CAPITULO 1

INTRODUCCION

1.1 Amibiasis

La amibiasis es una enfermedad causada por el protozoario pardsito Entamoeba
histolytica. Esta enfermedad se caracteriza por la produccién de lesiones, principaimente en
el higado y el colon de las personas infectadas. Las formas clinicas mas frecuentes son la
disenteria clasica y el absceso hepético (Petri WA, 1996).

La amibiasis es un problema de salud publica, principalmente en los paises 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 sintomas de la
enfermedad (Walsh, J. A. 1988). Cada afio 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 poblacién son portadores de
amibas (Gutiérrez G, 1987) y més de un millén de casos son tratados por afio (Garcia-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 piblica (Gutiémrez G,

1987).



1.2 Taxonomia

Actualmente se acepta que existen dos especies de amibas. Las cuales son
morfologicamente idénticas, sélo pueden ser diferenciadas por andlisis de isoenzimas y
tipificadas por antictuierpos monoclonales contra antigenos de superficie. Una de estas
especies (E. histolytica) es patogena y otra (E. dispar) es no patogena. E. histolytica es la
especie responsable de todos los casos de colitis amibiana y absceso hepatico, ademas puede
producir colonizacién asintomética del intestino. Nunca se ha documentado que E. dispar
produzcacolitis- amibiana o absceso hepético (Petri WA, 1996, Clark GC 1994, WHO,

1997).

1.3 Ciclo Biolbgico de E. histolytica:

El ciclo de vida de E. histolytica consta de cuatro etapas, trofozoito (forma invasiva),
prequiste, quiste (forma infectiva) y amibas metaquisticas. Los trofozoitos son las formas
vegetativas y los responsables de las lesiones de los enfermos con amibiasis, se multiplican
por fisién binaria en la luz del intestino humano, desde donde pueden invadir la pared del
colon, el higado u otros 6rganos. Los quistes son las formas infectivas. Bajo ciertas
condiciones, normalmente desfavorables para los trofozoitos, 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 0 agua contaminados.



Completan su ciclo biolégico al perforar su pared para producir una amiba metaquistica, que
al dividirse produce ocho trofozoites mononucleados (Martinez-Palomo A, 1982).

A diferencia de los trofozoitos, los quistes maduros de E. histolytica permanecen
viables por periodos 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 dias, a temperaturas entre 28°C y 34°C y
hasta por un mes a 10°C (Diamond LS, 1990).

Los quistes tienen pared, los trofozoitos no. La pared constituye uno de los organelos
més importantes de los quistes-porque les confiere su resistencia y-formarcaracteristicas. La
funcién bioldgica de la pared quistica es la de proteger a la célula en criptobiosis de
condiciones de hipoosmolaridad y otros factores desfavorables, como el efecto de algunas

sustancias toxicas (Neff RJ, 1962, Arroye-Begovich A, 1980).

1.4 Estructura de la pared quistica

Las caracteristicas estructurales generales de las paredes quisticas de protozoarios
patégenos de los géneros Entamoeba, Naegleria, Acanthamoeba y Giardia son las
siguientes:

a) Estan formadas por una o dos capas. Al menos una de ellas tiene polisacaridos como

componentes mayoritarios.

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

c) Sobre la matriz de polisacéridos se organizan diversos lipopolisacaridos y

glicoproteinas.



d) Los polisaciridos normalmente se encuentran formando capas superpuestas.

La pared de Newrospora crassa y la de algunas otras especies de hongos guarda
numerosas Similitudes con las paredes quisticas de las especies antes mencionadas. Pero
ademas, se sabe que los estratos fibrilares de los polisacaridos de N. crassa estan formados
por cadenas largas y cortas de quitina. Las cadenas cortas estan unidas a las largas mediante
enlaces covalentes formando entrecruzamientos (Farkas V, 1979).

La pared quistica de amibas de vida libre, como las de los géneros Acanthamoeba y
Naegleria estd compuesta en gran parte por polisacaridos de los cuales aproximadamente un
tercio es celulosa (Potter JL, 1976, Tomlimsol; G, 1962‘). En cambio, la composicién
quimica de las amibas del género Entamoeba no se ha esclarecido del todo, McConnachie en
1969 identific6 en la pared quistica de E. invadens un complejo proteina-carbohidrato.
Arroyo-Begovich y cols. informaron que el componente mayoritario de la pared de quistes
de E. invadens es quitina (Arroyo-Begovich A, 1980). La quitina es un polimero de N-
acetilglucosamina con enlaces 8 1+4. La composicion quimica de las paredes de los quistes
de Giardia lamblia constituye una tercera posibilidad, no tienen ni quitina ni celulosa como
componentes mayoritarios. Sino un polisacarido compuesto por galactosamina, sola 0 en
combinacién con otros carbohidratos. Esta estructura puede existir como polisacérido,

glicoproteina, proteoglicano o glicolipido (Jarrol EL, 1989, Erlandesen SL, 1989).



1.5 El enquistamiento

La diferenciacién de E. histolytica desde trofozoitos a quistes y viceversa, incluyendo
los procesos de enquistamiento y desenquistamiento permanece como uno de los aspectos
mas obscuros en la biologia de este parasito. A pesar de su importancia se ha prestado muy
poca atencion al estudio de la biologia celular y molecular de los quistes (Martinez-Palomo
A, 1993). El principal obstidculo para estudiar los quistes de E. histolytica en condiciones
axénicas consiste en la falta de un medio y un método que permitan su producciéon en
cantidades suficientes (Diamond LS, 1990).

Por el contrario la diferenciacion y la biologia celular de E. invadens han sido muy
estudiados. El interés de su estudio radica en la cercania filogenética con E. histolytica. E.
invadens parasita el intestino y otros 6rganos de reptiles y es capaz de enquistarse en
condiciones axénicas. Esto ultimo es posible gracias al medio descrito por Bailey y Rengpien
(1980).

Recientemente, nuestro grupe describié el medio PEHPS para el cultivo axénico de
amibas del género Entamoeba (Said-Femandez S y cols, 1988) y se encontré 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 cols,
1993, Said-Fernandez S y cols, 1990). Nuestro grupo también observé que después de la fase
de crecimiento logaritmico, las amibas mantenidas axénicamente en medio PEHPS
experimentan una sensible disminucion de densidad y volumen celular y uma 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 teflidos con el método de
Gomori (Said-Fernandez 8. y cols, 1993).

Tanto los quistes naturales como las ESQ formadas en condiciones axénicas de E.
histolytica tienen afinidad por calcoflior white M2R. Ademés, los quistes naturales unen a
su superficie y-globulinas especificas contra quistes formados en condiciones axénicas, los
trofozoitos no muestran afinidad por estos anticuerpos (Said-Femandez S y cols, 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
calc?ﬂﬁor white M2R (Said-Fernandez S y cols, 1988). Todas estas observaciones sugieren
fuertemente que E. histolytica es capaz de sintetizar durante el enquistamiento una
_ hexapiranosa con enlaces B 1-—»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 }a propiedad de unir
aglutinina de germen de trigo en proporciones mucho mayores que los trofozoftos, sobre
todo en presencia de una mezcla de sales que contiene Co®*, Mg?* y Mn**, También se ha
observado que cuando se agrega Mg?* , Mn** y Co?* 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 m4s
resistente que la de las ESQ formadas espontdneamente en cultivos envejecidos en PEHPS
(Campos-Gdngora E, 1996). En el anélisis cromatografico de las ESQR de E. histolytica

formadas en presencia de Co?*, Mg?* y Mn?* se ha demostrado un incremento de més de



cien veces en la sintesis de N-acetilglucosamina en relacién a los trofozoitos y a las ESQ que

s¢ forman de manera espontinea en medio PEHPS (Campos-Gongora E, 1996).

1.6 Factores que inducen el enquistamiento

El enquistamiento en los protozoarios se inicia como una respuesta de defensa contra
practicamente cualquier factor del medio ambiente que comprometa la vida de las formas
troficas. Por ejemplo, E. histolytica se enquista en cultivos envejecidos (Said-Fernandez S y
cols, 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 CO;, 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 sefialadas, y también en presencia de inhibidores de sintesis de DNA 6
proteinas (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 MgSQ4 y el CaCl; juegan un papel importante durante el enquistamiento (Byers JT, 1991).

En condiciones in vitro el suero bovino es esencial para el enquistamiento de E.
invadens. E. invadens también puede enquistarse en medios con baja concentracion de
glucosa, independientemente de la osmolaridad y las concentraciones de oxigeno del medio
(Vazquezdelara-Cisneros LG, Arroyo-Begovich A, 1984).

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

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 pardsito, la actividad de esta enzima incrementa la resistencia
quimica y mecanica de los quistes formados en un medio de enquistamiento (Sykes DE,
1985)

La concentracién de calcio en los medios de cultivo es importante durante el
enquistamiento de Azotobacter vinelandii. La suspension de células de este microorganismo
en medios deficientes de calcio resulta en un enquistamiento abortivo, con liberacién de
quistes inmaduros cubiertos de material viscoso. Los niveles adecuados de calcio en los
medios de cultive producen quistes maduros con una cubierta externa bien formada
(PageWJ,_ 1 975).

Algunas de las enzimas responsables de la sintesis de Galactosamina durante el
enquistamiento de G. lamblia requieren de fosforilacién para mantenerse en su forma activa.
La galactosamina es uno de los aziicares que componen la pared de este protozoario
(Macechko PT, 1992).

Un sustituto de suero para el cultivo axénico de protozoarios (PACSR), desarrollado por
nuestro grupo, ha demostrado ser til como suplemento para el desarrollo de E. histolytica en
condiciones axénicas (Mata-Cardenas BD, 1996).

El Boro, en pequeiias cantidades favorece la resistencia a choques hipoosméticos 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 sistemético de optimizacién de tipo secuencial, aplicable a sistemas en que
debe considerarse el efecto de muiltiples 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 Hipétesis

Utilizando ¢l método Simplex es posible disefiar un medio de cultivo con la
.combinacién adecuada de factores quimicos y condiciones fisicoquimicas para favorecer la
formacién de quistes.de E. histolytica en condiciones axénicas con mejor calidad biolégica
que las ESQ y ESQR.

1.9 Objetivos

1.9.1 Objetivo General.

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

mejor calidad biolégica que las ESQ y ESQR.

1.9.2 Objetives especificos.

1).- Seleccionar una subpoblacion 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 lipidos y colesterol

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



3).- Analizar mediante ¢l mélodo Simplex, el efecto de los siguientes factores quimicos y/o
condiciones fisicoquimicas sobre la calidad biol6gica de los quistes de E. histolytica
formados en condiciones axénicas:

(1) Suero bovino,

(2) LCR 0 PACSR,

(3) Glucosa,

(4) Boro,

(5) Calcio,

(6) Magnesio,

(7) Manganeso,

(8) Cobalto,

(9) Extracto de higado y pancreas,
(10) Mezcla de vitaminas # 109 de Diamond,
(11) Fosfatos,

(12) Temperatura,

(13) pH,

(14) Potencial redox,

(15) Osmolaridad.

(5).- Analizar la apariencia ultramicroscopica de los quistes formados en el medio en que se
obtuvo la mejor calidad biol6gica.

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

desenquistarse in vifro.
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CAPITULO 2
MATERIALES
2.1 -Origen de los Reactivos.
Todos los reactivos utilizados durante el desarrollo de esta tesis fueron de grado analitico, a
menos que se especifique lo contrario.
Sigma Chem Co. (St. Louis Mo., USA): 4cido ascérbico, azida de sodio, L-cisteina,
dodecilsulfato de sodio (SDS), Sarcosyl, cloruro de magnesio, cloruro de manganeso, cloruro
de cobalto, cloruro de calcio, D-(+)-glucosa, quitinasa, acido cacodilico, D-manitol,
tetraborato de sodio, fosfato de sodio dibasico, LCR, cromotrépo 2R, SF verde claro.
Merck (México): acetato de sodio, cloruro de sodio, acido fosfotingstico.
Pelco® Grids & Electron Microscopy Supplies TED PELLA, Inc.(Tustin, C.A; USA):
glutaraldehido grado microscopia electrénica.
Productos Quimicos Monterrey: hidroxido de potasio, fosfato dibasico de potasio, fosfato
monobdsico de potasio, acido clorhidrico, cloruro de calcio, urea, hidréxido de sodio,
carbonato de potasio, iodo, yoduro de potasio.
Biox6n (Becton Dickinson, México): peptona de caseina.
Técnica Quimica (México): cloruro de potasio.
J.T. Baker (México): alcohol etilico absoluto, bicarbonato de sodio, xileno, dcido acético
glacial.
Aldrich Chem Co. (Milw. Wi; USA): manosa, galactosa, 4cido N-acetilmurdmico, 4cido N-
acetilneuraminico, N-acetilglucosamina, N-acetilgalactosamina y fucosa.

Mallinckrodt Chemical Works: cloruro de mercurio.
DIFCO: L-cistina.
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2.2 Material Biolégico

22.1 Amibas.

Para este trabajo se utilizd la cepa HM-1:IMSS de E. histolytica (Diamond LS, 1968),
mantenida en condiciones axénicas (Said-Fern4ndez S y cols, 1988) en este laboratorio por
18 afios.

2.3 Preparacién de los Medios de Cultive

2.3.1 Extracto de Higado y Pancreas (EHP) (Said-Fernandez S y cols, 1988).

Para cada lote de EHP se utilizaron 350 g de pancreas de bovino, 350 g de pancreas de
cerdo y 1000 g de higado de bovino. El higado y pancreas se limpiaron de tejido conectivo y
se lavaron con NaCl al 0.85%. Los dganos se cortaron en trozos pequefios y se 4nolieron con
un molino eléctrico (Tor-Rey, Monterrey, N.L. México) y el producto se licué con una
licuadora de 2 L de capacidad y se mezcld con 1.354 volimenes de PBS, pH 8.0
precalentado a 56 °C. Para ajustar el pH se agregaron 10 ml de NaOH 10 N por cada 2,800
ml del licuado y se incubaron 4 h a 37 °C. La mezcla se coloco en un vaso de precipitado de
4 L de capacidad, de polipropileno (Nalgene Labware Division, N.Y., USA) y se calent6 en
autoclave a 121 °C por 15 min. Inmediatamente después se separ6 el sobrenadante con un
colador y el liquido se filtr6 a través de ocho gasas superpuestas. El producto se mezcléd con
250 ml de tierra de diatomeas (Hiflo Estindar)/litro de extracto y luego se filtr6, pasandolo a
través de un colchén de 400 ml de tierra de diatomeas (Estandar Super Cell) sobre matraz
Kitasato de 4 L. El colchdn se prepar6 suspendiendo 200 ml de tierra en agua desionizada,
aforando a 1 L. La mezcla se hizo pasar a través de un filtro Whatman # 1 (Whatman,
Laboratory Division; Springfield Mill, Maidstone Kent., England), colocado sobre un
embudo Buchner, dejando la tierra compacta pero evitando que se formaran grietas. El

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

P



2.3.2 Preparacion del medio PEHPS (Said-Fernindez y col., 1988).

Ingredientes

EHP .....iniinssitrsnnecssssonisnsassoses I 250 ml
Peptona de caseina..........ccececeeeremeresuecmcenaces 10g
Glucosa ....ccvveeneee asreasderosaneborassmonssrsisnsensesntessens 6g
L-CISEEINA ....corvresernreeresorsermerenrarerersensonsraesasnenne lg
ACIdO aSCOMDICO..vverrrrmmerneereressmssecsssnserssesnons 02¢g
KHoPOyeueeieiceeicnaee SS— 06g
KoHPO oo evereemeenrrmeemencnrsnreasensessersesssnsesons l1g
Agua desionizada c.b.p. .....ccoereeerererrerevecnnn. 1000 ml

Preparacion: Inmediatamente antes de usarse el EHP se descongel6 en bafio de agua a
37 °C y se filtr6 haciéndolo pasar a través de un filtro Whatman # 1, con ayuda de vacio. El
filtrado se mezcld con el resto de los componentes sélidos. Se ajusté el pH a 7.0 con NaOH
10 N'y se aforé a 1000 ml con agua desionizada y se comprobd 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 distribuyé en alicuotas de 10 ml, en
tubos para cultivo de 16 x 125 mm, con tapén 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 esterilizacion los tapones se apretaron. El medio se almacené

a temperatura ambiente hasta el momento de su uso.
2.3.3 Preparacién y adicion de suero bovino

El suero bovino se obtuvo a partir de sangre de ganado bovino recién sacrificado en un
rastro Jocal. La sangre se colecté en matraces de 2 L de polipropileno (Nalgene Labware
Division, N.Y., USA), se traslado al laboratorio y ahi se incubé durante 4h a 37°C. Luego se
incubo por 18 h a 6 °C. El suero se decant6 en frascos de polipropileno para centrifuga de 1L
de capacidéd (Sorvall, Dupont Norwalk, Conecticut, USA) y se centrifugaron 3 veces a

13



1680g. Se descartd el sedimento y el sobrenadante de todos los frascos se mezcl6 en una tina
comercial de plastico. Se distribuy6 en alicuotas de 4 L en botellas de plastico sin marca y se
almacend a -20°C hasta su uso. Para esterilizar el suero se descongelé una botella por vez en
bafio de agua a 37°C. Se filir6, haciéndolo pasar a través de un swinex de 47 mm (Millipore
Corporation, Bedfar, MA, USA.) conteniendo membranas de filtracién con la mezcla
acetato-celulosa de 8.0, 5.0, 3.0, 1.2, 0.8, 0.45, 0.22 um de didmetro de poro (Millipore
Corporation, Bedfar, MA, USA.), iniciando con la de 8.0 p m y finalizando con la de 0.22
pm y repitiendo el paso por ésta iltima en dos ocasiones. Inmediatamente después, el suero
se filtrd de nuevo bajo condiciones de asepsia con ayuda de una jeringa de vacio Manostat
(Laboratory Instrument and Cientific Apparatus, USA.), un swinex estéril de 25 mm
(Millipore Corporation, Bedfar, MA, USA.) y una membrana de filtraciéon con la mezcla
acetato-celulosa de 0.22 um (Millipore Corporation, Bedfar, MA, USA.). El filtrado se
distribuyé en alicuotas de 100 ml en frascos estériles de borosilicato con tapén de rosca. Los
frascos se cerraron y se incubaron durante 30 min a 56°C para descomplementar. Luego se
les dej6 enfriar a temperatura de laboratorio. Se realiz6 la prueba de esterilidad, agregando 1
ml de suero de cada uno de los frascos en 10 ml de medio estéril preparado en tubos para
cultivo con tapdn de rosca de 16 x 125 mm (Pyrex, Mty, N.L. Mex.) e incubandolos a 37°C
por 7 dias. Los frascos con el suero bovino estéril se congelaron a -20°C, hasta su uso. Para
agregar el suero estéril al medio PEHP se descongelé en baiio de agua a 37°C y se agregé 1
ml en 10 ml de medio estéril preparado en tubos para cultivo con tapén de rosca de 16 x 125
mm. En el caso de los medios de enquistamiento se utilizaron diferentes volimenes de suero

agregados a 6 ml de solucion basal o solucién de peptona.

2.3.4. Medio Basal Para Enquistamiento (MBE).

El MBE se prepar6 de la misma manera que el medio PEHP, s6lo que al MBE no se le

agregaron fosfatos y los tubos de cultivo se llenaron con 7 ml en vez de 10.
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2.3.5 Preparacién del medio ME20

Se vaciaron 7 ml de medio basal de enquistamiento en tubos de borosilicato con tapén
de rosca y se esterilizaron en autoclave. Luego, en condiciones de esterilidad, se agregé 1 ml
de cada una de las siguientes soluciones: suero bovino, solucién salina de enquistamiento y
MgCl; 1.22 mM, MnCl; 14.44 mM y CoCl; 19.44 mM

2.3.6. Preparacion del medio ME10.

Se vaciaron 7 ml de medio basal de enquistamiento en tubos de borosilicato con tapén
de rosca y se esterilizaron en autoclave. Luego, en condiciones de esterilidad, se agregd 1ml
de cada una de las siguientes soluciones: suero bovino, solucién salina de enquistamiento y
MgCl; 4 mM, MnC)h 10 mM y CoCl; 10 mM.

2.4 Composicién y Preparacién de las Soluciones
Todas las soluciones se prepararon con agua desionizada, con una resistividad de 4
megaohms. El agua se desionizé en un desionizador Barstead (Barstead Co. Division of

SYBRON Corporation, Boston, MA. USA).

2.4.1 Solucion basal de enquistamiento.

Composicion.

Peptona de caseina..........ccceeeereereeeeessessassons 10g
LACIStEINA ......corereeereerreecrcensnnarecnnaonnnannoncass lg
Acido 8SCOIDICO...ovv..vvenneeesrssrsssssscsssnsonsenes 02g
Agua desionizada ¢.b.p. .......ccceeerrrerreinrenn 1000 ml

Preparacion: los componentes se disolvieron con agua desionizada, por agitacién

magnética. El pH se ajusté a 7.0 con NaOH 10 N. y se afor6 a 1000 ml con agua
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desionizada. La solucion se distribuyé en alicuotas de 6 ml, en tubos de cultivo. Los tubos se
esterilizaron en autoclave y se almacenaron como se hizo con el medio PEHPS.

2.4.2 Solucién de Peptona

Composicion.
Peptona de caseina. 10g
Agua desionizada C.b.p. ..ccivvvnrcivernennenses 1000 ml

Para su preparacién la peptona se disolvié en agua desionizada. Se ajust6 el pH a 7.0
con NaOH 10 N. La solucién se distribuy6 en alicuotas de 6 ml, en tubos de cultivo. Los
tubos se esterilizaron en autoclave y se almacenaron como se hizo con el medio PEHPS.

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

Composicion:
“NaCl..iiiiiniiminisisniana, 65g
| XY 3 | VY 28¢g
| 4 5 01 ¢ 0 VIO 04pg

Agua desionizada c.b.p. .........1000 ml
Los componentes se disolvieron, se ajust6 el pH a 7.4 con NaOH 10 N y se afor6 a 1000
ml. La solucién se distribuy6 en alicuotas de 10 ml, se esterilizé en autoclave y se almacend

en refrigeracion a 4 °C.
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2.4.4 Soluciones 12x de MgCla, MnCl,, CoCl,, CaCl,, NaCl, Glucosa, Tetraborato de sodio
y Manitol.

Las diferentes concentraciones de las soluciones de MgCl,, MnCl,, CoCl,, CaCly, NaCl,
Glucosa, Tetraborato de sodio y Manitol que se probaron en este trabajo se calcularon por
medio de] método de optimacién autodirigida Simplex secuencial para multiples factores
(Hendrix CD, Union Carbide, 1970; Shavers CL, 1979). Para su preparacién 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 analitica. Estas
cantidades se calcularon para preparar una solucidon concentrada 12 veces con respecto a la
concentracién de la solucién de trabajo (12X). Los componentes se disolvieron en agua
desionizada y luego cada solucién se afor6 a 100 ml, se vacié en frascos de borosilicato con
tap6n de rosca y se esteriliz6 en autoclave. Estas soluciones se usaron antes de 48 h de haber

sido preparadas.

17



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

Composicion:
! OO 0216 g
CH3COONa.......onecrervevernenen 0312¢g
K,CO;.... vennennee0.372 8
Na,COs;........ 0372¢
NH;CONH;...coniiticnnnssrssosconsars 0336¢g

Los componentes se disolvieron en agua desionizada, el volimen se aforé a 50 ml y se la
solucién se esterilizé por filtracién bajo condiciones de asepsia con ayuda de una jeringa de
vacio Manostat (Laboratory Instrument and Cientific Apparatus, USA.), swinex estéril de 25
mm
(Millipore Corporation, Bedfar, MA, USA.) y membrana de filtracion con la mezcla acetato-
celulosa con tamafio de poro de 0.22 p m (Millipore Corporation, Bedfar, MA, USA)). La
solucién se guard$ a temperatura ambiente en botellas estériles de borosilicato de 125 mli con
tapin de rosca. Esta solucién se usé antes de 48 h de preparada.

2.4.6 Soluciéon Amortiguadora de fosfatos de Sorensen 12x (Tablas cientificas Ciba Geigy
SA, 1971).

Se prepararon 2 soluciones diferentes: Sorensen A: la cual estaba compuesta por
diferentes concentraciones molares de KH;PO, y Sorensen B con diferentes concentraciones
molares de Na;HPO, Las concentraciones se calcularon por medio del método de
optimacién autodirigida Simplex secuencial para maultiples factores (Hendrix CD Union
Carbide, 1970; Shavers CL, 1979). Para obtener la concentracion deseada en los medios. Las
concentraciones molares de las soluciones se prepararon 12 veces mayores a la solucién de
trabajo (12x). Diferentes voliimenes de las soluciones A y B se agregaron a la solucién de
peptona o solucién basal de enquistamiento al momento de preparar el medio de acuerdo al
pH deseado (tabla 1),
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Tabla 1 Volumenes de las soluciones de Sorensen utilizadas para alcanzar diferentes valores

de pH.
Tat | IR e i s SONCIONES S TR o it
* pH W:%_% ?‘%@ Py “mn*%%%%

5.0 983 12
52 980 20
54 967 33
5.6 948 52
58 919 81
6.0 877 123
6.2 815 185
6.4 732 268
6.6 627 373
6.8 508 492
7.0 39 608
72 285 715
74 196 804
1.6 132 868
7.8 86 914
8.0 55 945
32 33 967
*KH,PO,

®Na,HPO,

*Volumen en pl.

2.4.7 Solucion de peréxido de hidrégeno

El peroxido de hidrogeno al 30% se distribuyo en alicuotas de 2, 4, 6, 8 y 10 ml en
tubos de borosilicato, aforando luego a 10 ml con agua bidestilada. Enseguida la solucién se
esterilizd por filtracion bajo condiciones de asepsia con ayuda de una jeringa de vacio
Manostat (Laboratory Instrument and Cientific Apparatus, USA.), swinex estéril de 25 mm
(Millipore Corporation, Bedfar, MA, USA.) y membrana de filtracién con la mezcla acetato-
celulosa con tamaiio de poro de 0.22 um (Millipore Corporation, Bedfar, MA, USA.). y se

utilizé de inmediato.
2.4.8 Solucién Amortiguadora de Cacodilatos 0.1 M

Se diluyeron 1.601 g de acido cacodilico con unos 80 ml de agua desionizada. Se ajusté el
pH a 7.4 con HCI 0.1N 6 NaOH 1N y el volumen se aforé a 100 ml con agua desionizada. La

solucion se esterilizd por filtracion con ayuda de una jeringa de vacio Manostat (Laboratory

Instrument and Cientific Apparatus, USA.), swinex estéril de 25 mm (Millipore Corporation,
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Bedfar, MA, USA.) y membrana de filtracién con la mezcla acetato-celulosa con tamaifio de
poro de 0.22 ym (Millipore Corporation, Bedfar, MA, USA.). y se guardé en frascos estériles
de borosilicato a 4 °C hasta su uso.

2.4.9 Solucion de Glutaraldehido.

El contenido de una ampolleta de 10 ml de glutaraldehide al 25% en solucién acuosa
(Grado microscopia electronica; TED PELLA, Inc.Tustin, C.A; USA) se afor6 a 100 ml con
solucién amortiguadora de cacodilatos 0.1 M, pH 7.4 para hacer una solucién al 2.5%. Esta
solucién se esterilizé por filtracion y se guard6 a 4 °C en alicuotas de 10 mi, en tubos de

borosilicato con tapdn de rosca.

2.5 Preparacion 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 ml y se almacenaron a temperatura ambiente, en un frasco de

vidrio con tapdn de rosca.

2.5.2 Sarcosyl al 0.2%.

Se disolvieron 0.2 g de la sal de sodio N-Lauroil sarcosina (C;sH23NO3;Na) en 100 ml de
agua bidestilada, mediante agitacién magnética. Esta solucion se guardé a temperatura
ambiente en un frasco de vidrio con tapdn de rosca.



2.6 Preparacién de las Enzimas
2.6.1 Preparacion de Mezcla Quitinasa y Tripsina.

El contenido de un frasco con 2.5 unidades de quitinasa de Streptomyces griseus (Sigma,
Chemical Co.) mas 10 mg de tripsina, se disolvieron con 2 m] de PBS (PBS 50 mA4, pH 6.0).
De esta solucién se tomaron 800 pl y se agregaron a un tubo Eppendorf que contenia 200 pl
de la muestra de quistes.

CAPITULO 3
METODOS
3.1 Tratamiento del Material Para el Cultivo de Amibas

3.1.1 Lavado. (Lopez-Revilla y Rodriguez-Béez, 1981).

El lavado del material de borosilicato para el cultivo de amibas (tubos, botellas y
frascos) comprendié los siguientes pasos: 1) emjuague, durante por lo menos 24 h en
hipoclorito de sodio, diluido al 1% en agua de la llave; 2) tallado con escobillén y 4
enjuagues con agua de la llave; 3) enjuague por lo menos 24 h con écido ¢lorhidrico diluido
al 1% con agua de la llave, 4) tallado con escobillén 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 metalicas.

Las pipetas serolégicas (Bellco 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 Division, N.Y., USA) por lo menos 24 h; 2) enjuague en un sifon para lavar pipetas
(Nalgene) por lo menos 2 h; 3) dos enjuagues por inmersion en pipeteros con agua destilada;
4) secado en horno a 200 °C por 3 h.

Los bulbos contaminados con material biol6gico y los tapones de los recipientes de
cultivo se remojaron en cloruro de benzalconio (dermo-Qrit; DERMO, MEX) al 1% por lo
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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 Esterilizacion del Material.

En general, todo el material de vidrio para el cultivo de amibas se esterilizd en autoclave.
Los tubos, frascos y botellas se esterilizaron con los tapones flojos, los cuales se apretaron al
terminar el tiempo de esterilizacién estando ain calientes los tubos. El materia]l asi
esterilizado se guardé protegido del polvo a temperatura ambiente, hasta su uso.

32 Cultives Amibianos Axénicos (Said-Fernandez S y cols, 1988)

3.2.1 Curva de Crecimiento.

Se inocularon 24 tubos de cultivo con 1 x 10° amibas/ml y se incubaron a 37 °C. Cada 24
h se determiné la densidad celular de 3 tubos en una camara de Neubauer. Con los datos
obtenidos se calculd la media y el error estindar a cada intervalp 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 ¢l buen
estado morfolégico y la movilidad de las amibas, De los tubos observados se escogié el
mejor cultivo y se colocé en agua-hielo durante 10 a 15 min al término de los cuales el
cultivo s¢ homogeneizé por inversién suave del tubo (15 a 20 veces) y se determiné la
densidad celular en un hematocitémetro.

En cada resiembra se inocularon 1 x 10 trofozoitos/ml en cada uno de 3 tubos con 11
ml de medio PEHPS y se incubaron a 37 °C; a los 4 dias, cuando las amibas se encuentran en
el segundo tercio de su fase logaritmica de crecimiento, se realizd la siguiente resiembra.



3.3 Enquistamiento

3.3.1 Estructuras semejantes a quistes de E. histolytica formadas de manera espontinea en
Medio PEHPS (ESQ).

Las ESQ se obtuvieron inoculando 1 x 10° trofozoitos/ml en tubos de cultivo de 16 x
125 mm que contenian 11 ml de medio PEHPS, estos se incubaron a 37 °C durante 14 dias al
término de los cuales se cosecharon los quistes.

3.3.2. Induccién al enquistamiento

A los cultivos de E. histolytica en fase logaritmica de crecimiento (4 dias de cultivo)
en medio PEHPS se les cambi6é a ME. Esto se hizo en condiciones asépticas retirando por
succion 9.5 partes del volumen de medio. Después se agregd el medio de enquistamiento
recién preparado, transvasando directamente el medio de un tubo a otro. Estos cultivos se
incubaron a 37 °C por 7 dfas.

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 centrifuga Sorvall con rotor de 24 cm de radio). El
sobrenadante se eliminé por vacio y la pastilla se resuspendi6 en agua bidestilada o PBS. La
suspension se lavé 2 veces con PBS (cuando los quistes eran para ensayos de microscopia) o
con agua desionizada (cuando estas células eran para determinar calidad global).

3.5. Determinacion del tiempo éptimo de enquistamiento
Se inocularon 1 x 10° trofozoftos en 54 tubos de cultivo con medio PEHPS y se
incubaron a 37°C durante 4 dias hasta alcanzar la fase de crecimiento logaritmico. Luego los

trofozoitos se inocularon en tubos conteniendo 12 ml de medio ME20 y se incubaron durante



7 dias a 37°C. Las estructuras producidas en este medio se contaron cosechando 5 tubos
diarios y contandolos con la ayuda de un hematocitdmetro. Se calculé el promedio y la
desviacion estandar diarios. Luego se determind 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 calculf el promedio y desviacion estandar.

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

. Los quistes recién cosechados y suspendidos en 500 ul se inocularon en tubos
Eppendorf (Sigma Chemical Co. St. Louis, Mo; USA) de 1.8 ml de capacidad. Luego se
determiné 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 determiné el
mimero y porcentaje de quistes resistentes a las diferentes concentraciones de SDS con
respecto a la densidad celular inicial. Se calculé el promedio y desviacion esténdar de tales

valores.

3.7 Seleccién de una cepa de E. histolytica capaz de enquistarse

Se colocaron 1 x 10° trofozoitos/ml en tubos de cultivo de 16 x 125 mm que
contenian 11 ml de medio PEHPS de la cepa de E. histolytica HM-1 IMSS. Se incubaron a
37 °C durante 14 dias. Estos tubos se centrifugaron a 700 g por 15 min. El medio de cultivo

se aspird enseguida por succién con la ayuda de vacio y en condiciones de esterilidad. Se



agregaron a cada tubo 9 ml de agua bidestilada estéril y se mantuvieron en refrigeracion a
4°C por 24 h. Luego el medio hipoténico se aspird y se agregé 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 trofozoitos.

3.8 Influencia del LCR y del PACSR sobre el enquistamiento

15 tubos conteniendo medio PEHPS con trofozoitos en fase de crecimiento
logaritmico se dividieron en tres grupos; los trofozoitos del primer grupo se inocularon en
medio ME10, 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 dias a 37°C. Luego se cosechd y se evalu6 la calidad global de
los quistes.

3.9 Evaluacién de la calidad biolégica de los quistes

3.9.1 La calidad biolégica.
Para evaluar la calidad biolégica de los quistes se consideraron S factores de calidad.
A) Resistencia al sarcosyl al 0.1%.
Los quistes recién cosechados y suspendidos en 500 pl de agua bidestilada,se
inocularon en tubos Eppendorf (Sigma Chemical Co. St. Louis, Mo; USA) de 1.8 ml
de capacidad. Luego se determiné su densidad celular y a cada tubo se le agregaron

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



y se determiné 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 pardmetros.

B) Aspecto celular normal.

Con la ayuda de un microscopio de luz {Axiophot) con técnica de campo
claro. Se contaron 100 células de una preparacion en fresco. Se calculd el porcentaje
de células con apariencia microscdpica redondeada, con citoplasma granular y con
tamafio entre 6 y 12 pm con respecto al total de células contadas. Los resultados se
reportaron como porcentaje de quistes con morofolgia normal con respecto al total de
células contadas. Se consideré como quistes con morfologia normal a aquellos con
tamafio entre 6 y 14 um , con citoplasma granular y con vesiculas escasas en numero
y tamatdo (Said Ferndndez y cols 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 preparacion en fresco. Se calculé el porcentaje
de células con superficie celular lisa y refringente con respecto al total de células
contadas.

D) Refringencia.

Abora utilizando técnica de contraste de fases. Se contaron 100 células de una
preparacion en fresco. Se calculé el porcentaje de quistes refringentes con respecto al
total de células contadas.

E) Niicleo
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Una alicuota de 100 pl de la suspension de quistes se mezcl6 con 100 ul de
colorante de Hoescht. Se incubé durante 10 minutos en la obscuridad a temperatura
de laboratorio. Enseguida, utilizando microscopio Axiophot se contaron 100 quistes
con técnica de fluorescencia, y se determiné el porcentaje de quistes con uno 0 méas

nucleos con respecto al total de quistes contados.

3.9.2. La calidad global (CG).

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

con los pardmetros de calidad biol6gica mencionados .

CG = -:lﬁ*sm

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

pardmetro de calidad biol6gica 'I\SI- R1 y luego calcular la raiz “n” de ese producto.
Donde n=S5.

3.9.3. La calidad global relativa (CGR).

Es el producto de dividir la calidad global de los quistes producidos en ¢l medio en
estudio (Cge) entre la calidad global de los quistes producidos en el medio testigo (CGr).

CGe
CGR= CG:




3.10.. Optimacién de un Medio por el Método Simplex
3.10.1. El método Simplex modificado para miltiples variables y multiples respuestas.

Es un modelo matematico que permite evaluar las interacciones de varios factores de
manera simultinea sobre una determinada respuesta. La cual a su vez es el resultado de
conjuntar varias respuestas en una. Con este método se optimaron los valores y
concentraciones de 11 factores quimicos y 4 factores fisicoquimicos para alcanzar la mejor
calidad global de los quistes de E. histolytica en condiciones axénicas. Para.fines précticos
este andlisis lo dividimos en dos fases. Durante la primera fase se optimaron las
concentraciones de Suero bovino , glucosa , LCR , extracto de higado y pancreas, mezcla de
vitaminas 109 de Diamond, Mg®*, Mn**, Co**, Ca*, B> y durante la segunda fase se
optimaron los valores de pH, osmolaridad, temperatura, potencial de 6xido reduccion y la
concentracion de fosfatos.

El método Simplex Sugiere iniciar los experimentos con k+1 pruebas (donde K es el
nimero de variables a estudiar). Para la fase uno de optimacion se plante6 la siguiente matriz

Inicial:



No. demedlo

de enquistamiento Factores 2b:C

SueroB. | LCR | Glucosa | Boro L MgCh | Mncl, [coch, | EHP | Vit
1 baja | baja| baja [baja [aita | baja | baja | baja | baja [ alta
2 baja | baja| baja |aita |baja | baja | alta |aita | alm
3 baja | baja| alta |baja |baja [ata | baja |alta | alta | aka
4 bajp | baja| alta [ata |ata | ata | alta | baja| baja | alta
5 baja | ata | baja | baja |baja |aita | alta | alta | baja | baja
6 baja | ata | baja |alta |ata |aita | baja | baja | alta | baja
7 baja | aita | alta | baja |alta |baja | alta | baja| aka | baja
8 baja | alta | atta |atta |baja |baja | baja | atta | baja | baja
9 alta baja| baja |baja |baja |atta | ata | baja | alta | baja
10 alta | baja| baja | alta |aita | ata | baja | alta| baja | baja
11 alta bajal alta |baja |alta |baja | alta |alta | baja | baja

a Vertabla de factores y limites de concentracién
b Baja, limite inferior de concentracion de cada factor

¢ Alta, limite superior de concentracién de cada factor

Los limites de concentracién 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 optimacion.

0 8%
2.-LCR 0 1%
3.-Glucosa 0 33mM
4.-Tetraborato de sodio 0 4 mM
5.- Cloruro de calcio 0 4 mM
6.-Cloruro de magnesio 1 4 mM
7.- Cloruro de manganeso 1 10 mM
8 .- Cloruro de cobaito 1 10 mM
9.- Extracto de higado y pancreas 0 250 ml /L medio
10.- Mezcla de vitaminas 109 Diamond 0 0.5% (v/v)

Para la segunda fase de optimacion se decidid utilizar la matriz inicial como la

sugiere el método Simplex la cual es la siguiente:




‘a,b.c

Medio Factores
pH Temperatura | Potencial 4 | 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 Veriabla de factores y limites de concentracién
b Baja, limite inferior de concentracién de cada factor

¢ Alta, limite superior de concentracién de cada factor
d Potencial de éxido reduccion

¢ Concentracién mM de fosfato de potasio monobdsico y fosfato de sodio dibasico

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

segunda fase de optimaci6n del medio se muestran en la tabla 3.

Tabla 3. Concentraciones y valores Iniciales de cada factor analizado durante [a fase 2 de
optimacion

A e ALALI R PR ER-] 0 Mhrplagnie et
1.- pH 53 6.55

2.- Temperatura 25°C 40°C

3.- Potencial de 6xido reduccion +80 +185

4.- Osmolaridad 200 mOsm/Kg 330 mOsm/Kg
5.- Concentracién mM de fosfatos * 0 mM 66 mM

* Fosfato de sodio dibdsico y fosfato de potasio monobisico.

Los medios disefiados con la ayuda de la matriz inicial, se utilizaron para inducir el
enquistamiento de trofozoitos en fase de crecimiento logaritmico contenidos en tubos de
borosilicato con medio PEHPS. Estos tubos se incubaron durante 7 dias a 37°C. Los quistes

se cosecharon y se les evalué la calidad global relativa como ya se menciond. Posteriormente



los medios se ordenaron del mejor al peor de acuerdo & la calidad global relativa de los
quistes producidos en ellos.

Para determinar cuintos de los medios se eliminarian, primero los medios se
agruparon de la siguiente manera: en el primer grupo se separd solo el medio con el mejor
resultado que se consideré 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 asi sucesivamente hasta separar los mejores medios
y solo dejar “el peor”. Se calculé la diferencia del resultado de “el mejor medio” con el
promedio de “los peores medios”. Luego se calcul$ la diferencia del promedio de los
resultados de los 2 mejores medios con el promedio de los restantes y asi 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 escogid 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 diseiié una nueva matriz,. donde los nuevos
medios sustituyeron a los peores recién eliminados.

La forma en que se disefiaron nuevos medios en esta etapa, fue sustituyendo los valores y
concentraciones de cada factor en el medio eliminado con la ayuda de una férmula
matematica simple:

Nueva concentracién de factor a probar= 2C mejores - peor.
Donde 2C mejores = dos veces la media de la concentracién o valor del factor en los mejores

medios evaluados en la etapa previa y peor = es la concentracién o valor del factor en el
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medio eliminado. Esto se repite para cada factor en cada medio eliminado hasta 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 habia realizado en la etapa
previa,

Para el disefio de nuevos medios durante esta etapa se utilizaron diferentes formulas
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-expansion:

Nueva concentracion de factor a probar= C+0.5 (C+P)
donde C= mejor + 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 realizd una
contraccion R:

Nueva concentracion 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 realizé una contraccién:

Nueva concentracién de factor a probar= C-0.5(C-P).
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Finalmente si el medio a eliminar fue superior al mejor medio previo se utiliza una
reflexién simple 2C-P. Estas mismas formulas se aplicaron para las etapas posteriores de
optimacion por el método Simplex.

La optimacion se dié por terminada cuando no se logré mejorar mas la calidad global
y las concentraciones y valores de los factores se circunscribieron a un 4rea determinada.

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

Simplex.

3.10.2 Preparacién-de los medios de enquistamiento durante la optimacién.

Para la preparacién de los medios durante la fase 1 se agregaron 6 ml de solucién
basal o medio basal en tubos de borosilicato con tapén de rosca. Se esterilizé 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 ml de SSE 24x yde 0 a 1 ml de concentraciones variables de CaCly, Glucosa,
Tetraborato de Sodio, MgCl;, MnCl, y CoCl,, concentrados siempre 12x para alcanzar la
concentracién deseada en el medio. El volumen de LCR vari6 entre 0 y 0.1 ml La mezcla de
vitaminas # 109 de Diamond varié entre 0 y 30 ul. Las diferentes concentraciones de EHP
variaron desde 0 en la solucién basal de enquistamiento al 25% en el medio basal. Cuando
cualquier otro factor requeria de una concentracién cero, su volumen se sustituia con agua
bidestilada. La osmolaridad final se ajusté con volumenes variables de cloruro de sodio 2.16
M. El volumen final del medio de enquistamiento en los tubos de cultivo se aforé a 12.5 ml

con agua bidestilada.
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Para la preparacién de los medios durante la fase 2 se agregaron 6 ml de solucién
basal en tubos de borosilicato con tapén de rosca. Se esterilizé 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 ml de suero, 0.5 ml de SSE
24x y de 0.5 ml de CaCl,, Glucosa, Tetraborato de Sodio, MgCl,, MnCl, y CoCl,,
concentrados siempre 24x para alcanzar la concentracién deseada en el medio. Los diferentes
valores de pH se alcanzaron modificando las proporciones del fosfato dibasico de sodio y
fosfato monobasico de potasio incluidos en el medio de acuerdo a lo recomendado por las
tablas cientificas buffer de fosfatos de Sorensen. Para modular el valor de.la temperatura de
incubacién se utilizaron diferentes incubadoras simultineamente con diferentes temperaturas
de incubacién, pero nunca mas de tres. Para modificar el potencial de oxido reduccién se
utiliz6 Manitol 5 mM . Para modificar la osmolaridad se utiliz6 NaCl 2.16 M en diferentes
volimenes y finalmente la concentracién de fosfatos se modificé solo en la preparacién de la
solucion madre la cual siempre se concentré 24x y se agregaron 0.5 ml para alcanzar la
concentracion final adecuada en el medio.

3.11 Método para evaluar la influencia del H>O; sobre el enquistamiento
3.11.1. Preparaci6n de medios con H;Os :

A 18 tubos de cultivo conteniendo 6 ml de solucién de Peptona se les agregaron las
mismas concentraciones de factores que en los mejores medios disefiados utilizando el
método Simplex. A estos tubos se les agregaron 0.5 ml de H,O, 0, 0.27, 0.54, 0.81, 1.08y
1.35 mM concentrados 24x. Se probé su capacidad para inducir el enquistamiento,

inoculando en ellos trofozoitos en fase de crecimiento logaritmico. Se incubaron durante 7



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

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

3.12 Método para determinar la influencia del sedimento sobre el enquistamiento
3.12.1. Preparacion de los medios de enquistamiento con y sin sedimento.

Algunos de los medios de cultivo desarrollados para inducir el enquistamiento son
bifésicos, a estos medios se les aspird el sobrenadante y se probé la capacidad de el
sobrenadante de inducir el enquistamiento del mismo modo como se realiz6 con los medios
bifasicos. Los ensayos se reﬂhmon por triplicado y se calcul6 el promedio y desviacién
cstandar de la calidad global. La calidad global de los quistes producidos en los
sobrenadantes se comparé con la producida en los medios bifésicos.

3.13. Preparacién de los guistes para microscopia electrénica

Se realizé un ensayo con 25 tubos de cultivo separados en grupos de cinco tubos.
Todos los grupos se inocularon con 1000 trofozoitos por ml y se incubaron a 37°C en medio
PEHPS. El primer grupo se cosech6 a los 4 dias enfriando 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 coseché a los 14 dias de incubacién. Estos. tubos se
centrifugaron a 700 g por 15 min. Se aspir6 el medio y se enjuagé en dos ocasiones con
PBS. En el resto de los grupos se indujo el enquistamiento con los medios disefiados donde
se produjo la mejor calidad global. Estos tubos se centrifugaron a 700 g por 15 min. Se
aspir$ el medio y se enjuagé en dos ocasiones con PBS.

Una vez obtenidas las muestras, se centrifugaron de nuevo y se retir6 el sobrenadante,

el sedimento se recogié con una pipeta Pasteur y se vacié en tubos Eppendorf (Sigma
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Chemical Co. St. Louis, Mo; USA) de 1.8 ml de capacidad resuspendiéndose en
glutaraldheido al 2.5%. Se incubé una hora a 37°C y luego se centrifugé a 700 g y se enjuagd
en dos ocasiones con buffer de Cacodilatos pH 7.4. Las muestras procesadas se guardaron en

refrigeracién hasta su envio al laboratorio de microscopia electrénica.

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

formados en medio de enquistamiento

Se realizd un ensayo en 90 tubos de cultivo con medic PEHPS los tubos se
inocularon con 1000 trofozoitos por ml y se_incubaron a 37°C durante 4 dias. Luego los
trofozoitos se inocularon en el medio de enquistamiento donde se produjeron los quistes con
mejor calidad global (21p10). Los tubos se dividieron en tres grupos. A los tubos del primer
grupo se les aspir6 el medio de cultivo y se cambié por agua bidestilada. Al segundo grupo
se aspir6 el medio y se le cambi6 por 2 ml de 4cido clorhidrico pH 2 y se incubd durante 15
minutos. Luego se centrifugd a 700 g por 15 min, se aspiré el 4cido y se cambié por agua
bidestilada. Al tercer grupo se le aspir6 el medio y se agregaron 2.5 unidades de quitinasa y
1.0 mg de tripsina disueltos en 2ml de PBS pH 6. Se incub6 a temperatura de laboratorio
durante 30 min, Luego se centrifugd a 700 g por 15 min, se aspird y se cambié 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 cambié el agua por medio PEHPS fresco e
incubéndose a 37°C. Los tubos de cultivo se observaron al microscopio invertido cada 24

horas buscando la presencia de trofozoitos.
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CAPITULO 4

RESULTADOS

4.1 Estandarizacién de los medios de cultive
4.1.1 Curva de crecimiento de trofozoitos de E. histolytica.
Los cultivos con trofozoitos inoculados en medio PEHPS e incubados a 37°C
mostraron una curva de crecimiento donde no se observé fase lag, la fase de crecimiento

logaritmico se observo de las 48 a las 96 h y una fase estacionaria después de las 96 h (Fig.

1).
Trofozoitos/ml (x10%)
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! |
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HORAS DE INCUBACION A 37°C

Figura 1.- Curva de crecimiento de trofozoitos de Entamoeba histolytica. Se inocularon 1000
trofozoitos/ml en tubos de borosilicato con tapon de rosca conteniendo medio PEHPS y se determind
la densidad celular, cada 24 h, con hematocitometro. Promedio de tres ensayos + error estandar.
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4.1.2. Determinacién del tiempo éptimo de produccion de ESQR resistentes al efecto de SDS
al 0.4y 1%.

La produccién de ESQR resistentes al efecto de detergentes se inicié al cuarto dia y
alcanz6 el mejor rendimiento al octavo después de haberse inducido el enquistamiento. Las
ESQR producidas fueron mas resistentes al efecto de SDS al 0.4 que al 1%. La proporcién 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).

Nomaro de quistes resistontes a (x10° )
L |
| L

/ = |[—o—spsos

'\K [ox-soe

DIAS DE INCUBACION A 37°C

Figura 2.- Relacién temporal de formacién de ESQR resistentes a SDS. Se inocularon 2.27 x 10°
trofozoltos en fase de crecimiento logaritmico en 12 mi de ME 20 (PEHPS + MgCL 1.22 mM, MnCl,
14.44 mM, CoCl, 19.44 mM ). El rendimiento total de amibas (trofozoltos, quistes, pre-quistes) al
octavo dia fue de 32% en relacion al indculo (0.71 x 10° ). Después de cosechar, contar las amibas y
someterias dos veces a chogue hiposmoético con agua bidestilada durante 10 min, estas se
incubaron por 5 min en SDS al 0.4% 6 1% inmediatamente después se contaron las ESQR intactas.
Promedios de tres ensayos + efror estandar.

4.2. Seleccién de una cepa de E. histolytica capaz de enquistarse
Se observo la presencia de trofozoitos 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
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trofozoitos crecieron hasta alcanzar a llenar los tubos de cultivo. De estos tubos se seleccion6
el que contenia los trofozoitos con la mejor apariencia. A partir de este tubo se continud
resembrando cada 96 h para utilizar esta sub-cepa durante el resto del desarrollo de este
trabajo.
4.3. Determinacion de Iz influencia del LCR y el PACSR sobre el enquistamiento

Los quistes producidos en el medio de enquistamiento testigo conteniendo Unicamente
suero bovino fueron los de mejor calidad global. El enquistamiento ocurrié en presencia de
LCR formandose 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. histolytica
formados en medio 10 * en condiciones axénicas.

PORCENTAJE DE

" Medio PEHPS adicionado con MgCL 4 mM, MnCl, 10 mM y CoCL10 mM
® Quistes que reunieron los criterios de cada factor de calidad con respecto al total de
quistes formados (2.55 x 10° promedio).
© 8% de suero bovino.

9 8% de suero bovino mas 0.8% de un preparado comercial rico en lipidos y colesterol.
* 8% del sustituto de suero para el cultivo axénico de protozoarios.
! Media geométrica de los porcentajes de los § factores de calidad mencionados,

4.4. Incremento de la calidad biolégica de los quistes
4.4.1. Incremento de la calidad global relativa durante la fase 1 de optimacién.
Durante la primera fase de optimacién de la calidad global relativa de los quistes
producidos en un medio de enquistamiento utilizando el método Simplex, se disefiaron y

probaron 25 medios de enquistamiento. El medio utilizado como testigo fue el medio 11. Con
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calidad global de 0.5474 y calidad global relativa 1.0. La peor calidad global relativa se
observé en los quistes formados en el medio 5 con un valor de 0.3158. Mientras la mejor
calidad global relativa se encontrd en el medio 21 con un valor de 1.11. La calidad global
relativa de los quistes se incrementd 3.51 veces durante esta fase cuando se comparo la
calidad de los quistes formados en el mejor medio de enquistamiento con respecto a lIa 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 increment6 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 mas reducido

(Fig.5). Por estos motivos se di6 por conchiida esta fase de optimacion.

Figura 3.- Incremento de la calidad global relativa de los quistes de E. histolytica por efecto
de diez factores quimicos (fase I). Con ayuda del método Simplex, modificado para multiples
variables y miltiples respuesias se disefiaron y probaron 25 medios de enquistamiento. Se analiz6
el efecto de concentraciones variables de los siguientes factores: Suero bovino , glucosa , LCR ,
extracto de higado y pancreas, mezcla de vitaminas 109 de Diamond, Mg?’, Mn®*, Co%, Ca®, B¥.
Se inocularon tres tubos con 1.7 x 10° trofozoitos/ml en fase de crecimiento logaritmico en el medio
de enquistamiento y se incubaron durante 7 dias a 37°C. A los quistes asi producidos se les evalio
la calidad giobal relativa, /a cual se expresé como la media geométrica de los porcentajes de
quistes con Jos Siguientes indicadores de calidad: pared bien definida y cifoplasma normal,
resistencia a Sarcosyl al 0.1%, birrelringencia, nucleos y morfologia normal, entre ja calidad giobal
def medio festigo (11). Los resultados se presentan ordenados por etapas y del peor al mejor medio
disefiado dentro de cada etapa.



4.4.2. Determinaci6n de factores no esenciales para el enquistamiento de E. histobtica

El método Simplex permitié eliminar factores que no influyen sobre el resultado
esperado. Para esta primera fase de optimacién fue posible eliminar las vitaminas, el extracto
de higado y péncreas y LCR. En la Fig.4 se observa que las concentraciones de los factores
mencionados oscilaron entre la mdxima concentracién disefiada 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.- identificacién de factores no esenclales para ol enquistamiento de E. histolytica. Se
analiz6 el efecto de concentraciones variables de: Suero bovino , glucosa , preparado comercial rico
en lipidos y oolesterol (LCR) extracto de higado y pancreas (EHP) mezcla de vitaminas 107 de
Diamond, Mg?*, Mn®*, Co®, Ca B*. Obsérvese en la Fig.3 que la mejor calidad de los quistes se
obiuvo en el medio 21 {La 'flecha Indica i concentracion que tenia el factor analizado en el medio
21). Notese que en este medio no se incluyeron vitaminas, EHP ni LCR. Las concentraciones de los
factores mencionados en esta figura oscilaron entre el méximo valor permitido y cero. Pero la mejor
calidad de los quistes se observo en el medio en donde no se incluyeron los factores mencionados,
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4.4.3. Optimacioén de las concentraciones de los factores que influyen en el enquistamiento

de E. histolytica.

Las concentraciones de varios factores como Suero bovino, glucosa, Mg?*, Mn®',
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 minima hasta la maxima concentracion inicialmente disefiadas y conforme
avanzaron las etapas propuestas por el método Simplex, las concentraciones de los factores
en estudio se limijtaron a un intervalo cada vez menor, algunos con tendencia a dlgmmulr y
otros con tendencia a aumentar, hasta encontrar }Ja concentracion éptima de cada factor
donde se produjeron los mejores resultados, coincidiendo con la incapacidad de los nuevos
medios disefiados de producir quistes con calidad global superior a la de los quistes
formados en el medio con la mejor combinacién de factores desarrollado hasta ese momento.
Por estos motivos se decidié dar por concluida esta fase de optimacién. En esta misma figura
pudimos observar la concentracién 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

, Mg 1.5 mM, Mn?* 5.5 mM, Co** 10 mM, Ca®* 4 mM, B* 2 mM.
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iy,

Figura 5.- identificacion de los factores esenciales para el snquistamiento y determinacion de
la concentracién en la que se producen los quistes de mejor calidad global (medio 21).
Obsérvese que las conceniraciones de los factores mencionados en esta figura oscilaron
iniciaimente entre el maximo valor y &l menor, luego las variaciones en concentracién disminuyeron
y finalmente se encontrd la concentracién donde se alcanz6 la mejor calidad global relativa (medio
21) (La flecha indica la concentracion que tenia el factor analizado en el medio 21). Suero bovino 8%
, glucosa 16.6 mM , Mg® 1.5 mM, Mn** 5.5 mM, Co®* 10 mM, Ca** 4 mM, B* 2 mM. Variaciones
posteriores en la concentracion de estos factores no resultaron en un incremento en la calidad global
de los quistes producidos.
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4.4.4. Comparacidn de la calidad global de los quistes producidos en la fase 1 de optimacién

contra la calidad global de las ESQ formadas en medio PEHPS

Cuando se compar la calidad global de los quistes formados en el peor, intermedio y
mejor de los medios desarrollados durante esta fase, se observé que los quistes formados en
el mejor medio (21) alcanzaron una calidad global de 1.8 veces mayor en proporcién a la
calidad global de las ESQ formadas de manera espontinea en medio PEHPS. Mientras la
calidad de los quistes formados en el peor medio (5) solo alcanz6 un valor de 0.53 veces con
respecto a la calidad global de estos mismos quistes (Tabla 5).

“Tabia 5.- Fase 1. Incremarnito en calidad global de los quistes formados-en diferentes
medios

* Media geométrica de los porcentajes de quistes con los siguientes indicadores de calidad:
pared bien definida v citoplasma normal, resistencia a Sarcosyl al 0.1%, birrefringencia,
nicleos y morfologia normal.

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

4.4.5. Comparacion 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 sélo se incluyen Mg?*, Mn*, Co?* y LCR. En el medio
donde se produjeron los quistes con calidad intermedia se incluyeron ademés suero bovino,
glucosa y Ca?* y se eliminé el LCR. Finalmente en el mejor medio se delimitaron las

concentraciones Optimas de los factores que influyeron positivamente sobre el



enquistamiento. Las concentraciones de los factores fueron: suero bovino 8% , glucosa 16.6

mM , Mg¥ 1.5 mM, Mn?* 5.5 mM, Co™ 10 mM, Ca* 4 mM, B* 2 mM. Sin vitaminas,

extracto de higado y pdncreas ni LCR (Tabla 6).
Tabla 6.- Fase 1, Composicion de los medios de enquistamiento con peor, intermedia y mejor
calldadjlobal
e Medio

Concentracmnes 5o S haem 215
Suero Bovino 0% e L B
Glucosa O0mM - 3B3mM 16.6 mM
B* - 0mM omM | 2mM
o - 0mM 4mM 4mM
Mg®" 4mM 1mM 1.5 mM
Mn®* 10 mM 10 mM 5.5mM
5 10 mM 10 mM 10 mM
EHPY 0% 0% 0%
Mezcla de Vitaminas 109 0% s g 0%
LCRY : 1% 0% 0%

. Medio en que se produjeron los quistes de peor calidad.
® Medio en que se produjeron quistes de calidad intermedia.
"Medno en que se produjeron jos quistes de mejor calidad.
¢ Extracto de higado y pancreas.
® Preparado comercial rico en lipidos y colesterol.

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

Para esta segunda fase se disefiaron y probaron 15 medios de enquistamiento donde
se analiz6 el efecto de diferentes valores de temperatura, pH, osmolaridad, potencial de
oxido-reduccion 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 observé en los quistes formados en el medio 21-A y fue de
0.0674. Mientras la mejor calidad global relativa se encontré en el medio 21-C con un valor
de 1.20. La calidad global relativa de los quistes se increment6 1.2 veces més durante esta
fase. Se observé que durante la primera etapa se alcanzoé la mejor calidad global relativa en

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