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INTRODUCCION

Las parasitosis intestinales son una de las infecciones mas frecuentes
en la poblacidon mundial debido a su distribucion cosmopolita. Una gran
cantidad de trabajos han evidenciado el elevado grado de susceptibilidad por
enteroparasitos en personas de diferentes edades, especialmente infantes.
Este tipo de infecciones resultan un tema importante en el ambito de salud
publica, especialmente en paises en desarrollo con condiciones de

saneamiento e higiene desfavorables como México (1).

A nivel mundial, se reportan mas de 50 millones de casos nuevos de
amibiasis y alrededor de 100 mil muertes anuales, constituyendo la tercera
causa de mortalidad producida por una infeccion parasitaria, después de la
malaria y la esquistosomiasis; ademas de ser la mas grave causada por

protozoos que dafia el intestino humano (2,3).

En México, con mas de 200 mil casos reportados de amibiasis
intestinal en el pais segun el Boletin epidemiolégico del Sistema Nacional de
Vigilancia Epidemiolégica de la Secretaria de Salud (Semana 36, 2018), esta

enfermedad continta siendo un desafio vigente (4).

Entamoeba histolytica es uno de los parasitos intestinales con gran
relevancia en salud publica debido a la alta tasa de mortalidad y morbilidad
que genera en paises en vias de desarrollo. El agente etiolégico de la
amibiasis intestinal, es capaz de invadir la mucosa intestinal y producir

infecciones sintomaticas o asintomaticas, asi como diseminarse hacia otros



érganos y producir lesiones extraintestinales. Estas lesiones presentan
manifestaciones clinicas importantes como absceso hepatico amibiano,
colitis amibiana, infecciones genitourinarias, respiratorias, cardiacas y

cerebrales.

Debido a su importancia biomédica, E. histolytica ha sido utilizada
como modelo de investigacién y como referencia para el andlisis clinico y
epidemioldgico de todas las especies del género, principalmente en el cultivo

“in vitro” que es muy utilizado en comparacién con otras especies (5,6).

El espectro de manifestaciones clinicas va desde cuadros
asintomaticos, probablemente causados por otras especies del género (7-9),
hasta cuadros graves que podrian causar la muerte. Se especula que
Entamoeba dispar podria ser la especie causante de los cuadros
asintomaticos. Esta Ultima especie, es muy cercana filogenéticamente a E.
histolytica, por lo que son consideradas especies hermanas, aunado al hecho

de ser morfolégicamente indistinguibles por microscopia foténica (10).

Recientemente un estudio realizado en Bangladesh informé una
prevalencia de infecciones del 4,2% porE. histolytica y de 6,5% por E. dispar
en nifios del area urbana con diarrea y una prevalencia de 1 % por E. histolytica y

7% por E. dispar en nifios asintomaticos del area rural empleando pruebas

inmunoldgicas, bioquimicas y genéticas. (11-13).

A diferencia de otras especies, E. dispar se caracteriza por un

comportamiento no patégeno, sin embargo, en 2012 se informé de una cepa



procedente de un paciente brasilefio sintomatico no disentérico, que

reportd un comportamiento patogeno. (8,9)

E. dispar ha sido utilizada como modelo de estudio control en los
reportes de la patogenia de E. histolytica, por ello la accesibilidad de poseer
un cultivo axénico de E. dispar, ha sido fundamental para la investigacion y
generacion de conocimiento acerca de los mecanismos de patogenicidad de
E. histolytica en torno a la amibiasis, esto gracias a las diferencias y

similitudes existentes entre estas dos especies.

La comparacion entre E. histolytica y E. dispar en relacién con la
composicién genética, biologia celular y hospederos es una area interesante
de investigacion para identificar y analizar los factores relacionados con la
capacidad invasiva, asi como los factores que intervienen en la fagocitosis,
citdlisis y adhesién. Esta ultima resulta relevante ya que es un requerimiento
esencial para la colonizacion e invasion del hospedero, dentro del cual la
restructuracion del citoesqueleto de actina (polimerizacion de actina) juega

un papel muy importante (14).

En consecuencia de esto, el presente estudio tiene la finalidad de
conocer el comportamiento de E. dispar en relacién al crecimiento del cultivo
con respecto a la confluencia de amibas. Asimismo, resulta de nuestro
interés estudiar el papel de la restructuracion de actina en un indculo 6ptimo
confluente, ya que como se menciond anteriormente, este es un factor

importante dentro de la adhesion, uno de los mecanismos de patogenicidad



mas relevantes para la colonizacion e invasion del intestino en el ser humano
de E. histolytica. Y, al ser estas especies tan cercanas filogenéticamente, se
podra profundizar y tener un mejor entendimiento sobre el comportamiento
de E. dispar en comparacion con la especie patdgena, con el propédsito de
aportar informacion relevante de E. dispar mediante diferencias entre estas

dos especies.

MARCO TEORICO

Perspectiva historica

Durante muchos afios E. histolytica y E. dispar fueron consideradas
una misma especie debido a las similitudes morfolégicas que presentan.
Después de muchos afios de investigacidon y distintas teorias ésta idea fue
refutada. En 1925 Emile Brumpt considerd la existencia de dos especies
morfolégicamente idénticas: E. dispar, especie no patogena y E.
histolytica, especie patdégena que podia ocasionar infecciones
asintomaticas, las cuales fueron confirmadas posteriormente por Sargeaunt
(15). Recientemente, la biologia molecular, estudios bioquimicos,
inmunolégicos y genéticos han favorecido la caracterizacion de las especies
del género Entamoeba, principalmente en la determinacién de diferencias de
virulencia que previamente se desconocian en este género, lo cual hizo
impresionantes aportaciones en la taxonomia y conocimiento epidemioldgico

de la amibiasis (16).



Cultivo

A lo largo de los afios se han realizado grandes contribuciones en
relacion con el cultivo 6ptimo del género Entamoeba, dependiendo de la
especie o de la fase de interés para estudiar. Todos estos ensayos se
centran en la investigacion especialmente de E. histolytica (17). No obstante,
el crecimiento axénico de las diferentes especies de este género esta poco

documentada.

Los medios que se emplean para el cultivo de E. histolytica son
complejos, enriquecidos y con normalidad difasicos (18) y generalmente, las
amibas crecen de manera abundante (17). El primer cultivo axénico de E.
histolytica fue realizado por Diamond en 1961 (19), un medio difasico
complejo que contenia agar nutritivo enriquecido con suero recubierto con un
caldo suplementado con extracto de embrién de pollo y vitaminas.
Actualmente el medio mas utilizado para el cultivo axénico de E. histolytica
es el TYI-S-33 (ANEXO 1) que contiene entre sus ingredientes principales

peptona de caseina, extracto de levadura y citrato férrico de amonio (20).

Por su parte, E. dispar puede cultivarse en cultivo axénico con medio
LYI-S-33 (ANEXO I). No obstante, la mayoria de los aislados crecen poco en
el cultivo monoxénico y pocos se han reportado en cultivo axénico (7,8). Al
parecer, E. dispar es menos capaz que E. histolytica de obtener nutrientes
qgue se encuentran disponibles en el medio y su crecimiento resulta mas lento

y menos eficiente (11,21,22).



Factores de virulencia

E. histolytica es considerada altamente patdgena debido a su
actividad citotoxica, citolitica y fagocitica (23-25). Es conocido que
aproximadamente un 10% de la poblacién mundial se encuentra infectada
por el complejo E. histolytica / E. dispar (26). Aunque E. dispar es
ampliamente conocida por su caracter no patégeno, esta especie comparte
los mismos factores de virulencia que E. histolytica aunque en un menor

grado (27,28).

La virulencia de E. histolytica es intrinseca y depende en su mayoria
de la capacidad de colonizacion intestinal (capacidad infecciosa) que
presenta, al igual que de la diseminacion y destruccién de tejidos del
huésped (26). Los factores de virulencia que intervienen de manera
determinante y, permiten la invasion al intestino grueso y diseminacién a

otros érganos, son: adhesion, citdlisis y fagocitosis (26,29).

Adhesion

La adherencia de los trofozoitos a las células diana es un
requerimiento para la colonizacion e invasion, y esta intervenida por distintas
moléculas (30,31); ocurre mediante la accion citolitica de las enzimas

proteoliticas con las que el parasito cuenta, como proteasas y ameboporos.
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La extension y profundidad de la accion citolitica es determinante para
la aparicion de Uulceras, lo cual podria explicar la perforacién de la pared

intestinal (24).

La lectina Gal/GalNAc es un heterodimero conformado por una
subunidad pesada (Hgl), una subunidad ligera (Lgl) y una subunidad
intermedia (Igl). La subunidad ligera de la lectina participa en la regulacion de
la adherencia y sefializacion de eventos asociados con la virulencia (32,33).
Cada subunidad de la lectina esta representada por multiples genes en el
genoma de E. histolytica (34). Adicionalmente, estudios realizados han
demostrado la existencia de una subunidad de 37 kDa que puede tener la
funcién de receptor de la fibronectina (35,36). Asimismo, la lectina también
tiene actividad que resulta crucial para la evasion de la respuesta inmune del
huésped y la citotoxicidad de la amiba (24), estructuralmente similar a CD59,
el cual se une al componente C9 del complemento y presenta reactividad
antigénica cruzada, inhibiendo el complejo de ataque a membrana, del
sistema del complemento, ademas de ser la responsable de mediar la
adherencia al epitelio intestinal y participar en la traduccion de senales (30,

35).

Sin embargo, como mecanismo de defensa del huésped, la capa de
mucina que recubre el epitelio del coldn puede inhibir la accion de la lectina
Gal/GalNAc, a lo que E. histolytica responde con la secrecion de diferentes
carbohidratos, como la glucosidasa, manosidasa, galactosidasa, fucocidasa,

xilosidasa, glucoronidasa y N-acetil-D-galactosaminidasa, para generar la

11



alteracion de la mucosa y, en asociacion con proteasas de cisteina, abrirse

paso entre las capas de mucosa y provocar una depresion mucopénica.(10).

Por otra parte, un estudio in vitro demostré que la lectina Gal/GalNAc
es responsable de cambios morfolégicos y la presencia de nucleos picnéticos
tipicos del fendmeno apoptdtico, debido a la citotoxicidad directa inducida en
los hepatocitos, eventos que demuestran una participacion relevante de este

complejo en la patogénesis del absceso hepatico (33).

El complejo EnCPADH participa en la adhesion, citdlisis y fagocitosis;
estd conformado por una adhesina y la proteasa de cisteina EhnCP112 de
otro polipéptido, (37). El complejo esta unido potentemente por enlaces
covalentes o fuerzas electroestaticas (38) y no se separa ni durante la
fagocitosis, ni durante el efecto citopatico (37). Otra adhesina descrita en el

parasito es la lectina de 220kDa que se une y aglutina a los eritrocitos.

La baja expresion de lectinas en E. dispar podrian estar directamente

relacionadas con las caracteristicas no patdogenas de la especie. (39) (31,40)

12
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Figura 1. Proteinas adhesivas secretadas de la superficie celular en
Entamoeba histolytica. Tomado de Expert Reviews in Molecular Medicine

2005
Citolisis

Posterior a la adhesion, las proteasas presentes en E. histolytica le
confieren la capacidad de degradar la matriz extracelular e invadir los tejidos
subyacentes. Estas proteasas son principalmente cisteina-proteasas que
participan en la degradacién de componentes de la matriz extracelular e
inmunoglobulinas (IgA e IgG), asi como en la inactivacion del precursor de IL-

18, proteina proinflamatoria y mediadora de la respuesta Th1 (41).
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Los péptidos encargados de formar poros son conocidos como
ameboporos (A, B y C); éstas proteinas se insertan en la membrana de
células blanco ocasionando lisis celular, como consecuencia del choque
osmotico. En E. histolytica también cumplen la funciéon de eliminar las
bacterias ingeridas dentro de las vacuolas digestivas conjuntamente a la
induccion de lisis de células epiteliales y de leucocitos. Por su parte, E.
dispar unicamente cuenta con ameboporos A , los cuales exhiben menor

actividad citolitica (42).

Fagocitosis

La habilidad de ingerir y eliminar células blanco se ha asociado con el
grado de virulencia de las amibas, procesos que involucran directamente

relacionados con el citoesqueleto (43,44).

E. histolytica fagocita bacterias y desechos de las células huésped en
el lumen del intestino. Durante la invasion al epitelio intestinal, la destruccion
de vasos sanguineos promueve el sangrado tipico del cuadro clinico;
facilitando y promoviendo a su vez la fagocitosis de los glébulos rojos y

también las células del sistema inmunolégico (45).

La capacidad de E. dispar para ocasionar dafno tisular en condiciones
experimentales, ha indicado que algunas cepas tienen un potencial patdbgeno
considerable cuando estan en presencia de bacterias, contrariamente a que

no ha sido asociada con una enfermedad invasiva en el humano (46).
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Una revelacion importante durante el estudio de las diferencias entre
ambas especies de amibas fue el estudio de los fagosomas. En E. histolytica
los fagosomas tienen un tamafio mayor, el numero de bacterias contenidas
es mas grande, la degradacién es mas rapida y se realiza a un pH mas acido
que en E. dispar. El potencial de acidificaciéon de los fagosomas baja al
momento de utilizar inhibidores de miosina, de microtubulos o de actina,
siendo mas prominente con la inhibicion de la miosina. Esto sefala
notoriamente que los principales componentes del citoesqueleto estan
relacionados al menos con la capacidad degradativa de bacterias fagocitadas

por cualquiera de las dos especies (47).

Citoesqueleto

Todas las células eucariotas necesitan el citoesqueleto para soportar
formas tridimensionales y mantener diversas movilidades celulares

dinamicas.

El citoesqueleto es una estructura celular tridimensional compuesta de
proteinas que ocupan el espacio citoplasmatico, mismo que cumple la
funcién de dar forma, soporte y capacidad de movimiento a las células.
Consta de microfilamentos, filamentos intermedios y microtubulos, éstos
ultimos se encuentran organizados de manera individual en forma de
cilindros huecos constituidos por subunidades de tubulina. Estas estructuras
se encuentran unidas a un centro organizador de microtubulos (centrosoma)

o distribuidos en el citoplasma; desempefiando diferentes funciones como el

15



transporte, formar parte de cilios y flagelos y en la participacién distintiva
durante la division celular (48). Hasta la fecha, no se han visualizado
microtubulos citoplasmaticos en E. histolytica, sin embargo, si han sido
caracterizados dentro del nucleo en el proceso de division utilizando varias

técnicas microscopicas (49).

Los filamentos intermedios generalmente poseen 10 nm de diametro y
estan formados por subunidades de proteinas, que varian segun el tejido en
el que se localicen. Existen varios tipos de filamentos intermedios, algunos
ejemplos de los son: la vimentina, la queratina y los neurofilamentos (14). A
pesar de ser el tercer elemento mas importante en el citoesqueleto
eucariotico, los filamentos intermedios no han sido encontrados en E.

histolytica.

Los microfilamentos son polimeros lineales de actina que junto con un
gran numero de proteinas asociadas y de union a actina constituyen el
citoesqueleto de actina. Estas estructuras flexibles de 5-9 nm de diametro se
encuentran organizadas en haces o redes de filamentos por dentro de la
membrana plasmatica en el citoplasma, o en la porcidn citoplasmica de las
uniones celulares. Sus funciones son proporcionar movimiento, forma,

estructura y division a la célula (48).
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Figura 2 Tipos de filamentos en el citoesqueleto. Tomado de Alberts y col.,

2014

Actina

La actina es una proteina polimerizante de filamentos citoesqueléticos
conocida por su funcion en la produccién de fuerzas que impulsan las
protuberancias de la membrana celular en el borde de ataque de las células,

como lamelopodios vy filopodios. (50,51).

Es la proteina mas abundante en todos los tipos celulares y se
encuentra altamente conservada en la escala evolutiva (52). Esta compuesta
de 375 aminoacidos con un peso molecular de aproximadamente 43 kDa y

constituye alrededor del 15% de proteinas totales de células eucariotas (53).
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Existen dos tipos de actina, la actina globular (actina-G) y la actina
filamentosa (actina-F) la cual es la forma polimérica de la actina-G. La actina
se autorregula cuando los niveles de actina-G son bajos debido a la

formacién de actina dimérica (54).

Para que pueda llevarse a cabo la polimerizacién de la actina-G se
necesitan diversas condiciones como temperatura, presion, proteinas de
unién a actina (ABP), concentracion de sales, concentracion de actina-G,
ATP y ADP, entre otras. La estructura de la actina-F forma una unica hélice
helicoidal de doble cadena con giro dextrdgiro, que se constituye de 13
monomeros de actina-G por cada 6 vueltas, que rotan con un angulo de

166°; esta estructura se repite con exactitud por cada 6 vueltas (55).

Durante la polimerizacién, la molécula de actina que esta estructurada
en dos dominios principales, interno y externo, sufre rotacién entre los
mismos. Dentro de éstos se encuentra situada una molécula de ATP, la cual
probablemente se hidroliza debido a un reordenamiento en la estructura que
ocurre alrededor del nucleétido provocado por un cambio conformacional de

actina-G a actina-F (25,51).

Ademas, la actina también se divide en 4 subdominios, este
polipéptido se enrolla a si mismo desde el extremo amino en el subdominio 1

hasta 2, 3 y 4 y nuevamente en el extremo carboxilo al subdominio 1 (55).
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Figura 3 Subdominios de actina. Tomado de Pollard y Earnshaw., 2007.

Los filamentos de actina son polimeros polares que, debido a su
estructura, realizan un giro helicoidal en sentido diestro y cuenta con dos
extremos dinamicamente distintos conocidos como extremos barbados vy
extremos puntiagudos. Dentro del filamento de actina el extremo barbado es
el que cuenta con mas dinamia y puede alargarse 10 veces mas rapido que
el extremo puntiagudo. Considerando que las concentraciones de
monomeros celulares pueden llegar a 300 pM, los extremos barbados
pueden llegar a ensamblarse con una velocidad de 3,000 subunidades / s,

(50).

La etapa de nucleacion limita termodinamicamente la cinética de los
flamentos de actina, en cuanto son formados los trimeros, estos se
prolongan en funcion de la cantidad disponible de monémeros de actina y la
polimerizacién de ellos que es llevada a cabo en los extremos del filamento
es sucesiva de la hidrdlisis del ATP y disociacion de fosfato. Esta molécula
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de ATP se encuentra unida a las subunidades de actina en el interior de los
filamentos. Asimismo los mondmeros de actina pueden unirse a cationes
divalentes (Ca*2, Mg*?) y dependiendo del cation que se una puede afectarse
la dinamica de polimerizacién. En condiciones fisiolégicas, los monémeros

de actina estan cargados con MgATP .(50)

Nucleacién Elongacion
A Hidrolisis de ATP
1 ) ) /Disociacién de P

7\/\/'
\/‘_) Subunidades
ADP-P, y unidas a ATP

subunidades unidas
a ADP

G At o

Longitud de persistencialp = 10 um

Actina

Figura 4 Elongacion de filamentos de actina. Tomado de Fujiwara y col. 2018
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Citoesqueleto de actina de Entamoeba histolytica

La movilidad de E. histolytica depende del citoesqueleto, formado
principalmente por actina, el cual se ha observado no so6lo concentrado en la
membrana plasmatica, sino también en los pseuddpodos, bocas fagociticas y
varias proteinas de union a actina (miosina IB, profilina, paxilina a-actinina y
ARP2/3) (14). La movilidad implica tres procesos: a) extension de
pseuddpodos, b) unién a la superficie mediante una placa adhesiva
(principalmente fibronectina) y c¢) desplazamiento del resto de la célula hacia

la superficie (35).

La sintesis de actina esta vinculada con los cambios de forma de las
células, el metabolismo y las respuestas a las sefales externas. Desde 1985,
se demostré que la interaccién de los trofozoitos de E. histolytica con las
células blanco lograba una rapida polimerizacion de la actina en sitios de
contacto. Recientemente Talamas-Lara y colaboradores' (2015) demostraron
mediante Western blot que E. dispar posee una mayor cantidad de actina-G
en la fraccion soluble y actina-F en la fraccion insoluble en comparacion con

E. histolytica (25).

La organizacion del citoesqueleto de actina se encuentra regulada por
el ensamble y desensamble de los filamentos de actina, incitada por
estimulos externos, como la adhesiéon a la matriz extracelular o a las células

vecinas, o bien por factores de crecimiento y citocinas. Los cambios rapidos
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en la estructura de microfilamentos en respuesta a tales estimulos son
posibles debido a una gran cantidad de actina no polimerizada que coexiste
en la célula con la actina polimerizada (35). La identificacion de actina en
trofozoitos de E. histolytica se conoce a través de experimentos realizados
mediante tinciones inmunoldgicas empleando anticuerpos heterélogos de

musculo esquelético (37).

Actinas dinamicas y mecéanica en la motilidad celular

Los filamentos formados de actina son polimeros semiflexibles que, en
conjunto con miosina, tienen la capacidad de actuar como amortiguadores de
choque, ejerciendo o resistiendo a alguna fuerza entorno a su ambiente

celular, con el propdsito de modular propiedades mecanicas.

Dichos filamentos pueden organizarse en diferentes estructuras que
originan una variedad de redes celulares y haces paralelos en lamelopodios
y filopodios respectivamente o hasta estructuras antiparalelas como fibras

contractiles (50).

Con el proposito de adaptarse a su entorno, todas las células tienen la
capacidad de moverse a través de espacios pequeios, llevar a cabo la
endocitosis, exocitosis y dividirse. Para que todos estos cambios puedan
darse, las células tienen la capacidad de ensamblar distintas proteinas como

actina y ABP que dan origen a filamentos de diferentes tipos (51)
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Figura 5 Diferentes estructuras producidas por filamentos formados de

actina. Tomado de Blanchoin L, 2014.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

E. dispar ha sido fundamental para el estudio y entendimiento de la
patogenicidad de la especie E. histolytica. Sin embargo, la biologia de E.
dispar ha sido poco estudiada, por lo que resulta de nuestro interés contribuir
en el estudio de la misma. Especificamente en este trabajo se analizaron
aspectos importantes sobre E. dispar, como la viabilidad, morfologia celular y
la estructuracion del citoesqueleto de actina en cultivos confluentes y no
confluentes. Asimismo, se identificd el indculo 6ptimo para su crecimiento in

vitro.

Lo anterior con el fin de enriquecer el conocimiento sobre la especie
que por excelencia se utiliza para el estudio de E. histolytica, debido a que se
desconocen particularidades que podrian ser importantes para el estudio

comparativo de la amibiasis.

OBJETIVO

GENERAL:

Evaluacion del proceso de crecimiento O6ptimo, monitoreo
morfoldgico y estructuracion del citoesqueleto de actina en Entamoeba

dispar
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PARTICULARES:

1. Estandarizacion de crecimiento 6ptimo de Entamoeba dispar mediante
la determinacion de un indculo apropiado.

2. Observacion morfologica de estructuras en cultivos confluentes y no
confluentes.

3. Analisis de la estructuracion del citoesqueleto de actina en cultivos

confluentes y no confluentes.

HIPOTESIS

Un in6culo abundante de Entamoeba dispar favorece el crecimiento
exponencial en cultivo, induciendo cambios en la morfologia y la dinamica de

la reestructuracion del citoesqueleto de actina.

DISENO EXPERIMENTAL

Tipo de estudio
e Observacional

e Prolectivo
e Transversal

e Comparativo
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Tipo de poblacion

La poblacién de estudio se realizé en trofozoitos de Entamoeba dispar

(cepa SAW 760 RR clona A) y de Entamoeba histolytica (cepa HM1: IMSS)

Variables

= Dependiente: Crecimiento del

reestructuracion de la actina.

cultivo axénico, capacidad de

= Independiente: Indculo inicial, nutrientes en el medio, temperatura de

incubacién, monitoreo continuo de la curva de crecimiento, inéculo

empleado en el procesamiento, confluencia de cultivo.

Equipo
Nombre

Incubadora
Campana de flujo laminar
Microscopio invertido
Secado a punto critico
Fine coat
Microscopio electrénico de barrido
Microscopio confocal

Citometro
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Caracteristicas
Water-Jacketed
NUAIRE Biological Safety Cabinets
Nikon TMS
Samdry 780
Jeol lon sputter JFC-1100
Jeol JSM-7100-F
ZEISS LSM 700

FACS-Calibur



METODOLOGIA

Cultivo de trofozoitos de Entamoeba histolytica y Entamoeba dispar

Trofozoitos de E. histolytica (cepa HM1: IMSS) y de E. dispar (cepa
SAW 760 RR clona A) en fase logaritmica de crecimiento, se cultivaron en
condiciones axénicas a 37 °C durante 3 dias en tubos de borosilicato
estériles de 16 x 125 mm, conteniendo medio TYI-S-33 y LYI
respectivamente, suplementado con 10% de suero bovino adulto
previamente inactivado por calor a 56 °C durante 30 min, 2% de la mezcla de
vitaminas de Diamond y 1% de penicilina y estreptomicina. Para cultivos
masivos (6 a 7 millones de amibas aproximadamente) se utilizaron botellas

de cultivo de 25 cm? de superficie.

Curva de crecimiento

Se determind una concentracion de E. dispar de 30,000 amibas como
indculo inicial, posteriormente se incrementd la cantidad de amibas a 90,000
y subsecuentemente a 180,000 amibas. Se monitored el crecimiento a las
24, 48, 72 y 96 horas. Todos los ensayos se realizaron por triplicado y
transcurridos los tiempos, se hizo un conteo para determinar el inéculo

optimo de crecimiento.

De la misma manera se realiz6 una curva de crecimiento con un

inéculo menor (1000 amibas) pero esta vez adicionando como control a la
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especie E. histolytica. La determinacién de la cantidad de trofozoitos fue

mediante el conteo de camara de Neubauer.

Cuantificacién de amibas en camara de Neubauer

Las amibas se recolectaron de los tubos de cultivo e incubaron en
hielo durante 5 min, se centrifugaron a 3,000 RPM por 5 min y se re
suspendieron en la cantidad necesaria de medio de cultivo sin suero para
obtener un conjunto de trofozoitos especificos por mililitro y de esta manera
saber si el inoculo seria confluente o no confluente. Se colocaron 10 pl de
esta suspensiéon en la camara de Neubauer y se contaron el numero de
células de los cuatro cuadrantes, se obtuvo un promedio, se multiplicaron por
10,000 (factor de dilucion de la camara) y por el volumen del tubo en donde

crecieron las amibas.

X+X+X+X

4 =X

e x 10,000 x 12ml = # de Amibas

Citometria de flujo para determinar viabilidad

Se colocaron 36 tubos para monitorear la viabilidad de los cultivos a

24, 48, 72 y 96 h. Estos tubos tuvieron concentraciones de 30, 90 y 180 mil

28



amibas realizandose por triplicado y transcurridos los tiempos se realizé el
conteo mediante el citometro de flujo FACS-Calibur. Para determinar la
viabilidad de cada uno de ellos empleando el reactivo SYTOX Green,
reactivo empleado para la tincion de acido nucleico y cromosomas,
impermeable a las células vivas, util indicador de células muertas dentro de

una poblacion.

Procesamiento de cubreobjetos y cajas Petri

Los cubreobjetos y cajas Petri se lavaron con agua y jabon para
eliminar cualquier residuo de grasa que pudiera interferir en la observacion.
Una vez secos y limpios se colocaron en cajas de Petri de 3.5 cm. Los
cubreobjetos y cajas Petri se secaron y se esterilizaron por irradiacién con luz

ultravioleta durante toda la noche y se almacenaron a 4 °C.

Procesamiento de muestras para microscopia electrénica de barrido

Trofozoitos previamente adheridos (En cubreobjetos limpios y estériles
conteniendo 50, 300 y 500 mil trofozoitos para cada una de las especies de
amibas) se fijaron con glutaraldehido al 2.5 % en amortiguador de cacodilato
de sodio 0.1 M durante 1 h. Después de lavar con el mismo amortiguador, la
muestra se deshidraté en concentraciones crecientes de etanol (50, 70, 90 y
100 %) por 10 min cada una. Se secaron a punto critico con CO2 y se
metalizaron cubriendo la muestra con oro para su observacion en el

microscopio electronico de barrido (Jeol JSM-7100-F).
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Ensayo de inmunofluorescencia para monitorear la re-estructuracion de
actina.

Sobre los cubreobjetos se colocd 1 ml de medio TYI o LYI con suero
conteniendo 50, 300 y 500 mil trofozoitos para cada una de las especies de
amibas. Se incubaron durante 60 min para permitir la adhesion, se retird el
exceso de medio y se afiadieron 500 pl de p-formaldehido al 4% en Buffer de
fosfatos (PBS) a 37 °C durante 1 h y posteriormente se lavaron con PBS. Las
células se permeabilizaron con triton al 0.1 % (1 ml) durante 15 min y se
lavaron dos veces con PBS. Posteriormente se bloqued con 1 ml de suero
bovino adulto (SBA) al 1 % durante 1 h a temperatura ambiente. Después de
lavar tres veces con PBS se afiadieron 50 pl de faloidina rodaminada
(No.Cat. R415, Invitrogen, dilucion 1:100) durante 30 min a 37 °C en camara
humeda y se lavaron tres veces con PBS. Posteriormente se afadieron 100
Ml de Hoechst (diluciéon 1:1000) durante 30 minutos a temperatura ambiente.
Las muestras se montaron en portaobjetos con 10ul de Vecta Shield y se
sellaron los bordes con barniz transparente para preservar la humedad. Las
preparaciones se guardaron a -20 °C bajo proteccion de luz hasta llevar las

muestras al microscopio confocal ZEISS LSM 700.

Determinacién de la intensidad de fluorescencia
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Para medir la intensidad de fluorescencia fue empleado el software
Zen Blue, generando una imagen de foco extendido que conjunta todas las
imagenes obtenidas de los diferentes cortes Opticos. De esta manera se
delimité la periferia de 35 amibas de cada especie y en cada condicidn para
cuantificar la fluorescencia emitida por la actina polimerizada. Asimismo se
generaron los datos cuantitativos para realizar el analisis estadistico y

obtener los valores de significancia.

Analisis estadisticos

Se utilizé el sofware IBM SPSS Statistics 20 para los analisis
estadisticos: t- student, ANOVA de un factor, tuckey, tamhame, prueba de
homogeneidad de varianzas, prueba de chi-cuadrada y analisis univariado de

varianza, utilizando un valor de significancia de 0.05 para todas ellas.

RESULTADOS

Curvas de crecimiento y viabilidad

Para la determinacion del indculo 6ptimo se probaron 3 condiciones
(30 mil, 90 mil y 180 mil amibas), las cuales fueron incubadas por 24, 48, 72
y 96 h, donde se monitoreo y cuantificé su crecimiento mediante el uso de

camara de Neubauer (Figura 6).
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Curva de crecimiento E. dispar

30000004 _ _
- 30 mil amibas
E -2 90 mil amibas
E 20000004 —— 180 mil amibas
b
=]
2
Leh] -
= 1000000
3
=
u 1 1 1 1

A A o A

ax W AV &

Tiempo de incubacién

Figura 6 Curva de crecimiento “in vitro” de diferentes indculos de E. dispar a

distintas horas.

Los resultados del experimento arrojaron tres datos importantes: 1)
Detectamos que el punto maximo de crecimiento fue a las 72 horas,
correspondientes a la fase logaritmica del cultivo; 2) No se observd un
incremento significativo del crecimiento del cultivo al llegar alas 72 h, a pesar
de aumentar al doble el inéculo inicial de amibas (180,000) con respecto al
inéculo intermedio (90,000) y 3) Observamos que para todos los inéculos
utilizados a las 96 h, las poblaciones de amibas empezaron a sufrir muerte

celular y por lo tanto la pendiente disminuy®é.
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Andlisis estadistico de la curva de crecimiento de E. dispar a diferentes
indculos.

Con el fin de corroborar estadisticamente lo observado en las curvas
de crecimiento y encontrar el inoculo mas adecuado para el crecimiento
optimo de E. dispar , se realizo un analisis estadistico empleando la prueba
de ANOVA con una significancia de 0.05 utilizando el sofware IBM SPSS
Statistics 20. Los resultados demuestran que el indculo éptimo resulta ser 90
mil amibas, debido a que no presentd una diferencia estadistica considerable
en comparacion con el indculo inicial de 180 mil amibas; adicionalmente
reflejo un valor maximo mayor que el indculo mas abundante, los resulltados

estadisticos se muestran en el ANEXO Il.

Viabilidad de diferentes in6culos de la especie E. dispar

Dentro de los ensayos para determinar la viabilidad de los diferentes
indculos empleados a través del tiempo, se observo que a pesar de que los
in6culos utilizados son considerablemente distintos entre si, esta diferencia
no fue relevante dentro del porcentaje de viabilidad en las primeras 72 horas,
sino hasta las 96 horas donde se observd que indculos muy abundantes
mostraron un decaimiento en el porcentaje de viabilidad que se incrementaba

en los indculos mayores (Figura 7).
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Viabilidad de E. dispar
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Figura 7 Porcentajes de viabilidad de E. dispar a diferentes tiempos con

diferentes indculos

Monitoreo del crecimiento de E. histolytica y E. dispar a diferentes

tiempos con un indculo inicial menor

Se realizé un cultivo empleando un in6éculo de 1000 amibas, para
observar su crecimiento a las 24, 48, 72 y 96 horas; utilizando como control
un indculo idéntico de E. histolytica (Figura 8), ya que esta especie se

caracteriza por tener un crecimiento favorable.

Se aprecié que el crecimiento de E. dispar fue moderado hasta las
72h, tiempo en el que tuvo un crecimiento exponencial, en comparacion con

el control. E. histolytica, que tuvo un crecimiento acelerado desde las 48 h.
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Sin embargo, en el momento en que existid una poblacion confluente de E.
dispar, a partir de las 72 h se observd un crecimiento exponencial vy el
numero total de amibas de E. dispar super6 el numero total de amibas del
control a las 96 h de cultivo: Asimismo, el crecimiento logaritmico de E.

histolytica fue alcanzado a las 48 y se mantuvo lineal después de las 72 h

(Fig. 8).

Curva de crecimiento E. dispary E. histolytica

250000 - _
-+~ [E dispar

200000+ = E histolytica
150000+

100000+

NUmero de amibas

50000+

> N A

Tiempo de incubacion

Figura 8 Curva de crecimiento de E. dispar vs E. histolytica con un indculo

de 1000 amibas.

Analisis estadistico de la curva de crecimiento de ambas especies a
diferentes tiempos con un indculo inicial menor.

Con la finalidad de reafirmar estadisticamente lo observado en la
curva de crecimiento, se realizd una prueba de analisis univariado de

varianza, utilizando una significancia de 0.05, el cual reflejd una diferencia
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estadistica en la interseccion dentro del mismo analisis de 0.0001 (Sig. <
0.05), esto indico que si existian diferencias significativas entre el crecimiento
a distintos tiempos de los indculos iniciales empleados para ambas especies,
especificamente a las 96 horas, reportando un valor de media mucho mayor

para E. dispar. Los resultados del andlisis se muestran en el ANEXO II.

Monitoreo de viabilidad de ambas especies a distintas horas con un
in6culo inicial de 1000 amibas

Se realizaron ensayos para evaluar la viabilidad de un inéculo minimo
(1000 amibas) de cada especie a distintos tiempos de cultivo, nuevamente
utilizando a E. histolytica como control (Figura 9).

Con un indculo inicial de 1000 amibas, la viabilidad de ambas
especies se vio afectada después de 72h. Cabe destacar el comportamiento
de E. dispar a las 96h, que tuvo un incremento respecto al control, dato que
coincide con la curva de crecimiento previamente descrita (Figura 8). Con
este experimento podemos concluir que el cultivo de E. dispar se estabiliza
mejor a las 96h llegando a un 98 % de amibas viables, en comparacién con

el grupo control, donde aun se aprecia muerte celular.
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Viabilidad de E. dispar y
E. histolytica con un inoculo
minimo
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Figura 9 viabilidad de E. dispar y E. histolytica a diferentes tiempos con un

indculo de 1000 amibas
Microscopia electrénica de barrido

Para realizar el monitoreo morfolégico de la especie E. dispar
mediante microscopia electronica de barrido, se procesaron muestras con
diferentes indculos, tanto confluentes como no confluentes empleando

nuevamente como especie control a E. histolytica.

Imagenes obtenidas del procesamiento precedente de ambas

especies de amibas adheridas durante una hora (Figura 10).

Posterior a una hora y una vez adheridas al vidrio, ambas especies
tomaron un aspecto amorfico caracteristico de este género. En el caso de E.

dispar, entre los agrupados de amibas, , pudo observarse la formacion de
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filopodios entre ellas (Flecha A) y protuberancias particulares, como el uroide
(Flecha B); dicho fendmeno se observd con una frecuencia menor en E.
histolytica, donde fue mas evidente la formacion de lamelopodios (Corchete
C), ademas de otras estructuras especializadas, como numerosas bocas

fagociticas (Flecha D).
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Entamoeba dispar

Entamoeba histolytica

Figura 10. Microscopia electrénica de barrido de cultivos confluentes de E.

histolytica y E. dispar.
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Cultivos confluentes de E. dispar y E. histolytica

Las imagenes obtenidas del procesamiento previo de las muestras de

cultivos confluentes (4x10°) de ambas especies se muestran en la figura 11.

En el caso de E. dispar fue observada la formacion y presencia de filopodios
proyectados de una amiba a otra en numerosas ocasiones, dicho fenémeno
se encuentra resaltado con flechas. Por el contrario, para E. histolytica, dicho
suceso no se observd, aunque fueron visualizadas otras estructuras de
adhesién como lamelopodios que de igual manera se encuentran resaltadas

en corchetes.

Entamoeba dispar Entamoeba histolytica

Figura 11. Microscopia electrénica de barrido. Imagenes de cultivos
confluentes (4x10°) de E. dispar y de E. histolytica tomadas de un area

donde se presentaba una agrupacion numerosa de amibas.
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Anélisis morfologico de adhesion

Después de que los trofozoitos se adhirieran al vidrio durante una
hora, éstos adoptaron una morfologia pleomérfica presentandose en E.
dispar, la formacién de uroides (Figura 10; flecha B) y la generacion de
filopodios que al parecer se conectan con otras amibas. Este evento
caracteristico se presentdé mayoritariamente en E. dispar y fue capturado en
multiples ocasiones. Algunos ejemplos representativos son expuestos en la
figura 12 (A-C).: En la letra D podemos apreciar la formacion de multiples
bocas fagociticas en E. histolytica (Figura 12, Flecha 3), ademas de
estructuras de adhesién (lamelopodios) y la presencia de un filopodio

delgado (Figura 12; Flecha 1).
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Entamoeba dispar




Entamoeba histolytica

Figura 12. Microscopia electrénica de barrido. (A), (B) y (C) Imagenes de especie E. dispar
donde se sefiala la presencia de filopodios proyectados a otra amiba; (A') Amplificacién de (A)
en donde se observa la proyeccién y penetracion de una amiba a otra; (B') Amplificacion de (B)
en donde se puede visualizar el crecimiento de numerosos filopodios dirigidos al trofozoito que
se encuentra en la parte superior; (C) Amplificacion del area sefialada en (C) donde se resalta la
proyeccion de un filopodio prolongado de una amiba a otra en una distancia aproximada de 10
micras. (D) E. histolytica; Flecha 1. Corresponde a la presencia de un filopodio delgado;
Corchete 2. Resalta la visualizacién de estructuras de adhesién en lamelopodios.

Cuantificacién de formacion de estructuras caracteristicas como
resultado del proceso de adhesién en ambas especies

Con el propésito de analizar la formacion de estas estructuras vy
establecer una relacion mas precisa entre la presencia de este fendmeno en
ambas especies y su capacidad de polimerizar la actina, se evalué un grupo
de 35 trofozoitos para cada especie y se reportaron diferentes fenémenos
tales como formacion de lamelopodios, y de filopodios, tanto uniéndose a
otro trofozoito, como simplemente proyectandolos hacia alguna célula
cercana. De esta manera, se establecié si es que existia una diferencia
estadisticamente significativa en la generacion de dichas estructuras. Para

este proposito fue utilizada la prueba de chi-cuadrada para valores nominales
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entre dos poblaciones independientes. La tabla de contingencia resultante

del conteo de dichas estructuras, se muestra en la figura 13.

Tabla de contingencia Especie de amiba * Estructura que se presenta

Recuento
Estructura que se presenta
Lamelopodios
Filopodios Total
Especie de amiba  E gispar 21 3 24
E. histolytica 7 24 31
Total 28 27 55

Figura 13. Tabla de contingencia especie vs estructura presentada

Los resultados de la prueba estadistica chi. -Cuadrada reportaron una
significancia < 0.05 por lo cual se determiné que el tipo de estructura
presentada (Filopodios o lamelopodios), es dependiente de la especie como
se aprecia en la figura 14. El analisis y los resultados estadisticos para llegar

a esta conclusidon se muestran mas a detalle en el ANEXO I
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Estructura de actina polimerizada en cultivos de E. dispary E. histolytica

Estructura
presente

Ml Filopodios
@ Lamelopodios

257

Recuento

E. dispar E. histolytica
Especie de amiba

Figura 14. Grafico de barras de la relacién especie de amiba vs estructura

presenta

Microscopia confocal

El empleo de microscopia confocal es una herramienta de gran
importancia ya que esta emplea el uso de anticuerpos dirigidos a ciertas
proteina de interés, que son evidentes cuando se detecta la luz emitida por
moléculas fluorescentes situadas en un mismo plano del espacio
tridimensional procedentes de anticuerpos secundarios dirigidos al primer
anticuerpo que ya ha reconocido al antigeno. Igualmente resulta muy util

para obtener datos semicuantitativos de la expresion de fluorescencia
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emitida en pixeles por el anticuerpo secundario. De esta manera se llevaron
a cabo experimentos con el proposito de observar y detectar actina
polimerizada mediante faloidina Rodaminada (fluorocromo que se excita en
561.6 nm y emite entre 570 y 620 nm) en ambas especies tratadas en las
mismas condiciones. Posteriormente se realizd6 un analisis cuantitativo
relacionando el promedio de intensidad de fluorescencia con respecto a la
proximidad de las amibas, en este punto, resulta relevante destacar que las
imagenes que se obtuvieron mediante microscopia confocal fueron tomadas
bajo las mismas condiciones de potencia de laser, ganancia y tiempo de
exposicién, por lo que las diferencias en intensidad de fluorescencia

evidencian los niveles de expresion de la actina polimerizada.

La primera condicién analizada fue en cultivos no confluentes
(2x10°), dentro de los cuales no se observo gran diferencia en la

fluorescencia reflejada por cada especie (Figura 15).
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E. dispar E. histolytica

. 20 pm

E. dispar E. histolytica

Figura 15 Microscopia confocal. de cultivos no confluentes de E.dispar y E.

histolytica marcados con faloidina rodaminada (rojo) y Hoescht para nucleos

(Azul)
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La grafica de intensidad de fluorescencia en contraste con el promedio
de cercania reflejé que con respecto a la intensidad de fluorescencia, ambas
especies presentaron una intensidad muy semejante, siendo E. histolytica

quien reportaba una intensidad ligeramente mas alta. (Figura 16).

Actina polimerizada en relacion a cultivos
no confluentes de E. dispary E. histolytica

-
]

B E.dispar
Bl E histolytica

()
1

Intensidad de fluorescencia
- [ )
L L

Amibas separadas ( cultivos no confluentes)

Figura 16. Actina polimerizada en relacién a cultivos no confluentes de E.

dispar y E. histolytica

La siguiente condicion analizada fue la polimerizacién de actina en
cultivos confluentes (4x10°%); en estas muestras se observdé una marcada
diferencia entre la emision de fluorescencia de ambas especies, ya que E.
dispar expresa una sefial de fluorescencia mas homogénea en el volumen
citoplasmatico y cortical, mientras que en el caso de E. histolytica se aprecia
que se produce una polimerizacion en estructuras especializadas en
cualquier parte del citoplasma sin tener una predileccidén por alguna zona en

especifico.

48



Ademas, fue observado en ambas especies que mientras mayor es la
cercania, la polimerizacién también se observa en la mayoria del volumen
citoplasmatico conservando la caracteristica de actina cortical en E. dispar y

estructuras bien definidas en E. histolytica.

Para evidenciar la diferencia de area en polimerizacién de cada una
de las cepas, se tom6 una imagen del plano tridimensional en un angulo en
el que se visualizara mejor el tipo de distribucién de la polimerizacion de los

trofozoitos (Figura 17, A’y B*)
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E. dispar E. histolytica

La grafica de intensidad de fluorescencia en contraste con el promedio
de cercania reflej6 un aumento de parte de ambas especies en la
fluorescencia representando a la polimerizacion de la actina; adicionalmente
se puede observar un comportamiento parecido a la condicion pasada en
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donde a pesar de reflejar valores similares, E. histolytica presenta una

intensidad de fluorescencia mayor. (Figura 18)

Actina polimerizada en relacion a cultivos
confluentes de E. dispary E. histolytica

B E. dispar
B E. histolytica

Intensidad de fluorescencia
[ %] f
L L

Amibas cercanas (Cultivo confluente)

Figura 18. Actina polimerizada en relacion a cultivos confluentes de E. dispar

y E. histolytica

Adicionalmente y dentro de la misma muestra, con un cultivo
confluente, fueron localizadas y capturadas zonas en donde el agrupado de
amibas era grande y estaban préximas entre si, observandose una
polimerizacion mucho mas completa y evidente (Figura 19), resaltando que
en E. dispar nuevamente presentdé una polimerizaciéon de actina en forma
totalmente cortical, con una sefal de fluorescencia mucho mas intensa y
homogénea por todo el citoplasma siendo que en la figura anterior no se

encontraban tan cercanas y su intensidad de fluorescencia era menor.

51



E. dispar E. histolytica

Figura 19. Microscopia confocal mostrando el patron de polimerizacion de
actina en E. dispar y E. histolytica en un inéculo confluente de 4x10° dentro

de un agrupado abundante.

La grafica de intensidad de fluorescencia con respecto al promedio de
cercania reflejé una notable diferencia entre la intensidad de fluorescencia
del cultivo confluente de ambas especies, encontrando una mayor
fluorescencia en los valores reportados por los trofozoitos de E. dispar al
encontrarse préoximos en cultivos confluentes, (Figura 20) lo cual coincide con
lo observado por microscopia confocal y posteriormente corroborado
mediante analisis estadisticos, encontrando diferencia significativa entre

ambas especies.
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Actina polimerizada en relacion a cultivos
confluentes de E. dispary E. histolytica
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@ E. histolytica
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Amibas juntas (Cultivos confluentes)

Figura 20. Actina polimerizada en relacion a cultivos confluentes de E. dispar

y E. histolytica dentro de un aglomerado abundante de amibas

Restructuracion de actina

Con la intencién de apreciar mejor la estructuracion del citoesqueleto
de actina, se tomaron imagenes de cultivos confluentes de cada especie con
un aumento de 63x. En las imagenes tridimensionales, ambas especies
mostraron una distribucion de fluorescencia diferente en su restructuracion
de actina. Por un lado, en E. dispar se observé una marca distribuida en todo
el volumen citoplasmatico de manera homogénea y con pequefos
agregados, mientras que en E. histolytica es apreciable que la marca
correspondiente a la restructuracion de actina es mas fuerte, pero solo se
produce en puntos especificos del citoplasma, lo cuales corresponden a
pseudopodos, bocas fagociticas, puntos de nucleaciéon, lamelopodios, etc.

(Figura 21).
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E. dispar E. histolytica

B1

Figura 21. Microscopia confocal mostrando el patron de polimerizacion de actina en E. dispar (A) y E.
histolytica (B) en un indculo confluente de 4x10% empleando un objetivo de 63x. A' y B! muestran
imagenes de un trofozoito aislado de cada especie, A? y B2 Reconstruccion tridimensional de las
imagenes anteriores en un angulo diferente; A% y B de trofozoitos en pequefios agrupados de cada
especie, A* y B* reconstruccion tridimensional de las imagenes anteriores en un angulo diferente

permitiendo una mejor visualizacion.
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Con respecto a E. dispar fue posible obtener imagenes de una célula
aislada (A') observando la presencia de un filopodio rico en actina-F, lo cual
coincide con lo observado mediante microscopia electrénica de barrido,
mientras que en la imagen B' se aprecia la formacion bien definida de una
boca fagocitica; mientras que en A3 y B3 fue posible observar el patréon de

restructuracion de actina dentro de cada especie.

Al conjuntar todas las condiciones de proximidad evaluadas en una
misma grafica resultdé evidente que la intensidad de fluorescencia y por
consiguiente, la polimerizaciéon de actina aumenta en ambas especies
mientras mas préximas se encuentren entre si; por otro lado, también es
visible que ambas especies muestran una intensidad de fluorescencia muy
similar , hasta el momento en el que el cultivo es muy confluente y éstas
células se encuentran cercanas y agrupadas, ya que E. dispar reflejé un

marcado aumento en su capacidad de restructuracion (figura 22).

Actina polimerizada en inéculos de
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Figura 22. Actina polimerizada a diferentes condiciones de proximidad
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Analisis estadistico de la cuantificacion de intensidad de fluorescencia
de actina polimerizada en in6culos de E. dispar y E. histolytica

Se realizo la prueba de analisis univariado de varianza, utilizando una
significancia de 0.05 (Montecarlo 95%), el cual reflejo una significancia en la
interseccion de 0.0001, lo cual indica que existen diferencias significativas
entre la intensidad de fluorescencia a diferentes condiciones de proximidad
para ambas especies, concretamente en el momento en el que las células se
encontraban cercanas (juntas), reportando un valor de media de intensidad

en fluorescencia mucho mayor en esta condicién para E. dispar (ANEXO II).

DISCUSION

La amibiasis es una de las parasitosis mas frecuente a nivel mundial y
un importante problema de salud publica (1,7,10), motivo por el cual es
fundamental profundizar en las investigaciones en torno esta infeccion.
Histéricamente se ha destacado la capacidad infectiva de E. histolytica, sin
embargo, poco se ha profundizado respecto a la biologia de E. dispar,
especie no invasiva y no patdogena, que también coloniza el intestino
humano, motivo por el cual es fundamental esclarecer las diferencias y
similitudes entre ambas especies, con la finalidad de conocer mas sobre la
patogenia de estas parasitosis. Actualmente existe poca informacién acerca
del citoesqueleto y la capacidad de adhesién de E. dispar, factor esencial en

la virulencia e invasividad para ambas especies de amibas.
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Actualmente, existe poca informacién acerca del citoesqueleto y la
capacidad de adhesion de E. dispar, factor fundamental en la virulencia e

invasividad para ambas especies de amibas.

Curvas de crecimiento

Durante el desarrollo del proyecto, se considerd la importancia de
llevar a cabo el monitoreo del crecimiento del cultivo de la especie E. dispar,
ya que a pesar de ser un tema importante dentro del conocimiento sobre esta
especie, este no se encuentra bien documentado en la literatura (22,56); con
este propdsito se realizaron dos curvas de crecimiento diferentes, una con el
fin de encontrar el indculo 6ptimo a lo largo del tiempo y otra comparando el
inéculo con el crecimiento de E. histolytica. En el primer caso, las curvas de
crecimiento fueron todas tipicamente sigmoidales (57), y se identificaron

diferencias significativas en el crecimiento

Los resultados obtenidos en este trabajo revelaron que E. dispar
reporta un crecimiento favorable a las 72 horas de incubaciéon con un indculo
de 90 mil amibas. Posterior a este punto maximo, se observa un declive
debido a la carencia de nutrientes en el medio (58,59). Un indculo inicial de
90 mil amibas fue el crecimiento 6ptimo, lo cual se corroboro mediante

analisis estadisticos (ANEXO II).

La segunda curva de crecimiento, corresponde a un estudio
comparativo, empleando como control a E. histolytica y utilizando un in6culo

inicial de mil amibas; Observando que, a pesar de encontrarse a las mismas
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condiciones, E. dispar tarda 72 horas en alcanzar un crecimiento
exponencial, no obstante, una vez que ha alcanzado cierta poblacién de
amibas lo expresa de manera Optima superando incluso la poblacién
alcanzada por E. histolytica a las 96 horas. Dicho comportamiento también

fue confirmado mediante analisis estadisticos.

Viabilidad

En cuanto a los experimentos realizados para monitorear la viabilidad
del cultivo de la especie E. dispar, de igual manera fue realizado un
monitoreo de la viabilidad del cultivo de E. dispar con distintos indculos,
corroborando lo observado en la curva de crecimiento, encontrando un punto
maximo a las 72 h y observando un declive de viabilidad a las 96 h en todos
los indculos debido a la falta de nutrientes del medio de cultivo (60); por otra
parte, dentro del estudio comparativo realizado empleando como control un
inéculo de E. histolytica, se aprecid que la especie E, dispar manifestd una
viabilidad considerablemente menor desde un primer momento (casi 50 %),
la cual fue aumentando poco a poco, manteniéndose por debajo de la
especie patdégena E. histolytica. No obstante, fue a las 96 h donde se
observo una viabilidad 6ptima para el caso de E. dispar, ya que esta especie
reflejé una viabilidad mas elevada que el control E. histolytica , en donde el
decaimiento de los nutrientes del medio no influyd ya que el medio TYI-S-33

es adecuado para mantener la viabilidad de trofozoitos (61), adicionalmente
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ambos medios contenian L- cisteina y acido ascorbico (ANEXO 1) los cuales
crean un ambiente anaerdbico artificial en medios axénicos, necesario para

favorecer el crecimiento y supervivencia de ambas especies (19,61,62).

Anélisis morfoldgico

Dentro del presente proyecto, uno de los principales objetivos fue el
analisis morfolégico de las células mientras se encontraban en un punto de
crecimiento 6ptimo, por lo cual se realizaron ensayos de microscopia
electrénica de barrido. En las imagenes obtenidas, resultdé de gran relevancia
la apreciacion continua de un evento importante: la formacion de filopodios
entre trofozoitos de E. dispar con mayor frecuencia en comparacién con E.
histolytica, dichas estructuras se apreciaban externalizandose de las
membranas y penetrando o rodeando a otros trofozoitos; suceso que fue
observado presentandose mayoritariamente en trofozoitos que se
encuentran aglomerados entre si en un momento de crecimiento e indculo
optimo. Este fendmeno ha sido descrito presente de otros parasitos como lo
es Leishmania y Trypanosoma (63), el cual aun se desconoce si es un
proceso de comunicacion, de transferencia de informacién o censo de

componentes ya sean celulares o del medio de cultivo (56).

Por otro lado, también fueron visualizados filopodios estructuralmente
mas rectos conectando células individuales de E. dispar a distancia;
estructuras delgadas y rectas similares a éstas ya se ha reportado en

numerosos articulos (64—67), identificandolas como TNT (Nanotubulos de
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tunel), estructuras tubulares delgadas en forma de puente, ricas en actina
que pueden formarse de diferentes maneras, entre ellas, por la interaccion
filopoidal, es decir, estas pueden derivarse de la formacion de filopodios (68).
Algunos de los sistemas celulares en donde se ha descrito a los TNT
presentes son células PC12, ARPE-19, HEK 293 y células T Jurkat; a dichos
Nanotubulos se les atribuyen numerosas funciones, entre ellas la
comunicacion celular, transferencia intercelular, propagaciéon de patégenos
como el VIH y priones, que sugieren roles importantes en la condicion
intercelular a condiciones fisiologicas, y trasmision de sefiales de
despolarizacion. Adicionalmente, dichos articulos reportan a las TNT flotando
sobre el sustrato, y son identificadas como una barra de actina continua (69),
tal y como fue posible observar las proyecciones de trofozoitos de E. dispar a
través de microscopia confocal en cultivos confluentes, lo cual podria indicar
un proceso de comunicacidn celular o transmision de sefales de

despolarizacion durante una fase de crecimiento exponencial.

Estructuracién de actina

Debido a la influencia que tiene la polimerizacion de actina durante el
proceso de adhesion como factor de virulencia de la especie E. histolytica,
(25) y a causa de que la nucleacion de actina—G a actina-F, es importante
para el movimiento y la formacién de diferentes estructuras especializadas
(50), asi como para la reorganizacion dinamica del citoesqueleto es

fundamental para todos los procesos ya mencionados, y durante la
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patogénesis (25), ya que los microtubulos son exclusivamente intranucleares
en E. histolytica (70). Realizar un estudio sobre las diferencias observadas

entre ambas especies es de gran interés.

Nuestros resultados arrojaron datos relevantes ya que la
polimerizacién de actina fue observada de diferente forma para ambas
especies. Por ejemplo, en cultivos confluentes de E. dispar la polimerizacion
fue casi total en el citoesqueleto de una forma cortical (14,27), por lo que al
hacer un aumento 63x fue posible la visualizacion de proyecciones
dendriticas (Filopodios Figura 21; A') claramente ricas en actina-F; El
proceso de polimerizacion de actina para la formacion de filamentos esta
regulado por distintos tipos de proteinas con funciones especificas (ABP’s)
(73), mismas que regulan la organizacion de los filamentos formados; Las
proteinas de nucleacion contienen al menos dos sitios de nucleacion para la
actina —F , lo cual facilita la formacion de redes tridimensionales o haces de
filamentos ramificados, (74) la proteina de nucleacion ARP2/3 se une
sincronicamente a los extremos de los filamentos creando una red de
filamentos entrecruzados. Los activadores celulares de este complejo son
miembros de la familia de proteinas del sindrome de Wiskott-Aldrich (WASP).
Dichas proteinas enlazan a la actina a través del complejo ARP2/3 a una
gran variedad de vias de sefalizacion que involucran al receptor de las
cinasas de tirosina, a las proteinas de uniéon a GTP (proteinas G) o a las

GTPasas pequefias Rac y Cdc42 (75). la activacion de las RhoGTPasas
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Rac1 y Cdc42, esta directamente implicada en la formacién de lamelopodios
y filopodios, respectivamente (76). Estudios recientes realizados por
Talamas-Lara y col en donde se realizd un estudio comparativo entre E.
histolytica y E. dispar de la activacion de las GTP-asas pequefas y la
expresion y distribucion subcelular de algunas proteinas de unién a actina,
reportaron una diferencia en la cantidad de ARP2/3 entre las dos especies,
con mucha mayor abundancia en E. dispar distribuida de manera
homogénea en el citoplasma que en E. histolytica (14) mientras que en el
caso de la proteina Rac 1 fue significativa en E. histolytica con respecto a la
de E. dispar. Esta GTP-asa se ha reportado directamente relacionada con la
formacion de Ilamelopodios (77) informacion que corresponde con lo
observado en los resultados de esta investigacién, ya que esta estructura fue
mayoritariamente encontrada en E. histolytica, ademas de ser visualizada
una polimerizacion de actina focalizada en el citoplasma, debido a la
formacion de estructuras especializadas (placas de adhesion,
macropinosomas, fibras de estrés, vacuolas, bocas fagociticas) (14,71),
notoriamente evidentes en campo claro, y en microscopia confocal,
acumuladas en el lado ventral de los trofozoitos, comportamiento que es

asociado a su muy caracteristica patogenicidad (72).
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El papel del calcio

El flujo de calcio (Ca?*) es un fendmeno relevante para las amibas, ya
que participa en la adherencia, crecimiento, diferenciacion y desarrollo de

los trofozoitos de Entamoeba (56).

En E. histolytica recientemente fue encontrada una proteina (EhCCX)
mediante la cual intercambia cationes de Ca?* con su ambiente, esta fue
cuantificada en E. dispar obteniendo que se encuentra en una proporcion
similar estructuralmente, pero fluorescentemente menor, es decir se expresa
mucho menos (lo que puede deberse a que la proteina de intercambio en E.
dispar sea ligeramente diferente en cuanto a estructura a esta encontrada en
E. histolytica y por lo tanto, no tan eficiente para su fin), lo que hace pensar

que es deficiente en intercambiar y percibir al Ca?* del ambiente (56).

Numerosos estudios han citado la importancia del Ca?* dentro de la
comunicacion celular mediante la despolarizacion de las membranas
plasmaticas (78,79) entre ellos destacan los referentes a la actividad
neuronal, dentro de la cual, las dendritas y filopodios de las neuronas juegan
un papel importante. La naturaleza de los filopodios del cono de crecimiento
neuronal llevé a la sugerencia de que su funcién principal es realizar un

muestreo de su entorno inmediato, respondiendo y traduciendo sefiales
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ambientales que afectan el comportamiento del cono de crecimiento, por lo
que parecen ser muy apropiados para servir como sensores similares a
antenas, extensiones receptivas capaces de responder a diversos estimulos

despolarizantes dependientes del Ca?* extracelular (80).

Asimismo, diversos estudios sostienen la nocion de una correlacion
entre la propagacion dependiente de TNT de los flujos de Ca?* entre células,
principalmente mediante el acoplamiento eléctrico, transfiriendo la
despolarizacion de una célula a otra a través de ciertas uniones, y de esta
forma provocar la captacion de Ca?* dependiente de la despolarizacion en las
células conectadas a través de TNT, lo que aumenta el nivel de Ca?* en la

célula receptora (69).

Por otro lado en estudios realizados por Wang X. y colaboradores
(2010) en donde investigaron el acoplamiento eléctrico a través de TNT
utilizando células HEK293, HUVEC, PC12, NRK y NCC demostraron que los
TNT son capaces transferir senales eléctricas de una célula a otra
induciendo una elevacion temporal de Ca?* en la célula receptora mediante la
activacion de canales de Ca?', esto una vez que la célula estimulada se
despolarizara, proporcionando pruebas solidas de que células animales son
capaces de mediar el acoplamiento eléctrico a largas distancias a través de
TNT. Adicionalmente, en el estudio mencionado se llevd a cabo el registro de
la despolarizacion inducida en pares de células en las cuales se encontraban

en contacto fisico directo por medio de filopodios, lo cual dio lugar a un fuerte
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acoplamiento eléctrico, registrando conductancia aun mas altas que los

pares de células conectadas con TNT (81).

Con estos antecedentes, se puede hacer una vinculacion con el hecho
de que los filopodios son estructuras sensibles al calcio extracelular (80), los
cuales se encuentran presentes muy visiblemente en E. dispar, demora cierto
tiempo hasta obtener un cultivo medianamente confluente para disparar su
fase exponencial de crecimiento, quiza debido a que espera a censar una
concentracion de Ca?* aceptable o iddnea para multiplicarse, ya que como se
menciond antes este catidn resulta relevante para su crecimiento (56),
mientras que E. histolytica no expresa dichas estructuras , lo que puede
deberse a que la concentracion de esta proteina intercambiadora es mucho
mayor en esta amiba y no tiene la necesidad de proyectar filopodios para
realizar este intercambio. Este intercambio podria ser que lo realice mediante
la membrana y se enfoca mas por la adhesién debido a su naturaleza
patdgena, lo que concuerda con las imagenes de barrido en la expresion de
lamelopodios y estructuras fagociticas como parte de sus caracteristicos

factores de virulencia.

Todo lo anterior discutido y respecto a los resultados obtenidos en
cada uno de los objetivos, podria estar indicando que el intercambio de un
fluo de Ca?" es de gran importancia durante el proceso crecimiento,
viabilidad, asi como diversidad morfolégica y biolégica de estructuras;
caracteristicas de alta importancia que estan involucradas en un proceso

patégeno.
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CONCLUSIONES

El cultivo de las especies E. dispar y E. histolytica se diferencia por
distintos factores como: proporcion de indculos iniciales, tiempo necesario
para alcanzar la etapa logaritmica de crecimiento y la viabilidad del cultivo a

través del tiempo.

Ademas de ello, estas dos especies presentan importantes
diferencias morfolégicas durante el cultivo “in vitro” ya que fue visible la
formacion de estructuras especializadas en cada una de ellas; la mas
relevante en esta investigacion fue, la formacion de numerosos filopodios en
cultivos confluentes de E. dispar lo cual coincide con el patréon de
polimerizacion de actina cortical observada por microscopia confocal. En la
especie patdégena se mostraron estructuras especializadas diferentes,

conocidas generalmente para ayudar en el proceso de adhesion.

PERSPECTIVAS.
1.- Realizar estudios bioquimicos con respecto a la relacién entre los

filopodios y el calcio.

2.- Determinar la eficacia de la proteina encargada de intercambiar el calcio

en E. dispar.

3.-Estudiar el papel de los filopodios en la comunicacion celular.
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ANEXOS

ANEXO | — Medios de cultivo de E. dispar y E. histolytica

E. dispar- Medio LYIS- 2 (Yest-Extract Iron Serum)

Componente Cantidad

Fosfato di basico de Potasio 0.5¢g 1.0g
Fosfato monobasico de 0.3g 1.0g
Potasio
Cloruro de sodio 0.69 1.29
Extracto de levadura 12.5g 25¢g
Digerido de higado 2.5¢ 59
neutralizado
Dextrosa anhidra 5.0g 10.0g
Cisteina 0.5¢g 1.0g
Acido ascorbico 0.1g 0.2g
Citrato férrico aménico 0.011g 0.022¢g
*Agua bidestilada 440 mL 880 mL
pH: 6.8

E. histolytica- Medio TYIS-33 (Tripticasa-Yest-Extract Iron Serum)

Biosate 15¢g 309
Dextrosa anhidra 5.0g 10.0g
Cloruro de sodio 1.0g 2.0g

Fosfato de potasio 0.3g 0.6g
monobasico
Fosfato de potasio di basico 0.5¢g 1.0g
Cisteina 0.5¢g 1.0g
Acido ascorbico 0.1g 0.2g
Citrato férrico amonico 0.011g 0.022g
*Agua destilada 440 mL 880 mL
pH: 6.8
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ANEXO Il -Resultados estadisticos obtenidos mediante el programa IBM
SPSS Statistics 20.

Resultados estadisticos de la prueba ANOVA de los in6culos de 30,90y
180 mil amibas para encontrar el indculo 6éptimo para el cultivo de E.
dispar

HIPOTESIS

Prueba de homogeneidad de
varianzas
Ho=0,=05=07, ; Sig. = 0.05
Ha=0,#0.7#0;  Sig. = 0.05

ANOVA de un factor (Medias)
Ho=p:=pz=pz; Sig. 20.05
Ha=py#Fuz#ys ; Sig. < 0.05

Descriptivos
Amibas
Intervalo de confianza para la
meadia al 95%
Desviacion Limnite
Media fipica Error tipico Limite inferior superior Minimo Maximo
30 mil 1 648034,0909 47B66E,1852 | 1443238891 326460.4285 969607.7533 14625.00_| 1.54E+006
90 mil A—) 1 1369545455 | 9309995087 | 207069137 | 764091.4742 2014999,435 | 227500.00,2 I6ELN06
180 mil 11 1504613636 | 8204600327 | 24TATE2T790 | 1043420482 2145806,781 | 603750.00 | 244E+006
Total 33 1210731,061 850475,6498 148049 3298 909164.4443 1512297 677 14625.00 | 2.76E+006
ANOVA de un factor
Amibas
Prueba de homogeneidad de varianzas Surma de Media
Amibas cuadrados al cuadratica F Sig.
— Inter-grupos 5456E+12 2 2,728E+12 4.626 ?.018
Estadistico de
Lavaria ol q12 C sig. Intra-grupos 1,769E+13 30 5,897E+11
6.144 2 30 = 006 Total 2, 35E+13 32

Comparaciones miltiples

Variable dependiente: Amibas

Tamhane
Intervalo de confianza al 95%
Diferencia de Lirmite
(i Inoculo__(J) Inoculo medias (-J) Error tipico Sig. Limite inferior superior
30 mil 90 mil -T41511,3636 | 3156354797 006 | -1589481,767 | 106459.0401
180 mil -946579,545 | 2864007640 013 | -17098207,261 | -183851.8304
90 mil 30mil E=dp 418113636 | 3156354797 096 | -106459,0401 1580481,767
180 mil -2040683818 | 3741555616 931 | -1181035,727 | 770899.3637
180 mil 30 mil 046579,5455 | 2B86400,7640 013 | 1839518304 | 1708207261
90 mil 2050681818 | 3741555616 931 | -770899.3637 | 1181035727

* La diferencia de medias es significativa al nivel 0.05.

La flecha A. resalta que la media, desviacioén tipica y error tipico entre los
indculos de 90 y 180 mil, tiene valores cercanos En el caso del inéculo de 30
mil amibas, se reportan valores considerablemente menores en comparacion
con los otros dos indculos. La flecha B, destaca el valor maximo de amibas
totales (Correspondiente al inéculo de 90 mil amibas) de todos los inéculos
empleados. La flecha C nos muestra el resultado de la prueba de
homogeneidad de varianzas (0.006<0.05), por lo cual se aceptd la hipotesis
alterna (Ha), las varianzas no son homogéneas. Flecha D. Resalta el
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resultado de la prueba de ANOVA, por lo cual se acepto la hipotesis alterna,
si existe una diferencia significativa entre los valores. Flecha E Muestra
resultados de la prueba de Tamhane, en donde se confirma que las medias
del in6culo de 90 y 180 mil no presentaron diferencias estadisticamente
significativas. Por lo que se destaca que el in6bculo mas adecuado para un
crecimiento optimo es de 90 mil amibas.

Resultados estadisticos del analisis univariado de varianzas del
crecimiento de las especies E. dispar y E. histolytica a distintos

tiempos.
HIPOTESIS
Prueba de homogeneidad de varianzas Andlisis univariado de varianza
Ho: 01=02=03; Sig. 2 0.05 Ho: pl=p2=u3; Sig. 2 0.05
Ha: 01#02#03; Sig.< 0.05 Ha: p1#p2#u3; Sig.< 0.05

Prueba de muestras independientes

st varnanzas 779 13893 "":':'f B:TE:".44‘ET€O 2203055792 -31357.38055 67076.35555
Prueba T
ANOVA

Estadisticas de grupo

- ssswvan D
7878 137637
Subconjuntos homogéneos g -
Pruebas de efectos inter-sujetos
Amibas Variable depandients: Amibas
HSD Tukey
Mod 4 1.343E+10 14,493
3614 583 1 3,344E+10 36.094
5795.833 1,727E+10 18636
3189375 1 18137 3 0
S 1,760E+1 9 5781571
) ) 10 ¢ 4
Se visualizan las medias para | Total coregid 7132E+10 23
sub homogéneos —_— —_— ———— —
a. R al cuadrado = .753 (R al cuadrado ajustada= 701

nafio de 1a muestra de la media

La letra A resalta el resultado de la prueba de homogeneidad de varianzas, y
debido a que esta dio como resultado 0.0001, se acepta la hipétesis alterna
(Ha); La letra B nos indica el valor de la significancia bilateral en donde no se
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asumen varianzas iguales obteniendo un resultado de 0.449, indicando que
las medias de los valores de crecimiento no tienen diferencia
estadisticamente significativa para ambas especies; La letra C indica el valor
de la media para ambas especies (Prueba T ), destacando un valor mas alto
en el caso de la media de E. dispar; Por otro lado, en la letra D dentro de la
prueba de ANOVA se revelé que dentro de las medias de cada tiempo, al
menos una era estadisticamente diferente al obtener un valor de 0.0001. La
letra E muestra los resultados de la prueba de Tukey donde se observa el
tiempo que tiene una media estadisticamente diferente, el cual corresponde
al tiempo de 96 horas, La letra F Nos resalta el resultado de conjuntar estas
dos pruebas dentro del andlisis univariado de varianza, donde se obtuvo que
la interseccion de estos dos analisis estadisticos (Prueba T y ANOVA) dio
como resultado una significancia menor a 0.05, por lo cual se acepta la Ha, el
crecimiento del cultivo de amibas de cada especie a distintos tiempos es
estadisticamente diferente, especificamente a las 96 horas de incubacion del
cultivo de E. dispar.

Debido a ello se realiz6 una comparacion de medias del nimero de amibas
reportado a las 96 horas para ambas especies mediante la prueba t- student.
Los resultados se muestran a continuacion.

HIPOTESIS
Prueba de homogeneidad de Prueba t- student (Medias)
varianzas Ho: p1=p2; Sig.z 0.05
Ho: o1=o2=e3; Sig. 20.05 Ha: p1#u2; Sig.< 0.05

Ha: 01#02203; 5ig.<0.05

Prueba de muesiras independientes

Prugba de Levene para la
igualdad de varianzas Prueba T para la igualdad de medias
95% Intervalo de confianza para
Diferencia de | Emortip. de la |a diferancia
F Sig t al Sig. (bilateral) medias diferencia Inferior Superior
Namero de amibas  Se han asumido 594 AB4 A 4277 4 013 | 1009875000 | 2361377710 | 3542514417 | 1665498558
varianzas iguales mewn
Mo se han asumido 4277 3147 L021B| 1008875000 2361377710 2778699567 174188,0043
varianzas iguales o
Prueba T

[Conjunto_de_datos0]

Estadisticos de grupe

Deswviacidn Error tip. da la
Espacia H Media tip media
167212.5000 35662.73659 2058989057
..........

66225.0000 20025.00000 1156143914

w

Miamero de amibas  E. dispar
E. histolytica

w

La letra A muestra el resultado de la prueba de homogeneidad de varianzas,
el cual dio un resultado menor a 0.05 por lo que se acepta la hipétesis alterna
(Ha), las varianzas no son homogéneas. La letra B nos muestra el resultado
de la prueba t- student asumiendo que las varianzas no son iguales
obteniendo un valor menor de 0.021 (Sig.< 0.05) por lo que de igual manera
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se acepta la hipotesis alterna, las medias del numero de amibas de cada
especie a las 96 horas son estadisticamente diferentes, Letra C revela el
valor de las medias de cada especie en la condicion de 96 horas de
incubacion, el cual corrobora el resultado antes descrito al obtenerse un valor
de media mucho mayor en el cultivo de E. dispar que el obtenido en E.
histolytica.

Resultados estadisticos de la tabla de contingencia basada en la
cuantificacion de estructuras de actina polimerizada formadas durante
el proceso de adhesion.

HIPOTESIS
Tablas de contingencia (Prueba de Chi-cuadrada)
Ho: La estructura presentada es independiente de la especie; Sig. 2 0.05
Ha: La estructura presentada es dependiente de la especie; Sig. < 0.05

Tabla de contingencia Especie de amiba * Estructura que se presenta

Retuento
Estructura qué Sé presenta
Lamelopodio
Filopodios ] Total
Especie de amiba  E.dispar M 3 24
E.histolytica T 24 n
Total 28 27 55
Pruebas de chi-cuadrado®
5ig. asintbtica Sig. exacta Sig. exacta Probabilidad
Walor gl (bilataral) (bilateral) (unilateral) an &l punio
Chi-cuadrado dé Paarson 22t 1 ilili] 000 o0
Correccidn por 20.288 1 000
continuidad®
Razdn de verosimilitudes 25025 1 000 000 000
Estadistico exacto de 000 000
Fishar
Asoclacién ineal por 22 3974 1 (i1 000 (1111 ooo
lineal
M d& casos validos 55

3. 0 casillas (0%) Uanen una Mecusndia eSparada infenor 3 5. La recusncia minima esperada @3 11.78
b. Calculado sdlo para una tabla de 22

¢. Paralas tablas de contingencia 262, s& ofrecen 108 resultados exactos &n lugar de los resultados de Monte
Carlo

d, El estadistico tipificado es 4. 733

Madidas simitricas
Significacidn de Monte Carlo
Intervalo dé confianza al 95%
Sig Limite
Valor aprodmada Sig Limite intarior SUpenoer
Mominal por nominal  Coeficients de 541 000 ““p.l;p: 000 ooo
conlingencia
N de casos vilidos 55

a, Asumigndo la hipdiesis alternativa
b. Empleando el error ipico asintdlico basado en la hipdtesis nula
¢, Basada en 10000 tablas musstreadas con la semilla de inicio 2000000

Dentro de la tabla de contingencia “Especie de amiba*Estructura que se
presenta” se pueden observar el numero de casos estudiados y los
reportados dentro de cada especie. En cuanto a las pruebas de Chi-
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cuadrada, se aprecia que éstas obtuvieron un valor de significancia de
0.0001 para la Chi-cuadrada de Pearson, por ultimo dentro de las medidas
simétricas, y tomando en cuenta la significancia de Montecarlo del 95% se
obtuvo una significancia de 0.0001 , por lo cual se acepta la hipétesis alterna
(Ha). El tipo de estructura presentada (Filopodios o lamelopodios) es
dependiente de la especie.

Resultados estadisticos del analisis univariado de varianzas de la
intensidad de fluorescencia presentada por las especies E. dispar y E.
histolytica a diferentes condiciones de proximidad.

HIPOTESIS
Prueba de homogeneidad de varianzas Anilisis univariado de varianza
Ho: 01=02=03; Sig. 2 0.05 Ho: p1=p2=p3; Sig. 20.05
Ha: 01#02#03; Sig.< 0.05 Ha: p1#p2#u3; Sig.< 0.05

Prueba de muestras independientes

Diters

Date
03 83.684 008 B J 1 0634225 866173 8708
N $Z000 00000 | YT LT Gadeess
Prueba T
12 ANOVA
Estadisticas de grupo
Dato
Es da J
Dat Ed 4 4422 C 9819594 1513126 2 756563  27.959 00
................
E. histolytica 4 4273400 4081048 3111.851 115
4624 977 17
Subconjuntos homogéneos Pruebas de efectos inter-sujetos
Variable dependiente: Dato
Dato ;
HSD Tukey e it :
Yigen Jadrados Wl uadratica F Sig
Lot 1699.283* 3 566.428 22,071 000
. S L 3551,223 1 3551223  138.374
4 2.36375 =
186.157 1 186.157 7.254
3 4274844 : . .
Condicion 1439.014 2 719507 28.036 000
Juntas LY 10.431227
......... E  Enor 2925 694 114 25664
Sig 244 1.000
— T 87 118
Se visualizan Ias medias para [0S grupos én los
subconjuntos homogénaos Total corregido 4624 977 17
3 Vtiza el tam la muestra de la media a. R al cuadrado = 367 (R al cuadrado ajustada = .351)

aimonica=3

), Los tamafios de grupo no son iguales. Se
utiliza 1a media armonica de los tamafios de
grupo, Los niveles de emror de tipo | no estan
garantizados

La letra A resalta el resultado de la prueba de homogeneidad de varianzas, y
debido a que esta dio como resultado 0.0001, se acepta la hipotesis alterna
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(Ha); La letra B nos indica el valor de la significancia bilateral en donde no se
asumen varianzas iguales obteniendo un resultado menor a 0.05, indicando
gue las medias de los valores de fluorescencia son estadisticamente distintas
para ambas especies; La letra C indica el valor de la media para ambas
especies (Prueba T ), la cual muestra un resultado compatible con el
obtenido en la prueba de muestras independientes destacando un valor mas
alto en el caso de la media de E. dispar; Por otro lado, en la letra D dentro
de la prueba de ANOVA se revel6 que dentro de las medias de cada
condicion, al menos una era estadisticamente diferente al obtener un valor
de 0.0001. La letra E muestra los resultados de la prueba de Tuckey donde
se observa la condicién que tiene una media estadisticamente diferente, la
cual corresponde a la condicion de amibas “Juntas” , La letra F Nos resalta
el resultado de conjuntar estas dos pruebas dentro del analisis univariado de
varianza, donde se obtuvo que la interseccion de estos dos analisis
estadisticos (Prueba T y ANOVA) dio como resultado una significancia menor
a 0.05, por lo cual se acepta la Ha, intensidad de fluorescencia de las tres
condiciones entre cada especie es estadisticamente diferente,
especificamente dentro de un cultivo confluente de E. dispar.

82



	Portada
	Tabla de Contenido
	Introducción
	Marco Teórico
	Planteamiento del Problema   Objetivo
	Particulares   Hipótesis
	Metodología
	Discusión
	Conclusiones
	Referencias
	Anexos



