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RESUMEN

Basados en los antecedentes en relacién al efecto del COZ’ O2 y poten-
cial redox en el crecimiento de amibas del género Entamoeba y al hecho de
que los cambios en la fisiologia celular muchas veces van acompafiados de -
cambios en la ultraestructura, se postuld la posibilidad de la existencia
de cahbios en la ultraestructura de trofozoitos que crecen con alta tensidn
de CO2. Los resultados obtenidos al-tratar de probar esta hipdtesis mostra
ron, duranteel desarrollo de una cinética normal, la presencia de notables
cambios en la organizacidén de la cromatina al primer dia de cultivo, al se
gundo dia la presencia de hélices semejantes a las que forman los cuerpos
cromatoides (hélices ribonucleoprotéicas) y desde el tercero al décimo dia

los cuerpos cromatoides fueron evidentes y numerosos, ademis de que el cre

cimiento del cultivo fué semejante al testigo.

Siendo los cuerpos cromatoides invariablemente presentes en prequistes
y quistes de Entamoeba, la presencia de estas estructuras en trofozoitos -

crecidos activamente con alta tensidén de CO asi como el hecho de que en

2!
los medios de enquistamiento la ausencia de glucosa es un requisito comun,
se vidé la posibilidad de que trofozoitos que han crecido previamente con -

alta tensidén de CO si se colocan en un medio sin glucosa y alta tensién

27 )
de C02, producirén quistes maduros. Ensayos de tales condiciones mostra—-—
ron la induccidén de formas quisticas cuya caracterizacidén demostrd que fue

ron quistes maduros y viables.

Por otra parte, el anadlisis de la morfogénesis de la pared del quiste -
mediante microscopia electrdnica de barrido mostrdé que la formacidén de la
pared se inicia aparentemente con la formacidén de una delgada pelicula la
cual, al reducirse el volumen del trofozoito, se colapsa formando pliegues
que semejan cordones sobre la superficie. Posteriormente la sintesis de -
pared continda formando nuevas estructuras como pliegues, aumentando el gro
sor y altura de los mismos. Se propone una secuencia hipotética de pasos

en el desarrollo de la formacidén de la pared.




INTRODUCCTION

El estudio de las amibas del género Entamoeba resulta especialmente im
portante porque incluye especies parasitas para el hombre y algunos anima
les. Las dos especies mas conocidas y estudiadas son Entamoeba - - - - -

histolytica, Schaudinn, 1903 y Entamoeba invadens, Rodhain, 1934.

Semejante a otros protozoarios de vida libre, el ciclo de vida de - -
Entamoeba se desarrolla a través de una alternancia de crecimiento trofo-
zoitico y la formacién periddica de quistes. El1 conocimiento del ciclo de
vida de estas amibas parasitas requiere estudios del estado trofozoitico,
del quiste, del enquistamiento y del desenquistamiento. El estudio del -
trofozoito normalmente estd encaminado hacia el conocimiento de la patogé
nesis y es donde existe una mayor informacidén al respecto. El quiste, —-
sin embargo, ain siendo la forma infecciosa, ha sido relativamente menos
estudiado, asi como el proceso mismo del enquistamiento, el cual, implica

una serie de complejos cambios morfolégicos y bioquimicos poco conocidos.

La amibiasis representa un grave problema de salud piblica en México y
otros paises en éesarrollo. Esta enfermedad, cuyo agente causal es - - -
Entamoeba histolytica, es tipica de paises con clima tropical, sin embar-
go, la disenteria amibiana es bastante ubicua y se le encuentra también -
en regiones templadas; aunque se manifiesta con mayor frecuencia y con cua
dros clinicos més severos en paises tropicales y subtropicales con bajo -
nivel socio econémico en donde la sanidad ambiental y la alimentacidén son
deficientes (Brandt y Pérez-Tamayo, 1970; Gutiérrez y Col., 1976; Kayan,-
1976; WHO, 1969).

Por otra parte, el cuidadoso estudio de Geiman y Rattclife (1936), tan
to in vive como in vitro, les condujo a concluir que E. invadens y - - —-—
E. histolytica son extraordinariamente semejantes. Segin McConnachi - -
(1955), esta semejanza se extiende a los procesos de diferenciacidén y desa
rrollo metaquistico, de manera que una descripcién de estos procesos en -
una especie podria ser aplicable a la otra, y que desde los puntos de vis
ta de morfologia y patogenicidad, aunque en huéspedes diferentes, la seme

janza entre E. invadens y E. histolytica es mayor que la que existe entre




otras especies del mismo género.

Las razones anteriores justifican por que E. invadens, parasito de rep-
tiles (Rodhain, 1934) es utilizado como modelo bioldégico experimental para
la investigacidén en amibiasis, particularmente en aspectos de diferencia-—-
cién. Por otra parte, la busqueda de los interesantes e importantes meca-
nismos que estan involucrados en la diferenciacién celular y en particular
en el enquistamiento de Entamoeba como procesos fundamentales de la fisio-

logia celular no requieren, por si mismos, de ninguna justificaciédn.




ANTECEDENTES

Una enfermedad de reptiles con un parecido a la amibiasis en el hombre
fué descrita en 1933 y asociada directamente con Entamoeba sp. - - - - -
(Ratcliffe y Geiman, 1933). Sin embargo, fué hasta 1936 que se estable—-—
cid que este organismo es muy similar a Entamoeba histolytica tanto en —-
morfologia del trofozoito y del quiste como en los procesos de enquista—-—
miento y desenquistamiento y en los cambios metaquisticos (Geiman y - - -

Ratcliffe, 1936).

El primer estudio al microscopio electrénico de amibas de Entamoeba -
invadens crecidas axénicamente fué realizado por Siddiqui y Rudzinska —-
(1965),. quienes describieron que la amiba estd limitada por una membrana
citoplasmatica de aproximadamente 280 K de grosor. El mayor componente -
del citoplasma son vacuolas con diédmetros de 0.2 a 3.0 u, las cuales care
cen de estructura, poseen baja densidad y estéan limitadas por una membra-
na limitante del mismo grosor y densidad que la membrana plasmatica, sugi
riendo que la membrana plasmatica da origen a la membrana vacuolar en el
proceso de pinoci%osis. No se encontraron ni mitocondrias ni aparato de
Golgi. El reticulo endopléasmico, si existe, estd pobremente desarrolla—
do. El citoplasma presenta dos tipos de particulas, unas de baja densi—-
dad de 200-300 R, y otras de 400-700 Z de mayor densidad, éstas ultimas -
posiblemente representan particulas de glucdgeno. La membrana nuclear es
doble y hay pocas discontinuidades, las que pueden representar poros. La
cromatina permanece inmediatamente debajo de la membrana nuclear, junto -
con la presencia de vesiculas intranucleares dentro de la capa de croma-
tina. Entre las estructuras del citoplasma, los cuerpcs cromatocides, --
son caracteristicos de quistes, prequistes y trofozoitos con lento o nu-
lo crecimiento. Barker y Deutsch (1958) en un estudio por medio de micros
copio electrénico describieron cuerpos cromatoides en trofozoitos de - - -
Entamoeba invadens crecidos en un medio no axénico, aunque éstos més peque
nos y m&S NUMErosos que los descritos en los quistes y mediante estudios
histoquimicos demostraron que los cuerpos cromatoides consisten principal

mente de &cido ribonucléico y proteinas inespecificas, ademids mediante es




tudios también con microscopio electroéonico demostraron que las particulas
globulares las cuales forman los cuerpos cromatoides se aplanan después -
de tratamiento con ribonucleasa. Calcularon en 200 Z de diametro las par
ticulas que forman las hélices de los cuerpos cromatoides y un tamafio pro
medio de los cuerpos cromatoides sobre 0.5 u, aumentando éste con la edad

del cultivo de los trofozoitos y decreciendo otra vez en el quiste.

Mediante microscopia de luz ultravioleta (U.V) Barker y Svihla (1964)
estudiaron la distribucidén celular de material con absorcidén méxima de —-
265 nm en muestras de cultivos completos de Entamoeba invadens obtenidos
a intervalos de tiempo durante el crecimiento y maduracién de quistes. La
absorcidén en el citoplasma aumentd gradualmente conforme los trofozoitos
se aproximaban a periodos de maximo enquistamiento. En trofozoitos tar—-—
dios y formas prequisticas, el material absorbente se encontrd en pequefios
cuerpos los cuales se agregaban para formar grandes cristales de muy alta
absorcidn especifica, la maxima cristalizacidén ocurrid en quistes tempra-
nos, donde ensayos citoquimicos mostraron que los grandes cristaloides son
ribonucleoproteina. Micrografias electrdnicas mostraron que los cristaloi
des estan formados por particulas de 200 a 300 K de diametro. Durante la
maduracidén del qd}ste no se aprecid reduccidén en la absorcidén del quiste,
pero los grandes cuerpos se fragmentaron en unidades més pequefas hasta —-
que finalmente solo quedd una muy alta absorcidén difusa por el quiste com
pleto. Por estos y otros resultados los autores proponen la hipdtesis de
que los grandes cristaloides (cuerpos cromatoides) son una manifestacién
de un mecanismo adaptativo huésped-parasito, donde la ribonucleoproteina
es sintetizada bajo condiciones favorables, cristalizada en el resistente
estadio de quiste, y dispersada en la nueva amiba desenquistada habilitan
dola para establecerse en un nuevo huésped para un periodo de réapido creci

miento.

Baker (1963), utilizdé la tincidén negativa en fracciones particuladas -
de E. invadens obtenidas mediante un fraccionamieﬁto con acido ascérbico
como antioxidante y variaciones en la concentracidén de magnesio para con-
trolar el estado de agregacién de las particulas de 150-660 Z de diametro,
tal diversidad fué debida a la agregacidén de diferentes combinaciones de

o
dos tipos de particulas semejantes a ribosomas de 150 a 250 A de diametro.




Tales resultados dieron lugar a la hipétesis de que los cuerpos cromatoides

representan un estado de agregacidén cristalina de ribosomas, lo que hace -
poco probable la interpretacidén sugerida por algunos autores que plantean
la posibilidad de que los cuerpos cromatcides representan acumulos crista-

linos de particulas de algin virus citoplasmatico.

Por otra parte, Czeto y col. (1973), mediante un estudio por microespeg

tofotometria de cuerpos cromatoides de E. invadens encontraron que el es——

|

pectro de absorcidén cambidé de un solo pico a 275 nm observado en quistes
recién formados a dos picos, uno de 260 nm y otro de 310 nm observado en -

quistes con 24 horas de envejecimiento. Los autores atribuyeron estos -

|

cambios a la oxidacidén del triptofano a formilkynurenina y la hidrdlisis

de formilkinurenina a kinurenina.

Kusamrarn y col. (1975) encontraron que hélices y agregados de hélices
(cuerpos cromatoides) se forman abundantemente en trofozoitos que crecen
activamente en presencia de diversos inhibidores de sintesis de proteinas,
(NaF. Cicloheximida, Actinomicina D). Estos cuerpos cromatoides son es—-—
tructural y citoquimicémente idénticos a los encontrados en quistes. No
encontraron evidencia de ningin organizador estructural ni de requerimien

.

to de actividad metabdlica para la formacidén de las hélices, por lo que -
concluyeron que la formacidén de las hélices inducidas por inhibidores de

la sintesis de proteinas es un proceso espontédneo en el que los ribosomas

maduros provenientes de polisomas se agregan en forma cristalina. En sus
resultados no encontraron razones para relacionar la agregacidén de riboso
mas en hélices o cuerpos cromatoides con el proceso de diferenciacidén o -
estados especificos del ciclo celular, sin embargo, sugieren alguna analg
gia entre el mecanismo de formacidn de hélices en Entamoeba propuesta por
ellos y, por ejemplo la cristalizacidén de ribosomas en embriones de pollo
en hipotermia (Morimoto y col, 1972); en ambos sistemas los agregados pa-
recen formarse a partir de monosomas inactivos, maduros y libres de mensa
jeros. Asimismo Morimoto y col. (1972a), encontraron que el arreglo basi
co del cristal ribosomal del embridén de pollo en. hipotermia es un tetrémg
ro no asoéiado a mensajeros, e indican acemds que los tetréameros se forman

a partir de monosomas liberados de poliscmas y la posibilidad de que 1los

tetrameros se puedan formar a partir de ribosomas no programados para la

i e




sintesis de proteinas, sintetizados inmediatamente antes de la cristaliza

cidén o durante el congelamiento.

En un trabajo posterior Kusamrarn y col. (1975a) comparando propieda—-—
des estructurales, de sedimentacidén y de actividad en sintesis de protei-
nas de ribosomas obtenidos a partir, ya sea de polisomas o de hélices de
Entamoeba invadens, concluyeron que los ribosomas de polisomas y hélices
de Entamoeba invadens son probablemente idénticos y que la habilidad para
formar hélices es una propiedad intrinseca de los ribosomas maduros libres
de RNA mensajero. Se encontrdé que tanto los ribosomas de trofozoitos como
de quistes eran activos para sintetizar proteinas en sistemas libres de -
células, aunque la actividad en extractos de quistes requiridé la adicidn

de la fraccidn soluble de trofozoitos.

Por otra parte, muchas veces la variacidén de un factor del medio trae
consigo un cambio en la fisiologia de la célula, y el cambio en la fisio-
logia cominmente involucra un cambio en la ultraestructura de la misma, -
por ejemplo, Ludvick y Shipstone (1970), confirmaron la ausencia del Com-
plejo de Golgi en E. histolytica, pero Trevifio y Feria (1971) encontraron
que bajo la accidn de ciertas drogas hay la formacidn de vacuolas en dis-—
posicién muy similar al complejo de Golgi, asi como la aparicidn de promi
nente reticulo endoplésmico. Asimismo, Chang (1946) encontrd gque existe
una estrecha relacidén entre el potencial de 6xido reduccidén del cultivo -
y el crecimiento, enquistamiento y desenquistamiento de E. histolytica,>y
que la relacidén entre el potencial de 6xido-reduccidén y pH es critica para
la induccién del enquistamiento pero, posteriormente, Balamuth (1961), en
contrdé que los potenciales de 6xido-reduccidén no mostraron ninguna rela—-—
cidén con el enquistamiento. 1las diferencias de resultados de los autores
anteriores podrian ser explicados por diferencias en el cultivo, indicando
la dramidtica influencia que el cambio de un factor del medio de cultivo -

puede producir en la fisiologia y estructura de Entamoeba.

En otro aspecto, el conocimiento de los procesos bioquimicos y fisiold
gicos involucrados en el enquistamiento amibiano, particularmente de espe
cies patbégenas, se habia visto frenado por la carencia de medios de culti

vo axénicos inductores del enquistamiento masivo in vitro. Los primeros -




das, pero ninguna relacién fué encontrada en cepas de E. invadens.

Chang (1942, 1946) ha relacionado el enquistamiento de E. histolytica -
con ciertas condiciones de pH y potencial de 6xido-reduccién, pero él mis-
mo también ha sugerido que es posible que los cambios en los potenciales -
de 6xido-reduccidn, lo cual acontece en el enquistamiento, es una conse- -
cuencia de otras condiciones asociadas a la formacidén de quistes, mas bien

que el factor inductor del enquistamiento mismo.

En enquistamiento en masa de E. invadens pudo ser estimulado en culti--
vos de amibas crecidas con bacterias en un medio conteniendo almidén inso-
luble (Balamuth, 1962), sin embargo, este sistema es poco deseable para el
estudio de mecanismos de diferenciacidén debido a la presencia de otros or-
ganismos metabdlicamente activos y a los componentes insolubles que compli

can la obtencidén de quistes maduros.

Thepsuparungsikul y col. (1971) desarrollaron un método para inducir en
quistamiento masivo de E. invadens en cultivos monoaxénico o axénico en un
medio monofésico. El procedimiento involucra la transferencia de trofozoi
tos de un medio de crecimiento axénico (TP-S-I) (Diamond, 1968) a otro de
enquistamiento que contiene suero y que ha sido condicionado por crecimien
to de bacterias en él, previo a su esterilizacidén e inoculacidén con amibas.
Si tal medio carece de acondicionamiento los trofozoitos no se enquistan -
lisandose generalmente. Varias cepas de bacterias pudieron condicionar e-
ficientemente el medio de enquistamiento y los quistes producidos axénica-
mente fueron indistinguibles de los obtenidos a partir de cultivos mono--

axénicos.

Rengpien y Bailey (1975) describieron una nueva técnica a través de la
cual se induce el enquistamiento masivo de E. invadens en un medio axénico
sin necesidad de condicionar previamente el medio con bacterias. En este
medio, el enquistamiento masivo ocurre dentro de las 30-48 horas luego de
que trofozoitos de E. invadens de la cepa IP-1 crecidos axénicamente son _
transferidos a este medio antes de que entren en fase estacionaria produ--
ciendo unhenquistamiento de aproximadamente 70 %. Enquistamiento de - - -
E. invadens de la cepa PZ ocurre de una manera similar pero con menos re—-—

producibilidad. Sin embargo, E. histolytica no enquista en este medio.




Das y col. (1980) publicaron un método de enquistamiento axénico para -
E. invadens en un medio hipoténico salino sin nutrientes orgénicos. MgCl2

(30 mM), CaCl_ (30 mM), asi como NaCl (45 mM), inducen enquistamiento a ——

22°C. Sin emiargo, a 30°C las amibas se lisan. El enquistamiento no ocu-
rri6é en agua destilada o NaCl isotdénico a ninguna de las dos temperaturas.
Por otra parte Vazquezdelara-Cisneros y Arroyo-Begovich (1984) han desarro
llado un procedimiento para inducir enquistamiento axénico de Entamoeba -
invadens, eliminando la glucosa en el medio de crecimiento TYI-S-33 - - -
(Diamond, 1978). E1l tiempo transcurrido para iniciar el enquistamiento -
fué dependiente de la densidad del indculo; un cultivo de 1 X 105 cel/ml
requirié s6lo de 8 h para iniciar el enquistamiento. La produccidén de - -
quistes fué o6ptima (70%) cuando se empled una densidad de 5 X 105 cel/ml.
Bajo las condiciones anteriores, el suero fué totalmente necesario, pero

no las vitaminas. El enquistamiento pudo ser disparado sin cambios en la

osmolaridad del medio, y el oxigeno no influyé en este proceso.

De acuerdo con lo anterior se cuenta ya con técnicas que permiten la —-—
induccidén in vitro del enquistamiento masivo y reproducible en Entamoeba -
invadens, pero aun es notable el gran hueco de conocimiento en relacidn a
que o cuales factores son en UGltima instancia los verdaderamente inducto--

res del enquistamiento.

En base a los datos ya menciondos de Ludvick y Shipstone (1970), - - -
Trevifio y Feria (1971), Chang (1946) y Balamuth (1961). Los cuales demues-
tran la importancia que el cambio de un factor del medio de cultivo puede
producir en la fisiologia y estructura de Entamoeba, y en los datos de - -

Band y Cirrito (1979) en cuanto a la necesidad de CO_ para el crecimiento

de E. invadens y su baja tolerancia al oxigeno, uno ée los objetivos que se
plantearon para esta tesis fué la investigacién de posibles cambios en la

ultraestructura de trofozoitos de E. invadens crecidos con alta tensidn de
002. Ademéds, dado el hallazgo de Ramos (1987) en un trabajo preliminar de
esta tesis en el que observd la presencia de cuerpos cromatoides en trofo-
zoitos de E. invadens en fase de crecimiento activo cultivados en medio —-
TP-S-1 coﬁ alta tensidn de CO2, aunado al hecho de que los cuerpos croma--
toides son estructuras invariables en quistes y prequistes de Entamoeba, y

que los diversos medios de enquistamiento axénico para E. invadens omiten
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la glucosa, un segundo objetivo de esta investigacién fué el de probar la
posible induccién de enquistamiento de trofozoitos de Entamoeba invadens -

crecidos en medio TP-S-1 con alta tensidén de CO, y ayuno de glucosa.

2
Por otra parte, de los resultados obtenidos de la busqueda de las res—-
puestas a las preguntas implicitas en los objetivos ya mencionados, se de-
rivaron nuevas preguntas con respecto a la morfogénesis de la pared. A —-
este respecto, Chavez y col. (1978) han encontrado que la pared de los - -
quistes de E. invadens estid formada por una malla fibrilar compacta de - -
100 a 140 nm de espesor, situada sobre la membrana plasmética. Se resalta
que existe gran semejanza entre el material fibrilar que integra la pared
del quiste, con la del contenido de vacuolas citoplasmaticas que con fre--
cuencia se encontraron adosadas a la cara interna de la membrana plasmati-

ca.

Arroyo Begovich y col. (1982) demostraron que la pared de quistes de —-—
E. invadens estd constituida por estructura microfibrilar y que las micro-
fibrillas estén estretejidas y distribuidas al azar, ademés mediante estu-
dios citoquimicos y de difraccién de rayos X, demostraron también que el -

unico polimero cristalino que constituye las microfibrillas es quitina.

L3

Los trabajos de naturaleza morfoldgica sobre la superficie celular de -
amibas, han sido enfocados a observar diferencias entre los estadios de --
trofozoito y quiste, y no teniamos conocimiento de algin estudio en el —-
que se determinaran los cambios morfoldégicos de la superficie celular o la
forma en la cual la pared del quiste (quitina) va siendo depositada duran-

te el proceso de diferenciacidn.

La observacidon de algunas fotografias de quistes de E. invadens tefiidos
con calcofluor white M2R (Arroyo-Begovich y col. 1978) (un colorante - -
fluorescente con afinidad por polimeros de glucosa (Peters y Latka, 1986))
hizo nacer la hipdtesis de la posibilidad de que la pared del quiste fuera
formada gradualmente desde uno o varios origenes avanzando gradualmente —--
sobre la superficie, dada la fluorescencia de quistes en forma de '"parches"
o de "cuarto creciente". Si esto fuera asi, ésta idea podria ser probada
a través de microscopia de barrido, mediante el analisis progresivo de va

rios tiempos durante la formacidén del quiste.
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El comprobar la anterior hipétesis y la caracterizacidén de la superficie
de la pared de los quistes de E. invadens obtenidos con medio AEM y con al-

ta tensidén de CO2 fué un tercer objetivo de esta investigacidn.




MATERTELEALES

Origen de los reactivos

Se obtuvieron de Productos Quimicos Monterrey, S. A.: hidréxido de sodio,
acetato de uranilo, fosfato monobasico de potasio y fosfato dibasico de po
tasio; de Merck México, S.A.: alcohol etilico, citrato de plomo, peptona de
caseina, L-cisteina, acido ascérbico y azul de toluidina; de Técnica Quimi-
ca, S. A. de México: cloruro de sodio y glucosa anhidra; de Biox6n de Méxi-
co, S.A.: extracto de levadura; de Ted Pella, Inc. Calif. U.S.A.: resina -
Medcast, 6xido de propileno y glutaraldehido; de FarmaceUticos Lakeside, -
S.A. de C.V.: penicilina-G sddica cristalina y sulfato de estreptomicina;
de Painess & Byrne LTD. Greenford, Inglaterra: Panmede; de Sigma Chemical
Company, U.S.A.: calcofluor M2R y tritén X-100; de Infra del Norte, S.A.
de C.V.: CO, industrial y CO2 de alta pureza 99.9% (nitrégeno, 50 ppm, —-—

2
oxigeno, 20 ppm, hidrocarburos, 10 ppm).

Material Bioldgico

Cepa amibiana:®

Se utilizdé la cepa IP-1 de Entamoeba invadens proporcionada por los la
boratorios de Amibiasis Experimental y Biologia Celular de la Unidad de In

vestigaciones Biomédicas del noreste, I.M.S.S.

Suero bovino inactivado:

Se trabajé con suero bovino de las siguientes fuentes: Laboratorio del
Dr. Rubén Lépez Revilla, del Centro de Estudios Avanzados del I.P.N.; de -
AGRO, productos y subproductcs de origen animal, Monterrey, N.L.,; de Sigma
Chemical Co. y de nuestro laboratorio. Parte del suero utilizado en este
trabajo fué amablemente donado por el Dr. Salvador Said Fernandez, por el

M.C. Carlos Leal Garza y por el Dr. Angel Arroyo Begovich.
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Medio de Cultivo TP-S-1 de Diamond (sin vitaminas)
COMPONENTES CONCENTRACION (g/500 ml H20)
Peptona de Caseina 5.0
Panmede 10.0
D-glucosa anhidra 2.8
L-cisteina 0.5
Acido Ascérbico 0
NaCl 2.5
KHZPO4 0.3
KZHPOA 0.5

Los componentes se mezclaron y disolvieron en 60 ml de agua tridestilada -
en ebullicidén. Se centrifugdé a 2500 rpm durante 15 minutos. Se aford el
sobrenadante a 500 ml con agua tridestilada estéril y se ajustdé el pH a 7.0
con NaOH 10 N. Se distribuydé en alicuotas de 9 ml en tubos de cultivo de
15 X 100 mm con tapdén de hule y se esterilizaron a 15 1b/pu1g2/15 min. Se
almacenaron en la obscuridad a temperatura ambiente hasta su utilizaciodn.
No se utilizd medio de cultivo con mas de dos semanas después de su prepa-

racion.

Antes de ser inoculados, los tubos se complementaron con 1 ml de suero es-
téril inactivado de bovino y 0.1 ml de la solucidén de trabajo de penicili-

na-estreptomicina (1000 X).
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Medio Axénico de Enquistamiento (AEM)

COMPONENTES CONCENTRACION (g/1)
Peptona de Caseina (Merck 5.0
Extracto de Levadura (Bioxén de México, S.A.) 5.0
KH2P04 (Productos Quimicos Monterrey, S.A.) 0.25 1
KZHPO4 (Productos Quimicos Monterrey, S.A. 0.55
Suero estéril inactivado de caballo 50.00 ml

Los cuatro primeros componentes se disolvieron en 900 ml de agua tridesti-
lada estéril, se ajustd el pH a 7.0 con NaOH 5 N y se agregd el suero de -
caballo. Se esterilizd por filtracidn a través de membranas Millipore con
didmetro de poro de 0.22 u y se recibidé en frascos de 100 ml estériles. -
Se incubaron los frascos con el medio a 37°C durante 48 horas, transcurri
do este tiempo, se pasaron a una temperatura de 4°C durante un mes para ——

"maduracién' del medio.
~

Preparacién de la solucidén salina de fosfatos (PBS)

NaCl 6.5 g
K HPO,, 2.8 g
KH,,PO 0.4 g

Se disolvieron los componentes en aproximadamente 700 ml de agua tridestila

da y se afordé a 1000 ml, se ajustd el pH a 7.4-7.5 con NaOH 10 N.

La solucidén se fracciondé en frascos con 100 ml y se esterilizaron por 15 -

minutos a 15 lb/pulgé.
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Preparaciéon de la solucidén de penicilina - estreptomicina.

Solucidén concentrada de penicilina: a un frasco ampula de 1.000,000 de
unidades de penicilina-G sdédica cristalina se le inyectaron con jeringa -
y aguja estériles, 5 ml de agua tridestilada estéril para disolver la peni

cilina.

Solucién patrdén de penicilina-estreptomicina: A un frasco ampula de sul
fato de estreptomicina, se le afiadié bajo condiciones de esterilidad, la so

lucidén concentrada de penicilina y se mezclaron.

Solucién de trabajo de penicilina-estreptomicina (1000 X). Se pasd - -
asépticamente toda la solucién patrdén de penicilina-estreptomicina del - -
frasco ampula a una probeta estéril de 25 ml y se afordé a 20 ml con agua -
tridestilada estéril. Se guardaron alicuotas de 5 ml en tubos con tapdén -
de rosca de 13 X 100 mm, etiquetados con la fecha de preparacién y se alma

cenaron a -20°C cubiertos con papel aluminio.
Preparacion de hidréxido de sodio 10 N

Se prepard disolviendo 40 g de NaOH aforando a 100 ml con agua destila-

da estéril. .
Obtencidn y almacenamiento del agua tridestilada y esterilizada

Agua destilada electropura, se destild nuevamente dos veces en un desti
lador de vidrio. El agua tridestilada se fracciondé en matraces iguales, -
los cuales se esterilizaron inmediatamente a 15 1b/15 min y se etiquetaron

con la fecha de esterilizacidn.

Preparacidon de glutaraldehido al 2%
0.2 g de glutaraldehido en 100 ml de amortiguador de fosfatos G.2 M - -
pH 7.2.
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Preparacion de resina epoxi medcast

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

Mezcla final para incluir:

A 5g
B 5 g
catalizador 0.14 g (DMP 30)

Preparacién de acetato de uranilo
Solucién saturada con agua destilada.

Preparacidén 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 10 N. Se guardan en refrigeracién

en recipientes obscuros.

Preparacion de azul de toluidina
Se disuelve 1 g de borato de sodio en 100 ml de agua destilada en ebulli--
cidén y se agregan 0.5 g de azul de toluidina hasta disolver completamente.

Filtrar y usar.

Buffer de fosfatos 0.2 M, pH 7.2
Solucién A:

KZHPO4 31.53 g en 1000 ml de agua destilada.

Solucidén B:

KH2P04 34.90 g en 1000 ml de agua destilada.

Se utilizaron 216.92 ml de solucidén A para 347 ml de la solucidén B, dando

un volumen final de 563.92 ml.

Preparacion de calcofluor M2R al 1%

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

Preparacion de triton X-100 al 1 %

1 ml de tritdén X-100 se disolvid en agua destilada y se aforé a 100 ml.




METODOLOGTIA

Mantenimiento de la cepa

La cepa de Entamoeba invadens se mantuvo en medio TP-S-1 a través de re

siembras sucesivas, antes de alcanzar su fase estacionaria.

Cinética de Crecimiento Normal

Se enfrié el tubo fuente de inbéculo a 0-4°C durante 20 minutos para des
pegar las células adheridas al tubo y se determindé el numero de células por
mililitro de medio. Se dispusieron series de 11 tubos conteniendo cada —-
uno 10 mililitros de medio TP-S-1 mas 0.1 ml de solucidén de antibidticos -
de penicilina-estreptomicina y se inocularon con 4 X 103 células por mili-
litro de medio, se incubaron a 25°C y se realizaron cuentas cada 24 h para
determinar el incremento de células. Cada punto representa el promedio —-

del valor de dos tubos.

Determinacion de la densidad celular
Para determinar el namero de células (trofozoitos), los tubos se enfria
ron por 20 minutos a 0-4°C, se homogenizaron cuidadosamente por inversidn

y se contaron las células mediante una camara hematocimétrica de Neubauer.
Induccién del Enquistamiento en Medio Axénico de Enquistamiento (AEM)

Cultivos de 4-5 dias de edad en medio TP-S-1 modificado fueron coloca;
dos a 0-4°C por 20 minutos y se determiné la densidad celular, posterior—-
mente se centrifugaron a 1000 rpm durante 3 minutos, se retird el sobrena
dante y la pastilla celular se lavdé dos veces con PBS. Se ajustdé el namero
de células a un indculo entre 1-2 X 106 y se anadidé a cada tubo 5 ml de --
AEM (2-4 X 105 células por mililitro de AEM) més 0.05 ml de solucidén de —-

trabajo de Penicilina-Estreptomicina (1000 X) y se incubaron a 25°C.

Cinética de crecimiento con alta tensidn de C02.
El procedimiento fué igual que para la cinética de crecimiento normal -
con la Unica diferencia de que antes de ser incubados, cada tubo fué gasea

do con CO2 como se describe enseguida.

Gaseo de los tubos con 002 (Alta tensién de COQ)

Los tubos fueron cerrados con un tapén de hule atravezado con 2 agujas,
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la mads larga unida a una jeringa (sin émbolo) con un filtro de algodén y -
la otra a una manguera de plastico también con filtro de algoddén, todo ello
estéril (véase fig. 1). El gas se hizo burbujear en el medio a través de

la jeringa la cual se conectdé a la fuente de gas (tanque de COZ)' El flu-
jo de 002 fué de 0.2 1/min/2 min. Luego fueron retiradas las 2 agujas y -
rapidamente sellado el tapdén con silicdén o vaselina para evitar la posible

fuga del gas a través de los orificios dejados por las agujas.

Crecimiento de trofozoitos con alta tensidon de CO_ para observacion en — —

microscopia %

Se utilizd un inbéculo de 4 X 103 células por mililitro de Entamoeba - -
invadens y fueron crecidas en cultivo axénico en 9 ml de medio TP-S-1 con
0.1 ml de antibiéticos. Los tubos fueron gaseados con 002 como se ha des——
crito. Se incubaron a 25°C durante 1 a 10 dias y las pastillas de células
fueron obtenidas y procesadas para su observacidén en el microscopio elec——

trénico.

Induccidn del enquistamiento con alta tensién de CO, y ayuno de glucosa

2
En una primera fase se dispuso una serie de tubos con 9 ml de medio —-
TP-S-1 més 0.1 ml de la solucidn penicilina-estreptomicina y se inocularon

con 4 X 103 células por mililitro, fueron gaseadas con CO_ y se incubaron

a 25°C por 4-6 dias. En la segunda fase los tubos se enfiiaron a 0°C du—-
rante 15-20 min y se centrifugaron a 1500 rpm por 2 min. Se eliminé el me
dio de cultivo y se lavaron las células con 5 ml de PBS. Se agregd a los
tubos 9 ml de medio TP-S-1 sin glucosa y 0.1 ml de solucidén de antibidti-
cos y nuevamente se gasearon como ya ha sido descrito. Los tubos se incuba

ron a 25°C durante 60-90 h.

Observacidén con microscopia de fluorescencia

Quistes obtenidos, después de incubar trofozoitos por 60-90 h en medio
sin glucosa y con alta tensién de CO2 fueron lavados con PBS, tratados con
tritén X-100 por 15 min, lavados con H2O destilada y resuspendidos en PBS.
Una gota de esta muestra fué colocada sobre un portaobjetos y sobre ella -
se agregéuuna gota de calcofluor M2R al 1 % y se observé con luz U.V con

un microscopio Zeiss de fluorescencia.




SALIDA DE GAS .

MANGUERA DE LA
FUENTE DE GAS

2]
FILTRBO DE ALGODON

JERINGA
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~——TUBO CON MEDIO DE CULTIVO

Y

FIG. |- APARATO UTILIZADO PARA GASEAR LOS CULTIVOS
CON COez.
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Microscopia electrénica de barrido

Las muestras en medio TP-S-1 sin glucosa con CO2 fueron centrifugadas -
a 1500 rpm/15 min y lavadas 2 veces con PBS para después ser fijadas con -
glutaraldehido al 2.5 % en buffer de fosfatos durante 24 h a 4°C, luego se
lavaron con PBS y se deshidrataron con etanol 50, 70, 90 y 100 %, 10 min en
cadd uno de ellos. Las muestras fueron colocadas sobre cubreobjetos de Smm
de lado y se pasaron a una canastilla para introducirlas a un desecador de
punto critico CPA II-Technic durante 15 min a -10°C. Los cubreobjetos fue-
ron luego colocados sobre portamuestras de bronce, utilizando cinta de do-
ble pegamento. Las muestras fueron cubiertas con oro en un recubridor de
capa fina Jeol JFC-1100, a una velocidad de depdésito de 350 R a 15-20 Kv -

durante 3 min,

Las muestras fueron posteriormente examinadas en un microscopio electré
nica de barrido Jeol JSM-35C operado a 10-15 Kv. Se tomaron fotomicrogra-

fias utilizando peliculas Kodak VP-120.
Microscopia electrdnica de transmision

Los tubos fueron enfriados a 0-4°C por 20 min y centrifugados a - - - -
1000 rpm/5 min. ‘La pastilla se lavdé 2 veces con 5 ml de PBS y se fijoé con
glutaraldehido al 2 % en buffer de fosfatos por 24 h a 4°C. Se centrifugd
y se lavé con solucidén PBS, luego se deshidratdé en alcoholes al 60, 70, 80,
90 y 100 % por 15 minutos en cada uno, repitiendo una vez en los dos ulti-

mos.

Se agregd 6xido de propileno y resina medcast en relacién 1:1 por 3 h a
temperatura ambiente. Se incluyé en resina medcast y polimerizé a 65°C ——
por 24 h. Cortes finos tefiidos con acetato de uranilo y citrato de plomo

fueron analizados en un microscopio electrdnico EM-109.
Prueba de viabilidad de quistes

Los cultivos fueron lavados con PBS estéril y tratados con tritén - - -
X-100 al 1 % estéril por 20 min. Nuevamente se lavaron con PBS estéril ——

(3 veces) y fueron resembrados en medio TP-S5-1 e incubados a 25°C.




RESULTADOS

A. INDUCCION DE LA FORMACION DE CUERPOS CROMATOIDES EN TROFOZOITOS DE
Entamoeba invadens POR ALTA TENSION DE CO2

Efecto del CO, sobre el crecimiento de Entamoeba invadens.

la figura 2 muestra la cinética de crecimiento de Entamoeba invadens —-
IP-1 en medio TP-S-1 normal (4) y con alta tensidn de CO2 (o). Ambos cul-
tivos se iniciaron con un inéculo de 4 X 103 cel/ml y mostraron una cinéti
ca de crecimiento lineal durante 6-7 dias muy semejante entre si, y un ren
dimiento maximo de 4 X 105 cel/ml a los 10 dias de crecimiento. E1 tiempo
de duplicacién fué de aproximadamente 24 h. Estas caracteristicas indican
que todos los cultivos crecieron en 6ptimas condiciones mostrando asimismo

que no hay diferencias notables entre el crecimiento con tensién normal y

alta tensidn de C02.

Inducciéon de Cuerpos Cromatoides y cambios en la ultraestructura de trofo-

zoitos de Entamoeba invadens por alta tensidn de CO

%

A pesar de que no se notaron diferencias en la cinética de crecimiento

>°

y rendimiento total de los cultivos de E. invadens crecidos en presencia -

de una tensién normal y alta de CO cuando las células provenientes de —-

2,
ambos cultivos se estudiaron por medio de microscopia electrdénica se encon

traron diferencias importantes.

La alta tensidn de 002 en el medio de cultivo produjo notables cambios
en la ultraestructura de trofozoitos de E. invadens. En las primeras 24 h
crecidos en alta tensidn de 002 exhibieron el nGcleo con una mayor canti-
dad de cromatina periférica con aspecto de condensaciones discretas, acumu
ladas periféricamente en éste, ocupando una proporcidn bastante mayor del
mismo con respecto al nicleo de las células tesﬁigo, aunque en otras célu-
las crecidas también con alta tensidn de 002, estas condensaciones se ob-—-
servaron localizadas centralmente (Figs. 3, 4 y 5). Ademds, el citoplasma
presentd una gran cantidad de pequefios granulos con una tendencia a la - -

agregacién, aunque sin un patrén de distribucién regular, pero con cierta
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Fig. 2 Cinética de crecimiento de E. invadens
IP-1 en medio TP-S-1. Curva A(A) con tensién
normal de CO_. Curva B (e) con alta tensidn -

2
de CO .

Fig. 3 Micrografia electrénica de un trofozoito de
E. invadens crecido por 24 h con alta tensién de --
CO_. En el nicleo (N), la heterocromatina se orga-
niZa en forma de gran nimero de condensaciones dis-
cretas (puntas de flecha). En el citoplasma son --
evidentes gran cantidad de granulos con cierta afi-
nidad por la membrana de vacuolas y membrana nuclear
(flechas), posiblemente precursores de las hélices
ribonucleoprotéicas de los cuerpos cromatoides. -
Un gran cuerpo de inclusién (I) es evidente en el
citoplasma. 13,000 X.




Fig. 4 Micrografia electrdnica de un trofozoito de
E. invadens crecido por 24 h con alta tensidén de ——
CO. donde, excepto por el cuerpo de inclusidn, se -
observan las mismas caracteristicas que en la figu-
ra 3: Condensaciones de la cromatina (puntas de —-—
flecha) y gréanulos citoplasmaticos, posibles precur
sores de las hélices ribonucleoprotéicas (flechas).
20,000 X.

Fig. 5 Micrografia electrdonica de un trofozoito -
de E. invadens crecido por 24 h con alta tensién -
de CO.. Condensaciones de cromatina (flechas) se
encuentran principalmente agrupados en el centro
del nucleo (N). 12,000 X.
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afinidad por las membranas de vacuolas y membrana nuclear (Figs. 3 y 4). -
La figura 6 muestra un testigo en el que la cromatina periférica se muestra
uniformemente dispersa y no se observan condensaciones de la misma. Asimis

mo no se observan granulos citoplasmaticos.

A las 48 h con alta tensibén de CO2, los cambios nucleares fueron menos
notables y en general se aprecidé una tendencia a restablecer el patrdn de
estructura nuclear presente en los testigos (Fig. 7). Sin embargo, las os
curas particulas citoplasmaticas parecen ahora estar embebidas en una sus-
tancia amorfa mas opaca que el resto del citoplasma, pero siguiendo con ——
la tendencia a mantener una estrecha relacidén con las vacuolas, ya que en

general se les encuentra rodeando a éstas o parte de las mismas (Figs. 7 y

8). Ademés, aparecen por primera vez las estructuras helicoidales con ca-
racteristicas iguales a las que forman los cristales ribosomales de los ——
cuerpos cromatoides (Figs. 8 y 9), la estructura y tamafio de éstos es igual
a las estructuras helicoidales encontradas en prequistes de E. invadens in
ducidos por el medio AEM (Rengpien y Bailey 1975). Tales estructuras heli
coidales no tienen una localizacidén definida en la célula y se encontraron
desde cercanas al nicleo hasta cerca de la membrana nuclear. La figura 9

muestra también numerosos granulos de alta opacidad a los electrones (pun-
tas de flecha) que podrian ser las mismas estructuras helicoidales corta——

das transversal u oblicuamente.

A las 72 h, la presencia de cuerpos cromatoides fué evidente y generali
zada. La figura 10 muestra un corte semifino de trofozoitos crecidos por

72 h con alta tensidén de CO donde se observan cuerpos cromatoides de di-

2’
versos tamafios en varias células.

A las 96 horas (4 dias), la presencia de cuerpos cromatoides fué también
evidente en el citoplasma de trofozoitos. La figura 11 es una micrografia
electrbénica que muestra un trofozoito con 4 dias de crecimiento con alta -
tensiodn de CO2 en los que se aprecian varios cuerpos cromatoides en seccidn
transversal y longitudinal. El material denso amorfo permanece asociado al
rededor de las vacuolas pero ya en general no se observan los agregados den
sos a los electrones asociados a este material denso amorfo como se obser-

v6 a las 48 horas. Los testigos fueron semejantes a la fig. 6, donde es -

evidente la ausencia de cuerpos cromatoides, de hélices ribonucleoprotéicas
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y de agregados de particulas densas a los electrones semejantes a ribosomas.

A los 5 y 10 dias los cuerpos cromatoides siguieron presentes en trofo--
zoitos crecidos con alta tensidn de COZ' Tanto a los 5 como a los 10 dias
los cuerpos cromatoides fueron las estructuras mas conspicuas del citoplas

ma ademas de las vacuolas (Fig. 12).

En sintesis, las observaciones sobre la formacién de cuerpos cromatoides
en trofozoitos crecidos con alta tensién de 002 puede resumirse en la forma
siguiente (véase también la figura 13): Al primer dia, en el citoplasma -
apenas se observan agregados de particulas densas a los electrones, pero -
se manifiestan profundos cambios nucleares en la organizacidén de la croma-
tina periférica, sugestivo de cambios bioquimicos. Al segundo dia apare—-—
cen ya las hélices ribonucleoprotéicas precursoras de los cuerpos cromatoi
des, y los agregados de particulas densas a los electrones estan asociados
a material denso amorfo. De los 3 a los 10 dias los cuerpos cromatoides -

son estructuras mas generalizadas y conspicuas en el citoplasma de los - -

trofozoitos.




Fig. 6 Micrografia electrdnica de un trofozoito de
E. invadens crecido por 24 h con tensidén normal de
CO,. Nbtese la ausencia de condensaciones de croma
tina. Los grédnulos citoplasmaticas oscuros (posi-——
blemente gréanulos de glucdgeno) tienen aspecto dife
rente a los observados en trofozoitos con alta ten—
sién de CO,. y no tienen afinidad por las membranas
de vacuolas ni por la membrana nuclear (véase figs.
2y 3 ). 13,000 X.

Fig. 7 Micrografia electrénica de un trofozoito -
de E. invadens crecido por 48 h con alta tensién -
de CO,. En el nicleo (N) las condensaciones de —-
croma%ina aparentemente tienden a deshacerse notén
dose una tendencia a restablecer el arreglo normal
como el testigo (véase figura 6). Los grénulos —-
citoplasmaticos se ven ahora embebidos en zonas —-—
méas opacas a los electrones que el resto del cito-
plasma y en estrecha asociacidén con las vacuolas.
12,000 X.
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Fig. 8 Micrografia electrénica de un trofozoito
de E. invadens crecido por 48 h con alta tensién
de C02. Agregados de granulos citoplasmaticos -
son evidentes asociados a material oscuro, héli-

ces ribonucleoprotéicas son sefialadas por flechas.
20,000 X.

Fig. 9 Miérografia electrénica de un trofozoito-
de E. invadens crecido por 48 h con alta tensidn
de CO_.. Hélices ribonucleoprotéicas son claramen
te viSibles (flechas), ademds de numerosos agrega
dos de granulos citoplasmaticos (puntas de flecha)
que podrian representar estructuras helicoidales -
cortadas transversal u oblicuamente. 70,000 X,

Le




Fig. 10 Corte semifino de trofozoitos de — - — — —
E. invadens crecido por 72 h con alta tensidén de —-
CO,. Cuerpos cromatoides de diversos tamafios (fle-
chas) son evidentes en numerosas células. 1,250 X.

Fig. 11 Micrografia electrénica de un trofozoito de
E. invadens crecido por 96 h (4 dias) con alta ten——
sién de CO,. Se aprecian cuerpos cromatoides en sec
cién 1ongi%udinal (flecha) y transversal (punta de —
flecha), ambos asociados a material denso amorfo. —-—
Los agregados de granulos densos ya no se observan.
Aproximadamente 24,000 X.

P, "SI S

Fig. 12. Corte semifino de trofozoitos de E. invadens crecidos por 120 h (5 dias) con alta tensidn de
CO,. Los cuerpos cromatoides son las estructuras mas conspicuas del citoplasma. A los 10 dias de cul-
tivo con alta tensidén de CO2 no se vié diferencia con las células con 5 dias de cultivo, 1,250 X.
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Fig. 13 RESUMEN DE LAS OBSERVACIONES AL MICROSCOPIO ELECTRONICO EN RELACION A LA INDUCCION
DE CUERPOS CROMATOIDES POR ACCION DEL 002 EN E.invadens
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Cambios en la organizacién
de la cromatina periférica
consistentes en un incre—
mento de la misma y en su
orgenizacién estructural -
cono fracciones discretas.
En el citoplasma, agrega—
dos de particulas densas a
los electrones.
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La cromatina periférica
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su estado normal periférico asociada a la membrana nuclear.
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B. DIFERENCIACION DE Entamoeba invadens POR ALTA TENSION DE 002

EN COMBINACION CON AYUNO DE GLUCOSA
Induccidén del Enquistamiento

La induccidn del enquistamiento mediante la técnica descrita en material
y métodos did como resultado la formacién de células redondeadas donde una
gran proporcién formé numerosos agregados semejantes a los observados con
el medio AEM (Rengpien y Bailey, 1975). Cuando se observaron por microsco
pia de campo claro los quistes fueron transparentes y esféricos, aunque —-
una gran proporcién fueron ovoideos y no se apreciaron estructuras inter—-
nas. Por microscopia de contraste de fase las células presentaron una re-—
fringencia periférica, caracteristico en quistes de Entamoeba. El mayor -
rendimiento de estas formas quisticas varié entre 80-85 % y se alcanzd - -
entre las 72 y 96 horas después de que las células fueron colocadas en me-—
dio TP-S-1 sin glucosa y con alta tensidn de C02.
Caracterizacion del Quiste:

La demostracién de que las formas quisticas formadas en TP-S-1 con alta
tensidn de 002 y ayuno de glucosa son quistes maduros y viables se realizd

mediante los siguientes criterios:

1) Cuando las formas quisticas fueron tratadas con calcoflior y observa-
das con U.V, una intensa fluorescencia fué observada en la superficie,
lo que demuestra la presencia de polimeros de glucosa (pared) (Figs.-

14-A y 14-B).

2) Las formas quisticas resistieron la accidén del Triton X--100 por 20 —-
min. (Figs. 15-A y 15-B).

3) La observacidén de las formas quisticas al microscopio de barrido, de-
mostré una apariencia de la superficie de la pared igual a la que pre

sentaban los quistes obtenidos en AEM (Figs. 16-A y 16-B).

4) La microscopia demostré que las formas quisticas son multinucleadas y
con numerosos cuerpos cromatoides, generalmente uno de gran tamafo —-

(Fig. 17).
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Fig. 14-A Quistes de E. invadens obtenidos con alta tensién de CO, y ayu-
no de glucosa y observados con microscopia de contraste de fase. 6tese -

la refringencia en la periferia de las células, caracteristico de quistes.
1250 X

Fig. 14-B Micrografia del mismo grupo de células de la figura 14-A, pero
tratadas previamente con calcofluor M2R y observadas por microscopia de --
fluorescencia. La fluorescencia es evidente en las estructuras que mues-—-

tran refringencia en microscopia de contraste de fase en la figura 14-A, -
1;250 K.
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Fig. 15-A Fraccidn de una pasbdilla de células observadas por microscopia
electrénica de barrido, después de 96 h en medio de enquistamiento con alta
tensidén de CO.. Es evidente la diferencia entre quistes y trofozoitos. - -
N6étese que en relacidén al quiste el trofozoito es aproximadamente 4 a 6 - -
veces mayor. 1,600 X.

Fig. 15-B Fraccién de la misma pastilla de la figura 15-A, la cual fué --
previamente tratada con tritén X-100 0.1 % por 20 min. Notese la ausencia
de trofozoitos. 780 X.




Figs. 16-A y 16-B Muestras de quistes obtenidos con alta tensidén de CO
y con medio AEM (16-B). Noétese la gran semejanza de la superficie entre
los quistes obtenidos por ambos métodos. Fig. 16-A 7,000 X. Fig. 16-B
6,000 X.

33
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Fig. 17 Micrografia electrénica de una pastilla de quistes de E. invadens
obtenida con alta tensién de CO, y ayuno de glucosa. Los quistes se obser
van multinucleados (N=nicleo ), con un gran cuerpo cromatoide (CC) y héli-
ces ribonucleoprotéicas dispersas en el citoplasma (cabezas de flecha). -
La pared es claramente visible (flecha). 14,000 X.

Fig. 18 Quiste de E. invadens inducido por alta tensién de CO., y ayuno de
glucosa y observado por microscopia electrdénica de barrido. Una cavidad

en la superficie de la pared del quiste (flecha) fué observada frecuente--
mente, pero aparentemente no estd presente en todos los quistes. 3,600 X.
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5) Las pruebas de viabilidad dieron como resultado que a los 3 dias des-
pués de que los quistes fueron colocados en el medio de crecimiento -
TP-S-1 abundantes trofozoitos fueron observados y una nueva poblacidn
fué formada a partir de los mismos.

Ante las evidencias anteriores se puede concluir que las formas quis-—
ticas obtenidas mediante la metodologia descrita son quistes maduros y ade

mas viables.

AGn cuando los efectos del 002 observados fueron reproducibles, éstos
podrian deberse a la presencia de otros gases contaminantes en el 002 em——
pleado, o bién no directamente a la presencia del CO2 sino a efectos colate
rales de este gas como por ejemplo a una variacidén en el potencial de 6xido

reduccién en los cultivos inducida por la alta tensidn de 002 empleada.

Efecto del CO2 de alta pureza.

Para descartar si las impurezas presentes en el CO, pudieron ser la -

2
causa del efecto inductor del enquistamiento, el método descrito fué repe-
tido utilizando 002 de alta pureza, el resultado fué semejante al obtenido

con el 002 de No-alta pureza (CO2 industrial) que se empleé en la mayor —-

parte de los experimentos.
Variacién en el Potencial de Oxido-Reducciédn:

Con respecto al cambio en el potencial de 6xido-reduccidén por efecto
del gaseo con 002 las mediciones promedio de 3 valores mostraron las si- -

guientes lecturas.

TP + S + 002 (=) = 182 mV
TP + S + CO2 (+) = 150 mV
Diferencia 32 mV

Los valores practicamente no variaron con respecto a los obtenidos con
el testigo, puesto que el mismo didé variaciones en el mismo rango que los
obtenidos con las muestras en las distintas mediciones que se hicieron. —--
Dado que el mismo blanco dié variaciones que oscilaron alrededor de 40 mV
al preparar diferentes estandares, se considerd que la variacidn de 32 mV

no era significativa.

i A L
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Diferencias en la osmolaridad:

También se investigd si habia diferencias importantes en la osmolaridad
de los medios empleados para investigar el efecto del CO2 en combinacidén -
con la presencia o ausencia de glucosa.

La osmolaridad de los diferentes medios empleados fué medida, obteniéndo

se los valores siguientes.

TP-S-1 + CO2 383 mOs/Kg.
TP-S-1 (sin glucosa)+ cozv 365 mOs/Kg.
AEM 78 mOs/Kg.

lo que muestra una variacidén minima en la osmolaridad entre el medio - - -

TP-S-1 en presencia y ausencia de COZ'
Variantes en el medio de enquistamiento:

Con el objeto de investigar si el efecto de alta tensidn de 002 se reque
ria sobre todas las fases del crecimiento de los cultivos para producir un
enquistamiento eficiente o solo durante el crecimiento vegetativo o Gnica-
mente durante la }nduccién del enquistamiento y también si la combinacidn
de ayuno de glucosa mas alta tensidn de 002 se requeria para un 6ptimo en-

quistamiento se llevaron a cabo los siguientes experimentos:

1) Para probar si para inducir enquistamiento era necesario el crecimien

to previo con CO, en medio completo antes de colocar los trofozoitos

2
en condiciones de enquistamiento (2a. fase del método), éstos se colo
caron directamente en condiciones de enquistamiento a partir del me——
dio de crecimiento normal resultando en la muy escasa presencia de —-
quistes a los 3-5 dias, con un mayor, perc aun escaso numero de quis-

tes a los 6-8 dias.

Inoculo + TP-G (=) + S 4+ CO. (+)—— Enquistamiento
2 muy escaso

(del medio normal de
crecimiento)




2)

3)

4)

5)
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Se probd el ayuno de glucosa como uUnico requisito para la induccidn -

del enquistamiento al eliminar el suero y el CO_ de las condiciones de

2
enquistamiento (2a. fase del método). El resultado fué la ausencia de
enquistamiento.
TP+s+c0, 284 4 Tp-6(-) +s(-) +c0, (<) 229 No Eng.
* Megiio .

Ante este resultado se probdé la necesidad de la presencia de suero co
locando las condiciones de enquistamiento con .ausencia .de suero y ayu

no de glucosa pero con CO El resultado fué-la ausencia de enquista

5*
miento:

4-6 -
dl +TP-G (—)+S(-)+COZ(+)-iANo-Enq.

Medio

TPES+ CO2

Asimismo, la ausencia de 002 ademés del ayuno .de glucosa pero en.pre-

sencia de suero,. no produjo enquistamiento:
" .

r -5 ist.
TEbeven 08 TR B Vet Rl ) e BRGNS
2 Medio 2 Lonre

Este ensayo y el anterior indican la necesidad de suero y de;COZ;

Por otra parte, cuando el medio es gaseado con+CO./, el pH: del medio .-
cambia de pH 7, a*pH 6.0-6.1, es- decir, apreximadamente una unidad-
Para descartar si el enquiétamiento es inducido por el nuevo pH mas -
que por el COZ’ se prepard TP-G(-) ajustado a pH 6.0 y fué utilizado
en la segunda fase del método (condiciones de enquistamiento) pero no

fué gaseado. Asi, las células fueron colocadas al pH producido por -




7)
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el gaseo con el CO, pero en ausencia de éste. El resultado fué la —-

2
ausencia de enquistamiento, lo que indica que el cambio del pH produ-

cido por el CO no tiene efecto por si mismo en la induccidén del en-

21
quistamiento:

-‘i:@—d;» + TP =G (=) +S(+) +C0,(-) 3=5 . No-Enq.

Medio (pH=6.0)

TP+S+CO2

Por otra parte, para probar el efecto de la presencia de 002 sin el -
cambio de pH producido por éste, y ver si para la induccién del enquis
tamiento se requieren tanto el CO2 como el pH 6, para las condiciones
de enquistamiento se prepardé TP a pH 8, para que al gasear con CO, el

pH tomara un valor de aproximadamente 7 (ya que el PK2 del acido ios—
férico es 6.8, casi 7, los meq. del HCOQ para pasar de pH 7 a pH 6 de
ben ser aproximadamente los mismos que se requieren para ir de pH 8 -
a pH 7), y tener asi un sistema gaseado con 002 pero a pH 7.0. El re
sultado fué un nulo enquistamiento, lo cual indica que el pH 6 se re-
quiere para la induccidén del enquistamiento, ademas del C02:

~

TP+s+c0-2=894, L Tp_G(- )48 (+)+CQ, () 2=29, No-End.
2 Medi8 pH=7

(final, despues del
gaseo con C% )
Para probar si el TP fuera necesario para la induccidén del enquista--

miento, en las condiciones de enquistamiento fué substituido el TP —-

por PBS, en presencia de suero y CO El resultado fué un nulo enquis

5
tamiento, lo que indica la necesidad del TP para la induccidén del - -
mismo.
TP+S+C0, =9 +PBS+S (+) +CQ, (+) =+ No - Eng.

£ Medno

Las variantes anteriores son resumidas en el Cuadro II.




CUADRO 1I

VARIANTES EN EL METODO DE ENQUISTAMIENTO

Eliminacion 2a. Fase
{a. Fase del (Condiciones de Resultado
(Excepto Variante No. |) primer_medio Enquistamiento)

‘. 2 4 -6 c:l\‘fj ) 3 -Sd\

METODO = TP +S+CO TP-G(-) +S(+)+C0s(+) ——= 60 - 85 %

=g : ———— TP=G(=) +S(=)+C02(-) No - Eng.

3 " TP-G(-)4S (-)+C02(+) i

4 a TP-G(-)+S(+)+C02(-) ——— Enq. pobre

5 g e TP=G(=)+$ (+) +C0p(~) ——— No - Eng.
(pH = 6.0)

6 L —————= TP-G(-)+S(+)+CO (+) — !

"' (pH= 7.0)

(Fina!, después del COp)

7 2 PBS+S (+)+CO (+) — )

. | TP-G(-)+SH)+COH)—/— .............vveeeeevvvevenen o ..... Eng. pobre

VARIANTES
A

6€
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Con el objeto de investigar si los resultados descritos arriba estaban
relacionados con las caracteristicas de un solo lote de suero, se investi-

gb el comportamiento de diferentes lotes de suero.

8) Al probar suero de diferentes origenes en los resultados del método de
enquistamiento se realizé el siguiente experimento:

- Se sembraron 16 tubos en las siguientes condiciones:

Condicion # de lera. Fase Condicidn* 2a. Fase Resultado
tubos (a 90 h)
L 4 TP-G(+) + S1 4 (DZ(—) ‘ i TP-G(-) + Sl % 002(—) 5%
2 TP-G(-) + Sl 4 002(+) 5-10 %
i TP-G(-) + S1 + (I)Z(—) 10-15%
11 4 TP-G(+) + S1 + 002(+) 1
2 TP-G(-) + Sl + ®2(+) 40-50 %
1 TP-G(-) + 8, + 002(—) 5-10 %
III 4 rI‘\F‘—G(+) + 82 + (1)2(—) )
2 TP-G(-) + 82 + (1)2(4-) 5-10 %
1 TP-G(-) + 52 + 002(—) 10-15%
v 4 TP-G(+) + 82 + 002(+) 1
2 TP-G(-) + 52 + G)z(+) 40-50 %

*Las células de dos tubos de cada una de las condiciones I a IV se co
lectaron en un solo tubo para aumentar el inéculo y tener 1 tubo de -

cada una de las condiciones (1) y (2).

Los resultados obtenidos indican que no hubo diferencia entre los - -
dos sueros probados. Ademads de esto fueron utilizados dos sueros méas
de diferentes origenes para probar el método de enquistamiento (condi

cién II-(2) o IV-(2) dando también resultados positivos.
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Fig. 19 Agregado de quistes de E. invadens obtenidos por alta tensién de
002 y ayuno de glucosa y observado por microscopia de barrido. Puede ob-
servarse el desenquistamiento de uno de los quistes. E1l trofozoito deja
la pared del quiste a través de un poro de la misma. 2,000 X.

Fig. 20 Corte semifino de quistes de E. invadens obtenidos por alta ten-
sién de CO. y ayuno de glucosa. Notese que en las células indicadas con

2 : .z :
flechas se distingue claramente una polarizacidn de la estructura del quis
te; en un polo se localiza el cumulo de vacuolas y en el polo opuesto el
nicleo y los cuerpos cromatoides. 1,250 X.




Fig. 21 Corte semifino de quistes de Entamoeba invadens obtenidos con -
alta tensidén de CO_ y ayuno de glucosa. Notese en el citoplasma de los -
quistes wuna zona donde no existen vacuolas ni cuerpos cromatoides (fle
chas). Esta zona podria ser una inclusidén, ya que al microscopio electrd
nico tiene una apariencia distinta al resto del citoplasma (véase figur‘a—

8). 1,250 X

R T —




C. MORFOGENESIS DE LA PARED CELULAR DEL QUISTE DE Entamoeba invadens

Evolucidon de las células en AEM

La respuesta de los trofozoitos que son transferidos al medio de enquis
tamiento se caracteriza por un redondeamiento inmediato de una gran propor
cidén de células, seguido de vacuolizacidn citoplasmatica, luego las células
vuelven a adoptar la forma tipica del trofozoito y posteriormente, como —-—
primera manifestacidn dei enquistamiento, las células se redondean nueva -
mente, aunque con un didmetro inferior al producido por el choque osmético
inicial. El proceso de diferenciacidén se completa en un periodo de aproxi

madamente 48 horas.

Respuesta al fijador de células con pocas horas en AEM

Cuando las células con dos horas después de haber sido inoculadas en -
AEM fueron tratadas con glutaraldehido, se observé invariablemente un arru
gamiento de la membrana celular de los trofozoitos después del contacto con
el fijador (Fig. 22). Sin embargo, al fijar células con ocho o mas horas
en AEM no se observé tal respuesta y las células fueron fijadas aparente—-

mente manteniendo su forma intacta.
El enquistamiento es asincrdénico

El proceso de diferenciacidén en Entamoeba invadens es un fendémeno asin-
crdénico que se puso de manifiesto al observar las células fijadas a los —-
distintos tiempos establecidos, en los cuales se detectd la presencia de -

células en diferente estadio de diferenciacién ain en un mismo tiempo.

Analizando tiempos secuenciales durante el enquistamiento en AEM se pudo
establecer una serie de eventos sucesivos por la aparicidén de nuevos esta-

dios de diferenciacidén en cada nuevo tiempo analizado.

Durante el enquistamiento con alta tensién de COZ’ se puso también de -
manifiesto la asincronia del enquistamiento al presentarse células en dis-
tintos estados de desarrollo de la pared, pero fué también evidente sobre
la superficie, la presencia de estructuras como los cordones o pliegues ob

servados cuando se empleé el medio AEM (Fig. 23). Asimismo, el aspecto fi

===




Fig. 22 Trofozoitos de Entamoeba invadens fijados con glutaraldehido y -
observados con microscopia de barrido dos horas después de haber sido co-
locados en AEM. La respuesta de las células fué invariablemente de un --

arrugamiento de la membrana. Este fenémeno no se observd con tiempos de -
8 horas o mas en AEM. 1,800 X.

Fig. 23 Trofozoitos de E. invadens con 60 horas en la segunda fase del -
método de enquistamiento con alta tensidén de CO, y ayuno de glucosa obser
vados con microscopia de barrido. La formacién de estructuras como cordo
nes (o pliegues) sobre la superficie celular son iguales a los formados en
trofozoitos en proceso de enquistamiento en AEM (véanse figuras 26 y 27) -

y representan la primera manifestacidén visual de la formacidén de la pared.
4,800 X.
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nal del quiste fué igual que el observado en el medio AEM (Figs. 16-A y -

16-B".

Secuencia de cambios morfolégicos en la superficie celular que conducen a

la formacién de la bared del quiste (AEM)

El examen de los distintos tiempos analizados demostré la presencia de
diferentes estadios o aspectos de la superficie celular en diferentes célu
las de un mismo tiempo. Sin embargo, mediante el andlisis a tiempos suce-
sivos durante el enquistamiento, se pudo concluir la posible secuencia de
los cambios que ocurren en la superficie celular durante el proceso de di-
ferenciacidén, los cuales se describen a continuacidén: La manifestacidn --
inicial del enquistamiento se caracteriza por el redondeamiento de las cé-
lulas y una tendencia a agruparse entre si (Fig. 24), en estas células la
textura de la membrana es todavia semejante a la de los trofozoitos en me-
dio de crecimiento (comparese con la figura 25). En este estadio inicial
(después de 8 horas en AEM) la membrana celular ya no responde al fijador

con el arrugamiento mostrado en la figura 22.

Después del redondeamiento inicial, el primer cambio que se aprecia so-
bre la membrana qglular es la aparicidén de cordones, presumiblemente de —-
quitina, que van apareciendo gradualmente en forma anastomosada sobre la -
superficie, quedando espacios en los cuales la membrana es aun semejante a
la de los trofozoitos (Fig. 26, células A y B), sin embargo, estos espacios
van siendo cubiertos paulatinamente por la aparicidn subsecuente de nuevos

cordones mas finos (Fig. 26 célula C y Fig. 27).

A medida que avanza el proceso de enquistamiento, los cordones se engro
san y crecen en altura hasta formar el quiste maduro. El estado final del
gquiste a las 48 horas en AEM denota paredes celulares ya formadas. La su-
perficie de la pared del quiste presenta un aspecto plegado e irregular, -

ésto s evidente en la figura 28.

Agrupamiento entre quistes

Ncrmalmente las células tienden a agruparse en la fase inicial del en--
quistzmiento (Fig. 24) y asi contindan hasta finalizar la diferenciacién,
permereciendo unidas y originando agrupamientos que no se dispersan facil-

mente luego de someterlos a una ligera agitacidén en el medio de enquista-
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PIES DE FIGURAS 24-29

Fig. 24 Trofozoitos de E. invadens con aproximadamente 16 horas en AEM ob
servados con microscopia de barrido. Las células redondeadas tienden a ——
agruparse. La textura de la superficie celular es todavia semejante a la
del trofozoito (comparese con la figura 25). 4,800 X.

Fig. 25 Trofozoito de E. invadens en medio de crecimiento observado por -
microscopia de barrido. 3,600 X.

Fig. 26 Trofozoitos de E. invadens en medio AEM observados con microscopia
de barrido. Las células A, B y C representan respectivamente estados més
avanzados en la formacién de la pared. Cordones (o pliegues) de la pared
son claramente visibles. 4,000 X.

Fig. 27 Trofozoito en estado avanzado de diferenciacidén observado por mi-
croscopia de barrido. 5,400 X.

Fig. 28 Quistes de E. invadens formados en AEM, observados por microscopia
de barrido. NoOtese la continuidad de la pared entre quistes. 4,000 X.

Fig. 29 Agregado de quistes de E. invadens formado en AEM y observado por
microscopia de barrido. 1,600 X.

.
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miento (Fig. 29). Cabe resaltar que las células agrupadas en la fase ini

cial del proceso si se separan luego de agitar el medio.

La fuerte cohesidon entre las células de estos agregados aparentemente
es debida a una continuidad de la pared celular entre células vecinas - -
(Fig. 28) que es lo que permite que los quistes se mantengan agregados aun
después de agitacién suave del medio. Este fendémeno fué también observado
en los agregados de quistes inducidos por alta tensidn de COZ'
Presencia de depresiones en la pared celular

En los estados de quiste o prequiste aparecen usualmente depresiones o
cavidades sobre la superficie celular (Figs. 30 y 31). En estos sitios, la
pared es posiblemente mas delgada que en el resto de la misma. Este fenémg
no fué también observado en quistes inducidos con alta tensidén de CO, - -

2
(véase figura 18).

Evidencia de una pelicula primordial que rodea a la célula

En los quistes formados en AEM, algunas estructuras fueron observadas -
presentando una pelicula delgada cubriendo al trofozoito, el cual se obser
v6 liso y con un volumen reducido (Fig. 32). La pelicula se pone de mani-

fiesto por existir un rompimiento en su superficie. Estas estructuras fue

ron escasas en-las observaciones.
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Figs. 30 y 31 Formas quisticas observadas por microscopia de barrido don

de se puede apreciar las depresiones o cavidades

(flechas) en la pared de
gquistes de E. invadens formados en AEM. Fig. 31,

4,800 X. Fig. 32 4,000 X.

Fig. 32 Micrografia de barrido donde se muestra la paresencia de trofozoi
tos con 30 horas en AEM. En una de las células es evidente la presencia -
de una pelicula rota (flecha) que rodea a la célula. En dos de las célu--

.las vecinas se antoja pensar que las estructuras como cordones observados
eén la superficie podrian ser mas bien pliegues de esta pelicula.




DISCUSION

1’ Py
020091655
El crecimiento de E. invadens en medio TP-S-1 normal y con alta tensidn

de CO mostrdé gran semejanza en las cinéticas respectivas, siendo ambas -

o0
lineales, sin fase de adaptacidén, con un tiempo de duplicacidén de aproxima
damente 24 h y un rendimiento méaximo de 4 X 105 cel/ml. Estos resultados

muestran que el patrdén de crecimiento es basicamente el mismo independien-
temente de que su crecimiento se efectie con alta tensidén o con tensién —-—

normal de C02.

Por otra parte, ya que de acuerdo a Kusamrarn y col. (1975a; 1975b) los
cuerpos cromatoides son inducidos uUnicamente cuando existen ribosomas 1li--—
bres por inhibicidn de la sintesis de proteinas, resulta hasta cierto pun-
to sorprendente la presencia de hélices ribonucleoprotéicas y cuerpos cro-
matoides en células que crecen activamente y a la misma velocidad que el -
testigo. Puesto que un crecimiento normal implica que la dotacidén o poza
de ribosomas metabdlicamente activos es normal, la presencia de hélices y
de cuerpos cromatoides desde el segundo y tercer dias en células creciendo
activamente supoﬁe un exceso de ribosomas totales, exceso que aparentemente
es destinado a la formacidén de hélices ribonucleoprotéicas y estas poste—-—

riormente a la integracién de cuerpos cromatoides.

Esta supuesta sobreproduccién de ribosomas inducida por alta tensidn de
CO2 en el medio de cultivo, implica que debe existir una actividad de sin-
tesis ribosomal mayor que en los testigos. La '"sobreproduccién'" de RNA ri
bosomal (rRNA) es un fenémeno ya conocido en otros sistemas de diferencia-
cién como en Xenopus (De Robertis y De Robertis, 1980) donde ocurre por ——
aumento especifico del numero de genes ribosomales, proceso conocido como
amplificacién génica. En Xenopus, la manifestacién morfolégica de la ampli
ficacidén génica es la presencia de un nimero muy grande de nucléolos - - -
(600 a 1000 nucléolos por nicleo); coincidentemente, al primer dia de cul-
tivo de E. invadens con alta tensidn de CO2 los nicleos de gran numero de
trofozoitos muestran numerosas estructuras semejantes a nucléolos origina-

dos aparentemente por un aumento y condensacidén en unidades separadas de -

la cromatina periférica. Al respecto, existe evidencia de que tal cromati
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na periférica tiene una funcidén nucleolar, Albach y col. (1977, 1980). - -
Estos autores basados en resultados de experimentos de autoradiografia y
cinéticas de enquistamiento-crecimiento han postulado que la mayoria del
RNA localizado periféricamente es rRNA y precursores de este mismo tipo de
RNA, y que las pequefias cantidad de DNA encontradas en la cromatina perifé
rica corresponde a rDNA. Si esto es asi, la cromatina periférica podria -
ser funcionalmente comparable a un nucléolo de eucariotes. Ademas, mate—-—
rial nucleolar localizado periféricamente ha sido también descrito en - -

Amoeba proteus (Roth y col. 1960).

Los antecedentes sobre la presencia de agregados de ribosomas en forma
de diversas estructuras en distintos grupos de organismos tales como en el
embrién de Rana pipiens (Waddington y Perry, 1963). embridén de pollo en —-—
hipotermia (Morimoto y col. 1972), Oocytos de lagartijo (De Robertis y - -
De Robertis, 1980) en el nicleo de células enquistadas de Acrasis rosea —-—
(Olive, 1975) e intestino delgado de feto de rata (Behnke, 1975) apoyan —-—
fuertemente la idea, ya mencionada en antecedentes, de que las hélices ri-
bosomales y cuerpos cromatoides no son solamente un evento sin significado
biolégico, sino mé&s bien un mecanismo estratégico de acumulacién de riboso
mas previo a (o asociado a) un inminente enquistamiento, para su utiliza-
cidén en una répida proliferacidén celular en la subsiguiente germinacidén —-
del quiste, aunque este proceso pueda también ser artificialmente inducido
por inhibicidén de la sintesis de proteinas. Esto Gltimo explicable por la
aparente capacidad innata de agregacién de los ribosomas no asociados a po

lisomas.

Si la formacidén de hélices ribonucleoprotéicas y cuerpos cromatoides, -
presentes invariablemente durante el enquistamiento, forman parte normal,
como asi parece, de tal proceso, la induccidén de tales estructuras sin la
formacién de pared, implica que ciertos eventos que se llevan a cabo en pa
ralelo durante el enquistamiento, pueden ser inducidos independientemente
uno de otro si los trofozoitos son sometidos a ciertos factores o condicig
nes del medio. Asi, la alta tensidn de C02, induce formacidén de cuerpos -

cromatoides, pero no la formacidén de pared, evento que evidentemente debe

FRET LN T s
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mo, Singh y col. (1974) propusieron que el papel de L-cisteina en el cre

cimiento de E. histolytica fué la produccién de bajo potencial de 6xido-re
duccién. Sin embargo, Band y Cirrito (1979) demostraron que la L-cisteina
fué necesaria ain bajo condiciones rigurosamente anaerdébicas. Estos resul
tados indican que son las sustancias mismas que producen el cambio en el -
potencial de 6xido-reduccidén lo que induce el efecto, mas que el cambio —-

mismo del potencial redox.

Dos factores que algunos autores han considerado de alguna manera como
inductores del enquistamiento: el potencial de 6xido-reduccidén y el choque
osmético, no son factores claves para el método aqui descrito y aparente—-—
mente solo se requiere de un previo crecimiento con alta tensién de 002 en
el medio por 4-6 dias, ya que cuando se ensayd la fase de enquistamiento -

(segunda fase del método) sin la previa incubacidén con CO_. en medio comple

2
to (primera fase del método) no hubo diferenciacidén o fué pobre (variante

1, Cuadro II de Resultados).

La alta tensidén de CO2 y ayuno de glucosa, pero en ausencia de suero no
indujeron diferenciacidén, lo que indica que la presencia de suero fué nece
saria para la induccién del enquistamiento (variante 3, Cuadro II). Pero

- - b - - - - -
asimismo, la carencia de enquistamiento en ausencia de CO, aun con ayuno de

2
glucosa y presencia de suero indican que el 002 fué también necesario - —-

(variante 4, Cuadro II).

Por otra parte, cuando los trofozoitos fueron crecidos a pH 6 (el pH —-
producido por el gaseo con CO2), pero en ausencia de COZ’ no se produjo en
quistamiento, indicando que tal pH &cido no tiene por si mismo efecto en -
la induccidn del enquistamiento (Variante 5 Cuadro II), pero el enquista-
miento estuvo también ausente cuando la incubacidén de la segunda fase del
método se hizo con TP-G(-) pero a un pH final de 7 (variante 6 Cuadro II).

Este Ultimo resultado indica que ademés del CO el pH &cido es necesario

2’
para inducir enquistamiento. Por otra parte, ya que al sustituir el TP —-
‘por PBS en la fase de enquistamiento éste no se produjo (variante 7 Cuadro

II), indica que el TP fué también necesario.

En base a los resultados obtenidos en las variantes del método se puede
concluir que debe existir la conjugacidén de varios factores para inducir

el disparo del proceso de diferenciacién. Estos serian, por lo menos: - -
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a) un previo crecimiento con alta tensién de CO b) ayuno de glucosa, -

o0
c) suero, d) alta tensidén de 002, e) pH 6 y f) TP. Aunque debe estable—-
cerse claramente que estas condiciones estan dadas para la metodologia - -
aqui descrita, pero son diferentes cuando se utilizan otras metodologias -
(Das y col. (1980), Mirelman y Auron (1988), Rengpien y Bailey (1975) y —-

Vazquezdelara-Cisneros y Arroyo-Begovich (1984).

El 002 induce formacién de cuerpos cromatoides en TP-S-1 en la primera
fase del método y su presencia es también necesaria en la segunda fase con
ayuno de glucosa. El ayuno de esta ultima, a su vez, es aparentemente lo
que induce la sintesis de pared y posiblemente otros eventos. La condi- -
cién de pH 6 podria ser requisito para el desarrollo de algunos eventos —-
bioquimicos no evidentes del proceso, y el suero y el TP como fuente de ——

factores esenciales.

La necesidad de varios factores y condiciones simultaneos para inducir
enquistamiento, hace la posibilidad de que varios eventos bioquimicos invo
lucrados en el proceso podrian ser simultanea o secuencialmente disparados
por factores diferentes. El hecho de que dos eventos que ocurren simulta-
neamente durante el enquistamiento en el medio AEM de Rengpien y Bailey ——
(1975) puedan ser separados como dos eventos sucesivos independientes tales
como la formacién de cuerpos cromatoides y la sintesis de pared apoya la -
idea de que el enquistamiento es inducido por la accién de dos o mas factg
res que inducen eventos bioquimicos independientes, aunque todos formando
parte de un proceso mayor, la diferenciacién. Asimismo, es posible que -
algunos factores (o eventos que originan) no tengan que ser necesariamente
simulténeos, pero si en una secuencia definida, es decir, no podria ser ——
primero la sintesis de pared (originado por la falta de glucosa) y después
la formacién de cuerpos cromatoides, la secuencia debe ser el revés o, - -
cuando menos simulténea, como aparentemente ocurre en el medio AEM. Algu-
nos eventos implicados en la diferenciacién son depéndientes uno del otro,
como podria ser la sintesis de pared de la degradacidén de glucbdgeno, pero
otros deben ser independientes entre si, como la ya mencionada formacién -
de cuerpos cromatoides que es independiente de la sintesis de pared; - - -
aunque no sabemos si la formacidén de ésta sea independiente de la forma- -

cibén de cuerpos cromatoides.
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De cualquier forma, la accidén concertada de todos ellos va encaminada -
nacia la formacién de un quiste viable, donde la ausencia de alguno de los
factores podria hacer "abortar'" el proceso o producir un quiste no-viable

(véase fig. 33).

Ayuno de glucosa

CO LR C > Q

2 cuerpos p: Alta Tension CO, U

Trofoz. U cromat. Trofoz. - |
) Sl cL ( ) + Suero - S
(TP-S-I TP-G (-~ pH~6 ) g

Fig. 38 Diferenciacién en E. invadens. Segin la metodologia descrita se -
requieren varios factores para la formacién de un quiste maduro y viable.
La accidén de un factor podria inducir uno o més eventos del enquistamiento.
Algunos de estos eventos son independientes de otros, otros podrian ser in
terdependientes pero todos necesarios, de tal manera que la falta de un e
evento podria hacer abortar al proceso o producir un quiste no-viable.

La metodologia aqui descrita para inducir enquistamiento en trofozoitos
de Entamoeba invqgens tiene la ventaja de que en ningin momento las célu-—-
las sufren cambios dréasticos de algin factor, como sucede en el medio AEM
cominmente usado de Rengpien y Bailey (1975) en el que hay una diferencia
de aproximadamente 300 mOs menos con respecto al TP-S-1. El medio AEM re-
quiere también un periodo de maduracidén de un mes, ademés de que las célu-
las deben encontrarse en condicién 6ptima de crecimiento (mitad de fase -
log). Por otra parte, el método de induccién de enquistamiento en - - - -
E. invadens descrito por Vazquezdelara-Cisneros y Arroyo-Begovich (1984)
por eliminacién de la glucosa del medio TYI-S-33 (Diamond, L.S. y col. — -
1978), requiere también células en 6ptimas condiciones de crecimiento. En
ambos métodos células cerca de entrar a la faseﬁestacionaria no producen -
resultados eficientes. Sin embargo, en el método aqui descrito la eficien
cia se mantiene, ain partiendo de células entrando a la fase estacionaria.
Este comportamiento puede explicarse por el hecho de que después del primer
gaseo con CO2 las células deben crecer de 4 a 5 dias antes de ser colocadas
en el medio sin glucosa y alta tensidén de COZ’ tiempo en que las células -

pueden entrar de nuevo a una fase-log.
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Por otra parte, es importante hacer notar que un muy alto porcentaje de

los quistes obtenidos por este método con alta tensidén de CO, presentan una

2
morfologia mas bien ovoidea al contrario de lo que sucede con los quistes
obtenidos con el medio AEM, los cuales son generalmente esféricos. Esta di
ferencia podria ser explicada por la baja osmolaridad del medio AEM y por
el tiempo relativamente corto que va desde el inicio hasta el final de 1la
formacién de la pared (aprox. 20 horas). La forma ovoidea de los quistes

inducidos por CO_, se explica porque la mayoria de los trofozoitos posible-—

2
mente por encontrarse en un medio isotdnicamente normal aparentemente tien
den a continuar su movilidad y forma irregular atn cuando la sintesis de -
pared ya ha comenzado y esta movilidad es detenida hasta que la pared cu--
bre su superficie, dando asi una mayor probabilidad de tener al final una

forma que se aparta méas de la esférica, quedando mas bien ovoidea.

El hecho de que los quistes de Entamoeba formados in vivo sean mas bien
ovoideos, que esféricos, nos permiten suponer que el engquistamiento indu—-—

cido, por alta tensidén de CO, es un procedimiento méas parecido a lo que su

cede in vivo que el procedimiento por choque osmético.

La fotografia 19 de resultados muestra claramente como un trofozoito —-—
deja la proteccién de la pared a través de una abertura en la misma. Esta
observacién apoya la interpretacidén de las observaciones de Cervantes-Mamoa
y Martinez-Palomo (1980), y Snyder y Meleney (1941) en cuanto a que el tro
fozoito deja la cubierta a través de un poro en la pared. Sin embargo, no
sabemos todavia si la posicidn de estos poros de salida concuerdan con las
cavidades en la pared observadas en algunos quistes, ya que, aunque es su-
gestivo que tal cosa suceda, como sucede en otras amibas, aparentemente no

todos los quistes presentan tal cavidad.

La polaridad de las vacuolas del quiste, asi como de los nucleos y cuer
. pos cromatoides indican una organizacidén especial para los organelos del -
quiéte y es posible que este arreglo especial tenga alguna funcibén con re-
lacién al desenquistamiento o alguna relacidén con una posible zona especi-

fica para el poro de salida del trofozoito .

Por otra parte la zona como una inclusidén vista con alta frecuencia en

quistes y también en algunas células después del primer dia con alta ten--—
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sién de CO2 posiblemente sea inducido por la presencia de este gas, ya que
esta "estructura" no ha sido descrita en quistes formados en AEM ni en los
obtenidos de organismos infectados, asi como tampoco en trofozoitos creci-

dos con tensidén normal de COZ’

Los indculos para inducir enquistamiento en medio AEM fueron tomados a
la mitad de la fase logaritmica en base a los trabajos de Rengpien y Bailey
(1975) y Vazquezdelara y Arroyo Begovich (1984) en los que encuentran que
la eficiencia de enquistamiento es mayor cuando los indculos son tomados -
aproximadamente en la parte media de la fase-log de la curva de crecimien-

to. Estos resultados fueron también confirmados en el laboratorio.

El1 hecho de que las células se vuelvan esféricas inmediatamente después
de transferirlas del medio TP-S-1 al medio de enquistamiento se explica -—-
por la baja osmolaridad de éste Ultimo (70-80 mOsm) con respecto al prime-

ro (380-390 mOsm).

La respuesta al contacto con el fijador en las primeras horas de que --
las células han sido inoculadas en AEM puede ser consecuencia de una ines-
tabilidad de la membrana celular originada por el choque osmético recibido
al transferirlas‘a este medio (Rengpien y Bailey, 1975; Bailey y Rengpien,
1980). Esta inestabilidad de la membrana aparentemente se mantiene por un
periodo que va de 2 a 8 horas, ya que posteriormente las células resisten -
el contacto con glutaraldehido y se comportan nuevamente como los trofozoi
tos en medio de crecimiento (TP-S-1), en el sentido de que, ademds de no -
arrugarse, recuperan su forma tipica seudopodial y capacidad de crecimien-

to como paso previo a la iniciacidn de la formacidén del quiste.

La evolucidn de los cambios morfoldgicos de la superficie de la pared -
desde la aparicién de ''cordones'" anastomosados o plegamientos de una peli-
cula superficial inicial (véase mas adelante), la posterior saturacién de
la superficie por nuevos "cordones" (o pliegues), el crecimiento y engro-
samiento de loé mismos, el estado final del quiSte con una superficie rugo
sa que se conserva después del tratamiento con HC1 0.1 N y NP-40 0.2 % y la
posterior capacidad de desenquistarse en el medio TP-S-1 dan una fuerte e-
videncia de que las estructuras finales presentadas como quistes maduros,

lo son realmente y que ademas son viables. Por lo tanto, la superficie -




observada debe representar la forma normal de la pared del quiste; asimis-
mo, como esta pared se originé a partir del crecimiento de multitud de cor
dones (o pliegues) anastomosados en la superficie, consideramos que éstas

estructuras estan formadas de quitina, el componente mayor de la pared - -

(Arroyo-Begovich y col. 1978, 1980).

Se ha encontrado que la quitina sintetasa de Mucor rouxii y - - - - - -
Saccharomyces cerevisiae se encuentra asociada a membrana (Cabib y Farkas,
1971; Kang y col. 1984) y su funcidén es probablemente extracelular (Kang y
col. 1984) y que en el mismo Mucor rouxii la enzima forma fibras (cordones)
de quitina y se halla asociada al extremo de crecimiento de las mismas - -
(Bartnicki-Garcia, 1963; Bartnicki-Garcia, 1973; Ruiz Herrera y col. 1975).
Bajo estos antecedentes, podemos pensar que la quitina sintetasa de - - -
E. invadens actia extracelularmente, por lo cual, se puede suponer que la
enzima opera sobre la superficie de la membrana; de esta manera puede expli
carse la aparicidén de los cordones o la formacién de la posible pelicula -
primordial que forma los pliegues en la superficie celular durante la sin-
tesis de la pared. Al ser secretados enzimas y precursores de pared, es -
necesario pensar que la enzima o algin oligbémero precursor se deben hallar

anclados de alguna manera en la membrana para evitar su difusidén al medio.

Por otra parte, la continuidad de la pared celular entre quistes veci--
nos no es un fendémeno exclusivo de E. invadens, pues ya ha sido reportado
que en quistes de Blepharisma stoltei existe una prolongacidén de la pared
entre células vecinas (Walsch e Isquith, 1979). La fusidén entre paredes -
celulares de quistes de E. invadens explica la gran cohesidén que existe —-
entre ellos y que forman los agregados en los estados finales de su forma-
cidn.

En base a las evidencias ya referidas sobre M. rouxii y S. cerevisiae,
la fusidén de paredes celulares entre células vecinas puede ser explicada -
mediante la siguiente hipdétesis: le enzima se mueve sobre la superficie de
la membrana y simultaneamente va formando fibras de quitina. El movimien-
to de la enzima podria continuar hasta que llega a hacer contacto con la -
membrana de una célula vecina intimamente unida, y ya que son células de -
la misma especie, la enzima no desconoce la nueva superficie y continta —-

sintetizando quitina, permitiendo asi una interaccidén mas fuerte entre las
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dos células a través de las fibras o cordones de quitina, los cuales poste
riormente seran engrosados. Por otra parte, se ha postulado que los precur
sores de la pared se encuentran en pequeflas vacuolas localizadas muy cerca
de la membrana celular (Chavez y col. 1978), observaciones que han sido com
probadas por nosotros (Fig. 34) lo que hace suponer, como ya se ha dicho,-
que serian vertidas por exocitosis, y ya que ambas células se encuentran -
en estados semejantes de diferenciacidn, el aporte de precursores para la
sintesis de pared estaria presente en ambas membranas. Conviene sefialar -
que el tamafio del quiste es aproximadamente de cinco a seis veces menor —-—
que el trofozoito (véase figura 14-A), por lo tanto es posible que la acti
va accidén exocitica mostrada en la figura 34 represente también un mecanis
mo de secrecidén de material citoplasmatico que ayuda a reducir el volumen

celular.

En base a los resultados obtenidos en el presente trabajo, ademas de —-
las referencias ya mencionadas (Cabib y Farkas, 1971 ; Chévez y col. 1978;
Lasman, 1982; Ruiz Herrera y col. 1975), hemos especulado sobre una posi--
ble secuencia de eventos durante el desarrollo de la formacidén de la pared
del quiste de E. invadens explicado a través de las siguientes etapas - -

(véase también la.figura 35):

Fig. 34(A-D) (hoja siguiente). La figura 34 (A) es una micrografia electrd
nica del corte de un trofozoito de E. invadens con 90 horas con alta tensidn
de CO, y ayuno de glucosa (segunda fase del método de enquistamiento). En
esta célula se aprecian varias regiones donde se observa una activa secre-
cién de material celular (flechas), presumiblemente precursoras de pared -
y/o expulsidén de material citoplasmatico innecesario para la formacién del
quiste. Tal evidencia se observa mas claramente en los recuadros B, C y D
los cuales son ampliaciones de los sitios sefialados por las flechas, en los
cuales se observan numerosas vesiculas de secrecidén, muchas de las cuales
contienen material con idéntico aspecto al que se observa en el citoplasma
vecino, lo cual sugiere que durante el enquistamiento existe secrecién de
material citoplasméatico, ademds de la secrecién de precursores de la pared.
(A) 4,400 X, (B) 38,000 X, (C) 38,000 X, (D) 50,000 X.
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Etapa Evento que sucede
1 Redondeamiento del trofozoito. Primera manifestacidn visual direc
ta de la iniciacidén del enquistamiento (cabe sefialar que algunas -
células inician la formacidén de la pared ain con forma como trofo-

zoito).

2 Células redondeadas. No hay cambios en la superficie celular. -
Aparecen pequefias vacuolas citoplasméaticas con precursores de la —

pared.

3 Células redondeadas. AUGn no hay cambios evidentes en la superficie
celular. Las vacuolas vierten por exocitosis los primeros precurso

res para la sintesis de pared. Se inicia la sintesis de pared.

4 Culmina la formacién de una pelicula delgada y flexible sobre la -

superficie celular.

5 Se inicia y concluye la reduccidén del volumen del trofozoito y la
pelicula delgada y flexible se colapsa sobre la superficie del tro
fozoito formando - los primeros pliegues semejantes a cordones. —-—
ContintGa %a incorporacién de precursores y engrosamiento de la pa-

red.

6 ContinGa la incorporacidén de precursores hasta que concluye la for

macidén de pared. Quiste maduro.

Por otra parte, ya que las células se asocian en agregados desde las —-
primeras fases de la diferenciacidn, podria suponerse una posible fusién -
de las membranas celulares por debajo de la fusién de las paredes, pero ——
ésta asociacién entre células aparentemente no incluye la fusién de membra
nas puesto que en trabajos previos del laboratorio en los que se han revi-
sado gran numero de cortes de pastillas de quistes a través de microscopia

electrénica y microscopia 6ptica nunca se ha encontrado tal evidencia - -

(Morales-Vallarta y col. 1982).
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Redondeamiento del Trofozoito.

Formacién de vacuolas con pre
cursores de la pared cerca de
la membrana celular.

Liberacidén de los precursores
de la pared su presencia no -
es manifiesta.

Una pelicula -
\\\\ delgada y flexi
ble cubre la su
perficie celular.
Su presencia no

“//, se manifiesta.

Aparicién de los primeros cor
dones (pliegues) de quitina.
Primera manifestacién de la -
formacidén de la pared.

Formacidén de nuevos cordones
de quitina y crecimiento de
los mismos.

Quiste maduro

SECCION ETAPA VISTA DE CARACTERISTICAS DE CADA
TRANSVERSAL SUPERFICIE ETAPA

FIG. 35. MODELO DE LA POSIBLE SECUENCIA DE EVENTOS QUE OCURREN DURANTE LA
FORMACION DE LA PARED CELULAR DEL QUISTE DE Entamoeba invadens IP-1.




64

La tendencia de las células a agruparse en grandes grumos desde las pri
meras fases de diferenciacidén probablemente sea consecuencia de la densidad
de indéculo utilizado (Everrit, 1950), sin embargo este comportamiento per-
manece todavia sin explicacién, aunque es necesario hacer notar que en los
medios de crecimiento TP-S-1 y TYI-S-33 (Diamond y col. 1978) los trofozoi
tos crecen formando agregados, aunque mas pequefios que los que se forman -
en AEM (Rengpien y Bailey, 1975), pero en estos medios de crecimiento las

células nunca llegan a enquistarse.

En algunas especies de protozoarios, el quiste estd provisto de un poro
u opérculo de salida del trofozoito, sin embargo, en otras no existe aveni
da de escape y se requiere, ya sea la disolucidén de la pared por accién en
zimdtica o su ruptura (Manwell, 1968). Mediante estudios de cinematogra-
fia espaciada en E. invadens (Cervantes-Mamoa y Martinez y Palomo, 1980) y
de desenquistamiento en Endamoeba histolytica (Snyder y Meleney, 1941) se
ha descrito que la emergencia del trofozoito ocurre a través de un poro en
la superficie de la pared cuando los quistes son colocados en un medio de
cultivo favorable al crecimiento. En otros protozoarios se han observado
también opérculos para la emergencia de las formas vegetativas (Lasman, -

1977, 1982; Walsch e Isquit, 1979).

Estas evidencias sugieren que las depresiones o cavidades en la pared de
quistes de Entamoeba invadens IP-1 cultivada axénicamente podrian represen
tar futuros poros de emergencia para el trofozoito, de manera semejante a
como ocurre en otros protozoarios, sin embargo, el hecho de que aparente——
mente la cavidad de la pared no se encuentra en una gran proporcién de - -

quistes da incertidumbre a tal hecho.




R o L e A N R P

CONCLUSI®ONES

Los cuerpos cromatoides son inducidos en fase activa de crecimiento --

(fase-log) de trofozoitos de Entamoeba invadens crecidos axénicamente
con alta tensidn de COZ’

Se ha desarrollado un nuevo método de enquistamiento axénico de - - —-

Entamoeba invadens inducido por alta tensidén de 002 y ayuno de glucosa.

La estructura del quiste de Entamoeba invadens es polarizada: presenta

un hemisferio vacuolar y uno nuclear donde también se localizan los --

cuerpos cromatoides.




PBERSPEGCTINAS

La induccidén de cuerpos cromatoides en trofozoitos de Entamoeba -

invadens que crecen activamente con alta tensidén de CO2 a través de las
precursoras hélices ribonucleoprotéicas, ponen de manifiesto la activacidn
de algin mecanismo de regulacidén de sintesis de RNA inducido por CO2 no ——
descrito en este organismo, y abre una perspectiva en el camino hacia la -
busqueda de posibles nuevas estrategias para el estudio de la diferencia-

cién de Entamoeba.

Asimismo, la induccidén de la diferenciacién en Entamoeba invadens por

la accidn del 002 y ayuno de glucosa, y el desfasamiento de eventos (como

son la formacidén de cuerpos cromatoides y sintesis de pared) que normalmen
te acontecen aparentemente asociados durante la diferenciacidén, abre tam--
bién nuevas perspectivas en el estudio de los mecanismos de diferenciacidn
y la biologia del enquistamiento de este organismo, lo que a mediato plazo,
con la integracidén de este tipo de conocimiento a nuevos datos aportados -
al futuro, hara posible el manejo del enquistamiento de Entamoeba y, a tra
vés de ésto, un posible control del ciclo enquistamiento-desenquistamiento

tanto dentro de un hospedero como a nivel del medio ambiente.

Al oLt
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