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I. INTRODUCCION.

Los factores econémico y social son determinantes en la
prevalencia y distribucién de las enfermedades parasitarias-
en el mundo. Dada la situacibn.geogrdfica, econémica y so--
cial de algunas regiones de nuestro pais, la incidencia de -
enfermedades parasitarias es alta, teniendo como maYor por--

centaje la helmintiasis y la amibiasis.

Existe una gran variedad de especies tanto comensales -
como patégenas; se les ha dado mayor importancia a las filti-
mas, y a pesar de los mGltiples conocimientos que en varios-
aspectos se tiene de las amibas, el estudio de éstas es cada
dia mis importante, puesto que ponen en peligro la salud del
hombre pudiendo privarlo de ella. El descubrimiento de las
amibas pasé inadvertido para el padre de la Protozoologia -

Antony Van Leeuwenhoek (1632-1723).

Més de dos siglos no bastan para tener un conocimiento-
completo de las amibas. En 1755 R8esel Von Rosenhof, quien
era un tallador de lentes de profesién y microscobista por -
aficién, d; inicio al conocimiento de las amibas al observar
un microorganismo que cambiaba de forma constantemente, al -

cual 1llamb '"der kleine Proteus'. Posteriormente Linaeus lo

designé como _Chaos proteus y ésto marcé la ruta en el des

cubrimiento de diversas especies de amibas, tales como:



Entamoeba gingivalis (Gros 1849), primera amiba parési-

ta que conocib el hombre; en la actualidad se considera co--

mensal; habita en el sarro dentario.

Entamoeba coli (Kudo 1980), se le considera también co-

mensal en el intestino del humano.

Entamoeba histolytica (Losch 1857), conocida comunmente

como la amiba de la disenter{a, aunque se sabe que existen -
’ ’

ademis de las cepas patégenas, otras que son comensales.

En la clase rizopoda el género Entamoeba presenta espe-
cies patfgenas no solo para el hombre, sino también para - -

otros animales.

Entamoeba invadens, es pardsita de serpientes y lagarti

jas, pero vive como comensal en tortugas, fue descubierta en

1933 por Ratcliffe y Geiman y aislada en 1934 por Rodhain.

La importancia que tiene esta (il1tima especie de amiba -

en la investigacibn cient{fica es por su clara semejanza con

Entamoeba histolytica, por lo que representa un modelo para-
i

realizar diversos estudios sobre la biologfa de estas amibas

y en un momento dado poder extrapolar los datos obtenidos a-

Entamoeba histolytica. Existen numerosos trabajos sobre di--

versos aspectos de la Biologfa de Entamoeba invadens, sin em

bargo en relacifén al desenquistamiento in vitro sélo se han-

hecho observaciones cualitativas y de viabilidad celular (Cer

[



vantes Mamoa, 1980).

A pesar de que son diversos los estudios que se han rea

lizado sobre el enquistamiento de Entamoeba invadens, no - -

existe un trabajo donde se determine la cinética del desen--
quistamiento in vitro, para conocer o poder dilucidar'el - -
efecto de factores ffsicos y quimicos que intervienen en la

diferenciacidn de Entamoeba.

Una vez determinada la cinética de desenquistamiento de

Entamoeba invadens in vitro, se utilizar4 como un control pa

ra probar el efecto de f4rmacos sobre quistes obtenidos axé-
nicamente y someterlos posteriormente a proceso de desenquis
tamiento, evaluando asi la actividad amebicida de‘tales fir-
macos. Esto para que en el futuro se pueda bloquear el ci--
clo biolégico en la fase de quiste, la cual es la forma in--

fectante en la patologf{a conocida como amibiasis.

En términos generales la diseminacién de la infeccién -
amibiana se encuentra a cargo de quistes viables a través de
agua y alimentos contaminados, los trofozoftos no represen--
tan una forma infectante por su corta vida fuera del huésped
y de ser ingeridos no soportarfan la presencia del 4cido - -
clorhidrico y las enzimas gastrointestinales; por lo que el-
quiste es la forma infectante de tal patologia, la que puede
ser asintomitica o invasora, siendo el clima un factor impor
tante en la distribucién de cepas patbgenas, ya que los cli-

mas cdlidos favorecen a éstas (Martf{nez Palomo y Martinez -



Blez, 1983).

En algunos cfllculos aproximados se ha sugerido que el -

10 de la poblacién mundial da alojamiento a Entamoeba histo

lytica como comensal, pero también se encuentra mis abundan
te como amibiasis jnvasora en Africa Occidental y del Sudes-
te, en el Sudeste de Asia, en México y en el Qeste de Sudamé

rica (Martf{nez-Palomo y Mart{nez-Béez, 1983).

- Para el Estado de Jalisco en 1985 QE observa que la fre
cuencia de amibiasis es mis alta en los individuos de 14 a -
44 aflios de edad con porcentaje de 37.50%(Tabla I). En cuan-
to a la mortalidad por amibiasis en 1980 ocupé el 0.8% en un
total de 15,604 defunciones; acentuindose mis en individuos
de 1 a 4 y de 45 a 64 aflos de edad (Tabla II) y en cuanto a
las principales causas de mortalidad se encontré que en el -
Estado de Jalisco durante 1980 la amibiasis se encuentra cla

sificada dentro de las principales causas de mortalidad (Ta-

bla III}.

Los esfuerzos por controlar la amibiasis han llevado al
hombre a utilizar ademis de plantas para su curacién, f4rma-
cos que desafortunadamente provocan efectos colaterales, co-
mo el metronidazol, que produce efectos mutagénicos y carci-
nogénicos en sistemas bacterianos y en roedores, aunque en -
humano no se ha comprobado tal efecto. La emetina, por otra
parte, ha demostrado que es mis nociva para células eucario-

tes que para Entamoeba histolytica y Entamoeba invadens (Se-




gura y Lbépez-Revilla, 1976).

Dada la semejanza de E. invadens con E. histolyticay
por la facilidad de inducir el enquistamiento en forma axé-
nica in vitro, se utilizé E. invadens para determinar la -
tasa de desenquistamiento y se obtuvieron datos que se po--

drfan extrapolar a Entamoeba histolytica.




IT. ANTECEDENTES.

POSICION TAXONOMICA DE Entamoeba invadens.

Dentro del phylum sarcomastigofora; los rizopodos son -
de gran importancia para el hombre; en la familia Endamoebi-
dae existe el género Entamoeba, al cual pertenecen especies-

que son patégenas (Kudo, 1980).

Entamoeba invadens es un protozoario morfolégicamente -

muy semejante a Entamoeba histolytica (McConachie, 1955), -

aunque existen algunas diferencias como: temperatura 6ptima-

de crecimiento, de alrededor de 25°C para Entamoeba invadens

y de 37°C para Entamoeba histolytica; los huéspedes que para

sitan son serpientes y el humano respectivamente.

Por otra parte, la induccién del enquistamiento masivo
en medios axénicos con larga sobrevivencia es posible en En-

tamoeba invadens (Rengpien y Bailey, 1975).

Recientemente se ha reportado el enquistamiento axénico
de E. histolytica, aunque con resultados pobres en relacién-
a E. invadens (Rivera y Correa-Lemus, 1986; Mata-Clrdenas y-

Said-Fernfndez, 1986),



Clasificacién actualizada

‘'de Entamoeba invadens.

Reino
Subreino
Filum I
Subf{lum III
Superclase I
Clase I
Subélase I
Orden I
Suborden I
Familia
Género

Especie

(Levine, et al.

Protista
Protozoa
Sarcomastigofora
Sarcodina
Rhizopoda
Lobosea
Gymnamoebia
Amoebida
Tubulina
Endamoebidae

Entamoeba

Entamoeba invadens




CARACTERISTICAS PARTICULARES DE Entamoeba invadens.

E. invadens es una especie de amibas que parasita repti
les en los que provoca daftos a nivel del estbémago, intestino
e hfgado (Ratcliffe y Geiman, 1934). Se alimentan de secrte-
tiones mucosas as{ como de residuos celulares, leucocitos y-

bacterias.

La parasitosis en reptiles por Entamoeba invadens fue -

descrita por primera vez por Ratcliffe y Geiman en (1933) vy-
a fines de 1934, Rodhain asigné a esta amiba el nombre de -
E. invadens n sp. En 1936 Ratcliffe y Geiman después de un -
estudjo detallado concluyen que la amiba que habfan descrito
en 1933-1934, era un tanto diferente de E. histolytica y la-

asignan a la especia Entamoeba invadens (McConachie, 1955).

E. invadens presenta dos fases celulares en el ciclo de
vida, una de quiste y otra de trofozo{to. El trofozofto mi
de 7-30 um de difmetro; posee motilidad répida en base a la-
emnisién de seudbpodos ectoplasmﬁticoé. El citoplasma se en-
cuentra bien diferenciado en ectoplasma que es hialino y en
endoplasma granuloso. La nutricién del par&sito en el hués-
ped se realizﬂ-por fagocitosis a partir de leucocitos, hepa-
tocitos, restos celulares y bacterias; se ha observado que -
si tiene a su alcance eritrocitos también los fagocita. El
ndcleo tiene un difmetro promedio de 4.78)um, y posee grénu-
los cromlticos distribuidos uniformemente bajo 13 membrana -
nuclear, un cariosoma central rodeado de un pequefio halo y -

una 'nube acromatina", la relacién nucleocitoplasma en dife-

8



rentes cepas est4 en un rango de 0.26-0.34 um, con un prome-

dio de 0.295.

Los quistes tienen un didmetro de 11-20/um con un prome-
dio de 12.88/um; poseen de 1 a 4 nGcleos, vacuolas con glucé-

geno y corpGsculos asiculares, en bastén o cilindricos.

La formacién del quiste tetranucleado ocurre en el intes
tino y el desenquistamiento en la serpiente ocurre en 5-14 ho
- ras; el tiempo de desarrollo metaquistico en el intestino de-
serpiente en su mayorfia es de 12-14 horas, su temperatura de-
méximo crecimiento in vitro se obtiene el rango de 20 a 30°C-

(Geiman y Ratcliffe, 1936).

La pared del quiste de las amibas se forma como un meca-
nismo de resistencia frente a condiciones adversas que serfan
letales para el trofozoito, ésto se ha demostrado in vitro ya
que en el medio AEM (Rengpien y Bailey, 1975) se obtienen - -
quistes, donde las condiciones no son 6ptimas para el trofo--
zof{to y éste tiene que sintetizar una pared celular de quiti-
na para sobrevivir. El espesor de la pared celular es de - -
100 nm (Chévez, 1978; Mora Galindo, et al, 1986) y est4 cons-

titufda por quitina (Arroyo Begovich, et al. 1980).

SIMILITUDES DE E. invadens CON E. histolytica.

Geiman y Ratcliffe (1936) realizaron estudios sobre la -
morfologia y el ciclo vital de E. invadens tanto in vitro co-

mo in vivo, lo que los llevé a concluir que las especies - -

9



E. invadens y E. histolytica son extraordinariamente semejan

tes e inclusive morfolbgicamente indistinguibles.

McConachie (1955) opina que la semejanza se extiende a-
los procesos fisiolégicos de diferenciacién; también opina -
que la descripcién de uno de ellos en una especie es aplica-
da a la otra y que en cuanto a morfologia y patogenicidad, -
existe una gran semejanza entre E. invadens y E. histolytica,

pero en diferente huésped.

COMPARACION MORFQ - FISIOLOGICA ENTRE
E. invadens y E. histolytica.

E. histolytica E. invadens
TROFQZIOITO:

Tamano: 7-35)um; promedio Zojum 7-35‘}m1; promedio 2{/1m

Citoplasma:

- Ectoplasma; nbundante hialino  Hialino diferenciado del
diferenciado_ del endoplasma endoplasma.

- Endoplasma; finamente granu- Vacuclade, granular, no
lar y finamente vacuolado, - tiene mitocondrias, re-
no tiene mitocondrias retfcu ticule endoplésmico ni -
lo endoplasmfitica nt comple- complejo de Golgi.

_jo de Golgi.

- Inclusiones; en trefozoitos En trofozo{tos parasitan
invasores, eritrocitos, de- do serpientes, restos ce
tritos celulares Sin hacte-. lulares hepatocitos; leu
rias. cncitns v bacterias.



NGcleo:

Tamafio; 3.5 - 6_am.
Cromatina periférica; grénu-
los cromfticos distribuidos-
bajo la membrana nuclear.
Endosoma; pequefio central y

Gnico.

Relacién nlicleo-citoplasma
promedio 0.295 (varios in-

vestigadores).

QUISTE:

Tamafio; De 5-201um; prome-

dio 12-15)um.

Forma: Generalmente esféri
co, a veces ovoide.

NGmero de nlicleos: De uno-
a cuatro: cuatro en quis--
tes maduros.
Tamafio de nGcleos: de 3.2-
5.7 um; (en quistes mononu

cleados) (Burrows, 1957),

11

3.3 - 7.3/um; promedio S/Jm
grinulos crométicos distri-
buidos bajo 1a membrana nu-
clear,

Central vodeado de ua peque
fio halo y una nube acromiti

ca.,

Promedio de diferentes ce--

_pas 0.295 (Geiman y Ratcli-

€fe, 1936).

De 11-20 pm; promedio - - -
13.88 pm; (Geimaﬁ y Rat---
cliffe, 1936).

Generalmente esférico, varva
vez asimétrico.
De uno a cuatro; cuatro en-

quistes maduros.

De 4.7 - 7 um; promedio 5.8
um; (en quistes mononuclea-

dos) (Cervantes, 1980).



Cromatina periférica:

- En pequefios grénulos distri

bufdos con regularidad.

IPlacas en 1a membrana nu--

clear,

Endosomua: Peqgueiio, central
o excéntrico.
Relacién nficleo-quisticn:

0.42 (Burrows, 1957).

CITOPLASMA;

Cuerpos cromatoides: En for
ma de bastén con extremos -
redondeados.

En forma ovoide o de puro,
Escasos y grandes o numero-
s0s y pequeftos.

Vacuola de glucbgeno:

Unica, mal definida.

12

Grinulos pequefios distribui
dos con regularidad, adosa-
dos a la membrana nuclear.
Dos a tres placas adosadas
a la pared interna nuclear,
A veces una sola, grande la
teralizada.

Central formado por uno o -

varios grinulos.

0.34 (Cervantes, 1980).

Aciculares, en bastén o ci-

lindricos.

Unica, grande que presiona
en ocasiones el nlcleo con
tra la pared quistica, dis
minuye de tamafio hasta de-

saparecer con la maduracién.



Pared quistica:

- Estructurada por una malla

fribilar compacta quitinosa

y su grosor es de 125-150 -

nm.
(Chivez, Martinez-Palomo y

De la Torre, 1978).

‘Estructurada por una malla

fibrilar compacta quitino-
sa y su grosor es de 100-
140 nm.

(Chlvez, Martinez-Palomo y
De la Torre, 1978; Mora Ga -

lindo et al, 1986).

CARACTERES FISIOLOGICOS

Entamoeba histolytica

- MOTILIDAD:

Activa produccibn explosiva

de pseudbpodos romos direc-

cional, progresiva, monopb-

dica.

CICLO VITAL:

- Se encuentra representado -

bdsicamente por la fase de

quiste y la de trofozoito.

TEMPERATURA DE CRECIMIENTO:

- De 32-41°C; 6ptima de 37°C.

(Dobell, 1926; Neal, 1966).

13

Entamoeba invadens

Ripida direccional, con - -
produccibn explosiva de

pseudbépodos lobépodos ecto
plasmiticos claros al com-

biar de direccidn.

Se encuentra representado
bAsicamente por 1la fase de

quiste y la de trofozoito.

De 20-30°C; bptima de 23--
24°C; amplitud posible 16-

35°C. (McConachie, 1955)



CULTIVO:

- Se pucde cultivar uxénica--
mente. (Diamond et al. 1978).

ENQUISTAMIENTO:

- Se ha logrado en medios axé
nicos aunque el rendimiento
es pobre en relacibén a E. -
invadens. (Rivera y Correa-
lemus, 1986, Mata-Clrdenas-
y Sail-Fernfndez 1986).

ERITROFAGOCITOSIS:

- Se observa en medio axénico,

1971).

(Chevez A, et al,

- Existe en cepas invasoras,

(Trisel, et al, 1978},

PATOGENICIDAD:

- Produce en el humano la con
dicién conocida como amibia
sis, la cual puede ser:

- Asintomfitica intestinal, di
sentérica, colitis, ameboma.

- Cuténea.

- Invasora; pulmonar, bazn, -
higado y cerebro.

- Asintomfitica, (WHO, 1969).

14

Se puede cultivar axénica--

t al. 1978)

mente. (Diamond
Se produce en medios axéni-
cos bptimos, en medios po--
bres no se da el enquista--
(Rengpien y Bailey,

miento.

1975).

En reptiles no ingiere eri-
trocitos, pero s{ de humano
y carnero in vitro. (Trissl

et al, 1978, Zaman 1970).

En serpientes o lagartijas-
produce cuadros semejantes-
a E. histolytica.

Preferentemente lesiona par
te superior del intestino -
delgado, estémago, higado y

es comensal en tortugas.

{(Geiman ¥y Ratcliffe, 1936).



SENSIBILIDAD A LOS AMEBICIDAS

- Mis susceptible a la emetina

que E. invadens. Los deriva-
dos de dicloroacetamida tie-
nen una accién amebicida de-
2-100 veces mayor que en E.-
iﬁvadens. (De .Carneri, 1978;
Neal, 1978).

(Citado por Cervantes-Mamoa-
1980). (Segura, J.J. y L6---

pez-Revilla, R., 1976).

CITODIERESIS:

- Biparticién se observé que -

se alarga por movimientos po
lares de separacién, produ--
ciéndose un estrecho puente-
que se transforma en filamen
to citoplésmico y finalmente
la separacién de 2 trofozof-
tos.

El tiempo de la biparticién-
suele ser entre 20 y 40 se--

gundos.

Més resistente a la-emetina
que E. histolytica y a los-
derivados de dicloracetami-
da.

(De Carneri, 1978: Neal, -

1978).

(Segura, J.J. y Lépez-Revi-

1la, R., 1976).

Presenta dos modalidades: -
por estrangulacibn, ocurre-
cuando cesa de desplazarse-
se redondea tomando una for
ma cilindroide con extremos.
redondos, se forma un estre
chamiento en la zona ecuatg
rial y cuando ocurre la emi
sién de pseudbdpodos en sen-
tido opuesto, se separan -

dando lugar a 2 trofozoitos.



- Se propone que existen tro-

fozoftos gigantes con 20 nd
cleos que desprenden propor
ciones de citoplasma con nG
cleas y éstos se transfor--
man en nuevos trofozoitos,-
recordando este proceso la-
gemacibn.

(Chévez A., et al, 1971).

DIVISION NUCLEAR:

- Se sugiere sea similar para

ambas especies, ya que se -
observa la biparticién de -
una estructura centrnl.dcn~
sa a los electrones, formn-
dova y organizadora de los-
microtdbulos, alrededor de-
la cual se organizan los --
cromosomas, Yy posteriormen-
te desaparece tal estructu-
ra en la profase.

(Morales-Vallarta, M., et -

“al, 1982).
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Por estiramiento, la célula

fija al sustrato emite pseu
dépodos en sentido opuesto,
se forma un puente citoplis
mico hasta convertirse en -
un hilo ténue que se rompe-

y se separa en dos células,

Se demostr6 que las divisio
nes nucleares ocurren prin-
cipalmente durante las 28 y
32 horas de inducido el en-
quistamiento.

(Cervantes-Mamoa, Martinez-
Palomo, 1980}.

Se determind microtGbulos y
cromosomas atipicos con mo-
vimientos sincronizados con
una localizacibén en el na--
cleo al azar, no se observa,
dilucién de la envoltura nu
clear. No se detectb cen--
triolos (Morales-Vallarta,-

M., et al, 1982).



Coincidiendo la divisién -
nuclear en relacidn a la -
restriccidédn de la sintesis
de DNA (Sirijintakarn, P.,

et al, 1980).

CICLO VITAL DE Entamoeba invadens.

En el ciclo vital de las amibas del género Entamoeba,-
se presentan dos fases; una de trofozoito y otra de quiste,
para el estudio del ciclo vital in vitro es fundamental la-
induccibn del enquistamiento, en la actualidad existe un -
procedimiento para inducir el enquistamiento de Entamoeba -
invadens en el medio AEM (Rengpien y Bailey, 1975). Y de
esta maﬁera se ha podido estudiar este proceso mediante fo-
tocinemicrograffia (Cervantes-Mamoa, 1980), as{ cémo el efec
to de férmacos durante la diferenciacibn (Mora-Galindo, - -

et al, 1986).

Durante el proceso de enquistamiento ocurre la parti--
cién mGltiple del nGcleo, el quiste joven es mononucleado, -
al madurar contiene cuatro nlcleos, cuando eclosiona da ori
gen a un trofozoito tetranucleado, los nlcleos se dividen -

e e s 2 . . .
una vez por divisidn, ya sea estiramiento o estrangulacién,
se obtienen finalmente ocho amebuelas (Cervantes-Mamoa, - -

1980).

El enquistamiento en el huésped ocurre en el intestino,
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pero ademis puede ocurrir cuando los trofozoitos han invadi-
do el hfgado (Ratcliffe y Geiman, 1934). Al ocurrir la for-
macién de quistes en el huésped, éste los elimina en los ma-
teriales fecales, si éstos son viables y son ingeridos por -
otro huésped, en €ste ocurre el desenquistamiento de trofo--
zof{tos tetranucleados y por divisibn se originan finalmente
ocho amebuelas por trofazofto tetranucleado, estableciendo-
as{ la patologfa conocida como amibiasis en reptiles (Rat--

cliffe y Geiman, 1934).

Meerovitch (1958) demostrd que E. invadens es parfsito
pars serpientes, mientras que para tortugas no lo es, ésto-

en Chrgsemyspicta, (Kude, 1980},

Se ha demostrade que en serpientes infectadas con E. -
invadens incubadas a una temperatura de 13°C no existe efec
to patolégico, en cambio a 25°C s{ se mostré tal efecto, el

que fue desde ligero a severo (Kudo, 1980).

Entamoeba invadens incluye varias especies de reptiles

[}
como qésped:

- Varanus salvator - Natrix rhombifer

- Varanus varius - Natrix spidon
-.Tiliqua scincoides - Natrix sipedon sipedon
- Pseudoboa cleila - Natrix cyvclopion

- Lampropeltis getulus - Python sebae

- Ancistrodon mokasen - Rachidelsus brazili .

(Kudo, 1980).



ENQUISTAMIENTO Y DESENQUISTAMIENTO EN E. invadens.

El proceso de enquistamiento es una fase del ciclo vi--
tal de E. histolytica, el cual no es posible realizarse en -
medio axénico y los estudios que se hacen para esta especie
de amiba se realizan con quistes de portadores asintomiti---
cos. (Chévez, et al, 1978). Este proceso de enquistamiento-
es inducible fdcilmente en E. invadens con lo cual esta espe
cie constituye un modelo para el estudio del enquistamiento-

en Entamoeba.

Mediante estudios a nivel de microscopfia electrbnica de

quistes de E. histolytica, E. coli y E. invadens se ha con--

cluido que no hay diferenciss significativas en cuanto a la-
estructura de la pared del quiste, ya que en todag las espe-
cies analizadas ésta estuve constituida por materiél fibri--
lar (Chévez, et al, 1978). Sin embargo los autores conside
ran que en cuanto a la formacibén de la pared del quiste pue-
den existir diferencias debido a la presencia de vacuolas -
sub-membranales con contenido fibrilar en los quistes de E.-
invadens y dichas vacuolas son escasas en E. histolytica y -
en E. coli; en cambio en estas dos especies se observd proxi
midad de polirribosomas a la membrana plasmética del quiste,
con invaginaciones de la misma. Por lo tanto, se afirma que
son semejantes en cuanto al tipo de material fibrilar de 1la-
pared quistica, pero el proceso de depbsito de este material

y su sintesis puede ser difcrente para cada especie (Chéve:z-
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et al, 1978). Se ha demostrado la presencia de quitina en-
lo pared del quiste de E. invadens mediante colorantes que-
florecen al contacto con las fibras de la quitina (Arroyo--
Begovich et al, 1980b). En base a este hallazgo es posible-
seguir la sintesis de quitina durante el proceso de diferen

cincién mediante el calcofluor MZR (Arroyo-Begovich, 1980c).

'or otro lado se ha observado que el colorante calco--
fluor M2R interfiere en el proceso de enquistamiento en E.-
invadens, donde probablemente altera la sintesis del amino-
polisacirido quitina ya que este colorante se asocia a las-
fibras de quitina no solo cuando éste ha sido sintetizada,-
sino también cuando estf siendo sintetizado (Arroyo-Bego--

vich, 1982).

Sobre las fases del enquistamiento, se sabe que el tro
fozo{to pasa por una etapa prequistica donde es mis pequefio
que el trofozof{to y de forma redonda, con un solo nficleo. -
Se cncontr§ durante la filmacién dé este proceso, que ocu--
rre alternancia de perfodos con gran actividad y de quie---
tud, donde los pseudbpodos que emite son cortos y anchos, -
sin ocurrir desplazamiento. La aparicién de los cuerpos -
cromatoides, la vacuola de glucHgeno y la pared quistica -
culmina la fase de enquistamiento (Cervantes-Mamoa, 1980).-
Por otra parte se ha.propuesto quer el quiste se forma den--
tro del trofozo{to y que cuando éste es liberado deja un sa

co de membrana (Arvoyo-lrgovich et al, 1078), aunque tam---
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bién se ha propuesto que este saco de membrana se produce co
mo resultado de una respuesta anormal de trofozoftos al esti
mulo inductor del enquistamiento. (Arroyo-Begovich, et al, -

1980a) .

El desenquistamiento no se ha estudiado en forma siste-
mética, s6lo se ha hecho observaciones como parte del ciclo-
vital en E. invadens y los estudios son sblo cualitativos v-
se desconoce mucho sobre esta fase en el ciclo vital. (Cer--

" vantes-Mamoa, 1980).

Mediante él uso de quitina radioactiva. En extractoes -
de quistes de E. invadens en proceso de enquistamiento, se -
detectd que existen la actividad de quitina sintetasa, pa-
ra la sintesis de la quitina, asi como la actividad de quiti
nasa que hidroliza a &sta en N-acetilglucosamina v N,N-diace

til quitobiosa.

Estos productos se detectaron mediante cromatografia en
placas de DE-AE celulosa, en cambio en trofozoitos no se de-

tectd tal actividad (Ramirez—Rojas, et al, 1982).

En otros estudios realizados sobre la diferenciacibn de
E. invadens se ha observado que la ultraestructura de quis--
tes difiere de los controles, cuando se obtienen bajo el - -

efecto de flrmacos como emetina, tinidazol y rifampicina (Mo

ra-Galindo, et al 1986).
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ITI. PLANTEAMIENTO DE LA HIPOTESIS.

Los trofozoftos de Entamoeba invadens se pueden culti--

var axénicamente en ¢l medio BI-5-33 y se pueden obtener - -

quistes in vitro en el medio AEM. Por lo tanto, al incubar

los quistes de Entamoeba invadens obtenidos axénicamente en-

ol medio AEM en el medio de crecimiento B1-S-33, ocurre el -
desenquistamiento de tales quistes y con ello se puede deter

minar as{ la cinbética deo desenquistamiento.
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IV. OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION.

Obtener quistes de Entamoeba invadens en condiciones -

axénicas en el medioc de enquistamiento AEM,

Provocar el desenquistamiento de los quistes obtenidos,

incubdndolos en el medio de crecimiento BI-S-33.

Cuantificar el desenquistamiento de Entamoeba invadens

a diferentes periodos.

Determinar la cinética del desenquistamiento de Enta---

moeba invadens in vitro.
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V. MATERIAL Y METODOS

MATERIAL BIOLOGICO:

Se utilizaron trofozof{tos de Entamoeba invadens de la-

cepa IP-1, aislada en 1952, en el Instituto de Parasitolo--
gfa de la Universidad de McCill de Quebec, Canad4, de una -

serpiente Natrix ciclopion importada de Florida, esta cepa

se mantiene desde 1952 in vitro. El Dr. Rubén L6pez Revilla
doné la cepa a la UIBO, IMSS hace 6 afios, la cepa original

le habfa sido donada por el Dr. Louis S. Diamond.

!

MEDIO DE CRECIMIENTO:

EL medio que se utilizé fue el BI-S-33 cuyos componen-
tes se indican en la Tabla V (Diamond et al, 1978). Luego-
de pesar sus componentes se disolvieron con agua bidestila-
da, se ajustb el pii a 6.3 con Na QH IN, se le agregd el sue
ro y vitominas y se afor6 con agua bidestilada hasta el vo-
lumen deseado. Para prevenir la contaminacibn se utiliza--
ron antibiéticos cuando fue necesario, En una campana de -
flujo laminar bajo condiciones asépticas, se esterilizd el-
medio por filtracién con membranas Millipore con poro de -
0.22 ym de difimetro y posteriormente se le determina la os-
molaridad, la cual debib estar en rango de 370-400 mOsm/Kg.
Como una medida de seguridad se dejé a prueba de esterili--

dad a 37°C durante 24 horas para su posterior utilizacién.



El suero utilizado fue inactivado para evitar el efecto
del complemento,‘la inactivacién se efectud en bafio maria a-
una temperatura de 56°C durante 30 minutos, luego de ser - -
inactivado el suero bovino se dejé enfriar y se prepar6 una-
mezcla de éste con una suspensién de vitaminas, en condicio-
nes asépticas para evitar la contaminacién de la mezcla. Pa
ra 100 ml de suero bovino se utilizaron 20 ml de la suspen--

sién de vitaminas (Mezcla de Diamond).

Luego de preparar la mezcla del suero y vitaminas se -
distribuyb en tubos de ensaye con 9 ml, donde cada tubo se -
utilizé para la preparacibn de 50 ml de medic de crecimiento
BI-S-33, una alficuota de la mezcla se sometié a prueba de es
terilidad a 37°C durante 24 horas; si en este periodo no se-
observ§ contaminacién, se guardaron las unidades en el conge

lador para su conservacién y posterior utilizacién.

MEDIO DE ENQUISTAMIENTO.

Se empled el medio AEM (Axenic Encystment Medium), desa
rrollado por Rengpien y Bailey en 1975, en este medio se han
descrito resultados positivos para el enquistamiento de Enta

moeba invadens, sus componentes se indican en la Tabla IV -

luego de pesar sushcomponentes se disolvieron con agua bides
tilada, se ajusta el pli a 7 con Na OH IN, se le agrega suero
bavino dializado y se afora con agua bidestilada hasta el vo

lumen deseado; para prevenir la contaminaciédn durante el en-
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quistamiento se utilizaron antibiéticos. En una campana de
flujo laminar en condiciones asépticas se esterilizb el me-
dio AEM con membranas Millipore con poro de 0.22 um de dif-
metro y posteriormente se determina la osmolaridad, la cual
dcbiﬁAser de 70 mOsm/kg. luego se guardé a una temperatura-
de 2°C para su posterior utilizacibn (Rengpien y Bailey - -

1980).

COSECHA DE TROFOZOITOS PARA SU ENQUISTAMIENTO.

De los tubos de cultivos previamente enfriados en - -

agun-hielo durante 5-7 minutos, se tomd una alfcuota para

determinar el nhmero de trofozoitos en Chmara de Neubauer -
(C.N.E.B,, 1980), si la densidad fue adecuada {2 X 10° célu
las/ml), se enfriaron los tubos en agua-hielo durante 5-7 -
minutos, se centrifugéd a 1500 rpm durante § minutos, y se -
descartéd el medio; la pastilla resultante se utilizé para -

los experimentos de enquistamiento.

CUENTA DE CELULAS

Para la cuantificacién de las amibas se utilizaron cé-
maras de Neubauer (C.N.E.B., 1980). Los tubos de cultivo -
se colocan en bafio de agua-hielo durante 5-7 minutos, con -
él fin de desprender las células de las paredes del tubo,
se agit6 el tubo y bajo condiciones asépticas se tomé la -

muestra con una pipeta Pasgteur y se colocd en la Chmara de
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Neubauer para determinar en ndmero de trofozoftos por milili
tro, Este procedimiento se utilizd tanto para cuantificar -

trofozoitos como para cuantificar el enquistamiento.

PROCEDIMIENTO DE ENQUISTAMIENTO.

Los trofozoftos cosechados en fase logaritmiéa dé creci
miento fueron transferidos al medio de enquistamiento, el -
inoculo fue de 2 X lOS trofozoitos/ml, en 7 ml de medio AEM.
" Se incubb a 25°C y se cuantificaron tanto quistes como trofo
zoftos cada 24 horas hasta las 72 horas, para calcular el -
porciento de enquistamiento, en relacién a trofozoitos y - -

quistes obtenidos.

VIABILIDAD

La viabilidad se determiné mediante la exclusién del co
lorante azﬁl tripano al 0.1%, en una muestra de 0.1 ml de -
cultivo con igual volumen de colorante, los quistes viables-
excluyen el colorante, lo contrario ocurre en los quistes -

muertos.

PROCEDIMIENTO DE DESENQUISTAMIENTO.

Una vez conclufdas las 72 horas del proceso de enquista
miento y una vez realizados los cllculos sobre el enquista--

miento se procedié de la siguiente manera:
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- EL cultivo se centrifugé a 1500 rpm durante S5 minutos y se

descarta el medio hasta dejar aproximadamente 2 ml del mis

mo y el paquete celular con trofozoftos y quistes.

- Se traté la pastilla con 2 ml de N-Lauril Sarkosil al 0.2%
para destruir los trofozo{tos, dejando en reposo 3 minutos
y posteriormente mediante cen:rifugacién a 1500 rpm duran-
te 5 minutos se obtuvo 1la ﬁastilla de células, se descartf

el detergente y se lavaron los quistes con solucibn sali--

no-amibas.

- El lavado de los quistes se llevé a cabo con la solucién -
salino-amibas, centrifugando a 1500 rpm durante 5 minutos-

de 2 a 4 veces.

- Se descarté la solucién salino-amibas y se agregaron 7 ml
de medio de crecimiento BI-S-33 (Diamond et al. 1978), pa-

ra inducir el desenquistamiento.
PROCEDIMIENTO DE RESIEMBRA

Para obtener las amibas de un mismo tubo y someterlas
posteriormente a enquistamiento en el medio AEM, se inoculb-

1 trofozoftos/ml en el medio BI-S5-33, -

un promedio de 1 X 10
en tubos de 16 X 125 mm, con 7 ml de medio cada tubo. Los -
cuales se revisaron cada 24 horas para verificar que no exis

tiera contaminacibn, as{ como para comprobar su actividad ce

lular y determinar si presentaron la forma amebioidea caracte
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r{stica. Se incubaron a 25°C para ser utilizados en los ex-

perimentos.

CINETICA DE DESENQUISTAMIENTO

Una vez colocados -los quistes en el medio BI-S-33, se -
realizaron observaciones en el microscopic invertido cada 24
horas, y se cuantificaron tanto quistes como trofozo{tos en

clmaras de Neubauer, hasta las 72 horas.

- Se realizaron algunos experimentos lavando con sarkosil -
c/24 Hs. para detectar a qué tiempo ocurre el mayor porcenta
je de desenquistamiento, ésto hasta las 72 horas de incluido

el proceso de desenquistamiento,

- También se realizaron observaciones de cultivos en desen--
quistamiento ¢/12 Hs. para verificar a qué tiempo se inicib-

el desenquistamiento.



VI. RESULTADOS

Entamoeba invadens presentd crecimientec exponencial,

durante el periodo de cultivo; se observd que al incubar -
1X 104 células/ml, el crecimiento fue lento durante los -
primecros 4 dfas después de la inoculacién de las amibas al-
medio de cultivo BI-S-S}. Durante esta primera fase (lag)-
las amibas se preparan para el crecimiento acelerado (fase-

log), 1a cual se observd entre los dias 4 y 9 posteriores a

t

la resijembra y en esta fase se observaron las células con
la forma ameboide caracteristica, con emisién activa de - -
pseudépodos. Comunmente se forman grandes colonias de tro-

fozoftos, las cuales se encuentran suspendidas en el medio.

La fase estacionaria se observé aproximadamente a los-
10 dfas de inoculadas las amibas al medio BI-S5-33, y se en-
contré que las células ya no se dividen en la misma propor-
cién que en la fase log; se observé ademls que simulténea--
mente perdieron la forma ameboide que las caracteriza y se-
observaron ademfis células que ya no fueron viables, ésto se
comprobé al observar el tubo de cultivo al microscopio in--
vertido encontrando restos celulares o fantasmas, los que -
fueron mis abundantes a los 12-14 dfas de cultivo; ésto mar
c6 en el cultivo celular el inicio de la fase de declive o

muerte celular (Fig. 1 }.

En cuanto al proceso de enquistamiento se observd que-
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los trofozoitos que formaron colonias se enquistan antes que
las células adheridas a la pared del tubo, Al transferir -
los trofozoitos al medio AEM las células se redondearon y el
citoplasma adquirid un aspecto vacuolar, se observé poca emi
sibn de seudbpodos, los que se formaron fueron cortos y hia-
linos. A las 24 horas las células adheridas a la pared del-
tubo mostraron emisifn activa de pseudbépodos y en su mayoria
permanecieron asi hasta las 72 horas; en cambio en las colo-
nias de trofozoitos se observaron quistes desde las 24 horas
y a las 72 horas las colonias fueron clmulos de quistes, los
que son refringentes al observarlos al microscopio inverti--

do.

El rendimiento de quistes obtenidos se muestra en la -
Figura 2. La viabilidad de los quistes (nicamente se deter-
miné a las 72 horas de inducido el proceso de enquistamiento

y fue de 77.9%.

A las 72 horas aparecen también restos celulares, lo -
que nos indicd que ocurre lisis de trofozoftos que no se - -

adaptan al medio y se desintegran.

En los cultivos de trofozoitos tratados con sarkosil al
0.2% y lavados con salino amibas, no se observaron trofozof-
tos viables al reéultjvar en medio BI-S-33 nuevo, a 25°C sb-
lo se observé restos celulares, lo que confirma que los tro-

fozoitos no resisten el tratamiento con sarkosil.



En los tubos de amibas en proceso de enquistamiento al
ser tratados con sarkosil al 0.2% y lavados con salino ami-
bas no se observaron trofozoftos, por lo que los trofozof--
tos resultantes en el proceso de desenquistamiento son tro-

fozo{tos nuevos, productos de los quistes.

En tres experimentos en que se lavaron los cultivos en
desenquistamiento con sarkosil al 0.2% y salino amibas cada
24 horas se observé que en las primeras 24 horas existfan -
algunos trofozoftos: a las 48 horas se observaron mis trofo
20ftos que a las 24 horas y 8 las 72 horas menos que a las-
48 horas, por lo que se¢ determiné que el tiempo de mayor -
desenquistamiento ocurre a las 48 horas. A través del mi--
croscopio invertido se determind que el desenquistamiento -
se inicié desde las 12 horas de haber transferido los quis-
tes al medio de crecimiento, pero no fue cuantificable en -
el hemnt{metro, solo se observé uno-dos trofozoftos grandes
por campo, los que presentaron movimiento lento. A partir-
de las 24 horas fue posible cuantificar el desenquistamien-
to en relacibn al porcentaje de los quistes inoculados; en-
la Figura 3 se muestran los resultados. Se observé que -

nlgunos quistes no se han desenquistado después de las ‘72

horas.

De una serie de experimentos se seleccioné un tubo de-
quistes sometidos a desenquistamiento Yy se obtuvo una pobla

cibn de amibas a la cual se designé como UIBO-RL para~dife-
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renciarla de la cepa original IP-I, ¥ se mantuvo mediante -
cambios de medio; se requirieron varios cambios para obte--
ner una curva de crecimiento similar a la de la cepa origi-

nal Fig. 1 con inoculos de 1 X 104 trofozoftos/ml.

Durante el proceso de desenquistamiento.se observé una
disminucién de los quistes paralela a la aparicién y aumen-

to en el nfimero de trofozo{tos (Fig. 4).
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VII. DISCUSION

Los tratamientos utilizados para combatir la amibiasis
son principalmente espec{ficos para destruccibén de trofozof
tos (Segura, J.J. 1976; Martinez-?alomo y Martinez-Bdez, -
1983}, serfa importante encontrar fdrmacos o factores quimi
co-biolégicos que actfien con especificidad sobre quistes y-
as{ bloquear el ciclo biolééico de Entamoeba; de esta mane-
ra se evitarfa la dispersién del parfsito y en consecuencia

la infestacibén de nuevos huéspedes,

En este trabajo se utilizaron trofozoftos de Entamoeba
invadens para analizar el proceso de diferenciacién de tro-

fozofto a quiste y de éste nuevamente a trofozofto.

En cuanto a esta investigacibn se obtuvieron quistes -
en condiciones axénicas en el medio de enquistamiento (AEM),
pero el rendimiento fue menor al citado por Rengpien y Bai-

ley (1975); ésto pudo deberse a que:
- La calidad del suero no fue 15 adecuada.

- No todos los trofozoftos se adaptan a las condiciones del

medio (AEM).

- El enquistamiento ocurre mfs rfipido en las colonias de tro
fozoftos y permanecen formando cGmulos de quistes y al mo-
mento de cuantificar si aparec{an clmulos en 1a cémara de-

Neubauer se contaron como un quiste y no como los quistes



totales del cfimulo.

- Es probable que el sarkosil no solo destruya trofozoitos,
sino también a algunos quistes, ya que sblo se cuantificé
los que se observaron integros y se observé restos celula

res que podrian ser no solo de trofozo{tos, sino también-

de quistes.

Cervantes-Mamoa (1980) indica que a las 72 horas el -
desenquistamiento es masivo desde el punto de vista cualita
tivo, lo cual no coincide con nuestros resultados, aunque -
en este caso el desenquistamiento se provocé en el medio de
crecimiento BI-S5-33 {Diamond et al. 1978). La transforma- -
cibén de quiste a trofozoito en petriodos menores a 24 horas
no fue cuantificable en el hematimetro, después de 24 horas
y hasta las 72, el rendimiento fue pobre en relécién a los
datos que se esperaban, es decir, se preveia un desenquista
miento masivo. Bajo el microscopio invertido parece ser -
que si ocurre, sin embargo, al realizar la cuantificacién -
no es as{. Las razones de un bajo porciento de desenquista

miento pueden ser algunas de las siguientes:
- Es probable que algunos quistes no se desenquisten.
- El1 sarkosil afecta algunos quistes.

- El suero utilizado (bovino) en los experimentos de desen-
quistamiento no fue efectivo para estimular el desenquis-

tamiento.

\
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- No todos los quistes fueron maduros.

En cuanto al tiempo de mayor desenquistamienfo, éste -
ocurre a las 48 horns; aunque solo fue cualitativo al obser
var bajo el microscopio invertido mayor cantidad de trofo--
zoftos a este tiempo, lo que nos hace pensar que a las 72 -
horas es minimo el porcicnte de desenquistamiento y que el
14.11% obtenido en este periodo es producto de la suma de -
los trofozoitos obtenidos a las 24 horas y 48 horas de indu
cido el proceso de desenquistamiento m4s la divisién celu--

lar de los trofozoftos.

En relacién a los resultados obtenidos, se sugiere que
s¢c utilice HC1 (Mart{nez-Palomo y Martinez-Bliez, 1983) en -
lugar de sarkosil para destruir los trofozoitos y evitar la
formacién de cfimulos de quistes para una mejor cuantifica--
ci6bn, como también otro procedimiento de cuantificacibn pa-
ra comprobar las variaciones en cuanto a los datos obtenij--

dos bajo estas condiciones.

Es importante determinar el nGmero de nficleos en los -
quistes para determinar el porcentaje de quistes tetranu---
cleados, as{ como determinar el nimero de nGcleos en trofo-

z0{tos obtenidos por el desenquistamiento.



1)

2)

3)

4)

VIILI. CONCLUSIONES

Se obtuvieron quistes viables de Entamoeba invadens en-

condiciones axénicas en el medio de enquistamiento AEM.

Los primeros trofozoitos resultantes del proceso de des
enquistamiento se observaron después de las 12 horas -
de inducir el desenquistamiento en el medio de creci---

miento BI-S-33.
A las 48 horas de inducido el desenquistamiento en el -
medio de crecimiento BI-5-33, se observd el mayor nime-

ro de trofozoitos en comparacién con 12 y 72 horas.

Se cuantific6 el desenquistamiento de Entamoeba inva---

dens a diferentes perfodos.
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Fig. 1 Curva de crecimiento de Entamoeba invadens [P-l

y IP-1 (RL).

Fig. 2 Porcentaje de trofozof{tos y quistes durante el -

enquistamiento de Lntamoeba invadens en medio -

AEM,

Fig. 3 Porciento de trofozo{tos y quistes durante el -

desenquistamiento de Entamoeba invadens en el me

dio BI-5-33.

Tabla I Frecuencia de amibiasis en el Estado de Jalis

co, 1985,

Tabla II Mortandad por amibiasis en el Estado de Jalis

co, 1980.

Tabla IIT Principales causas de mortalidad en el Estado

de Jalisco, 1980.
Tabla IV Componentes del medio de enquistamiento AEM.

Tabla V Componentes del medio de crecimiento BI-S-33
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Fig. 1.- CURVA DE CRECIMIENTO DE Entamoeba
invadens en medic B1-S-33 a 25°C.
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TABLA I. TFRECUENCIA DE AMIBIASIS EN EL
ESTADO DE JALISCO, 1985,

GRUPOS DE EDAD

EN AROS. CLAVE* FRECUENCIA §
1 006 7 298 10.85
1-4 " 14 420 21.44
5-14 " 12 612 18.75
15-44 " 25 223 37.50
45-64 " 5 979 8.89
65 y + B 1 716 2.55

TOTAL: 67 248 lo0

* CORRESPONDIENTE A LA AMIBIASIS EN EL DEPARTAMENTO DE SALUD
DEL ESTADO DE JALISCO DE LAS SIGUIFNTES DEPENDENCIAS:

SSA = 27 844

INSS = 32 397
ISSSTE = 5 789
OTROS = 1 218
FUENTE:

INFORME SEMANAL DE CASOS NUEVOS DE ENFERMEDADES. DEPARTA- -
MENTO DE SALUD EN EL ESTADO DE JALISCO, 1986.



TABLA TI. MORTALIDAD POR AMIBIASIS EN EL ESTADO
DE JALISCO (1980).

GRUPOS DE EDAD. DEFUNCIONES TASA %
1-12 meses 16 9.7 6.4
1-4 afios 13 ' 2.1 | 2.0
5-14 afios . 2 0.2 0.4
15-24 afios 3 0.4 0.4
‘25-44 afios 11 1.2 0.7
45-64 afios 30 6.4 1.1
65-74 afios 22 18.4 1.0
75 y mis afios 27 42.0 0.8
TOTAL 124 2.8 0.8

POBLACION BASE 4 473 309
TOTAL DE DEFUNCIONES 15,604

FUENTE:

Certificados de defuncién. Servicios Coordinados de Salud
PGblica en el Estado de Jalisco, Unidad de Programacién, -

1980.
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TABLA TIT. PRINCIPALES CAUSAS DE MORTALIDAD
EN EL ESTADO DE JALISCO, (1980).

CAUSA CLAVE DEFUNCIONES  TASA %
Tumores Malignos 140-208 1,460 32.6 9.4
Enfermednd Diarreica 008-009 831 18.6 5.3
Cirrosis Hepfitica 571 698 15.4 4.4
NDinhetes Mellitus 250 637 14.2 4.1
Hisquemia Cardfaca 410-414 620 13.9 4.0
Enfermedad cerebro-

vascular. 430-438 616 13.8 3.9
Desnutricién 260-263 520 11.6 3.3
Ulcera Gistrica y

Duodenal 531-533 205 4.6 1.3
Meningitis 320-322 149 3.3 1.0
Amibiasis nge . 124 2.8 0.8
Mal definidas 780-709 330 7.4 2.1
Resto 9,423 210.6 60.3
TOTAL: 15,604 348.8 100 %
POBLACION BASE 4 473 309

FUENTE:

Certificados de defuncién Servicios Coordinados de Salud PG-

blica en el Estado de Jalisco, Unidad de Programacién, 1980.
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TABLA IV. COMPONENTES DEL MEDIO DE ENQUISTAMIENTO

AEM (Rengpien y Bailey, 1975}.

TRIPTICASA -~ -~ - - = = =~ = =« = = = « - =

1
[
!
1
t
1
1
[l
i

EXTRACTO DE LEVADURA -

KZ HPO4 D T

KHy PO, = = = = = = = = = = - = - - - o-

SUERO BOVINO DIALIZADO

1
1
1
i
t
1
[
[
i
t

AGUA BIDESTILADA c.b.p. - - -~ = - - - - ~
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TABLA V. COMPONENTES DEL MEDIO DE CRECIMIENTOQ BI-S-33

(Diamond, 1978).

PEPTONA BIOTRIPTASA - - - = & = - - = - - - - 4 g
GLUCOSA MONOHMIDRATADA - - - - « = - - - - - - 1.1
NaCl - - - - -~ = -~ - - - -« « - - - - - 0.27 g

KZ HPOd L I A e 0.1 g
KH2 POd e 0.06 g
CISTEINA - - - - - « = = = = = - - = o - = -« 0.1 ¢g
AC. ASCORBICO - - - - - =~ = - =« = =« = « - « - 0.02 g
CITRATO FERRICO DE AMONIO - - - - =« - - - -« -+ 0.00228 g
MEZCLA DE SUBRO Y VITAMINAS - - - « - - - - - 18 ml

i

)

[

b

'

t

]

1

[l
—
L=l
=

AGUA BIDESTILADA c.b.p. - - ml
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