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Después de la fase exponencial de crecimiento, las amibas de la cepa HKY, mantenidas axénicamente en el medio
PEHPS, adguieren en forma espontdnea varias semejanzas morfoldgicas con los quistes naturales y resistencia a
choque hipotdnicos por el efecto de una pared, la cual estd compuesta parcialmente por polisacdridos. El nidmero de
amibas diferenciadas aumenta paulatinamente, pero su viabilidad disminuye, en funcidn del tiempo de incubacion,
hasta que al noveno dia 96 por ciento de la poblacion estd constituido por este tipo de células, si bien solo 6 por ciento
de ellas es viable. La estructura ultramicroscdpica de la gran mayoria de las amibas diferenciadas corresponde a la
de quistes inmaduros. Estos y el medio PEHPS constiniyen un buen modelo para la caracterizacion de la iniciacion
de la diferenciacion de E. histolytica y abren la posibilidad de obtener, en condiciones axénicas, cultivos masivos de
quistes maduros del agente causal de la amibiasis.
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SUMMARY

After an exponential phase of growth, HK9 strain amebas, kept in the axenic medium PEHPS, spontaneously acquire
a form morphologically similar to various natural cysts, as well as a resistance to hypotonic shock, due to the effect of
a wall, partially composed of polysacharides. The number of differentiated amebas increases gradually, although their
viability diminishes, in fiinction of the incubation time. On the ninth day, 96% of the population is made up of these
cells, although only 6% are viable. The ultramicroscopic structure of the great mayority of differentiated amebas
corresponds to that of immature cysts. These, and the PEHPS medium, constitute a good model for a characterization
of the start of the differentiation of E. histolytica, and open the oportunity of obtaining, in axenic conditions, massive
cultures of mature cysts.
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Se sabe bien que las amibas de la especie Entamoeba
histolytica causantes de la amibiasis, pierden gradual-
mente sus movimientos y adoptan formas esféricas u
ovales durante 1a fase prequistica. Entonces se iniciala
maduraci6n de los quistes, la cual consiste principal-
mente en la sintesis de la pared, divisién nuciear, una
notable reduccién del volumen celular, del ndmero y
tamafio de las vacuolas y en la aparicidn de cuerpos
cromatoides. Este proceso normalmente se completa
en ¢l colon humano y es posible reproducirlo en culii-
vos polixénicos.! pero no en condiciones axénicas.’

En un nuevo medio (PEHPS) para el cultivo ax¢ni-
code Entamoeba hystolytica,® se encontrd recientemen-
te que después de la fase de crecimiento logarftmico las
amibas sintetizan una pared, la cual aparece como una
estructura rigida y translicida, que fluorece intensa-
mente en presencia de Calcoffuor Whire M2R, 1o cualno
ocurre con los trofozoftos.! En este trabajo se confirma
dicho hallazgo, y se determina ademds que en €l nuevo
medio de cultivo, la mayoria de las amibas alcanza, en
condiciones axénicas, un estado de quiste inmaduro, y
que el enquistamiento se inicia al finalizar la fase loga-
rftmica de crecimiento.

Material y métodos
Cepas amibianas axénicas

Se usaron las cepas HK9 e IP-], de las especies Enta-
moeba histoltica®’y Entamoeba invadens,® respectiva-
mente. La primera se cultivl seriadamente en nuestro
laboratorio por siete afios, un afio en TPS-1,’ylos otros
seis en PEHPS,” con una frecuencia de resiembra de
cuatro dfas e indculos de 1 X 10,% amibas/ml. La axeni-
cidad de los cultivos se comprobd como se describié
previamente.® Lacepa IP-1se subscultivé y se indujo su
enquistamiento como se describi6 en una comunica-
cién anterior.”

Microscopla electrénica de barrido y de contraste de fases

Tales estudios se realizaron con trofozoios y amibas
diferenciadas, procedentes de cultivos con res y 12 dias
de incubaci6n, respectivamente. Los trofozoftos se
prenfriaron en una mezcla de agua hielo, durante 10
minutos. Ambos tipos de células se cosecharon por
centrifagacion a 1000 X g durante 15 minutos, a 4°C.
Para los andlisis con el microscopio electrénico de
barrido, 2 X 10¢ amibas diferenciadas sc lavaron tres
veces con agua bidestilada; se fijaron con glutaraldeh-
do al 2.5 por ciento en solucién amortiguadora de
fosfatos (PBS),”a 4°C, por una hora, yse deshidrataron,
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suspendiéndolas sucesivamente en concentraciones
crecientes de alcohol, desde 50 por ciento hasta absoluto,
sedimenténdolas, entre cada paso, por centrifugacién a
1000 X g, por 15 minutos, a 4°C, en tubos conicos. La
células se resuspendieron en 100 ul de etanol absoluto
yse depositd una gota de la suspensién en cubreobjetos
de 3 mm por lado. Las preparaciones se dejaronsecar a
temperatura ambiente, se montaron en los portamuestras
y se cubrieron con una pelicula de oro de 4 nm, con un
ionizador JFC 11000 (Jeol Limited, Tokyo) operado a
15mA, 1.5 Kv, por tres min. Las micrografias se obtuvieron
con un microscopio electrénico de barrido JSM-35C
(Jeol Limited, Tokyo).

Estructura ultramiscroscdpica de las amibas diferenciadas

Las amibas diferenciadas de cultivos de seis dias de
incubacion se separaron de los trofozoftos en un gra-
diente discontinuo de densidad, con 10a 100 por ciento
de Percoll isoténico,? pero en lugar de PBS, se usé
medio PEHPS como diluyente. Las amibas de las ban-
das de 30y 40 por ciento de Percoll se lavaron tres veces
con medio fresco y se prepararon y analizaron como se¢
describi6 anteriormente en otra comunicacion.

Reactivos

El dodecil sulfato de sodio, la glucosa y la cistefna se
obtuvieron de Sigma Chemical Company (Saint Louis,
Missouri) El Percoll se obtuvo de Pharmacia Fine
Chemicals (Uppsala) y todas las sales de Merck, México;
todo lo anterior, en grado reactivo. El extracto de
higado y pancreas y el suero bovino estéril, componen-
tes del medio PEHPS, se prepararon en ¢l laboratorio
de los autores.? :

Resultados

Apariencia de las amibas diferenciadas en contraste de
fases y microscopio electronico de barrido

Bajo el microscopio de contrasie de fases, las amibas
diferenciadas aparecen con forma oval o esiérica, de
tamafio notablemente menor que €l de los trofozoitos,
mds refringentes y con vesiculas y vacuolas en menor
nimero y mas pequefias que las de éstos (Fig. 1). Bajo
el microscopio electrénico de barrido, las amibas pre-
sentan un superficie rugosa, con una gran depresion,
como la que se muestra en la figura 2. La apariencia de
las amibas diferenciadas y la de los quistes naturales,
tefiidos con yodo, es notablemente parecida. Ambos
presentan una gran afinidad por el colorante en sus
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Figura 1. Apariencia de los trofozofllos en la fase logarfimica de crecimiento y de amibas
diferenciadas, cuitivadas axénicamente en medic PEHPS. (A)irofozofios y (B) amibas di-
ferenciadas. Las flechas sefialan algunas amibas diferenciadas esféricas, pequefias y
refringentes. Barras, 10 wm.

Figura 2. Aparienciz de una amiba diferenciada, observada con  Figura 3. Similitud morfolégica de las amibas diferenciadas, cultiva-

microscopio  electronico de barrido. Barras 2.5 um. das axénicamenteen medio PEHPSy delos quistes naturales.
Obsérvese la depresion central que presentan también los Las preparaciones corresponden a frotis tefiidos con Lugol.
quistes de olras especies de amibas. {A) Una amiba en up estadio temprano de diferenciacién,

provenienie de un cultivo axénico de 12 dias de incubacién a
36 °C, muestra numerosas vacuolas. (B) Un quiste maduro,

superficies, mas de un nucleo, y escaso nimero de aislado de heces humanas; (C) Una amiba diferenciada,
vacuolas, en comparacién con las que presentan las teiranucleada, con una morfologfa muy parecida a la del
amibas en estado mucho m4s temprano de diferencia- quiste natural. Las flechas negras sefialan las paredes de
. . . ambas cglulas y las blancas, sus nficlecs. Las amibas diferen-
cién (Fig. 3). En otros trabajos se ha mostrado que ciadas tetranucleadas son escasas en los cultivos, pero las
dicho parecido también es claramente observable ba}o binucleadas y mononucleadas con pared son abundantes.

el microscopio de contraste de fase' y de barrido,
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Resistencia al chogue hipotdnico de las ambias diferen-
ciadas

Como la pared confiere alos quistes resistenciaa facto-
res adversos, se analizé el efecto de uno de los més
conocidos, 1a hiposmolaridad, sobre lasamibas diferen-
ciadas. Después de una hora de incubacién en medio
basal PEHPS diluido con vollimenes variables de agua
bidestilada, se encontré que 100 por ciento de los
trofozoftos se lisaron en un medio con tonicidad de 80
mOsm/kg, mientras que 75 por ciento delas amibas que

provenfan de un cultivode 12 dfasde edad resistieron el

choque hipoténico, incluso con agua bidestilada (Fig.
4).
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Figurs 4. Resistencia de lasamibas diferenciadas al choque hipotGni-
co. Se suspendieron 1 X 10° trofozoitos (0) o amibas
diferenciadas () en medio PEHPS diluido con diferentes
voldmenes de agua bidestilada a 4°C por hora. Desputés de
dicho tratamiento s¢ determiné el porcentaje de amibas
intactas con respecto al nimero de células incubadas en
medio de cultivo sin diluir. Cada simbolo representa el
promedioc + DE de tres experimentos diferentes.

Relacion entre la edad de los cultivos y el procentaje de
amibas diferenciadas y variables

Al analizar 1a relacion entre el porcentaje de amibas
diferenciadas y viables y la edad de los cultivos, se
encontré que hasta el cuartodia deedad, durantela fase
logaritmica de crecimiento, 98 por ciento de las amibas
estaba viable -a juzgar por su capacidad para excluir
eosina 1:10000, disuelta en agua bidestilada-y tenfan el
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aspecto y la movilidad tipicos de los trofozoftos. Al
sexto dfa, durante la fase de desceleracidn del creci-
miento, 35 por ciento eran trofozoitosy €1 65 por ciento
restante de la poblacién estaba constituido por amibas
diferenciadas, de 1as cuales 15 por ciento estaban muer-
tas. Al noveno dfa 96 por ciento de las amibas en los
cultivos eran amibas diferenciadas, pero sélo 6 por
ciento eran viables -fase de muerte- (Cuadro I).

Cuadro I
Diferenciacién asincrénica de E. histolytica durante
1as fases de desceleracitn del crecimiento y de muerte
Dimsde %detrofozoitos % deamibas® % de amibas®
' vatiables muertas
6° s 50 15
P 21 18 61
gd 9 16 75
o 4 6 %0

g Células esféricas, refringentes, de 15-20xm de didmetro, con escaso
nimero de vesiculas y vacuolas, capaces de excluireosina 1: 10 000,
analizadas con microscopio de contrasie de fases.

b Células incapaces de excluir eosina 1: 100 000.

¢ Ultimo dfa de la fase de desceleracidn del crecimiento.

9 Fase de muerte.

Distribucidn de la frecuencia de los didmetros celuiares de
amibas procedentes de las fases logarfimica y descelara-
cidn de crecimiento y de muerte

Todos los analisis de frecuencia correspondieron a
curvas monomodales. El andlisis de "t" de Student mostré
que 1a distribucion de los didgmetros de los trofozoftos
de la fase logarftmica, fue significativamente diferente
al de las amibas de la fase de descelaracion del creci-
miento y al de las amibas diferenciadas de 12 dfas de
incubacién (p<0.05,enambos casos). No hubo diferen-
cias significativas entre las amibas de cultivos con 6y 12
dfas de incubaci6n, aunque entre las amibas de cultivos
de seis dias habia 1rofozofitos con didmetros celulares
considerablemente mayores que €l de las amibas dife-
renciadas. Las modas de los didmetros fueron los si-

' guientes: trofozoftos, 34 um; amibas en proceso de

diferenciaci6n y amibas diferenciadas de 6y 12 dfas de
incubacion, 18 um en ambos casos (Fig. 5). Los didme-
tros promedio + DE fueron: trofozoitos 32.67+9.1 um;
amibas de cultivo deseis dias 19.38+5.67umyde 12dfas .
18.27+4.11 um.
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Figura 5. Curva de distribucién de frecuencias de didmetros celulares.
Estas fueron determinadas en amibas de cultivos de 3 dfas
{preenfriadas a 4 °Cy fijadas con glutaraldehido at 2.5 % en
PBS), de 6 y 12 dfas de incubacién, estando estas en la fase
logaritmica de crecimiento (@ ), de desceleracién de
crecimiento (/) o de muerte (), respectivamente. Para
elic se empleé un microscopio de coniraste de fases,
equipado con un micrometro (Zeiss), n = 1200 en cada caso.

Baja densidad y estructura ultramicroscdpica de las.amibas
diferenciadas

Después de centrifugar los cultivos de seis dias en un
gradiente discontinuo de densidad 23 por ciento de las
amibas fueron localizadas en las bandas de 30 y 40 por
ciento de Percoil isoténico; 85 por ciento de ellas fiuo-
rescieron con luz ultravioleta en presencia de Calco-
fliior White M2R, Y 75 por ciento excluyeron a lacosina
al 1:10 000. El andlisis uliramicroscépico de ambas
bandas mostrd tres clases de células: 1) trofozoitos, con
numerosas vesiculas y vacuolas (Fig. 6A); 2) amibas en
su etapa inicial de diferenciacién, con una apariencia
citopldsmica diferente, con pocas vesiculas y vacuolas
(Fig. 6A); 3) células con estas Gltimas caracteristicas, y
ademds, abundantes particulas ribonucleorpoteicas
helicoidales citoplasmicas (Fig.6C) y una delgada y
discontinua estructura elecirodensa sobre la membra-
na citopldsmica (Fig. 6 C-D). La figura 6B muestra un
quisteinmadurode E. invadens, conuna pared incipien-
te y la apariencia caracterfstica del citoplasma quistico
con vesiculas y vacuolas semejantes a las de la amibas
diferenciadas.

Discusitén

Durante la fase de desceleracion del crecimiento y la
fase de muerte, 1a mayor parte de las amibas de la cepa
HKO9, cultivadas en PEHPS, adquieren varias caracte-
risticas, propias de los quistes:*® inmovilidad, forma

Figura 6. Uliraestructura de las amibas diferenciadas: recuadro A, amibas de la especie E. histolyrica, la marcada con una
T, trofozofto y una célula en estado inicial de diferenciacién (EDC). Esta Gliima muestra una organizacién
citoplgsmica diferente a la del trofozoito y vesiculas (Ve) y vacuolas (Va) menores en tamaiio y nimero.
Recuadro B: trofozoftos y células en un estadio inicial de diferenciacién de E. invadens. (C) segmento de una
célula diferenciada con pumerosas vesfculas vacias, particulas helicoidales ribonucleoprotéicas y una cubierta
de fragmentos electrodensos alrededor de la membrana plasma4tica.

Produccién masiva de quistes de Entamoeba histolytica
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redonda, mayor refringencia (Fig.1), mayor proporcion
de células polinucleadas (manuscrito en proceso de
publicacién), menor didémetro (Figs. 1 y 5), menor
nimero de vesfculas y vacuolas (Figs. 1, 3y 6) y menor
densidad. Ademas de lo anterior, las amibas diferencia-
das tienen una pared que muestra las siguientes analo-
glas con la pared de los quistes naturales: a) resiste el
choque hipoténico en agua bidestilada® %" (Fig. 4) yel
efecto del dodecilsulfato de sodio al 1 por ciento.! Esta
Gltima cracterfstica sugiere que las paredes de E. histo-
Wtica estan constituidas, al menos parciailmente, por
polisacdridos. La afinidad por el calcoflior de la super-
ficie de las amibas diferenciadas, que no se observa en
los trofozoftos,' apoya dicha posibilidad. Arroyo Bego-
vich ha sugerido que podria ser quitina.2

Las imdgenes de la ultraestructura de las amibas
diferenciadas de cultivos de seis dias de incubacién
recuerdan a la de los quistes inmaduros de E, invadens
(Fig. 6), 1a que aparece rodeando a la membrana plas-
matica como un material electrodenso discontinuo,
pero no como una pared quistica como un material
¢electrodenso discontinuo, pero no como una pared
quistica tipicda e los quistes maduros de E. histolytica o
de E. invadens.™® En cultivos de 12 dias, la pared de las
amibas diferenciadas ne fue visualizada con microsco-
pio electronico de transmisidn, pero se demostré por
otras técnicas (Figs. 1-3). Ello podria deberse a que las
amibas diferenciadas en medio PEHPS, bajo las condi-
ciones estudiadas, producen una pared anormal, 0 aque
esta se halla muy modificada en cultivos demasiado
viejos, por efecto deenzimas producidas por las propias
amibas,”** o de las hidrolasas presentes en ei suero
bovino,* con el que se suplementa el medio de cultivo,
Decualquier forma, losresultados delcuadro Isugieren
fuertemente que todas Jas amibas sintetizan dicha
estructura, y Jo hacen de una manera asincrénica. Las
partfculas ribonucleoproiéicas intracitoplasmaéticas,
como las que ilustra la figua 6C, también aparecen
frecuentemente en los quistes inmaduros de E. inva-
dens, antes de que estas particulas s¢ organicen como
cuerpos cromatoides. Aunque usualmente hay trofo-
zoitos con dos 0 mds micleos,' el porcentaje de amibas
polinucleadas es mayor que el de éstos, en poblaciones
amibianas que tienen entre cuatro y ocho dfas de incu-
bacién (manuscrito enviado a publicacion).

Todas las caracterfsticas antes mencionadas de las
amibas diferenciadas, sugieren fuertemente que E. his-
tolytica, cepa HK9, alcanza espontdneamente un estado
de quiste inmaduro, €n una forma asincrénica, aunque
las evidencias presentadas aquf no excluyen Ia posibildiad
de que unza m{nima parie de la poblacién esté constituida
por quistes maduros.
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Algunas posibles causas que impiden la maduracién
masiva de los quistes cultivados en medio PEHPS son
las siguientes; 1 durantesu axenizacién o el largo perfo-
do de subcultivo seriado por mds de 20 afios,’ 1a cepa
HK®9 pudo haber perdido parcialmente la informacién
genética sobre su mecanismo de enquistamiento; 2 el
PEHPS puede carecer de algunos de los factores de
maduracién o poseerlos en cantidad insuficiente; 3 el
medio PEHPS  puede contener sustancias txicas para
los quistes inmaduros; 4 1os quistes inmaduros podrian
requerir condiciones especificas para madurar, que no
se les proporcionaron en los experimentos aqui descri-
tos.

Los requistes de E. histolyrica han sido encontrados
en cultivos axénicos activados en el medio TPS-1," pero
éstos son raros, mientras que en PEHPS alcanzan un
estado de diferenciacién mayor y se encuentran en
grandes cantidades, lo cual puede ser debido al efectode
algunos componentes del extracto de higado y pén-
creas, el cual constituye la principal diferencia entre el
TPS-1y el PEHPS.?

El medio PEHPS y los quistes inmaduros que en
este se forman espontineamente, podrian ser herra-
mientas muy dtiles para analizar sistematicamente las
posibles causas que impiden la maduracién masiva de
E. histolytica en condiciones axénicas, lo cual permitird
la investigacitn de diversos temas relacionados con
mecanismos de infeccion de E. histolyrica, que se
encuentran practicamente inaccesibles hasta hoy.
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COMENTARIO OFICIAL
ANA FLISSER*

En 1928 Dobell describié el ciclo devida de Entamoeba
histolysica en cultivos de la cepa K.28¢ obtenida de un
mono. Segiin el propio autor no tenia pruebas suficien-
tes de que la amiba aislada por €1 fuera 1a misma quela
forma encontrada en humanos. Estudios realizados
algunos anos después por otros autores en E. histolytica
aislada de humanos corroboraron los datos de Dobell.

* Académico numerario. Instituto de Investigaciones Biomédicas.
Universidad Nacional Auténoma de México.

Produccién masiva de quistes de Encamoeba histolytica

Hasta la fecha esta descripcién sigue siendo vélida.
Prdcticamente nada se le ha agregado a la descripcion
del ciclo de vida de E. histolytica.

El ciclo devida E. histolytica supuestamente inciuye
cuatro etapas consecutivas: el trofozofto, el prequiste,
el quiste y la amiba metaquistica. Los trofozoitos se
multiplican por fisién binaria y se enquistan producien-
do quistes uninucleados y después tetranucleados. De
cada quiste emerge una amiba metaquistica tetranu-
cleadaque produce a suvezocho trofozoftos uninuclea-
dos. En 1975 selogré 1a produccion en el laboratoriode
quistes de E. invadens por medio de metodologfa con-
fiable y reproducible. El principal problema para el
estudio del enquistamiento de E. Aistolytica es la ausen-
cia de medios sde cultivo 6ptimos para la produccién de
estas formas de resitencia en condiciones axénicas.

La contribucion del doctor Said Ferndndez al estudio
de Ia amibiasis es la produccién de un nuevo medio
liamado PEHPS para el cultivo axénico de E. histohytica,
y su trabajo de ingreso describe con detalle quistes
inmaduros de la cepa HK-9 producidos en cultivo. Las
caracteristicas de las amibas diferenciadas producidas
en las investigaciones deldoctor Said son similares a las
de los quistes de E. invadens y a la de los quistes
naturales de E. histolytica, 1o que indica claramente que
las amibas diferenciadas producidas en cultivo axénico
en medio PEHPS son quistes de E. histofytica.

Los libros del doctor Martfnez-Palomo publicados
en 1982,'y en 1989, sobre la biologfa de E. histolyrica y
la amibialis, respectivamente, citan en 1a seccion co-
rrespondiente a la descripcién de los quistes gue "1a di-
ferenciacion de trofozoitos en quistes s uno de los
aspectos menos conocidos dela bilog{a de este pardsito.
Siendo el quiste la forma de resistencia que permite
sobrevivir a tas amibas en condiciones adversas fuera
del tubo digestivo del hombre, es al mismo tiempo
sorprendente y lamentable €l poco interés que se ha
dedicadoala investigacion de este aspecto particular de
la amibiasis. Este aparente poco interés deriva en parte
de la incapacidad para producir diferenciacion de
trofozoitos a quistes en cultivos axénicos".

El rabajo de ingreso del doctor Said cumple otra
etapa en el estudio de la amibiasis que permitir anali-
zar el enquistamiento de E. histolytca in vitro. Sea usted
bienvenido a la Academia Nacional de Medicina.
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