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RESUMEN
Propésito y Método de estudio: El propésito del presente trabajo fue investigar si el colesterol,
fosfolipidos y algunos dcidos grasos son esenciales para el crecimiento de Entamoeba histolytica
cultivada en condiciones axénicas. Actualmente se conoce muy poco acerca del metabolismo de
lipidos de E. histolytica. Esto es debido principalmente a que el suero de bovino o equino, un
componente esencial de los medios de cultivo, es la principal fuente de lipidos para estos
protozoarios y tiene una composicién indefinida. Por lo tanto un requisito para identificar a los
lipidos que son esenciales para el crecimiento de E. histolytica, es el desarrollo de un sustituto de
suero, de composicién conocida, lo cual constituyé el propésito del presente trabajo. Este
consistid de tres etapas. En la primera nos propusimos desarrollar un sustituto de suero y analizar
sus efectos sobre el crecimiento de tres cepas axénicas de E. Aistolytica; en la segunda etapa
abordamos el problema que nos planteamos en el presente trabajo: investigar si el colesterol,
fosfolipidos y 4cidos grasos son esenciales para las amibas cultivadas en condiciones axénicas y
en la tercera y iultima etapa; investigamos si las amibas cultivadas en PEHP mas el sustituto de
suero o de los lipidos esenciales conservaban su actividad hemolitica y su capacidad para
producir abscesos en hamsters inoculados experimentalmente. Los objetivos fueron los
siguientes: a) analizar el crecimiento de E. histolytica en condicior:es axénicas usando una mezcla
comercial de lipidos (LCR), en lugar de suero, el cual estd constinido por colesterol,
fosfolipidos, dcidos grasos y lipoproteinas, b) optimar el crecimiento amibiano, cultivando las
amibas en medio basal PEHP mas LCR adicionado mas con SAB, SAB deslipidizada, glucosa y
aminoicidos, c¢) probar la eficacia del sustituto del suero, en las cepas HK9:NIH, HM1:IMSS y
HM3:IMSS en el medio PEHP y la cepa HMI1:IMSS cultivada en TYI y sus rendimientos

comparados contra el testigo PEHPS, d) analizar €l crecimiento amibiano en presencia de cada
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uno de los componentes lipidicos del LCR o ¢ada una de las combinaciones posibles (en ausencia
de lipoproteinas), €) analizar el efecto de las lipoproteinas solas sobre el crecimiento de las
amibas en condiciones axénicas, f) analizar ¢] efecto del PACSR vy lipoproteinas solas sobre el
crecimiento de E. histolytica cepa HM1:IMSS en medio TYI, g) analizar la potencia hemolitica
in vitro de los cultivos de la cepa HMI1:IMSS y la capacidad de estas amibas para producir
abscesos hepdticos amibianos que fueron cultivados en PEHP mas suero bovino, PEHP mis

sustituto de suero (PACSR) o PEHP mas lipoproteinas.

Contribuciones: Primera parte: Desarrollo de un sustituto de suero para el cultivo axénico
de E. histolytica: 1) 1a cepa HK9:NIH no crecié en el medio PEHP adicionado con LCR en vez
de suero, pero las amibas se mantuvieron viables hasta por 72 h, lo cual indicé que los lipidos por
si solos fueron capaces de sostener la vida de las amibas aunque no su crecimiento. 2) Los
rendimientos de las amibas cultivadas en LCR (10 ml/l) mas 10g/l de SAB, se incrementan 8
veces con respecto a los cultivos suplementados unicamente con LCR y hasta 12 veces si al LCR
+ SAB se le agregaba la mezcla vitaminica tween 80 de Diamond. Por esta razon, decidimos
utilizar a las vitaminas en los siguientes experimentos del presente trabajo. El incremento en el
crecimiento de los cultivos de E. histolytica al agregar SAB al medio de cultivo en ausencia de
suero y en presencia de LCR puede deberse al efecto de los lipidos u otras moléculas que porta la
SAB. 3) Cuando se analizd el efecto de SAB deslipidizada sobre el crecimiento de los cultivos se
observaron rendimientos similares a los observados con SAB. Sin embargo, el efecto se observo
con una concentracion de 1.25 g/l, es decir 50 % menor que la requerida con SAB (2.50 g/l). Lo
que indica que €l crecimiento de las amibas se debié a la proteina en si y no a las moléculas que

porta el SAB. Pero ademds, la disminucion en la concentracidn de SAB deslipidizada con
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respecto a la no deslipidizada sugieren que ésta ultima portaba algin inhibidor del crecimiento
amibiano. Sin embargo, bajo estas condiciones, los rendirnientos fueron bajos comparados con
los testigos. Posiblemente esto se debié a que le faltaban carbohidratos como fuente de energia
y/o carbono. 4) Cuando se incrementd la cantidad de glucosa de 6.0 g/l a 9.2 g/l en el medio, se
incrementaron los rendimientos en un 45 % con respecto a los cultivos testigos que contenian 6.0
g/1. §) Cuando la SAB deslipidizada se sustituydé por los 20 aminodcidos mas utilizados por la
mayoria de las células (mezcla de aminoicidos de Earle) las amibas alcanzaron rendimientos
equivalentes al S0 % con respecto a los testigos mantenidos en PEHPS. Entonces las amibas
requieren los aminoacidos y no a la SAB en si misma. 6) El PACSR permitié el crecimiento de
las cepas HK9:NIH, HM1:IMSS y HM3:IMSS cultivadas en PEHP-PACSR o TYI-PACSR. Los
rendimientos de los cultivos mantenidos en estos medios, con respecto a los cultivos en PEHPS o
TYI-S-33 fueron los siguientes: en PEHP-PACSR la cepa HK9:NIH dio 122 %, la HM1:IMSS él
38 % y HMI1:IMSS ¢l 44 % y en TYI-PACSR solo se trabajé con la cepa HM1:IMSS dando un
75 %. en el programa a plazo corto. De acuerdo con los resultados anteriores, concluimos que
contdbamos ya con un sustituto de suero confiable, denominado sustituto de suero para el cultivo
axénico de protozoarios, PACSR, por sus siglas en inglés (Protozoa Axenic Cultivation Serum
Replacement; patente en tramite) y podriamos abordar el problema crucial del presente trabajo:

(Entamoeba histolytica es auxétrofa de colesterol, fosfolipidos y acidos grasos?.

Segunda parte: Analisis de la auxotrofia de E. histolytica por los lipidos del suero.
7) Para esto se hicieron diferentes mezclas de los lipidos que contiene el LCR, excepto las
lipoproteinas (porque éstas contienen todos los lipidos cuyo efecto se iba a analizar). Ademds se

eliminé sistemdticamente sélo uno de los lipidos que componen el LCR. De esta forma pudo
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analizarse el efecto de la ausencia de cada uno de los lipidos mencionados sobre el crecimiento
de los cultivos amibianos. Observamos que en ninguna de las mezclas antes referidas crecieron
las amibas. Lo cual sugeria que el unico componente del LCR que es capaz de promover el
crecimiento de E. histolytica en condiciones axénicas eran las lipoproteinas. 8) Cuando
analizamos el efecto de lipoproteinas solas sobre los rendimientos de los cultivos, encontramos
que los trofozoitos si crecieron, aunque en una proporcién 60 % menor que los testigos, con una
concentracion equivalente a la que tiene PEHP-PACSR. De lo anterior concluimos que las
amibas si son auxétrofas de lipidos, pero éstas no pueden utilizarlos a menos que los lipidos estén
estructurados en forma de lipoproteinas. Con estos experimentos concluimos la segunda etapa del

proyecto.

Tercera parte: Andlisis de actividades bioldgicas. Realizamos esta dltima serie de

experimentos para saber si las amibas crecidas en ausencia de suero conservaban algunas de sus
actividades biolégicas, como la actividad hemolitica in vitro o la capacidad para producir
abscesos. 9) cuando se hicieron los experimentos correspondientes a la actividad hemolitica
encontramos que las amibas crecidas tanto, en PACSR como con lipoproteinas, en vez de suero,
conservan su actividad hemolitica, aunque en una proporcion 40 % menor con PACSR y del 60
% menor con lipoproteinas, que los testigos mantenidos en PEHPS. Con respecto a la capacidad
para producir abscesos encontramos que las amibas mantenidas en PEHPS y/o PACSR
produjeron abscesos muy grandes (ocupando la mayor parte del 1dbulo derecho del higado). Por
otro lado, las amibas mantenidas en lipoproteinas fueron capaces de producir abscesos, pero de

un tamafio considerablemente menor a los que produjeron las amibas mantenidos en presencia de
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suero 0 PACSR; lo que indic6 que las amibas requieren otros de los elementos que contiene el

PACSR (vitaminas y/o aminodcidos).

En conclusion: Las amibas son capaces de crecer en ausencia de suero, si el medio PEHP o TYI
se suplementan con lipidos, vitaminas y aminodcidos. E. histolytica es auxotrofa de colesterol,
fosfolipidos, ésteres de colesterol ¢ dcidos grasos libres, pero estos deben estar estructurados en
forma de lipoproteinas para ser internalizadas y aprovechadas por las amibas. En este trabajo no
fue posible precisar cual o cuales de los lipidos contenidos en las lipoproteinas son esenciales
para E. histolytica por la naturaleza misma de las lipoproteinas. Nuestras observaciones sugieren
fuertemente también que algin, algunos o todos los aminoicidos de la mezcla de Earle son
esenciales para las amibas. Pensamos que el presente trabajo permitié conocer un aspecto muy
importante sobre el metabolismo de E. histolytica en condiciones axénicas. Por otro Iad(;.
desarrollamos un sustituto de suero para ¢l cultivo axénico de E. histolytica llamado PACSR y
lipoproteinas que adicionados al PEHP o al TYI permiten el crecimiento de las cepas axénicas de
E. histolytica. Pensamos que los resultados obtenidos en esta tesis permitirdn disefiar en un futuro
inmediato, experimentos sin la interferencia del suero en cultivo. Con las lipoproteinas como
unico abastecedor de lipidos en el medio y con ello, podemos ahora enfocarnos al diseiio de un

medio definido para el cultivo axénico de Entamoeba histolytica.
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INTRODUCCION

Definicién e importancia epidemioldgica.

La amibiasis es una infeccion parasitaria ocasionada por Enramoeba histolytica con
o sin sintomas clinicos (Kretschmer, 1994). Se distribuye universalmente afectando
aproximadamente al 10 % de la poblacién mundial (Walsh, 1986). En México constituye un

problema muy importante de salud publica por su frecuencia y mortalidad (Gutiérrez y

Muinoz, 1994).

Ciclo de vida de Entamoeba histolytica.

El ciclo de vida de E. histolytica consiste en una forma infecciosa, el quiste y una
trofica, el trofozoito. El quiste se caracteriza por ser mds pequefio que el trofozoito, inmévil
y redondo, y por la presencia de pared celular, la cual contiene quitina, (Arroyo-Begovich y
col, 1980). La pared protege al parasito de las condiciones adversas del medio ambiente.
Bajo algunas de estas condiciones adversas, como la hipoosmoiaridad, el quiste puede
sobrevivir por largos periodos de tiempo. Cuando el quiste se encuentra en condiciones
adecuadas, (p. ej. en presencia de enzimas digestivas y baja tensién de oxigeno, como el
que se encuentra en el intestino grueso), emergen las amibas metaquisticas, que se
reproducen rapidamente. El trofozoito es mévil y no juega ningin papel en la transmisidn
de la enfermedad, pero es responsable de producir las lesiones tisulares en el hospedero

(Martinez-Palomo, 1993).



Interaccién huésped-parisito.

Las bases celulares do la actividad litica de E. histolytica han sido exploradas al
estudiar el efecto de la cepa virulenta HM1:IMSS y de cepas menos patdgenas como
HK9:NIH en monocapas de células cultivadas in vitro (Vargas-Villarreal y Said-Fernindez,
1984). Se ha reportado que la actividad litica que E. histolytica presenta en 1os mecanismos
de agresién de los trofozoitos a las células blanco son complejos y multifactoriales (Said-
Fernindez y Vargas-Villarreal, 1986; Ravdin y Guerrant, 1982).

En los dltimos afios se han propuesto las siguientes etapas como constituyentes
probables de una parte importante de los mecanismos patogénicos de la amibiasis, estas
son: adhesién a las células blanco, citdlisis por contacto, fagocitosis y degradacidon
intracelular (Kretschmer, 1994).

Para que E. histolytica pueda causar dano a las células del huésped es necesario que
se adhiera a la superficie celular mediante reconocimiento de moléculas en la superficie del
pardsito y en las de las células blanco. Se ha determinado que en la adhesién estin
involucradas lectinas que contienen N-acetilglucosamina (Kobiler y col, 1981). Ademas de
estas lectinas también se ha propuesto que estdn involucrados algunos receptores de
superficie.  Algunos de estos receplores amibianos actian, por ejemplo. en el
reconocimiento especifico de coligena y la unién de los receptores especificos de las
amibas con la coldgena activa la secrecién de la colagenasa de los trofozoitos al medio
externo (Martinez-Palomo, 1993).

Después de la adhesion a las células blanco, las amibas lisan a las células blanco

mediante la accién de varias citolisinas que hidrolizan componentes de la membrana



plasmatica de las células blanco o la desestabilizan. Entre las citolisinas, se han propuesto a
las siguientes: colagenasa (Mufioz y col, 1982), proteasas dependientes de grupos SH
(Pérez-Montfort y col, 1987), algunas toxinas (Lushbaugh y col., 1981), la fosfolipasa A
(Said-Ferndndez S y Lopez-Revilla R, 1988; Long-Kurg y col., 1985; Vargas-Villarreal y
col, 1995), por accidn de las proteinas formadoras de poros o amebaporo (Lynch y col,
1982; Ding y Zanvil, 1985).

El siguiente paso es la fagocitosis de las células blanco. Las amibas pueden
fagocitar células enteras, demostrando que la lisis de las células blanco no es un paso
necesario para la endocitosis (McCaul, 1977). Orozco aislé una mutante deficiente en
fagocitosis. Esta mutante ademds de ser pobre en fagocitosis, también era baja en virulencia
cuando se probd en el modelo de higado de himster. Estos resultados han propuesto que

parece haber una correlacién entre fagocitosis y virulencia (Orozco y col, 1983).

Cultivo de Entamoeba histolytica.

E. histolytica se cultivd por primera vez en 1925, 50 afios después de su
descubrimiento en 1875. El cultivo se efectué utilizando medios bifdsicos, que contenian
una base de yema de huevo y solucidn salina o albimina de huevo fresco en presencia de
flora entérica humana de composicién desconocida (cultivo xénico) (Boeck y Drbohlav,
1925).

El primer cultivo monoxénico de E. histolytica fue obtenido en 1930 por Cleveland
y Sanders. Estos autores utilizaron un medio difasico, el cual contenia 6 diferentes especies

de bacterias ademds de una infusién de higado-agar peptona (Cleveland and Sanders 1930).



Estos cultivos fueron mejorados en 1941 cuando asociaron a las amibas con un bacilo
gramnegativo microaerofilico denominado organismo “t” (Rees y col, 1941). Mds tarde
Jacobs introdujo en 1947 el uso de un antibidtico, la penicilina, para inhibir y
eventualmente eliminar una bacteria sensible, Clostridium perfrigens, de un cultivo
monoxénico amiba-bacteria (Jacobs, 1947). Phillips fue el primero en cultivar a E.
histolytica en 1950 en preséncia de otro prolozoario, en este caso Irypanosoma cruli
(Phillips, 1950).

Diamond utilizé cultivos monoxénicos en los que asocié a las amibas con un
tripanosomdtido (Crithidia sp.) como punto de partida para obtener 10s primeros cultivos
axénicos de E. histolytica (Diamond, 1961). El primer medio que desarrolld era bifisico,
con una base solida de agar y cubierta con solucion de nutrientes, suplementado con
vitaminas y un extracto de embrién de pollo (CEEM25). Este medio de cultivo no era
prictico, y no fue hasta en 1968 en que se describid el TP-S-1. Este era un medio liguido,
claro, libre de extracto de embrion de pollo y agar. Su efectividad se debié a la introduccion
de un digerido de higado de buey (Panmede) como uno de los ingredientes principales del
TP-S-1 (Diamond, 1968). Este medio permitié por primera vez el cultivo masivo de E.
histolytica, para la obtencion de antigenos para fines diagnosticos, para pruebas serologicas,
bioguimicas y estudios para el desarrollo de medicamentos antiamibianos.

Desafortunadamente hubo muchos problemas para adquirir el Panmede y el medio
producia rendimientos muy variables (Diamond, 1978). Estos problemas condujeron en
1978 a l1a creacion del TYI-S-33, Un medio mas efectivo que el TP-S-1, debido a que el

TYI-S-33 producia rendimientos més altos y menos variables. En este medio el Panmede se



sustituyd por extracto de levadura, suplementado con hierro, vitamina B,,, icido tiéctico y
tween 80 (Diamond 1978),.

La calidad de los cultivos de E. histolytica cuando se cultivaba en TYI-S-33
dependia de los lotes de extracto de levadura. En nuestro laboratorio se disefié un nuevo
medio de cultivo, como una aliernativa a los ya existentes. Este medio se le denominé
PEHPS, por sus siglas en espafiol, (Peptona, Extracto de Higado y Pincreas, y suero)
(Said-Fernindez y col, 1988). Con las siguientes ventajas: a) reproducibilidad en sus
rendimientos; b) altos rendimientos; ¢) pueden desarrollarse cultivos a partir de indculos
tan bajos como un trofozoito/ml; d) se puede almacenar durante 9 meses a temperatura
ambiente; €) en este medio se inicia el proceso de enquistamiento (Mata-Cardenas y Said-
Fernindez, 1986).

Todos los medios de cultivo antes mencionados contienen dos o mas productos
bioldgicos complejos indefinidos, por ejemplo; extractos de higados y huevo incluyendo el
suero. Esto ha causado que el estudio de los requerimientos nutricionales de E. histolytica
sea limitado.

Las dificultades encontradas para el crecimiento axénico y diferenciacion de E.
histolytica han obligado a varios grupos a trabajar con cultivos de E. invadens, un parisito
que puede causar disenteria y absceso hepatico en reptiles. Esta especie es menos
susceptible a cambios en ¢l medio y produce mejores rendimientos que E. histolytica
(McConnachie, 1955).

Van Viiet y col. en 1975 demostraron que entre los componentes séricos, los

lipidos son esenciales para el crecimiento de E. invadens y ademis que el suero puede ser



sustituido por una mezcla de 4icidos grasos insaturados, albimina, tween 80 y colesterol.
Esta mezcla no cumpli6 los requerimientos séricos para E. histolytica. .

Con este sustituto de suero se describid la composicién de fosfolipidos de E.
invadens. Encontrindose a la fosfatidilcolina, 1a fosfatidiletanolamina, la fosfatidilserina y
el fosfatidilinositol como los principales fosfolipidos presentes en E. invadens. (Van Vliet y
col, 1975b).

El suero es un requerimiento esencial para el crecimiento axénico de Entamoeba, se
ha utilizado de diferentes especies de animales (caballo, bovino, biifalo entre otros). El
suero es un componente constituido por proteinas, hormonas, factores de crecimiento,
lipidos, carbohidratos, vitaminas y cofactores que estimulan el crecimiento de las diferentes
especies de Entamoeba en cultivo (Diamond, 1983). Sin embargo el uso de suero también
representa algunas desventajas. Tales son: a) composicion indefinida, b) puede estar
contaminado por virus, c) la calidad de los lotes es variable, d) inhibe algunas actividades
biolégicas, incluyendo citolisinas y proteasas (Freshney, 1987) y e) entorpece severamente
la deteccion y aislamiento de proteinas recombinantes. Estrategia que estd en pleno
desarrollo actualmente para analizar la importancia de diversas actividades bioldgicas en la
virulencia de E. histolytica (Alagén y col., 1996). Por otro lado se ha demostrado que el
suero inhibe la actividad colagenolitica de E. histolytica (Muioz y col, 1982) y algunos
factores de virulencia (Bos, 1979). Ademas se sabe que: la albimina sérica impide la unién
de las adhesinas amibianas a las células blanco (Kobiler y col, 1981) y algunas proteasas

son inhibidas por las macroglobulinas sérica alfa-1 y alfa-2 (Lushbaugh y col, 1981).



Wittner en 1968 describié un medio para el crecimiento de las amibas donde todos
los componentes eran definidos con excepcion del suero de caballo.

Utilizando el medio de cultivo PEHP (Said-Fernindez y col, 1988), como base
ideamos un medio de cultivo simplificado donde encontramos que los componentes
necesarios eran; el extracto de higado y pancreas, glucosa, dcido ascdrbico y suero bovino
(Mata-Cardenas y Said-Ferndndez, 1990).

Por otro lado se han hecho varios intentos por definir la importancia de los lipidos
en el crecimiento de E. histolytica. Algunos autores demostraron el requerimiento absoluto
por colesterol en cultivos monoxénicos de algunas especies de Entamoeba. (Griffin y
McCarten, 1949; Latour y col, 1965). Ademas el colesterol ha sido relacionado con la
virulencia de esta especie (Bos y Van de Griend, 1977; Meerovicht y Ghadirian, 1978; Rai-
y col, 1985; Katiyar y col, 1987; Katiyar y col, 1988).

Gillin y Diamond en 1980 describieron un medio de¢ mantenimiento para E.
histolytica con todos sus componentes definidos, sin embargo este medio no fue capaz de
sustentar el crecimiento amibiano por mas de 24 horas.

Mis tarde Diamond y Cunnick (1991) desarrollaron un medio de cultivo
parcialmente definido que estd constiwido por aminoécidos, carbohidratos, vitaminas B,
precursores de dacidos nucleicos, un factor de crecimiento aislado de la tripticasa,
seroalbiumina bovina y una solucidon de lipoproteina-colesterol. Los dos ultimos
componentes no estin definidos y son de naturaleza lipidica compleja.

Recientemente nuestro grupo informd que en PEHPS adicionado con 0.24 g/l de

bilis bovina, el rendimiento de los cuitivos de E. histolytica se incrementa 1.74 veces con



respecto a los testigos no adicionados. Esta mejoria se debe a que la bilis aporté al medio,
nutrientes en los que el PEHPS esti deficiente y que las amibas no son capaces de
sintetizar. Como la bilis es especialmente rica en colesterol, sales biliares y fosfatidilcolina,
es posible que los nutrientes aportados por la bilis sean lipidos, y que éstos sean los
responsables del incremento en los rendimientos que observamos (Mata-Cardenas y col,
1995).

Los cultivos axénicos han sido utilizados para determinar algunos requerimientos
nutricionales ((Weik y Reeves, 1980; Reeves y West, 1980; Gillin y Diamond, 1981), asi
como condiciones fisicoquimicas (pH, potencial de oxido-reduccion, y osmolaridad) del
medio de cultive que resulten favorables para el crecimiento amibiano (Gillin y Diamond,
1981b; Dutta y Yadava, 1976).

Hasta ahora no se han definido los requerimientos de lipidos de E. histolytica. Para
este fin y como estrategia del presente trabajo fue necesario desarrollar un sustituto de suero
que permiticra hacer estudios de esta indole ya que se ha demostrado que el suero satisface

los requerimientos de lipidos de E. histolytica (Mata-Cardenas y col., 1996; patente en

trémite).



HIPOTESIS

Entamoeba histolytica es auxotrofa para colesterol. fosfolipidos y acidos grasos.

OBJETIVO GENERAL

Investigar si Entamoeba histolytica s auxétrofa para colesterol, fosfolipidos y

dcidos grasos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Investigar si un compuesto rico en colesterol, fosfolipidos y 4cidos grasos libres,
saturados ¢ insaturados y lipoproteinas (LCR), adicionado al medio PEHP o TYI es

capaz de sostener 1a vida de las amibas.

2. Investigar cuales de los componentes lipidicos del LCR son esenciales para el
crecimiento de Entamoeba histolytica.

3. Definir las concentraciones de los lipidos esenciales para obtener los maximos
rendimientos en el medio PEHP (sin suero),

4. Analizar la actividad hemolitica e induccion de absceso hepdtico amibiano como algunas
de las actividades bioldgicas de E. histolytica mejor caracterizadas. Este dltimo con el

objeto de saber si estos indicadores de virulencia se modifican en ausencia de suero-
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MATERIALES

Origen de los reactivos.

El extracto de levadura y peptona de caseina fueron obtenidos de Bioxon de
México. Glucosa, L-cisteina, L-alanina, L-icido aspartico, L-asparagina.H,0, L-icido
glutimico, L-prolina, L-serina, L-glutamina, Glicina, L-tirosina, L-cistina, L-arginina, L-
valina, L-histidina. HCl, L-lisina, L-leucina, L-isoleucina, L-metionina, L-fenilalanina, L-
treonina, L-triptéfano, seroalbimina bovina (fraccién V), seroalbimina bovina
deslipidizada, colesterol, fosfatidilcolina, lisofosfatidilcolina, esfingomielina, dcido
linoleico, dcido oleico, acido linolénico, 4cido araquiddnico, acido docohexaquenoico,
reactivo de Folin-Ciocalten, mezcla de lipidos (LCR), y lipoproteinas fueron obtenidas de
Sigma Chemical Co. (St Louis MO, USA). Cloruro de Sodio, icido clorhidrico, fosfato de
potasio monobasico, fosfato de potasio dibisico, cloruro de potasio, cloruro de calcio,
citrato férrico aménico, sulfato de magnesio, hidroxido de sodio, dcido ascArbico, carbonato
de sodio tartrato de sodio y potasio, sulfato ciiprico, de Reactivos Monterrey. La solucién

de vitaminas de Diamond fue obtenida de JRH Biosciences (Lenexa, KS).

Material Bioldgico.

Amibas,

Para las pruebas in vitro utilizamos cultivos axénicos de Entamoeba histolytica

cepas HK9:NIH, HM1:IMSS y HM3:IMSS, cultivadas en el medio PEHPS (Said-
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Fernandez y col, 1988) y la cepa HM1:IMSS cultivada en medio TYI-S-33 (Diamond y col,
1978).

Para las pruebas in vivo utilizamos trofozoitos de E. histolytica de la cepa
HM1:IMSS capaz de producir abscesos hepéticos. En este caso, HM1:IMSS fue cultivada

en medio PEHPS, en PEHP-PACSR y en PEHP adicionado Gnicamente con lipoproteinas.

Animales de laboratorio.

Como modelo experimental para producir amibiasis hepética, utilizamos hdmsters
dorados (Mesocricetus auratus), machos recién destetados, con un peso de 40-60 g, los
cuales fueron criados y mantenidos en ¢l bioterio del Centro de Investigacion Biomédica

del Noreste.

Para €] estudio de la actividad hemolitica utilizamos eritrocitos de rata Sprague

Dawley
Preparacion de los medios de cultivo.

Medio basal PEHP (Said-Ferndndez y col, 1988).

La composicién del medio se encuentra en la Tabla 1. Se mezclan los componentes,
se disuelven en 250 ml de EHP y se agregan a 600 ml de agua desionizada. El pH se ajusta
a 7.0 con NaOH 10 Ny se afora a 1,000 ml con agua desionizada. El medio se distribuye en

alicuotas de 5 ml en tubos para cultivo de 13 X 100 mm, con tapén de rosca (Kimble,
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Vineland NJ, USA). El medio se esteriliza en autoclave por 15 min a 15 Ib de presién a 121

°C y se almaceno a temperatura ambiente.

Medio basal TYI-33 (Diamond y col, 1978).

La composicién del medio TYI se encuentra en la Tabla 1. Se mezclan los
componentes, se disuelven en 600 ml de agua desionizada. El pH se ajusta a 7.0 con NaOH
10 N y se afora a 850 ml con agua desionizada. El medio se distribuye en alicuotas de 5 ml
en tubos para cultivo de 13 X 100 mm, con tapén de rosca (Kimble, Vineland NJ, USA).

El medio se esterilizd en autoclave por 15 min a 15 Ib de presién a 121 °C y se almacené a

4 °C.

PEHP mais el sustituto del suero basal (PEHP-SBS).

Se anaden 50 ul de la mezcla de lipidos (LCR) mas 10 pl de la mezcla vitaminica-

Tween 80 de Diamond a tubos conteniendo 5 ml del medio basal PEHP.

TYI mas el sustituto del suero basal (TYI-SBS),

Se afiaden 50 pl de la mezela de lipidos (LCR) mas 10 ul de la mezcla vitaminica-

Tween 80 de Diamond a tubos conteniendo 5 ml del medio basal TYI.

Medio basal PEHP-PACSR (Mata-Cardenas y col, 1996).
La composicién del medio PEHP se encuentra en la Tabla 1. Se mezcla los

componentes y se disuelven en 250 ml de EHP. Después se agregan 600 ml de agua
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Tabla 1. Composicién de dos medios de cultivos para E. histolytica

en condiciones axénicas,

Componente TYI-S-33! PEHPS? PEHP-PACSR’
Extracto de levadura 10.00 g 0.00g 0.00 g
Peptona de caseina 20.00 g 2000 g 2000 g
Extracto de higado y pancreas 0.00¢g 250.00 ml 250.00 m|
D-glucosa 500¢g 6.00¢g 9.20¢g
NaCl 1.00 g 000¢g 0.00¢g
Acido ascérbico 020g 0.20¢g 0.20g
Cisteina. HCI 1.00 g 1.00 g 1.00 g
K,HPO, 1.00¢g 1.00 g 1.00g
KH,PO, 0.60¢g 0.60 g 0.60 g

'Se resuspende en 500 ml y se afora a 850 ml de agua bidestilada.

ISe resuspende en 500 ml y se afora a 1000 ml de agua bidestilada.

*Se resuspende en 500 ml y se afora a 910 ml de agua bidestilada.

Cada uno de los medios se distribuye en alicuotas de 5 mi en tubos de borosilicato de 13 X
100 mm con tapén de rosca. Estos tubos se esterilizan a 121 °C por 15 min en autoclave.

Después se agrega a cada tubo 8 % de suero bovino o de PACSR (v/v).
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desionizada. El pH se ajusta a 7.0 con NaOH 10 N y se afora a 920 ml con agua
desionizada. El medio se distribuye en alicuotas de 5 ml en tubos para cultivo de 13 X 100
mm, con tapdn de rosca (Kimble, Vineland NJ, USA) y se esteriliza en autoclave por 15

min a 15 Ib de presién a 121 °C. Se almacena a temperatura ambiente.

Preparacion del suero bovino (Said-Fernandez y col., 1988).

Se obtiene el suero de sangre colectada en el rastro de la ciudad. La sangre se deja
coagular y el suero se separa por sedimentacién a 2,000 X g por 15 min. Después se prefiltra
con papel Whatman No. 1 y se filtra por una serie de filiros HAWP Millipore (Beford, MA,
USA) de 5 a 0.22 pm. Finalmente se esteriliza por filtracién utilizando sistemas de
filtracién al vacio de un litro con filtros de 0.22 um (Corning, Inc. Corning NY, USA). El
suero estéril se descomplementa por calentamiento a 56 °C por 30 minutos, se deja enfriar
a lemperatura ambiente y se le aflade 25 ml de mezcla de vitaminas (JRH Biosciences,
Lenexa, KS) por cada litro de suero. El suero se distribuye en alicuotas de 100 ml, en

botellas dmbar, ¢stériles, de vidrio con tapon de rosca y se almacena a -20 °C.

Composicién y preparacion de soluciones.
Las soluciones que se esterilizardn en autoclave se calentardn a 121 °C/15 min y las que se

esterilizardn por filtracion se hicieron pasar por membranas Millipore con poros de 0.22

um de didmetros.
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Solucién salina balanceada (SSB) 10X.

CaCl, 0.07 g; glucosa 1.00 g; NaCl 7.00 g; KCl1 0.40 g: MgSQ, 0.20 g; trizma base
0.12 g; azida de sodio 0.20 g.

Se mezclan y disuelven todos los componentes en agua bidestilada. Se afora la
solucion a 100 ml y se distribuye en volimenes de 10 ml a tubos para cultivo, se esteriliza
por filtracion. Se tapan bien los tubos y se almacenan a -20 °C.

Se prepara la solucion de trabajo (290 mOsm/Kg) diluyendo 1a solucién 10X con 90

ml de agua bidestilada estéril.

Solucién de Alsever 10X.

Citrato trisédico 5.37 g; acido citrico.H,0 1.87 g; glucosa 5.36 g; NaCl 5.27 g.

Se mezclan y disuelven los componentes con agua bidestilada, se afora la solucion a
100 ml y se esteriliza por filtracion, a través de un filtro de nitrocelulosa. Después se llenan -
los tubos para cultivo con 10 ml de esta solucién. Se tapan bien y se almacenan a -20 °C.
Para preparar la solucién de trabajo (290 mOsm/Kg), se descongela el contenido de un tubo

de solucidn 10X y se diluye con 90 ml de agua bidestilada estéril. Esta solucion debe usarse

inmediatamente.

Solucidn salina amortiguada de fosfatos (PBS).
NaCl 6.5 g; K,HPO,2.8 g; KH.PO,0.5 g.
Se mezclan y disuelven los componentes en 900 ml de agua destilada, se ajusta el

pH a 7.4 con NaOH 10 N y se afora a 1,000 ml con agua bidestilada. Se ajusta la
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osmolaridad a 300 mOsm/Kg con NaCl. Esta solucidn se distribuye en alicuotas de 10 ml y

se esteriliza en autoclave. Los tubos conteniendo 1a solucién se almacenan a temperatura

ambiente.

Seroalbiimina bovina fraccién V al 25% (SAB).
Se pesan 10 g de seroalbimina bovina y se disuelven en 40 ml de solucién salina
isoténica (NaCl al 0.9 %). Se esteriliza por filtracion. Se distribuye en alicuotas de 10 ml y

se almacena a -20 °C. Cuando se requiera, se afiade 1 ml de la mezcla de vilaminas.

Seroalbimina bovina deslipidizada al 25% (SAB-DL).
Se pesan 10 g de seroalbimina bovina deslipidizada y se disuelven en 40 ml de
solucion salina isotonica (NaCl al 0.9 %), se anade 1 ml de la mezcla de vitaminas. La

solucion se esteriliza por filtracion. Se distribuye en alicuotas de 10 ml y se almacena a -20

°C.

Solucion de Earle (Eagle, 1959).

Solucién 1 de saies.

Solucién 1a. Se pesan 9.05 g de NaCl; 0.40 g de KCl1 ; 0.14 g de Na,HPO, ; se disuelven
en 800 ml de agua. Se ajusta el pH a 7.2, La solucién se coloca en botellas, en porciones de

64 ml. Se esteriliza por autoclave, se almacena a temperatura ambiente.



Solucién 1b. Se pesan 2.0 g de CaCl, y se disuelven en I [ de agua. Esta solucién se
distribuye en alicuctas de 100 mi. Se esteriliza las botellas conteniendo la solucién en
autoclave, se almacena a temperatura ambiente.

Solucidon lc. Se pesan 2.0 g de MgSO,.7H,0 y se disuelven en 1 | de agua. Esta solucion se
distribuye en alicuotas de 100 ml. Se esterilizan las botellas conteniendo la solucion en

autoclave. Se almacena a temperatura ambiente.

Solucion de trabajo de sales. Se mezclan antes de afiadir el resto de los componentes: 64
ml de la solucién 1a; 8 ml de la solucién 1b, 8 ml; y 8 ml de la solucién 1c¢.

Soluciones de aminoacidos.

Solucién 1 (100 X) de aminoicidos esenciales. Se pesan 1.27 g de L-arginina; 0.38 g de
L-histidina.HCI; 0.58 g de L- lisina; 0.52 g de L-leucina; 0.52 g de L-isoleucina; 0.15 g de
L-metionina; 0.32 g de L-fenilalanina; 0.48 g de L-treonina; 0.10 g de L-triptéfano; 0.46 g
de L-valina. Se disuelven en 100 ml de solucién 1, calentando a 80 °C. Se esteriliza por

filtracién. Se distribuye 1a solucién en alicuotas de 10 ml y se almacena en tubos de cultivo

envueltos en papel aluminio a 4 °C.
Solucion 2 (100 X). Se pesan 0.36 g de L-tirosina; 0.24 g de L<istina. Se disuelven en 100
m! de HCI 0.1 N. Se calienta ligeramente. Se esteriliza por filtracion, se distribuye la

solucidon en alicuotas de 10 ml y se almacena en tubos de cultivo envueltos en papel

aluminio a 4 °C.

17
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Solucion 3 (100 X). Se pesan 2.29 g de L-glutamina. Se disuelven en 100 ml de solucién 1.
Se esteriliza por filtracidn, se distribuye la solucién en alicuotas de 10 ml y se almacena en
tubos de cultivo envueltos en papel aluminio a 4 °C.

Solucién 4 de aminodcidos. Se pesan 0.089 g de L-alanina; 0.150 g de L-asparagina.H,O;
0.133 g de L-icido aspirtico; 0.147 g de L-4cido glutimico; 0.115 g de L-prolina; 0.105 g
de L-serina; 0.075 g de Glicina. Se disuelven en 100 ml de agua bidestilada. Se esteriliza
por filtracion, se distribuye la solu_cién en alicuotas de 10 ml y se almacena en tubos de

cultivo envueltos en papel alumimo a 4 °C.

Solucidn de trabajo de Earle para sustituto de suero.

Se anade a cada botella de la solucion 1, 2.5 ml de cada una de las soluciones 1, 2,

3,y 4 de aminoacidos y 2.5 ml de la mezcla de vitaminas.
PACSR.

La Tabla 2 muestra la composicion del PACSR. Cada una de las scluciones del
sustituto de suero se preparé como se menciona arriba. EI PACSR se prepara de la siguiente
forma; a la solucion de trabajo de Earle se le afiade 1 ml de LCR. De este solucién se

afaden 0.5 ml a cada wbo de cultivo conteniendo 5 ml del medio basal.

Solucién de vitaminas,

Esta solucion estd compuesta por dos mezclas de vitaminas; la mezcla vitaminica

107 (Diamond 1968) y la mezcla vitaminica-Tween 80 (Diamond y col, 1978).
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Mezcla vitaminica 107 - -

-—

A. Solucién de vitaminas B hidro_solgl_ﬁes.

Solucién a. Se disuelven en ag1;a bidestilada hirviendo, 62.5 mg de niacina ¥y 125 mg de
dcido p-aminobenzoico. Se afora a 150 ml.

Solucion b. Se disuelven en agua bidestilada, 62.5 mg de niacinamida, 62.5 mg de
hidrocloruro de piridoxina; 62.5 mg de hidrocloruro de piridoxal; 25 mg de hidrocloruro de
tiamina; 25 mg de pantotenat(;:de_calt_:i_o; 125 mg de I-inositol y 1,250 mg de cloruro de
colina y se afora a 150 ml. -

Solucidn c. Se disuelven 25 mg de riboflavina en 75 ml de agua bidestilada con la ayuda de

NaOH 0.1 N afadiéndolo gota a gota y se afora a 100 ml.

Solucién de vitaminas B. Se mezclan las soluciones a, b y ¢. Se afora a 500 ml con agua

bidestilada.

B. Solucion de biotina.

Se disuelven 30 mg de D-biotina en 200 ml de agua bidestilada con la ayuda de

NaOH 0.1 N y se afora a 300 ml. “_”'-

C. Solucidn de acido félico.

Se disuelven 30 mg de 4icido f6lico en 200 ml de agua bidestilada con la ayuda de

NaOH 0.1 N y se afora a 300 ml.



D. Solucién de vitaminas liposolubles (A, D y K).

Solucién a. Se disuelven 300 mg de vitamina D, (calciferol) en 63 ml de alcohol etilico al
95 % (v/v). En esta solucién se disuelven 300 mg de vitamina A.

Solucién b. Se disuelven 60 mg de vitamina K (menadiona bisulfito de sodio) en 300 ml de
una solucion acuosa de Tween 80 al 5 % (v/v).

La solucién b se mezcla con la solucidn a y el volumen se lleva a 3,000 ml con agua

bidestilada. T

E. Solucion de vitamina E.

Se disuelven 25 mg de vitamina E (acetato de alfa tocoferol) en 250 ml de agua

bidestilada.

Mezcla de trabajo de 1a mezcla vitaminica 107.
Se¢ mezclan las soluciones estindar en las siguientes proporciones: 500 ml de la
solucién de vitaminas B hidrosoluble; 250 ml de la solucién de biotina; 250 ml de la

solucién de dcido félico; 2,500 mi de la solucién de las vitaminas liposolubles y 250 ml de

la solucién de vitamina E. La mezcla completa se esteriliza por filtracién y se almacena en

la obscuridad a -20 °C. -




Mezcla vitaminica-Tween 80,

Solucidn a. Mezcla vitaminica 107.

Solucién b. Se disuelven 40 mg de vitamina B, en 40 ml de agua bidestilada y se lleva a
100 ml con agua bidestilada.

Solucién ¢. Se disuelven 100 mg de DL-6, 8 Acido tioctico en 100 mi de alcohol etilico
absoluto.

Solucién d. Se disuelven 50 g de tween 80 en 100 alcohol etitico absoluto.

Mezcla de trabajo de la mezcla de vitaminas-Tween 80. Se mezclan 1,000 ml de la
solucion a; 12 m! de la solucidn b; 4 m! de la solucion c; 4 ml de la solucién d y 180 ml de

agua bidestilada. Se esteriliza por filtracién y se almacena a -20 °C en la obscuridad.

Soluciones de lipidos presentes en el LCR. Las concentraciones de las soluciones estin
hechas de acuerdo a las mencionadas por el fabricante (Sigma Chemical Co.) (10X).
Soluciéon de colesterol (COL): pesar 114 mg de colesterol; Solucion de
fosfatidilcolina (FC): pesar 73.33 mg de fosfatidilcolina; Solucién de lisofosfatidilcolina
(LFC): pesar 10.90 .mg de lisofosfatidilcolina; Solucién de esfingomielina (ESM): pesar
28.70 mg de esfingomielina; Solucidn de icido linoleico (ALO): pesar 63.750 mg de dcido
linoleico; Solucién de 4cido araquidénico (ARA): pesar 19.2 mg de dcido araquidénico;
Solucién de &cido linolénico {ALOL): pesar 18.50 mg de 4cido linolénico; Solucién de
icido oleico (AO): pesar 18.50 mg de 4cido oleico; Solucion de dcido docohexaquenoico

(DOCO): pesar 18.50 mg de 4cido docohexaquenoico. -
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Todos los lipidos se disuelven en alcohol etilico absoluto (0.5 ml), después con
agitacién vigorosa se mezclan en el medio de cultivo (9.5 ml). La concentracién final del
etanol no debe ser mayor del 1 %. De estas soluciones se afiaden 50 ul a los tubos de-

cultivo para determinar su eficacia en mantener el crecimiento amibiano,

Mezcla de lipidos (Tabla 3).
Las mezclas de lipidos se cn;cuilll_uan en la tabla 3. Los lipidos utilizados para hacer

las mezclas, son los mencionados en €l parrafo anterior.



Tabla 2. Compasicién del sustituto de suere (PACSR).

2

Compuesto Concentracion (mg/1} Compuesto Concentracion (mg/1)
L-aminodcidos - Sales
Arginina 31.75 NaCl 724.00
Lisina - 9.50 KCli 32.00
Leucina 13.00 Na,HPO, 11.20
Histidina 9.50 CaCl, 16.00
Isoleucina 13.00 MgSO0,.7H,0 16.00
Metionina 3.75
Fenilalanina 8.00 Vitaminas
Treonina 12.00 Acido p-amincbenzoico 832
Triptofano 2.50 d-biotina 165
Valina 11.50 Cloruro de colina 8,320
Tirosina 9.00 Acido folico 165
Cistina 6.00 i-inositol 832
Glutamina 57.25 Niacina - 415
Alanina 2.225 Niacinamida 415
Acido aspértico 3.325 Pantotenato de calcio 165
Prolina 2.875 Piridoxal . HCI 415
Asparagina 3.75 Riboflavina 165
Acido glutamico 3.675 Tiamina. HCI 165
Serina 2.625 Calciferol (D,) 1,650
Otros aminodcidos E— Bisulfito de menadiona 333
Glicina 1.875 Acetato de tocoferol 165
Lipidos Concentracién (ml/l) Vitamina A, retinol 1,650
LCR 10.00 Vitamina B,, 120
Tween 80 0.050 DL-6,8 icido tioctico 100
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Tabla 3. Andlisis del efecto de los componentes lipidicos del LCR sobre el crecimiento

de E. histolytica en un medio libre de suero®.

Mezcla [ COL FC LFC
Mezcla 11
Mezcla I
Mezcla IV
Mezcla V
Mezcla V1
Mezcla VII
Mezcla VIII
Mezcla IX
Mezcla X

%>
=
o

ALOL AO

+
)
2
]

F+++++++

+ 0+ ++++++
+++ +++++ 0
K<
+4+++ 0+ +++
+++++ 0 +++
++++ A+ ++
e
R

*Concentracidn final en el medio de cultivo a la que se probaron cada uno de los lipidos en
mg/ml: COL , 0.10; FC, 0.067; LFC, 0.010; ESM, 0.026; ALO, 0.058; ARA, 0.017; ALOL,
0.017; AO, 0.017, DOCO, 0.017.

Las soluciones de los lipidos se afiaden a la mezcla de aminoicidos de Earle y se agita
vigorosamente, a la concentraeidn sefialada arriba. Se pesan 114 mg de colesterol; Solucién
FC: Se pesan 73.33 mg de fosfatidilcolina; Solucion LFC: se pesan 10.90 mg de
lisofosfatidilcolina; Solucion ESM: se pesan 28.70 mg de esfingomielina; Solucién ALO:

se pesan 63.750 mg de 4cido linoleico; Solucién ARA: se pesan 19.2 mg de dcido
araquidonico; Solucién ALOL: se pesan 18,50 mg de 4cido linolénico; Solucion AO: se
pesan 18.50 mg de &cido oleico; Solucion DOCO: se pesan 18.50 mg de icido

docohexaquenoico,



- __ METODOS.

Cultivos amibianos axénicos,

Las cepas HK9:NIH, HM1:IMSS y HM3:IMSS de Entamoeba histolytica se
mantuvieron en cultivo en el medio PEHPS (Said-Ferndndez y col, 1988) y la cepa
HM1:IMSS en TYI-S-33 (Diamond y col, 1978) incubindolas a 36.5 °C (Incubadora
National Heinicke Co. OR USA). Antes de cada resiembra los cultivos se observaron en un
microscopio invertido (Biovert, Reichert, Austria) para comprobar e! buen estado de las
amibas. El cultivo que mostrd la mejor densidad de trofozoitos y el mejor aspecto de éstos
fue colocado en agua-hielo por 10 minutos y el nimero de amibas se determiné utilizando
un hemocitémetro, e inoculando 10 x 10° trofozoitos/ml a cada uno de los tres tubos con

medio fresco. Los cultivos se resembraron cada 72 h, en fase log de crecimiento (Tabla 4).

Tabla 4. Parametros tipicos de crecimiento de tres cepas axénicas de

Entamoeba histolytica en dos medios de cultivo.

CEPA MEDIO RENDIMIENTQ* Td®
PEHPS

HK9 310.84 + 17.95 16.98 + 0.56

HM1 196.70 + 24.50 16.43 + 0.62

HM3 232.10 + 10.63 15.44 + 0.71
TYI-S-33

HMI 156.25 + 12.05 18.76 + 0.81

"Media + desviacién estandar, x 10° trofozoitos/ml.
*Tiempo de duplicacién expresado en h.
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Métodos de Cultivo.

Los cultivos de referencia fueron mantenidos en el medio PEHPS como ya se
describié previamente (Said-Ferndndez y col, 1988). Tres tubos fueron inoculados con 10 x
10* trofozoitos/ml, crecicndo en su fase logaritmica. Todos los cultivos analizados en este

estudio fueron incubados a 36.5 °C.

Efecto de concentraciones variables de nutrientes aitadidos al PEHP o PEHP-SBS.
En la primera parte de este trabajo se realizaron los experimentos con trofozoitos de
la cepa HK9:NIH de E. histolytica, con indculos de 10 x 10° trofozoitos/ml cada 72 h e

incubindolos a 36.5 °C. A los tubos de cultivo conteniendo 5 ml de PEHP y 60 ul de SBS

se les afiaden volimenes variables de las siguientes soluciones: (a) SAB (10-500 ul), (b)

SAB-LAG (10-200 ul), (c) la solucion de aminodcidos de Earle (100-1,000 ul). En los
experimentos llevados a cabo con diferentes volimenes de la soluciéon de Earle, se le
aﬁadier.on al medio basal PEHP 9.2 g de glucosa/l en lugar de los 6.0 g de glucosa/l usuales.
Por otra parte, cuando se determiné el efecto de concentraciones variables de glucosa en el

crecimiento de las amibas, el medio basal PEHP fue preparado con concentraciones

superiores de glucosa (6.0 a 12.4 g/1). Entonces a este medio basal se le afiadieron 60 ul de

SBS y 25 ul de la solucion SAB-LAG.

Anilisis del efecto de los componentes del LCR en forma individual en el crecimiento

de E. histolytica.
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Se determinaron el efecto de todos los componentes del LCR en forma individual
para probar si eran capaces de sostener el crecimiento amibiano en el medio ausente de
suero, afiadidos a la mezcla de aminoicidos de Earle y la mezcla vitaminica.

Para probar los lipidos en forma individual se hicieron soluciones concentradas de
cada uno de los lipidos y se les afiadi6é a cada tubo 5 ul de estas scluciones. Incubindolas en
presencia de los trofozoitos de E. histolytica a 36.5 °C por 72 h.

Ademis de probarse en forma individual, también se determin6 el efecto, sobre el
crecimiento de las amibas, de difcrcnt;s mezclas de lipidos (Tabla 3).

También se probaron en forma individual otro de los componentes del LCR y las

lipoproteinas. Se utilizaron las siguientes concentraciones: 120, 240, 360, 480, 600, 720,

960 y 1200 pg/ml.

Tabla 5. Concentracién de los componentes presentes en el LCR*.

Componente Concentracion (mg/ml)
Colesterol 11.4
Fosfatidilcolina 7.34
Liso fosfatidilcolina 1.09
Esfingomileina 2.87
Acido linoleico 6.37
Acido araquiddnico 0.30
Acidos grasos polinsaturados 7.42
Lipoproteinas 23.00

*Concentraciones reportadas por el fabricante (Sigma Chemical Co.)
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Cultivos‘masivos. =
Los cultivos masivos se obtuvicron utilizando frascos para cultivo en suspension
(spinners) de 900 ml de capacida_df. EI_ inéculo fue de 5 x 10° trofozoitos/ml en 600 ml de
medio basal (PEHP) y 60 ml de suero de bovino (PEHPS). Los cultivos se mantuvieron
estiticos por 48 h y por 24 h en agitacion a 36.5 °C. (Said-Fernindez y Mata-Cardenas,

1992).

Obtencion de la fraccién vesiculzf (P30).

Para la obtencién de la P30, se cosecharon las amibas cultivadas en spinners. Para
ello los spinners se enfriaron mediante inmersidon en agua-hielo por 30 minutos, su
contenido se vacio en botellas de polipropileno con tapén de rosca de 1000 ml y se -
centrifugaron a 600 X g por 10 min a 4 °C (Damon [EC Div. MA USA) se lavé la pastilla
dos veces con SSB. La pastilla se resuspendi en dos voliimenes de SSB y se homogeneiz6
con 120 golpes de un homogenizador Elvehjem-Potter. Después de este tratamiento no se
observaron células enteras. El producto” Tesultante es el extracto total ED.

A partir de ET, obtuvimos tres fracciones amibianas: nuclear (N), vesicular (P30) y
sobrenadante postvesicular ($30), mediante centrifugacion diferencial, (Figura 1). Durante
este proceso enfriamos todas las muestras en agua-hiclo 4 °C (Said-Fernandez y Lopez-

Revilla 1982).
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Cuantificacién de proteinas (Lowry y col, 1951).
La concentracion de protefnas-en los extractos amibianos fue determinada mediante

el método de Lowry y col. (1951).

Amibas lavadas en SSB

Homogeneizacidn a 4°C

Extracto total (ET)

Centrifugacién por 15 min a 135 xg

| l

Sedimento 1

(N, fraccion nuclear) Sobrenadante 1
Centrifugacién por 15
min a 30,000 x g
Sedimento 2 Sobrenadante 2
(P30, Fraccion vesicular) (830)

Figura 1. Obtenciéon de las fracciones subcelulares amibianas (Said-Fernindez y
Lopez-Revilla, 1982).



En tubos de ensayo se colocaron muestras de 0.2 ml (por triplicado), conteniendo
entre 20 y 100 ug de proteina-s; se agregé 1 ml de reactivo C (1 ml de tartrato de sodio al 1
% y sulfato cuprico al 0.5 %, diluido en 50 ml de carbonato de sodio al 2 % en hidroxido de
sodio 0.1 N), se agitan las mezclas con un vortex y se dejan 10 min a temperatura ambiente;
después se afiade a cada tubo 0.1 mi del reactivo de Folin-Ciocalteu 2 N (titulado con icido
clorhidrico), agitando inmediatamente con un vértex, se incuban las muestras por 30 min a
temperatura ambiente y la absorbancia a 750 nm se mide en un espectrofotémetro (Modelo
PM QIll, Carl Zeiss). En cada analisis se calcula la masa de proteinas con la ecuacién

obtenida de la curva tipo preparada con seroalbiimina bovina fraccion V.

Obtencidn de eritrocitos de rata.
Coleccidn de sangre. -

Colectamos la sangre de rata mediante puncién de arteria aorta. La sangre se diluyé
con un volumen igual de solucién de Alsever.
Lavado y almacenamiento d;e eritrocitos.

Inmediatamente después del sangrado, se obtuvo el paquele de eritrocitos por
centrifugacidn, 9 min a 600 X g y 4°C. El paquete celular se lavé dos-veces con PBS y una
vez con SSB. Después de cada centrifugacion eliminamos por aspiracion el sobrenadante y
la capa de leucocitos, depositado sobre la pastilla de eritrocitos. Después de comprobar el
buen aspecto microscopico de los eritrocitos, se dividieron los paquetes celulare-s en

alicuotas de 1 ml y se almacenaron hasta por una semana.



Cuantificacién de la actividad hemolitica de los extractos amibianos (Said-Fernindez
y Lépez-Revilla, 1982) -

Determinamos la actividad hemolitica como liberacién porcentual de hemoglobina de
las mezclas de erifrocitos con dosis variables de P30. En tubos de polipropileno (Eppendorf
de 1.5 mi) mezclamos 25 ul de eritrocitos de rata al 3 %, y dosis variables de P30,
ajustamos a 50 ul con SSB todas las mezclas de ensayo. Las mezclas de ensayo de P30 de
cultivos de trofozoitos cultivadas en suero, en presencia de PACSR o en presencia de
lipoproteinas, y las_incubamos a 37 gen un bafio de agua por tiempos varjables. Después

anadimos 1 ml de PBS, centrifugamos los tubos por 9 min, a 600 X g en una centrifuga

Sorvall, modelo RC-3B y medimos la absorbancia de los sobrenadantes a 415 nm.

Calculamos la liberacidn porcentual de hemoglobina dividendo ¢l promedio de la -

densidad ptica de los problemas, entre el promedio de la densidad Gptica de los eritrocitos
lisados por choque hipoténico (equivalente al 100 %), y multiplicando el cociente por 100.
Graficamos el porcentaje de hemdlisis contra dosis variables de P30. En la recta de estas
curvas determinamos por interpolacion la dosis hemolitica media (DHg), como la
concentracion de muestra que causé la liberacién del 50 % de hemoglobina (Lopez-Revilla

y Said-Fernandez, 1980).

induccién de absceso hepaitico amibiano en hamsters (Gonzilez-Garza y col., 1996).
Los animales se anestesiaron por via intraperitoneal, con una solucién de 0.063 g/ml de
pentobarbital sédico (Smithkline Norden, México) de uso veterinario, con jeringa

desechable de 1 ml y aguja calibre No. 23 en dosis de 42 mg/Kg de peso corporal. Con esta
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dosis se indujo una anestesia profunda en 5 minutos. Después se procedid a rasurar el
vientre del hamster y desinfectar el 4rea con una soluci6n acuosa de cloruro de benzalconio
al 0.25 %. Inmediatamente después s;: hizo una incisiéon de 1.5 cm en la linea media, abajo
del esterndn con tijeras y se expuso el higado. Se inocularon 10° amibas, suspendidas en 0.1
ml de medio PEHP basal, directamente en el 16bulo derecho del higado, con una aguja
calibre No. 23. Después de la inoculacién se limpié bien la herida producida por la aguja,
con un hisopo estéril de algodén, empapado en solucién salina isotdnica, y se suturd la
incision, mediante surgete conﬁl{uo, abarcando los planos musculares y seroso de la piel,
con seda estéril del 00.
Se inocularon trofozoitos de E. histolytica cepa HM1:IMSS de cultivos suplementados

con: Suero (PEHPS), con el sustituto de suero (PEHP-PACSR) y con trofozoitos crecidos

unicamente en presencia de lipoproteinas (PEHP-LIPO).

Métodos estadisticos.

Para determinar la utilidad de-los diversos compuestos en el crecimiento de E.
histolytica in vitro se hicieron minimo 5 experimentos independientes, cada uno por
triplicado. Se promediaron los rendimientos obtenidos durante los diferentes experimentos
y las medias se compararon contra los cultivos testigos (PEHPS o PEHP-SBS) mediante
andlisis de varianza,

La induccién de absceso hepatico en himsters se determiné mediante la confirmacién

de la presencia del absceso por laparotomia a los 7 dias de haberse inoculado. Se determiné



el porcentaje de los positives de cada uno de los grupos probados y se determind la

significancia entre ellas mediante 1a Z de proporciones (Chou, 1977).
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RESULTADOS
Efecto de SAB mds vitaminas, LCR y LCR + vitaminas sobre la sobrevivencia de los
trofozoitos de E. histolytica.

Cuando incubamos a 36.5 °C los cultivos de E. histolytica en PEHP o en PEHP mas
SAB y vitaminas, los trofozoitos resistieron de 12 a 18 h y luego se lisaron. Por otra parte,
las amibas incubadas en PEHP + LCR o en PEHP + LCR + vitaminas (SBS) permanecieron
vivas y de apariencia saludable por lo menos las 72 h que duré nuestra observacidn. Sin
embargo los rendimientos de estos cultivos (12.2 + 5.0 y 12.7 + 6.4 x 10° trofozoitos/ml,
respeclivamente) no fueron diferentes significativamente al nimero de trofozoitos
inoculado (10 x 10* trofozoitos/ml).

Cuando al LCR o al SBS le afiadimos SAB al 10 % encontramos rendimientos 6
veces mayores (81.87 4 36.4 x 10’ trofozoitos/ml) y 11 veces mayores respectivamente
(140.26 + 50.4 x 10° wofozoitos/ml) (p < 10 con respecto al SBS. Cuando estos
rendimientos se compararon contra el testigo, resultaron ser 67 y 44 % menores que el
testigo (249.43 1 40.65 trofozoitos/ml) cultivado en presencia de suero (PEHPS) (Figura 2).

De los resultados obtenidos se observa que la mezcla de liptdos comercial (LCR),
la seroalbumina bovina al 10 % y la mezcla de vitaminas (Diamond, 1978) pueden sustituir

al sucro para mantener el crecimiento de las amibas.
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Curva dosis respuesta de SAB en presencia de SBS.
Los promedios de los rendimientos que alcanzaron las amibas en presencia de

concentraciones variables de SAB presentaron una distribucién monomodal en funcién de

PEHPS Sl = —

LCR +SAB E

LCR + VIT
LCR 3

SAB

PEHP

INOCULO []

1 1 | 1 1 1

0 50 100 150 200 250 300

Namero de trofozoitos/ml (x 103)

Figura 2. Efecto de la mezcla de lipidos (LCR), comn y sin vitaminas, y/o con
seroalbumina bovina al 10 % s;bre el crecimiento de la cepa HK9:NIH en ausencia de

suero. Se determiné el efecto del LCR (10 ml/l) en el crecimiento de E. histolytica cepa
HK9:NIH y seroalbimina bovina al 10 % en forma individual y en combinacién con

indculos de 10 x 10* trofozoitos/ml. Cada barra corresponde al promedio y desviacion

estidndar de 8 experimentos independientes por triplicado.

la dosis de SAB. Observamos el rendimiento promedio mds alto en cultivos crecidos en

presencia de 2.5 g/l (140.9 + 42.1 x10° trofozoitos/ml). Este valor fue 11.6 mayor (p< 10%)
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que el obtenido con PEHP-SBS y 42.8 % menor comparado con los rendimientos logrados
por los cultivos control mantenidos en PEHPS (246.2 1+ 54.7 x 10’ trofozoftos/ml) (Figura

3). _

Curva dosis respuesta de SAB deslipidizada (SAB-DL) en presencia de SBS,

La figura 4 muestra que los rendimientos promedio de E. histolytica presentaron una
tendencia de distribucion monomodal en funcién de la dosis de SAB-DL. No obstante no
encontramos diferencias signiﬁcaliv;s al comparar entre si los rendimientos alcanzados con
las dosis probadas de SAB-DL. Observamos el mayor rendimiento (136.7 + 43 x 10°
trofozoitos/ml) en cultivos crecidos con 1.25 g de SAB-DL. Este valor fue 9.3 a 11.4 veces
mayor (dependiendo de la dosis probada) que el obtenido con PEHP-SBS (p < 10°); y 42.6
% menor que los rendimientos logrados por los cultives control mantenidos en PEHPS
(Figura 4). Las diferencias entre los rendimientos de cultivos con 2.5 g de SAB/ly 1.25 g

de SAB-DL/1 no fue significativa (p = 0.69).

Efecto promotor del crecimiento de la glucosa.

Los rendimientos de cultivos mantenidos en PEHP-SBS mids SAB-DL aumentaron
significativamente con respecto a los cultivos crecidos en medio sin glucosa adicionada (de
22 al 41%). Por otra parte, no observamos diferencias significativas cuando comparamos

entre si los rendimientos obtenidos con 0.2 a 6.4 g/1 de glucosa adicional. Observamos los
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Seroalblimina Bovina (g/1)

Figura 3. Efecto de diferentes concentraciones de seroalbvimina bovina fraccion V,
afiadida al SBS (50 pl de LCR mds 10 gl de mezcla vitaminica) sobre el crecimiento de
l1a cepa HK9:NIH. Se determiné el efecto de diferentes concentraciones de seroalbimina

bovina fraccién V, utilizando indculos de 10 x 10° trofozoitos/ml. Cada barra corresponde

al promedio + desviacion estdndar de 8 experimentos independientes por triplicado.
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100

Numero de trofozoitos/m! (x 10 3’)

50

SBS 0.5 1.25 2.5 5 10
Seroalbimina Bovina Deslipidizada (g/1)

Figura 4. Efecto de diferentes concentraciones de seroalbiimina bovina fraccién V
deslipidizada (SAB-DL), aiiadida al SBS (50 x|l de LCR mis 10 gl de mezcla
vitaminica) sobre el crecimiento de la cepa HK9:NIH. Se determinaron el efecto de
diferentes concemlracic)nes de seroalbiimina bovina fraccion V deslipidizada, utilizando

in6culos de 10 x 10° trofozoitos/ml. Cada barra corresponde al promedio + desviacién

estandar de 8 experimentos independientes por triplicado.



rendimientos mds alto en los cultivos mantenidos en PEHP con 3.2 g/l de glu;:osa adicional.
Al comparar la densidad de los cultivos alcanzada con 3.2 g/l de glucosa adicional con la de
los testigos sin glucosa afnadida observamos también mayor significancia (Tabla 6).

Los rendimientos alcanzados por los cultivos de E. histolytica mantenidos en PEHP-
SBS mas SAB-DL y 3.2 g/l de glucosa adicional (244.27 + 33.75 X 10° trofozoitos/ml)
fueron los mds altos observados en todos los medios experimentales, libres de suero,
probados en este trabajo. Estos rendimientos fueron 15.8 % menores que los alcanzados por
los testigos mantenidos en PEHPS (267.93 + 58.51 x 10’ trofozoitos/ml). Cuando se
compararon ambas medias no hubo significancia estadistica (p = 0.8).

Tabla 6. Efecto de diferentes concentraciones de glucosa adicionada al PEHP
y su relacién sobre el crecimiento de la cepa HK9:NIH®.
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Glucosa adicional Rendimiento (trofozoitos/ml x 10%)°
e/ significancia®(p)
absoluto relativo
0.0 157.80 + 39.71 1.00
0.4 222.43 +41.28 1.41 1.33 x 10°
0.8 210.36 t 42.56 1.33 7.59 x 10°
1.6 215.95 + 53.08 1.37 6.72 x 10
3.2¢ 225.43 1 37.65 1.43 < 10°
6.4 192.93 + 50.79 1.22 8.00 x 10”

*Cultivo de amibas mantenidos en PEHP-SBS mas 1.25 g/l de SAB-DL. Este medio
contiene 6.0 g/l de glucosa mds la concentracion de glucosa indicada.

*Comparado con rendimientos de cultivos mantenidos en PEHP-SBS mds 1.25 g de SAB-
DL (seroalbiimina deslipidizada) con O g de glucosa adicional. ’
“Promedio + desviacién estdndar.

‘Concentraci6én de glucosa donde se obtuvo mis alto rendimiento.



Efecto de diferentes volimenes de la solucién de Earle en lugar de SAB-DL.,

Los trofozoitos crecidos en PEHP-SBS con volimenes variables de 1a solucion de
aminoacidos de Eagle (20-200 mi/1) alcanzaron densidades del 20 al 38 % mas bajas que
los cultivos mantenidos en PEHP-SBS més 2.5 g/l de SAB-DL mis 9.2 g/l de glucosa. Por
otra parte. los rendimientos de cultivos crecidos en la presencia de la solucién de Earle
fueron 8.8 a 10.3 veces mis altos que los testigos crecidos en PEHP-SBS. No observamos
diferencias significativas cuando Eomparamos entre si los resultados obtenidos con todas
las dosis de la solucién de Earle. Los resultados obtenidos con 80 ml/l de la solucién de
Earle fueron los mas cercanos a los obtenidos con 1.25 g/l de SAB-DL (Tabla 7) su
diferencia resulté significativa (p = 0.02). Por otro lado, los valores obtenidos en PEHP-
SBS mais 80 mi/l de la solucién de Earle (125.46 + 42.51 x 10° trofozoitos/ml) fueron 50 %

menores que las densidades obtenidas con PEHPS (296.08 + 54.76 x 10’ wrofozoitos/ml).

Crecimiento de tres cepas de E. histolytica en PEHP-PACSR.

Los trofozoitos de las cepas HK9:NIH, HM1:IMSS y HM3:IMSS crecieron bien en
PEHP-PACSR durante los programas de subcultivo a corto y largo plazo (Tablas 8 y 9).
Después de 15 dias de subcultivo en PEHP-PACSR los rendimientos de HK9:NIH fueron
cuantitativamente comparables con los testigos mantenidos en PEHPS; mientras que los
rendimnientos de HM1:IMSS y HM3:IMSS fueron 56 % y 62 % menores que los testigos,

respectivamente (Tabla 8).



Tabla 7. Efecto de volimenes variables de la solucién de aminodicidos de Earle sobre

el crecimiento de 1a cepa HK9:NTH.

Rendimiento (trofozoitos/ml x 10%¢

Medio® absoluto Relativo Significancia® (p)
LCR-SAB-DL 155.81 + 36.38 1.00
LCR-solucién de AA

(ml/)
0 12.73 + 6.46 0.11 < 10°
20 107.43 £ 31.50 0.69 6.31 x 10°
40 105.55 + 30.43 0.68 9.51 x 10°
80 125.46 t 42.51 0.80 2.15 x 10*
120 116.51 1+ 49.42 0.75 7.32x10°
200 97.02 + 49.27 0.62 1.01 x 107

*Todos los medios utilizados en este experimento fueron preparados con 9.2 g/l de glucosa.
*Comparado con rendimientos de cultivos mantenidos en PEHP-LCR-1.25 g de SAB-DL
adicionado con 9.2 g de glucosa/l.
‘Promedio + desviacion estdndar.



Tabla 8. Rendimientos de E. histelytica crecidos en PEHP-PACSR o TYI-PACSR
después de un programa de subcultivo a plazo corto®

Rendimiento

Cepa Medio absoluto relativo
HK9:NIH PEHPS 198 + 24 1.00
PEHP-PACSR 242 + 69 1.22
HM3:IMSS PEHPS 232 + 11 1.00
PEHP-PACSR 89+ 6 0.38*
HM1:IMSS PEHPS — 197 £ 25 _ 1.00
PEHP-PACSR 87+ 4 0.44*
HM1:IMSS TYI1-8-33 156 + 12 1.00
TYI-PACSR 118 + 49 0.75

'Cinco resiembras, cada 72 h,

*Trofozoitos/ml x 10°, promedic + desviacién estidndar.
*p < 0.001

Tabla 9. Rendimientos de E. histolytica crecidos en PEHP-PACSR o TYI-PACSR
después de un programa de subcultive a plazo largo*

Rendimiento

Cepa Medio Absoluto relativo
HK9:NIH PEHPS 307 £ 97 1.00
PEHP-PACSR 243 £ 81 0.81
HM3:IMSS PEHPS 270 + 63 1.00
PEHP-PACSR 170 + 13 0.63*
HM1:IMS» PEHPS 216 + 78 1.00
PEHP-PACSR 164 + 33 0.76
HM1:IMSS TYI-S-33 191 + 54 1.00
TYI-PACSR 163 + 50 0.85

*160 resiembras, cada 72 h.

*Trofozoitos/ml x 10°, promedio + desviacion estindar.
*p < 0.001.
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Al término del programa de subcultivo a largo plazo en PEHP-PACSR los
rendimientos fueron 29 % (HK9:NIH), 24 % (HM1:IMSS) y 37 % (HM3:IMSS) menores
que los cultivos mantenidos en PEHPS, pero sclo los de HM3:IMSS fueron

significativamente diferentes (Tabla 9) (p < 0.001).

Crecimiento de 1a cepa HM1:IMSS en TYI-PACSR.

Los trofozoitos de la cepa HMI1:IMSS, mantenida en TYI-PACSR por 15 dias
alcanzd rendimientos 24 % menores que en TYI-S-33. Tales diferencias no fueron
significativas {(p = 0.3; Tabla 8). Después de 16 meses en las mismas condiciones de
cuitivo, esta cepa mostro rendimientos 15 % menores que los controles. No encontramos
diferencias significativas entre los rendimientos de las amibas mantenidas en TYI-PACSR -

y los cultivos mantenidos en TYI-8-33 (p = 0.3; Tablas 8 y 9).

Efecto de los lipidos individuales sobre el crecimiento de E. histolytica.
Al probar el efecto de los lipidos que contiene el LCR en forma individual,
encontramos que ninguno de los lipidos probados fue itil para mantener el crecimiento de

E. histolytica. Las amibas se lisaron en presencia de cualquiera de los lipidos probados

dentro de las primeras 24 horas.

Efecto de mezclas de lipidos sobre el crecimiento de E. histolyftica.
Debido a que los lipidos individualeés no soportaron el crecimiento de las amibas,

entonces probamos a Jas amibas con grupos de lipidos, y disefiamos para este propdsito
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mezclas de lipidos, donde probamos al grupo que contenia a todos los lipidos contra las
mezclas que contenian todos los lipidos excepto uno (Tabla 3).

Los cultivos amibianos se lisaron dentro de las 24 h en cualquiera de las mezclas

probadas.

Efecto de las lipoproteinés sobre el crecimiento de E. histolytica cepa HK9:NIH.

En los experimentos anteriores se demostrd que los lipidos, probados
individualmente y en mezclas, no resultaron satisfactorios para el crecimiento de E.
histolytica en cultivo y que el ultimo componente del LCR por probar eran las
lipoproteinas, por lo que decidimos probar €stas como posibles candidatos de fuente de
lipidos.

Para realizar este experimento probamos distintos grupos, todos los componentes
del PACSR (aminoicidos y LCR) o los componentes del LCR.

Los grupos que diseflamos y probamos en forma individual fueron: Del PACSR:
Aminodcidos y LCR. Del LCR fueron: Mezcla de lipidos, todos o que contiene el LCR,
pero la mezcla hecha en el laboratorio y las lipoproteinas a una concentraciéon de 240 ug/ml
(concentracion a la cual se encuentra en el LCR). Algunos de estos grupos se probaron en
combinacién, tales grupos fueron: Aminodcidos més lipoproteinas; Aminoicidos mas
lipidos; Aminoécidos, mas lipidos, mds lipoproteinas; aminoacidos mas LCR.

Los grupos de aminoacidos, lipidos y lipidos mas aminoacidos resultaron en lisis
dentro de las primeras 24 horas. El LCR mantuvo vivas a las amibas por el tiempo que duré

el experimento, sin que se multiplicaran. Aminodcidos mis LCR (PACSR) dio



rendimientos similares al PEHPS. Las mezclas de aminoicidos, mds lipidos, mids

lipoproteinas, aminodcidos mas lipoproteinas y tinicamente las lipoproteinas dieron
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Figura 5. Efecto de los componentes del PACSR anadidos al PEHP sobre el
crecimiento de la cepa HK9:NIH. En tubos de 13 X 100 mm, con 5§ mi de medio PEHP
adicionado con PACSR, suero o grupos de lo componentes del PACSR mencionados en la
grafica. Los tubos se incubaron a 36.5 °C por 72 h y se cont6 el nimero de amibas/ml. Las
cantidades usadas en cada combinacién se menciona en la seccién de materiales. Las barras

representan €l promedio + desviacién estindar de 7 experimentos por triplicado.



rendimientos del 80, 65 y del 55 % menores al PACSR respectivamente. Lo que nos indica

que si anadimos Unicamente lipoproteimas al cultivo de E. histolytica, los cultivos pueden

desarrollarse.

Optimacién de la concentraciéon de lipoproteinas para las distintas cepas de E.
histolytica, ~

Para encontrar la dosis de lipoproteinas que soportaran el méiximo crecimiento de
las cepas HK9:NIH, HMI:IMSS y HMB3:IMSS se probaron diferentes dosis de
lipoproteinas en el medio basal de cultivo (PEHP).

Los rendimientos de 1a cepa HK9:NIH fueron similares a los testigos (PEHPS vy
PEHP-PACSR). Los rendimientos de los cultivos de la cepa HK9:NIH fueron dependientes
de la dosis (entre 120 y 600 pg/ml). Con concentraciones de 120 hasta 360 pg/ml de
lipoproteinas produjeron rendimientos menores con respecto al testigo PACSR (p < 0.005),
con 480 y 600 pg/ml de lipoproteinas los rendimientos no fueron significativamente
diferentes con respecto al testigo PACSR (Tabla 10). Con concentraciones mayores de 600
pg/ml la cepa HK9:NIH mostré una disminucion del rendimiento del 75 %.

El requerimiento de la cepa HM1:IMSS por lipoproteinas resultd ser diferente a la
de HK9:NIH. La cepa HMI:IMSS también mostré una dependencia por la dosis de
lipoproteinas, aunque menos acentuada que HK9:NIH. La dosis que mostré los mejores

rendimientos fue la de 960 pg de lipoproteinas/ml. Dichos rendimientos fueron

practicamente iguales a los de los cultivos mantenidos en PACSR (p < 0.2). Sin embargo



47

los rendimientos obtenidos con 960 ug no fueron significativamente diferentes a los
obtenidos con 480, 720 y 1200 ug de lipoproteinas/ml (Tabla ll_).;_:__

La densidad de los cultivos de HM3:IMSS cultivada en diferentes concentraciones
de lipoproteinas, fue similar a la densidad alcanzada por los cultivos testigos cultivados en
presencia de PACSR. Cuando se probo la significancia entre las dosis encontramos que la
dosis de 600 pg/ml demostraba ser diferente (p = 0.01) (Tabla 12).

Con la cepa HMIL:IMSS cultivada en TYI en presencia de lipoproteinas
encontramos una dosis optima de 720 ug/ml de lipoproteinas. Cuando comparamos los
rendimientos obtenidos con 720 pg/ml contra el testigo PACSR encontramos quée son
significativos (p = 0.01). Con el resto de la dosis probadas no encontramos ninguna
significancia (Tabla 13).

Los rendimientos obtenidos con las cepas HK9:NIH y HM1:IMSS cultivadas en
PEHPS no fueron diferentes cuando se compararon contra aquellos obtenidos con PACSR.
Pero con la cepa HM3:IMSS cultivada en PEHPS y la cepa HM1:IMSS cultivada en TYI-
S-33 las diferencias fueron altamente significativas (p < 0.001), debido a que las cepas eran

de adaptacion reciente al PACSR.



Tabla 10. Rendimientos de la cepa HK9:NIH cultivada en medio PEHP

con concentraciones variables de lipoproteinas.
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Suplemento afiadido al medio Concentracion Rendimiento®
basal PEHP

absoluto relativo

SUERO 8.00 % 438.89 + 97.10 1.37
PACSR 8.00 % 320.10 + 113.14 1.00
LIPOPROTEINAS 120 65.34 + 20.55° 0.20
~ 240° 114.41 + 42.12° 0.35

360° 205.10 £ 76.37° 0.64

480 281.14 + 108.77 0.87

T 600 351.04 + 147.31 1.10

750° 80.90 + 29.00 0.25

‘Concentracidn de lipoproteinas en pg/ml.

*Trofozoitos/ml x 10°, promedio + desviacion estandar de 5 experimentos independientes

por triplicado.
‘p < 0.005



Tabla 11. Rendimientos de la cepa HM1:IMSS cultivada en medic PEHP

con concentraciofies variables de lipoproteinas.
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Suplemento afiadido al medio Concentracién Rendimiento®
basal PEHP

absoluto relativo

SUERO 8.00 % 106.32 + 21.63 1.10
PACSR 8.00 % 96.56 + 0.80 1.00
LIPOPROTEINAS 2407 60.72 + 0.80° 0.62
480 89.53 + 140 0.92

720 79.65 + 1.37 0.82

960 9583 + 1.50 0.99

1200 85.00 + 1.52 0.88

*Concentracion de lipoproteinas en pg/ml.

*Trofozoitos/ml x 10°, promedio + desviacién estindar de S experimentos independientes

por triplicado.
‘p < 0.005



Tabla 12. Rendimientos de cepa HM3:IMSS cultivada en medio PEHP

con concentraciones variables de lipoproteinas.

Suplemento anadido al medio Concentracién Rendimiento®
basal PEHP

absoluto relativo

SUERO 8.00 % 270.10 + 50.67 2.80
PACSR 8.00 % 96.56 + 38.95 1.00
LIPOPROTEINAS 240° 88.62 + 33.00 0.91
360 116.45 + 36.77 1.20

480 97.01 + 29.44 1.00

600 123.63 + 34.77 1.28

1200 117.05 + 19.73 1.21

*Concentracion de lipoproteinas en pg/ml.

"Trofozoitos/ml x 10°, promedio + desviacion estandar de $ experimentos independientes

por triplicado.
‘p < 0.005



Tabla 13, Rendimientos de 1a cepa HM1:IMSS cultivada en medio TYI

con concentraciones variables de lipoproteinas.
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Suplemento afiadido al medio

Concentracion Rendimiento®
basal TYI

absoluto relativo
SUERQO 8.00 % 247.32 + 26.75 3.08
PACSR 8.00 % 80.10 + 37.64 1.00
LIPOPROTEINAS 240° 58.12 + 15.61 0.72
480 60.12 + 22.54 0.75
- 720 116.60 £ 29.71° 1.45
960° 99.16 £+ 39.61 1.23
1200° 113.22 + 46.89 1.41

*Concentracién de lipoproteinas en pg/ml.

*Trofozoitos/ml x 10°, promedio + desviacion estindar de 5 experimentos independientes

por triplicado.
‘p < 0.01



Caracterizacion de la actividad hemolitica de la P30 de los trofozoitos de E. histolytica
cepa HM1:IMSS crecidas en PEHPS, PEHP-PACSR y PEHP-LIPO. -

La actividad hemolitica de 1a fraccién P30 de los trofozoitos crecidos en presencia
de suero fue lineal con respecto al tiempo de incubacion. A los 60 minutos se alcanzd el 95
% de hemolisis (Figura 6).

Una vez conocido el tiempo de incubacién, se determiné la dosis hemolitica media
(DHy) de P30 de amibas cultivadas en presencia de suero, PACSR ¢ lipoproteinas en 60
min de incubacién. En las figuras 7 a 1a 9 se observa que el porcentaje de hemoblisis
incrementd en funcién de la dosis de P30 de amibas cultivadas en presencia de PEHPS,
PEHP-PACSR y PEHP-LIPO, respectivamente. La DH,, fue de 193 ug de proteinas para

las amibas cultivadas en PEHPS, de 270 pg para las amibas cultivadas en PEHP-PACSR y

de 310 pg para las amibas cultivadas en PEHP-LIPO (Figuras 7, 8 y 9).
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Figura 6. Relacion temporal de hemdlisis producida por la fraccion P30 de trofozoitos
cultivados en PEHPS. En tubos Eppendorf de 1.5 ml de capacidad mezclamos 300 ug de
proteinas de P30 de trofozoitos cosechados en la fase exponencial de crecimiento,
cultivadas en PEHPS, en 25 ul de eritrocitos de rata al 3 %. Los puntos corresponden al

promedio y desviacion estandar de 9 determinaciones en tres experimentos independientes.
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Figura 7. Curva dosis-respuesta de la fraccién P30 de cepa HMI1:IMSS crecida en
PEHPS. Después de una hora de incubacidon a 37 °C, determinamos el porciento de
hemélisis en mezclas de ensayo con 3 % de eritrocitos de rata y concentraciones variables
de proteinas. Cada simbolo corresponde al promedio y desviacién estindar de nueve

determinaciones en tres experimentos independientes.
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Figura 8. Curva dosis-respuesta de la fraccion P30 de cepa HMI1:IMSS crecida en
PEHP-PACSR. Después de una hora de incubacién a 37 °C, determinamos el porciento de
hemolisis en mezclas de ensayo con 3 % de eritrocitos de rata y concentraciones variables
de proteinas. Cada simbolo corresponde al promedio y desviacién estindar de nueve

determinaciones en tres experimentos independientes.
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Figura 9. Curva dosis-respuesta de la fraccion P30 de cepa HMI:IMSS crecida en
PEHP-LIPO. Después de una hora de incubacién a 37 °C, determinamos €] porciento de
hemdlisis en mezclas de ensayo con 3 % de eritrocitos de rata y concentraciones variables
de proteinas. Cada simbolo corresponde al promedio y desviacién estindar de nueve

detcrminaciones en tres experimentos independientes.



Capacidad de la cepa HMl:iMSS crecida en PEHPS, PEHP-PACSR y PEHP-LIPO
para producir abscesos hepdaticos en himsters.

El aspecto de los abscesos hepaticos de los himsters, causados por los trofozoilos de
E. histolytica cepa HM1:IMSS cultivados en PEHPS fueron de apariencia granulosa, y
ocupan la mayor parte del lébulo derecho, sitio donde se inoculd a los trofozoitos. El
tamaio de los abscesos fue de 3 cm por 1.5 cm e invadid parte del 16bulo izquierdo (Figura
10).

Los trofozoitos cultivados en PEHPS, PEHP-PACSR y PEHP-LIPO fueron capaces
de producir abscesos hepéticos en hamsters en un 80.0, 88.20 y 53.4 % respectivamente
(Tabla 14). El analisis estadistico demostré diferencias significativas (p > 0.05) cuando se
compararon los de PEHP-LIPO contra PEHPS y PEHP-PACSR pero estos dltimos entre si
no fueron diferentes.

La forma, aspecto y tamario de los abscesos inducidos con trofozoitos cultivados en
PEHP-PACSR fue similar al de los trofozoitos cultivados en presencia de suero (Figura
11}. En cambio, las amibas de esta misma cepa pero cultivadas en PEHP adicionado
tnicamente con lipoproteinas (PEHP-LIPQO) produjeron abscesos localizados cerca de la
zona del indculo y su tamano fue notablemente menor (70 %) que los abscesos producidos

por amibas cultivadas en presencia de PACSR o suero bovino (Figura 12).

Tabla 14. Relacion de animales que presentaron absceso hepatico amibiano,
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SUPLEMENTO No. POSITIVOS/No. TOTAL PORCENTAIJE
SUERO 12/15 80.00
PACSR 15/17 88.20

LIPOPROTEINAS 7/13 33.84*

*p > 0.05.
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Figura 10. Produccién de abscesos hepiticos en hamsters con trofozoitos cultivados
en presencia de suero. Cosechamos los trofozoitos en fase exponencial de crecimiento.
Ajustamos la concentracién a 107 trofozoitos por mi de medio basal PEHP. Inoculamos 0.1
de esa suspensidn se inoculd en el 16bulo dereche del higado de cada hamster. Analizamos

los resultados después de 7 dias.
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Figura 11. Produccion de abscesos hepdticos en hamsters con trofozoitos cultivados
en presencia de PACSR. Cosechamos los trofozoitos en fase exponencial de crecimiento.
Ajustamos la concentracién a 10" trofozoitos por ml de medio basal PEIP. Inoculamos 0.1

de esa suspension se inoculd en el 1dbulo derecho del higado de cada himster. Analizamos

los resultados después de 7 dias.

b



Figura 12. Produccién de abscesos hepdticos en himsters con trofozoitos cultivados
en presciucia de lipoproteinas. Cosechamos los trofozoitos en fase exponencial de
crecimicnto. Ajustamos la concentracién a 107 trofozoitos por m! de medio basal PEHP.
Inoculamos 0.1 de esa suspension se inoculé en el 16bulo derecho del higado de cada

hamster. Analizamos los resultados después de 7 dias.



DISCUSION

Para el cultivo axénico de trofozoitos de Entamoeba histolytica se utiliza
preferentemente el medio TYI-S-33 (Diamond y col, 1978). En nuestro laboratorio hemos
trabajado por mds de diez afios con un medio desarrollado por nuestro grupo, el PEHPS
(Said-Fernandez y col, 1988), ambos contienen componentes indispensables para el
crecimiento de las amibas, EI PEHPS contiene un extracto de higado y pancreas y el TYI-S-
33 un extracto de levadura. Ademds, en ambos medios, se requiere la presencia de otro
constituyenie indispensable para el crecimiento amibiano en condiciones axénicas: el suero
equino 0 bovino,

Algunas moléculas séricas pueden enmascarar los efectos in vitro de factores de
virulencia; por ejemplo, la alfa-2-macroglobulina inhibe a las cistein-proteasas amibianas
(Lushbaugh y col, 1981, Peréz-Montfort y col, 1987), la albliimina sérica bovina inhibe la
actividad hemolitica, (Said-Ferndndez y Lépez-Revilla, 1988) y un factor no identificado
en el suero inhibe la actividad de colagenasa de los trofozoitos (Mufioz y col, 1982)

En 1992 (Said-Fernindez y Mata-Cirdenas, 1992), confirmamos la utilidad del
PEHPS para el producir biomasa de trofozoitos de E. histolytica, en cultivos en suspensién
utilizando volumenes de medio de 2 1.

En 1995 (Mata-Cirdenas y Said-Fernindez 1995), encontramos que los
rendimientos en el crecimiento de E. histolytica se incrementaban 1.74 veces con respecto a
los rendimientos alcanzados por la cepa HK9:NIH mantenida en PEHPS cuando se

suplementaba el medio con 0.24 g/l de bilis. Lo que nos sugirid que las amibas
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posiblemente requieren algunos lipidos para su crecimiento. Suponemos que en ¢l PEHPS
¢l suero era la principal fuente de lipidos.

Diversos autores han den;strado que algunos lipidos como: ¢l colesterol (Griffin y
McCarten 1949, y Latour y col,1965) y el dcido oleico (Griffin y McCarten 1949) son
esenciales para E. histolytica.

Sin embargo al inicio de este trabajo, supusimos que quizds algunos otros lipidos
podrian ser esenciales para las amibas y que si suministribamos al medio basal PEHP los
nutrientes adecuados, podriamos eliminar el suero como componente esencial y contar con
un medio mas sencille que nos permitiese analizar la auxotrofia para fosfolipidos, algunos
dcidos grasos y fosfolipidos. Por ello nos propusimos como primer objetivo, desarrollar un
sustituto de suero, al cual llamamos sustituto de suero para el cultivo axénico de
protozoarios (en inglés PACSR) (Patente en tramite, Mata-Cérdenas ¥y col, 1996).

Para lograr el objetivo mencionado analizamos el crecimiento de las amibas en el
medio PEHP (sin suero) adicionado con una mezcla comercial de lipidos comercial, LCR,
(Lipid Cholesterol Rich) a una concentracién de 10 .mh‘l (Tabla 5). Aunque las amibas no
crecieron en estas condiciones, éstas se mantuvieron vivas y conservaron su capacidad para
desarrollarse cuando eran pasadas a un medio suplementado con suero (Figura 2). Cuando
al LCR se le afadid una proteina como la seroalbumina bovina (SAB), las amibas crecieron
vigorosamente dando rendimientos hasta 8 veces superiores a los obtenidos cuando son
cultivadas unicamente en presencia de LCR. Cuando les afiadimos a los cultivos amibianos
una mezcla de LCR mis SAB y vitaminas, los rendimientos fueron casi de dos veces

superiores a los encontrados con L.CR mis SAB, lo que nos indicd, que las vitaminas son
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necesarias para el crecimiento de las amibas en cultivo (Figura 2). Hasta entonces nosotros
contdbamos con un sustituto de suero (LCR mas SAB mas VIT) que soportaba un buen
crecimiento amibiano, aunque 44 % menor que el alcanzado por los testigos cultivados en
PEHPS (Fig. 3).

Por otro lado, se sabe desde hace mucho tiempo, que la seroalbiimina, es una
proteina que puede acarrear hasta 6 moléculas de dcidos grasos (Starinski y Shafrir 1970,
Goodman 1958, Spector 1969) y otros lipidos y moléculas de diversas indole. Este efecto
de mejoramiento del rendimiento observado con SAB podria haberse debido a: (a) a la
proteina misma, (b) a los acidos grasos u otros componentes acarreados por la SAB o (¢) a

una combinacién de ambos. Para discernir entre estas posibilidades, sustituimos al SAB por

seroalbimina libre de 4cidos grasos (SAB-DL). Nuestros resultados parecian apoyar la -

posibilidad de que no eran las moléculas acarreadas por la SAB, las que requerian las
amibas para su crecimiento, sino la SAB misma o los aminoicidos que la componen.
Concluimos esto porque la SAB-DL a una concentracion de 1.25 g/l apoyé el crecimiento
amibiano con rendimientos equivalentes a los alcanzados por las amibas mantenidas en
PEHP mias 2.5 g de sercalbimina no deslipidizada (Figura 4). Llama la atencidén que se
requirio mayor cantidad de SAB no deslipidizada que de SAB-DL. Esto podria deberse a
que la SAB no deslipidizada, contiene moléculas toxicas para las amibas que inhiben
parcialmente su crecimiento.

Los rendimientos de las amibas autentaron dos veces cuando al medio que contenia

LCR mis SAB-DL y vitaminas, le afiadimos una cantidad extra de glucosa de 3.2 g/, por
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lo cual estos resultados demostraron.que para el crecimiento bajo estas condiciones las
amibas requieren una fuente de energia y/o de carbono adicional (Tabla 5).

De acuerdo con lo anterior era necesario investigar si era la SAB como tal o los
aminoacidos derivados de su hidrélisis los requeridos por las amibas. Al realizar los
experimentos correspondientes encontramos que si sustituiamos la SAB por la mezcla de
amino4cidos de Earle (Eagle, 1959), la densidad alcanzada por los cultivos amibianos en
presencia de los aminoacidos contenidos en la mezcla de Earle (todos los aminodcidos
esenciales y no esenciales para las células de mamiferos) (Tabla 2). Como el PEHP carece
practicamente de proteinas, concluimos que en el PEHPS la tnica fuente de aminoécidos es
el suero bovino. Por lo tanto en el PEHP adicionade con SAB deslipidizada o no, 1a unica
fuente de aminodcidos es esta proteina y algunas lipoproteinas que contiene el LCR (ver
Tabla 5). Por lo tanto, si las amibas requieren aminodcidos éstos deben ser esenciales para
E. histolytica. Es decir, las amibas causantes de 1a amibiasis en €l hombre son incapaces de
sintetizar aminodcidos esenciales y no esenciales, o al menos algunos de ellos. En este
trabajo no identificamos cuales de éstos aminoAcidos son esenciales para las amibas.

Para fines pricticos encontramos que sustituyendo el SAB por la mezcla de
aminodcidos de Earle, afiadida a la mezcla de lipidos (LCR) mds las vitaminas y 3.2 g/l de
glucosa adicional en el medio PEHP las amibas eran capaces de crecer sama y
vigorosamente. Entonces habiamos encontrado un sustituto de suero para el cultivo
axénico de E. histolytica (Tabla 2). Llamamos a este sustituto PACSR, porque pensamos
que siendo el PEHPS y el TYI-S-33 utiles, no solo para cultivar E. histolytica en

condiciones axénicas, sino también otros protozoarios como Trichomonas vaginalis



(Castro-Garza y col., 1996), Giardia lambiia (Keister, 1983) y E. invadens (Said-Fernindez
y col, 1988; Diamond, 1978), entonces el PACSR podria servir también para sustituir el
sucro en los cultivos de estas especies (7. vaginalis, G. lamblia y E. invadens) o cual
confirmamos mds tarde (Mata-Cirdenas y col, 1997; Mata-Cérdenas y col, 1998; objetivos
independientes de los de ésta lesis).

Por otro lado y continuando con }osJobjetivos de esta tesis, encontramos que los
medios de cultivo PEHP o TYI-33 suplementados con PACSR fueron capaces de sostener
el crecimiento de otra dos cepas de £. histolytica 1a cepa HMI1:IMSS y la HM3:IMSS.
Cuando las amibas fueron cambiadas de PEHPS o TYI-S-33 a PEHP-PACSR o TYI-

PACSR respectivamente, los trofozoitos se adaptaron rapidamente. Dentro de las primeras

cuatro resiembras las amibas presentaron una fase lag de 48 h. Después de esta fase de

iniciacion las amibas progresivamente aumentaron sus rendimientos. Estos fueron cerca del
50 % con respecto a sus respectivos controles, excepto la cepa HK9:NIH que demostrd
densidades similares a las del control (Tabla 7). Las densidades mejoraron para el resto de
las cepas a medida que transcurria el tiempo.

Después de 16 meses de subcultivos 1a cepa HM1:IMSS en PEHP-PACSR alcanzé
densidades similares al control. La cepa HM3:IMSS aumento sus rendimientos en un 100
% en PEHP-PACSR con respecto a las densidades alcanzadas en las primeras resiembras en
¢l mismo medio (Tabla 8).

El PACSR combinado con el PEHP o TYI puede sustentar el crecimiento vigoroso

de E. histolytica, en ausencia de suero o albimina sérica por largo tiempo. Lo anterior
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muestra que el PACSR puede utilizarse con un medio clésico, como lo es el TYI en vez de
PEHP, y con varias cepas de E. histolytica. (Mata-Cardenas y col., 1996).

Una vez cumplido el primer objetivo; desarrollar un medio libre de suero para el
cultivo axénico de E. histolytica, abordamos el siguiente problema; investigar si el
colesterol, los fosfolipidos o los 4cidos grasos libres contenidos en el LCR (ver Tabla 5),
por separado eran capaces de sostener el crecimiento de E. histolytica, lo anterior para
investigar cuales de estos componentes son esenciales para Entamoeba histolytica.
Entonces analizamos el efecto de estos lipidos en forma individual o en diferentes
combinaciones sobre ¢l crecimiento de la cepa HK9:NIH. Para disenar estos experimentos
utilizamos las mismas concentraciones de cada lipido que tiene el LCR (Tabla 5). Los
resultados mostraron que ninguno de los lipidos probados en forma individual o en
cualquier combinacidn eran capaces de sostener el crecimiento de las amibas (Tabla 3). En
los cxperimentos anteriores, deliberadamente omitimos 1a inclusién de lipoproteinas, que
también contiene el LCR (Ver tabla 5). Esto se debid a que las lipoproteinas estin
constituidas por colesterol, ésteres de colesterol, algunos fosfolipidos, dcidos grasos y por
supuesto apolipoproteinas A-1, A-2, A-4, B-48, B-100, C y E. Es decir, estas particulas
contienen todos los lipidos que queriamos analizar y ademds cuentan con proteinas que son
esenciales para que las células de mamiferos internalicen estos lipidos y los metabolicen
(Stryer, 1988). Entonces, dado que los lipidos no estructurados no fueron capaces de
sostener el crecimiento de las amibas, ¥ por otro lado, el Unico componente del LCR que no
habiamos probado eran las lipoproteinas, en el siguiente experimento probamos el efecto de

estas particulas sobre el crecimiento de los trofozoitos de 1a cepa HK9:NIH.



Las lipoproteinas son particulas constituidas por un niicleo de lipidos rodeados por
una capa de lipidos polares y apoproteinas. Ellas son sintetizadas y secretadas por el higado
y los quilomicrones por el intestino. Las lipoproteinas tienen dos papeles principales: a)
solubilizan en medios acuosos lipidos altamente hidrofébicos y b) contienen proteinas
altamente especializadas como las apolipoproteinas A-1, A-2, A-4, B-48, B-100, C y E, que
participan en la transduccién de sefiales que ponen en marcha mecanismos que regulan la
internalizacién de los lipidos organizados en lipoproteinas (colesterol, fosfolipidos, ésteres
de colesterol y 4cidos grasos). Organizan y permiten €l movimiento de lipidos fuera de
células y entre los tejidos (Stryer, 1988).

Al probar las lipoproteinas como fuente de lipidos con la cepa HK9:NIH
encontramos que las amibas si fueron capaces de crecer, aunque con rendimientos menores
que a los alcanzados por los cultivos mantenidos en PACSR y en PEHPS (Figura 5). Este
hallazgo es el mas importante de los que se hicieron en el presente estudio, porque sugiere
muy fuertemente que las amibas son auxétrofas de colesterol, fosfolipidos, ésteres de
colesterol y/o dcidos grasos, pero que estos lipidos deben estar estructurados como
lipoproteinas. Es muy probable que en forma similar a la que sucede en mamiferos, las
amibas no sean capaces de internalizar y/o metabolizar a los lipidos libres. En tal caso,
quizas también requieran del concurso de las apolipoproteinas para completar el mecanismo
del metabolismo de sus propios lipidos. Debido a la propia naturaleza de las lipoproteinas,
en el presente trabajo solo podemos concluir que éstos y no los lipidos “no estructurados”
son esenciales para E. histolytica pero no podemos identificar en ellas la auxotrofia por

algin lipido. Como ya habiamos investigado que las lipoproteinas son los elementos del
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LCR que realmente requieren las amibas; pero sus rendimientos eran considerados mds
bajos que el PACSR completo, decidimos investigar si las lipoproteinas més cada uno de
los componentes del PACSR individualmente o en diferentes combinaciones eran capaces
de apoyar el crecimiento de las amibas. Encontramos que la cepa HK9:NIH, HM1:IMSS y
HM3:IMSS crecen en presencia de lipoproteinas solas, pero en contra de lo esperado sus
rendimientos disminuyeron sensiblemente cuando agregamos aminoacidos, vitaminas o
ambos al medio PEHP adicionado con 3.2 g/l de glucosa.

Los aminoédcidos, vitaminas y lipoprolcfnas. y posiblemente lipidos no organizados
actian en forma interactiva en el metabolismo amibiano y debe encontrarse la

concentracién optima de cada uno de ellos para promover rendimientos mayores, El método

estadistico simplex ha probado, ser una poderosa herramienta para resolver este tipo de

problemas. Por lo que en futuras investigaciones, lo aplicaremos para mejorar los
rendimientos de los cultivos amibianos.

A diferencia de HM1;IMSS y HM3:IMSS que no crecieron en presencia de una
concentracion relativamente baja de lipoproteinas (120 y 240 pg/ml), (Tablas 11 y 12)
respectivamente, la cepa HK9:NIH se desarrollé en presencia de baja concentracion de
lipoproteinas (120 ug/ml, Tabla 10), investigamos si la concentracién que habiamos
utilizado (240 pg/ml segin el fabricante) era la 6ptima, observamos que ¢l crecimiento de
esta cepa en presencia de lipoproteinas era dependiente de la dosis, esto es, a mayor dosis
mayor crecimiento, asi nosotros con la concentracion que probamos (600 pg/ml) obtuvimos
rendimientos tan altos como en PEHPS y PEHP-PACSR, concentraciones mayores de la

optima (750 ug/ml) resultaron en la disminucién del rendimiento (Tabla 10).
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Con la cepa HM1:IMSS observamos que la concentracién dptima era de alrededor
de 960 ug/m! (Tabla 11).

Con la cepa HM3:IMSS la concentracién ¢ptima, fue de 600 pg/ml (Tabla 12).

Es muy interesante que las cepas HK9:NIH y HM3:IMSS cultivadas con 600 pg/ml
de lipoproteinas alcanzaron rendimientos equivalentes a los observados con PACSR y la
cepa HMI1:IMSS, incluso superior al PACSR con 960 ug/mi (Tabla 11). Sin embargo
ninguna cepa alcanzd los rendimientos que produce el PEHPS lo que sugiere que el PEHPS
tiene nutrientes que requieren las amibas.

Los rendimientos de la cepa HMIL:IMSS cultivada en TYI en estas condiciones
superaron un 40 % a los rendimicntos alcanzados con PACSR lo que indica que también ¢n
TYI se puede sustituir ¢l suero completo por lipoproteinas.

Después de esto, quisimos comparar si las amibas de E. histolyrica, cultivadas en
suero, en PEHP-PACSR o en PEHP-LIPO (360 ug/ml); seguian presentando actividades de
virulencia. Para ello, determinamos la actividad hemolitica de la fraccion P30 obtenidas de
las amibas cultivadas en cada una de las condiciones mencionadas y ademds la capacidad
de los trofozoitos para producir abscesos hepaticos en hamster.

Con respecto a la actividad hemolitica de P30 (Lopez-Revilla y Said-Fernandez ,
1980) obtenida de amibas cultivadas en medios adicionados con lipoproteinas 0 PACSR
encontramos que si tenian actividad hemolitica, lo que muestra que esta actividad no se
pierde cuando se elimina el suero de los cultivos. La DH, para trofozoitos cultivados en
suero fue de 193 pg (Figura 7), para PACSR de 270 pg (Figura 8) y para los trofozoitos

cultivados en presencia de lipoproteinas de 310 pg (Figura 9), es decir que se requieren
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mayor concentracidn de proteina en PACSR y lipoproteinas para tener el mismo efecto -
hemolitico que con suero.

Uno de estos factores que esta en vias de investigacion en nuestro grupo, son la
presencia de vitaminas, ya que éstas afectan la presencia de una enzima hidrolitica, como
lo es la fosfolipasa A, (Comunicacion personal del Dr. Vargas Villarreal).

Con respecto a la induccién de abscesos hepiticos pudimos observar que en
proporcidn y tamaio de los abscesos causados por trofozoitos cultivados en presencia de
suero ¥y PACSR, no hubo diferencias. Las amibas cultivadas con lipoproteinas en vez de
suero 0 PACSR si fueron capaces de producir abscesos hepéticos, pero su tamaiio fue
considerablemente menores que el de los producidos con trofozoitos cultivados en PEHPS
o PEHP-PACSR (Figuras 10-12). Esto puede ser debido a que la virulencia sea inducida
por un factor que se encuentra en el suero y PACSR, pero no en las lipoproteinas o que los

trofozoitos deban someterse a reinoculaciones seriados para inducir la sintesis de

compuestos que no produjeron en la primera inoculacién.



CONCLUSIONES

.El LCR contiene lipidos que son esenciales para Entamoeba histolytica. La
seroalbiimina bovina puede ser sustituida por la mezcla de aminoicidos de Earle.

. Es posible sustituir al suero con una mezcla de lipidos (LCR), adicionado de 1a mezcla
de aminoicidos de Earle y vitaminas, para el cultivo axénico en PEHP o TYI de varias
cepas de E. histolytica. Este sustituto de suero se le denominé PACSR.

. El colesterol, fosfolipidos y é4cidos grasos son incapaces de sostener la vida de las

amibas por s solos.

. Los lipidos estructurados como lipoproteinas son capaces, no solo, de mantener vivas a
las amibas en ausencia de suere, sino ademds sostienen su crecimiento.

. Las diferentes cepas de E. histolytica utilizadas en este trabajo pueden crecer cuando se
cultivan tinicamente en PEHP en presencia de lipoproteinas. La concentracién éptima
para las cepas HK9:NIH, para HM1:IMSS fue de 960 pg/ml y HM3:IMSS fue de 600
pgiml.

. La cepa HMI1:IMSS es capaz de crecer en medio TY], cuando se sustituye el suero por
lipoproteinas. Alcanza rendimientos superiores al del PACSR cuando el TYI es
adicionado con 720 pg de lipoproteinas/mi.

. La cepa HM1:IMSS conserva su capacidad hemolitica cuando se le cultiva con
lipoproteinas en vez de suero pero esta actividad es 60 % menor que la del testigo

cultivado en PEHPS.

. La dosis hemolitica media de la P30 de la cepa HM1: IMSS fue de 193 pg de proteina

para PEHPS, de 270 ug para PEHP-PACSR y para PEHP-LIPO de 310 pg.
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9. La cepa HM1:IMSS es capaz de producir abscesos hepéticois en hamsters, pero los
producidos por trofozoitos cultivados en presencia de lipoproteinas estos son de un
tamafno considerablemente menor que los producidos por amibas mantenidas en PACSR
0 suero.

10. El componente mis importante del suero son las lipoproteinas, las cuales agregadas en
proporciones adecuadas a PEHP o TY! son capaces de promover el crecimiento de
trofozoitos de E. histolytica en condiciones axénicas.

11. Las amibas cultivadas en PEHP o TYI adicionado con lipoproteinas conservan su

virulencia, aunque ésta disminuye sensiblemente.



PERSPECTIVAS

Como objetivos siguientes en el medio libre de suero y adicionado con
lipoproteinas, probaremos el efecto de las vitaminas-Tween 80 de Diamond, sobre algunas
actividades bioldgicas que se han propuestos como factores de virulencia, tales como: la
actividad hemolitica, la actividad proteolitica y actividad de fosfolipasa A,. Si alguna de
estas actividades fuese incrementada con las vitaminas, discerniremos que parte de estas,
son las que producen este efecto.

Determinaremos si los trofozoitos de E. lustolytica, pueden sccretar al medio de
cultivo en el medio PEHPS-PACSR y PEHP-LIPO, algunas proteinas con actividades
biol6égicas, que pueden estar involucradas en la virulencia de este protozoario parasito.

Determinaremos también, si otras especies de protozoarios que tenemos en nuestro

laboratorio como: Trichomonas vaginalis y Giardia lamblia pueden crecer en presencia de

fos medios PEHP-PACSR y PEHP-LIPO.
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