los componentes en aproximadamente 700 mi 
de agua tridestilada y se aforó a 1000 mi, se ajustó el 
pH a 7.4-7.5 con NaOH 10 N. 

La solución se fraccionó en frascos con 100 mi y se este 
rilizaron por 1E> minuto's a 15 lb/pulg^. 



5.- Preparación de la solución de penicilina - estreptomicina 
(19) 

- Solución concentrada de penicilina: -a un frasco ámpula 
de 1?000,000 de unidades de penicilina-G sódica, pristalina, 

se le inyectaron con -jeringa g aguja estériles*. 5 mi de -
0 

agua tridestilada estéril para disolver la, penicilina, 

- Solución patrón de penicilina-estreptomicina; A un frajs 
corámpula de sulfato de estreptomicina, se le añadió bajo 
condiciones de esterilidad, la solución concentrada de — 
penicilina y se mezclaron.-

- Solución de trabajo de penicilina-estreptomicina (1000 
X) . Se pasó asépticamente toda la solución patrón de pe-
nicilina=estreptomicina del frasco ámpula a una probeta -
estéril de 25 mi y se aforó a, 20 mi con agua tridestilada« 
estéril. Se guardaron alícuotas de 5 mi en tubos-con ta.-
pón de rosca de 13X100 mm, etiquetados con la fecha de — 
preparación y se almacenaron a -20 °C cubiertos con papel 
aluminio. 

F.- Preparación de hidróxido de sodio ION 

Se preparó disolviendo 40 g de NaOH aforrando a 100 mi. — 
con agua destilada estéril. 



Obtención y almacenamiento del agua tr i des ti la da' y esteri 
1izada 

Agua destilada electropura, se destiló nuevamente dos ve?* 
ees en un destilador de yidrio£ El agua tridestilada se 
fraccionó en matraces iguales, los cuales se esteriliza-
ron inmediatamente a 15 lb/15 min y se etiquetaron con la 
fecha de esterilización. 

Preparación de glutaraldehido al 2% 

0.2 g de glutaraldehido en 100 mi de amortiguador de fos-
h. 

fatos 0.2 M pH 7.2 

Preparación de resina epoxi medcalf 

Mezcla A Mezcla B 
Resina 80 g Resina j— 100 g 
DDSA 105.6 g NMA — 88.3g 

Mezcla final para incluir: 

A 5 g 
B *— 5 g 

catalizador , -JK14 g (DMP 30) 

Preparación de acetato de uranilo 

Solución saturada en agua destilada. 



K.- Preparación de citrato de plomo 

Se disuelven 0.03 g de c i trato de plomo en, 10 mi de agua-
destilada hervida y fría y se agregan 2 a 3 gotas de NaOH 
ION, Se guarda en refrigeración.en recipientes obscuros. 

L.- Preparación de azul de toluidina 

Se disuelve 1 g de boratp de sodio en 100 mi de agua des-
tilada en ebullición y se agregan 0,5g de azul de ^oluidi 
na hasta disolver completamente. ^Filtrar y usar.' 

M.- Buffer de fosfatos 0.2M, pH 7.2 

- Solución A: 
K2HPO4 ' 31-53 g en 1000 mi de agua destilada. 

- Solución B: 
KH2PC>4 — 3 4 . 9 0 g en. 1000 mi de agua destilada. 

Se utilizaron 216.92 mi de solución A para 347 mi de la -
solución B, dando un volümen final de 563.92 mi« 

N.- Preparación de calcofluor M2R al 1% 
1 g de calcofluor M2R se disolvió en agua destilada y se 
aforó a 100 mi. 

0.- Preparación de tritón X-100 al 11 

1 mi de tritón X100 se disolvió en agua destilada y se — 
aforó a 100 mi« 



VI. METODOLOGIA 

• • - # A.- Mantenimiento de la cepa 
ff- , • • -i-

La cepa de Entamoeba in va dens se mantiene en medio -
TP-S-1 a través de resiembras ̂sucesivas, antes de alcan-
zar su fase estacionaria. 

B.- Cinética de crecimiento norttial 

Se enfrió el tubo fuente de inóculü a' 0-4°C durante 
15-20 minutos y" se determinó el nCmercr de células por mi-
lilitro de medid. Se dispusieron series de ll tubos con-, 
teniendo cada-uno 10 mililitros de medio TP-S-1 más G.í -
mi. de solución de antibióticos de penicilina-estreptomi-8 

ciña y se inocularon con 4 X 1Q3 células por mililitro de 
medio, se incubaron a 25°C y se realizaron cuentas cada -
24 h para determinar el. incremento de células. Cada pun-
to representa el promedio del valor de dos ̂ tubos. 

C.- Determinación de la densidad celular 

Para determinar el número de células (trofozoitos) ,-
los tubos se enfriaron por 15^20 minutos a 4°C para despe 
gár las Células adheridas a las paredes, se homogenizaron 
cuidadosamente por inversión y se contaron las células me 
diante una Cámara hematoci tomé trica de Neubauer. 



Cinética de crecimiento con alta, tens ióri de CO9 

El procedimiento fué igual que papa la cinética, de. « 
crecimiento normal con la única diferencia de gue antes -
de ser incubados, cada tubo fué gaseado con CO2 como se 
describe enseguida. 

Gaseo dé los tubos con CO2 (Alta tensión de CO2) 

Los tubos fueron cerrados con un tapón de hule atra-
veza€k> con= 2 agujas, la más largad uñida a una jeringa - — 
(sin émbolo) con un filtro de algodón y la otra a una man 
güera de plástico también con filtro de algodón, todo - -
ello estéril (véase fig. 1) El gas se hizo burbujear en 
el medio a través de la jeringa la cual se conectó a la -
fuente de gas (tanque de CO2). El flujo de CO2 fué de — 
0.2 1/min/ 2 min. Luego fueron retiradas las 2 agujas y 
rápidamente sellado el tapón con vaselina para evitar po-
sible paso de gases a través de los orificios dejados por 
las agujas. 

Crecimiento de trofozoitos con alta tensión de CP? para 
observación en microscopía 

•a s 

Se utilizó un inóculo de 4 X 10^ células por milili-
tro de Entamoeba invadens y fueron crecidas en cultivo — 
axénico en 10 mi de medio TP-S-1 con 0.1 mi de antibióti-
cos. Los tubos fueron lugo gaseados con CO2 como se ha -
descrito. Se incubaron a 25°C durante 1 a 10 días y las 



pastilla de células fueron. ©bteni4as y procesadas para --

su observación en fX microscopio electrónico^ 
j t s-G.- Inducción del enquistamiento Con alta tensión de COj y — 

ayuno de glucosa 

Se dispuso una serie de tubos con 10 mi de medio - -
TP-S-1 más 0.1 mi de la solución penicilina-estreptomici-
na y se inocularon con 4-1Q X ÍQ^ células por mililitro,J 

í < 

fueron gaseadas con C02 y se incubaron a 25®C por 4-6 - -
días. Los tubos se enfriaron a 0°C durante 12 min y se -
centrifugaron a 1500 rpm por 2 min. Se eliminó el medio 
de cultivo y se lavaron las células con PBS« Se agregó a 
los tubos 10 mi de medio TP-S-1 sin glucosa y 0.1 mi de -
solución de antibióticos y nuevamente se gasearon como ya 
ha sido descrito. Los tubos se incubaron a 25°C durante 
60 h. 

t 
H.- Observación con microscopía de fluorescencia 

Quistes obtenidos, después de incubar trofQZoitos r m 

por 60 h en medio sin glucosa y con alta tensión de CO2 -
fueron lavados con PBS, tratados con tritón X-100 por 15-
min, lavados con H2O destilada y resuspendidftSen PBS. — 
Una gota de esta nuestra fué colocada sobre un portaobje-
tos y sobre ella se agregó una gota de calcofluor M2R=al 
1%- y se observó con luz U.V. con' un microscopio Zeiás de 

- fluorescencia. 



Microscopía electrónica de barrido 

Las muestras en meáio s¿ri glucosa con CO2 fue 
\ 1 

ron centrifugadas a 1500 rpm/15 min y lavadas 2 veces con 
PBS para después« ser fijadas* con glutaraldehído al 2.5% w 

en buffer de fosfatos durante 24 Jf a 4°C, luego se lava-*-* 
ron con PBS y se deshidrataron ocon etanol 5Q, 70^ tf — 
100%r 10 min en cada uno de ellos^ Las muestras fueron 
colocadas sobre cubreobjetos de 5 mm de lado y se pasaron 
»a una'canastilla para introducirlas a un desecador críti-
co CPA- II-Technic durante 15 min a 10 °C. Los cubreobje-.-
tos fueron luego* colocados sobre portamuestras de bronce, 
utilizando cinta de doblé pegamentOé Las muestras fueron 
cubiertas Con oro en \in Yecubridor de capa fina Jeol ^ ^ 
JFOllOO, a una velocidad de depósito de 350 A a 15-20 Kv 
durante 3 min. 

Las muestras fueron posteriormente examinadas en un 
microscopio electrónico de barrido. Jeol JSM-35C operado a 
10-15 Kv. Se tomaron fotomicrografías utilizando pelícu-
las Kodak Vp-120. 

Microscopía electrónica de transmisión 

Los tubos fueron enfriados a Q°C por 20 min y centri 
fugados a 1000 rpm/5 min. La pastilla se lavó 2 veces — 
con PBS y se fijó con glutaraldehído al 2% en buffer de -
,fosfatos por 24 h a 4°C. se centrifugó y se lavó con - -



solución PBS, luego, se deshidrató en alcoholes al 60/ 70, 
30, 90 y 100% por 15 min en cada uno, repitiendo una vez 
en los últimos. 

Se agregó óxido de propileno y resina medcalf en re-
lación líl por 3 h a temperatura ambiente. Se incluyó en 
resina medcalf y ̂ .»olimerizó a 659C por 24 h. Cortes fi-<-
nos teñidos con acetato de uranilo y citrato de plomo fue 
ron analizados en un microscopio electrónico EM-10. 

i • . * .<cs. rv 
K.- Prueba de viabilidad de quistes 

Los cultivos fueron lavados con PBS estéril y trata-d-

dos con tritón 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. 



VII* RESULTADOS X DISCUSION 

A.- Cinética de crecimiento 
' • • • • « • • 

La cinética de crecimiento de Entamoeba invadens - -

IP-1 en medio TP'-S-l modificado, se inicié con un inóculo 
< 

de un cultivo en fase logarítmica, mostró una inmediata — 
fase-log con ausencia de fase de recuperación al inicio -
de la misma (figura 2, curva £) lo cual demuestra el buen 
estado fisiológico de las células en los cultivos. Cuan-
do se inició con diferentes cantidades de inóculo, las — 
curvas obtehidas (itfo mostradas) dieron pendientes y rendí 
mientos semejantes. Cuando la cinética se realizó en las 
mismas condiciones pero además con alta tensión de-~C02 
(figura 2, curva B) la pendiente de esta curva fué seme—-
jante a la obtenida con tensión normal de C02r lo cual in 
dica que no hay diferencia en la velocidad de crecimiento. 
El rendimiento celular fué también semejante. 

B:- Inducción de cuerpos cromatoides con alta tensión de CP? 

Cuando los trofozoitos crecidos en alta tensión de -
C02 fueron analizados en cortes £inos y semifinos durante 
1 a 1Q días de cultivo, fueron evidentes la presencia de 
cuerpos cromatoides en el 30-40% de las células observa-
das. El porcentaje real de la presencia de cuerpos croma 
toides debe ser mayor al calculado dado que seguramente -
en cierto número de células el nivel del corte no permi— 



SALIO* D E M I 

TAPON EC HULE 

•TUBO CON MEMO DC CULTIVO 

FKJ.I.-APARATO UTILIZADO PARA GASEAR LOS CULTIVOS 
CON COt. 

8 _ • . _ .. 
FM3.2r CINETICA OE CRECIMËH^O DE Entamoeba kwodww IP-1 E N ME-
MO TP -S -1 , CURVA A ( A ) CON TENSION NORMAL DE COt ,CU tVA B 
(•) CON ALTA TENSION OE COt. 

Fig. 1 Aparato utilizado para gasear los cultivos con COg. 

Fig. 2 Cinéticas de crecimiento de Entamoeba invadens IP-1 
en medio TP-S-1. Curva A (A) con tensión normal de C O - -
curva B (•) con alta tensión de CO . 



tió la observación de tales estructuras. 

Las figuras 3A y 3B muestran,-cortes finos de células 
con 1 y 2 días de crecimiento respectivamente donde se — 
puede observar que en las del primer día*) presentan peque 
ños agregados con apariencia de ribosoma« sin llegar a — 
formar las típicas estructuras ribosomales helicoidales, 
en las del segundo día estas estructuras son evidentes, 

* Las" figuras 3c, 3D y 3E muestran cortes de pélulas — 
con 3, 4 y 5 días de crecimiento respectivamente (fase- -
log) donde los cuerpos cromatoid.es ya son evidentes. La 
figura 3D es de un trofozoito con £ días en cultivo y las 
figuras 3C y 3E muestran cortes semifinos de células con 
3 y 5 días de crecimiento. La figura 3F es un corte semi 
fino que muestra 1a- presencia de cuerpos cromatoides en -
trofozoitos con 10 días de crecimiento (inicio de la fase 
estacionaria)^ La figura 3G muestra la ültraestructura -
en sección longitudinal de un cuerpo cromatoide con 4 -
días en cultivo, donde claramente puede apreciarse la - -
agregación lateral característica de las hélices ribonu— 
cleoprotéicas^ La figura 4 es un. ̂ testigo donder se mués— 
tra la ausencia de agregados y hélices ribosomales» 

Los anteriores hallazgos están en desacuerdo con lo 
* a 

propuesto por Kusairaurarn y col (17f quienes han concluido 
que los cuerpos cromatoides se forman a partir de ribo so-
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mas libres solamente cuando es- Reprimida la síntesis de —-
proteínas, es deciif cuando l&s células están en estado de 
crecimiento lento o nulo. Sin embargo, los presentes re-
sultados muestran la formación de cuerpos- fcromatoides en 
células con crecimiento activo (fase-log), "lo cual impli-
ca que bajo estas condicionéis (crecidas en alta pensión/ -
de CO2) es posible la formación de cuerpos cromatoides sd. 
multáneamente con una activa síntesis de proteínas. Esto 
hace-suponer que el fenómeno de agregación de ribosomas •=. 
libres implica no solamente un evento espontáneo sin sig-
nificado biológico sino más bien el resultado de la exis-
tencia de un mecanismo estratégico de acumulación de r e -
servas ribosomales (aún durante las síntesis activa de — 
proteínas) para un inminente proceso de diferenciación y 
su utilización- inmediata en ̂ el subsiguiente desenquista— 
miento. 

Los anteriores resultados nos llevaron a pensar que 
nuestras condiciones de cultivo (alta tensión de CO2) son 
responsables de la inducción 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 inva-
riablemente están asociadas con la formación del quiste y 
que la omisión de glucosa del medio de cultivo es, entre 

• otras, una condición necesaria para la inducción del e n — 



quistamiento in vitro (13, 29) pensamos que la elimina-
ción de la glucosa del medio TP-S-1 con alta tensión de -
C02 podría completar los requerimientos para la formación 
del quiste viable. Para probar esta hipótesis procedimos 
a sembrar trofozoitos en medio TP-S-1 con alta tensión de 
CO2 en ausencia de glucosa como se describe en material y 
métodos. 

Inducción de enquistamiento 

La inducción del enquistamiento mediante el procedi-
miento descrito en material y métodos dió como resultado 
la formación de cuerpos redondeados con la apariencia de 
quistes maduros cuando fueron observados por microscopía 
de contraste de fase (fig. 5). 

El rendimiento de estas formas quísticas varió entre 
70-90% y se alcanzó a las 60 h después de que las células 
fueron colocadas en medio TP-S-1 sin glucosa y con alta 
tensión de CO2. 

Caracterización del quiste 

La demostración de que las formas quísticas formadas 
en TP-S-1 con alta tensión de CO2 y ayuno de glucosa son 





quistes maduros y viables^ se determinó mediante los s i -
guientes criterios^ 

a) Cuando las formas 'quísticas fueron tratadas con calco 
flúor y observadas con U.V. una intensa fluorescencia 
fué observada en la superficie? lo cual demuestra la -
presencia de$ polímeros de glucosa (pared)^ (figs. 6A 
y 6B) 

b) La observación de las formas quísticas al microscopio 
de barrido demostró una apariencia de la ^superficie -
de la pared igual a la que presentan los quistes obte 
jiidos en AEM, (figs. 7a y 7B) 4, 

c) La microscopía de transmisión demostró que las formas 
quísticas son multinucleadas y con grandes cuerpos — 
cromatoides (figs. 8a y 8B) . 

d) Las pruebas de viabilidad (véase material2 y métodos)-
dieron como resultado que a los 3 días cié* Cultivo, — 
abundantes trofozoitos fueron observados y una nueva 
población fué formada a partir de los mismos. 

Ante las evidencias anteriores pudimos concluid que las -
formas quísticas obtenidas mediante la metodología d e s -
crita son quistes maduros y además viables. 
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Ventajas del método 

La Tabla 1 muestra un resumen de los requerimientos 
de los medios axénicos de enquistamiento hasta ahora des-
critos. En ésta se muestra que la metodología aquí pre,— 
sentada para inducir enquistamiento en trozofoitos de - -
Entamoeba invadens tiene la ventaja de que en ningún m e -
mento las células sufren cambios drásticos de algún .fac— 
tor, como sucede en el medio de Rengpien y Bailey (AEM) 
ampliamente usado (29), en el que hay una diferencia de -
aproximadamente 300 miliosmoles menos con respecto al me-
d¿o de crecimiento TP-S-1 (tabla 1) . Por otra parte, el 
mismo medio AEM requiere un período de maduración de un * 
mes, lo que no es necesario con este nuevo método. El mé 
todo descrito por Vazquezdelara Cisneros y Arroyo - - -
Begovich (12) de inducción del enquistamiento en - - -
Entamoeba invadens por eliminación de la glucosa del m e -
dio TYI-S-33 (13), requiere células en óptimas condi-
ciones de crecimiento (fase-log)¿ lo cual ̂ también es ne 
cesario en el medio AEM. En ambos métodos, células r e -
cién entradas en fase estacionaria no producen resultados 

eficientes. En el nuevo método aquí descrito la efi 
ciencia se mantiene, aún partiendo de células entrando -
en fase estacionaria. Este comportamiento puede explicar 
se por el hecho de que después del primer gaseo con COj -

> 

(véase material y métodos) las'células deben crecer de -
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F .7 • COMPARACION ENTRE DISTINTOS NETCDOS DE QíQUISTRMIENTO CE 
Entamoeba invadpns 

i 
MEDIO CEM1 AEM2 LG3 ALTA pCC>2 Gí— 

— - — r- • r* 
Ccndición Accndicicra-

miento par -
bacterias 

Madura— 
ción 1 
mes 

Remoción 
de 

glucosa 
Remoción de gluco 
sa alta tensión -
CO2 

Requisito 
de la — 

Crecimiento pre— 
vio en alta ten-

célula sión CO2 

Estado — 
cptimo de 
las células 

Mitad de 
la fase 
log 

Mitad de 
la fase 
log 

Mitad de 
la fase 
log 

Cualquier punto -
de la fase de ere 
cimiento 

Aparicián de 
pared (prime 
ros quistes) 

16-20 h 10-12 h 6 h 30 h 

Tienpo para 
máximo 

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

Eficiencia 
Itéxiira % 50-80 70 70* 80-90 

Osrrolaridad 
nOs/Kg 390 78 310 ?65 

Cepa IP-1, PZ IP-1,PZ* IP-1, PZ* IP-1, PZ** 
n * 1 . .1 - < 

* Rendiitdento variable 
** No ensayado 
1 Medio ccsidicicnado de enqui s tamieaito 
2 Medio de enqai stamiento axénico 
3 Medio ccn bajos niveles ds glucosa 
4 Alta tcnsiSn de C02 y ayuno de glucosa 



4 a 6 días antes de ser colocadas en el medio sin glucosa 
y alta tensión, de C 0 2 í tiempo en el que las células pue— 
den entrar de nuevo a una fase-log. 

En quistes con 60 más h después de iniciado el en-
quistamiento aparentemente algunas células llegan a de sen 
quistarse ya qüe al analizar en el microscopio de barrido 
quistes de estos tiempos pudimos observar una posible se-
cuencia de eventos que sugieren fuertemente el desenquis-?' 
tamiento y cómo el trofozoito emerge del quiste a través 
de un poro en la pared ffigs. 9A-9D) « Esta interpreta—-
ción Se ve apoyada por la reciente descripción de la pre«» 
sencia de depresiones en superficief de la pared de -
Entamoeba invadens como el posible Sitio de salida del 
trofozoito (24)/ y un estudio con microfotografía espacia^ 
da que ha descrito que el trofozoito deja el quiste a tra 
vés de un poro en la pared (9) f .as* como un estudio sobre 

desenquistamiento en E. histolytica en el que se ha demos 
'. í 

trado que los trofozoito^ emergen a través- de un poro5 so-
bre la superficie celular cuando los quistes son coloca— 
dos en un medio que estimula el crecimiento (32) . Asimis* 
mo, en otros grupos de protOzoarrios, poros de emergencia 
han sido descrito para sus formas de*resistencia ^19, 34) . 
Estos antecedentes nos permiten suponer que laá §r>ominen-

» 

cias de los quistes observados en laá5 figurasr 9B y 9C se 
inician en la depresión o Cavidad del quiste y1 represen-
tan el sitio del futuro poro- de salida del trofozoito. 



Figs. 9A-9D. Micrografías de microscopio de barrido de tro 
fozoitos de E. invadens con 60 o más horas con alta tensión 
de CC>2 y ayuno de glucosa. La sucesión de fotografías 9A a 
9D muestran la posible secuencia de eventos morfológicos en 
el desenquistamiento. (9A) 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 
gión de la 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 presión interna del trofozoito en este sitio. - -
(9A) 3,600 X, (9B) 4,400 X, (9C) 4,800 X, (9D) 2,000 X. 



VIIL CONCLUSIONES 

De los resultados anteriores "podemos concluir? 

Se ha desarrollado un nuevo y eficiente método para indu 
cir enquistamiento masivo in vitro en Entamoeba invadens, 
importante para el estadio del quiste? fase ¿nfectiva —» 
de la amibiasis. 

La formación de los cuerpos cromatoides puede ser induci 
da en trofozoitos de Entamoeba invadens aün durante la -
fase activa de crecimiento (fase-log) si estos son creci 
dos con alta tensión de CO2. 



IX* CONTRIBUCIONES y PERSPECTIVAS * 

La implementación del método aquí descrito para inducir-
enquistamiento en Entamoeba invadens a través de condiciones 
que semejan las condiciones in vivo, abre una nueva alterna— 
tiva a los investigadores de la biología del enquistamiento -
en cuanto a la posibilidad de poder manejar el enquistamiento, 
desenquistamiento e inactivación del qusite a nivel del medio 
ambiente, permitiendo así, ante todo, la prevención de la ami 
biasis. Paradójicamente, el quiste, fase infectiva de la « -
amibiasis es un aspecto muy pobremente estudiado comparado a 
otros aspectos de- este parásito y de la amibiasis en general. 

Por otra parte, las conclusiones obtenidas de los presen 
tes resultados en el sentido de que los cuerpos cromatoides -
son compatibles con el ciclo óelular normal de Entamoeba - -
invadens en las condiciones aquí ensayadas, contrario a las -
conclusiones de Kusammrarn y col. 

sugiere la presencia 
en estos organismos de mecanismos de regulación én la sínte-
sis de ribosomas y cuerpos cromatoides durante, .el enquista-— 
miento. Mecanismos aparentemente hasta ahora no considerados, 
lo que abre el camino a la búsqueda de tales estrategias en « 
la diferenciación de Entamoeba. 
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