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Propósito y método de estudio: 

El protozoario Erüamoeba histolytica es el agente etiológico de la amibiasis. La 

amibiasis es un problema de salud pública. El ciclo vital de E histolytica tiene dos etapas 

principales: trofozoíto (forma invasiva) y quiste (forma infectiva). El principal obstáculo 

para estudiar los quistes de E. histolytica consiste en la falta de un medio y un método que 

permitan la producción de cantidades suficientes de quistes en condiciones axénicas. 

Recientemente en nuestro laboratorio se descubrió que E. histolytica, cuando se 

cultiva en condiciones axénicas en medio PEHPS es capaz de formar estructuras semejantes 

a quistes naturales, pero con pared inmadura (ESQ). Cuando el medio PEHPS se adiciona 

con Mg2*, Mn2+ y Co2+ la resistencia de las paredes al efecto de SDS al 1% y el contenido de 

quitina en estas estructuras se incrementa más de 100 veces, produciéndose estructuras 

semejantes a quistes resistentes (ESQR). Sin embargo, la calidad biológica de estas 

estructuras es todavía susceptible de mejorarse. El propósito de nuestro estudio fue: Diseñar 

un medio de cultivo que permitiera la producción masiva de quistes de £ histolytica 

condiciones axénicas con mejor calidad biológica que las ESQ y ESQR. 



Utilizamos el método Simplex modificado para múltiples variables y múltiples 

respuestas para determinar los valores y concentraciones óptimos en el medio de cultivo de 

11 factores químicos y 4 condiciones fisicoquímicas. Los factores analizados fueron % de 

suero bovino, % de LCR, % de extracto de hígado y páncreas, % de mezcla de vitaminas 

109 de Diamond, concentraciones de glucosa, Mg2+, Mn2+, Co2+, Ca2+, B3* y fosfatos. Los 

factores fisicoquímicos a estudiar fueron: temperatura, pH, potencial de óxido reducción, 

osmolaridad. La calidad global de los quistes formados se expresó como la media geométrica 

de los porcentajes de quistes que fueron refringentes, resistentes a sarcosyl al 0.1%, con 

citoplasma normal, con núcleos, con morfología normal y con superficie lisa y refringente 

que sugiere la presencia de pared celular, en proporción al total de quistes producidos. La 

calidad global relativa fue el producto de dividir la calidad global de los quistes producidos 

en el medio en estudio entre Ta calidad global de los quistes producidos en el medio testigo. 

Se probaron 25 medios de enquistamiento y 15 condiciones fisicoquímicas hasta alcanzar la 

mejor calidad global relativa posible. 

Contribuciones y conclusiones: 

Utilizando el método Simplex, se diseñó un nuevo medio de cultivo para K 

histolytica en condiciones axénicas donde se formaron quistes que observados en 

microscopio de luz son muy similares a los naturales, por primera vez se logró formar una 

pared gruesa, electrodensa, visible con ME de transmisión, pero esta pared se desprende de 

la superficie de los quistes. Además los quistes formados en este nuevo medio de cultivo 

tienen una calidad biológica 2.18 veces superior a la de las esq desarrolladas en medio 

El rendimiento promedio de los quistes formados en este nuevo medio de cultivo fue 

cercano a un 60%, lo que permite la producción masiva de quistes con las características 

arriba mencionadas. 

PEHPS. 

Firma del Asesor o 1 

Dr. Salvador Said Fernández 



CAPITULO 1 

INTRODUCCIÓN 

1.1 Anublaste 

La amibiasis es una enfermedad causada por el protozoario parásito Entamoeba 

histolytica. Esta enfermedad se caracteriza por la producción de lesiones, principalmente en 

el hígado y e) colon de las personas infectadas. Las formas clínicas mas frecuentes son la 

disentería clásica y el absceso hepático (Petri WA, 1996). 

La amibiasis es un problema de salud pública, principalmente en los países en 

desarrollo (Walsh JA, 1988). En el mundo hay 500 millones de personas infectadas por E. 

histolytica o Entamoeba dispar y solamente una de cada 10, muestran síntomas de la 

enfermedad (Walsh, J. A. 1988). Cada año la amibiasis causa de 40,000 a 120,000 muertes 

(Petri WA, 1996). 

En México, se calcula que entre el 10 y 20% de la población son portadores de 

amibas (Gutiérrez G, 1987) y más de un millón de casos son tratados por año (García-Manzo 

NT, 1997). En algunos estados como Chiapas, Guerrero, México, Jalisco, Oaxaca, Veracruz 

y el Distrito Federal se considera un problema muy importante de salud pública (Gutiérrez G, 

1987). 



1.2 Taxonomía 

Actualmente se acepta que existen dos especies de amibas. Las cuales son 

morfológicamente idénticas, sólo pueden ser diferenciadas por análisis de isoenzimas y 

tipificadas por anticuerpos monoclonales contra antigenos de superficie. Una de estas 

especies (E. histolytica) es patógena y otra (E dispar) es no patógena. E histolytica es la 

especie responsable de todos los casos de colitis amibiana y absceso hepático, además puede 

producir colonización asintomática del intestino. Nunca se ha documentado que E dispar 

produzca-colitis- amibiana o absceso hepático (Petri WA, 1996, Clark GC,- 1994, WHO, 

1997). 

13 Ciclo Biológico de E. histolytica: 

El ciclo de vida de E. histolytica consta de cuatro etapas, trofozoíto (forma invasiva), 

prequiste, quiste (forma infectiva) y amibas metaquísticas. Los trofozoítos son las formas 

vegetativas y los responsables de las lesiones de los enfermos con amibiasis, se multiplican 

por fisión binaría en la luz del intestino humano, desde donde pueden invadir la pared del 

colon, el hígado u otros órganos. Los quistes son las formas infectivas. Bajo ciertas 

condiciones, noimalmente desfavorables para los trofozoítos, estos se diferencian 

convirtiéndose en prequistes, luego en quistes mononucleados y finalmente en quistes 

maduros tetranucleados. Los quistes salen del intestino con las heces fecales y llegan al 

intestino del nuevo hospedero cuando son ingeridos en alimentos o agua contaminados. 



Completan su ciclo biológico al perforar su pared para producir una amiba metaquística, que 

al dividirse produce ocho trofozoítos mononucleados (Martínez-Palomo A, 1982). 

A diferencia de los trofozoítos, los quistes maduros de K histolytica permanecen 

viables por períodos prolongados en un amplio rango de condiciones medio-ambientales. 

Esta resistencia les permite conservar su capacidad de infectar al hombre después de 

permanecer en heces, agua o suelo hasta por ocho días, a temperaturas entre 28°C y 34°C y 

hasta por un mes a 10°C (Diamond LS, 1990). 

Los quistes tienen pared, los trofozoítos no. La pared constituye uno de los organelos 

más importantes de los quistes-porque les confiere su resistencia y-forma-características. La 

función biológica de la pared quística es la de proteger a la célula en criptobiosis de 

condiciones de hipoosmolaridad y otros factores desfavorables, como el efecto de algunas 

sustancias tóxicas (Neff RJ, 1962, Arroyo-Begovich A, 1980). 

1.4 Estructura de la pared quística 

Las características estructurales generales de las paredes quísticas de protozoarios 

patógenos de los géneros Entamoeba, Naegleria, Acanthamoeba y Giardia son las 

siguientes: 

a) Están formadas por una o dos capas. Al menos una de ellas tiene polisacáridos como 

componentes mayoritarios. 

b) Los polisacáridos sirven como matriz y dan rigidez y resistencia a la pared. 

c) Sobre la matriz de polisacáridos se organizan diversos lipopolisacáridos y 

glicoproteínas. 



d) Los polisacáridos normalmente se encuentran formando capas superpuestas. 

La pared de Neurospora crassa y la de algunas otras especies de hongos guarda 

numerosas similitudes con las paredes quísticas de las especies antes mencionadas. Pero 

además, se sabe que los estratos fibrilares de los polisacáridos de N. crassa están formados 

por cadenas largas y cortas de quitina. Las cadenas cortas están unidas a las largas mediante 

enlaces covalentes formando entrecruzamientos (Farkas V, 1979). 

La pared quística de amibas de vida libre, como las de los géneros Acanthamoeba y 

Naegleria está compuesta en gran parte por polisacáridos de los cuales aproximadamente un 
- Í 

tercio es celulosa (Potter JL, 1976, Tomlimson G, 1962). En cambio, la composición 

química de las amibas del género Entamoeba no se ha esclarecido del todo, McConnachie en 

1969 identificó en la pared quística de E invadens un complejo proteína-carbohidrato. 

Arroyo-Begovich y cois, informaron que el componente mayoritario de la pared de quistes 

de E. invadens es quitina (Arroyo-Begovich A, 1980). La quitina es un polímero de N-

acetilglucosamina con enlaces B 1-^4. La composición química de las paredes de los quistes 

de Giardia lamblia constituye una tercera posibilidad, no tienen ni quitina ni celulosa como 

componentes mayoritarios. Sino un polisacárido compuesto por galactosamina, sola o en 

combinación con otros carbohidratos. Esta estructura puede existir como polisacárido, 

glicoproteína, proteoglicano o glicolípido (Jarrol EL, 1989, Erlandesen SL, 1989). 



1.5 £1 enquistamiento 

La diferenciación de K histolytica desde trofozoítos a quistes y viceversa, incluyendo 

los procesos de enquistamiento y desenqui stamiento permanece como uno de los aspectos 

más obscuros en la biología de este parásito. A pesar de su importancia se ha prestado muy 

poca atención al estudio de la biología celular y molecular de los quistes (Martínez-Palomo 

A, 1993). El principal obstáculo para estudiar los quistes de K histolytica en condiciones 

axénicas consiste en la falta de un medio y un método que permitan su producción en 

cantidades suficientes (Diamond LS, 1990). 

Por el contrarío la diferenciación y la biología celular de R invadens han sido muy 

estudiados. El interés de su estudio radica en la cercanía filogenética con E. histolytica E. 

invadens parasita el intestino y otros órganos de reptiles y es capaz de enquistarse en 

condiciones axénicas. Esto último es posible gracias al medio descrito por Bailey y Rengpien 

(1980). 

Recientemente, nuestro grupo describió el medio PEHPS para el cultivo axénico de 

amibas del género Entamoeba (Said-Feroandez S y cois, 1988) y se encontró que en este 

medio las cepas HK9 y HM-1 forman estructuras semejantes a quistes (ESQ) muy parecidas 

a los quistes naturales, pero con una pared anormal o inmadura (Said-Fernandez S y cois, 

1993, Said-Femandez S y cois, 1990). Nuestro grupo también observó que después de la fase 

de crecimiento logarítmico, las amibas mantenidas axénicamente en medio PEHPS 

experimentan una sensible disminución de densidad y volumen celular y una o dos 

divisiones nucleares. Es decir, se forman ESQ tetranucleadas, cuya apariencia al microscopio 



es indistinguible de la de los quistes naturales cuando ambos son teñidos con el método de 

Gomori (Said-Femandez S. y cois, 1993). 

Tanto los quistes naturales como las ESQ formadas en condiciones axénicas de E. 

histolytica tienen afinidad por calcoflúor white M2R. Además, los quistes naturales unen a 

su superficie y-globulinas específicas contra quistes formados en condiciones axénicas, los 

trofozoítos no muestran afinidad por estos anticuerpos (Said-Femandez S y cois, 1993). 

Cuando las ESQ de E. histolytica obtenidas en condiciones axénicas se tratan con KOH 

saturado por una hora a 121 °C se obtiene un material particulado con intensa afinidad por el 

calcoflúor white M2R (Said-Femandez S y cois, 1988). Todas estas observaciones sugieren 

fuertemente que E histolytica es capaz de sintetizar durante el enquistamiento una 

hexapiranosa con enlaces 6 l-*4(Maeda H, 1967), en condiciones axénicas. 

Experimentos realizados en nuestro laboratorio han mostrado que las ESQ de E. 

histolytica, formadas en medio PEHPS, en condiciones axénicas, tienen la propiedad de unir 

aglutinina de germen de trigo en proporciones mucho mayores que los trofozoítos, sobre 

todo en presencia de una mezcla de sales que contiene Co2+, 

Mg2* y Mn2+. También se ha 

observado que cuando se agrega Mg2+ , Mn2+ y Co2+ al medio de cultivo, el 4.4% de las 

estructuras semejantes a quistes formadas, son resistentes a SDS al 1% (ESQR). Lo cual 

sugiere fuertemente que estas estructuras son capaces de sintetizar una pared mucho más 

resistente que la de las ESQ formadas espontáneamente en cultivos envejecidos en PEHPS 

(Campos-Góngora E, 1996). En el análisis cromatográfico de las ESQR de E histolytica 

formadas en presencia de Co2+, Mg2+ y Mn2+ se ha demostrado un incremento de más de 



cien veces en la síntesis de N-acetilglucosamina en relación a los trofozoítos y a las ESQ que 

se forman de manera espontánea en medio PEHPS (Campos-Góngora E, 1996). 

1.6 Factores que inducen el enquistamiento 

El enquistamiento en los protozoarios se inicia como una respuesta de defensa contra 

prácticamente cualquier factor del medio ambiente que comprometa la vida de las formas 

tróficas. Por ejemplo, E. histolytica se enquista en cultivos envejecidos (Said-Femandez S y 

cois, 1993), E. invadens se diferencia en condiciones axénicas cuando se incuba en un medio 

con bajas concentraciones de glucosa (Vazquezdelara-Cisneros-LG; Arroyo-Begovich-A, 

1984), en medios diluidos con agua (Rengpien S, Bailey GB. 1975), o altas concentraciones 

de CO2 disuelto (Morales-Vallarta M, 1995). Naegleria fowlerii forma quistes en cultivos 

envejecidos (John DT,. 1982), Acanthamoeba castelanii es capaz de enquistarse in vitro, en 

las condiciones arriba señaladas, y también en presencia de inhibidores de síntesis de DNA ó 

proteínas (Weisman RA, 1976), escasa disponibilidad de nutrientes, valores extremos de pH, 

presencia de cationes divalentes e hipoosmolaridad (Byers JT,.1979). En esta misma especie, 

el MgSCU y el CaCk juegan un papel importante durante el enquistamiento (Byers JT, 1991). 

En condiciones in vitro el suero bovino es esencial para el enquistamiento de K 

invadens. E. invadens también puede enquistarse en medios con baja concentración de 

glucosa, independientemente de la osmolaridad y las concentraciones de oxígeno del medio 

(V azquezdelara-Cisneros LG, Arroyo-Begovich A, 1984). 

El enquistamiento de A. castelanii también depende de varios factores. Los más 

importantes son la temperatura, pH y la osmolaridad (Kadlec V, 1975). El pH es un factor 



importante para incrementar la actividad de la enzima fenol-oxidasa de A. castellanii 

localizada en la pared del parásito, la actividad de esta enzima incrementa la resistencia 

química y mecánica de los quistes formados en un medio de enquistamiento (Sykes DE, 

1985) 

La concentración de calcio en los medios de cultivo es importante durante el 

enquistamiento de Azotobacter vinelandii. La suspensión de células de este microorganismo 

en medios deficientes de calcio resulta en un enquistamiento abortivo, con liberación de 

quistes inmaduros cubiertos de material viscoso. Los niveles adecuados de calcio en los 

medios de cultivo producen quistes maduros con una cubierta extema bien formada 

(PageWJ, 1975). 

Algunas de las enzimas responsables de la síntesis de Galactosamina durante el 

enquistamiento de G. lamblia requieren de fosforilación para mantenerse en su forma activa 

La galactosamina es uno de los azúcares que componen la pared de este protozoan o 

(MacechkoPT, 1992). 

Un sustituto de suero para el cultivo axénico de protozoarios (PACSR), desarrollado por 

nuestro grupo, ha demostrado ser útil como suplemento para el desarrollo de E. histolytica en 

condiciones axénicas (Mata-Cárdenas BD, 1996). 

El Boro, en pequeñas cantidades favorece la resistencia a choques hipoosmóticos de las 

paredes de células vegetales y de algunos insectos. Se ha propuesto que ello se debe a que 

este metal funciona como puente de enlace entre diversos componentes moleculares de las 

paredes (Cassab GI, 1995). 



1.7 El Método Simplex: 

Es un método sistemático de optimización de tipo secuencial, aplicable a sistemas en que 

debe considerarse el efecto de múltiples factores interactuantes sobre una respuesta 

determinada y que se utiliza para optimar resultados analizando al mismo tiempo todos los 

factores que intervienen en un ensayo (Shavers CL, 1979). 

1.8 Hipótesis 

Utilizando el método Simplex es posible diseña? un medio de cultivo con la 

combinación adecuada de factores químicos y condiciones fisicoquímicas para favorecer la 

formación de quistes.de E. histolytica en condiciones axénicas con mejor calidad biológica 

que las ESQ y ESQR. 

1.9 Objetivos 

1.9.1 Objetivo General 

Diseñar un medio en el que se formen quistes de E. histolytica en condiciones axénicas con 

mejor calidad biológica que las ESQ y ESQR. 

1.9.2 Objetivos específicos. 

1).- Seleccionar una subpoblación de amibas de la cepa HM-1:IMSS que sea capaz de 

enquistarse con una alta eficiencia. 

2).- Analizar el efecto del suero, de un preparado comercial rico en lípidos y colesterol 

(LCR) y del (PACSR) sobre el enquistamiento. 



3).- Analizar mediante el método Simplex, el efecto de los siguientes factores químicos y/o 

condiciones fisicoquímicas sobre la calidad biológica de los quistes de K histolytica 

formados en condiciones axénicas: 

(1) Suero bovino, 

(2) LCR o PACSR, 

(3) Glucosa, 

(4) Boro, 

(5) Calcio, 

(6) Magnesio, 

(7) Manganeso, 

(8) Cobalto, 

(9) Extracto de hígado y páncreas, 

(10) Mezcla de vitaminas # 109 de Diamond, 

(11) Fosfatos, 

(12) Temperatura, 

(13) pH, 

(14) Potencial redox, 

(15) Osmolaridad. 

(5).- Analizar la apariencia ultramicroscópica de los quistes formados en el medio en que se 

obtuvo la mejor calidad biológica. 

(6).- Analizar la capacidad de los quistes formados en los medios desarrollados, para 

desenquistarse in viíro. 



CAPITULO 2 

MATERIALES 

2.1 Origen de los Reactivos. 

Todos los reactivos utilizados durante el desarrollo de esta tesis fueron de grado analítico, a 

menos que se especifique lo contrarío. 

Sigma Chem Co. (S t Louis Mo., USA): ácido ascòrbico, azida de sodio, L-cisteína, 

dodecilsulfato de sodio (SDS), Sarcosyl, cloruro de magnesio, cloruro de manganeso, cloruro 

de cobalto, cloruro de calcio, D-(+)-glucosa, quitinasa, ácido cacodílico, D-manitol, 

tetraborato de sodio, fosfato de sodio dibàsico, LCR, cromotrópo 2R, SF verde claro. 

Merck (México): acetato de sodio, cloruro de sodio, ácido fosfotúngstico. 

Peleo® Grids & Electron Microscopy Supplies TED PELLA, Inc.(Tustin, C.A; USA): 

glutaraldehído grado microscopía electrónica. 

Productos Químicos Monterrey: hidróxido de potasio, fosfato dibàsico de potasio, fosfato 

monobásico de potasio, ácido clorhídrico, cloruro de calcio, urea, hidróxido de sodio, 

carbonato de potasio, iodo, yoduro de potasio. 

Bioxén (Becton Dickinson, México): peptona de caseína. 

Técnica Química (México): cloruro de potasio. 

J.T. Baker (México): alcohol etílico absoluto, bicarbonato de sodio, xileno, ácido acético 

glacial. 

Aldrich Chem Co. (Milw. Wi; USA): manosa, galactosa, ácido N-acetilmurámico, ácido N-

acetilneuramínico, N-acetilglucosamina, N-acetilgalactosamina y fucosa. 

Mallinckrodt Chemical Works: cloruro de mercurio. 

DIFCO: L-cistina. 



12 Material Biológico 

2.2.1 Amibas. 

Para este trabajo se utilizó la cepa HM-1:IMSS de E. histolytica (Diamond LS, 1968), 

mantenida en condiciones axénicas (Said-Fernández S y cois, 1988) en este laboratorio por 

18 años. 

2 3 Preparación de los Medios de Cultivo 

2.3.1 Extracto de Hígado y Páncreas (EHP) (Said-Fernández S y cois, 1988). 

Para cada lote de EHP se utilizaron 350 g de páncreas de bovino, 350 g de páncreas de 

cerdo y 1000 g de hígado de bovino. El hígado y páncreas se limpiaron de tejido conectivo y 

se lavaron con NaCl al 0.85%. Los óganos se cortaron en trozos pequeños y se molieron con 

un molino eléctrico (Tor-Rey, Monterrey, N.L. México) y el producto se licuó con una 

licuadora de 2 L de capacidad y se mezcló con 1.354 volúmenes de PBS, pH 8.0 

precalentado a 56 °C. Para ajustar el pH se agregaron 10 mi de NaOH 10 N por cada 2,800 

mi del licuado y se incubaron 4 h a 37 °C. La mezcla se colocó en un vaso de precipitado de 

4 L de capacidad, de polipropileno (Nalgene Labware División, N.Y., USA) y se calentó en 

autoclave a 121 °C por 15 min. Inmediatamente después se separó el sobrenadante con un 

colador y el liquido se filtró a través de ocho gasas superpuestas. El producto se mezcló con 

250 mi de tierra de diatomeas (Hiño Estándar)/litro de extracto y luego se filtró, pasándolo a 

través de un colchón de 400 mi de tierra de diatomeas (Estándar Super Cell) sobre matraz 

Kitasato de 4 L. El colchón se preparó suspendiendo 200 mi de tierra en agua desionizada, 

aforando a 1 L. La mezcla se hizo pasar a través de un filtro Whatman # 1 (Whatman, 

Laboratory División; Springfield Mili, Maidstone Kent., England), colocado sobre un 

embudo Buchner, dejando la tierra compacta pero evitando que se formaran grietas. El 

producto final se almacenó a -20 °C hasta el momento de usarlo. 



2.3.2 Preparación del medio PEHPS (Said-Femández y col., 1988). 

Ingredientes: 

EHP .250 mi 

Peptona de caseína. - 10 g 

Glucosa 1... 6 g 

L-cisteína 1 g 

Ácido ascòrbico 0.2 g 

KH2P04 0.6 g 

K2HPO4 1 g 

Agua desionizada c.b.p 1000 mi 

Preparación: Inmediatamente antes de usarse el EHP se descongeló en baño de agua a 

37 °C y se filtró haciéndolo pasar a través de un filtro Whatman # 1, con ayuda de vacío. El 

filtrado se mezcló con el resto de los componentes sólidos. Se ajustó el pH a 7.0 con NaOH 

10 N y se aforó a 1000 mi con agua desionizada y se comprobó que la osmolaridad del medio 

estuviera entre 280 y 320 mOsm/kg. (Micro Osmometer, Modelo 3MO Plus; Advanced 

Instruments, Inc. Norwood, MA. USA). El medio se distribuyó en alícuotas de 10 mi, en 

tubos para cultivo de 16 x 125 mm, con tapón de rosca (Pyrex, Mty, N.L. Méx.). Los tubos 

se esterilizaron en autoclave, a 121 °C, por 15 min, dejando flojos los tapones de los tubos. 

Inmediatamente después de la esterilización los tapones se apretaron. El medio se almacenó 

a temperatura ambiente hasta el momento de su uso. 

2.3.3 Preparación y adición de suero bovino 

El suero bovino se obtuvo a partir de sangre de ganado bovino recién sacrificado en un 

rastro local. La sangre se colectó en matraces de 2 L de polipropileno (Nalgene Labware 

División, N.Y., USA), se trasladó al laboratorio y ahí se incubó durante 4h a 37°C. Luego se 

incubó por 18 h a 6 °C. El suero se decantó en frascos de polipropileno para centrífuga de 1L 

de capacidad (Sorvall, Dupont Norwalk, Conecticut, USA) y se centrifugaron 3 veces a 



1680g. Se descartó el sedimento y el sobrenadante de todos los frascos se mezcló en una tina 

comercial de plástico. Se distribuyó en alícuotas de 4 L en botellas de plástico sin marca y se 

almacenó a -20°C hasta su uso. Para esterilizar el suero se descongeló una botella por vez en 

baño de agua a 37°C. Se filtró, haciéndolo pasar a través de un swinex de 47 mm (Millipore 

Corporation, Bedfar, MA, USA.) conteniendo membranas de filtración con la mezcla 

acetato-celulosa de 8.0, 5.0, 3.0, 1.2, 0.8, 0.45, 0.22 \xm de diámetro de poro (Millipore 

Corporation, Bedfar, MA, USA.), iniciando con la de 8.0 n m y finalizando con la de 0.22 

jim y repitiendo el paso por ésta última en dos ocasiones. Inmediatamente después, el suero 

se filtró de nuevo bajo condiciones de asepsia con ayuda de una jeringa de vacío Manostat 

(Laboratory Instrument and Cientific Apparatus, USA.), un swinex estéril de 25 mm 

(Millipore Corporation, Bedfar, MA, USA.) y una membrana de filtración con la mezcla 

acetato-celulosa de 0.22 |¿m (Millipore Corporation, Bedfar, MA, USA.). El filtrado se 

distribuyó en alícuotas de 100 mi en frascos estériles de borosilicato con tapón de rosca. Los 

frascos se cerraron y se incubaron durante 30 min a 56°C para descomplementar. Luego se 

les dejó enfriar a temperatura de laboratorio. Se realizó la prueba de esterilidad, agregando 1 

mi de suero de cada uno de los frascos en 10 mi de medio estéril preparado en tubos para 

cultivo con tapón de rosca de 16 x 125 mm (Pyrex, Mty, N.L. Méx.) e incubándolos a 37°C 

por 7 días. Los frascos con el suero bovino estéril se congelaron a -20°C, hasta su uso. Para 

agregar el suero estéril al medio PEHP se descongeló en baño de agua a 37°C y se agregó 1 

mi en 10 mi de medio estéril preparado en tubos para cultivo con tapón de rosca de 16 x 125 

mm. En el caso de los medios de enquistamiento se utilizaron diferentes volúmenes de suero 

agregados a 6 mi de solución basal o solución de peptona. 

2.3.4. Medio Basal Para Enquistamiento (MBE). 

El MBE se preparó de la misma manera que el medio PEHP, sólo que al MBE no se le 

agregaron fosfatos y los tubos de cultivo se llenaron con 7 mi en vez de 10. 



2.3.5 Preparación del medio ME20 

Se vaciaron 7 mi de medio basai de enquistamiento en tubos de borosilicato con tapón 

de rosca y se esterilizaron en autoclave. Luego, en condiciones de esterilidad, se agregó 1 mi 

de cada una de las siguientes soluciones: suero bovino, solución salina de enquistamiento y 

MgCl2 1.22 mM, MnCl2 14.44 mM y CoCl2 19.44 mM 

2.3.6. Preparación del medio ME10. 

Se vaciaron 7 mi de medio basai de enquistamiento en tubos de borosilicato con tapón 

de rosca y se esterilizaron en autoclave. Luego, en condiciones de esterilidad, se agregó lml 

de cada una de las siguientes soluciones: suero bovino, solución salina de enquistamiento y 

MgCl2 4 mM, MnCl2 10 mM y CoCl2 10 mM. 

2.4 Composición y Preparación de las Soluciones 

Todas las soluciones se prepararon con agua desionizada, con una resistividad de 4 

megaohms. El agua se desionizó en un desionizador Barstead (Barstead Co. Division of 

SYBRON Corporation, Boston, MA. USA). 

2.4.1 Solución basai de enquistamiento. 

Composición. 

Peptona de caseína 10 g 

L-cisteína 1 g 

Ácido ascòrbico 0.2 g 

Agua desionizada c.b.p 1000 mi 

Preparación: los componentes se disolvieron con agua desionizada, por agitación 

magnética. El pH se ajustó a 7.0 con NaOH 10 N. y se aforó a 1000 mi con agua 



desionizada. La solución se distribuyó en alícuotas de 6 mi, en tubos de cultivo. Los tubos se 

esterilizaron en autoclave y se almacenaron como se hizo con el medio PEHPS. 

2.4.2 Solución de Peptona 

Composición. 

Peptona de caseína. 10 g 

Agua desionizada c.b.p 1000 mi 

Para su preparación la peptona se disolvió en agua desionizada. Se ajustó el pH a 7.0 

con NaOH 10 N. La solución se distribuyó en alícuotas de 6 mi, en tubos de cultivo. Los 

tubos se esterilizaron en autoclave y se almacenaron como se hizo con el medio PEHPS. 

2.4.3 Solución Amortiguadora de Fosfatos (PBS)(Diamond L.S. 1978). 

Composición: 

Agua desionizada c.b.p 1000 mi 

Los componentes se disolvieron, se ajustó el pH a 7.4 con NaOH 10 N y se aforó a 1000 

mi. La solución se distribuyó en alícuotas de 10 mi, se esterilizó en autoclave y se almacenó 

en refrigeración a 4 °C. 

NaCl 

K2HP04 

KH2PO4 

6.5 g 

2.8 g 

0.4 g 



2.4.4 Soluciones 12x de MgCl2, MnCl2, CoCl2, CaCI2, NaCl, Glucosa, Tetraborato de sodio 

y Manitol. 

Las diferentes concentraciones de las soluciones de MgCl2, MnCl2, CoCl2, CaCl2, NaCl, 

Glucosa, Tetraborato de sodio y Manitol que se probaron en este trabajo se calcularon por 

medio del método de optimación autodirigida Simplex secuencial para múltiples factores 

(Hendrix CD, Union Carbide, 1970; Shavers CL, 1979). Para su preparación se usaron: 

Cloruro de magnesio hexahidratado 

Cloruro de manganeso tetrahidratado 

Cloruro de cobalto heptahidratado 

Cloruro de sodio 

Tetraborato de sodio 

Glucosa 

Cloruro de calcio 

Manitol 

Las cantidades necesarias de cada sal se pesaron en una balanza analítica. Estas 

cantidades se calcularon para preparar una solución concentrada 12 veces con respecto a la 

concentración de la solución de trabajo (1250. Los componentes se disolvieron en agua 

desionizada y luego cada solución se aforó a 100 mi, se vació en frascos de borosilicato con 

tapón de rosca y se esterilizó en autoclave. Estas soluciones se usaron antes de 48 h de haber 

sido preparadas. 



2.4.5 Solución Salina de Enquistamiento (SSE); (Mirelman D y Avron B, 1988). 

Composición: 

KC1 .0.216 g 

CH3COONa. 0.312 g 

K2C03 0.372 g 

Na2C03 0.372 g 

NH2CONH2 0.336 g 

Los componentes se disolvieron en agua desionizada, el volúmen se aforó a 50 ml y se la 

solución se esterilizó por filtración bajo condiciones de asepsia con ayuda de una jeringa de 

vacío Manostat (Laboratory Instrument and Cientific Apparatus, USA.), swinex estéril de 25 

mm 

(Millipore Corporation, Bedfar, MA, USA.) y membrana de filtración con la mezcla acetato-

celulosa con tamaño de poro de 0.22 \i m (Millipore Corporation, Bedfar, MA, USA.). La 

solución se guardó a temperatura ambiente en botellas estériles de borosilicato de 125 mi con 

tapón de rosca. Esta solución se usó antes de 48 h de preparada. 

2.4.6 Solución Amortiguadora de fosfatos de Sorensen 12x (Tablas científicas Ciba Geigy 

SA, 1971). 

Se prepararon 2 soluciones diferentes: Sorensen A: la cual estaba compuesta por 

diferentes concentraciones molares de KH2PO4 y Sorensen B con diferentes concentraciones 

molares de Na2HPÛ4. Las concentraciones se calcularon por medio del método de 

optimación autodirigida Simplex secuencial para múltiples factores (Hendrix CD Union 

Carbide, 1970; Shavers CL, 1979). Para obtener la concentración deseada en los medios. Las 

concentraciones molares de las soluciones se prepararon 12 veces mayores a la solución de 

trabajo (12x). Diferentes volúmenes de las soluciones A y B se agregaron a la solución de 

peptona o solución basai de enquistamiento al momento de preparar el medio de acuerdo al 

pH deseado (tabla 1). 



Tabla 1 Volúmenes de las soluciones de Sorertsen utilizadas para alcanzar diferentes valores 
de pH. 

m. 
5.0 
5.2 
5.4 
5.6 
5.8 
6.0 
6.2 
6.4 
6.6 
6.8 
7.0 
7 2 
7.4 
7.6 
7.8 
8.0 
8.2 

" Soasasen Á' 
JSolUcioi 

^esA"*****: 
988 
980 
967 
948 
919 
877 
815 
732 
627 
508 
392 
285 
196 
132 
86 
55 
33 

12 
20 
33 
52 
81 

123 
185 
268 
373 
492 
608 
715 
804 
868 
914 
945 
967 

'KH2P04 
bNa2HPO< 
c Volumen en \ú. 

2.4.7 Solución de peróxido de hidrógeno 

El peróxido de hidrógeno al 30% se distribuyó en alícuotas de 2, 4, 6, 8 y 10 mi en 

tubos de borosilicato, aforando luego a 10 mi con agua bidestilada. Enseguida la solución se 

esterilizó por filtración bajo condiciones de asepsia con ayuda de una jeringa de vacío 

Manostat (Laboratory Instrument and Cientific Apparatus, USA.), swinex estéril de 25 mm 

(Millipore Corporation, Bedfar, MA, USA.) y membrana de filtración con la mezcla acetato-

celulosa con tamaño de poro de 0.22 ¿im (Millipore Corporation, Bedfar, MA, USA.), y se 

utilizó de inmediato. 

2.4.8 Solución Amortiguadora de Cacodilatos 0.1 M. 

Se diluyeron 1.601 g de ácido cacodílico con unos 80 mi de agua desionizada. Se ajustó el 

pH a 7.4 con HCl O.INó NaOH 1N y el volumen se aforó a 100 mi con agua desionizada. La 

solución se esterilizó por filtración con ayuda de una jeringa de vacío Manostat (Laboratory 

Instrument and Cientific Apparatus, USA.), swinex estéril de 25 mm (Millipore Corporation, 



Bedfar, MA, USA.) y membrana de filtración con la mezcla acetato-celulosa con tamaño de 

poro de 0.22 \im (Millipore Corporation, Bedfar, MA, USA.), y se guardó en frascos estériles 

de borosilicato a 4 °C hasta su uso. 

2.4.9 Solución de Glutaraldehído. 

El contenido de una ampolleta de 10 mi de glutaraldehído al 25% en solución acuosa 

(Grado microscopía electrónica; TED PELLA, Inc.Tustin, C.A; USA) se aforó a 100 mi con 

solución amortiguadora de cacodilatos 0.1 M, pH 7.4 para hacer una solución al 2.5%. Esta 

solución se esterilizó por filtración y se guardó a 4 °C en alícuotas de 10 mi, en tubos de 

borosilicato con tapón de rosca. 

2.5 Preparación de los Detergentes 

2.5.1 Dodecilsulfato de Sodio (SDS). 

Se disolvieron 0.4 y 1.0 g de dodecilsulfato de sodio en agua desionizada. Las 

soluciones se aforaron a 100 mi y se almacenaron a temperatura ambiente, en un frasco de 

vidrio con tapón de rosca. 

2.5.2 Sarcosyl al 0.2%. 

Se disolvieron 0.2 g de la sal de sodio N-Lauroil sarcosina (CisH^C^Na) en 100 mi de 

agua bidestilada, mediante agitación magnética. Esta solución se guardó a temperatura 

ambiente en un fiasco de vidrio con tapón de rosca. 



2.6 Preparación de las Enzimas 

2.6.1 Preparación de Mezcla Quitinasa y Tripsina. 

El contenido de un frasco con 2.5 unidades de quitinasa de Streptomyces griseus (Sigma, 

Chemical Co.) más 10 mg de tripsina, se disolvieron con 2 mi de PBS (PBS 50 mM, pH 6.0). 

De esta solución se tomaron 800 \ú y se agregaron a un tubo Eppendorf que contenia 200 

déla muestra de quistes. 

CAPITULO 3 

MÉTODOS 

3.1 Tratamiento del Material Para el Cultivo de Amibas 

3.1.1 Lavado. (López-Revilla y Rodríguez-Báez, 1981). 

El lavado del material de borosilicato para el cultivo de amibas (tubos, botellas y 

frascos) comprendió los siguientes pasos: 1) enjuague, durante por lo menos 24 h en 

hipoclorito de sodio, diluido al 1% en agua de la llave; 2) tallado con escobillón y 4 

enjuagues con agua de la llave; 3) enjuague por lo menos 24 h con ácido clorhídrico diluido 

al 1% con agua de la llave, 4) tallado con escobillón y 7 enjuagues con agua de la llave; 5) 

tres enjuagues con agua destilada y 6) secado en horno a 200 °C por 3 h con el material 

colocado boca abajo en canastillas metálicas. 

Las pipetas serológicas (Bélico Glass Inc. N J . , USA) y las pipetas Pasteur se lavaron de 

la siguiente manera: 1) remojo en Microquat al 1% en pipeteros de polipropileno (Nalgene 

Labware División, N.Y., USA) por lo menos 24 h; 2) enjuague en un sifón para lavar pipetas 

(Nalgene) por lo menos 2 h; 3) dos enjuagues por inmersión en pipeteros con agua destilada; 

4) secado en homo a 200 °C por 3 h. 

Los bulbos contaminados con material biológico y los tapones de los recipientes de 

cultivo se remojaron en cloruro de benzalconio (dermo-Qrit; DERMO, MEX) al 1% por lo 



menos 24 h y se enjuagaron 7 veces con agua de la llave y 4 veces con agua destilada, 

después se dejaron escurrir boca abajo a temperatura ambiente para secarlos. 

3.1.2 Esterilización del Material. 

En general, todo el material de vidrio para el cultivo de amibas se esterilizó en autoclave. 

Los tubos, frascos y botellas se esterilizaron con los tapones flojos, los cuales se apretaron al 

terminar el tiempo de esterilización estando aún calientes los tubos. El material asi 

esterilizado se guardó protegido del polvo a temperatura ambiente, hasta su uso. 

3.2 Cultivos Amibianos Axénicos (Said-Fernández S y cols, 1988) 

3.2.1 Curva de Crecimiento. 

Se inocularon 24 tubos de cultivo con 1 x 103 amibas/ml y se incubaron a 37 °C. Cada 24 

h se determinó la densidad celular de 3 tubos en una cámara de Neubauer. Con los datos 

obtenidos se calculó la media y el error estándar a cada intervalo de la curva de crecimiento. 

3.2.2 Mantenimiento de las Cepas de Referencia. 

Entamoeba histolytica, cepa HM-1:IMSS. Antes de cada resiembra los cultivos se 

observaron en un microscopio invertido (Biovert, Reichert, Austria) para comprobar el buen 

estado morfológico y la movilidad de las amibas. De los tubos observados se escogió el 

mejor cultivo y se colocó en agua-hielo durante 10 a 15 min al término de los cuales el 

cultivo se homogeneizó por inversión suave del tubo (15 a 20 veces) y se determinó la 

densidad celular en un hematocitómetro. 

En cada resiembra se inocularon 1 x 103 trofozoítos/ml en cada uno de 3 tubos con 11 

mi de medio PEHPS y se incubaron a 37 °C; a los 4 días, cuando las amibas se encuentran en 

el segundo tercio de su fase logarítmica de crecimiento, se realizó la siguiente resiembra. 



3 3 Enquistamiento 

33.1 Estructuras semejantes a quistes de & histolytica formadas de manera espontánea en 

Medio PEHPS (ES Q). 

Las ESQ se obtuvieron inoculando 1 x 103 trofozoitos/ml en tubos de cultivo de 16 x 

125 mm que contenían 11 mi de medio PEHPS, estos se incubaron a 37 °C durante 14 días al 

término de los cuales se cosecharon los quistes. 

3.3.2. Inducción al enquistamiento 

A los cultivos de E. histolytica en fase logarítmica de crecimiento (4 días de cultivo) 

en medio PEHPS se les cambió a ME. Esto se hizo en condiciones asépticas retirando por 

succión 9.5 partes del volumen de medio. Después se agregó el medio de enquistamiento 

recién preparado, transvasando directamente el medio de un tubo a otro. Estos cultivos se 

incubaron a 37 °C por 7 días. 

3.4 Cosecha de Quistes 

Los cultivos con quistes se enfriaron durante 10 min en agua-hielo, se centrifugaron por 

15 min a 700 x g (1500 rpm en centrífuga Sorvall con rotor de 24 cm de radio). El 

sobrenadante se eliminó por vacío y la pastilla se resuspendió en agua bidestilada o PBS. La 

suspensión se lavó 2 veces con PBS (cuando los quistes eran para ensayos de microscopía) o 

con agua desionizada (cuando estas células eran para determinar calidad global). 

3.5. Determinación del tiempo óptimo de enquistamiento 

Se inocularon 1 x 103 trofozoítos en 54 tubos de cultivo con medio PEHPS y se 

incubaron a 37°C durante 4 días hasta alcanzar la fase de crecimiento logarítmico. Luego los 

trofozoítos se inocularon en tubos conteniendo 12 mi de medio ME20 y se incubaron durante 



7 días a 37°C. Las estructuras producidas en este medio se contaron cosechando 5 tubos 

diarios y contándolos con la ayuda de un hematocitómetro. Se calculó el promedio y la 

desviación estándar diarios. Luego se determinó la resistencia de las estructuras cosechadas a 

SDS al 0.4 y 1%. Las estructuras semejantes a quistes resistentes a SDS (ESQR) se contaron 

y se calculó el promedio y desviación estándar. 

3.6 Pruebas de resistencia de quistes deE. histolytica a diferentes concentraciones de 

SDS. 

< Los quistes recién cosechados y suspendidos en 500 fil se inocularon en tubos 

Eppendorf (Sigma Chemical Co. S t Louis, Mo; USA) de l.S ml de capacidad. Luego se 

determinó su densidad celular y a cada tubo se le agregaron 500 pl de SDS al 0.4 y 1% 

respectivamente. Se incubaron a temperatura de laboratorio durante 10 min y se determinó el 

número y porcentaje de quistes resistentes a las diferentes concentraciones de SDS con 

respecto a la densidad celular inicial. Se calculó el promedio y desviación estándar de tales 

valores. 

3.7 Selección de ana cepa de E histolytica capaz de enquistarse 

Se colocaron 1 x 103 trofozoítos/ml en tubos de cultivo de 16 x 125 mm que 

contenían 11 mi de medio PEHPS de la cepa de K histolytica HM-1 IMSS. Se incubaron a 

37 °C durante 14 días. Estos tubos se centrifugaron a 700 g por 15 min. El medio de cultivo 

se aspiró enseguida por succión con la ayuda de vacío y en condiciones de esterilidad. Se 



agregaron a cada tubo 9 mi de agua bidestilada estéril y se mantuvieron en refrigeración a 

4°C por 24 h. Luego el medio hipotónico se aspiró y se agregó medio PEHPS recién 

preparado. Se incubaron de nuevo los tubos a 37°C y se observaron al microscopio invertido 

cada 24 h buscando la presencia de trofozoítos. 

3.8 Influencia del LCR y del PACSR sobre el enquistamiento 

15 tubos conteniendo medio PEHPS con trofozoítos en fase de crecimiento 

logarítmico se dividieron en tres grupos; -los trofozoítos del primer grupo se inocularon en 

medio ME 10, los del segundo grupo se inocularon en medio ME10 + LCR, y los del tercer 

grupo en ME10 sin suero, sino con el sustituto de suero PACSR. Los tubos de todos los 

grupos se incubaron durante 7 días a 37°C. Luego se cosechó y se evaluó la calidad global de 

los quistes. 

3.9 Evaluación de la calidad biológica de los quistes 

3.9.1 La calidad biológica. 

Para evaluar la calidad biológica de los quistes se consideraron 5 factores de calidad. 

A) Resistencia al sarcosyl al 0.1%. 

Los quistes recién cosechados y suspendidos en 500 jil de agua bidestilada,se 

inocularon en tubos Eppendorf (Sigma Chemical Co. S t Louis, Mo; USA) de 1.8 mi 

de capacidad. Luego se determinó su densidad celular y a cada tubo se le agregaron 

500 \ú de Sarcosyl al 0.2%. Se incubaron a temperatura de laboratorio durante 10 min 



y se determinó el porcentaje de quistes resistentes a Sarcosyl al 0.2% con respecto a 

la densidad celular inicial. Solamente a los quistes resistentes a Sarcosyl se les 

evaluaron los siguientes parámetros. 

B) Aspecto celular normal. 

Con la ayuda de un microscopio de luz (Axiophot) con técnica de campo 

claro. Se contaron 100 células de una preparación en fresco. Se calculó el porcentaje 

de células con apariencia microscópica redondeada, con citoplasma granular y con 

tamaño entre 6 y 12 jim con respecto al total de células contadas. Los resultados se 

-reportaron como porcentaje de quistes con morofolgía normal con respecto al total de 

células contadas. Se consideró como quistes con morfología normal a aquellos con 

tamaño entre 6 y 14 ¿un, con citoplasma granular y con vesículas escasas en número 

y tamaño (Said Fernández y cois 1993). 

C) Presencia de superficie celular gruesa y refringente. 

En el mismo microscopio utilizando técnicas de campo claro y contraste de 

fases. Se contaron 100 células de una preparación en fresco. Se calculó el porcentaje 

de células con superficie celular lisa y refringente con respecto al total de células 

contadas. 

D) Refringencia. 

Ahora utilizando técnica de contraste de frises. Se contaron 100 células de una 

preparación en fresco. Se calculó el porcentaje de quistes refringentes con respecto al 

total de células contadas. 

E) Núcleo 



Una alícuota de 100 ni de la suspensión de quistes se mezcló con 100 \ú de 

colorante de Hoescht Se incubó durante 10 minutos en la obscuridad a temperatura 

de laboratorio. Enseguida, utilizando microscopio Axiophot se contaron 100 quistes 

con técnica de fluorescencia, y se determinó el porcentaje de quistes con uno o más 

núcleos con respecto al total de quistes contados. 

3.9.2. La calidad global (CG). 

Se expresó-como la media geométrica de los porcentajes de quistes que cumplieron 

con los parámetros de calidad biológica mencionados . 

Lo cual es el resultado de multiplicar los porcentajes de quistes que cumplen con cada 

Donde n = 5. 

3.9.3. La calidad global relativa (CGR). 

Es el producto de dividir la calidad global de los quistes producidos en el medio en 

estudio (Cge) entre la calidad global de los quistes producidos en el medio testigo (CGt). 

CG= 5 ^ R l 
V i-i 

parámetro de calidad biológica y luego calcular la raíz "n" de ese producto. 

CGe 
CGR= r r . 



3.10.. Optimación de un Medio por el Método Simplex 

3.10.1. El método Simplex modificado para múltiples variables y múltiples respuestas. 

Es un modelo matemático que permite evaluar las interacciones de varios factores de 

manera simultánea sobre una determinada respuesta. La cual a su vez es el resultado de 

conjuntar varías respuestas en una. Con este método se optimaron los valores y 

concentraciones de 11 factores químicos y 4 factores fisicoquímicos para alcanzar la mejor 

calidad global de los quistes de E. histolytica en condiciones axénicas. Para.fines prácticos 

este análisis lo dividimos en dos fases. Durante la primera fase se optimaron las 

concentraciones de Suero bovino, glucosa, LCR, extracto de hígado y páncreas, mezcla de 

vitaminas 109 de Diamond, Mg2*, Mn2+, Co2+, Ca2+, B3* y durante la segunda fase se 

optimaron los valores de pH, osmolaridad, temperatura, potencial de óxido reducción y la 

concentración de fosfatos. 

El método Simplex Sugiere iniciar los experimentos con k+1 pruebas (donde K es el 

número de variables a estudiar). Para la fase uno de optimación se planteó la siguiente matriz 

inicial: 



Nade medio 
de enquistamiento Factores 

Suero B. LCR Glucosa Boro CaClz MgCfe MnClj C0CI2 E H P VIL 

1 baja baja baja baja alta baja baja baja baja alta 

2 baja baja baja alta baja baja alta alta alta alta 

3 baja baja alta baja baja alta baja alta alta alta 

4 baja baja alta alta alta alta alta baja baja alta 

5 baja alta baja baja baja afta alta alta baja baja 

6 baja alta baja alta alta alta baja baja alta baja 

7 baja alta alta baja alta baja alta baja afta baja 

8 baja alta alta alta baja baja baja alta baja baja 

9 alta baja baja baja baja alta alta baja alta baja 

10 alta baja baja alta alta alta baja alta baja baja 

11 alta baja alta baja alta baja alta alta baja baja 

a Ver tabla de Actores y limites de concentración 
b Baja, limite inferior de concentración de cada factor 

c Alta, límite superior de concentración de cada factor 

Los límites de concentración iniciales de los factores analizados durante esta primera 

fase fueron los mostrados en la tabla 2. 

Tabla 2. Limites iniciales de concentraciones de factores durante la fase 1 de optimación. 

Para la segunda fase de optimación se decidió utilizar la matriz inicial como la 

sugiere el método Simplex la cual es la siguiente: 



pH Temperatura Potencial á Osmolaridad Fosfatos • 

A baja baja baja baja alta 

B baja baja alta alta alta 

C baja alta baja alta baja 

D baja alta alta baja baja 
E alta baja baja alta baja 

F alta baja alta baja baja 

a Ver tabla de factores y límites de concentración 

b Baja, limite inferior de concentración de cada factor 

c Alta, limite superior de concentración de cada factor 

d Potencial de óxido reducción 

e Concentración mM de fosfato de potasio monobásico y fosfato de sodio dibáñco 

Las concentraciones y valores iniciales superior e inferior para cada factor en esta 

segunda fase de optimación del medio se muestran en la tabla 3. 

Tabla 3. Concentraciones y valores Iniciales de cada factor analizado durants la fase 2 de 
optimación 

1.- pH 5.3 6.55 
2.- Temperatura 25°C 40°C 
3.- Potencial de óxido reducción +80 +185 
4.- Osmolaridad 200 mOsm/Kg 330 mOsm/Kg 
5.- Concentración mM de fosfatos * 0 mM 66 mM 

a Fosfato de sodio dibàsico y fosfato de potasio monobásico. 

Los medios diseñados con la ayuda de la matriz inicial, se utilizaron para inducir el 

enquistamiento de trofozoítos en fase de crecimiento logarítmico contenidos en tubos de 

boro silicato con medio PEHPS. Estos tubos se incubaron durante 7 días a 37*C. Los quistes 

se cosecharon y se les evaluó la calidad global relativa como ya se mencionó. Posteriormente 



los medios se ordenaron del mejor al peor de acuerdo a la calidad global relativa de los 

quistes producidos en ellos. 

Para determinar cuántos de los medios se eliminarían, primero los medios se 

agruparon de la siguiente manera: en el primer grupo se separó solo el medio con el mejor 

resultado que se consideró como "el mejor" y el resto de los medios como "los peores", en el 

segundo grupo los dos medios con mejores resultados se consideran como "los mejores" y el 

resto de los medios como "los peores" y así sucesivamente hasta separar los mejores medios 

y solo dejar "el peor". Se calculó la diferencia del resultado de "el mejor medio" con el 

promedio de "los peores medios". Luego se calculó la diferencia del promedio de los 

resultados de los 2 mejores medios con el promedio de los restantes y así sucesivamente 

hasta calcular la diferencia existente entre el promedio de los resultados de "los mejores 

medios" con el resultado de "el peor medio". Una vez calculadas las diferencias ente los 

resultados de "los peores" y "mejores" medios, se escogió el grupo con la mayor diferencia. 

Del grupo seleccionado se conservaron "los mejores" o "el mejor" medio y se eliminaron 

"los peores" o "el peor" medio. Enseguida se diseñó una nueva matriz,, donde los nuevos 

medios sustituyeron a los peores recién eliminados. 

La forma en que se diseñaron nuevos medios en esta etapa, fue sustituyendo los valores y 

concentraciones de cada factor en el medio eliminado con la ayuda de una fórmula 

matemática simple: 

Nueva concentración de factor a probar8 2C mejores - peor. 

Donde 2C mejores = dos veces la media de la concentración o valor del factor en los mejores 

medios evaluados en la etapa previa y peor = es la concentración o valor del factor en el 



medio eliminado. Esto se repite para cada factor en cada medio eliminado basta sustituirlos a 

todos. 

Los nuevos medios se probaron buscando mejorar la calidad global de los quistes. 

Después de cosechar y evaluar la calidad. Los resultados se ordenaron de nuevo del mejor al 

peor. Se eliminaron los peores medios del mismo modo como se había realizado en la etapa 

previa. 

Para el diseño de nuevos medios durante esta etapa se utilizaron diferentes fórmulas 

de acuerdo a los resultados de los medios eliminados. Si el resultado del medio eliminado 

fue menor que el peor resultado previo se realiza una^expansión: 

Nueva concentración de factor a probar8 C+0.5 (C+P) 

donde C= meior + intermedio. 

2 

P = el resultado del medio eliminado 

Si los resultados de los medios a eliminar fueron menores a los del medio con 

resultado intermedio pero mayor que los del peor medio previo, entonces se realizó una 

contracción R: 

Nueva concentración de factor a probar= C+0.5(C-P) 

Si los resultados del medio a eliminar son superiores al del grupo intermedio,pero 

menores que el mejor, se realizó una contracción: 

Nueva concentración de factor a probar= C-0.5(C-P). 



Finalmente si el medio a eliminar íue superior al mejor medio previo se utiliza una 

reflexión simple 2C-P. Estas mismas fórmulas se aplicaron para las etapas posteriores de 

optimación por el método Simplex. 

La optimación se dió por terminada cuando no se logró mejorar más la calidad global 

y las concentraciones y valores de los factores se circunscribieron a un área determinada. 

Todos estos pasos se siguieron durante las 2 fases de la optimación por el método 

Simplex. 

3.10.2 Preparación-de los medios de enquistamiento durante la optimación. 

Para la preparación de los medios durante la fase 1 se agregaron 6 mi de solución 

basal o medio basal en tubos de borosiücato con tapón de rosca. Se esterilizó en autoclave 

con los tapones flojos durante 15 min a 121°C. Inmediatamente después de esterilizar se 

apretaron los tapones. Luego bajo condiciones de esterilidad, se agregaron de 0 a 1 mi de 

suero, 0.5 mi de SSE 24x y de 0 a 1 mi de concentraciones variables de CaCh, Glucosa, 

Tetraborato de Sodio, MgCfc, MnCfe y C0CI2, concentrados siempre 12x para alcanzar la 

concentración deseada en el medio. El volumen de LCR varió entre 0 y 0.1 mi La mezcla de 

vitaminas # 109 de Diamond varió entre 0 y 30 pl. Las diferentes concentraciones de EHP 

variaron desde 0 en la solución basal de enquistamiento al 25% en el medio basal. Cuando 

cualquier otro factor requería de una concentración cero, su volumen se sustituía con agua 

bidestilada. La osmolaridad final se ajustó con volúmenes variables de cloruro de sodio 2.16 

M. El volumen final del medio de enquistamiento en los tubos de cultivo se aforó a 12.5 mi 

con agua bidestilada. 



Para la preparación de los medios durante la fase 2 se agregaron 6 mi de solución 

basai en tubos de borosilicato con tapón de rosca. Se esterilizó en autoclave con los tapones 

flojos durante 15 min a 121°C. Inmediatamente después de esterilizar se apretaron los 

tapones. Luego bajo condiciones de esterilidad, se agregaron 1 mi de suero, 0.5 mi de SSE 

24x y de 0.5 mi de CaCl2, Glucosa, Tetraborato de Sodio, MgCl2, MnCl2 y CoCl2, 

concentrados siempre 24x para alcanzar la concentración deseada en el medio. Los diferentes 

valores de pH se alcanzaron modificando las proporciones del fosfato dibàsico de sodio y 

fosfato monobásico de potasio incluidos en el medio de acuerdo a lo recomendado por las 

tablas científicas buffer de fosfatos de Sorensen. Para modular el valor de. la temperatura de 

incubación se utilizaron diferentes incubadoras simultáneamente con diferentes temperaturas 

de incubación, pero nunca más de tres. Para modificar el potencial de oxido reducción se 

utilizó Manitol 5 mM . Para modificar la osmolaridad se utilizó NaCl 2.16 M en diferentes 

volúmenes y finalmente la concentración de fosfatos se modificó solo en la preparación de la 

solución madre la cual siempre se concentró 24x y se agregaron 0.5 mi para alcanzar la 

concentración final adecuada en el medio. 

3.11 Método para evaluar la influencia del H2O2 sobre el enquistamiento 

3.11.1. Preparación de medios con H2O2 : 

A 18 tubos de cultivo conteniendo 6 mi de solución de Peptona se les agregaron las 

mismas concentraciones de factores que en los mejores medios diseñados utilizando el 

método Simplex. A estos tubos se les agregaron 0.5 mi de H2O2 0, 0.27, 0.54, 0.81, 1.08y 

1.35 mM concentrados 24x. Se probó su capacidad para inducir el enquistamiento, 

inoculando en ellos trofozoítos en fase de crecimiento logarítmico. Se incubaron durante 7 



días a 37°C. Los quistes producidos en estos medios se cosecharon y se les evaluó la calidad 

global con respecto al testigo y con respecto a los medios diseñados previamente. 

3.12 Método para determinar la influencia del sedimento sobre el enquistamiento 

3.12.1. Preparación de los medios de enquistamiento con y sin sedimento. 

Algunos de los medios de cultivo desarrollados para inducir el enquistamiento son 

bifásicos, a estos medios se les aspiró el sobrenadante y se probó la capacidad de el 

sobrenadante de inducir el enquistamiento del mismo modo como se realizó con los medios 

bifásicos. Los ensayos se realizaron por triplicado y se calculó el promedio y desviación 

estándar de la calidad global. La calidad global de los quistes producidos en los 

sobrenadantes se comparó con la producida en los medios bifásicos. 

3.13. Preparación de los quistes para microscopía electrónica 

Se realizó un ensayo con 25 tubos de cultivo separados en grupos de cinco tubos. 

Todos los grupos se inocularon con 1000 trofozoítos por mi y se incubaron a 37°C en medio 

PEHPS. El primer grupo se cosechó a los 4 días enfilando los tubos en agua hielo durante 15 

min y centrifugando 700 g por 15 min, aspirando el medio y enjuagando en dos ocasiones 

con PBS. El segundo grupo se cosechó a los 14 días de incubación. Estos tubos se 

centrifugaron a 700 g por 15 min. Se aspiró el medio y se enjuagó en dos ocasiones con 

PBS. En el resto de los grupos se indujo el enquistamiento con los medios diseñados donde 

se produjo la mejor calidad global. Estos tubos se centrifugaron a 700 g por 15 min. Se 

aspiró el medio y se enjuagó en dos ocasiones con PBS. 

Una vez obtenidas las muestras, se centrifugaron de nuevo y se retiró el sobrenadante, 

el sedimento se recogió con una pipeta Pasteur y se vació en tubos Eppendorf (Sigma 



Chemical Co. S t Louis, Mo; USA) de 1.8 mi de capacidad resuspendiéndose en 

glutaraldheído al 2.5%. Se incubó una hora a 37°C y luego se centrifugó a 700 g y se enjuagó 

en dos ocasiones con buffer de Cacodilatos pH 7.4. Las muestras procesadas se guardaron en 

refrigeración hasta su envío al laboratorio de microscopía electrónica. 

3.14. Método para determinar la capacidad de desenquistarse in vitro de los quistes 

formados en medio de enquistamiento 

Se realizó un ensayo en 90 tubos de cultivo con medio PEHPS los tubos se 

inocularon con 1000 trofozoítos por mi y se_incubaron a 37°C durante 4 días. Luego los 

trofozoítos se inocularon en el medio de enquistamiento donde se produjeron los quistes con 

mejor calidad global (21pl0). Los tubos se dividieron en tres grupos. A los tubos del primer 

grupo se les aspiró el medio de cultivo y se cambió por agua bidestilada. Al segundo grupo 

se aspiró el medio y se le cambió por 2 mi de ácido clorhídrico pH 2 y se incubó durante 15 

minutos. Luego se centrifugó a 700 g por 15 min, se aspiró el ácido y se cambió por agua 

bidestilada. Al tercer grupo se le aspiró el medio y se agregaron 2.5 unidades de quitinasa y 

10 mg de tripsina disueltos en 2ml de PBS pH 6. Se incubó a temperatura de laboratorio 

durante 30 min. Luego se centrifugó a 700 g por 15 min, se aspiró y se cambió por agua 

bidestilada. 

Los quistes de todos los grupos suspendidos en agua bidestilada se incubaron durante 

24 horas a 4°C. Luego se centrifugaron y se cambió el agua por medio PEHPS fresco e 

incubándose a 37°C. Los tubos de cultivo se observaron al microscopio invertido cada 24 

horas buscando la presencia de trofozoítos. 



CAPITULO 4 

RESULTADOS 

4.1 Estandarización de los medios de cultivo 

4.1,1 Curva de crecimiento de trofozoítos de E. histolytica. 

Los cultivos con trofozoítos inoculados en medio PEHPS e incubados a 37°C 

mostraron una curva de crecimiento donde no se observó fase lag, la fase de crecimiento 

logarítmico se observó de las 48 a las % h y una fase estacionaría después de las 96 h (Fig. 

1). 

Trofozoítos/ml (x103) 

HORAS DE INCUBACION A 37°C 

Figura 1.- Curva de crecimiento de trofozoítos de Entamoeba histolytica. Se inocularon 1000 
trofozoftos/ml en tubos de borosilicato con tapón de rosca conteniendo medio PEHPS y se determinó 
la densidad celular, cada 24 h, con hematocitómetro. Promedio de tres ensayos + error estándar. 



4.1.2. Determinación del tiempo óptimo de producción de ESQR resistentes al efecto de SDS 

al 0.4 y 1%. 

La producción de ESQR resistentes al efecto de detergentes se inició al cuarto día y 

alcanzó el mejor rendimiento al octavo después de haberse inducido el enquistamiento. Las 

ESQR producidas fueron más resistentes al efecto de SDS al 0.4 que al 1%. La proporción de 

ESQR resistentes al efecto de SDS al 0.4% fue 3 veces superior al de las ESQR que 

resistieron el efecto del SDS al 1% (Fig. 2). 

Número d» quistes resistentes a ( x I O * ) 

80 

4 5 6 7 6 
DÍAS DE INCUBACIÓN A 37*C 

Figura 2.- Relación temporal de formación de ESQR resistentes a SDS. Se inocularon 2.27 x 10* 
trofozoítos en fase de crecimiento logarítmico en 12 mi de ME 20 (PEHPS + MgCfe 1.22 mM, MnCfe 
14.44 mM, CoCb 19.44 mM ). El rendimiento total de amibas (trofozoítos, quistes, pre-quistes) al 
octavo día fue de 32% en relación al inóculo (0.71 x 10®). Después de cosechar, contar las amibas y 
someterlas dos veces a choque hiposmótico con agua bidestilada durante 10 min, estas se 
incubaron por 5 min en SDS al 0.4% 61% inmediatamente después se contaron las ESQR intactas. 
Promedios de tres ensayos + error estándar. 

4.2. Selección de una cepa de £ histofytica capaz de enquistarse 

Se observó la presencia de trofozoítos en los tubos de cultivo después de 72 horas de 

incubados de nuevo a 37°C en medio PEHPS recién preparado. En cinco de los tubos, los 



trofozoítos crecieron hasta alcanzar a llenar los tubos de cultivo. De estos tubos se seleccionó 

el que contema los trofozoítos con la mejor apariencia. A partir de este tubo se continuó 

resembrando cada 96 h para utilizar esta sub-cepa durante el resto del desarrollo de este 

trabajo. 

43 . Determinación de la influencia del LCR y el PACSR sobre el enquistamiento 

Los quistes producidos en el medio de enquistamiento testigo conteniendo únicamente 

suero bovino fueron los de mejor calidad global. El enquistamiento ocurrió en presencia de 

LCR. formándose quistes con calidad global 1.26 veces superior a los producidos en medio 

de enquistamiento conteniendo el sustituto de suero para el cultivo axénico de protozoarios 

(PACSR) (Tabla 4). 

Tabla 4.- Influencia del LCR y PACSR sobre la calidad global de los quistes de E. histotytícs 
formados en medio 10 " en condiciones axénicas. 

PORC ESTAJE DE QUISTES b 

Sueroc Suero + LCRJ PACSR* 
95.5% 92% 100% 
52% 30% 69% 
26% 23% !6% 

PORC ESTAJE DE QUISTES b 

Sueroc Suero + LCRJ PACSR* 
95.5% 92% 100% 
52% 30% 69% 
26% 23% !6% 

FACTOR DE CALIDAD 
Resistencia a Sarcosyl 0.1% 

Birrcfriiigcncia 
Pared v citoplasma normal 

PORC ESTAJE DE QUISTES b 

Sueroc Suero + LCRJ PACSR* 
95.5% 92% 100% 
52% 30% 69% 
26% 23% !6% 

Núcleos íntegros 
Morfología normal 

CALIDAD GLOBAL1 

p i t e : 34% 28% 7% 
32% 26% 19% 

42.5% 34% 27.1% 
a Medio PEHPS adicionado con MgCh4 mM, MnCI210 mM y C0CI2IO mM 
b Quistes que reunieron los criterios de cada factor de calidad con respecto al total de 

quistes formados (2.55 x 10$ promedio). 
c 8% de suero bovino. 
d 8% de suero bovino más 0.8% de un preparado comercial rico en K pidos y coleste roí. 
* 8% del sustituto de suero para el cultivo axénico de protozoarios. 
1 Media geométrica de los porcentajes de los S factores de calidad mencionados. 

4.4. Incremento de la calidad biológica de los quistes 

4,4.1. Incremento de la calidad global relativa durante la fose 1 de optimación. 

Durante la primera fase de optimación de la calidad global relativa de los quistes 

producidos en un medio de enquistamiento utilizando el método Simplex, se diseñaron y 

probaron 25 medios de enquistamiento. El medio utilizado como testigo fue el medio 11. Con 



calidad global de 0.5474 y calidad global relativa 1.0. La peor calidad global relativa se 

observó en los quistes formados en el medio 5 con un valor de 0.3158. Mientras la mejor 

calidad global relativa se encontró en el medio 21 con un valor de 1.11. La calidad global 

relativa de los quistes se incrementó 3.51 veces durante esta fase cuando se comparó la 

calidad de los quistes formados en el mejor medio de enquistamiento con respecto a la calidad 

de los quistes en el peor medio. En la Fig.3 se observa como en las primeras 2 etapas la 

calidad global relativa se incrementó con respecto al medio que produjo los peores resultados. 

Mientras en las etapas finales no hubo incremento en la calidad global relativa, los factores en 

estudio durante esta fase modificaron sus concentraciones en un rango cada vez más reducido 

(Fig.5). Por estos motivos se dió por concluida esta fase de optimación. 

Figura 3.- Incremento de la calidad global relativa de los quistes de E. hfstotytíca por efecto 
de diez factores químicos (fase I). Con ayuda del método Simplex, modificado para múltiples 
variables y múltiples respuestas se diseñaron y probaron 25 medios de enquistamiento. Se analizó 
el efecto de concentraciones variables de los siguientes factores: Suero bovino , glucosa , LCR , 
extracto de hígado y páncreas, mezcla de vitaminas 109 de Diamond, Mg2*, Mn*\ Co2*, Ca2*, &**. 
Se inocularon tres tubos con 1.7 x 105trofozoítos/ml en fase de crecimiento logarítmico en el medio 
de enquistamiento y se incubaron durante 7 días a 37°C. A los quistes así producidos se les evalúo 
la calidad global relativa, la cual se expresó como la media geométrica de ios porcentajes de 
quistes con los siguientes indicadores de calidad: pared bien definida y citoplasma normal, 
resistencia a Sarcosyi al 0.1%, bkrefmgencia, núcleos y morfología normal, entre la calidad global 
del metió testigo (11). Los resultados se presentan ordenados por etapas y del peor al mejor medio 
diseñado dentro de dada etapa. 



4.4.2. Determinación de factores no esenciales para el enquistamiento de K histolytica 

£1 método Simplex permitió eliminar factores que no influyen sobre el resultado 

esperado. Para esta primera fase de optimación fue posible eliminar las vitaminas, el extracto 

de hígado y páncreas y LCR. En la Fig.4 se observa que las concentraciones de los factores 

mencionados oscilaron entre la máxima concentración diseñada y cero, con tendencia 

siempre a disminuir y finalmente estos factores no se requirieron en el medio donde se 

formaron los quistes de mejor calidad global. 

Figura 4.- Identificación de factores no esenciales para el enquistamiento de E hlstotytíc*. Se 
analizó el efecto de concentraciones variables de: Suero bovino, glucosa, preparado comercial rioo 
en lípidos y cotesterol (LCR), extracto de hígado y páncreas (EHP), mezcla de vitaminas 107 de 
Diamond, Mg2*, Mn2*, Co2\ Ca2*, B3*. Obsérvese en la Fig.3 que ia mejor calidad de los quistes se 
obtuvo en ei medio 21 (La flecha índica ia concentración que tenía el factor analizado en el medio 
21). Nótese que en este medio no se incluyeron vitaminas, EHP ni LCR. Las concentraciones de los 
factores mencionados en esta figura oscilaron entre el máximo valor permitido y cero. Pero la mejor 
calidad de los quistes se observó en ei medio en donde no se incluyeron los factores mencionados. 



4.4.3. Optimación de las concentraciones de los factores que influyen en el enquistamiento 

de E. histolytica. 

Las concentraciones de varios factores como Suero bovino, glucosa, Mg2*» Mn2+, 

« i A , < j , 

Co , Ca y B se pudieron optimar después de las 4 etapas mencionadas en la Fig. 3. Se 

puede observar en la Fig. 5 que las concentraciones de los factores oscilaron en un amplio 

intervalo desde la mínima hasta la maxima concentración iniciabnente diseñadas y conforme 

avanzaron las etapas propuestas por el método Simplex, las concentraciones de los factores 

en estudio se limitaron a un intervalo cada vez menor, algunos con tendencia a disminuir y 

otros con tendencia a aumentar, hasta encontrar la concentración óptima de cada factor 

donde se produjeron los mejores resultados, coincidiendo con la incapacidad de los nuevos 

medios diseñados de producir quistes con calidad global superior a la de los quistes 

formados en el medio con la mejor combinación de factores desarrollado hasta ese momento. 

Por estos motivos se decidió dar por concluida esta fase de optimación. En esta misma figura 

pudimos observar la concentración de los factores en el medio donde se formaron los quistes 

con mejor calidad global. Estas concentraciones fueron: suero bovino 8 % , glucosa 16.6 mM 

, Mg2+1.5 mM, Mn2+ 5.5 mM, Co* 10 mM, Ca2+ 4 mM, B * 2 mM. 



Figura 5.- Identificación de los factores esenciales para el enquistamiento y determinación de 
la concentración en la que se producen loe quistes de mejor calidad global (medio 21). 
Obsérvese que las concentraciones de los fiadores mencionados en esta figura oscilaron 
inicialmente entre el máximo valor y el menor, luego las variaciones en concentración disminuyeron 
y finalmente se encontró la concentración donde se alcanzó la mejor calidad global relativa (medio 
21) (La flecha indica la concentración que tenía el tactor analizado en el medio 21). Suero bovino 8% 
, glucosa 16.6 mM , Mg2* 1.5 mM, Mn2* 5.5 mM, Co2* 10 mM, Ca2+ 4 m M , B í t 2 mM. Variaciones 
posteriores en la concentración de estos factores no resultaron en un incremento en la calidad global 
de los quistes producidos. 



4.4.4. Comparación de la calidad global de los quistes producidos en la fase 1 de optimación 

contra la calidad global de las ESQ formadas en medio PEHPS 

Cuando se comparó la calidad global de los quistes formados en el peor, intermedio y 

mejor de los medios desarrollados durante esta fase, se observó que los quistes formados en 

el mejor medio (21) alcanzaron una calidad global de 1.8 veces mayor en proporción a la 

calidad global de las ESQ formadas de manera espontánea en medio PEHPS. Mientras la 

calidad de los quistes formados en el peor medio (5) solo alcanzó un valor de 0.53 veces con 

respecto a la calidad global de estos mismos quistes (Tabla 5). 

TabU 5.- Fase 1. Incrementa en calidad global de los quistes formados-en diferentes 
medios. 

PEHPS 0,3206 1 
5 0,1723 0,5373 
11 0,5474 1,7071 
21 0,5776 1.8012 

* Medía geométrica de los porcentajes de quistes con los siguientes indicadores de calidad: 
pared bien definida y citoplasma normal, resistencia a Sarcosyl al 0.1%, birrefringencta, 
núcleos y morfología normal. 

b Calidad global de los quistes formados en un medio entre la calidad global de las ESQ formadas 
en PEHPS. 

4.4.5. Comparación de las diferentes concentraciones de los factores en los medios donde se 

formaron los quistes con mejor, intermedia y peor calidad global de los quistes. 

Las principales diferencias en las concentraciones de los 10 factores analizados en 

esta fase fueron: En el peor medio sólo se incluyen Mg2*, Mn2+, Co2+ y LCR. En el medio 

donde se produjeron los quistes con calidad intermedia se incluyeron además suero bovino, 

glucosa y Ca2+ y se eliminó el LCR. Finalmente en el mejor medio se delimitaron las 

concentraciones óptimas de los factores que influyeron positivamente sobre el 



enquistamiento. Las concentraciones de los factores fueron: suero bovino 8%, glucosa 16,6 

mM , Mg2+ 1.5 mM, Mn2* 5.5 mM, Co2* 10 mM, Ca2* 4 mM, B^ 2 mM. Sin vitaminas, 

extracto de hígado y páncreas ni LCR (Tabla 6). 

Tabla 6.- Fase 1. Composición de los medios de enquistamiento con peor, intermedia y mejor 
calidad global. 

Concentraciones 
Medio 

Concentraciones 5 a 11* 21c 

Suero Bovino 0% 8% 8% 
Glucosa 0 mM 33 mM 16.6 mM 
B 3 + 0 mM 0 mM 2 mM 
Ca2+ 0 mM 4 mM 4 mM 
Mg2+ 4 mM 1 mM 1.5 mM 
Mn2+ 10 mM 10 mM 5.5 mM 
Co2+ 10 mM 10 mM 10 mM 
E Hp(d) 0% 0% 0% 

Mezcla de Vitaminas 109 0% 0% 0% 
LCR (e ) 1% 0% 0% 

* Medio en que se produjeron tos quistes de peor calidad. 
"Medio en que se produjeron quistes de calidad intermedia. 
c Medio en que se produjeron los quistes de mejor calidad. 
" Extracto de hígado y páncreas. 
0 Preparado comercial rico en ¡(pidos y cotesterof. 

4.4.6. Optimación de la calidad global de los quistes de E. histolytica durante la fase 2. 

Para esta segunda fase se diseñaron y probaron 15 medios de enquistamiento donde 

se analizó el efecto de diferentes valores de temperatura, pH, osmolaridad, potencial de 

óxido-reducción y concentraciones variables de fosfatos. El medio utilizado como testigo fue 

el medio 21. Con un valor de calidad global de 0.5869 y calidad global relativa de 1.0. La 

peor calidad global relativa se observó en los quistes formados en el medio 21-A y fue de 

0.0674. Mientras la mejor calidad global relativa se encontró en el medio 21-C con un valor 

de 1.20. La calidad global relativa de los quistes se incrementó 12 veces más durante esta 

fase. Se observó que durante la primera etapa se alcanzó la mejor calidad global relativa en 

el medio 21-C. Mientras en las etapas finales no hubo incremento (Fig.6). 



Figura 6 - Incremento de la calidad global relativa de loe quiste» de £ histofytíca por efecto de 
cuatro factores fisicoquímicos y un factor químico. Para la fase II del presente estudio y con te 
ayuda del método Simpíex, se diseñaron y probaron 15 medios de enquístamiento. Se analizó el 
efecto de condiciones variables de los siguientes factores: temperatura, pH, osmolaridad, potencial 
de óxido-reducción y concentraciónes variables de fosfatos. Para realizar los análisis se siguió el 
mismo procedimiento que en la Fig.3 pero en esta fase del estudio se utilizó el medio 21 como 
testigo. Obsérvese que la mejor calidad global relativa de los quistes formados se obtuvo con el 
medio 21-C. Los resultados se presentan ordenados por etapas y del peor medio diseñado al mejor 
dentro de cada etapa. 

4.4.7 Determinación de los valores y concentraciones óptimos de los factores durante la fase 

Las concentraciones de fosfatos y los valores de temperatura, pH, osmolaridad, 

potencial de óxido-reducción se pudieron optímar después de las 4 etapas mencionadas en la 

Fig. 6. Se observa en la Fig. 7 que las concentraciones y valores iniciales de los factores 

durante la segunda fase de optimación oscilaron en un amplio intervalo y luego se limitaron 

a un intervalo cada vez menor y similar a los valores observados en el medio donde se 

produjeron los quistes con calidad global 1.2 veces superior al testigo. La calidad global no 

se incrementa en las fases finales. Motivo por el cual se decidió dar por finalizada esta fase 

de optimación. En la Fig. 1 también podemos observar que la concentración de fosfatos y los 

valores del resto de los factores en el medio donde se formaron los quistes con mejor calidad 

global. Estas concentraciones y valores fueron los siguientes: fosfatos 33 mM, pH 5.3, 



temperatura 40°C, osmolandad 365 mosm/kg y potencial de óxido reducción +130mv. 

Además de los factores ya mencionados para el medio 21 los cuales no variaron (suero 

bovino 8%, glucosa 16.6 mM, Mg2* 1.5 mM, Mn2+ 5.5 mM, Co2* 10 mM, Ca2* 4 mM, B3* 

2 mM). Cabe mencionar que el mejor medio fue un medio bifásico. Es decir con sedimento. 

Figura 7.- Identificación y determinación de los valoree y concentraciones óptimas de los 
factores de la fase H. En ta Fig.6 se muestra que en ei medio 21-C se produjeron los quistes con 
mejor calidad global. Obsérvese que las fluctuaciones en los valores de pH, osmoiarielad, 
temperatura, potencial redox y las concentraciones de fosfatos en los medios de enquistamiento se 
limitaron en un érea cercana a los valores donde se alcanzó la mejor calidad global (medio 21-C ) 
(La flecha indica la concentración que tenfa el factor analizado en el medio 21-C). Los valores de ios 
factores fisicoquímicos observados en ese medio fueron pH 5.3, temperatura 40*C, potencial redox 
+130mv, osmolaridad 365 mosm/kg, y la concentración de fosfatos 33 mM. 



4.5 Influencia del H2O2 sobre el enquistamiento. 

4.5.1 Determinación de la influencia de diferentes concentraciones molares de H2O2 sobre el 

potencial de oxido reducción de los mejores medios de enquistamiento diseñados. 

Los mejores medios diseñados durante la fase 1 (medio 21) y la fase 2 (medio 21-C) 

mostraron un potencial de oxido reducción de +110mv + 10 y +156.7mv + 7.6 

respectivamente. En la Tabla 7 puede observarse como se incrementó el potencial do óxido 

reducción en función directa de la concentración de H2O2 en el medio de enquistamiento. 

Cuando se agregaron 0.5 mi de una solución de H2O2 1.35 mM el potencial de óxido 

reducción del medio de cultivo fue de +210.7mv + 5.1en el medio 21 y +365mv +13.2 en el 

medio 21-C. 

Tabla 7.- Valores de potencial de óxido-reducción en medios con diferentes concentraciones 
de H2O2 

0 
027 
0.54 
0.81 
1.08 
1.35 

+110 + 10 
+125,7 + 5.1 
+145,7 + 8.1 
+168,0 + 8 

+194,3 + 4.5 
+210,7 + 5.1 

+156,7+7.6 
+226,7 + 5.8 
+253,7 + 7.8 
+371,7+16.1 
+362,3 + 13.7 
+365,0 +13.2 

4.5.2 Determinación de la influencia de el potencial de óxido-reducción del medio de 

enquistamiento sobre la calidad global de los quistes. 



La mejor calidad global de los quistes se produjo en los medios 21 con 0.54 y 1.35 

mM de H2O2 correspondientes a +145,7 + 8.1mv y +210,7 + 5.1mv. También el medio 21-C 

con 0.81 mM de H2O2 y potencial de óxido-reducción de +371,7 + ló.lmv (Fig.8). Este 

último medio también es un medio bifásico. La calidad global de los quistes alcanzada con 

estos tres medios fue de 0.681 + 0.042 para el medio con +145,7mv de 0.684 + 0.042 para el 

medio con +210,7 mv y 0.648 + 0.06 para el medio con +371,7mv. 

Coraenbactóri de perándocte hkfrógBno(rrty 

Figura 8.- Influencia de diferentes concentraciones de H202 en los medios 21 y 21-C. Los 
mejores medios disertados con et método Simplex (21 y 21-C) se adicionaron con diferentes 
concentraciones de peróxido y se prepararon en medio basai sin agentes reductores (ácido 
ascòrbico y L- cisteína). Los trofozoítos en fase de crecimiento logarítmico se incubaron en estos 
medios a 40°C por 7 días. A los quistes así producidos se les evaluó la calidad global, como se 
describe en la Fig.3. La mejor calidad global de los quistes se produjo en los medios 21 con 0.54 y 
1.35 mM de H202 correspondientes a +145,7 + 8.1mv y +210,7 + 5.1mv. También el medio 21-C con 
0.81 mM de t ^ y potencial de óxido-reducción de +371,7 +16.1 mv 



4.5.3. Comparación de la calidad global de los medios con H2Q2 contra el testigo. 

El medio 21 con 0.54 mM de H2O2 con potencial de óxido-reducción de +145,7 ± 

S.lmv (21p4) y el medio 21 con 1.35 mM de H2O2 con potencial de óxido-reducción de 

+210,7 + 5.1mv. (21pl0), mostraron un incremento estadísticamente significativo (p < 0.05) 

en la calidad global con respecto al testigo y con un medio de apariencia translúcida y 

monofásico. Mientras el medio 21-C no incrementó su calidad global al agregar H2O2 0.81 

mM con potencial de óxido-reducción de +371,7 ± ló.lmv (21-Cp6). Además aunque el 

testigo tenía una calidad similar a la del medio 21 con cualquiera de las concentraciones de 

H2O2. El medio 21-C con y sin H2O2 fueron medios bifásicos en los que el sedimento impide 

separar de manera adecuada los quistes producidos. El medio (21pl0) con potencial de 

óxido-reducción de +210,7 + 5.1mv fue el mejor medio para inducir el enquistamiento de E. 

histolyíica en condiciones axénicas. 

4.6 Influencia del sedimento sobre el enquistamiento. 

4.6.1. Comparación de la calidad global de los medios con sedimento y sin sedimento. 

Los medios con sedimento produjeron por lo general los quistes con mejor calidad 

global que los medios sin sedimento, aunque las diferencias no son significativas al 

comparar ambos grupos. En la Tabla 8 es posible observar como en el medio 21 con 

diferentes concentraciones de peróxido el cual es un medio translúcido con escaso sedimento 

los cambios en calidad global fueron mínimos al separar el sedimento Mientras en el medio 



21-C la calidad global cae un 25% al aspirar y probar la capacidad del sobrenadante de 

mejorar la calidad global en ausencia de sedimento. 

Tabla 8.- Influencia del sedimento sobre la Calidad global en loa medio» con peróxido 

a De los quistes formados en los medios. 
b Medio bifásico con sedimento. 
c Medio aspirado sin sedimento. 
d Medio 21 + 0.54 mM de HaO* 
* Medio 21-C • 0.81 mM de H2C>2. 
' Medio 21 +1.35 mM de HA-

4.7 Comparación de la calidad global de los quistes formados en los medios 

desarrollados en este trabajo 

4.7./.Calidad global de los quistes formados en los medios desarrollados. 

Como se observa en la Tabla 9 la calidad global se incrementó 2.18 veces en el mejor 

medio (21pl0) con una diferencia estadísticamente muy significativa (p < 0.001)con respecto 

a la calidad global de las ESQ que se forman de manera espontánea en medio PEHPS. 

Tabla 9.- Calidad global de los quistes formados en los medios desarrollados en este trabajo. 

PEHPS 
21 

21-C 
21pl0* 

0.3237 + 0.017 
0.5869 ±0.004 
0.7013 + 0.021 
0.7002 + 0.028 

0.0005c 

0.00001c 

0.000076 

* Promedio de tres ensayos + error estándar. 
b Para una prueba t de student de una cola con respecto al testigo. 
c p < 0.05 diferencias estadísticamente significativas. 
* Medio 21 con 1.35 mM de H ^ . 



4.8 Rendimiento de los medios de enquisUmiento desarrollados en este trabajo 

4.8.1 Determinación del porcentaje de formación de quistes en los medios diseñados. 

Los porcentajes de formación de quistes variaron desde 0.54 + 0.055 en el medio 

21p4 hasta 0.61 + 0.036 en el medio 21. Sin embargo los rendimientos de todos los medios 

no mostraron diferencias significativas cuando se compararon con el resto de los medios 

(Tabla 10). 

Tabla 10.- Porcentaje de formación de quistes en medios diseñados 

21 
21-C 

21p4 * 
21pl0-* 
21-Cpó 

0.61 + 0.036 
0.57 + 0.072 * 
0.54 +0.055 
0.58 ± 0.038 b 

0.57 + 0.035 k 

Concentración 0.54,135 y 0.81 mM de H2O2. respectivamente. 
" Promedios de tres ensayos + error estándar. 
b Los valores de p para los promedios de los rendimientos de estos medios no mostraron diferencias 

significativas en una prueba t de student de 2 colas p = o > 0.05. 

4.9 Concentraciones y valores de los medios en que se forman quistes con mejor calidad 

global 

4.9.1 Concentraciones de factores en los mejores medios de enquistamiento diseñados. 

Como se observa en la Tabla 11 las concentraciones de suero bovino, glucosa, Mg2, 

Mn2+, Co2+, Ca2+, B3* establecidos durante la primera fase de optimación no se modificaron. 

Además nótese como se eliminaron del medio de enquistamiento los factores reductores 

(ácido ascòrbico y L- cisterna) y los fosfatos. Asi el mejor medio contiene las mismas 

concentraciones de factores que el medio 21 más H2O2.1*35 mM pero sin agentes reductores. 



Tabla 11.- Composición de los medios en que se forman los quistes con mejor calidad global 

Suero bovino % 
Glucosa' 
Boro' 
Calcio" 
Magnesio* 
Manganeso* 
Cobalto* 
Ácido Ascòrbico * 
L-Cisteína* 
Fosfato de potasio mono y dibàsico ' 
Peróxido de hidrógeno * 

8 
16.6 
2 
4 
1.5 
5.5 
10 

0.035 
0.1 « 
0 

16.6 
2 
4 
1.5 
5J 
10 

0.035 
0.1 
33 
4 

8 
16.6 
2 
4 
1.5 
5.5 
10 

O 

" Concentración mM 

4.9.2 Valores de condiciones fisicoquímicas de los medios donde se formaron los quistes de 

mejor calidad global. 

Aún en los medios considerados como mejores, los valores de pH, temperatura, 

potencial de óxido-reducción y osmolaridad presentan variaciones importantes. 

Principalmente entre el medio (21pl0) con potencial de óxido-reducción de +210,7 + 5.1mv 

fue el mejor medio para inducir el enquistamiento y el mejor medio de la fase 2 de 

optimación (21-C). Los valores óptimos de los factores mencionados pueden observarse en 

la Tabla 12. 

Tabla 12.- Condiciones fisicoquímicas de los medios donde se produjeron los quistes con 
mejor calidad global 

pH 
Temperatura 
Osmolaridad6 

Potencial de óxido-reducción 4 

6 
37 

284 
+143 

5.3 
40 

365 
+130 

6.72 
40 

226 
+225 

"Valores promedio de tres ensayos 
b En grados centígrados 
c Expresada en mOsm/kg 
d Expresada en mv 



4.10 Aspecto microscópico de los quistes formados en el mejor medio de enquistamiento 

£ 

4.10.1 Microscopía de luz de los quistes de K histolytica formados en los medios 

desarrollados. 

La apariencia microscópica de los quistes formados en los medios diseñados durante 

el desarrollo de esta tesis, captada con un microscopio Axiophot equipado con un sistema 

automático de fotografía integrado, mostró que los quistes formados en el medio 21pl0 al ser 

observados en contraste de fases, tenían, a diferencia de los trofozoítos y de las ESQ 

formadas espontáneamente en PEHPS la presencia en su superficie de una estructura 

refiingente que sugiere la presencia de pared celular. Además, los quistes formados en el 

medio 21pl0 tenían núcleos con cromatina dispuesta en forma característica de rueda de 

carreta generalmente con cariosoma central. Mientras los quistes formados en los medios 21 

y 21-C en raras ocasiones mostraron la presencia de núcleos y cuando éstos, se llegaban a 

presentar no estaban bien definidos y su cromatina aparentemente no presentaba ninguna 

disposición especial (Fig 9). Los quistes formados en el medio 21pl0 tenían un diámetro de 

6 a 14pm mostraban un citoplasma granular y vesículas pequeñas en su interior sin presencia 

de cuerpos cromatoides (Fig 9). 



Figura 9.- Observaciones microscópicas en fotomicroscopio Axiophot con técnica de contraste de 
fases, aumento de 100x de trofbzoítos (A), ESQ's (B), quistes formados en medio 21 (C), quistes 
formados en medio 21-C (D) y quistes formados en medio 21p10 (E). Donde pudimos observar como 
los quistes formados en el medio 21p10 mostraron una forma más regular, la presencia de núcleos 
con mayor frecuencia y una superficie refríngeme que sugiere la presencia de pared celular (Barra = 10 
nm). 



Cuando se comparó la apariencia microscópica de los quistes formados en el medio 

21pl0, con la de las ESQR formadas en los medios diseñados por Campos Góngora E., los 

trofozoítos y las ESQ formadas de manera espontánea en medio PEHPS, se observó que los 

quistes formados en el nuevo medio presentaron una superficie refulgente que sugiere la 

presencia de pared celular, forma esférica con tamaño entre 6 y 14 pm, con citoplasma 

granular y vesículas pequeñas, de uno a cuatro núcleos, con cariosoma por lo general central. 

Las ESQR's formadas en los medios ME20 y ME 10 en su mayoría no muestran una 

superficie refringente, no tienen forma ni tamaño regular, su superficie externa es irregular, 

no tienen núcleos bien definidos; su citoplasma no mostraba vesículas, sino gránulos densos 

en su interior. Las ESQ no tenían la pared, característica esencial de los quistes. Los 

trofozoítos no teman estructuras que sugirieran la presencia de pared celular y en su mayoría 

no tenían forma esférica (Fig 10). 

Durante la observación de los cortes semifinos de los quistes teñidos con tetraóxido 

de osmio lo quistes formados en el medio 21pl0, a diferencia de los quistes formados en los 

medios 21 y 21-C mostraron la presencia de una estructura fibrilar acordonada y continua, 

que después de la fijación y tinción de los quistes quedó suspendida en la matriz que rodea a 

los quistes y en algunas partes contigua a la membrana celular. Además, estos quistes 

mostraron la presencia de vacuolas cercanas a la membrana celular y conteniendo un 

material denso y fibrilar en su interior. Por otro lado los quistes formados en los medios 21 y 

21-C mostraron una estructura esférica regular con presencia de vacuolas escasas en su 

citoplasma y pocas células con núcleo (Fig 11). 



Flg 10.- Observaciones en fotomicroscopio Axsopbot con técnica de contraste de fases aumento de 
100x de trofozoltos (A), ESQ's (B), ESQR's formadas en medio ME10 (C) y ME20 (D) y quistes 
formados en medio 21p10 (E y F). Donde se observó que a diferencia de las otras estructuras en esta 
figura ios quistes formados en el medio 21p10 mostraron forma esférica, regular, con superficie 
refiringente, con núcleos bien definidos con cromatina dispuesta en forma de rueda de carreta y con 
cariosoma central (Barra = 10 jim). 



Fig 11.- Observaciones microscópicas de cortes semifinos de quistes de E histolytica formados 
axénicamente en los medios 21 (A)t 21-C (B) y 21p10 (C), teñidos con tetraóxkk) de osmio y 
observados en fotomicroscopio Axiophot en campo claro y aumento de 1Q0x. Donde se observó la 
forma homogénea de los quistes cultivados en el medio 21 pero sin la presencia regular de núcleos. 
Además la presencia de núcleos, vacuolas conteniendo material denso y fibrilar y una estructura fibrílar 
continua cercana a la membrana celular de los quistes formados en el medio 21p10 (Barra = 10 pm). 
4.10.2. La ultraestructura de los quistes formados en los medios desarrollados 

La ultraestructura de los quistes formados en los medios 21pl0, 21 y 21-C no mostró 

presencia de cuerpos cromatoides. En cambio si se observó un citoplasma muy vacuolado en 

las células producidas en el medio 21pl0, las observaciones a los quistes formados en este 

mismo medio mostraron una estructura fibrilar alargada de pm de espesor, continua, adherida 

(solo en pequeños segmentos) a la membrana celular, citoplasma con vacuolas cercanas a la 

membrana celular y conteniendo material denso fibrilar (Fig 12). De estas imágenes puede 

deducirse que esta estructura cubría la superficie de los quistes formados en el medio 21pl0 , 

pero se desprendió por alguna causa que desconocemos. 



Figura 12.- Observaciones en microscopio electrónico de transmisión de los quistes formados en los 
medios 21 (A), 21-C (B) y 21p10 (C y O). Donde se puede observar la ausencia de cuerpos 
cromatoides en los quistes formados en todos los medios, la falta de pared celular en los quistes 
producidos en los medios 21 y 21-C y ta presencia de una estructura fibríiar continua cercana al 
exterior de la membrana celular y vacuolas conteniendo material denso fibríiar en los quistes formados 
en el medio 21p10. 



4.11. Comparación del incremento de loa porcentajes de quistes qne cumplen con los 

parámetros de calidad biológica formados en los mejores medios diseñados con 

respecto a los porcentajes de las ESQ formadas en medio PEHPS. 

4.11,1 Incremento en los porcentajes de quistes que cumplen con los parámetros de calidad 

biológica 

Los quistes diseñados en estos nuevos medios fueron mejorando su calidad 

sistemáticamente a medida que progresó el proyecto aplicando el método Simplex. Lo 

anterior considerando cada ano de los parámetros de calidad biológica por separado. Esto 

puede ser observado en la Fig. 13. Así podemos notar como se incrementan los porcentajes 

de quistes que resisten al Sarcosyl al 0.1%, son binefiingentes, tienen forma y tamaño de 

quistes, con superficie refringente y núcleos. 

CALIDAD BIOLÓGICA 

PEHPS 21 21-C 

MEDIOS 
21p 

^Porcentaje de quistes 
resistentes a 

Sarcosyl al 0.1% 

•Porcentaje de quistes 
birrefringentes 

^Porcentaje de quistes con 
morfología normal 

^Porcentaje de quistes con 
pared 

•Porcentaje de quistes con 
núcleos 

Fig 13.- Análisis del incremento en los parámetros de calidad biológica en los mejores medios 
diseñados. Los porcentajes de quistes que cumplían con cada uno de los factores de calidad 
biológica por separado se evaluaron en los mejores medios diseñados. Graficándose los promedios 
de los porcentajes de tres ensayos * error estándar. 



4.12 Determinación de la capacidad de desenquistarse 

4.12.1. Determinación de la capacidad de desenquistamiento de los quistes formados en el 

medio 21pl0. 

Los quistes formados en medio 21pl0 no fueron capaces de desenquistarse cuando se 

cosecharon y se inocularon directamente en medio PEHPS fresco o cuando se cosecharon y 

se inocularon en medio PEHPS fresco después de ser tratados con choque ácido oon HC1 0.1 

N o con una mezcla de 2.5 u de quitinasa y 10 mg de tripsina y se incubaron a 37°C hasta 

por 15 días. 

CAPITULO 5 

DISCUSIÓN 

5.1 Discusión 

Hasta la fecha no existe un medio, ni un método en el que se produzcan quistes de & 

histolytica en forma masiva en condiciones axénicas. El diseño de un medio de cultivo que 

permita la producción masiva de quistes de K histolytica en condiciones axénicas permitirá 

conocer más acerca de la biología de este protozoario parásito. Además de sentar las bases 

para el desarrollo de nuevas herramientas de diagnóstico, de nuevas drogas útiles en el 

tratamiento de la Amibiasis y de vacunas para prevenir dicha enfermedad. 



Cabe señalar que aún a pesar del desarrollo de vacunas que estimulan la producción de 

anticuerpos y protegen de la formación del absceso hepático en gerbils (Zhang T, 1995), 

estas no inhiben el proceso de enquistamiento permitiendo la diseminación del parásito a 

organismos susceptibles. Lo que remarca la necesidad de conocer los mecanismos 

disparadores de este proceso abriendo así la oportunidad de romper el ciclo biológico de este 

protozoario permitiendo el control, quizás mas efectivo de esta enfermedad. 

Entamoeba histoiytica es capaz de formar ESQ de manera espontánea en cultivos 

envejecidos en medio PEHPS (Said Fernández S y cois, 1993), lo que no sucede en otros 

medios para el eultivcr axénico de este protozoario (Martínez-PalomaA, J982)~ 

Las ESQ formadas espontáneamente en medio PEHPS son morfológicamente 

indistinguibles de los quistes naturales, teñidos con colorante de Gomori y observados en 

campo claro. Sin embargo estas ESQ formadas en condiciones axénicas tienen una pared 

inmadura o defectuosa ya que son viables hasta por 92 h a 4°C, en un medio hipotónico (55 

mOsm/Kg), pero mueren en agua bidestilada o en presencia de Sarcosyl al 02%, condiciones 

que los quistes naturales sí son capaces de resistir (Martínez-Palomo A, 1982). 

Las ESQR formadas en medio PEHPS adicionado con Mg ^ , Mn 2+ y Co ^ tienen 

una pared celular más resistente al efecto de SDS al 1%. Además se incrementó 120 veces la 

producción de N-acetilglucosamina. Sin embargo las ESQR formadas en ese medio cuando 

se observan al microscopio electrónico tienen estructuras anormales en la pared celular y en 

el citoplasma, que no se observan con tetraóxido de osmio pero sí con rojo de rutenio 

(Campos-Góngora E, 1996). 



Para el presente proyecto consideramos que existen factores que influyen favoreciendo 

o inhibiendo el enquistamiento, y que utilizando el método Simplex era posible diseñar un 

medio donde se produzcan en forma masiva quistes de & histolytica en condiciones axénicas 

con mejor calidad biológica que las ESQ y ESQR formadas en los medios PEHPS y PEHPS 

adicionado con Mg 2+, Mn 2+ y Co 2+\ 

Empezamos por definir el concepto de calidad biológica. Como las principales 

limitantes de las ESQ y los ESQR formadas en los medios de enquistamiento desarrollados 

hasta la fecha son la falta de una pared bien formada y resistencia al efecto de detergentes. 

Estos parámetros fueron incluidos en la evaluación de laxalidad global.^Se evaluaron cinco 

características a los quistes formados en los medios desarrollados durante esta tesis como 

parámetros para determinar la calidad global de los quistes formados. Primero propusimos 

probar la capacidad de los quistes de resistir el efecto del Sarcosyl al 0.1%, ya que ni los 

trofozoítos ni las ESQ's resisten este tratamiento. A partir de ese momento se evaluaron el 

resto de los parámetros sólo a los quistes que resistieron al efecto del Sarcosyl al 0.1%. 

Enseguida, se calculó el porcentaje de los quistes formados que tenían forma redondeada, 

tamaño entre 6 y 12 pm con citoplasma granular y vesículas pequeñas, puesto que esta es la 

forma y el tamaño de los quistes naturales (Martínez-Palomo A, 1982). Luego se calculó el 

porcentaje de quistes que observados al microscopio de luz con técnica de contraste de fase 

tuvieran una superficie refringente (sugerente de la presencia de pared celular) con la 

intención de mejorar la apariencia microscópica de los ESQR formados en el medio 

adicionado con metales, además de que esa misma pared les daría a los quistes mayor 

resistencia al efecto de detergentes. La pared es un factor importante para que los quistes 



naturales resistan situaciones medio ambientales adversas como: calor, desecación y medios 

hipotónicos. Se determinó el porcentaje de quistes binefringentes como índice de viabilidad 

(García-Zapien AG, 1995). Finalmente se deteiminó el »porcentaje de quistes con núcleos 

que es una característica esencial. La mayor parte de las ESQ formadas espontáneamente en 

medio PEHPS pierden el núcleo entre el 6° y 10° días de incubación (Said-Femández S, 

1993). Se buscó incrementar el porcentaje de quistes con los factores de calidad 

mencionados tratando de diseñar el medio donde se formaran grandes cantidades de quistes 

de buena calidad, más que buscar producir quistes de muy buena calidad tan solo en 

pequeñas proporciones de el total de quistes formados. 

El método Simplex es un modelo matemático que permite evaluar la interacción de 

varios factores sobre una respuesta determinada. Este método se utiliza rutinariamente en la 

industria y ha sido utilizado en investigaciones biomédicas con buenos resultados(Campos-

Góngora E, 1996, Escamilla-Treviño LX., 1996). En nuestro trabajo se utilizó el método 

Simplex modificado para múltiples variables y múltiples respuestas, permitiéndonos alcanzar 

nuestros objetivos con eficiencia en un período corto de tiempo. 

Para iniciar el proyecto, se estandarizaron los medios de cultivo. Se prepararon 8 L de 

extracto de hígado y páncreas (Said-Femández S y cois, 1988) y 8 L de suero bovino. Para 

disminuir la variabilidad en los experimentos, se utilizaron suero bovino y extracto de hígado 

y páncreas de este único lote para preparar los medios de cultivo durante el desarrollo de la 

tesis. Enseguida se inició a resembrar la cepa HM-1IMSS en medio PEHPS (Said-Fernández 

S y cois, 1988). Después de siete resiembras de la cepa en este medio de cultivo se realizó 

una curva de crecimiento con el fin de determinar el tiempo en que se debían realizar las 



resiembras. Se encontró que la fase de crecimiento logarítmico de nuestra cepa en el medio 

PEHPS se alcanzó entre las 48 y 96 h, motivo por el cual las resiembras se continuaron 

realizando cada 96 h. 

Antes de analizar el efecto de diferentes factores sobre el enquistamiento se decidió 

determinar el tiempo adecuado para cosechar los quistes producidos en los nuevos medios 

por diseñar. Se sabía que K histolytica forma ESQ de manera espontánea en medio PEHPS 

cuando los trofozoítos inoculados en ese medio se dejan sin resembrar por 9 días. Sin 

embargo estas ESQ no resisten el efecto de detergentes (Said-Fernández S y cois, 1993). 

Entonces se realizó-un-ensayo utilizando el medio ME20 (Campos-Góngora E.7 1996): El 

cual contiene medio PEHPS adicionado con MgCh 1.22 mM, MnCfe 14.44 mM y C0CI2 

19.44 mM, que produce ESQR que resistían al efecto del SDS al 1%. La producción de 

ESQR se incrementó después del cuarto día de incubación alcanzando la m^víma producción 

al octavo día, motivo por el cual a partir de ese momento la cosecha de quistes se realizó 

siempre en el octavo día de incubación. 

Para iniciar este trabajo seleccionamos una sub-población de amibas partiendo de la 

cepa HM-1:IMSS con la capacidad de formar ESQ espontáneamente en medio PEPHS. Esto 

con el objeto de incrementar la eficiencia del enquistamiento. Con esta población 

seleccionada se trabajó durante todo el desarrollo de la tesis. 

Cuando analizamos la influencia del LCR y el sustituto de suero PACSR sobre el 

enquistamiento de E. histolytica determinando la calidad global de los quistes formados en 

cada uno de los medios. Se encontró que los quistes que se formaron en piesencia de LCR 

teman una calidad global superior a los formados en medio con PACSR. Aunque los quistes 



de mejor calidad se observaron en el medio de cultivo con suero bovino sin LCR ni PACSR. 

Se decidió incluir en el estudio al LCR y no al PACSR como factor que influye sobre el 

enquistamiento. Para determinar la concentración adecuada de LCR se incluyó como factor 

en el ensayo de optimación utilizando el método Simplex. 

Debido a la dificultad técnica para trabajar con más de 60 tubos de cultivo eon 

diferentes concentraciones y valores de factores en un mismo tiempo. Se decidió dividir la 

optimación en dos fases. En la primera fase se optimaron las concentraciones de 10 factores 

químicos. Se diseñaron 25 medios de cultivo: El medio 11 se utilizó como testigo: Este 

medio indujo la formación de quistes con calidad global de JQ.5474 y calidad global relativa 

de 1.0. El mejor medio diseñado fue el medio 21 donde se formaron quistes con una calidad 

global relativa de 1.11. Esta fue 3.5 veces superior a la obtenida por los quistes formados en 

el peor medio diseñado y 1.8 veces mejor que la calidad de las ESQ formadas de manera 

espontánea en medio PEHPS. La concentración óptima de los factores analizados durante 

esta primera fase fue suero bovino 8% , glucosa 16.6 mM , Mg2+ 1.5 mM, Mn2+ 5.5 mM, 

Co2+10 mM, Ca2+ 4 mM, B3+ 2 mM. LCR 0%, vitaminas 0% y extracto de hígado y páncreas 

0%. Nótese como durante esta fase se optimó la concentración de 7 factores químicos y se 

eliminaron LCR, vitaminas y extracto de hígado y páncreas como factores que no se 

requieren para la formación de quistes de R histolytica en condiciones axénicas con buena 

calidad biológica. Para dar por concluida esta fase de optimación se consideraron dos 

situaciones: la primera fue que después de alcanzarse la mejor calidad global en el medio 21. 

Se realizaron más ensayos de acuerdo a lo planteado por el método Simplex sin obtener un 

incremento en la calidad global de los quistes formados en los nuevos medios diseñados. La 



segunda fue que las concentraciones de los factores analizados oscilaron inicialmente en un 

rango muy amplio y conforme avanzó el estudio oscilaron en un intervalo cada vez más 

reducido y cercano a las concentraciones óptimas de los factores donde se produjo la mejor 

calidad global. Durante la segunda fase de optimación se determinaron los valores que 

produjeron los mejores resultados de 4 factores fisicoquímicos y la concentración de fosfato 

de sodio dibásico y fosfato de potasio monobásico sobre la formación de quistes de E. 

histolytica en condiciones axénicas. El medio 21 se utilizó como testigo durante esta segunda 

etapa con el fin de tener una base de comparación de resultados entre las dos fases. Las 

- concentraciones de los factores contenidos en el medio 21 son las misma« que las 

encontradas en cada uno de los medios diseñados en esta fase. Las diferencias ente el testigo 

y los medios diseñados fueron en los valores y concentraciones de los 5 factores analizados 

durante esta fase. Se diseñaron y probaron 15 medios de los cuales el mejor fue el medio 21-

C los valores y concentraciones de los factores incluidos en este medio fueron los siguientes: 

fosfatos 33 mM, pH 5.3, temperatura 40°C, osmolaridad 365 mOsm/kg y potencial de óxido 

reducción +130mv., suero bovino 8% , glucosa 16.6 mM , Mg2* 1.5 mM, Mn2+ 5.5 mM, 

Co2+ 10 mM, Ca2+ 4 mM, B3+ 2 mM. En este medio se formaron quistes con calidad global 

relativa de 1.20, es decir que la calidad global de los quistes se incrementó 12 veces con 

respecto a la primera fase. Sin embargo, el medio 21-C que produjo los mejores resultados 

en esta fase fue un medio bifásico con una cantidad de sedimento considerable, lo que 

dificultó la cosecha de los quistes y la observación microscópica de los mismos. Las 

concentraciones y valores óptimos de los factores analizados en esta fase fueron los 

siguientes: fosfatos 33 mM, pH 5.3, temperatura 40°C, osmolaridad 365 mOsm/kg y 



potencial de óxido reducción +130mv. Además de los factores ya mencionados para el medio 

21 los cuales no variaron (suero bovino 8% , glucosa 16.6 mM , Mg*1-1.5 mM, Mn2* 5.5 

mM, Co2* 10 mM, Ca2+ 4 mM, B3* 2 mM). Nos llamó la atención como las condiciones 

favorables para inducir el enquistamiento no son compatibles con el crecimiento de 

trofozoítos. Esto es explicable si se considera que el enquistamiento es un mecanismo de 

defensa que utilizan los parásitos para sobrevivir aun en condiciones ambientales extremas. 

Por lo que estas mismas condiciones pueden ser disparadoras del enquistamiento. 

Durante esta fase utilizamos el manitol como agente reductor en el medio de cultivo 

con el cuál pudimos modificar el potencial de óxido -reducción en un rango entre +80 y 

+180mv. El mejor medio no tenía manitol y mostró un potencial de óxido-reducción de 

+130mv. Cabe mencionar que la solución basai de enquistamiento contema además otros 

factores reductores como la L-cisteína y el ácido ascòrbico. Decidimos diseñar un ensayo 

utilizando sólo peptona como solución basai y eliminando los agentes reductores. Además se 

utilizó H2O2 como factor oxidante en el medio de cultivo. Se probaron diferentes 

concentraciones de H2O2 aplicados a los mejores medios diseñados durante las dos fases de 

optimación con variaciones en el potencial de óxido reducción entre +125 y +371mv. Los 

quistes de mejor calidad global se produjeron en el medio 21 con potencial de óxido-

reducción de +210mv (21pl0) y » el medio 21-C con potencial de óxido-reducción de 

+371mv (21Cp6). Sin embargo como el medio 21-C con y sin H2O2 es un medio bifásico con 

las dificultades que ello implica. 

Enseguida se evaluó la calidad global de los quistes formados en los mejores medios 

de cultivo con sedimento y los mismos medios descartando el sedimento. Se observó como 



la calidad global de los quistes fue superior en los medios con sedimento. Sobre todo en el 

medio (21Cp6). Esto sugiere que existen factores que precipitan en el medio y son esenciales 

para la formación de quistes de mejor calidad. 

Concluimos que el mejor medio para inducir el enquistamiento de & histofytica en 

condiciones axénicas fue el medio 21 con potencial de óxido-reducción de +210mv. En este 

medio se produjeron quistes con una calidad global 2.18 veces superior a los formados 

espontáneamente en medio PEHPS con una diferencia estadística muy significativa (p < 

0.001). 

Los rendimientos de los medios en que se produjo la mejor calidad de los quistes fue 

cercana al 60% sin diferencias significativas entre ellos. Esto permite la producción masiva 

de quistes en este nuevo medio diseñado. 

Al evaluar los parámetros de calidad global por separado para determinar en que 

parámetros se mejoró de manera más importante. Observamos como los porcentajes de 

quistes formados en el medio 21pl0 y que cumplían con los parámetros de calidad 

establecidos para este trabajo fueron superiores en todos los aspectos a los porcentajes de las 

ESQ formadas en medio PEHPS que cumplían con estos mismos parámetros de calidad. Los 

mayores incrementos al comparar los porcentajes se observaron en: porcentaje de quistes con 

presencia de núcleos que fue de 38% en medio 21pl0 y en el medio PEHPS 13% con un 

incremento de 2.9 veces. Con respecto al porcentaje de quistes birrefringentes en el medio 

21pl0 fue de 78% y en el medio PEHPS 29% con un incremento de 2.7 veces. Como la 

calidad global se incrementó sistemáticamente en cada uno de los parámetros que se 

diseñaron para evaluarla. Es posible que se haya estimulado una serie de eventos que 



culminan en la formación de un quiste lo que es mejor que estimular sólo una enzima que 

produzca un componente de la pared. 

Cuando se observó la apariencia microscópica de los quistes formados en el medio 

21pl0 bajo el microscopio de luz y con técnica de contraste de fases pudimos notar la 

presencia de una superficie refringente, tamaño similar al de los quistes naturales, citoplasma 

granular con vesículas pequeñas y la presencia de núcleos con la cromatina dispuesta en 

rueda de carreta, con cariosoma por lo general central, cuando se compararon los quistes 

formados en este medio con las ESQR formadas en los medios adicionados sólo con Mg2*, 

- Mn2+", y Co 2+' (Campos-Góngora E, 1996), se observó como los quistes formados en "el* 

medio 2 lp 10 tenían citoplasma con vacuolas y vesículas pequeñas, mientras el citoplasma de 

los ESQR formados en los medios ME 10 y ME20 tenían gránulos muy densos que en 

ocasiones impedían observar el resto de las estructuras citoplásmicas. Además los quistes 

formados en el medio 21pl0 tuvieron una superficie refringente que sugiere la presencia de 

pared mientras las ESQR tienen una superficie irregular que no es refringente en la mayor de 

las veces. Si comparamos los quistes formados en medio 21pl0 con los formados en los 

medios 21 y 21-C, la principal diferencia se encuentra en que los quistes formados en el 

' medio 21pl0 tienen una mayor proporción de células nucleadas, además de citoplasma con 

un mayor número de vacuolas. La diferencia primordial al observar y comparar entre los 

quistes formados en el medio 21pl0 y los trofozoítos y las ESQ's, es la superficie refringente 

que sugiere la presencia de pared celular, cuya presencia es el motivo por el cual los quistes 

resisten condiciones ambienales adversas (Diamond LS, 1990). A pesar de tena* una 

apariencia microscópica más parecida a la de los quistes naturales que el resto de las 



estructuras formadas hasta ahora en el intento de producir quistes de E. histolytica en forma 

masiva en condiciones axénicas. Estos quistes formados en el medio 21pl0 carecen de 

cuerpos cromatiodes descritos en los quistes maduros de E. invadens (Morales-Vallarte M, 

1995) y en los quistes naturales (Maitinez-Palomo A, 1982). 

Cuando se analiza la estructura ultramicroscópica de los quistes de E. histolytica 

formados en condiciones axénicas en el medio 21pl0. Llama la atención la presencia de una 

estructura fíbrilar continua y adosada a la membrana celular solo en pequeños tramos. Por 

estas características nosotros proponemos que esta estructura se trata de la pared celular. La 

cuestión es: ¿Por que se desprendercasi-por completo de la membrana celular de los quistes? 

Existen por lo menos dos posibles explicaciones: La primera es de que se haya formado la 

pared y por algún motivo las técnicas de fijación inadecuadas aunadas a la desecación y las 

centrifugaciones repetidas hayan dañado la ultraestructura de la pared posterior a la 

observación en fresco. Esta es una posibilidad aceptable dado que en las preparaciones en 

fresco observadas con contraste de frises no encontramos paredes desprendidas (Fig 9 y 10). 

Otra posibilidad es el H2O2 inicialmente pudo haber inducido al enquistamiento pero 

posteriormente causrr daño por oxidación dañando a las estructuras celulares 

irreversiblemente, lo que produjo los cambios observados en los quistes. 

El enquistamieno es un proceso complejo en el que intervienen una serie de factores. 

En este trabajo todos los factores fueron analizados de manera simultánea y sistemática con 

la ayuda del método Simplex. Es posible, sin embargo que existan otros factores que también 

influyan sobre el enquistamiento, además de los analizados durante el presente estudio. Por 

lo mismo la calidad de los quistes formados en este nuevo medio podrá mejorarse aún más 



analizando el efecto de otros factores. Por ejemplo Morales Vallarta y cois encontraron que 

en PEHP saturado con CO2 se forman estructuras parecidas a quistes de E: histolytica en 

condiciones axénicas que tienen cuerpos cromatoides(Morales-Vallarta M, 1995). Como los 

quistes formados en el medio 21pl0 no tienen estas estructuras, será muy interesante 

investigar si preincubando los trofozoítos en medio PEHP saturado con CO5 y luego 

induciendo el enquistamiento en medio 21pl0 se forman quistes con cuerpos cromatoides y 

una pared más estable. Por otro lado queda claro que las condiciones oxidantes del medio 

inducidas por H2O2 favorecieron notablemente la síntesis de una estructura que sugiere ser 

una pared gruesa pero lábil. Es importante investigar el efecto del tiempo de exposición a -

estas condiciones oxidantes y el efecto del potencial de oxido-redución sobre la estabilidad 

de la pared. 

5.2 CONCLUSIONES 

Se diseñó un nuevo medio de cultivo donde se formaron quistes que observados en 

microscopio de luz son muy similares a los naturales, por primera vez se logró formar una 

pared gruesa, electrodensa, visible con ME de transmisión, pero esta pared se desprende de 

la superficie de los quistes. Además los quistes formados en este nuevo medio de cultivo 

tienen una calidad biológica 2.18 veces superior a la de las ESQ desarrolladas en medio 

PEHPS. 

El rendimiento promedio de los quistes formados en este nuevo medio de cultivo fue 

cercano a un 60%, lo que permite la producción masiva de quistes con las características 

arriba mencionadas. 



Este nuevo medio de cultivo es un medio translúcido, semidefinido, que no requiere 

extracto de hígado y páncreas, por lo que es de más fácil preparación que el medio PEHPS. 

Este medio no requiere Manitol, LCR, vitaminas ni solución amortiguadora de fosfatos de 

Sorensen. Algunos de estos componentes son bastante caros como el LCR y las vitaminas. 

Otros requieren de procesos complejos en su preparación, como la solución amortiguadora 

de fosfatos de Sorensen. 

Los valores y concentraciones de los factores incluidos en este nuevo medio son los 

siguientes: suero bovino 8%, glucosa 16.6 m M , Mg2+1.5 mM, Mn2+ 5.5 mM, Co2+10 mM, 

Ca2+ 4 mM, B^-2 mM, pH 6.72, temperatura 40°C, osmolarídad 226 mOsm/Kg y potencial 

de oxido reducción +225mv. 

53 PERSPECTIVAS 

Aunque la apariencia de estos quistes al microscopio de luz es similar a la de los 

quistes naturales, además de ser refringentes y resistir el efecto de detergentes. Falta por 

mejorar la apariencia ultramicroscópica de los quistes formados en este nuevo medio, lograr 

que estos quistes se desenquisten in vivo e in vitro, evaluar su capacidad infectiva Si estos 

quistes reúnen las características necesarias para considerarlos muy semejantes a los 

naturales, será posible utilizarlos para diseñar nuevas herramientas diagnósticas, nuevos 

fármacos y aislar en ellos antígenos que sirvan para diseñar una vacuna contra la Amibiasis. 

Es posible que existan otros factores que favorezcan el enquistamiento de este 

protozoario parásito y que aplicados a un medio de cultivo mejoren aún más la calidad de los 



quistes formados en nuestro medio. Se propone utilizar el nuevo medio diseñado por 

nosotros para futuras investigaciones sobre el enquistamiento axénico de E. histolytica. 

Este nuevo medio diseñado puede probar su eficiencia en el enquistamiento de otras 

especies de amibas y/o servir de base para inducir el enquistamiento de otros protozoarios 

parásitos. 

5.4 CONTRIBUCIONES 

Se diseñó un nuevo medio de cultivo donde se formaron quistes que resisten el efecto 

de detergentes, obseiyados en microscopio de luz son muy similares a los naturales y tienen 

una superficie lisa y refiingente que sugiere la presencia de pared. 

Por primera vez se logró formar una pared gruesa, electiodensa, visible con ME de 

transmisión. 

Se determinó que no se requiere de extracto de hígado y páncreas, manitol, LCR, 

vitaminas ni solución amortiguadora de fosfatos de Sorensen para que se formen quistes de 

mejor calidad biológica que la de las ESQ y ESQR. 
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