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INTRODUCCION

1.1 Planteamiento del problema

Se ha observado que las amibas de vida libre del género Acanthamoeba causan amibiasis del
sistema nervioso central (encefalitis amibiana granulomatosa) la cual suele ser mortal, también
puede causar ulceraciones en piel y ojos en humanos y otros mamiferos. La infeccién se instala
en sujetos inmunosuprimidos o inmunolégicamente deficientes (16,17).

A nivel mundial se ha presentado una variedad de casos cuyos agentes etioldgicos son varias
especies de éuto género de amibas. En México la literatura médica ha reportado casos de
encefalitis granulomatosa por Acamthamoceba spp., aunque mds tarde se ha comprobado que el
agente etilégico era otra especie (Ba/amuthia mandrillaris), sin embargo, se conocen casos
especificos de queratitis por Acanthamoeba spp. en nuestro pais. La mayoria de los enfermos
con encefalitis por estas amibas han muerto, ya que la posibilidad de sobrevivencia depende
del pronto tratamiento que se aplique, para o cual se necesita una rdpida identificacién de la
amiba (17).

Los procedimientos actuales para la diferenciacion e identificacion de las amibas de vida libre
de importancia médica que incluyen a Naeg/eria fowleri, varias especies do Acanthamoeba y
8 Balamuthia mandrillaris, se bassn en su morfolog(a, formas de las divisiones nucleares,
tolerancia 8 |a temperatura, andlisis isoenzimético, serologfa y patogenicidad. También se usan
mticuerpos monoclonales especificos, asi como Ia obtencién de patrones de restriccion del
DNA celular y mitocondrial (17).

Aunque la identificacion y clasificacién depende de las pruebas antes mencionadas, y debido a
la gran cantidad de factores que influyen para un adecuado diagnéstico, sumado a la escasa
informacion que existe en cuanto a diversas caracteristicas biolégicas especificas para cada
género y especie de amibas de vida libre, se hace necesario investigar mas sobre ellas, en
especial las patégenss. En este estudio se efectuaron algunas pruebas citoquimicas de
componentes celulares basicos haciendo uso de la microscopia éptica, pretendicndo aportar
informacion sobre el particular, toda vez que se ha encontrado muy poca informacién en la
literatura que se refiera a estudios citoquimicos in situ en este género de mmibas. Crecmos
importante profindizar mds sobre la bioquimica de estos organismos, realizando, entre otrus,
pruebas sistematizadas de ésta indole para dar a conocer la localizacién o distribucién de los
componentes celulares accesibles a las técnicas disponibles.



1.2 Objetivos

1. Determinar la presencia de carbohidratos, protefnas, lipidos y 4dcidos nucleicos mediante
técnicas ciloquimicas, para microscopia Optica, en trofozoitos de Acanthamoeba
culbertsoni de cultivos axénicos.

2. Aportar conocimientos referentes a la localizacion in sitw de los componentes citados, en
trofozoitos de A. au/bertsoni de cultivos axénicos.

1.3 Hipdétesis

Si se han identificado carbohidratos, protefnas, lipidos y dcidos nucleicos en trofozoitos y
quistes de Acanthamoeba app. con diversos métodos, serd posible demostrarlos en los
trofozoftos de cultivos axénicos mediante pruebas citoquimicas, cuyas reacciones particulares
podrén ser observadas por microscopfa éptica.
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ANTECEDENTES

Las descripciones que hemos hallado on la literatura sobre la especie objeto de éste trabajo,
son relativamente pobres, quizds porque otras como A. caste/lanii tienen mayor interés médico
por ser agentes mas frecuentes de encefalitis amibiana granulomatosa. Hemos recogido aqui
caracteristicas morfolégicas y bioquimicas de ellas, para ilustrar lo que se conoce, a grandes
rasgos, de tales especies hasta donde ha sido posible. Los hallazgos citoquimicos se
describirdn mas adelante.

2.1 Caractwisticas moifolégicas de Acanthamosbas spp, y Acanthamoeba castellani en
particular,

Los trofozoitos de Acanthamoeba, se reconocen y diferencian de los de otras amibas de vida
libre como Naegleria spp. por la presencia de acantopodios. Los acantopodios estdn
compuestos de particulas granuleres finas y de grénulos de glucégeno, claramente distinguibles
del resto del citoplasma y no tienen organelos citoplasméticos. Los trofozoftos miden de 20 a
40 pm aproximadamente. Las células al principio, antes de moverse, son planas, pero conforme
se deslizan van cambiando su forma, su locomocién es lenta y el borde de la célula parece una
fimbria (fleco) debido a un fino proceso hialino (20).

Cuando se encuentra en un substrato A, castellanii presenta un amplio pseudépodo locomotor,
con finas proyecciones de 1-2 um de didmetro (figura 1). Este pseudépodo y los acantopodios,
ostén compuestos de citoplasma hialino, el cual carece de vacuolas y pasticulas que llenan la
célula amibiana La "corteza” de las células redondeadas, también estd compuesta de
citoplasma hialino (ectoplasma). Bajo microscopia electronica de transmision se observa que
la region hialina contiene solamente los més pequefios de los elementos formados dentro de la
célula, como son particulas de glucédgeno, ribosomas libres y algunas pequefias vesiculas y
titbulos. Otro componente principal del citoplasma hialino es el material fibroso fino, con
fibrillas de un digmetro de SO A. En algunas regiones, las fibras parecen estar orientadas
paralelamente, en otros casos al azar. Algunas veces aparecen apiladas y pueden hallarse
penetrando el endoplasma. En la superficie de la amiba se pueden encontrar microproyecciones
de 0.1 pm de didmetro, estas tienen una zona interna formada de algunas fibrillas que forman Ia
"corteza" de la célula. La superficie de la amibas fijadas rara vez se observa lisa, y hay por lo
menos una invaginacién en su superficie, que es un tobulo de aproximadamente 650 A de
diémetro, que termina en una "fosa cerrada”. Este tibulo puede ser muy corto o penetrar hasta 1
pm o més en la célula (2).



En A. castellanii la membrana ex una estructura generalmente trilaminar, con una dimension de
70-90 A. Esta es frecuonteniente asimétrica, y en ella se puede observar que la membrana
externa es mds densa que la intema. (2). Acanthamoeba posee una membrana citoplasmatica
delgadu, densa a los electrones (20).

El citoplasma es finamente granular y contiene un s6lo nicleo, con un didmetro aproximado de
6 yum en los trotozoftos, que generalmente estd centrado; es lurgo, denso y pequetio, posee un
micleolo (endosoma o cariosoma) central de aproximadamente 2.4 pm de didmnetro, rodeado
por una zona clara, y que comunmente es denso, compacto y esférico, variando a veces su
morfologia, algunas veces pueden verse dentro del nucleolo vacuolas o vesiculas.

La membrana nuclear estd formada por dos membranas densas a los electrones, separadas por
un espacio que a intervalos regulares tiene puntos de unién o éreas conectadas, también densas
a los electrones (20).

El trofozoito de Acanthamoeeba es tipicamente uninucleado, pero pueden presentarse
numerosos individuos multigucleados en cultivos que han sido agitados. En ejemplares fijados
de A. castellanii, el nicleo es lobulado en diferentes grados. En algunos casos es ligeramente
festoneado y en otros profundamente hendido por el citoplasma. Ha sido observéido tanto en
células fijadas como en fresco, que el nicleo es fécilmente deformable y algunas veces estd
severamente encogido, como sucede al estrecharse el citoplasma No se ha visto revestimiento
de la cubierta nuclear por una lémina fibrosa Las membranas de la cubierta nuclear, estén
separadas por una distancia aproximada de 350 A. Presenta numerosos poros nucleares, los
cuales tienen un didmetro aproximado de 1040 A y tienen un grénulo central denso. Se hallan
ribosomas en la cubierta de la membrana externa. El nucleolo es grande, de un didmetro
aproximado de 2.4 pm y ocupz un volumen aproximado de 1/8 del volumen muclear. Su
morfologfa es variable, y algunas veces aparece difuso, pero casi siempre se encuentra
compacto y esférico. Frecuentemente es vesicular y su masa semeja Ia forma de un anillo visto
transversalmente. No es comiin ver dos nucleolos por niicleo. El mayor componente es el
micleolonems, una red de material fibrilar que se tifie densamente. El intersticio (grieta) del
nucleolonema, estd lleno de una multitud de grdnulos similares en tamafio y apariencia a los
ribosomas citoplasmdticos. Al mismo tiempo los amorfos se observan dispuestos como una
banda fibrosa amplia. La region nuclear externa del nucleolo se observa generalmente
homogénea y consiste de material nuclear y fibrillas finas, uniformemente dispersas (2).

En los animales o en el hombre infectado, los trofozoitos pueden ser identificados dentro del
tejido del Sistema Nervioso Central por el gran nucleolo central esférico, rodeado por un halo
muclear claro (20).

El citoplasma contiene ribosomas libres, algunas pequefias vesiculas, tibulos y grupos de
fibrillas, que algunas veces aparecen formando haces; también contiene un niimero variable de
sistemas de membranas citoplasméticas u organelos tales como el aparato de Golgi, reticulo
endoplésmico rugoso y liso, vacuolas digestivas grandes caracterizadas por una membrana que
tiene invaginaciones tipicas, que contienen numerosas "formas mielinicas”, precipitado
floculento, estructuras espiraladas y diferentes tipos de cristaloides y material "englobado”,

»
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vesiculas expulsoras de agua, (vacuolas pulsdtiles) que generalmente tienen un borde
desflecado, vacuolas que estén lienas de grénulos finos dispersos y de particulas densas a los
electrones, mitocondrias, gotas de lipidos, lisosomas y particulas de glucégeno.

Puede presentarse endosimbiosis en el citoplasma (20).

A. castellanii tiene aparato de Golgi, reticulo endopldsmico rugoso y liso, un sistema vacuolar
digestivo y una vacuola contréctil o vesicula expulsora de agua. El aparato de Golgi comprende
dos o mds apilamientos on situacién polar, con 3 4 5 cisternas, separadas por un espacio de
aproximadamente 200 A. El espacio entre las membranas de una cistena es también de
aproximadamente 200 A, excepto en los mérgenes donde los sacos estdn ligeramente dilatados.
Muchas vesiculas pequefias y thbulos orientados al azar, estén concentrados en la parte concava
de la pila do la cisterna. Las vesfculas, con un diémetro de aproximadamente 300 A, parecen
derivarse tanto de la periferia de la pila de la cisterna como de los titbulos. Algunas vesiculas
parecen ser del tipo de las llamadas "recubiertas”. Las vesfculas y thbulos asociados parecen
ser indistintas, ya sea porque las estructuras son demasiado pequefias para quedar incluidas en
ol grosor de la seccién, o porque hay un material filamentoso mal definido, que rodea y se
extiende entre las estructuras de ésta drea

El reticulo endopldsmico rugoso (RER) en muchas células, se presenta perfilado en su totalidad
como secciénes transversales circulares y tramos longitudinales cortos. Los tibulos estén llenos
de un material que se tifie densmmente y que a una amplificacién mayor aparece granuloso. El
material no estd distribuido homogeneamente dentro de la cavidad del RE, y en seccién
longitudinal algunss veces tiene el aspecto de un tibulo dentro de otro. En 1a configuracién
tubular, el RER parece ramificarse bastante uniformemente por toda la parte central de la
célula. En otros casos aparecen inuchos perfiles largos (mds de 19 um de largo), con muy pocas
secciones transversales circulares. Las secciones tangenciales de las cisternas tienen arveglos
de ribosomas en su superficie. En algunos casos las cisternas estdn apiladas paralelamente,
mientras que en otros 8¢ observa orientada al azar. AGn hay ocasiones en que se observan
circulares, generalmente encerrando a una mitocondria. Ninguna de las dos formas del RER, la
tubular y la cisternal penetra la "corteza" de la célula, encontrdndose frecuentemente los
elementos de la cisterna alineados en el limite de la "corteza”. Algunas veces, Ia forma apilada
de la cisterna del RER rodea zonas de reticulo endopldsmico liso (REL). El REL estd en forma
de finos tibulos, con un didmetro menor a 500 A. Ocasionalmente se ha podido identificar al
REL disperso entre otros contituyentes de la célula (2).

Las vacuolas son elementos sobresalientes en el citoplasma de Acanthamoeba, ya estén
fijadas o no. Estas comprenden dos sistemas separados: la vesicula expulsora de agua que tiene
ol papel de regulacion osm(mcay las vacuolas digestivas que normalmente tienen la fincién do
ingerir particulas. Con el microscopio optico, la vesicula expulsora de agua (VEA), se observa
descargando periddicamente en algunas posiciones de la célula, aunque no siempre descarga
completamente, apareciendo entonces fragmentos colapsados, que posteriormente se unen para
formar la vesicula En resumen, la VEA generalmente estd rodeada por im espongioma,
compuesto de un sistemna de tibulos, con un didmetro de unos 600 A, que se unen con vesiculas
de aproximadamente 1300 A de didmetro. Los tGbulos estan recubiertos con un material 18bil
que s¢ extiende uniformemente a una distancia de aproximadamente 140 A en el lumen. Este
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material es filamentoso y aparece como una linea fina densa, cruzando el didmetro del tibulo.
El didmetro del tabulo mide 600 A y la porcién densa 500-800 A.

Se ha observado que en ocasiones se encuentran pequefias vesiculas alrededor de la vesicula
principal, aparentemente, sin conexién con ésta, pero si oxiste un sistema tubular entonces
pueden observarse ocasionalmente tibulos individuales, que se abren en la vesjcula principal
en varios puntos dentro del espongioma. Este Giltimo, no estd colocado uniformemente alrededor
de 1a periferia de la vesicula expulsora, sino que mas bien se ha observado distribuido en
varias zonas al azar. La VEA comunmente presenta pequefios circunvoluciones en el limite do
la membrana. Estos pliegues parece que se derivan de la abertura de los tibulos del
espongioma en senos poco profundos 8 medida de que los thbulos se unen a la superficie de la
vesicula.

Las vacuolas grandes que corresponden morfolégicamente a las vacuolas digestivas, son
numerosas en el citoplasma de A castellanii. El tamaflo de las vacuolas va desde 0.1 um de
dismetro, hasta un tamafio mayor que el nicleo. Estas vacuolas estan limitadas por una
membrana, que se asemejd A la membrana plasmética en dimensiones y caracteristicas de
tincién y es asimétrica, ya que la cara interna se tifie més que la extemma. Las vacuolas
generalmente contienen un escaso precipitado floculante, asf como ocasionalmente
concentraciones densas de substancias amorfas. La membrana de las vacuolas digestivas
grandes presentan pliegues, conexiones tubulares y vesiculares con la vacuola que se extiende
en ol citoplasma circundante (2).

En las especies de Acanthamoeba las mitocondrias pueden tener diferentes fornas: esférica,
circular, en forma de bastén, de "mancuerna”, oval o alargada. Las crestas estdn formadas por
las ramificaciones de extensiones tubulares anastomosadas de las membranus intemnas
mitocondriales. Algunas veces se pueden observar dentro de la mitocondria grdnulos amorfos,
densos a los electrones y otras paguetes infracristalinos densos (20).

En A castellanil las mitocondrias preseutan forma alargada o ligeramente parecida a
"mancuernas". Las crestas tubulares tienen un didmetro de aproximadamente 600 A, que se
hallan en una densa matriz heterogénea, que contiene zonas filamentosas, dreas paracristalinas,
y pequefios grdnulos semejantes a ribosomas, Las mitocondrias comunmente contienen uno 6
més granulos amorfos, de un didmetro aproximado de 800 A, que se hallan en una ampliacion
del espacio tubular es decir, en el espacio que es continuo con el que se halla entre la
membrana interna y la oxterna mitocondrial. Los grédnulos de las mitocondrias varfan en wu
densidad, tienen generalmente forma de anillo y su apariencia cambia durante el enquistamiento
de la amiba (2).

Los microtGbulos se encuentran a través de todo el citoplasma. Tienen un didmetro aproximado
de 250 A y generalmente son bastante rectos. Frecuentemente irradian en el complejo del
aparato de Golgi, de donde se originan del material denso,que tiene la misma textura que los
satélites centriolares. No se encuentran microtibulos en el citoplasma hialino (2).



Sfigwra No. | Trofozolto de A. castelloni Sigra No. 2 Trofozofto de A. calbertsons’
Cultivo axénico, Microscopis por contraste de fases) 33 Cultivo axénico. Microscopia por contraste de fases) @

Las formas quisticas son diferentes dependiendo de la especie. La pared de los quistes ¢sta
compuesta generalmente de dos capas especializadas; una fibrosa, el exoquiste, amugads,
dentro de una cantidad variable de material matriz, que muestra claramente diversas capas
paralelas, y la polihédrica o capa estrellada (interna), que estd compuesta de finas fibrillas y
que forma un opérculo sobre los ostiolos. Hay un espacio entre las dos capas excepto al nivel
del opérculo, en el centro de los ostiolos. Los dngulos de |a pared interna hacen contacto con la
externa en un namero de puntos, para formar poros (ostiolos). Los quistes de A canthamoeba
8pp. tienen poros en un plano ecuatorial (20,31).

Las amibas patégenas de éste género pueden tener una acumulacién de vesiculas Golg y tallos
de reticulo endopldsmico en forma paralela, cerca de la membrana plasmatica

El citoplasma es finamente granular, y con un solo nicleo central; es muy denso, con gotas de
lipidos, mitocondrias esféricas, lisosomas y partes de citoplasma con forma convexa en cada
poro. En la pared del quiste, pueden verse particulas citoplasmdticas derivadas de
aitolisosomas (20).

2.2 Ciclo de vida de Acanthamoeba spp.

Las amibas de vida libre patogenas presentan un ciclo de vida relativamente simple. In el
género de Acanthamoeba se observa un trofozoito o fase vegetativa, que se alinienta en su
mayor parte de bacterias en la Nafuraleza, y una fase de quiste (16). Los trofozoitos de
Acanthamoeba spp. forman quistes cuando hay desecacion o prevalecen condiciones adversas
del medio, pudiendo regresar a su forma vegelativa (trofozofto), cuando las condiciones se
tornan favorables. El enquistamiento puede ser inducido por la transferencia de los trofozoitos a
un medio sin nutrientes, o afiadiendo inhibidores metabélicos. Los quistes maduros pueden



pasar por un desenquistamiento cuando se les pone en un medio adecuado para desarrollarse
(20).

Las amibas de vida libre se multiplican en el suelo y en el agua, y solo por accidente resulta
infectado el ser humano. Los quistes de paredes grugsas soportan la desecacion y pueden ser
dispersados en ¢] medio ambiente por el viento (33).
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Figura 3. Ciclo de vida do 4sathasmord & spp.

Las especies de Acanthamoeba no presentan centriolos durante la division y las figuras
mitéticas son dificiles de describir. Presentan muchos cromosomas pequefios, y 1 cromatina
del niicleo se observa aglutinada (20). Durante la mitosis huy pérdida de la membrana nucloar y
desaparece el nucleolo (16).
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2.3 Composiclon quimica de Acanthamoeba spp.

La bioquimica de las amibas en general, cs un campo relativamente poco cxplerado. 1a
facilidad de cultivar masivamente a las especies de Acanthamoeba en medios artificiales
axénicos, proporciona un material 6ptimo para la determinacién de componentes quimicos de
éatas células animales (13).

En 1a literatura se reporta que la membrana plasmatica de A. castel/lanii contiene proteinas,
fosfolfpidos, esterol, material no lipido, fosforo orgénico y carbohidratos como glucosa,
identificacion que se realizé por medio de una técnica electroforética (15).

También se observé que al enquistarse Acanthamoeba spp. disminuyen los niveles de
glucégeno, lipidos totales y fosfolipidos (22). En A. castellanii se vié que cuando el trofozoito
se transforma en quiste las protefnas, fosfolipidos y glucdgeno disminuyen, mientras que los
lipidos neutros aumentan (3).

En particular, con respecto a los carbohidratos en amibas de vida libre, se han aislado de los
trofozoitos de A. castellanii, glucosa y glucdgeno. Este ultimo, es el precursor de la celulosa
encontrada en la pared del quiste, caracteristica por la cual se diferencian de los trofozoitos
(28). Asi mismo, en otras inveatigacionea sobre carbohidratos se ha comprobado que se trataba
de glucégeno celular al observar algunos productos de la reaccién de éste compuesto con alfa y
beta amilasa. Ademds, se observé que disminuia el glucogeno celular panlatinamente, en un
cierto lapso, al estar transformadose el trofozoito en quiste (32).

El material de reserva de tipo polisacdridos ca el glucdgeno, el cudl fué identificado en
Acanthamoeba por un caracteristico color rojo con L-KI, asf como por digestién con a-
amilasa, por medio de la identificacion de glucosa como azicar iinico después de la hidrdlisis
en H2504 1 N por 1 hr a 100°C, y por el espectro inframrojo que lo identificé como tal. El
glucbgeno se observa en el citoplasma como gréamulos aislados o particulas f. Los grémulos mas
pequefios son dificiles de distinguir de los ribosomas libres & una amplificacién baja Los
granulos pueden ser tan grandes como de 400 A de didmetro. Las particulas de glucégeno se
hallan por toda la superficie, pero cuando estén presentes en grandes cantidades se acumulan en
regiones ausentes de otros materiales fonmados.

En células de cultivos agitados, 7 dias después del subcultivo, los lipidos neutros y glucdgeno
representan gproximadamente el 10% de su peso en seco (2).

En cuanto al contenido en proteinas, se han aislado éstas de la superficie de las membranas de
dos cepas de A. castellanii, lo cual se comprobé por medio de la tincién con dcido peryédico
de Schiff, técnica que indicé junto con la determinacién de los pesos moleculares que Ia
mayoria de las proteinas oran glucoproteinas (12).

Se ha observado que la cantidad total de dcidos satwados, monoinsaturados y polimsaturados,
encontrados en Acanthamoeba sp. se mantiene constante, pero las concentraciones de 4cidos
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grasos especificos cambian. Acanthamoeba spp contiene un alto porcentaje de dcidos grasos
no saturados y se conoce que 1a composicion de los 4cidos grasos se altera por la temperatura
a la cual se desarrolla la amiba. Algunos de los derivados de acidos grasos identificados en
Acanthamoeba sp en cultivos axénicos de aproximadamente 14 dfes con nutrientes solubles,
son el miristrato, palmitato y estearato enfre otros (13). Por otra parte, parece ser que
Acanthamaoeba tiene 1a capacidad de convertir oleato a linolato y sintetizar a partir de linolato
ficidos grasos poliinsaturados de 20 dtomos de carbono (14).

Los trofozoftos de Acanihamoeba contienen reservas de lipidos y polisacdridos. Los lipidos se
encuentran como gotas esféricas, con un didmetro promedio de 0.5 pm. Estas gotas son
osmiofilicas, porque el 80% de los dcidos grasos encontrados en éste género de amiba de vida
libre son inssturados. Las gotas no estdn rodeadas por una membrana trilaminar, pero algunas
veces muestran un delgado borde denso a su alrededor. Frecuentemente las gotas estdn
cercanss, unas de ofras, pero ocasionalmente se funden formando una gota muy grande (2).

En lo relativo a los 4cidos nucleicos se han aislado genomas de DNA de algunas especies de
amibas de vida libre, entre ellas Acanthamocba patdgena y no patégena, en las que por medio
de una digestién y un proceso electroforético y tincion, se han encontrado gran cantidad de
bandas de DNA (21). En ofro estudio hecho en S especies diferentes de Acmthamoeba. cotre
ellas A aubertsoni y A. castellanil, se midi6 la cantidad de DNA en la fase log de
crecimiento, hallandose que el contenido de DNA oscilaba entre 2.0-5.0 pg por célula (7). Este
género de amibas tienen, ya sea, gran niimero de cromosomas pequefios o ung compleja red de
material cromosdmico (20). Respecto al RNA, se ha identificado dste como constituyente de un
rRNA (268 r RNA) con un peso molecular bajo en A. castellanii (27).

2.4 Epidemiologia, ecologia y factores amblentales

Las amibas de vida libre en general, y las de interes médico en particular (A canthamoeba spp.,
Naegleria fowlerl y Balamuthia mandrillaris) se han encontrado en colectores de aguas
termales, descargas de aguas termales contaminadas procedentes de plantas industriales, lagos,
albercas y otras colecciones de agus, incluso en aguas marinas.

El agua, a una temperatura relativamente alta, puede ser un reservorio potencial para la
proliferacién y mantenimiento de las amibas de vida libre termofilicas y patégenas.
Acanthamoeba spp. se desarrolla a temperaturas entre 25 y 35°C. Aparentemente las cepas de
Acanthamaoeba de baja virulencia, son capaces de tolerar temperaturas méximas mds bajns que
las patdgenas (20).

Los paises en los que se han reportado casos de encefalitis amibiana granulomatosa en el
hombre confirmados por autopsia, biopsia, cultivo y aislamiento de las amibas producida por
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Acanthamoeba spp. son: Estados Unidos de America, Australia, Sur de Korea, Honduras,
Jap6n, Peru, Venezuela, India, Zambia, Nigeria, México, Puerto Rico y Panam4. Casos
presumibles, no confirmado por ninguno de los procedimientos citados, se han reportado en
Brasil, Cubs, Gran Bretafia, Hungr{s, India y Uganda (20).

Se ha visto que |as amibas patogenas (A cantkamoceba spp. y Nacgleria fowleri) se desarollan
y multiplican mejor durante los meses calientes del aflo y por temporadas. Estas especies son
reres y transitorias, pero por su agresividad, los meses de verano son considerados de alto
riesgo, ya que es cuando hay més actividad deportiva en el agua y, ademds, es el mejor periodo
de desarrollo de las amibas patégenas (20).

Se ha observado que la temperatura y la edad del cultivo (dias, semanas, meses o nimero de
fages), tienen una influencig directa en la patogenicidad de las amibas. El desarrollo, la
multiplicacion y mantenimiento de las diferentes especies, es dependiente de la composicion
del medio de cultivo (20).

2.5 Formas de infeccion, enfermedades y tratamiento

Las vias de entrada de Acathamoeba al organismo pueden ser el tracto respiratorio inferior,
ulceraciones en la piel y mucosas o heridas abiertas (17).

El periédo de incubacién no se conoce afin, pero se cree que Son NECesarias VArias semanas o
meses para el establecimiento de la enfermedad. El curso clfnico puede ser prolongado (17).

Las especies de Acanthamoeba producen meningoencefalitis, granulomas, influmacién aguda
de 6rganos internos, ulceraciones comeales, gastritis y diarrea transitoria. (16). La infeccion
del Sistema Nervioso Central es llamada Encefalitis Amibiana Granulomatosa (EAG).

La EAQ produce al principio signos neurolégicos focales, hemiparesia y convulsiones,
dependiendo de la zona del cerebro afectada, alteraciones mentales como irritabilidad,
confiwion, alucinaciones, letargo, somnolencia y cambios en la personalidad. El dolor de
cabeza es persistente, hay fiebre y rigidez de nuca (17).

A. polyphaga, A. culbertsoni y A. castellanii cansan en pasticular, queratitis y uveitis severas,
con algunos casos que han sido sensibles a la terapia de medicamentos, mientras que los casos
de encefalitis terminan casi todos con la muerte. A. castellanii, A. culbertsoni y A. astronyxis
se han hallado en infecciones de Sistema Nervioso Central (24), esta Gltima se ha aislado de
lesiones de piel. La infeccion ocular puede tener lugar por contaminacion de lesiones
provocadas por lentes de confacto u ofra via, como agua contaminada, en sujetos
inmunocompetentes. La encefalitis se adquiere por via hematégena, a partir de heridas
contaminadas o por vias respiratorias, particularmente en sujetos inmunodeficientes (17,24).
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El tratamiento de casos humanos de EAG con sulfadiazina ha sido ineficaz. La polimixina B, la
anfotericina B, hidroxistilbamida, la S-fluorocitosina, el clotrimazol, la pentamidina, el
sulfisoxazol, el ketoconazol y otros son efectivos in vitro, auque no se han hecho pruebas in
vivo. La acriflavina y el clotrimazol han provado ser eficaces en las infecciones oculares,
aunque suelen ser muy resistentes al tratamiento (17).

2.6 ClasMicaclon

Clasificacion taxondmica _de las amibas de vida libre del género A canthamoeba (17).

REINO PROTISTA
SUBREINO PROTOZOA
PHYLUM SARCOMASTIGOPHORA
SUBPHYLUM SARCODINA
SUPERCLASE RHIZOPODIA
CLASE LOBOSEA
SUBCLASE GYMNAMOEBIA
ORDEN AMOEBIDA
SUBORDEN ACANTHAPODINA
FAMILIA ACANTHAMOEBIDAE
GENERO Acanthamoeba
ESPECIE A. castellanii

A. aubertsoni

A astronyxis

A hatchetti

A. palestinensis

A. polyphaga

A. rhysodes
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FUNDAMENTOS QUIMICOS DE LOS METODOS

2.7.1 Mé&odo del dcddo pery bdico de Schiff para carbohidratos (PAS)

McManus ided una reaccion, basada en la oxidacion de los grupos glicélicos 1-2 de los

polisacéridos, por medio del dcido peryodico, produciéndose la liberacion de grupos
aldehidicos, que dan positiva la reaccién de Schiff (8).
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Secuencia de la reaccién (3),

La cantidad de color desarrollado por la reaccion, depende principalmente de la cantidad de

estructuras tipo glicol presentes en tejidos, en los aziicares glucosa, galactosa, manosa y en las
metilpentosas y fucosas (11).



2.1.2 Método del Carmin de Best para glucdgeno

El carmin es un colorante natural que se extrae de insectos (cochinillas). Se trata de un quelato
metdlico (4). Esta es una tincién empirica para el glucégeno (5). El mecanismo de tincién no so
conoce; se supone que en tal coloracién juegan un importante papel los enlaces de hidrégeno en
latincién del glicogeno. Se sabe que es una tincién selectiva del glucégeno. La mucina también
se tiffe, pero mis palidamente que el glucogeno (1).

El pH de la solucién colorante oscila entre 9 y 11, y a este pH los grupos fenélicos del
colorante se ionizan a aniones -O” , los que & su vez pueden unirse a los grupos glicol del
glucégeno por enlaces de hidrégeno (25).

La substancia colorante no posee carga elétrica definida: si el pH es alcalino adquiere una
carga negativa, y positiva si el pH es inferior a 4. Por lo tanto, para coloraciones de los nGcleos
se utilizan soluciones dcidas, con las que se obtiene un color particularmente nftido y duradero

“).

2.7.3 Método de Bauer y Feulgen para polisacdridos

El método original descrito por Bauer Feulgen, emplea la hidrélisis y la oxidacién del
glucégeno por medio del dcido crémico durante un breve lapso. Los polialdehidos formados, se
muestran con la solucién de Schiff:

CH/OH CHoH
H /C-—-—O\ C——-O\ H
N\ / &cido cromico
C () c + N HO e
/\OH H OH H
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79 N
H OH
1sactvo de Schiff o pupwra

En donde exista una coloracién rojo plrpura, nos indica que hay polisacdridos en ésa frea
teftida (11). Esta técnica da buenos resultados para el glucogeno, ya que otras substancias de
tipo carbohidrato se sobreoxidan y no se tifien (1).
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2.7.4 Método de la acetilacidn de Lillie como prueba testigo de los carbohidratos

Esta es una técnica Gtil en el estudio de los polisaciridos. Se funda en el wio de agentes
bloqueadores que se combinan quimicamente con los grupos reactivos, para evitar la reaccién
normal que tendria lugar con el método citoquimico de ensayo. En éste método, la piridina en
combinacion con el anhidrido acético ejercen este blogueo, segiin la reaccion (19).

RCHO + 2 (CH:COYO + H20 - RCH (CH:COO): + 2 CHsCOOH

grupo  anhidrido acético acetilacion (bloqueo)  4cido acético
aldehido

2.5 Método de digestion con diastasa o amilasa de Lillie como prueba testigo para
carbokidratos

Los polisacéridos de la D-glucosa, como el glucégeno o la amilopectina, presentes como
material energético de reserva en muchos protozoarios pardsitos, (como las amibas que
estudiamos aqui), tienen enlaces o 1,4 que son facilmente hidrolizados con o y f§ amilasas,
rindiendo glucosa y maltosa, respectivamente, Por este medio se rompe la cadena polimérica
del polisacérido dejando libres a monémeros o dimeros de glucosa, que escapan de la célula, y
que no reaccionardn ya con los reactivos del método de PAS. En ocasiones pueden substituirse
las enzimas mencionadas por saliva que contiene diastasas, método simple para el hidrolizado
de polisacéridos (18).

2.7.6 M&sodo de M cManus-Mowery y Spicer para mucopolisacdridos

El compuesto azul de alciano es un colorante del tipo de las falocianinas de cobre, clorometil
substituidas, en donde los grupos clorometilo se hacen reaccionar con tiourea o alquiltioureas,
dando lugar a derivados del isotiouronio que son muy solubles en agua (11).

En éste método del azul del alciano, l0s mucopolisacéridos (protefn-polisacaridos) son tefiidos,
no asf las mucoprotefnas (1).

De acuerdo con Spicer (26), la tincién de los dcidos urénicos pudiera atribuirse a la formacion
de uniones amida. Esto raramente puede ocurrir, a menos que los grupos amino del colorante se
dealquilaran esponténeamente. Otra hipétesis sugiere que la coloracion pudiera deberse a
uniones del hidrégeno del carboxilo no ionizado al cobre y al nitrégeno de la flalocianina para
formar una estructura de seis elementos (23).

El método con el nombre de Mc Manus-Mowery para mucopolisacridos acidos y neutros es
citado por Clark (6).
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2.1.7 M#todo de Galocianina-alumbre de aromo de¢ Einarson para dddos nudeicos

La galocianina es un colorante bdsico perteneciente al grupo de las oxacinas. Tifie de manera
selectiva los micleos, pues es utilizada como laca de cromo. Colorea especificamente el ADN y
estructuras constituidas por ARN (4). El mecanismo es debido a la combinacién, en un pH
dcido, del residuo del dcido fosférico del dcido nucleico con la galocianina. La reaccién debe
ser llevada & un pH de 1, porque un valor alto (pH 2, 6 amriba de éste), teflird otros
componentes (1).

OH
(CHSJ,N © (o)
+ CrK(SO‘]2 ——»  loca de cromo (colorida)
N
COOH

galocionino asimbie a8 cromo

laca de cromo + grupos fosfato de dcidos nucleicos — laca salina estable de color azul (23),
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2.7.8 Método del agur 11 (agur B) para dcidos nudeicos

El azur B es un colorante basico. Swift (29) indica que el factor mas importante para la union
del colorante con la nucleoproteina o la carga electrostdlicn que so halla sobro ambas
moléculas. Los colorantes bdsicos son generalmente sales de bases coloreadas y su grupo
combinanante comGn, o auxocromo, es el grupo amino que existe en forma disociada positiva
(-NHst), excepto a pH alto.

Reapecto a su eapecificidad, existen algunos grupos dcidos ademds de los dcidos nucleicos que
son capaces de unirve a colorantes bdsicos. Los grupos carboxilo de las proteinas se unen a
colorantes a pH alto.

La diferenciacion se logra al enjuagar con alcohol después de la tincion, lo que separa el
colorante libre del unido, siendo particularmonte importante la solubilidad del colorante en éae
disolvente. El azur B puede ser removido répida y completamente por alcohol etilico, por tal
razon es preferible usar alcoholes de mayor peso molecular como el alcohol terbutilico, en
donde el coloramte tiene una baja solubilidad en el enjuague. Este tipo de diferenciacion evita
que se elimine todo el colorante (29)

2.7.9 M&odo de Feulgen para DNA

La reaccién nuclear de Feulgen depende de Ia hidrélisis dcida suave del ADN con HCl a 60° C.
Feulgen muestra que hay una liberacion de grupos aldehidos del azicar desoxipentosa del
ADN. Una vez efectuada la hidrélisis se procede a lavar y tratar con el reactivo de SchifY
(fucsina-deido sulfiroso) que reacciona con los grupos expueatos, dendo un color purpura
dnicemente en la cromating nuclear. Quimicamente, es probable que la hidrélisis dcida suave
trangforme a la desoxirribosa en e! aldehido de la hidroxi levulina, lo que sugiere que el
aldehido lébi! es el responsable del color pirpura desarrollado (11).

Esquema quimico de la reaccidn de Feulgen. La hidrobsis Acida extrae las purinas y deja en Ebertad los grupos aldetudos, que
reaccionan con la leucofucsina (reacivo de Schiff) para dar el color pirpura. En el esquema, el tamafio de la desoxipentosa ests
muy exagerado en relacién con e} de la proteina (8).
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2.7.10 Métede de Lillie-Burtner para lipidos neutros

Esta técnica se basa en el proceso de difusién y solubilidad del colorante, rojo oleoso, en los
lipidos més que en otros tipow de disolventes, acumuléndose en el interior de las gotas de lipido
(8,11). El color que se desarrolla es rojo (11).

2.7.11 M&edo de Fradsen para extracdén de lipidos

La extraccidn #s un procedimiento de importancia en la identificacion de lipidos, donde los
resltados deberdn ser interpretados con precaucion.

La solubilidad de material lipido puro en disolventes orgénicos es bien conocida, pero pars
splicarse en histoquimica y citoguimica se deben tener en cuenta ciertas consideraciones. Los
lipidos son frecuentemente mezcla de mds de un componente, por 1o que &e debe tener cuidado
con ¢! otro u otros compusstos en la mezcla, ya que pueden evitar la extraccién adecuada por ol
disolvente, que de otro modo serfu efectiva(1).

2.7.12 M&sedo del agul de Nlo de Lillie para dcides gresos

La solucién acuosa de axul de Nilo A, contiene ol colorante catidnico azul, el producto de
oxidacion rojo espontdneo !lamado rojo Nilo y la base imino naranja-rojo del azul de Nilo. El
rojo Nilo diwelve los componentes de todoa los lipidos grasos y actiia como un colorante
gonoral do l(pidos. Ambos, ol catién azul de Nilo y la base imino, pueden reaccionar con los
gupos dcidos umiéndose de éeta manera al color azul. Consscuentements, los fosfolfpidos y
éoidos grasos ee teflirdn de azul (porque los componentes de la solucion de aml de Nilo
cubrirdn y enmascarwrdn cualquier efecto del rojo Nilo) ya que o color azul es especifico para
doidon grasos y fostblipidos. Por otra parte, las grasas neutras se teflirdn de rojo ().

2.1.13M dtedo de Holcgingor para doldes grases

Este método e una derivacion del propuesto por Fischler en 1904 (10) y de otros métodou
similares, do los que Holczinger selecciond ol del dcido rubsdnico, qué recomendd puw In
demostracién de deidos grasos (1) Usa acetato de cobre y dcido rubednico. Se gencran jubones
de cobre que forman un complejo con el éoido rubednico, de rubvanato de vobre, que vs mn
pigmento de color negro verduaco (19).

Los doidos grasos obtenidos por hidrélinie pueden wer de 2 tipos: insaturados o satwudos. Dos
doidos grasos saturados son el acido palmitico ¢ el deido estedrico y un icido graso insuturado
on ol doido oleico (1),
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=M, ___, HWE=N L honatodecu® ——
5 = N, HSC = NH

acido nubadnico forma cimidio rubeonato de cobie
del &cldo iubednico

2.7.14 Método de Chapman del agul de bromofenol-mercurio para proteinas

Este método fisé usado por Durrum en 1950 para la demostracion de proteinas con métodos
colorimétricos en papel fillro, Fué adaptada para protefnas celulares por Mazia y
colaboradores en 1954, Citado por Troyer (30).

Estos autores hallaron que las preparaciones teflidas con sus procedimientos seguian las Leyes
colorimétricas de Lambert y Beer, ya que la intensidad de coloracién de la muestra era
proporcional a la cantidad de proteinas presentes (11).

El mecanismo de accién no es conocido, pero probablemente depende de la afinidad del
volorante con una proteina simple (30).

RSH + HQCl, ¥ RSHOCI + HC) [PROTEINA] |
o L \Ho/" owplale
' /\ ]
(AZUL OF BROMOFENC] |
RSHOC! + RSH &2 (RS)Hg + HCI /

(RS}HQ o2ul de bromofenol  —»  complejo azul

2.7.15 Método de Alfert y Geschwind del v erde rdpido para prot einas bdsicas

Este método se fundamenta en la reaccién que ocwre entre el verde rapido y las proteinas
bésicas que contienen arginina, lisina e histidina que hidrolizadas con dcido tricloroacético,
deswrrollan color verde brillante a un pH de 8.0-8.1. Las proteinas basicas, histonas y otras
protefnas, estdn asociadas a los dcidos nucleicos, de ahi que esta técnica se use en In
identificacion de nucleoprotefnas (11).
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PARTE EXPERIMENTAL
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3.2 MATERIAL, REACTIVOS Y EQUIPO

1.2.1 Material biologico

1. Acanthamoeba culbertsoni de cultivos axénicos, (Donada por el Dr, Lares V.)

1.2.2 Material de laboratorio

Agitadores de vidrio

Agujas 22 x 32 mm, 25 x 16 mm Plastipack
(Becton-Dickinson)

Algodén

Anillo metdlico para soporte

Cristalizador 100 x 50y 190 x 100, Pyrex

Cubreobjetos 18 x 18 mm, No. |

Embudo talle corto de 8 cm diémetro, Pyrex

Espétula de acero inoxidable

Gradilla metdlica

Jeringas 1, 5 y 10 ml, Plastipack

Matraces aforados 50 ml y 100 ml, Pyrex

Matraces Erlenmeyer 125 ml y 250 ml, Pyrex

Mechero Bunsen

Papel filtro Whatman No. 42

3.2.3 Reactivos

Acetato de calcio (a)

Acetato de cobre (a)

Acetona anhidra (b)

Acido acético glacial (a)

Acido cftrico monohidratado (8)
Acido clorhidrico concentrado (a)
Acido perybdico (a)

Acido rubegnico (b)

Acido sulftirico concentrado (b)
Acido tricloroacético (a)
Alcohol etilico de 96° (b)

Pinzas rectas de acero inoxidable

Pipetas graduadas de 2ml, Sml y 10 ml

Pipetas Pasteur tallo corto

Portaobjetos estandar

Probetas 100 ml y 250 ml, Pyrex

Soporte universal

Tela de asbesto

Termémetro -20 a4 120°C

Tubos con tapén de roscade 12.5x 1.5y 10 x
1.5 Pyrex

Vasos de Columbia

Vasos de precipitado 20 ml, 50 ml, 250 ml y
1000 ml, Pyrex

Viales de pléstico de 2 ml con tapén de rosca

Algohol etilico absoluto (b)
Alcohol isopropilico absoluto (b)
Alumbre de cromo (c)
Anhidrido acético (a)

Azl alciano 8GX (a)

Azl de bromofenol (a)
Az 11 (Azwr tipo B) (a)
Bactocasitone (d)

P amilasa (b)

Biotriptasa (e)

Butanol terciario (b)
Carbonato de potasio (a)
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Carbén activado (c)

Carmin de Best (a)

Cloroformo anhidro (b)

Cloruro de calcio anhidro (n)

Cloruro mercfirico (a)

Cloruro de potasio ()

Cloruro de sodio (a)

Dicromato de potasio (a)

ED.TA. disédico (b)

Formol (b)

Fosfato de potasio dibasico anhidro (a)
Fosfato de potasio monobdsico anhidro (a)
Fosfato disédico aphidro (s)

Fosfito monosédico anhidro (a)

Fosfato monobésico de sodio monohidra-
tado (a)

Fosfato monobésico de potasio anhidro (a)
Fucsina bdsica (a)

Galocianina (a)

Gelatina (b)

Marcas de reactivos utilizados:

(8)  Sigma Chemical Co. USA
(b)  Merck México, S.A.

(¢) Mallinckrodt Chemical Works, USA

(d)  Difco Laboratories, USA
(¢)  Bioxon de México, S.A. de C.V.

3.2.4 Equipos

Balanza granataria Ohans
Balanza analitice Sartorius

Cémara fotomicrogréfica de 35 mm modelo 1053 F

Centrifuga Sol-Bat, modelo J 12

Estufa para incubacion de 28°C-37°C Riossa

Glicerina (a)

QGlucosa (b)

Hemalum de Mayer

Hipoclorito de sodio (b)

Hidroxido de amonio concentrado (a)
Metabisulfito de potasio (c)

Metanol absoluto (b)

Piridina anhidra ()

Regulador de referencia pH 7 (a)
Resina sintética (a)

Rojo oleoso (a)

Suero fetal estéril de bovino

Suifato de azul de Nilo (a)

Sulfato de sodio (a)

Triéxido de cromo (4cido crémico) (a)
Tween 80

Verde répido FCF (a)

Verde répido (a)

Xileno (b)

Fotomicroscopio American Optical Microstar XH110TU-i-serie one-ten. Con control do

esposicién Expo Star
Reloj cronémetro General Electric
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I3IMETODOLOGIA

3.3.1 M&odo parala fijacién de A. culberisoni,

1.

S‘J

6.

7.

Introducir durante S minutos en agua fria el tubo que contiene las amibas sembradas en ol
medio de cultivo bactocasitone (ver apéndice IV) (cuando estén en su dptimo desarrollo,
aproximadamente 7 dias de incubaci¢n) con el fin de desprenderlas de 1as paredes del tubo.
Centrifugar a 1500 rpm durante 3 minutos.

Eliminar el sobrenadunte, pero conservando una minima cantidud de liquido.

Con una pipeta Pasteur colocar una pequefia gota del sedimento en el centro de un
cubreobjetos desengrasado y limpio (ver apéndice III).

Secar en estufa a 28°C aproximadamente S min. evitando exceso de secado, (conservar
homedo el frotis).

Introducir en el fijador apropiado, dependiendo de la técnica a utilizar, durante el tiempo
optimo, generalmente alrededor de 25 minutos, inmediatamente después del secado.
Enjuagar |a preparacion con agua destilada.

NOTA: El proceso de la fijacién debe realizarse lo mds rdpido y continuo posible para cvitar

que se redondeen las amibas. Al colocar la gota en el centro del cubreobjetos, debe
permitirse que durante el proceso de secado, los trofozoitos se sedimenten y se adhieran a
aquél, Conviene tener una buena cantidad de amibas en un érea relativamente pequeila para
faciliter su localizacién durante las tinciones y en las preparaciones terminadas.

332 METODOS PARA LA DETERMINACION DE CARBOHIDRATOS Y
TESTICOS

3.3.2.1 Método del acido peryodico de Schilf para carbohidatos (PAS)
(34).

QbW -~

e ® N

Fijar en metanol absoluto.

Lavar preparacion con agua destilada.

Oxidar en solucién perybdica al 1%, 10 minutos
Lavar con agua de la llave, 5 minutos.

Lavar con agua destilada, durante 1 minuto.

Sumergir en reactivo de Schiff (ver apéndice I, soluciones colorantes) 15 minutos, en la
obscuridad,

Lavar con sgua de ia lave, 5 minutos.
Deshidratar con alcoholes del 30°, 50°, 70°, 80°, 96 y 100° 5 tninntos cada vez.
Pasar 8 una mezcla de alcohol etilico absoluto-xilol 50:50, durante S minutos.
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10. Aclarar en xilol, S minutos.
11. Montar en resina sintética

Rosullado: Gluoigenq, protein-polisaodridos, glucolipidus y débilmente los glucoproteinas, en varios matices de 1wije
pirpara. El gluobgeno se tie en tono mds profundo.

1.3.2.2 Método del Caimin de Best para glucogeno (34).

1. Fijar en metanol absoluto, formol neutro 6 formol-calcio (ver apéndice 1. soluciones
fijadoras).

2. Pasar preparacion por alcohol etflico absoluto.

. Pasar asolucion Carmin de Best fresca (ver apéndice 11, otras soluciones) por 30 minutos.

Pasar a diferenciador de Best (ver apéndice II, otras soluciones) aproximadamente 10

segundos

Lavar en alcohol 80°.

Pasar a alcohol absoluto, 5 minutos.

Pasar 2 ina mezcla de alcohol absoluto-xilol 50:50, durante S minutos.

Pasar a xilol, 5 mimustos.

Montar en resina sintética

P ld

o 90N

Resulisda: Gluodgens on rojo, més o mencs inkenso.

3.3.2.3 Método de B auer-Feulgen para glucogeno (1).

1. Fijar en frfo (4°C), con metanol absoluto o formol-alcohol (ver apéndice II, soluciones

fijadoras).

Pasar preparacion por agua destilada

Pasar a una solucion de 4cido crémico (trioxido de cromo) al 4%, durante 30 minutos,

Lavar bien con agua de la llave.

Pasar a una solucion de dcido peryédico al 1%, durante 10 minutos.

Lavar con agua de la llave, 5 minutos,

Enjuagar en agua destilada.

Sumergir en reactivo de Schiff (ver apéndice I, soluciones colorantes) 15 minutos, en lu

obscuridad.

9. Lavar con agua de la llave, 5 minutos.

10. Realizar 3 cambios de 2 mimutos cada uno, en solucion recien preparada de metabisulfito de
potasio (ver apéndice II, otras soluciones).

11. Lavar con agua de la llave, durante S minutos.

12. Pasar por alcoholes del 30°, 50°, 70°, 80°, 96° y 100° S minutos cada vez

13. Pasar a una mezcla de alcohol 100°-xilol 50:50, durante 5 minutos.

14. Aclerar enxilol, S minutos.

Lo I R ol ol
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15. Montar en resina sintética.

Resulisdo: Glucbgens y algunus mucinas en mjo pirpurn.

1.3.2.4 Método de acetilacion de Lillie para comprobar la presencia de
glucogeno. (Testigo) (19).

B e

AL e W

Fijar de acuerdo al método que se vaya a utilizar después de la acetilacion.

Sumergir |a preparacion en una mezcla de anhidrido acético-piridina anhidra (ver apéndice
1L, otras soluciones) a 60°C, 4 horas.

Lavar con agua destilada, al menos 3 veces, 2 minutos cada una.

Proseguir con el método de Schiff.

Deshidratar y aclarar de acuerdo al método de Schift

Montar en resina sintética.

Resulisdo: Una regocibn negetiva después de la acetilacidn indica que la reaccidn original se debin o grupos 1.4
ghiosl

3.3.2.5 Método de digestion con saliva (diastasa) para compiobar la
presencia de glucogeno. (Testigo) (35).

S bW -

Fijar segin indique la técnica que se vaya a utilizar después de la digestion.
La preparacion se cubre durante 1-2 horas con saliva

Lavar bien con agua destilada.

Seguir el método de Schiff

Deshidralar y aclarar de acuerdo al método de Schiff.

Montar en resina sintética.

Resullado: La reaocién magativa después de ku digestibn, indica prosencia de carbohidiubs hidiolzables como al
ghioegeno o amilspectios.

3.3.2.6 Método de McManus-Mowery para mucopolisacaridos (35).

1.
. Pasar la preparacién por agua destilada.

}Jl

Fijar con formol-calcio o Camoy-Jones (ver apéndice 11, soluciones fijadoras).

Teflir con solucion acética de azul de alciano 8GX recien preparada (ver apéndice 11,
soluciones colorantes), 40 minutos.

Lavar con agua.

Pasar a una solucion de dcido peryodico al 1%, durante S minutos.

Lavar con agua de la llave, por 5 minutos.
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7.
8. Sumergir en reactivo de Schiff (ver apéndice II, soluciones colorantes) durante 30 minutos,

9.

Enjuagar con agua destilada.

en la obscuridad.
Lavar con agua de la llave, durante 10 minutos.

10. Deshidratar con alcoholes del 70°, 96° y 100°, S minutos cada vez.
11. Introducir en una mezcla de alcohol absoluto-xilol 50:50, S minutos.
12. Aclarar en xilol durante S minutos.

13. Monter en resina sintética.

Resulieds: Mucopelissoirides écides en azul muocepalisacirides neutrvs en magento.

3.3.2.7 Método de Lillie de digestion con p amilasa para comprobar la
presencia de mucopolisacaridos. (Testigo) (1).

[ o

Al i ol

Fijar segin indique la técnica a utilizar después de la digestion.

Introducir en una solucion de amilasa en fosfato de sodio salino (ver apéndice II, otras
soluciones), 2 37°C, durante 1 hora

Enjuagar en agua destilada.

Seguir el método del Carmin de Beat.

Deshidratar y aclarer segtin el método del Carmin de Best.

Montar en resina sintética.

Resulisdo: Las mucesubstuscins gue coalienen hexosss se hidrulisan y no se kairdn ocvn el Carmin.

3.3.2.8 Método de Spicer para mucopolisacaridos (26).

™

Novsew

Fijar con formol-calcio o Camnoy-Jones (ver apéndice II, soluciones fijadoras)..

Teflir en azul de alciano 80X-&cido clorhidrico 0.1 N (ver apéndice U, soluciones
colorantes) por 60 minutos.

Enjuagar brevemente en dcido clorhidrico 0.1 N.

Deshidratar en alcoholes del 30°, 50°, 70°, 96° y 100°, S minutos cada vez.

Sumergir en una mezcla de alcohol 100°-xilol 50:50, 5 mimutos.

Aclerar en xilol, durante 5 minutos.

Montar en resina sintética.

Resulizds: Unioamenk los muossubsiuncias sullatudas se tizen en axul
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3.3.3 METODOS PARA LA DETERMINACION DE ACIDOS NUCLEICOS

3.3.3.1 Método de Einarson de la galocianina-alumbre de cromo (34).

1. Fijar con formol 10%, Carnoy-Jones o Zenker (ver apéndice, soluciones fijadoras).

Pasar las preparaciones por agua destilada.

. Introducir en uns mezcla de galocianina-alumbre de cromo (ver apéndice II, soluciones
colorantes) a temperatura del laboratorio, 48 horas.

Lavar ligeramente con agua destilada

Deshidratar en alcoholes de 70°, 96° y 100°, 5 minutos en cada uio.

Deshidratar en alcohol absoluto-xilol 50:50, durante 5 minutos.

Pasar axilol 5 minutos.

Montar en resina sintética.

N

[ B B o

Resublade: Los écides nucleioss s tiien en azul obscurv. Las variacioaes de pH pueden dar lugar a tinciones
inespecilicax.

3.3.3.2 Método del Azur Il (6).

1. Fijar con formol 10%, metanol absoluto, formol neutro o alcohol-dcido (*) (ver apéndice 1,
soluciones fijadoras).

Teflir a 37°C en la solucién de Azur I (ver apéndice II, soluciones colorantes), 2 horas.
Lavar 3 veces con agua destilada.

Introducir a butanol terciario durante 1 hora.

Aclarar en xileno 5 minutos.

Monter en resina sintética.

Nnm

(*) Para fijar con alcohol-4cido:

Introducir |a preparacion a la solucién de alcohol-dcido durante 30 minutos, pasar # alcohol de
30°y 10° por S minutos cada vez. Enjuagar con agua destilada

Resulinde: L es écides nuchioss se tien en cslor axul-vickices.

3.3.3.3 Método de Feulgen para acidos nucleicos (34).
1. Fijar en formol 10% o Carnoy-Jones (ver apéndice II, soluciones fijadoras).

2. Sumergir en agua destilada durante 2 minutos.
3. Pasar brevemente a 4dcido clorhidrico 0.1 N a temperatura ambiente.
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1

0.

Introducir en écido clorhidrico 0.1 N a 60°C, durante 8 minutos.

Introducir en reactivo de Schiff (ver apéndice II, soluciones colorantes), 30 minutos, en la
obscuridad.

Escurrir ol exceso,

Contrastar con verde répido (ver apéndice 11, soluciones colorantes), 5 segundos.
Deshidratar en alcohol del 70°, 96°, 100°, S minutos en cada uno.

Sumergir en una mezcla de alcohol 100°-xilol 50:50, por S minutos.

Aclarar en xilol, 5 minutos.

11. Montar en resina sintética.

Resalinds: E1 ADN se e en tonss phrpure-rwjizss. El ciloplosma, en verde.

334 METODOS PARA LA BETERMINACION DE LIPIDOS Y TESTIGOS.

3.3.4.1 Método de Lillie-Buttner para lipidos neutros (19).

—

~

bad

LBl i o

Fijar con formol 10% (ver apéndice II, soluciones fijadoras).

Pasar la preparacion por agua destilada, durante 2 minutos.

Teflir con solucion isopropilica de rojo oleoso recientemnente filtrado (ver apéndice II,
soluciones colorantes) a 37°C, 2 horus.

Sumergir en Hemalum de Mayer sin diluir 3 minutos. (puede omitirse).

Lavar on agua corriente (si se tifie con Hemalum de Mayer).

Diferenciar brevemente en isopropanol de 60° recien preparado.

Enjuager en agua destilada 10 minutos.

Montar en gelatina-glicerina.

Resulindo: Lipidos en rojo. i se usa el cokorante de contraste (bemalum) ks niickos se tehinin de aaul

3.3.4.2 Método de Fradsen pata la extraccion de lipidos neutios con
metanol-cloroformo. (T estigo) (36).

1.
2. Sumergir la preparacion en una mezcla de metanol absoluto-cloroformo anhidro 50:50, a

3.

Fijar en formol 10% (ver apéndice II, soluciones fijadoras).

60°C por 30 minutos.
Seguir la técnica de Lillie-Burtner a partir del paso 2.

Resalisdo: Ls axirwociiin serd complet y no habri reaccidn pasitiva a kipidos.
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3.3.4.3 Método de Lillie del sulfato de azul de Nilo para acidos grasos
(19).

1. Fijar en formol 10%, formol calcio o formol neutro (ver apéndice II, soluciones fijadoras) a
4°C.

2. Lavar lapreparacion en agua destilada.

3. Tefir en la solucion de sulfato de azul Nilo (ver apéndice II, soluciones colorantes), 20
minutos.

4. Lavar bien en agua corriente por 10 minutos.

S. Montar en gelatina-glicerina.

Rosulindo: Acides grasos en axul ohscure. Grasas neutrus de rosa a rojo.

3.3.4.4 Método de la acetona para comprobar la existencia de acidos
grasos.(Testigo) (19).

1. Fijar de acuerdo al método del sulfato de azul de Nilo.
2. Pasar a acetona a 4°C por 60 minutos.
3. Seguir el método del sulfato de azul de Nilo a partir del paso 2.

Resuliedo: La sxtraccién evitard nna reaocidn colorida.

3.3.4.5 Método de Holczinger paia acidos grasos (34).

1. Fijar en formol calcio a 4°C, o formol 10% (ver apéndice II, soluciones fijadoras).

2, Tratar las preparaciones con solucién de acetalo de cobre (ver apéndice II, otras
soluciones) 3 horas a temperatura ambiente (20°C aproximadamente).

3. Lavar no més de 10 segundos dos veces en solucién de EDTA disddico a pH 7.1 (ver
apéndice I, otras soluciones).

4. Lavar en agua destilada, 10 mimsos.

S. Sumergir en solucién de écido rubednico-alcohol absoluto (ver apéndice I, otrus
soluciones), 30 minutos.

6. Lavar en alcohol de 70°, 3 minutos.

7. Lavar en agua destilada

8. Montar en gelatina-glicerina

Resullndo: Los dcidos grasos se iirdn en color verde negruzoo. Si se usa como fijador el formol-oakcin, se requiere
un bwkimienk previo con HCI 1 N, | bora a22°C.
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31.3.4.6 Método de la acetona para comprobar la presencia de acidos
grasos. (Testigo) (34).

1. Fijar de acuerdo a la técnica de Holczinger.
2. Sumergir en acetona anhidra a 4°C, 60 minutos.
3. Seguir latécnica de Holczinger a partir del paso 2.

Resullado: La extraocibn con acelona evitard una reaccion oolorida.

135 METOROS PARA LA DETERMINACION DE PROTEINAS Y
TESTICOS.

313.51 Método de Chapman del azul de bromofenol-mercurio para
proteinas (34).

1. Fijar en formol 10% o Carnoy-Jones (ver apéndice II, soluciones fijadoras).

2. Pasar la preparacion a agua destilada.

3. Tefiir en solucion de azul de bromofenol-cloruro mercirico (ver apéndice I, soluciones
colorantes) 15 minutos a temperatura de laboratorio.

Lavar en dcido acético al 0.5%, 20 minutos.

Sumergir on solucién reguladors de fosfatos @ pH 6.4 (ver apéudice II, soluciones
reguladoras) curante 3 minutos.

6. Deshidratar en alcohol 80°, 5 minutos.

7. Deshidratar en alcohol 100°, 5 minutos.

8. Introducir en una mezcla de alcohol absoluto-xilol 50:50, 5 minutos.

9

1

bl

. Aclarar en xileno, 5 minutos.
0. Montar en resina sintética.

Resuliado: La mayorin de los proleinas aparecen en azul claro (intenso) 0 axul grisioeo. Puede baber vuriaciones del
rojiza, dependisndo de la concenirucifn de prokinas.
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3.3.5.2 Método de Alfert y Geschwind del vesde rapido paia proteinas
basicas (37).

Fijar en Camoy-Jones o formol neutro (ver apéndice 1, soluciones fijadoras).

Lavar las preparaciones en agua destilada.

Sumergir en solucién de dcido tricloroacético al 5% en bafio Maria hirviendo, 10 minutos.

Lavar en alcohol del 70°, 3 veces, 10 minutos cada vez.

Lavar en agua destilada.

Pasar a verde rpido recién proparado (ver upéndice I, otras soluciones), al 0.1% durante

30 minutos.

Lavar en agua destilada S minutos.

Lavar en alcohol 95° répidamente.

. Deshidratar en alcohol 100°, 5 mimutos.

10 Pasar a una mezcla de alcohol sbsoluto-xilol 50;50, 5 minutos.

11. Aclarar en xilol S minutos.
12. Montar en resina sintética. 2

Ol W~

© 98 =3

Resuliede: £l nGcleo 30 tiie especilicaments (cromosomas). Las prokinas bésicus se tinen en verde o verde asuloso.
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CAPITULO IY



RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 RESULTADOS

Las fotomicrografias sc realizarén con fotomicroscopio American Optical Microstar
(XH110TU-1-serie one-ten), con control de exposicién Expo Star y camara fotomicrografica
de 35 mm modelo 1053 F.

Carbobldrates

Método de: Schiff del acido peryédico (PAS).

Resultados obtenidos: Fijacion en metanol absoluto. Citoplasma vacuolado, con grdnulos
de color rojo violdceo intenso, gruesos y finos, numerosos, distribuidos en todo el citoplasma.
En algunos trofozoftos se observaron ocupando la periferia del citoplasma y muy rara vez
acumulados en alguna regién localizada en el contorno de éste. Enl otros, los granulos eran muy
gTUesos, escasos y casi nunca se encontraron invadiendo los acantopodios; en general, en la
periferia

Se apreci6 un fondo de color rosa en el citoplasma que se extendia a lox pseuddpodos; las
vacuolas y |a zona nuclear situada goneralmente en la region central del trofozofto, sin tefiir (ver
foto No. 1).

Método de: Carmin de Best.

Resultados obtenidos: Fijacion en metanol absoluto. Citoplasma vacuolado tefiido en rojo
carmin. Las vacuolas confluyen unas con ofras dejando entre sf travéculas finas de citoplasma
de color rojo. En ocasiones se observé una gran vacuola y una masa circular citoplasmatica
densa de unas 5-8 micras, algo mds colorida que el resto del citoplasma y granulaciones. En los
trofozoftos en los que no se vié el citoplasma tan profusamente vacuolado, se apreciaron
algunas granulaciones dispersas, pero en nimero muy reducido, en tono rojo y mas intenso que
el citoplasma. Algunas amibas lisadas, mostraron el citoplasma disperso con granulaciones
uniformes esféricas. Los acantopodios se tifieron también del mismo color que el citoplasma
(ver foto No. 2).



Método de: Bauer Feulgen.

Resultados obtenidos: La fijacion a temperatura ambiente en metanol, mostré a los
trofozoitos con citoplasma muy vacuolado, con vacuolas de distinto tamafio, algunas grandes,
tefiidas de color rojo violdceo recortando las vacuolas mds palidas y apreciandose
granulaciones medianas y finas en la trama citoplasméitica, mas numerosas en la periferia,
algunas muy gruesas, pero no formando una banda granular tan distinta como en ¢l caso de la
fijacién con FA en frio, ya que ésto fué mas bien raro. Los acantopodios se observaron de color
rosa violéceo. En el citoplasma rara vez se distinguié una o dos estructuras circulares, m#s
densamente tefiidas que el resto del citoplasma (ver foto No. 3).

Resultados obtenidos: En la fijacion con FA a 4°C los trofozoftos se observaron
vacuolados, con las zonas intervacuolares de color rojo violdceo muy pdlido, destacdndose en
la periferia del citoplasma una banda de numerosas granulaciones circundantes, densamente
teftidas de color violeta, bastante uniformes en tamafio, de grosor medio, que invadian el
interior del citoplasma en nimero muy reducido. Los acantopodios se apreciaron de color
violeta y algunos mostraron granulaciones en su parte basal. En ciertas amibas notamos algunas
granulaciones violetas muy gruesas; en éste caso, angulosas, polihédricas, que fueron muy
evidentes en partes del citoplasma en que se observara este extendido, formando l6bulos.

Método de: ACETILACION de Lillie para la determinacion de carbohidratos por PAS.
Testigo

Resultados obtenidos. Fijacién en metanol absoluto. Los trofozoftos se wostraran
negativos 4 la reaccion de carbohidratos por el método de Schifl! Se observo el citoplasma
vacuolado, incoloro y los acantopodios hialinos. En el citoplasma s¢ apreciaron algunas

granulaciones que se presentaron como cuerpos de pequefio tamaflo, refringentes y transparentes
(ver foto No, 4).

Mélodo de: DIGESTION de Lille con sallva para la demostracion de carbohidratos
(PAS). Testigo.

Resultados obtenidos: Fijacion en metanol absoluto. En los trofozoftos tratados con saliva
durante 1 hr, el citoplasma se observé ligeramente rosado, prcticamente sin granulaciones,
vacuolado, con acantopodios muy palidos. En otros se distinguieron estas caracteristicas, pero
destacé una estructura circular tefiida en rosa intenso, en otras rosa palido, que pudiera
corresponder @ una vacuola o quizd al micleo, con un contenido positivo al Schuff, pero
resistente 2 la accién de la ptialina. Esta estructura no se advirtié en las amibas teftidas (sin
tratar con saliva). El citoplasma de los trofozoitos mostré una matriz esponjosa vacualady,
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cuyas travéculas aparecieron del color rosa mencionado y, desde luego, desnudos de
granulaciones (ver foto No. 5).

Método de: DIGESTION de Lillle con saiiva para demostracion de glucogeno por el
método de Carmin de Best. Testigo.

Resultados obtenidos; Fijacién en metanol absoluto. El tratamiento con ptialing de |a
saliva durante 1:30 hr, mostré una digestion parcial. Los trofozoitos se apreciaron generalmente
vacuolados, destacéndose una gran vacuola. La tincién citoplésmica se observé mas o menos
uniforme, extendiendose a los acantopodios, que se apreciaron mds bien de color rosa palido.
En ocasiones se distingui6é una masa central o excéntrica, redonda, ligeramente mds tefiida que
el resto del citoplasma que quizd corresponda al nicleo. No se vieron granulaciones en la
mayoria de las células amibianas (ver foto No. 6).

Moucopolisacarides

Método de: McManus-Mowery.

Resultados abtenldos: Fijacion en CJ. Los trofozoitos se observaron de contomo
irregular, algunos con filopodios bien definidos, largos y en otros cortos. En algunos de ellos se
destact una zona citopldsmica periférica teflida de rosa pélido. Citoplasma vacuolado, con
fondo rosdceo, granulaciones citoplésmicas finas, gruesas y muy gruesas, redondas u ovales,
éstag Gitimas de color magenta. Algunas granulaciones en azul claro, color que apreciamnos en
algunos casos bordeando la célula y los acantopodios. Las granulaciones magenta; de acuerdo
con el método, corresponden a mucopolisacéridon neutros y las azlos a los acidos (ver foto
No. 7).

Métlodo de: Spicer.

Resultados obtenidos: Fijacion en CJ. Trofozoftos ovales, redondeados, con bordes
angulares, mostraron en su mayoria los acantopodios tipicos teflidos, en algunos ejemplares, en
azul muy pdlido en el extremo terminal y algo m4s obscuro en el extremo de su origen, ddndole
a ese borde el aspecto aserrado. El citoplasma muy vacuolado se observé teflido de un color
azul turquesa brillante, a veces exhibiendo una vacuola grande, incolora o miuy débilmente
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coloreada de azul con el borde teflido un poco més que el resto, dejando ver la iniciacién de los
pseud6podos filiformes como zonas triangulares, sin que se presentasen granulaciones u otro
tipo de estructuras. En algunos trofozoftos se vié diferente densidad del color, generalmente
mayor hacia la periferia y en algunas éreas internas del cuerpo amibiano. El nicleo no fié
visible (ver foto No. 8).

Método de: DIGESTION de Lilie con fp-amilasa para demostracion de
mucosubstancias (MacManus-Mowery). Testigo

Resultados obtenidos: Algunos trofozoftos fijados con Canoy-Jones y digestion con f3-
amilasg, se observaron redondeados y otros con pseuddpodos filiformes. El citoplasma en las
amibas més grandes se vié vacuolado, en forma de una reticula teflida de color rosa palido, con
los pseudépodos y el contorno azul muy pélido. De acuerdo con lo visto, interpretamos que
hubo un efecto digestivo en materiales con componentes carbohidrato, aunque ésta digestion no
fué total, por hallarse en algunas tincién rosécea, que indica persistencia de dicho material (ver
foto No. 9).

Adldes nucloleos

Método de: Einarson de la galocianina-alumbre de cromo.

Resultados obtenidos: La fijacion con Zenker, di6 lugar a trofozoitos circulares u ovales,
de contornos irregulares, donde se pudo apreciar bien el punto de partida de los acantopodios
como zonas triangulares, que rodeaban a las amibas para luego alargarse y hacerse deigados. El
citoplasma se observé granuloso, vacuolado, annque no se distinguieron en todos los casos los
limites de las vacuolas, algunas de las cuales eran muy grandes. Citoplasma tefido de violeta
azloso, con granulaciones mas o menos finas, del mismo color que el citoplamna, algo mis
densas en la periferia del nicleo o, incluso en la del endosoma, éste en tono violeta obscuro,
redondo, grande, rodeado de una zona circular anista azul. A veces se vié alrededor del
nucleolo un anillo pélido que lo bordeaba. Algunas células se notaron binucleadas.

Resultados obtenidos: Con fijacion en F10, los trofozoitos se presentaron redondeados,
ovales, con contornos irregulares, citoplasma vacuolado grumoso, tefiido de violeta-grisdceo,
con algunas granulaciones citoplasmdticas de color violeta obscuro. Acantopodios violeta
obscuro en su inicio, palidos en su longitud. Nacleo grande con un tono violeta, mas obscuro
que el resto del citoplasma, con una zona perinuclear clara y difusa, violeta-grisaces. La masa
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obscura nuclear correspondi6 al endosoma, que estd embebido en la zona mds palida, pero que
tiene contomo circular. Algunss amibas se observaron binucleadas (ver foto No. 10).

Resultados obtenidos: Los trofozoitos fijados con CJ se observaron redondeados u
ovoides, con derredor irregular, los acantopodios teflidos de violeta-grisaceo pélido;
citoplasma del mismo color, vacuolado, reticulado, con algunas zonas citoplasmdticas
periféricas granulosas, difusas, y otras més densas, con granulos escasos, generalmente entre las
vacuolaa o el contomo. El nicleo se observé violeta-grisaceo, mds intenso que el resto del
citoplasma, con una zona perinuclear clara y difusa

Método de: A |l

Resultados obtenidos: Fijacion en F10. Trofozoftos con citoplasma azl violeta,
vacuolado, algunos con una o dos vacuolas muy grandes ligeramente tefiidas. Se observaron
granulaciones generalmente finas, algunas gruesas en color violeta intenso (como el endosoma)
en ol citoplasma, rodeando 8 las vacuolas y perfilando al nicleo. No se diferencié claramonte
entre ectoplasma y endoplasma. Los filopodios se encontraron finos y generalmente cortos, sin
ninguna otra estructura, salvo en el punto de emergencia del citoplasma, en donde estaban
ligeramente m4s teflidos que en el resto, que se vié practicamente incoloro. El nficleo,
claramente visible, estaba bien limitado del citoplasma, con posicién central o subcentral, con
un endosoma grande densamente coloreado en violeta, de contorno circular en la mayoria de las
amibas, ovalado, arrifionado, 6 con derredor ondulado. Entre 1a membrana y el nucleolo se
apreci6 un halo claro en violeta muy pdlido, que permite destacar claramente al nucleolo o
endosoma. Algunas células se presentaron binucleadas.

Los trofozoitos mostraron marcadas diferencias en su tamaflo, los méds pequefios con periferia
circular o polihédrica pero en general fué circular u oval (ver foto No. 11).

Método de: Feulgen.

Resultados obtenidos: Fijacién en F10. Trofozoitos de formas irregulares, polihédricas,
contornos en algunos aserrados, con citoplasma vacuolado teflido de azul verdoso con unas
zonas més densas que otras. Nacleos en color magenta muy pélido, algo més densos hacia la
periferia, contomo circular (ver foto No. 12).
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Método de: Lilie-Burtner para lipidos neutros.

Resuitados obtenidos: Fijacion en F10, Los trofozoitos se observaron de forma oval,
irrogular, con un citoplasma granuloso fino, teftido de anaranjado verdoso, con gotitas finas y
gruesas de color rojo intenso dispersas en el citoplasma. Algunas de estas gotas mostraron
refringencia snaranjada. En varias amibas se apreciaron numerosas gotillas, si bien en otrus
fueron escassa o carecieron de ellas; otras, en cambio, presentaron cGmulos de las gotitas de
lipidos, formando asf una masa grande en color rojo caracteristico del colorante.

En algmas células ol borde se vio aserrado, que suponemos comresponde al punto de partida de
algunos acantopodios, ya que estos no fueron aparentes (ver foto No. 13).

Método de: Fradsen para la extracclén de lipidos neutros con metanokcloroformo
por ¢l método de Likie-Burtner. Testigo.

Resultados obtenicdos: Fijacion en F10. Los trofozoitos se observaron redondeados,
ovales, con bordes angulosos, ligeramente aserrados. El citoplasma se presenté sin estructuras
definidas, refringente y sin las gotitas de lfpidos que se apreciaron en |as preparaciones
positivas (ver foto No. 14).

Método de: Sulfato de azul de Nilo de Lillie para &cidos grasos.

Resultados obtenidos: Fijacion en F10. Los trofozoitos se observaron en forma ovalada,
con contomo redondeado, anguloso, aserrado. Citoplasma teflido en azul muy palido, con
vacuolas que se apreciaron débilmente. En otros, no en todos, se distinguieron grénulos de

diferente didmetro, finos y gruesos, irregulares en la periferia, de color azul obscuro (ver foto
No. 15).

Método de: Acetona para comprobar la exitencla de acidos grasos por el método
sulfato azul de Nilo de Lillie. Testigo.

Resultados obtenidos: Fijacién en F10. No se apreciaron diferencias entre la prueba

original y el testigo, ya que ambas se tifieron por igual en color azul muy palido, por lo que
consideraumos nogativa la prueba.
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Método de: Holczinger para dcidos grasos.

Resultados obtenidos: Fijacion en F10. Las amibas se observaron ovales, redondeadas,
con contornos lobulados y algunos aserrados. No se apreciaron los acentopodios, ¢! citoplasma
se mostré vacuolado con zonas intervacuolares més obscuras a veces algo mds claras hacia el
dervedor, presentdndose como reticulado, de color verde megruzco. El ndcleo teflido mds
intensamente indic6 una zona periférica circular no conima, con apariencia gramlosa dejando
ver una zona central algo més densamente teflida.

En algunos trofozoitos con una tinciéa algo mds palida, pudimos distinguir bien esta mortologfa
del niicleo, formando una fina banda circulsr alrededor mis o menos regular, a veces en forma
continua, y una masa circular anista, difuss en tomo al micleo, coloreada mds intensamente que
énte, de verde negruzco (ver foto No. 16).

Método de: Acetona para comprobar la presencia de dcidos grasos por el método de
Holczinger. Testigo

Resultados obtenidos: Fijacion en F10. Los testigos de las amibas sc observaron con un
citoplasma tefiido muy palidemente, précticamente incoloro, dejando ver solamente la texturn
grumosa y vacuolada del citoplasma sin coloracién (ver foto No. 17).

Profeinas

Método de: Chapman del azul de bromofenol-mercurio.

Resultados obtenidos: Los trofozoftos fijados con CJ se presentaron con el contomo
redondeado, oval, irregular, con citoplasma teflido de azul con algunas zonas mas cluras que
otras, generalmente meno intensas hacia la periferia del trofozoito. Se observaron numerosas
granulaciones dispersas en el citoplasma finss y gruesns, redondas, en color azul obscuro (ver
foto No. 18).

Resultados obtenidos: Los trofozoftos fijados con F10 se observaron redondeados u
ovales, algunos con contornos ligeramente aserrados sin que se apreciasen claramente los
acantopodios. El citoplasma se mostré en azul pdlido, vacuolado, u veces con 1 o 2 vacuolas
mury grendes y en algnos con granulaciones gruesas y finas de color azul obicuro localizadas
més hacia la periferia en algnas dreas del citoplasma Estas granulaciones no se vieron en
todos los trofozoitos, sunque el citoplasma en muchos de ellos indico zonas mds coloreadas que
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otras. Se hallaron amibas binucleadas en muy baja proporcién (menos del 1%). El nicleo se
presentd en la mayoria de las células como una mancha redonda u oval y en ocasiones con
derredor irregular en azul intenso, en muchos casos uniforme en toda el arca del nircleo pero
también exhibiendo una zona central algo mds tefiida, difusa hacia la periferia. En otros casos
esta zona més tefiida era mds concreta dejando ver un halo més claro en su alrededor. Todavia.
distinguimos algunas células en las que el perfil del nicleo cstaba bien delineado como una
banda delgada azul mds obscura que el citoplasma, pero menos densa que ¢l cuerpo central
redondeado, correspondiente posiblemente al endosoma o nucleolo. En algunos trofozoftos
spreciamos ésta disposicion del contomno nuclear con una masa central pequetia teflida con la
misma intensidad que dicha banda.

Mélodo de: Alfert y Geschwind del verde rapido para proteinas basicas.

Resultados obtenidos: Fijacion en FN. Los trofozoitos se presentaron redondeados,
ovales, pequefios, con un citoplasma verde pdlido vacuolado. El niicleo se observé como un
cuerpo de contomo circular, denso, tefiido de verde mds obscuro que el citoplasma. En otros
apreciamos un halo incoloro circundando al niicleo. No se vieron otras estructuras (ver foto No.
19).

Como referencia se tomaron fotograflas de Acanthamoeba culbertsoni (ver foto No. 20) en
fresco para observar su estructura general.

43



4.2 DISCUSION

Se usaron diferentes tipos de fijadores do acuerdo a los componentes a investigar y segiin los
métodos para su identificacion. Se reportan los resultados obtenidos con la aplicacion de
fijadores y métodos més apropiados que demostraron con més claridad la presencia de los
componentes buscados. Los trofozoftos provinieron de cultivos axénicos entre Sy 1S dins.

La identificacién de carbohidratos se hizo con base en el desarrollo del color rojo magenta con
el Schiff-acido peryédico que tifié el citoplasma con diferentes tonalidades y grannlaciones con
color magenta intenso. La aplicacién de enzimas hidrolizantes de los carbohidratos o por
acetilacién con anhidrido acético-piridina eliminé una gran proporcion de éstos 1nateriales
granulosos o que se hallaban en el citoplasma, pero no totalmente en algunos casos, lo cual
indica que quiza hubieron carbohidratos unidos a otros grupos moleculares, conio ciertos
protein-carbohidratos, con enlaces resitentes a estos tratamientos.

En la determinacion de mucopolisacéridos (protein-carbohidratos) se aplicaron métodos para
poner de manifiesto mucopolisacéridos sulfatados, neutros o dcidos, que de acuerdo con los
métodos deberian mostrar coloraciones distintas. Con el método de Spicer, el azl alciano 8
GX coloreé todo el soma amibiano con distintas tonalidades de ese color; sin embargo, con el
método de Mc Manus-Mowery se presentd coloracién roja y azul. Levandowsky y Hutner (38)
refieren que se han hecho estudios sobre recubrimientos del plasmalema de trofozoftos de
Acantkamoeba spp. usando el azul de alciano y el rojo de rutenio en métodos de microscopia
electrénica, que dieron reaccién a materiales similares a wn mucopolisacérido, pero diferente al
glicocalix mucoide de algunas amibas grundes. Esta evidencia podrin explicw Ins reacciones
positivas que hallainos para los mucopolisacéridos, en particular con el método de Mc¢ Munus-
Mowery, donde observamos un recubrimiento periférico que implico a los acantopodios y que
se tifio de azul con el colorante. De acuerdo con éste mismo método, se describe que la tincion
en rojo de algunos elementos citoplasméticos corresponde a mucopolisacdridos nentros y los
azules a los 4cidos.

El resultado que se obtuvo con la aplicacion de la (-amilasa, en el sentido de una reaccién de
digestion importante pero no total, quizd indique que persistieron mucosubstancias (protein-
carbohidratos) no digeribles, lo cual concuerda con la persistencia de algin carbohidratos
cuando se aplicd 1a digestién para demostrar su presencia.

Los lipidos, que s¢ presentaron en forma de gotillas dispersas en ¢l citoplasma o confluyendo
en algunos casos para formar gotas mds gruesas, han sido claramente descrilas en la
microscopfa electrénica por varios autores (2). La cantidad de ¢éstos componentes fié variable
y se ha sefialado que aumenta en la fase quistica (3) quiz4 como un proceso do conservacion de
material energético de reserva. Pero probablemente las diferencias en la cantidad de lipidos
que observamos no se deban a que los trofozoitos estuviesen cercanos a formar quistex, en
vitud de las caracteristicas de los medios de que se obtuvieron, ya que su edad y
mantenimiento nos inclinan a pensar que no hubo detrimento de estos ni alteraciones
ambientales que pudiesen haber influido. También los dcidos grasos han sido reportados en
trofozoitos de Acanthamoeba spp. en estudios de microscopla eletronica, y que nosotros hemos
podido corroborar ¢n nuestras determinaciones citoquimicas, las que por el grado de reaccron,
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nos permiten sefialar que las cantidades no eran despreciables, En la literatura se cita que,
generalmente, éstos dcidos son insaturados (2,13).

El gran contenido de protefnas que representa en los trofozoitos la presencia de estructuras del
citoesqueleto, las membranas, enzimas diversas, etc. explican la intensidad de la reaccién a las
proteinas. Es probable que las granulaciones observadas con el método utilizado corvespondan
a organelos particulares, como podrian ser, quizd, mitocondrias o vesiculas con éstos
materiales. La misma diferencia de coloracién que se noté en el citoplasma podria explicarse
por concentraciones variables de proteinas, que cuando son muy abundantes toman el color azl
que tiende al rojizo cuando su cantidad es reducida.

En el ncleo fué posible demostrar la presencia de protefnas basicas (histonas) removidas del
écido ribonucleico, mediante el dcido tricloroacético y su tincién con el verde rdpido.

Los dcidos nucleicos investigados con el uso de los 3 métodos mencionados en los
procedimientos, dieron resultados positivos con algunas variaciones en la forma en que se
manifestaron. Aquf intervinieron, probablemente, los distintos fijadores usados que fueron el
F10, CJ, metanol absoluto, FN, AA y Zenker, asi como los materiales empleados en la tincion.
En las amibas del género que nos ocupa, se ha observado por microscopia electrénica la
presencia de dcido ribonucleico citoplasmético del reticulo endopldsmico granuloso, al que
puede haberse debido entre otros elementos, 1a tincién positiva con los diferentes métodos. Asf,
el ARN nuclear que corresponde al endosoma, fué evidente con todas ellas. Igualmente
podemos sefialar que parte de éstas tinciones citoplasméticas pueden haber correspondido a la
presencia de ARN extranuclear. En cuanto al ADN nuclear, Levandowsky y Hutner (38) sefialan
que se ha reportado que la cromatina que queda entre la membrana nuclear y el endosoma, es
decir, en el espacio "claro" que circunda al endosoma en nuestran tinciones, y que
corresponderia a la region donde se halla la cromatina, ésta no puede identificarse con claridad
en la microscopfa dptica y electrénica. Probablemente, la forma en que ésta cromatina se
presentd en el ndcleo de las amibas teflidas no nos permiti6 identificarla claramente,
pericibiendose tan s6lo ésta zona "clara” con una tincién parduzca con la galocianing y el Azur
IT que podria corresponder a su presencia. Solamente pudimos corroborar la existencia de
crométina con el método de Feulgen, pero en forma muy discreta, tifiéndose el material
derivado del ADN en un color rojo muy pélido, aunque Page y Rafalko usaron éste método
clésico para observar la cromatina (38) obtendiendo resultados satisfactorios.
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CONCLUSIONES

. Mediante la aplicacion de métodos citoquimicos para microsvopia optica, pudimos poner

de manifiesto la presencia de algunos componentes en los trofozoftos de A. culbertsoni
procedentes de cultivos axénicos.

. Fueron identificados materiales del tipo carbohidrato, entre ellos el glucogeno, substancias

mucopolisacéridas, lipidos, &cidos grasos, proteinas y dcidos nucleicos.

. Estos componentes encontrados en la célula amibiana A. au/bertsoni se pudieron

correlacionar en parte con lo encontrado por otros autores en estudios de microscopia
electrénica

. Estos estudios pretenden contribuir al conocimiento de la composicién bioquimica de las

amibas de vida libre, en éete caso A. cu/bertsoni.
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Foto No. 1, 1000x.5x, Determinacion: carbohidratos (método de
PAS). Fljada en: metano} absoluto 15 minutes, CUllivo de: 8 dias,
Montada en: resina

Folc No. 3. 1000x.2x. Determinacidn: glucogeno (método de Bauer-
Feulgen), Flfoda en: metanol absoluto 20 minutos a lemperatura
ambiente, Cultivo de: 15 dias, Montada en: resina

Foto No. 2. 1000x.5x. Determinacién: glucogeno (método de Carmin
de Best), Fljada en: metanol absoluto 30 minutos, Cultivo @de: S dias,
Montada en: resina

ikt s ST ; Rl s WPy
Foto No. 4. 1000x.5x. Testigo de: carbohidratos (método de
acetilacion), Fljada en: metanol absoluto 30 minutos, Cultivo de: 6
dias. Monlada en: resina



Foto No. 5, 1000x.5x, Testigo de: carbohidratos (método digestion
saliva-PAS), Fijfada en: metanol absoluto 20 minutos, Cultivo de: 15
dias, Montada en: resina

Py -

Foto No. 7. 1000x.2x, Determinacién de: mucopolisaciridos neutros
y dcidos (método de Mc Manus-Mowery), Flfada en: CJ 30 minutos,
Curtivo de: 7 dias, Montada en: resina

Foto No. 6, 1000x.5x. Testigo de: glucogeno (método digestion saliva-
Carmin de Best), Flfada en: metanol absoluto 30 minutos, Cultivo de:
10 dias. MonNtada en: resina

Fofo No. 8. 1000x2x. Determinacién de: mucopolisacaridos
(método de Spicer). Fifjada en: CJ 20 minutos. Cultivo de: 5 dias,
Montada en: resina



Foto No. 9. 1000x.5x, Testigo de: mucopolisaciridos (método Foto No. 10. 1000x.2x, Determinacion de: acidos nucleicos (método

digestién B-amilasa), Flfada en: CJ 30 minutos, Cultivo de: 7 dias, de Einarson), Fljada en: F10 30 minutos, Cultivo de: 7 dias,
Montada en: resina Montada en: resina

Ly s
Foto No. 11, 1000x.2x, Determinacién de: icidos nucleicos (método Foto No. 12. 1000x.2x. Determinacién de: acidos nucleicos (método
de Azur II). Fjoda en: FI0 30 minutos, Culfive de: 11 dias. de Feulgen). Fijada en: FI10 30 minutos, Cultivo de: 11 dias,

Montada en: resina Montada en: resina



Foto No. 13, 1000x.2x, Deferminacion de: lipidos neutros (método
de Lillie-Bunner), Fljada en: F10 30 minutos, Cultivo de: 12 dias.
Montada en: gelatina-glicerina

Foto No. 15, 1000x.2x, Deferminacion de: dcidos grasos (método
Azul Nilo de Lillie). Fljada en: F10 20 minutos, Cultivo de: 7 dias.
Montada en: gelatina-glicerina

RSt e 2 (e e R R BN
Foto No. 14, 1000x.2x. Testigo de: lipidos neutros (método de Fradsen
metanol-clororoformo). Fljada en: F10 30 minutos. Cultivo de: 12
dias, MONtadq en: gelatina-glicerina

Foto No. 16. 1000x.2x, Determinacion ge: icidos grasos (método de
Holczinger). Fijada en: F10 20 minutos, Culfivo de: 5 dias,
Montada en: gelatina-glicerina



Fofo No. 17. 1000x.2x. Testigo de: dcidos grasos (método de la
acetona). Fljada en: F10 20 minutos, Cultivo de: 5 dias. Montada
en: gelatina-glicerina

e

Folo No. 19. 1000x.2x, Determinacién de: proteinas basicas
(método de Alfert y Geschwind), Fjada en: FN 30 minutos, Cuitivo
de: 9 dias. Montada en: resina

P

Foto No. 18. 1000x.2x, Determinacién de: proteinas (método de
Chapman), Fljada en: CJ 30 minutos, Cultivo de: 9 dias. Montada
en: resina

Foto No. 20, 1000x.2x, Cultivo fresco de 4. culbertsoni con 6 dias
desarrollo, en medio axénico Bactocasitona.



[ "saLucioNnes"

Colorantes

Raul aleiune 8§ GX

Disolver en 100 ml de dcido acético al 3%, 1 g de azul alciano 8GX. Ajustar el pH a 2.5.
Filtrar.

Rzul alelane §GX-dcido clerhidrise

Disolver en 100 ml de dcido clorhidrico 0.1 N, 1 g de azul de alciano 8GX. FFiltrar.

Azul do bromeleonsl

Disolver 10 g de cloruro mercirico en 100 ml de alcohol de 95°. Después, incorporar 0.1 g de
azul de bromofenol y agitar hasta que esté bien mezclado. Filtrar.

Rawr II (Ruur tipe B)

Disolver 25 mg de azur II (azur tipo B), en 100 ml de regulador Mc Ilvaine con pH 4 (ver
spéndice 1, soluciones reguladoras). Filtrar

Curmin do Bost consentrade

Disolver en 60 ml de agua destilada, 5 g de cloruro de potasio y 1 g de carbonato de potasio.
Una vez disuelto, agregar 2 g de Carmin de Best y llevar a ebullicién por 5 minutos. Enfriar y
filtrar. Al filtrado fiio, agregar 25 ml de hidroxido de amonio concentrado, dejar madurar 24
horas. Guardar en refrigeracion.



Galecisnins-alumbre de cromo

Disolver en 50 ml de agua destilada 150 mg de galocianina Agitar durante | minuto, filtrar y
descartar el filtrudo. El papel con el residuo, introducirlo en 50 ml de alumbre de cromo al 5%
en agua destilada. Poner a ebullicién en bafio Maria por 30 minutos. Enfiiar, filtrar y ajustar a
un pH de 1.6 con dcido clorhidrico al 1%.

Roje elosne

Disolver 500 mg de rojo oleoso en 100 ml de alcohol isopropilico puro. Para uso inmediato
tomar de ésta solucion madre 25 ml y mezolar con 25 ml de agua destilada. Filtrar y mantener a
37°C al momento de usar.

Sulixte azul de Nile

Disolver 50 mg de sulfato de azul de Nilo en 99 mi de agua destilada, y posteriormente agregar
con cuidado 1 ml de 4cido sulfiirico concentrado, agitar hasta que este bien incorporado y
filtrer.

Verde réplde

Disolver 500 mg de verde ripido en 100 ml del alcohol etilico do 70°. Filtras.

Fijadoras

Aleshol-évido (AK)

Mezclar 1 parte de dcido acético glacial con 2 partes de etanol absoluto.

- Curney-jenes (CF)

Moezclar 10 ml de dcido acético glacial, 60 ml de alcohol etilico absoluto y 30 ml de
cloroformo anhidro.
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Sy %
7
Formol 10% (F 10) 7 ,@f:‘%

4

Mezclar 10 ml de formol concentrado (38-40%) con 90 ml de agua destilada. Q i&?
Gy

Fermelk-alochel (FR)

Disolver 50 mg de acetato de calcio en una mezcla de 90 mi de alcohol etilico absoluto y 10 ml
de formol concentrado (38-40%).

Foermel suleio (FOu)

Disolver 1.1 g de cloruro de calcio anhidro en una mezcla de 90 ml de agua destilada y 10 ml
de formol concentrado (38-40%).

Formel neutre o amertiguade (FNW)

Disolver 0.4 g de fosfato monobdsico de sodio monohidratado y 0.65 g de fosfato disédico
anhidro en 90 ml de agua destilada. Una vez disueltos, agregar 10 ml de formol concentrado
(38-40%) y mezclar bien.

Zonlnr

Disolver en 100 ml de agua destilada S g de cloruro de mercurio, 2.5 g de dicromato de potasio
y 1 g de sulfato de sodio. De ésta solucién madre, tomar 95 ml y mezclarlos con 5 ml de 4cido
acético glacial, al momento de usarse.
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Reguladoras

Selasiéa reguladera de citvate-lesiate pH §-8.1

Disolver 2.10 g de dcido citrico monohidratado en 100 mi de agua destilada. Aparte, disolver
2.839 g de fosfato disddico anhidro en 100 ml de agua destilada.

Tomar 2.75 ml de la solucion de dcido citrico y mezclarlos con 97.25 ml de la solucién de
fosfato disédico. Ajustar pH 0 8-8.1.

Selasiéa reguladers de issiutes 0.02 N pH 6.8

Disolver en 100 m! de agua destilada 2.75 g de fosfato monosodico anhidro. Apaste, disolver
en 100 ml de agua destilada 2.83 g de fosfato dis6dico anhidro.

De la solucién de fosfato monosédica tomar 46 ml y mezclarlos con 4 ml de Ia solucién de
fosfuto disédico; agregar después 50 ml de agua destilada. Filtrar y ajustar el pH a 6.0.

Selasiéa reguladera do fosiutes 0.02 X pH 8.4

Disolver 2.84 g de fosfato disédico unhidro en 100 mi de agua destilada. Aparte, disolver 2.76
g de fosfato monosédico monohidratado en 100 m! de agua destilada.

Tomar 26.5 ml de la solucién de fosfato disédico y mezclarlos con 73.5 ml de la solucién de
fosfato monosédico y llevar a un volumen de 200 mi con agua destilada. Filtrer y ajustar el pH
abd4.

Selusiéa reguladern do Ms livaine

Mezclar 24.6 ml de &cido citrico 0.1 M con 15.4 ml de fosfato de potasio dibdsico anhidro 0.2
M.
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Otras soluciones

Dilsrenviader purs ol Carmin do Bost

Mezclar 8 m) de alcohol etilico absoluto, 4 mi de alcohol metilico absoluto y 10 m! de agua
destilada.

Roustive do Sebill (de De Tomasl)

Disolver 1 g de fucsina basica en 200 m! de agua destilada hirviendo, Agitar S minutos y enfrisr
oxdctaments & 350°C. Filowr y agregar ol filtrado 20 ml de dcido clorhidrico 1| N
(sproximadamente $6 m)/1000 m!). Enfriar a 25°C y agregar 1 g de metabisulfito de potasio (o
sodio). Guardar en ia obscurided durante 14-24 br. Agregwr 2 g de carbdn activado y agitar
durente 1 mimuto. Filtrar, Mantener en la obscuridad & 4°C. Dejar que alcance la temperstura
del laboratorio antes de usar. La solucién debe ser incolora o muy ligeramente amaerillonts.
Selusién avelute de esobre

Disolver S mg de acetato de cobre, en 100 ml de agua destilada.

Selasiéa delde rabeénioc-alochel abssinte

Disolver 30 mg de écido rubednico, calentando ligerumente en 35 ml de alcohol etilico
sbeoluto. Despues agregar 15 ml de agua destilada y mezclar bien.

Belusiéa selovants de Curmin do Bost

Mozolwr 15 ml del colorante Carmin de Best concentrado con 12.5 ml de amonikco concentrado
y 12.5 ml de alcohol metilico sbsoluto. Filtrar.

Nota: Esta solucion dura solamente de 2-3 semanas y sélo se usa una vez.

Selusiéa do ankidride asétise-piridiss

Mozcler 16 ml de anhidrido acético con 24 ml de piridina aphidra.
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Solusiéa de §§ amilusu-fesinte de sedio suline

Disolver ea 50 ml de solucién reguladora de fosfato con pH 6 (0.02 M) (ver apéndice II,
soluciones reguladoras), 400 mg de cloruro de sodio y 50 mg de p-amilasa

Selusiéa de E.D.T.A. disédioe (stilondiumine tetracetuto disédise)

Disolver 50 mg de E.D.T.A. disédico en 50 mi do agua destilada. Ajustar plia 7.1

Selusiéa do meiubisullite de polusie ¢ sedle

Mezclar 5 ml de metsbisulfito de potasio o sodio al 10%, S ml de dcido clorhidrico 1 N y 90
ml de agua destilada.

Selusiéa do verds vipide

Disolver 0.1 g de verde rdpido FCF en 100 ml de solucién reguladora de citrato fosfato, a pH
8-8.1 (ver apéndice I, soluciones reguladoras). Filtrar,

Il "LAVADO DE MATERIAL DE VIDRIO PARA EL MANEJO

oe Acanthamoebd

Métede para lavar pu-obbtu y onbreebjetes

. Sumergir o] material en una solucién de dcido clorhidrico al 5%, por un dia.

. Pasar a una solucién de hipoclorito de sodio al 3% aproximadamente, de 2-3 horas.
. Después introducir a una solucion de Tween 80 al 1%, mds o menos 1 hora.

. Enjuagar bien el material con agua destilada

. Secar con un trapo limpio sin pelusa,

WA W B

6o



Nétedo para lavar tubss

Lavar los tubos con agua de la llave.

Introducir en una solucién de doido clorhidrico al 1%, por 1 dfa.
Enjuagar bien con agua de la llave.

Después enjuagar bien con agua destilada.

Dejar escurrir hasta que estén secos.

ol ol f ol o

IV "eurtTiva oe Acanthamoebd'

Medie de eultive Busicsasitons, Dilve

Disolver en 100 ml de agua destilada 2 g de medio de cultivo Bactocasitone y esterilizar a 1
kg/em? (15 Ib pulg?) durante 15 minutos. Mantener en refhigeracion hasta que se ocupe.

Nodio de sultive de NRE

Disolver en 100 ml de agua destilada 1.66 g de biotriptasa, 0.27 g de glucosa, 0.15 g de fostato
de sodio dibdsico amhidro y 0.09 g de fosfato de potasio monobdsico anhidro. Esterilizar a 1
kg/cnr® (15 1b pulg?) durante 15 minutos. Mantener en refrigeracion hasta que se ocupe.

Métedo de oultive de amibas

A un tubo limpio de (12 x 1.5 cm), con tapén de rosca, agregar 2.7 ml de medio de cultivo.
Esterilizar a 1 Kg/om? (15 1b pulg?) durante 15 min,

Guardar en refrigeracion hasta el momento en que se vaya a sembrar.

Dejar que alcancen la temperatura ambiente antes de sembrar.

Para las resiembras, en condiciones estériles, agregar 0.5 mi de suero fetal estéril de
bovino. Después agregar mds o menos 8 gotas del medio de cultivo con amibas.

6. Incubar a 28°C, aproximadamente 7 digs.
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