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INTRODUCCION 

Entaruoeba invadens es una especie de amibas par~sita de reptiles 

que fuJ descubierta en 1936; est~ estrechamente relacionada con 

Entamoeba histolytica y presenta varias características que se -

pueden aprovechar para realizar estudios de labo~atorio como son 

su facilidad para mantenerlas en cultivo por largo tiempo y el -

amplio rango de temperatura en la cual crecen y se reproducen. 

En el presente trabaJo se estudi& a E. invadens independiente-

ten.ente de su posiciÓn filogenética y su nolturolleza patÓgena. 

Ya que no existen trolbaJos relacionados sobre los _procesos diges

tivos de E. invadens, este estudio ampliar¿ la informacidn sobre 

lol BiologÍa del genero Entamoeba. 
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JUSTIFICACION 

El estudio de los procesos digestivos de E.invt.ldens es importt.ln-

-te por el desconocimiento que se tíene de los ft.1ct6res que deter

rllint.ln lt.1 pot&genicidod de esta especie de amibos. 
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t'INTECEDENTES 

En 1933 RQtcliffe y GeimQn (1) describieron UnQ enfermedQd en 

reptiles comparable con la amibiasis del hombre y ademQs determi-

nQron que la enfermedad estuvo Qsociada con una especie de Enta-

moeba estrechamente relacionQda a Entamoeba histolyticQ, 

Rodhain (1934) describid una infeccidn en reptiles que morían en 

cautiverio,asociadQ Q un tipo de Entamoeba y a este organismo a-

signd el nombre de Entamoeba invadensC2),Geiman y Ratcliffe (3) 

después de un detallado est•Jdio del organismo que aislaron de 

reptiles infectados,concluyeron que era distinta de E. histo-

lytica y la identificaron como E.invadens ya que fue identico 
- --------

' a la encontrada por Rodhain. 

TAXONOMIA DE E.invadens - --------
F'hylur:, - F'rotozooa 

S•Jbphyl•JRI - F' l•l sn.od rom•l 

Clllse 2 - S•lrcodinll ._; ~ 
._,_., 

Subcl•lse 1- Rhizopoda 

Orden 3 t'lmoebid•le - ~ ·:-

Familia 3 - Endomoebidae 

La familia Endllmoebidae estll constituida por amibas par&sitas y 

con.ensales; los trofozo{tos son relativamente pequeños y viven en 

el tubo digestivo de v&rios animales hu~spedes,se multiplican por 

fision binarill y el enquistamiento es com~n. Lo diferenciocidn ;e-

nerico esta basado en las caracteristicas nucleores<4>. 
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Se han descrito 8 generos dentro de la familia Endamoebidae: 

1) End •lmoebol <Le id y 1879) 

2) Entamoeba ( C•lSS•lgend ri 1895) 
,....: 

3) Iodamoeba <Dobell 1919) 

4) Endol ino•lX < K•lenen 1913) 

5) [1 l. en t anor:oeb •l (Jepps 1918) 

6) M!lrtinezia <Hegner 1926) 

7> Dobelina <IIishop 1939) 

8) Hyd raiTooeb•l <Reynolds 1928) 

Dentro del genero Ent11moeba 4 son las especies mas conocidas~,·.0 

1) En t•lmoeb•l histolytiC•l <Schll•ldinn 1903) 
--------- -------·----

2) Ent•lmoebol coli (Gr•lSSi 1919) 
---------

3) Ent•1moeb11 gingivlllis <Gros 1849) 
--------- ----------

4) En tollllOeb •l invlldens <Rodh•lin 1934) 
--------- --------

BIOLOGIA CELULAR DE Entamoeb11 invadens 

El trofozoíto es la fase mó'vil de E.invadens; es unll célula altll-

mente din&mica y pleomorfic!l,cuya forma y motilidad son sensibles 

a cllmbios en el medio ambiente • Temperaturas abaJo de los 2o•c 

producen aletargamiento;las amibas se vuelven esfJricas y se se-

paran del sustrato,mientrlls que llquelllls que producen llgreg!ldos 

tienden 11 disgregarse. 

El pleomorfismo de los trofozoítos de E.histolytica es evidente 

cuando se examinan con microscopía electronica de barrido,en ellos 

se distinguen varios lobopodos y una zona llamada uroide,que 11pa-
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rece cnffio c0la,la maybr{a de la superficie celular es arrugada con 

aberturas circulares que corresponden a vesiculas macro y micro-

pinociticas(5), Esta descripciÓn se aplica a E.invadens. 

En E.histolityca,exíste una clara distinciÓn entre ectoplasma y en 

doplasrua en los canales fagociticos,en los que el ectoplasma apa-

rece como una regi6n de material fibrogranular,de mas baJa densi

dad que el endoplasma (6).La organizacidn submicroscopica del ci

toplasma de E.invadens se caracterlza por la ausencia de organelos 

diferenciados presentes en c~lulas eucariotas tales como:reticulo 

endopl¿smico,compleJo de Golgi,mitocondrias y centriolos <7>.Ade-

m~s los riboso~ls libres son dificiles de identificar con el mi-

cr6scopio electrdnico, En trofozo1tos los ribosoruas aparecen como 

arreglos helicoidales,mientras que en quistes se encuentran en -

forma de inclusiones cristalinas que constituyen el cuerpo croma-

toide; se ha encontrado que el cuerpo croruatoide esta compuesto 

principalmente por ribonucleoproteina (8), Ademds los ribosomas 

pose~n una velocidad de sedimentaci6n igual a la de otras c~lulas 

eucariotas. 

Poco se sabe sobre la organizaci6n estructural y bioquimica del 

citoesqueleto de las amibas del genero Entamoeba;en E.histolytica 

se han identificado microfilamentos abaJo de la membrana, en los 

sitios de adhesiÓn al sustrato<9>.Existen evidencias que sugieren 

que estan compuestos de actina (10,11), Probablemente los trofo-

zoítos de E.invadens posean estos microfilamentos• 
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Microtubulos similQres a los encontrQdos en c~lulas eucariotas 

han sido detectados durante la diferenciaci6n de E.invadens<12), 

Keller, ( 13) obtuvo evidencias indirectQs que sugleren la pre--

.sencia de tubulina en quistes de E. invQdens y mencionQ la posible 

participacibn de ellos en lll formación de los cuerpos crom•ltoides. 

La membrana plllsmlltica de E. invadens presenta la clllsica unidad 

de membrana y esta revestidll por una cubiertll de superficie for-

moda por carbohidratos. En E.histolytica lQ cubierta es de parti-

cular interJs porque contiene llntfgeno~ amebicos y es llprecillble 

cuando se tifie con roJo de rutenio,dicha cubierta estll formada por 

filamentos uniformemente distribuidos en lll superficie <14), 

Los trofozoitos de E.invlldens presentan un nucleo que mide de 4-7 

~m. de diametro. Los agregados de cromatina son usuf.llmente uni

formes en tllma~o y uniformemente distribuidos dentro de lll membra-

nll nuclear.El cariosoma o endosomll es una peque~a masQ esf~rica de 

llproximlldamente o.5Fm• de didmetro,loclllizado en la parte central 

del nucleo y es el sitio donde se localiza el DNA mientras que la 

llamllda"cromlltina periferica•;aunque estructuralmente diferente a 

los nucleolos puede funcionalmente compllrarse a los nucleolos de 

eucllriotlls C15), 

Lll división de lll amiba es por fisio'n binllrill y procede sin diso-

luciÓn de la men,brlln•l nucle•lr y sin forn111CiÓn de cromosom•lS 

visiblesC16),El ciclo completo de E.invadens consiste de 4 estll-

dos consecutivos llllmlldos: trofozoíto,prequiste,quiste y metaquis-

te <16). ~1 quiste es la fase responsable de la diseminaci6n del 

par&sito y en consecuencia de la enfermedad; El enquistamiento ma-
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sivo de E.invodens se puede inducir en medio •lxénico <17), los 

quistes son esfJricos ,inm6viles,refringentes y eston cubiertos 

por una pared de quitina <1B>,que mide en promedio 100 nm. de 

espesor < 19>. 

METABOLISMO 

El n,edio o.nabiente en el que se desarrollan l.as amibas del ge'nero 

Entomoeba es esencialmente anaerobio y req~iere un baJo potencial 

redox paro su crecimiento 6ptimo en cultivo,sin embargo las amibas 

pueden consumir oxlgeno<20>. 

E. invodens requiere paro su crecimiento corbohidratos como la 

glucosa o polfmeros de ella.La copturo de glucoso esta mediada 

por un sistemo de transporte especifico(21>.El catabolismo ~ifie-

re de lo moyoria de los eucoriotas,yo que no eston presentes mi-

tocondrios,citocromos y ciclo del ocido citrico. Los productos 

finoles son bioxido de corbono,ocetato y etanol; sin emborgo la 

la producidn de etanol anaerobicomente sobreposa al acetoto 3:1, 

mientros.que aerobicamente la relaci6n es inversa. Se ha demos-· 

trado que lo glucdlisis amebico tiene los mismos intermediarios 

que lo gluc6lisis cl&sico, pero que las enzimas son diferentes y 

el pirofosfato inorg~nico es utilizado como una fuente de energÍa 

<20>. 
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Harlow C22>, ha encontrado una transhidrogenasa asociada con la 

NADPH diaforasa que provee un medio anaerobico de oxidaci~n del 

NADH,diferente del sistema encontrado en mitocondrias. 

PATOGENICIDAD 

. ... 

. • ! • 

El termino patogenicidad es usado para denotar la habilidad ge-

neral de un organismo para producir enfermedad,mientras que vi-

r•Jlencia se refiere •ll grado de aq•Jella habilido.d pero b•l.jo cie·r-

tas condiciones espec{ficas. 

Una de las preguntas fundamentales de la biologÍa de E.histolyti-

ca y E.invadens se refiere a los factores que determinan la viru-
- --------

lencio. del par&sito. La iniciaci6n de la amibiasis resulta de la 

ruptura del equilibrio huesped-par&sito que es mantenido mientras 

estos par¿sitos son restringidos a su fase comensal.La actividad 

patÓgena ele la amiba ha sido dividida en 4 estados: adhesiÓn,ci-

tolisis dependiente de contacto,fagocitosis y degradaci6n <23>. 

E. histolytica y E. invadens se adhieren a una gran variedad de 

c~lulas; aunque los trofozoÍtos probablemente no se adhieren du-

rante su fase comensal.Estudios recientes utilizando el ciego del 

cobo.yo, demuestran que una interferencia con la adhesiÓn bloquea 

la actividad citotoxica de la amiba,esta interferencia es mediada 

principalmente por bacterias<Mora-Galindo y Gonzalez Robles datos 

no pub 1 ic•ldos > • 
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El efecto citopatico de la amiba no puede ser atribuido a una 

simple accidn,sino a el efecto combinado de varios mecanismos quí-

micos y mec&nicos. En la amibiasis invasora estos par&sitos fa-

gocitan pequefias porciones de la periferia de las celulas blan-

co,accidnes que provocan el rompimiento de la membrana plasm&tica 

y que resulta en la ruptura de la c~lula y la subsecuente lisis 

celular<23), Por otra parte se ha demostrado que en sonicados de 

E. invadens contienen componentes toxicos para eritrocitos de 

hamster y raton <24), 

Me, Coonachie C25),observ6 que Eoinvadens no ingiere e~itrocitos 

de reptiles,rana y pollo•in vitro•, pero los eritrocitos de rata 

si fueron fagocitados,aunque en pequefias cantidades comparadas con 

las altas tasas de fagocitosis de E.histolytica. Posteriormente 

Trissl y col,C33> demostraron que E.invadens es capaz de fagoci-

tar eritrocitos humanos, 

La maquinaria degradativa de E.invadens y E.histolytica e~ una 

compleJa gama de enzimas hidroliticas localizdas en los fagoli-

sosomas ,pueden encontrarse unidas a la membrana de las vacuolas 

o en forma soluble. En E. histolytica ha sido detectada activi-

dad de fosfatasa &cida en la membrana de los fagolisosomas <26) 

en los filopodios y en los bordes de las amibas <27), 
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Se han identificado diversas actividades enzimaticas tanto en 

E. invadens como en Eohistolytica. Kobayashi y Takeuchi (28) de-

tectaron sobre la membrana plsm&tica una ATPasa dependiente de 

Ca+2 y Mg+2 y sobre la superficie interna de la mayor!a de las va-

cuolas,adem&s estos autores identificaron ADPasa dependiente de 

Ca+2 , tiamino pirofosfatasa dependiente de Ca+2 y fosfatasa dci-

da dentro de las vacuolas. 

La velocidad digestiva de E.histolytica sobre c~lulas intestina-

les in vitro ha sido determinada por Chevez y SepulvedaC29),quie-

nes reportan que entre 10 y 30 minutos, los trofozoltos digier~n 

hasta la desintegraci6n y casi desaparici6n las c'lulas intesti-

nales.Sin embargo no existen datos sobre la velocidad de degrada-

cidn de material fagocitado por E.invadens. 

En resunten la acciÓn patógena t•lnto de E. invadens como de E. his 

tolytica se logra por la combinaci6n de factores quimicos y mee&-

nicos. La lisis celular producidas por toxinas o por fagocitosis 

de una porcidn de la membrana,es seguida por la ingestidn de los 

restos celulares por medio de fagocitosis y finalmente la degra

dacl6n de la c6lula dentro de los fagolisosomas. 
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HIPOTESIS 

Los trofozo{tos de Entamoeba invadens son capaces de degradar 

eritrocitos humanos. 
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OBJETIVO 

El obJetivo de este trabaJo fué determinar la capacidad fQgoci-

tica y degradativa de eritrocitos humanos por Entamoeba invQdens 
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MATERIALES Y METODOS 

CEPA Y CONDICIONES DE CULTIVO 

Se utiliz& la cepa IP-1 de E. invadens,cultivada en condiciones 

ax~nicas a 25• C y crecida en medio BI-S-33 <30), suplementado 

con 15Z de suero bovino(inactiyado previamente a 56• C durante 

30 ruin > y con 3Z de mezcla de vitaminas de Diamond; el pH del 

m~dio fue de 6.8. 

RESIEMBRA 

L•lS c~lulas fueron incubadas en •Jn baño co'n hielo y agua durante 

5 minutos para provocar la separaci6n de las amibas de las pare-

des del tubo y posteriormente fueron sembradas en tubos de 16 x 

25 mm con tapon de rosca.Para los experimentos,los cultivos fue

ron tomados en fase logarítmica de crecimiento,el numero de cJlu-
6 

las se aJustd de 0.5 - 1X10/ml y se resuspendieron en m~dio de 

cultivo nuevo; las amibas fueron contadas en cdmaras de Neubauer. 

OBTENCION Y PREPARACION DE ERITROCITOS 

Se obtuvieron eritrocitos humanos grupo A Rh <+><siempre el mis

mo donador>~en condiciones est~riles y se lavaron dos veces con 

soluci6n salino fisiol~gica.Los eritrocitos se almacenaron a 4•c 

en solucidn salino fisioldgica con heparina por no mas de 15 dios 
7 

El n~mero de erit~ocitos fuJ aJustado a 1 X 10 /ml y se resuspen-

dieron en soluci~n fisiol6gica para su posterior utilizacidn. 
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FAGOCITOSIS 
··~ '· . ' ~ ;)· .... J' 

[le los tubos de cultivo con trofozoítos en fq.se 1 og o. r! t11.i e o. se u-

tilizÓ 
6 

1 X 10 o.mibo.s se y incubÓ con 1 ml.de . ' de eri-suspens1on 
7 

trocitos<1X10) d•J ro.nte 30 min.o. 25'C • FinllliZildo. lo. incubllciÓn se 

detuvÓ lo. fagocitosis o.l o.grego.r 10 ml. de o.guo. destilo.da,con lo 

que se provocó rompimiento de los hemo.ties libres y adheridos. 

El tubo se centrifug~ 11 650 g durante 5 min, se decantó y se 

resuspendi6 111 pastilla en 2.5 ml de m~dio BI-S-33; lo. muestro. 

fuJ dividido. en 6 o.licuoto.s de 0.5 ml .Lo. primero. se fiJd inmedio. 

tamente con 1 ml de gluto.raldheido al 2X en 11mortiguador de fos

fatos 0.1 M, pH 7.4 durante 30 11dn, despue's se l•1vÓ con amorti

guador de cacodilatos pH 7.4,se resuspen~i6 en el mismo amorti-

g•Jo.dor y se almacenÓ o. 4'C ho.sto. lo. tinciÓn de los eritrocitos, 

El segundo grupo se fiJd despu~s de 3 hor11s de incubo.cidn o. 25•c 

en m~dio BI-S-33, de lo. mismo. manero. que el anterior y se resus

pendiÓ en el amortiguador de cacodilatos. Lo.s muestras 3,4,5 y 6 

se fiJaron despu~s de 6,9,12 y 14 horas de incubaci6n o. 25'C en m~-

dio de crecimiento,paro. ello se siguio el mismo procedimiento que 

en los casos o.nteriores.Los experimentos fueron realizados o.l me-

nos por triplicado. 
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TINCION Y EVALUACION DE ERITROCITOS FAGOCITADOS 

Para visualizar adecuadamente los eritrocitos fagocitados se uti

lizd el m~todo de Novikoff et.al.C31),para la demostraci6n de pe-

roxisomas,con el cual se tiRen los eritrocitos localizados en el 

interior de las amibas. A las c~lulas fiJadas se les descartd el 

amortiguador, se lavaron con TRIS-HCl 0.05 M pH 7.6,se concentra 

ron por centrifugacidn a 650 g durante 5 min y se resuspendie-

ron en 1 ml de TRIS-HCl al que se le agregaron 2 mg/ml de 3,3 dia-

minobencidina y se incubd durante 10 minutos, inmediatamente se a-

grcgaron 0.02 ml de agua oxigenada al 10X y se incubd 30 minutos a 

temperatura ambiente,en obscuridad y con agitaci6~ cada 10 min.Las 

preparaciones se lavaron 2 veces con TRIS-HCl 0.05 M y se concen--

tra¡·on por centrifugaciÓn a 350 g durante 5 mino De la suspen-

pensi~n se hicieron preparaciones en fresco y se contaron los 

eritrocitos ingeridos en 100 amibas elegidas al azar y se calcu-

1~: a) el promedio de amibas que fagocitaron eritrocitos y b) el 

promedio de eritrocitos por amibas. 

EXPERIMENTOS CONTROL 

Trofozoitos de Entamoeba invadens crecidos baJo las mismas con-

diciones que se mencionan arriba fueron utilizadas para los con-

troles. 
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Control Numero 1. 

Se incub~ 1 ml de amibas con 1 ml de eritrocitos ~urante 30 ~in. 

se agregaron 10 ml de agua destilada para provocar el rompimien

to de los eritrocitos no fagocitados,se centrifugÓ, se decantó y 

se suspendiÓ la pastilla en 1 ml de glutaraldheido al 2X.La fiJa

ci6n se realizo durante 30 min, inmediatamente despues se lavÓ 2 

vetes con amortiguador de cacodilatos y se resuspendi6 en m~dio 

de crecimiento. La muestra fuJ incubada durante 24 horas y poste

riormente se tifieron los eritrocitos y se calcul6 el promedio de 

amibas con eritrocitos,asi como el promedio de eritrocitos por a

miba. 

Control Numero 2. 

Los eritrocitos fueron fiJados durante 30 minutos con glutaral

dheido al 2%,posteriormente se lavaron exhaustivamente con solu

cion fisiolÓgica y se resuspendieron en 1 ml de la misma solu

ci6n.Para la fagocitosis de eritrocitos fiJados, se incubd 1 ml 

de amibas suspendidas en BI-S-33 con 1 ml de eritrocitos. Poste

riormente los eritrocitos no fagocitados fueron separados de las 

amibas por medio de lavados sucesivos con soluciÓn salino fisio-

l&gica,despu~s de que estos se adhirieron al sustrato. Los trofo

zoltos fueron resuspendidos en 2.5 ml de BI-S-33; la muestra fuJ 

dividida en 5 alicuotas e incubada durante : 0,3,6,9 y 12 horas 

respectivamente. La tinciÓn de eritrocitos fagocitados se realizd 

del modo descrito anteriormente. 

Ambos controles fueron realizados por triplicado. 
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RESULTADOS 

El grado de eritrofagocitosis de los trofozo{tos de E.invadens de 

la ceP,a IP-1 se deterndnÓ dep•Jés e 30 min de interaccidn y con.o 

se observa en la fig. 1,el 82 Z de las amibas presentaron eritro-

citos en su interior.De la pob~aciÓn de trofozoltos en los culti-

vos utilizados, se pudieron distinguir cuatro subpoblaciones en 

base a su eficiencia fagocltica CFig.2), Entre ellas un grupo de 

trofozoítos fue deficientes en fagocitosis y correspondi¿ al 18Z 

de la poblacidn total. La gran mayoría de las amibas del cultivo 

<70,4%) fueron células que fagocitaron de 1-10 eritrocitos. Un 

10,6% de trofozoitos presentaron de 11-20 eritrocitos, mientras 

que solo el 1 % restante de la poblacidn ingirio mas de 20 eri-

trocitos. 

En la fig. 3 se muestra un panorama de la poblacidn amibiana 

despu~s de 30 min de interaccidn con eritrocitos. Estos se ob-

servaron como cuerpos redondos densos,en un fondo translJcido que 

es el citoplasma de la amiba; en la misma figura se observan va-

riociones en el n~mero de eritrocitos/amiba en las diferentes c~lu 

las, entre los que sobresalen trofozo{tos incapaces de ingerir he

matíes. En la fig.4 se observa un trofozo!to con 22 eritrocitos en 

su interior y otro incapaz de fagocitar. 
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[I•Jronte el ensayo de lo fagocitosis de eritrocit-os f•1é posible 

distinguir claramente los dos etapas basicas de la eritrofagia 

a> adhesidn de los hematíes o lo superficie celular y b) incorpo-

rocidn de los eritrocitos ol interior de lo c~lula; no sin ontes 

sufrir uno deformoci6n ol otrovezor la membrona plosm&tico. En 

generol los trofozoitos 
, 

se observoron muy vocuolados, y no fue 

posible observar la fusi~n entre fagosomas y lisosomas. 

No se distinguí~ uno poloridad funcionol de los trofozoitos en lo 

que se refiere a la fagocitosis, los amibas fueron copoces de en

gullir hematíes por cualquier porte de su superficie, formando 

generolmente un peque~o velo citoplosmico que envolvio o los e~-

Durante el proceso digestivo los hemot!es disminuyeron de tomoRo 

sin perder su redondez,hasto quedor reducidos a pequefios cuerpos 

<fig. 5 - B>. Ocasionalmente después de 12 horas de digestiÓn e-

xistieron trofozo!tos que presentoron en su interior de 10 a 15 

eritrocitos,lo moyoría de estos se observoron Íntegros al anali-

zarlos con el microscopio optico <Fig.9>. 

22 
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La cuantificacidn de los eritrocitos fu~ posible gracias a la tin· 

ci6n utilizada, en la fig.l se ruuestra el porciento de trofozoí

tos con eritrocitos en su interior en funcidn del tierupo, lo cual 

es un refleJo de la velocidad degradativa de eritrocitos por E. 

invadens.Se encontrd una clara disruinucidn en el nuruero de amibas 

con eritrocitos conforrue avanzd la etapa digestiva <Fig.5 - 8 >, 

la ru&xima degradacidn se reali~d en las prirueras 3 horas de incu-

bacidn (30% aprox,),De las 6 a las 12 horas el proceso continuo en 

una forrua relativamente constante y a las 14 horas no fu~ posible 

distinguir eritrocitos lo que indica que este tipo de c~lulas son 

degradados en un lapso de 14 horas aproximadament~.Cuando se com-

pararon los resultados de los diferentes tiempos entre si exis --

t1eron diferencias estadisticamente significativas, 

La fig.10 ruuestra el n~ruero proruedio de eritrocitos/amiba en los 

diferentes periodos de incubacidn.El avance en el proceso diges-

tivo se mo.nifestci por un descenso en el n•l1nero de eritrocitos en 

· rel•lcio'n al tienopool'll igu•ll que en l•l fig,l la mÓxinoa tasa diges-

tiva fu~ lograda durante las primeras 3 horas, 

Los resultados del experiruento control 2 se muestran en la fig.11 

se observd una ligera disruinuci6n en el ndmero de amibas con eri-

trocitos<7Z>,despu~s de 12 horas de digestidn.Asi mismo se encon-

tro una disminucidn en el nJmero de eritrocitos/amiba, de 6o7 a 

4.7 al termino de 12 horas de incubacidn. Por otro lado el control 

con anoibas y eritrocitos fijados no noostró cambios desp•Jés de 24 

horas de incubaci~n en Bl-S-33, comparados con los trofozoitos ~ 

los 30 minutos de incubacidn. 
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"Fig.l.Velocidad degradativa de eritrocitos humanos por E.invadens 

[lespa.uls de 30 min. de inter•lcciÓn se encontró •Jn 82 :r. de trofo

zoltos con hemat{es en su interior,este porcentaJe se tomo como 

tiempo o:o para la evaluacidn de la degradacidn. La m&xima di

gestic1n es observada después de 3 hrs.de incub•lciÓn<30iO .Al ter

mind de las 14 horas no se observaron amibas con eritrocitos. 

Los valores representan la media de·7 experimentos realiza~os •. 
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Fig.2. Tasa fagoc!tica de subpoblaciones de E.invadens. Cuatro 

subpoblaciones de ~mibas se agruparon en base a su capacidad fa~ 

gocítica. La mas numerosa (70.4X) corresponde a trofozo{tos con 

1-10 eritrocitos; el 10.6~ presenta de 11-20 hematíes ; un 18% 

son defectivas en esta capacidad y solo el lX de la poblacidn 

muestra de 21-30 eritrocitos/amiba. Los valores representan la 

media de 7 experimentos. 
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Fig.3, Subpoblaciones de E.invadens. Panoramica de la poblacidn 

de trofozoitos desp~~s de 30 min de interaccidn con eritrocitos 

es posible observar la hetereogeneidad del cultivo en su capaci-
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~ig.4. Eritrofagocitosis de Entamoeba invadens. Esta figura mues-

tra 2 trofozo{tos después de 30 R1inutos de interacci6n con eri

trocitos,se observan marcadas diferencias en su capacidad fagoc~-

tica,mientras una amiba presenta 22 hematies, la otra es incapaz 

de fagocitorlos. 
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· Fig.e; Degrad•lciÓn de eritrocitos por E.invadens. Después de 3 

horas de digestiÓn se observan en los trofozo:!tos hemat:les en di

ferentes etapas de degradación, algunos han disminuido su tam<lño 

(flechas>. 
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Degr•ldaciÓn de eritrocitos por E.invadens.Después de 6 ho-

de incubaciÓn se observa una dis~~tinución en el número de ami-

bos con eritrocitos,asi como disminuci&n en el tamafio de los ~is-

IIOf> • 
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1Fig.7. DegradaciÓn de eritrocitos por E.invadens. El proceso 

¡.,digestivo se n.anifiesta por l<l disminución en el t11mafio de las VQ

cuolas,hllsto quedar reducidlls a grumos esferoid<lles<flechas),des

pués de 9 hor<ls. 
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Fig.B. DegradaciÓn de eritrocitos por E.invadens. Después de 12 

horas de incubaciÓn es posible observar una disminuciÓn tanto en 

el n~mero de amibas con eritrocitos,como en los eritrocitos/amiba. 
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Fig.9. Degradacidn de eritrocitos por E.invadens. Ocasionalmente 

se encontraron trofozo{tos con 10-15 eritrocitos en su citoplasma 

despu~s de ]2 horas de haber iniciado el proceso digestivo • 

. ·.: 
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Fig.10.Velocidad degradativa de eritrocitos humanos por Entamoeba 

invadens.Esta grafica muestra una disminucidn en el ndmero de eri 

trocitos por amiba conforme avanza el tiempo de incubacidn. La m&

xima degradaci6n es observada en las primeras 3 horas (de 5,5 a 

3,2 eritrocitos/amiba>;desp•Jés de 14 horas es dif'icil distinguir 

eritrocitos en el interior de las amibas. Los valores representan 

la media de 7 experimentos. 
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Fig.ll. E:·:peri111ento control. Se encontrÓ una ligera dis111inuciÓn 

(7%> en el n~mero de amibas con eritrocitos y en el de eritrocito 

por amiba <6.7 a 4.7> despuds de 12 horas de incubaci6n,cuando se 

realiz¿ la fagocitosis y degradaci6n de eritrocitos fiJados. Es-

tos resultados contrastanv ampliamente con los mostrados en las 

fig. 1 y 10. 
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t•ISCUSION : ~·~ .. 

Los presentes resultlldos demuestran que E. invadens una especie 

aisladll de reptiles,muestra una alta tasa fagoc{tica de eritro-

citos humanos in vitre .Estos resultados concuerdan con los obte-

nidos por Trissl y Martinez Palomo (32) en lo que se refiere al 

porcentaJe de amibas con eritrocitos,sin embargo muestran dife-

rencills en el nJmero de eritrocitos/amiba; 5.5 contra 4 

respectivamente. Esta diferencia adquiere mas importancia si to-

mames en cuenta que estos investigadores utiliz11ron 100 eritro-

citos por trofozoíto o seQ 10 veces•mas eritrocitos que en este 

estudio. 

La cullntificacidn de los eritrocitos fllgocitados fud facilitada 

por las siguientes condiciones: a> una cantidad 10 veces mayor 

de eritrocitos en relllci6n con las amiblls,lo que aumentd las po-

sibilidades de interaccidn en tiempos cortos,b) la lisis de eri-

trocitos libres y 11dheridos por medio shocK osmotico, el cual no 

daño a los trofozoítos y e) 111 tinciÓn de los eritrocitos fllgo

citados por medio de la reacciÓn a la bencidina, una tecnica 

citoquimica que facilit~ la visualizacidn de los eritrocitos den-

tro del citoplasmll de la amiba • 

. , 
>. 
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LQ adherenciQ constituye el priffier paso del proceso fagocltico y 

est~ ffiediado por receptores especificas principQlffiente de tipo 

lectinQs <33>, las cuales estQblecen una union de tipo no cova-

lente con receptores de los eritrocitos, por lo tanto la ausen-

cia de receptores en algunas affiibas pudierQ ser uno de los facto-

res responsables de las diferencias encontrQdas en relación a la 

capacidad fQgoc!ticQ de las subpoblaciones amibianas. 

Mucho se ha discutido sobre la posibilidQd de que los ffiedios de 

crecimiento sintetices alteran o pueden alterar las cQrQcteris

ticQs nativas de lQs c'lulas. Actualffiente Entamoeba invadens y 

otras especies se crecen en medios Qrtificiales y por lo tanto 

podrian estar suJeta Q alteraciones de sus procesos causados por 

el medio de cultivo. 

El hecho de encontr•lr una pobl•lciÓn de affiibas defectiva en fago-

citosis, hace pensar que el tieffipo de incubQciÓn entre amibas y 

eritrocitos pudiera haber sido insuficiente para que la totalidad 

de la poblacidn amibiQna estableciera contacto con los hematfes. 

Pero como lo demostraron Trissl y Martinez-Palomo en 1978,no exis 

te una relaci¿n entre el aumento del perÍodo de incubacidn y el 

aumento en el porcentaJe de amibas con eritrocitos. Estos Qutores 

incubaron E.invadens y E.histolytica con eritrocitos humanos du-

rante 3 horas y encontraron una tasa de fagocitosis semeJante a 

la alcanzada a los 30 ffiin, de incubaci~nC32),Una posible explica

cien para las diferencias en la capacidad fagoc~tica de la cepa 

IP-1 de E.invadens podria ser que los cultivos estan compuestos 
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de una mezcla hetereogenea de clonas. O bien que se encuentran en 

diferentes fases del ciclo celular. 

Es evidente que E.invadens posee una adecuada maquinaria enzima-

tica para digerir los eritrocitos humanos, como se demostro en 

este estudio,apoyados por el hecho de que en los controles no hu

bo degradaci~n de hemat{es. Durante varias decadas han existido 

algunas controversias concernientes a la naturaleza lisosomal de 

las vacuolas de E.histolytica y E.invadens. El problema se origi-

na porque en la gran m•lyor{•l de los lisosoiT,as encontrados en cé-

lulas animales, las enzimas lisosomales no se encuentran unidas 

a las membranas que limitan las vacuolasC34). En el caso de En-

tamoeba invadens ensayos citoquimicos y bioquimicos han demostra-

do que al menos una de las enzimas tÍpicas de lisosomas, la fos

fatasa dcida,no se encuentra en forma soluble,sino asociada a la 

parte interior de la membrana,tal como sucede en E. histolytica 

(26-2B>.Parece entonces que las vacuolas presentes en Eoinvadens 

son en realidad un tipo especial de lisosoma que contienen una 

variedad de enzimas hidroliticas,cuya actividad maxima podria ser 

•l pH •leido. 

De la misma manera que la presencia de trofozoftos que poseen una 

nula o baJa tasa fagoc{tica es un hallazgo raro,el hecho de encon 

trar amibas deficientes en degradacidn es un resultado no repor-

tado hasta el momento,el cual puede estar mediado por varios fac-

tores.Uno de ellos seria el hecho de que estas amibas carecen de 

las enzin•as hidrol.iticas. Por otra p•lrte Hart (35) ,ha R1encio~a.do 
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la import•lnci•l de los llaovimientos lisosol!a•lles para que l•l fusiÓn 

entre fagosomas y lisosomas pueda llevarse a cabo, Este autor 

sostiene que los agentes que afectan la fusion pueden operar di-

rectamente sobre esta o bien alterando los movimientos de los li-

sosomas y asi la frecuencia de su contacto. Posiblemente las ami-

bas deficientes en degradacidn no sean capaces de efectuar la fu

sidn entre fagosomas y lisosomas, y en consecuencia las enzimas 

hidroliticas aunque existan,no actuan sobre los eritrocitos, 

Bowers C36>,encontrd que Acantamoeba posee la capacidad de dis-

tinguir partículas nutritivas de las no nutritivas. Las particu

las no digeribles son rapidamente expelidas de las c4lulas,mien

tras que los materiales digeribles continuan su degradacidn en 

el interior de la célula, En los experimentos con los eritrocitos 

fiJados las amibas no pudieron distinguir entre particulas 

degradables y no degradables lo que indica que E. invadens no po-

se¿ los mecanismos que Acantamoeba. 

'· 
~··· 
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CONCLUSION~S 

1. En el presente estudio se encontrJ una elevada capacidad fago

cftica de Entamoeba invadens sobre eritrocitos humanos.Despuds de 

30 minutos de interaccidn un 82 % de la poblacidn presentd cuan-

do menos un eritrocito en su interior. 

2. Existe hetereogeneidad en la poblaci6n amibiana en lo que res-

pecta a su capacidad fagocftica,detectandose varias subpoblaciones 

entre las que sobresale un grupo que es defectivo en esta propie-

dad celular. 

3. E. invadens pose~ un adecuado sistema enzimatico capaz de de-

gradar eritrocitos. Al cabo de 12 horas de incubacidn solo el 7X 

de los trofozoítos fu~ positivo a la bencidina,lo que demuestra 

la presencia de organelos de tipo lisosomal en el citoplasma, los 

cuales son los unicos capaces de realizar esta actividad con 

tanta rapidez. 

4. Despu~s de 14 horas los trofozoftos de Entamoeba invadens de-

gradan completamente los eritrocitos. 

5. En los cultivos utilizados hubo trofozoítos con posibles alte-

raciones en su mecanismo digest~vo,ya que despu's de 12 horas de 

intera¿ci6n mostraron de 10 a 15 eritrocitos,la mayoría de ellos 

integras cuando se observaron al microscopio optico. 
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fACULTAD DE ClENCIAS 

A T E N T A M E N T E 
"PIENSA Y TRABAJA" 

Guadai.a.ja4a,Jal o.v{eJl!Me 28 de 1986 

l V~ec:to4 "\ --/ 
1 

"'&i:.r.LrM-~te:Ymo-o4 una 

c.c.p. El M.en C. Juan Mo4a Ga(¡y¡do, V~ec:to4 de Te4~.-P:te. 
c.c.p. El expe~en:te del alwnno. 

'mj4d 

BOULEVARD A TLAQUEPAQUE Y CORREGIDORA, S. R., 
G'CADALAJARA, JAL. 

TELEFONOS 17-58-29 Y 17-09-71 



Guadalajara, Jal., Enero S de 1987 • 

DR. CARLOS ASTENGO OSUNA, 
Director de la Facultad de Ciencias 
Universidad de Guadalajara, 
P r e s e n t e. 

Estimado doctor Astengo Osuna: 

• 

Por este medio comunico a usted que el sefior J. de 
Jes6s Ramirez Córdova~ Pasante de la Licenciatura 
en Biología, con n6mero de registro 07748839, ha 
concluido satisfactoriamente el trabajo de Tesis ti 
tulada: FAGOCITOSIS Y DEGRADACION DE ERITROCITOS HU 
MANOS POR Entamoeba invadensa, realizado en la Uni-=
dad de Investigacion Biomédica de Occidente del 
!.M.S.S. 

Asimismo le informo que he revisado el manuscrito de la 
resis y considero que cumple con los requisitos esta
blecidos por la Facultad. 

Sin más por el momento, aprovecho la ocasión para en
viarle un cordial saludo. 

Atentarnen e, 

M. EN C. 
Director 

MORA GALINDO 
Tesis 

. . . ....... ,_.,,;.~ 


