Figura 6.- Incremento de la calidad global relativa de los quistes de E. histolytica por sfecto de
cuatmfactomﬂslcoquinﬂcooyunfactorqulmleo.ParaIafaselldelpresepteesmdloyoonla
ayuda del método Simplex, se disefiaron y probamn15rnediosdeenqubtamnento.$emalizb§
efecto de condiciones variables de los siguientes factores: temperatura, pH, osmolaridad, potencial
de Oxido-reduccion y concentraciones variables de fosfatos. Para realizar los andlisis se siguié o
mismo procedimiento que en la Fig.3 pero en esta fase del estudio se utiizd el medio 21 como
testigo. Obsérvese que la mejor calidad globai relativa de los quistes formados se obtuvo con e
medio 21-C. Los resultados se presentan ordenados por etapas y del peor medio disefiado al mejor
dentro de cada etapa.

4.4.7 Determinacidén de los valores y concentraciones dptimos de los factores durante la fase

2

Las concentraciones de fosfatos y los valores de temperatura, pH, osmolaridad,
potencial de 6xido-reduccion se pudieron optimar 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 optimacién 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 decidi6 dar por finalizada esta fase
de optimaci6n. En la Fig. 7 también podemos observar que 1a concentracién 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, osmolaridad 365 mosm/kg y potencial de éxido reduccion +130mv.
Ademsas de los factores ya mencionados para ¢l medio 21 los cuales no variaron (suero

bovino 8% , glucosa 16.6 mM , Mg?* 1.5 mM, Mn** 5.5 mM, Co** 10 mM, Ca** 4 mM, B*

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

Figura 7.- identificacién y determinacion de los vailores y concentraciones éptimas de los
factores de la fase M. En la Fig.6 se muestra que en el medio 21-C se produjeron los quistes con
mejor calidad global. Obsérvese que las fluctuaciones en los valores de pH, osmolaridad,
temperatura, potencial redox y las concentraciones de fosfatos en los medios de enquistamiento se
limitaron en un érea cercana a los valores donde se aicanzé la mejor calidad global (medio 21-C )
(La fiecha indica la concentracion que tenia el factor analizado en el medio 21-C). Los valores de los
factores fisicoquimicos observados en ese medio fueron pH 5.3, temperatura 40°C, potencial redox
+130mv, osmolaridad 365 mosm/kg, y la concentracion de fosfatos 33 mM.
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4.5 Influencia del H, O, sobre ¢l enquistamiento.

4.5.1 Determinacién de la influencia de diferentes concentraciones molares de H,O5 sobre el

potencial de oxido reduccién de los mejores medios de enquistamiento disefiados.

Los mejores medios disefiados durante la fase 1 (medio 21) y la fase 2 (medio 21-C)
mostraron un potencial de oxido reduccién de +110mv + 10 y +156.7mv + 7.6
respectivamente. En la Tabla 7 puede observarse como se incrementé el potencial do 6xido
reduccion en funcién directa de la concentracién de H;O, en el medio de enquistamiento.
Cuando se agregaron 0.5 ml de una solucién de H;0; 1.35 mM el potencial de 6xido

reduccion 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 6xido-reduccién en medios con diferentes concentraciones
de H;0,

o +110 2 10 +156,7+ 7.6

027 +125,7 + 5.1 42267+ 5.8
0.54 +1457 + 8.1 +2537+7.8
0.8 +168,0 + 8 +371,7 + 16.1
1.08 +1943+ 45 +362,3 +13.7
1.35 +210,7 * 5.1 +365,0 + 13.2

4.5.2 Determinacién de la influencia de el potencial de 6xido-reduccién del medio de

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

mM de H;0; correspondientes a +145,7 + 8.1mv y 4+210,7 + 5.1mv. También el medio 21-C
con 0.81 mM de H,O, y potencial de 6xido-reduccion de +371,7 + 16.1mv (Fig.8). Este
altimo medio también es un medio bifasico. 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.

21
821.C

21C

Medio

0 21

Congentracian de perésido de Fidrgeno (M)

Figura 8.- Influencia de diferentes concentraciones de H;O; en los medios 21 y 21-C. Los
mejores medios disefiados con el método Simplex (21 y 21-C) se adicionaron con diferentes
concentraciones de peréxido y se prepararon en medio basal sin agentes reductores (acido
ascorbico y L- cisteina). Los trofozoltos en fase de crecimiento logaritmico se incubaron en estos
medios a 40°C por 7 dias. A los quistes asl producidos se les evalu¢ la calidad global, como se
describe en la Fig.3. La mejor calidad global de los quistes se produjo en ks medios 21 con 0.54 y
1.35 mM de H,0, correspondientes a +145,7 + 8.tmv y +210,7 * 5.1mv. También el medio 21-C con
0.81 mM de H,0.y potencial de dxido-reduccion de +371,7 + 16.1mv
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4.5.3. Comparacion de la calidad global de los medios con H20; contra el testigo.

El medio 21 con 0.54 mM de H>0O; con potencial de 6xido-reduccién de +145,7 +
8.1mv (21p4) y el medio 21 con 1.35 mM de H;0, con potencial de éxido-reduccion de
+210,7 + 5.1mv. (21p10), mostraron un incremento estadisticamente significativo (p < 0.05)
en la calidad global con respecto al testigo y con un medio de apariencia transhicida y
monofasico. Mientras el medio 21-C no incrementé su calidad global al agregar H,O, 0.81
mM con potencial de 6xido-reducciéon de +371,7 + 16.1mv (21-Cp6). Ademais aunque el
testigo tenia una calidad similar a la del medio 21 con cualquiera de las concentraciones de
H;0,. El medio 21-C.eon y sin H;O, fueron medios bifasicos en los que el sedimento impide
separar de manera adecuada los quistes producidos. El medio (21p10) con potencial de
6xido-reduccion de +210,7 + 5.1mv fue el mejor medio para inducir €l enquistamiento de E.

histolytica en condiciones axénicas.

4.6 Influencia del sedimento sobre el enquistamiento.

4.6.1. Comparacién 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 perdxido el cual es un medio translicido con escaso sedimento

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

21-Cp6
21p10"

: * De los quistes formados en los medios.
P Medio bifasico con sedimento.

 Medio aspirado sin sedimento.

% Medio 21 + 0.54 mM de H,0,.

¢ Medio 21-C + 0.81 mM de H,0,.

" Medio 21 + 1.35 mM de H,0,.

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

desarrollados en este trabajo

4.7.1.Calidad global de los quistes formados en los medios desarrollados.

Como se observa en la Tabla 9 la calidad global se incrementé 2.18 veces en el mejor
medio (21p10) con una diferencia estadisticamente muy significativa (p < 0.001)con respecto

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

Tabla 9 fobal de los

uIstes formados en Ios medios desarrollados en este traba]o.

g g

03237 +0.017

0.5869 + 0.004
0.7013 + 0.021
0.7002 + 0.028

* Promedio de tres ensayos + error estandar.
"Pmumpmebatdesmdentdetmaoolaoonmpectoaltesﬁgp.
p < 0.05 diferencias estadisticamente significativas.
* Medio 21 con 1.35 mM de H;0,.
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4.8 Rendimiento de los medios de enquistamiento desarrollados en este trabajo

4.8.1 Determinacion del porcentaje de formacién de quistes en los medios disefiados.
Los porcentajes de formacién 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 formacién de quistes en medios disefiados

il . i R i

21 0.61+0.036°
21-C 057 +0.072°
21p4 0.54 + 0.055"°
21p10.° 0.58 +0.038"
21-Cp6 0.57 +0.035"®

" Concentracién 0.54, 1.35 y 0.81 mM de H,0,. respectivamente.

* Promedios de tres ensayos + error estandar.

® Los valores de p para los promedios de los rendimientos de estos medios no mostraron diferencias
significativas en una prucba t de student de 2 colas p= 0> 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 disefiados.
Como se observa en la Tabla 11 las concentraciones de suero bovino, glucosa, Mgz,
Mn?, Co**, Ca®*, B** establecidos durante la primera fase de optimacién no se modificaron.
Ademas nétese como se eliminaron del medio de enquistamiento los factores reductores
(acido ascorbico y L- cisteina) y los fosfatos. Asi el mejor medio contiene las mismas

concentraciones de factores que el medio 21 mas H,0,. 1.35 mM pero sin agentes reductores.
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nlobal

8 8

Glucosa® 16.6 16.6 16.6
Boro* 2 2 2
Calcio* 4 4 4
Magnesio * 1.5 L5 1.5
Manganeso * 55 55 S S
Cobalto * 10 10
Acido Ascérbico* : 0.035 I 0.035
L-Cisteina * 0.1 1 0.1 Wg %ﬁ
Fosfato de potasio mono y dibésico * ) 9 33
Peréxido de hidrégeno ® 0 i 0 3 1,35 nipe

* Conceniracién mM

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

mejor calidad global.

Ailn en los medios considerados como mejores, los valores de pH, temperatura,
potencial de Oxido-reduccibn y osmolaridad presentan variaciones importantes.
Principalmente entre el medio (21p10) con potencial de éxido-reduccién de +210,7 + S.1mv
fue el mejor medio para inducir el enquistamiento y el mejor medio de la fase 2 de
optimacion (21-C). Los valores ptimos de los factores mencionados pueden observarse en

la Tabla 12.

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

Potencial de éxido-reduccion ¢

'Valores promedio de tres ensayos
®En grados centigrados

¢ Expr&sada en mOsm/kg
4 Expresada en mv
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4.10 Aspecto microscépico de los quistes formados en el mejor medio de enquistamiento

#
4.10.1 Microscopia de luz de los quistes de E. histolytica formados en los medios

desarrollados.

La apariencia microscopica de los quistes formados en los medios disefiados durante
el desarrollo de esta tesis, captada con un microscopio Axiophot equipado con un sistema
automaético de fotografia integrado, mostré que los quistes formados en el medio 21p10 al ser
observados en contraste de fases, tenian, a diferencia de los trofozoitos y de las ESQ
formadas espontincamente en PEHPS la presencia en su superficic de una estructura
refringente que sugiere la presencia de pared celular. Ademads, los quistes formados en el
medio 21pl0 tenian micleos con cromatina dispuesta en forma caracteristica 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 nicleos y cuando éstos, se llegaban a
presentar no estaban bien definidos y su cromatina aparentemente no presentaba ninguna
disposicion especial (Fig 9). Los quistes formados en el medio 21p10 tenian un didmetro de
6 a 14pum mostraban un citoplasma granular y vesiculas pequefias en su interior sin presencia

de cuerpos cromatoides (Fig 9).



Figura 9.- Observaciones microscopicas en fotomicroscopio Axiophot con técnica de contraste de
fases, aumento de 100x de trofozoitos (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 mas regular , la presencia de nicleos

con mayor frecuencia y una superficie refringente que sugiere la presencia de pared celular (Barra = 10
pm).




Cuando se comparé la apariencia microscépica de los quistes formados en el medio
21p10, con la de las ESQR formadas en los medios disefiados por Campos Géngora E., los
trofozoitos y las ESQ formadas de manera espontinea en medio PEHPS, se observé que los
quistes formados en el nuevo medio presentaron una superficie refingente que sugiere la
presencia de pared celular, forma esférica con tamafio entre 6 y 14 pum, con citoplasma
granular y vesiculas pequeiias, de uno a cuatro micleos, con cariosoma por lo general central.
Las ESQR’s formadas en los medios ME20 y ME10 en su mayoria no muestran una
superficie refringente, no ticnen forma ni tamafio regular, su superficie externa es irregular,
no tienen niicleos bien definidos; su citoplasma no mostraba vesiculas, sino granulos densos
en su interior. Las ESQ no tenian la pared, caracteristica esencial de los quistes. Los
trofozoitos no tenian estructuras que sugirieran la presencia de pared celular y en su mayoria
no tenian forma esférica (Fig 10).

Durante la observacién de los cortes semifinos de los quistes teflidos con tetradxido
de osmio lo quistes formados en el medio 21p10, 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 fijacién y tincién de los quistes quedé suspendida en la matriz que rodea a
los quistes y en algunas partes contigua a la membrana celular. Ademéds, estos quistes
mostraron la presencia de vacuwolas 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 nucleo (Fig 11).



Fig 10.- Observaciones en fotomicroscopio Axiophot con técnica de contraste de fases aumento de
100x de trofozoitos (A), ESQ’s (B), ESQR’s formadas en medic ME10 (C) y ME20 (D) y quistes
formados en medio 21p10 (E y F). Donde se observd que a diferencia de las otras estructuras en esta
figura los quistes formados en el medic 21p10 mostraron forma esférica, regular, con superficie
refringente, con nucleos bien definidos con cromatina dispuesta en forma de rueda de careta y con
cariosoma central (Barra = 10 um).
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Fig 11.- Observaciones microscopicas de cortes semifinos de quistes de E, histolytica formados
axenicamente en los medios 21 (A), 21-C (B) y 21p10 (C), tefiidos con tetradxido de osmio y
observados en fotomicroscopio Axiophot en campo claro y aumento de 100x. Donde se observd la
forma homogénea de los quistes cultivados en el medio 21 pero sin la presencia regular de nicleos.
Ademas la presencia de nucleos, vacuolas conteniendo material denso y fibritar y una estructura fibrilar
continua cercana a la membrana celular de los quistes formados en el medio 21p10 (Bama = 10 pm).

4.10.2. La ultraestructura de los quistes formados en los medios desarrollados

La ultraestructura de los quistes formados en los medios 21p10, 21 y 21-C no mostrd
presencia de cuerpos cromatoides. En cambio si se observé un citoplasma muy vacuolado en
las células producidas en el medio 21p10, las observaciones a los quistes formados en este
mismo medio mostraron una estructura fibrilar alargada de pum de espesor, continua, adherida
(solo en pequefios segmentos) a la membrana celular, citoplasma con vacuolas cercanas a la
membrana celular y conteniendo material denso fibrilar (Fig 12). De estas imagenes puede
deducirse que esta estructura cubria la superficie de los quistes formados en el medio 21pl0,

pero se desprendié por alguna causa que desconocemos.
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Figura 12.- Observaciones en microscopio electrénico de transmision de los quistes formados en los
medios 21 (A), 21-C (B) y 21p10 (C y D). Donde se puede observar la ausencia de cuerpos
cromatoides en los quistes formados en todog los medios, la falta de pared celular en los quistes
producidos en los medios 21 y 21-C y {a presencia de una estructura fibrilar continua cercana al
exterior de la membrana celular y vacuolas conteniendo material denso fibrilar en los quistes formados
en el medio 21p10.
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4.11. Comparacién del incremento de los porcentajes de quistes que cumplen con los

parimetros de calidad biolégica formados en los mejores medios disefiados 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 pardmetros de calidad

bioldgica

Los quistes disefiados en estos nuevos medios fueron mejorando su calidad
sisteméticamente 8 medida que progres6é el proyecto aplicando el método Simplex. Lo
anterior considerando cada uno de los pardmetros de calidad biolégica por separado. Esto
puede ser observado en la Fig. 13. As{ podemos notar como se incrementan los porcentajes

de quistes que resisten al Sarcosyl al 0.1%, son birrefringentes, tienen forma y tamafio de

quistes, con superficie refringente y nicleos.

CALIDAD BIOLOGICA

0,9
0,81
0,7
0,6 1
0,5

04+

0,3-

0,2

0,14

Fig 13.- Andlisis del incremento en los pardmetros de calidad biologica en los mejores medios
disefiados. Los porcentajes de quistes que cumplian con cada uno de los factores de calidad
bioldgica por separado se evaluaron en los mejores medios disefiados. Graficandose los promedios
de los porcentajes de tres ensayos + emmor estandar.
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4.12 Determinacién de la capacidad de desenquistarse

4.12.1. Determinacién de la capacidad de desenquistamiento de los quistes formados en el
medio 21p10.

Los quistes formados en medio 21p10 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 4cido con HCl 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 dias.

CAPITULO S

DISCUSION

5.1 Discusién

Hasta la fecha no existe un medio, ni un método en el que se produzcan quistes de E.
histolytica en forma masiva en condiciones axénicas. E] disefio de un medio de cultivo que
permita la produccién masiva de quistes de E histolytica en condiciones axénicas permitird
conocer més acerca de la biologia de ¢ste protozoario pardsito. Ademas de sentar las bases
para el desarrollo de nuevas herramientas de diagnéstico, de nuevas drogas utiles en el

tratamiento de la Amibiasis y de vacunas para prevenir dicha enfermedad.
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Cabe sefialar que atin a pesar del desarrollo de vacunas que estimulan la produccién de
anticuerpos y protegen de la formacion del absceso hepitico en gerbils (Zhang T, 1995),
estas no inhiben el proceso de enquistamiento permitiendo la diseminacién de] parésito a
organismos susceptibles. Lo que remarca la necesidad de conocer los mecanismos
disparadores de este proceso abriendo asi la oportunidad de romper el ciclo biolégico de este
protozoario permitiendo el control, quizds mas efectivo de esta enfermedad.

Entamoeba histohtica es capaz de formar ESQ de manera espontéinea en cultivos
envejecidos en medio PEHPS (Said Fernandez S y cols, 1993), lo que no sucede en otros
medios para el enltivo axénico de este protozoario (Martinez-Paloma.A, 1982).. "

Las ESQ formadas espontineamente en medio PEHPS son morfolégicamente
indistinguibles de los quistes naturales, tefiidos 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 hipoténico (55
mOsm/Kg), pero mueren en agua bidestilada o en presencia de Sarcosyl al 0.2%, condiciones
que los quistes naturales si son capaces de resistir (Martinez-Palomo A, 1982).

Las ESQR formadas en medio PEHPS adicionado con Mg *, Mn ** y Co ** tienen
una pared celular mas resistente al efecto de SDS al 1%. Ademas se incrementd 120 veces la
produccion de N-acetilglucosamina. Sin embargo las ESQR formadas en ese medio cuando
se observan al microscopio electrdnico tienen estructuras anormales en la pared celular y en
el citoplasma, que no se observan con tetradxido de osmio pero si con rojo de ruienio

(Campos-Goéngora 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 disefiar un
medio donde se produzcan en forma masiva quistes de E. histolytica en condiciones axénicas
con mejor calidad biolégica que las ESQ y ESQR formadas en los medios PEHPS y PEHPS
adicionado con Mg 2*, Mn **y Co 2",

Empezamos por definir el concepto de calidad biolégica. 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 pardmetros fueron incluides en la evaluacion de la calidad global.~Se evaluaron cinco
caracteristicas a los quistes formados en los medios desarrollados durante esta tesis como
parametros 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
trofozoitos ni las ESQ’s resisten este tratamiento. A partir de ese momento se evaluaron el
resto de los pardmetros 36lo a los quistes que resistieron al efecto del Sarcosyl al 0.1%.
Enseguida, se calcul6 el porcentaje de los quistes formados que tenian forma redondeada,
tamafio entre 6 y 12 um con citoplasma granular y vesiculas pequefias, puesto que esta es la
forma y el tamafio de los quistes naturales (Martinez-Palomo A, 1982). Luego se calculé 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
intencié.n de mejorar la apariencia microscépica de los ESQR formados el medio
adicionado con metales, ademis de que esa misma pared les daria a los quistes mayor

resistencia al efecto de detergentes. La pared es un factor importante para que los quistes
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naturalés resistan situaciones medio ambientales adversas como: calor, desecacion y medios
hipotbnicos. Se determiné el porcentaje de quistes birrefringentes como indice de viabilidad
(Garcia-Zapien AG, 1995). Finalmente se determiné el ,porcentaje de quistes con nlicleos
que es una caracteristica esencial. La mayor parte de las ESQ formadas espontaneamente en
medio PEHPS pierden el nicleo entre el 6° y 10° dias de incubacién (Said-Fernéndez S,
1993). Se buscé incrementar el porcentaje de quistes con los factores de calidad
mencionados tratando de disefiar el medio donde se formaran grandes cantidades de quistes
de buena calidad, més que buscar producir quistes de muy buena calidad tan solo en
pequeiias proporeiones de el total de quistes formados.

El método Simplex es un modelo matemético que permite evaluar la interaccién 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-
Gongora E, 1996, Escamilla-Trevifio L.L., 1996). En nuestro trabajo se utilizé el método
Simplex modificado para miltiples variables y miltiples respuestas, permitiéndonos alcanzar
nuestros objetivos con eficiencia en un periodo corto de tiempo.

Para iniciar el proyecto, se estandarizaron los medios de cultivo. Se prepararon § L de
extracto de higado y péncreas (Said-Ferndndez S y cols, 1988) y 8 L de suero bovino. Para
disminuir la variabilidad en los experimentos, se utilizaron suero bovino y extracto de higado
y pancreas de este Unico lote para preparar los medios de cultivo durante el desarrollo de la
tesis. Enseguida se inicié a resembrar la cepa HM-1 IMSS en medio PEHPS (Said-Fernandez
S y cols, 1988). Después de siete resiembras de la cepa en este medio de cultivo se realizé

una curva de crecimiento con el fin de determinar el tiempo en que se debian realizar las



resiembras. Se¢ encontrd que la fase de crecimiento logaritmico de nuestra cepa en ¢l medio
PEHPS se alcanzé entre las 48 y 96 h, motivo por ¢l cual las resiembras se continuaron
realizando cada 96 b.

Antes de analizar el efecto de diferentes factores sobre el enquistamiento se decidié
determinar el tiempo adecuado para cosechar los quistes producidos en los nuevos medios
por disefiar. Se sabia que E. histolytica forma ESQ de manera esponténea en medio PEHPS
cuando los trofozoitos inoculados en ese medio se dejan sin resembrar por 9 dias. Sin
embargo estas ESQ no resisten el efecto de detergentes (Said-Fernandez S y cols, 1993).
Entonces se realizé .un-ensayo utilizando el medio ME20 (Campos-Gdéngora E.; 1996): El
cual contiene medio PEHPS adicionado con MgCl, 1.22 mM, MnCl; 14.44 mM y CoCl,
19.44 mM, que produce ESQR que resistian al efecto del SDS al 1%. La produccién de
ESQR se incrementé después del cuarto dia de incubacién alcanzando la méxima produccién
al octavo dia, motivo por el cual a partir de ese momento la cosecha de quistes s¢ realizd
siempre en el octavo dia de incubacién.

Para iniciar este trabajo seleccionamos una sub-poblacién de amibas partiendo de la
cepa HM-1:IMSS con la capacidad de formar ESQ espontineamente en medio PEPHS, Esto
con ¢l objeto de incrementar la eficiencia del enquistamiento. Con esta poblacién
seleccionada se trabajé 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 encontré que los quistes que se formaron en presencia de LCR

tenian una calidad global superior a los formados en medio con PACSR. Aunque los quistes
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de mejor calidad se observaron en el medio de cultivo con suero bovino sin LCR ni PACSR.
Se decidi6 incluir en el estudio al LCR y no al PACSR como factor que influye sobre el
enquistamiento. Para determinar la concentraciéon adecuada de LCR se incluyé como factor
en ¢l ensayo de optimacion utilizando el método Simplex.

Debido a la dificultad técnica para trabajar con mds de 60 tubos de cultivo con
diferentes concentraciones y valores de factores en un mismo tiempo. Se decidié dividir la
optimacion en dos fases. En la primera fase se optimaron las concentraciones de 10 factores
quimicos. Se disefiaron 25 medios de cultivo: El medio 11 se wutilizé como testigo: Este
medio indujo la formacién de quistes con calidad global de 0.5474 y calidad global relativa
de 1.0. El mejor medio disefiado 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 disefiado y 1.8 veces mejor que la calidad de las ESQ formadas de manera
espontdnea en medio PEHPS. La concentracién éptima de los factores analizados durante
esta primera fase fue suero bovino 8% , glucosa 16.6 mM , Mg?* 1.5 mM, Mn?* 5.5 mM,
Co’ 10 mM, Ca** 4 mM, B> 2 mM. LCR 0%, vitaminas 0% y extracto de higado y pancreas
0%. Nétese como durante esta fase se optimé la concentracion de 7 factores quimicos y se
eliminaron LCR, vitaminas y extracto de higado y péncreas como factores que no se
requieren para la formacion de quistes de E. histolytica en condiciones axénicas con buena
calidad bioldgica. Para dar por concluida esta fase de optimacién se consideraron dos
situaciones: la primera fue que después de alcanzarse la mejor calidad global en el medio 21.
Se realizaron mds 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 disefiados. La



segunda fue que las concentraciones de los factores analizados oscilaron inicialmente en un
rango muy amplio y conforme avanzé el estudio oscilaron en un intervalo cada vez mas
reducido y cercano a las concentraciones dptimas de los factores donde se produjo la mejor
calidad global. Durante la segunda fase de optimacién se determinaron los valores que
produjeron los mejores resultados de 4 factores fisicoquimicos y la concentracién de fosfato
de sodio dibdsico y fosfato de potasio monobdsico sobre la formacién de quistes de E.
histolytica en condiciones axénicas. El medio 21 se utilizé como testigo durante esta segunda
etapa con el fin de tener una base de comparacion de resultados entre las dos fases. Las
-concentraciones de los factores contenidos en el medio .21 son las mismas que las
encontradas en cada uno de los medios disefiados en esta fase. Las diferencias ente el testigo
y los medios disefiados fueron en los valores y concentraciones de los 5 factores analizados
durante esta fase. Se disefiaron 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 éxido
reduccién +130mv., suero bovino 8% , glucosa 16.6 mM , Mg 1.5 mM, Mn* 5.5 mM,
Co®* 10 mM, Ca®* 4 mM, B** 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 incrementé 1.2 veces con
respecto a la primera fase. Sin embargo, el medio 21-C que produjo los mejores resultados
esta fase fue un medio bifasico con una cantidad de sedimento considerable, lo que
dificultd la cosecha de los quistes y la observacién microscépica de los mismos. Las
concentraciones y valores 6ptimos de los factores analizados en esta fase fueron los

siguientes: fosfatos 33 mM, pH 5.3, temperatura 40°C, osmolaridad 365 mOsmkg ¥y
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potencial de éxido reduccién +130mv. Ademss de los factores ya mencionados para el medio
21 los cuales no variaron (suero bovino 8% , glucosa 16.6 mM , Mg** 1.5 mM, Mn®" 5.5
mM, Co®* 10 mM, Ca** 4 mM, B*" 2 mM). Nos Ilamé la atencién como las condiciones
favorables para inducir el enquistamiento no son compatibles con el crecimiento de
trofozoitos. Esto es explicable si se considera que el enquistamiento es un mecanismo de
defensa que utilizan los pardsitos 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 ¢l cual pudimos modificar el potencial de éxido redutcion eh un rango entre +80 y
+180mv. El mejor medio no tenia manitol y mostré un potencial de 6xido-reduccién de
+130mv. Cabe mencionar que la solucion basal de enquistamiento contenia ademas otros
factores reductores como la L-cisteina y el dcido ascérbico. Decidimos disefiar un ensayo
utilizando sélo peptona como solucién basal y eliminando los agentes reductores. Ademés se
utilizé H,O» como factor oxidante en el medio de cultivo. Se probaron diferentes
concentraciones de H,O, aplicados a los mejores medios disefiados durante las dos fases de
optimacién con variaciones en el potencial de dxido reduccién entre +125 y +371mv. Los
quistes de mejor calidad global se produjeron en el medio 21 con potencial de 6xido-
reduccién de +210mv (21pl10) y en el medio 21-C con potencial de éxido-reduccién de
+371mv (21Cp6). Sin embargo como el medio 21-C con y sin H;(, es un medio bifsico con
las dificultades que ello implica.

Enseguida se evalud la calidad global de los quistes formados en los mejores medios

de cultivo con sedimento y los mismos medios descartando el sedimento. Se observé 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 ¢l medio y son esenciales
para la formacién de quistes de mejor calidad.

Concluimos que el mejor medio para inducir el enquistamiento de E. histolytica en
condiciones axénicas fue el medio 21 con potencial de 6xido-reduccién de +210mv. En este
medio se produjeron quistes con una calidad global 2.18 veces superior a los formados
espontdneamente en medio PEHPS con una diferencia estadistica 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 produccién masiva
de quistes en este nuevo medio disefiado.

Al evaluar los pardmetros de calidad global por separado para detem-:inar en que
pardmetros se mejoré de manera mas importante. Observamos como los porcentajes de
quistes formados en el medio 21pl0 y que cumplian con los parimetros de calidad
establecidos para este trabajo fueron superiores en todos los aspectos a los porcentajes de las
ESQ formadas en medio PEHPS que cumplian con estos mismos parametros de calidad. Los
mayores incrementos al comparar los porcentajes se observaron en: porcentaje de quistes con
presencia de nticleos que fue de 38% en medio 2ipl10 y en el medio PEHPS 13% con un
incremento de 2.9 veces. Con respecto al porcentaje de quistes birrefringentes en el medio
21p10 fue de 78% y en el medio PEHPS 29% con un incremento de 2.7 veces. Como la
calidad global se increment6 sistemiticamente en cada uno de los parimetros que se

disefiaron para evaluarla. Es posible que s¢ haya estimulado una serie de eventos que



culminan en la formacién de un quiste lo que es mejor que estimular sdlo una enzima que
produzca un componente de la pared.

Cuando se observé la apariencia microscopica de los quistes formados en el medio
21pl10 bajo el microscopio de luz y con técnica de contraste de fases pudimos notar la
presencia de una superficie refringente, tamafio similar al de los quistes naturales, citoplasma
granular con vesiculas pequefias y la presencia de niicleos 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 s6lo con Mg**,
Mn?*, y Co 2+ (Campos-Géngora E, 1996), se observd como los quistes formados en el
medio 21p10 tenian citoplasma con vacuolas y vesiculas pequefias, mientras el citoplasma de
los ESQR formados en los medios ME10 y ME20 tenian granulos muy densos que en
ocasiones impedian observar el resto de las estructuras citopldsmicas. Ademas los quistes
formados en el medio 21p10 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 21pi0 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 proporcion de células nucleadas, ademas de citoplasma con
un mayor numero de vacuolas. La diferencia primordial al observar y comparar entre los
quistes formados en el medio 21p10 y los trofozoftos 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 tener una

apariencia microscOpica mas parecida a la de los quistes naturales que el resto de las
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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-Vallarta M,
1995) y en los quistes naturales (Martinez-Palomo A, 1982).

Cuando se analiza la estructura ultramicroscdpica de los quistes de E. histolytica
formados en condiciones axénicas en el medio 21p10. Llama la atencién la presencia de una
estructura fibrilar continua y adosada a la membrana celular solo en pequeftos tramos. Por
estas caracteristicas nosotros proponemos que esta estructura se trata de la pared celular. La
cuestion es: ;Por que se desprendecasi 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 algin motivo las técnicas de fijacion inadecuadas aunadas a la desecacién y las
centrifugaciones repetidas hayan dafiado la ultraestructura de la pared posterior a la
observacién en fresco. Esta es una posibilidad aceptable dado que en las preparaciones en
fresco observadas con contraste de fases no encontramos paredes desprendidas (Fig 9 y 10).
Otra posibilidad es el H;O, inicialmente pudo haber inducido al enquistamiento pero
posteriormente causrr  dafio por oxidacién dafiando 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 simultanea y sistematica con
la ayuda del método Simplex. Es posible, sin embargo que existan otros factores que también
influyan sobre el enquistamiento, ademas de los analizados durante el presente estudio. Por

lo mismo la calidad de los quistes formados en este nuevo medio podré mejorarse ain mas
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analizando el efecto de otros factores. Por ejemplo Morales Vallarta y cols encontraron que
en PEHP saturado con CO; 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, serd muy interesante

. investigar si preincubando los trofozoitos en medio PEHP saturado con CO; y luego
induciendo el enquistamiento en medio 21p10 se forman quistes con cuerpos cromatoides y
una pared mas estable. Por otro lado queda claro que las condiciones oxidantes del medio
inducidas por H>O, favorecieron notablemente la sintesis de una estructura que sugiere ser
una pared gruesa pero labil. Es importante investigar el efecto del tiempo de exposicién & ~
estas condiciones oxidantes y el efecto del potencial de oxido-reducién sobre la estabilidad

de la pared.
5.2 CONCLUSIONES

Se disefié 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 logr6é formar una
pared gruesa, electrodensa, visible con ME de transmision, pero esta pared se desprende de
la superficie de los quistes. Ademas los quistes formados en este nuevo medio de cultivo
tienen una calidad biolégica 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 produccién masiva de quistes con las caracteristicas

arriba mencionadas.



Este nuevo medio de cultivo es un medio translicido, semidefinido, que no requiere
extracto de higado y péncreas, por lo que es de méas facil preparacion que el medio PEHPS.
Este medio no requiere Manitol, LCR, vitaminas ni solucién amortiguadora de fosfatos de
Sorensen. Algunos de estos componentes son bastante caros como el LCR vy las vitaminas,
Otros requieren de procesos complejos en su preparacion, como la solucién amortiguadora
de fosfatos de Sorensen.

Los valores y concentraciones de los factores incluidos en este nuevo medio son los
siguientes: suere bovino 8% , glucosa 16.6 mM , Mg®* 1.5 mM, Mn®* 5.5 mM, Co* 10 mM,
Ca?* 4 mM, B**2 mM, pH 6.72, temperatura 40°C, osmolaridad 226 mOsm/Kg y potencial

de oxido reduccion +225mv,

5.3 PERSPECTIVAS

Aunque la apariencia de estos quistes al microscopio de luz es similar a la de los
quistes naturales, ademds de ser refringentes y resistir el efecto de detergentes. Falta por
mejorar la apariencia ultramicroscopica 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 reinen las caracteristicas necesarias para considerarlos muy semejantes a los
naturales, serd posible utilizarlos para disefiar nuevas herramientas diagnésticas, nuevos
farmacos y aislar en ellos antigenos que sirvan para disefiar una vacuna contra la Amibiasis.

Es posible que existan otros factores que favorezcan el enquistamiento de este

protozoario parasito y que aplicados a un medio de cuitivo mejoren aiin mas la calidad de los
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quistes formados nuestro medio. Se propone utilizar el nuevo medio disefiado por
nosotros para futuras investigaciones sobre el enquistamiento axénico de E. histolytica.

Este nuevo medio disefiado puede probar su eficiencia en el enquistamiento de otras
especies de amibas y/o servir de base para inducir el enquistamiento de otros protozoarios
parésitos.

5.4 CONTRIBUCIONES

Se disefié un nuevo medio de cultivo donde se formaron quistes que resisten el efecto
de detergentes, obseryados en microscopio de luz son muy similares a los naturales y tienen
una superficie lisa y refringente que sugiere la presencia de pared.

Por primera vez se logré formar una pared gruesa, electrodensa, visible con ME de
transmision.

Se determiné que no se requiere de extracto de higado y pancreas, manitol, LCR,
vitaminas ni solucién amortiguadora de fosfatos de Sorensen para que se formen quistes de

mejor calidad biol6gica que la de las ESQ y ESQR.
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