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INTRODUCCION

. . . ;. N
Entamoeba invadens es una especie de amibas parasita de reptiles

que fué descubierta en 19363 estd estrechamente relacionada con

Entamoeba histolytica y presenta varias caracter{sticas que se -

pueden aprovechar para realizar estudios de laboratorio como son

s 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 estudid a E. invadens independiente-

. P4 . .
temente de su posicion fllogenétlco Y su naturaleza potdgenn.

Ya que no existen trabajos relacionnados sobre los procesos diges—

tivos de E. invadens, este estudio ampliard la informacidn sobre

- P e ]

la Riologia del genero Entamoeba.




JUSTIFICACION

El estudio de los procesos digestivos de E.invadens es importan-

.te por el desconocimiento que se tiene de los factdres que deter~

minan la pntdgenicidod de esta especie de amibas.



ANTECEDENTES

En 1933 HRatcliffe y Geiman (1) describieron una enfermedad en
reptiles comparable con la amibiasis del hombre y ademas determi-
naron que la enfermedad estuvo asociada con una especie de Enta-
moeba estrechamente relacionada a Entamoeba hlstolytxco.

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

cautiveriosasociada a un tipo de Entamoeba y a este organismo a-
signd el nombre de Entamoeba invadens(2).Geiman y Ratcliffe (3)
después de un detallado estudio del organismo que aislaron de
reptiles infectados,concluyeron que era distinta de £, histo-

a1 la encontrada por Rodhain.

TAXONOMIA DIE E.invadens

Fhylum - Fro;;:;;;—_

Subphylum - FPlasmodroma

Clase 2 -~ Sarcodina . T
Subclase 1~ Rhizopoda |
Orden 3 - Amoebidae
anilioi3 - Endamoebidae
La familia Endamoebidne esta constituida por amibas porésitos Y
comensales} los trofozoitos son relativamente pequefios y viven en
el tubo digestivo de virios animales huéspedes,se multiplican por

fision binaria y el enquistamiento es comin. La diferenciacidn ge-

nerica esta basada en las caracteristicas nucleares(4).



Se han descrito 8 generos dentro de la familia Endamoebidae?

1) Endamoebn (Leidy 1879)

2) Entamoebn (Cnssagendri 189%)
3) lodomoeba (Dobell 1919)

4) Endolimax (Kuenen 1913)

5) Dientamoceba (Jepps 1918)

4) Martinezia (Hegner 1924)

7) Dhobelina (Bishop 1939)

8) Hydramoebn (Reynolds 1928)

Dentro del genero Entamoeba 4 son las especies mas conocidasid: o

1) Entamoeba histolytica (Schaudinn 1903)

- o (o o o S o o o

mente dindmica y pleomorficaycuya forma y motilidad son sensibles
a cambios en el medio.ambiente . Temperaturas abajo de los 20°C
producen aletargamientojslas amibas se vuelven,esféricns Yy se se-—
paran del sustratoymientras que aquellas gue producen agregados

tienden a disgregarse.,

El pleomorfismo de los trofozoitos de E.histolytica es evidente
cuando se examinan con microscopia electronica de barrido,en ellos

se distinguen varios lobopodos y una zona llamada uroide,que apo-



rece ¢nmo cuiayla maybria de la superficie celular es arrugada con
aberturas circulares que corresponden a vesiculas macro y micro-

. . : . . .
pinociticas(5). Esta descripcion se aplica a E.invadens.

doplasma en los canales fagociticos,en los que el ectoplasma apa-
rece como una regién de material fibrogranular,de mas baja densi-
dad que el endoplasma (&).La orgonizoci&n submicroscopicn del ci-
toplasma de E.invadens se caracteriza por la ausencia de organelos
diferenciodos presentes en células eucariotas tales comoireticulo
endopl&smico,compledo de Golgi,mitocondrias y centriolos (7).Ade~
mds los ribosomas libres son dificiles de identificar con el mi-
crdscopio electrdnico. En trofozoitos los ribosomds 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 cromatoide esta compuesto
principalmente por ribonucleoproteina (8). Ademds los ribosomas

poseen una velocidad de sedimentacidn igual a la de otras células

euycariotas.,

Poco se sabe sobre la organizacidn estructural y bioquimica del

citoesqueleto de las amibas del genero Entamoebajen E.histolytica
se han identificado microfilamentos aba,jo de la membrana, en los
sitios de adhesion al sustrato(9).Existen evidencias que sugieren
que estan compuestos de actina (10,11), Probablemente los trofo-

zoftos de E.invadens posean estos microfilamentos.



Microtubulos similares a los encontrados en células eutoriotos
han sido detectados durante la diferenciacidn de E,invadens(12).
Keller, (13) obtuvo evidencias indirectas que sugieren la pre—-—

~sencia de tubulina en quistes de E. invadens y menciona la posible

. . . 7 . .
participacion de ellos en la formacion de los cuerpos cromatoides.

La membrana plasmatica de E. invadens presenta la clasica upidad

de membrana y esta revestida por una cubierta de superficie for-
mada por carbohidratos. En E.histolytica la cubierta es de parti-
cular interds porque contiene ontigenoé amebicos y es apreciable

cuando se tife con ro.Jjo de rutenio,dicha cubierta esta formada por

filamentos uniformemente distribuidos en la superficie (14).

l.os trofozoitos de E.invadens presentan un nucieo que mide de 4-7
mume de diametro. Los agregados de cromatina éon usualmente uni-
formes en tamafo y uniformemente distribuidos dentro de la membra.
na nuclear.El cariosoma o endosoma es una pequena masa esferica de
aproximadamente 0.3 um. de didmetro,localizado en la parte central
del nucleo y es el sitio donde se lacaliza el INA mientras que la
llamada®*cromatina periferica®jaunque estructuralmente diferente a

los nucleolos puede funcionalmente compararse a los nucleolos de

eucariotas (1%5).

l.a divisidn de la amiba es por fisionh binaria y procede sin diso-
lucion de 1la membrana nuclear y sin formacidn de cromosomas
visibles(16).El ciclo completo de E.invadens consiste de 4 esta-
dos consecutivos llamados? trofozoitoyprequiste,duiste y metaquis-
te (16). El1 quiste es la fase responsable de la diseminacidn del

! . . . .
parasito y en consecuencia de la enfermedad! El enquistamiento ma-

10




. . . . . LA
sivo de E.invadens se puede inducir en medio axenico (17), los

quistes son esfédricos ,inmdviles,refringentes y estan cubiertos
por una pared de guitina (18),que mide en promedioc 100 nm. de

espesor (19).

METAEBOLISMO

. - . 4
El medio ambiente en el que se desarrollan las amibas del genero
Entamoeba es esencialmente anaerobio y requiere un ba.jo potencial
N N ’ N . . .
redox para su crecimienta optimo en cultivo,sin embargo las amibas

pueden consumir oxigeno(20).

E+ invadens requiere para su crecimiento carbohidratos como la
;lu;;;;_;_;olimeros de ella+.la captura de glucosa esta mediada
por un sistema de transporte especifico(21).El catabolismo difie-
re de la mayorin de los eucariotas,ya que no estan presentes mi-
tocondrias,citocromos y ciclo del acido citrico. Los productos
finales son bioxido de corbono,ocetdto y etanol} sin embargo la

la producidn de etanol anaerobicamente sobrepasa al acetnto 3!1,
mientras.que aerobicamente la relacidn es inversa. Se ha demos~-
trado que 1la glucdlisis amebica tiene los mismos intermediarios
que la glucdlisis cldsicay pero que las enzimas son diferenteg y
el pirofosfato inorg&nico es utilizado como una fuente de energiu

(20).

11



Harlow (22), ha encontrado una transhidrogenasa asocinda con la
NAIFH diaforasa que provee un medio anaerobico de oxidacidn del

NADH,diferente del sistema encontrado en mitocondrias.

FATOGENICIDAD

El termino patogenicidad es usado para denotar la habilidad ge-
neral de un organismo para producir enfermedad,mientras gque vi-~
rulencia se refiere al grado de aquella habilidad pero ba.jo cier-

. . / .
tas condiciones especificas.

ca y E.invadens se refiere a los factores que determinan 1la viru-
;;nci; ;;I_;;;;sito. La iniciancidn de la amibiasis resulta de 1a
ruptura del equilibrio huesped—pnrésito que es mantenido mientras
estos pordsitos son restringidos a su fase comensal.lLa actividad

potdgeno de la amiba ha sido dividida en 4 estados! adhesidn,ci-

tolisis dependiente de contactoyfagocitosis y degradacibn (23),

E+« histolytica y E invadens se adhieren a una gran variedad de

celulas} aunque los troforoitos probablemente no se adhieren du-
rante su fase comensal.Estudios recientes utilizando el ciego del
cobayo, demuestran que una interferencia con la adhesidn blogquea
la actividad citotoxica de la amibasesta interferencia es mediada
principalmente por bacterias(Mora-Galindo y Gonzalez Robles datos

no publicados).

12




El efecto citopntico de 1la amiba no puede ser atribuido a wuna

. ./ . . . .
simple accion,sino a el efecto combinado de varios mecanismos qui-

. /. . /.
micos y mecanicos. En la amibiasis invasora estos parasitos fa-
gocitan pequenns porciones de la periferia de las celulas blan-
cosnccidnes que provocan el rompimiento de 1o membrana plasmitica
y que resulta en la ruptura de 1la c€lula y la subsecuente lisis
celular(23), For otra parte se ha demostrado que en sonicados de

’

E, invadens contienen componentes toxicos para eritrocitos de --

hamster y raton (24).

Mc. Coonachie (25),observo que E.invadens no ingiere eritrocitos
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.histolyticn. Fosteriormente

tar eritrocitos humanos.

La maquinaria degradativa de E.invadens y E.histolytica es una
compleda 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 dcida 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 E.histolytica. Kobayashi y Takeuchi (28) de~
tectaron sobre la membrana plsmAtica una ATPasa dependiente de
Cat2 y Mg+2 y sobre la superficie interna de la mayoria de las va-
cuolas,ndends estos autores identificaron AlPasa dependiente de

Ca+2 , tiamino pirofosfatasa dependiente de Cat+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 Sepulveda(29),quie-
nes reportan que entre 10 y 30 minutos, los trofozoitos digieren
hasta la desintegracidn y casi desaparicidn las células intesti-
nales.S5in embargo no existen datos sobre la velocidad de degrada-

cidn de material fagocitado por E.invadens.

4 . kY
En tesumen la accion patdgena tanto de E. invadens como de E. his

tolytica se logra por la combinacidn de factores quimicos y meca-
nicoss La lisis celular producidas por toxinas o por fagocitosis
de una porcidn de la membrana,es seguida por la ingesticn de los

restos celulares por medio de fagocitosis y finalmente la degra-

dacidn de la célula dentra de los fagolisosomas,

i4



HIPOTESIS

Los trofozoitos de Entamoeba invadens son capaces de degradar

eritrocitos humanos,



DBJETIVO

El objetivo de este trabajo fu€ determinar la cupacidud fagoci-

tica y dégrudativa de eritrocitos humanos por Entamoeba invadens

ERR S
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MATERIALES Y METODOS T

CEFA Y CONDICIONES DE CULTIVO

Se utilizd la cepa IP-1 de E. invadens,cultivada en condiciones
axénicas a 25* € y crecida ;n ;;;;;—QE—S-BB (30), suplementado
con 157 de suero bovino{inactivado previamente a 56° C durante

30 min ) y con 3% de mezcla de vitaminas de Diamond; el pH del

medio fue de 6.8,

RESIEMERA

l.as células fueron incubadas en uA bafio con hielo y agun durante
S minutos para provocar la separacidn de las amibas de las pare-
des del tubo y posteriormente fueron sembradas en tubos de 16 x
25 mm con tapon de rosca.Fara los experimentos,los cultivos fue-

ron tomados en fase logaritmica de crecimiento,el numero de cély~
b
las se a.justo de 0,5 -~ 1X10/ml  y se resuspendieron en médio de

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

OBTENCION Y PREFARACION IE ERITROCITOS

Se obtuvieron eritrocitos humanos grupo A Rh (+){siempre el mis-
mo donador)yen condiciones estériles y se lavaron dos veces con
solucidn salino Fisiolégico.Los eritrocitos se almacenaron a 4°C
en solucidn salino Fisiolégicn con heparina po; no mas de 15 dias
El numero de eritrocitos fu€ ajustado a 1 X 10 /ml y;se resuspen-

. ) g . s y
dieron en solucion fisiologica para su posterior utilizacion.

17




FAGOCITOSIS

B et LI R oo

e los tubos de cultivo con trofozoitos en fase logoriimico se u-
tilizo 1 X 10 amibas y se incubo con 1 ml.de suspensidn de eri-
trocitos(iXig) durante 30 min.a 25°C,Finalizada la incubacidn se
detuvo la fagocitosis al agregar 10 ml. de agua destiladaycon lo
que se provocd rompimiento de los hematies libres y adheridos.
El tubo se centrifugé a 650 g durante S min., se decantd y se
resuspendié la pastilla en 2.5 ml de médio RI-5-33}; la muestra
fued dividida en 6 alicuotas de 0.5 ml .La primera se fijo inmedia
tamente con 1 ml de glutaraldheido al 2% en amortiguador de fos-—
fatos 0.1 My pH 7.4 durante 30 min, despu€s se lavo con amorti-

guador de cacodilatos pH 7.4,se resuspendié en el mismo amorti-

guador y se almacend a 4°C hasta la tincion de los eritrocitos,

El sequndo grupo se fijd después de 3 horas de incubacidn a 25°C
en médio BI-5-33, de la misma manera que el anterior y se resus-
pendié en el amortiguador de cacodilatos. Las muestras 3:;4,5 y 6
se fijaron despues de 6,9,12 y 14 horas de incubacidn a 25°C en me-
dio de crecimiento,para ello se siguio el mismo procedimiento que

en los casos anteriores.Los experimentos fueron realizedos al me-

nos por triplicado.

18




TINCION Y EVALUACION DE ERITROCITOS FAGOCITALOS

Fara visualizar adecuadamente los eritrocitos fagocitados se uti-
1izo el metodo de Novikoff et.,al.(31),para la demostracidn de pe-
roxisomasycon el cual se tifien los eritrocitos localizados en el
~interior de las amibas. A las células fiJjadas se les descartd el
amortiguador, se lavaron con TRIS-HC1 0,05 M pH 7.6yse concentra
ron por centrifugacidn a 450 g durante S 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-
gregaron 0.02 ml de agua oxigenada al 10% y se incubg 30 minutos a
temperaturn ambiente,en obscuridad y con uqitociéh cada 10 min.Las
preparaciones se lavaron 2 veces éon TRIS-HC1 0.05 M y se concen--
traron por centrifugncidn a 350 g durante S min. lie la suspen-
pensién se hicieron preparaciones en fresco y se contaron los
eritrocitos ingeridos en 100 amibas elegidas al az=ar y se calcu-
16: a) el promedio de amibas que fagocitaron eritrocitos y b) el

promedio de eritrocitos por amibas.

EXFERIMENTOS CONTROL

——— e ——— - o o ot o

diciones que se mencionan arriba fueron utilizadas para los con-

troles.

19
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Control Numero 1.

Se incubo 1 ml de amibas con 1 ml de eritrocitos dhronte 30 min.,
se agregaron 10 ml de agua destilada para provocar el rompimien-
to de los eritrocitos no fagocitados,se centrifugd, se decantd y

-] suspendié la pastilla en 1 ml de glutaraldheido al 2%.La fi.ja-
cidn se realizo durante 30 min, inmediatamente despues se lavg 2

veces con omértiguador de cacodilatos y se resuspendid en ﬁédio

de crecimiento., La muestra fué incubnda durante 24 horas y poste-
riormente se tifieron los eritrocitos y se calculd el promedio de

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

miba.,

Control Numero 2.

Los eritrocitos fueron fi.jados durante 30 minutos con glutaral-
dheido al 2%,posteriormente se lavaron exhaustivamente con so}u—
cion Fisiolégica y se resuspendieron en 1 ml de 1la misma solu-
cidn.Fara la fagocitosis de eritrocitos fi.ados, se incubo 1 ml
de amibas suspendidas en RI-5-33 con 1 ml de eritrocitos. Foste~
riormente los eritrocitos no fagocitados fueron separados de las
amibas por medio de lavados sucesivos con solucidn salino fisio-
légico,después de gue estos se adhirieron al sustrato, Los trofo-
zoitos fueron resuspendidos en 2,5 ml de KI-5-33; la muestra fud
dividida en S alicuotas e incubada durante ¢ 0,3,6,9 ¥ 12 horas
respectivamente. La tincidn de eritrocitos fagocitados se realizad
del modo descrito anteriormente.

Ambos controles fueron realizados por triplicado.

20




RESULTADOS

la cepa IF-1 se determind depuds e 30 min de interaccidn y como
se observa en la fig. 1,el 82 %Z de las amibas presentaron eritro-
citos en su interior.De la poblacidn de trofozoitos en los culti-
vos utilisados, se pudieron distinguir cuatro subpoblaciones en
base a su eficiencia fagocitica (Fig.2). Entre ellas un grupo de
trofozoitos fue deficientes en fagocitosis vy correspondid al 18%
de la poblacidn total. La gran mayoria de las nm;bus del cultivo
(70.4%) fueron ceélulas que fagocitaron de 1-10 eritrocitos. Un
10.¢4% de trofozoitos presentaron de 11-20 eritrocitos, mientras
que solo el 1 X% restante de la poblacidn ingirio mas de 20 eri-

trocitos.

En la fig. 3 se muestra un panorama de 1la poblocidn amibianag
4 - . Ky . .
despues de 30 min de interaccidn con eritrocitos. Estos se ob-

servaron como cuerpos redondos densos,en un fondo transldcido que

es el citoplasma de la amibaj; en la misma figura se observan va-
rinciones en el numero de eritrocitos/amiba en las diferentes célu
las, entre las que sobresalen trofozoitos incapaces de ingerir he-
maties., En la fig.4 se observa un trofozoito con 22 eritrocitos en

su interior y otro incapaz de fagocitar.
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Lurante el ensayo de la fagocitosis de eritrocitos fué posible
distinguir claramente las dos etapas basicas de la eritrofagia
a) adhesidn de los hematies a la superficie celular y b) incorpo-
racidn de los eritrocitos al interior de la célulaj no sin antes
sufrir unn deformacidén al atravezar la membrana plasmdtica. En
general los trofozoitos se observaron muy vacuolados, y no'fué

. : ’ :
posible observar la fusion entre fagosomas y lisosomas.

No se distinquié una polaridad funcional de los trofozoitos en lo
que se refiere a la fagocitosis, las amibas fueron capaces de en-
gullir hematies por cualquier parte de su superficie, formando
generalmente un pequeno velo citoplasmico que envolvio a las ce-

lulas,

[urante el proceso digestivo los hematies disminuyeron de tamafio
sin perder su redondez,hasta quedar reducidos o pequefos cuerpos
(figs S - B8). Ocasionalmente después de 12 horas de digestidn e~
®istieron trofozoitos que presentaron en su interior de 10 o 15

eritrocitosyla mavoria de estos se observaron integros al anali~-

zarlos con el microscopio optico (Fig.?).
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La cuantificacidn de los eritrocitos fud posible gracias a la tin-
cion utilizaday, en 1la fig.l se muestra el porciento de trofozoi-~
tos con eritrocitos en su interior en funcidn del tiempo, lo cual
es un reflejo de la velocidad degradativa de eritrocitos por E,.
invadens.Se encontro una clara disminucidn en el numerc de amib;s
con eritrocitos conforme avanzo la etapa digestiva (Fig.5 ~ 8 ),
1a mdxima degradacion se realizd en las primeras 3 horas de incu-
bacidn (30X aprox.).lle las & a las 12 horas el proceso continuo en
una forma relativamente constante y a las 14 horas no fue posible
distinguir eritrocitos lo que indica que este tipo de c€lulas son
degradados en un lapso de 14 horas aproximadamente,Cuando se com-
pararon los resultados de los diférentes tiempos entre si exig --

tieron diferencias estadisticamente significativas,

La fig.10 muestra el nudmero promedio de eritrocitos/amiba en los
diferentes periodos de incubacidn.El avance en el proceso diges-
tivo se maniéesté por un descenso en el numero de eritrocitos en
-relacion al tiempo.Al igual que en la fig.l la maxima tasa diges~

tiva fue lograda durante las primeras 3 horas,

Los resultados del experimento control 2 se muestran en la fig.li
se observo una ligera disminucidn en el nimero de amibas con eri-
trocitos(?Z),después de 12 horas de digestidn.Asi mismo se encon-
tro una disminucidn en el nidmero de eritrocitos/amiba, de 6.7 a
4,7 al termino de 12 horas de incubacidn. Por otro lado el control
con amibas y eritrocitos fijados no mostrd cambios despuds de 24
horas de incubacidn en E1-8-33, comparados con los trofozoitos a

los 30 minutos de incubacidn.
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"Fige.l.Velocidad degradativa de eritrocitos humanos por E.invadens
Después de 30 min..de interaccidn se encontro un 82 % de trofo-
zoitos con hematies en. su interior,este porcentaje se tomo como
tiempo 0:0 para la evaluacion de la degradacidn, La mdxima di-

gestidn es observada despuds de 3 hrs.de incubacidn(30%).Al ter-

N 4 . N .
mino de las 14 horas no se observaron amibas con eritrocitos.

Los valores representan la media de 7 experimentos realizados.
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Fig.2. Tasa fagocitica de subpoblaciones de E.invadens, Cuatro

subpoblaciones de amibas se agruparon en bus; ;—;;_E;;ocidod fa=
gocitica. La mas numerosa (70.4%) corresponde a trofozoitos con
1-10 eritrocitos; el 10.62 presenta de 11-20 hematies } un 18%
son defectivas en esta capacidad y solo el 1% de la poblocidn
muestra de 21-30 eritrocitos/amiba. Los valores representan la

media de 7 experimentos,
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Fige3. Subpoblaciones de E.invadens. Fanoramica de_lo.poblocién
de trofozoitos despues de 30 min de interaccidn con eritrocitos
es posible observar la hetereogeneidad del cultivo en su copaci-

dad fagocitica.,

26




tra 2 trofozoitos despuds de 30 minutos de interaccidn con eri-

trocitos,se observan marcadas diferencias en su capacidad fagoci-
tica,mientras una amiba presenta 22 hematies, la otra es incapaz

de fagocitarlos,
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'Fig.5 Degradacion de eritrocitos por E.invadens. Despuds de 3

: . ! -
horas de digestion se observan en los trofozoitos hematies en di-

ferentes etaupas de degradacidn, algunos han disminuido su tamafo

- (flechas),

28




rgg de incubacidn se observa una disminucidn en el ndmero de ami-
b

¥ . . . . . . - .
15 con eritrocitosrasi como disminucidn en el tamafio de los mis-

llOé:'p .
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Fig,7. Degradacidn de eritrocitos por E.invadens. E1 proceso’
digestivo se manifiesta por la disminucidn en el tamafio de las va-
cuolas,hasta quedar reducidas a grumos esferoidales(flechas),des~-

pués de 9 horas.
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 Fig.8., Degrodncién de eritrocitos por E.invadens. Despueés de 12

. - 2 . . . - 7
horas de incubacion es posible observar una disminucidn tanto en

: ’ Py Iy 3
el numero de amibas con eritrocitos,como en los eritrocitos/amiba.
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Fig.?. Degradacidn de eritrocitos por E.invadens. Ocasionalmente

/ N . -
ge encontraron trofozoitos con 10~15 eritrocitos en su citoplasma

despues de 12 horaes de haber iniciado el proceso digestivo.
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Fig.10.Velocidad degradativa de eritrocitos humanos por Entamoeba

9 . N . ra
trocitos por amiba conforme avanza el tiempo de incubacion. La ma-

Ximn degrndacién e@s observada en las primeras 3 horas (de 5.5 a
342 eritrocitos/omibo);después de 14 horas es dificil distinguir
eritrocitos en el interior de las amibas, Los valores representan

F 1a media de 7 experimentos.
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ﬁig.ii. Experimento control. Se encontrd una ligera disminucion

_(77() en el numero de amibas con eritrocitos y en el de eritrocito
por amiba (6.7 a 4.7) después de 12 horas de incubacidn,cuando se
re-nlizc; la fagocitosis y degradacion de eritrocitos fijados. Es~
"t.os resultados contrastanv ampliamente con los mostrados en las

flq' 1 Y 10,
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DISCUSION

Los presentes resultados demuestran que E. invadens una especie

aislnda de reptiles,muestra una alta tasa fagocitica de eritro-

citos humanos in vitro .Estos resultndos 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-

. ’ . . -
rencias en el numero de eritrocitos/amiba; 5.5 contra 4

respectivamente, Estn diferencin adquiere mas importancia si to-

mamos en cuenta que estos investigandores utilizaron 100 eritro-
. “ . -

citos por trofozoito o sea 10 veces mas eritrocitos que en este

estudio.

La cuantificacion de los eritrocitos fagocitados fué facilitada

por las siguientes condiciones! a) una cantidad 10 veces mayor

de eritrocitos en relacién con las amibas,lo que aumento las po~
sibilidades de interaccidn en tiempos cortos,b) la lisis de eri-
trocitos libres y adheridos por medio shock osmotico, el cual no
dafio a los trofozoitos y c¢) la tincidn de los eritrocitos fago-
citados por medio de la reaccién a la bencidina, unae tecnica

citoquimica que facilitd la visualizacidn de los eritrocitos den-

tro del citoplasma de la amiba.

E
b

35




La adherencia ?onstituye el primer paso del proceso Fugoc{tiéo b4
estd medindo por receptores especificos principalmente de tipo
lectinas (33}, las cuales establecen una union de tipo no cova-
lente con receptores de los eritrocitos, por lo tanto la ausen~
cia de receptores en algunas amibas pudiera ser uno de los facto-
res responsables de las diferencias encontradas en relacidn a la

capacidad fagoc{tica de las subpoblaciones amibianas,

Mucho se ha discutido sobre la posibilidad de que los medios de
crecimiento sinteticos alteran o pueden alterar las caracteris~
‘ticas nativas de las células, Actualmente Entamoeba invadens y
otras especies se crecen en medios artifici;I;;‘;_;;f—I;—;;;;o

podrian estar sujeta a alteraciones de sus procesos causados por

el medio de cultivo.

i
i

El hecho de encontrar una poblacidn de amibas defectiva en fago-
citosisy hnce pensar que el tiempo de incubacidn entre amibas ¥

eritrocitos pudiera haber sido insuficiente para que la totalidad
de 1a poblacién amibiana estableciera contacto con los hematies.
Pero como lo demostraron Trissl y Martinez-FPalomo en 1978,n0 exis
te wuna relacidn entre el aumento del periodo de incubacion y el

aumento en el porcentaje de amibas con eritrocitos. Estos autores

rante 3 horas y encontraron una tasa de fagocitosis semejonte a
la alcanzada a los 30 min., de incubacion(32),Una posible explica-
cion para las diferencias en la capacidad Fogocftico de la cepa

IP-1 de E.invadens podria ser que los cultivos estan compuestos

. o n e s e g
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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-~
ticn para digerir 1los eritrocitos humanos,y como se demostro en
este estudioyapoyados por el hecho de que en los controles no hu-
bo degradacidn de hematies. Iurante varias decadas han existido
algunas controversias concernientes a la naturaleza lisosomal de
las vacuolas de Eshistolytica y E.invadens, E1 problema se origi-
na porgue en 1la gran mayorin de los lisosomas encontrados en cé-
lulas animales, las enzimas lisosomales no se en;uentrnn unidas
a las membranas que limitan 1las vacuolas(34)., En el caso de En-

| tamoeba invadens ensayos citoquimicos y biogquimicos han demostra-

do gque nl menos una de las enzimas tipicas de lisosomas, la fos-
fatasa dcidasno se encuentra en forma solublessinc asociada a la
parte interior de la membranar,tal como sucede en E. histolytica

son en realidad un tipo especial de lisosoma que contienen una

variedad de enzimas hidroliticas,cuyn actividad maxima podria ser

a pH acido.

- . 4
e 1la misma manera que la presencia de trofozoltos que poseen una

niula o bagja tasa Fagocitico es un hallazgo rarosel hecho de encon
. P 2

trar amibas deficientes en degradacion es un resultado no repor-

tado hasta el momentosel cual puede estar mediado por varios fac-—

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

las enzimas hidroliticas. Por otra parte Hart (3%5),ha menciodado
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la importancia de los movimientos lisosomales para que la fusion
entre fagosomas y lisosomas pueda llevarse a cabo, Este autor
sostiene que los agentes que afectan la fusion pueden operar di-
rectamente sobre estn o bien alterando los movimientos de los li-
sosomas Y asi la frecuencin de su contacto. Fosiblemente las ami-
bas deficientes en degradacidn no sean capaces de efectuar la fu-

. 4 . . .
sion entre fagosomas y lisosomas, Y en consecuencia las enzimas

hidroliticas aunque existanyno actuan sobre los eritrocitos.,

Bowers (34)sencontrd que Acantamoeba posee la capacidad de di;-
tinguir particulas nutritivas de las no nutritivas. Las particu-
las no digeribles son rapidamente expelidas de las células,mien~
tras que los materiales digqeribles continuan su degrndocidn en
el interior de la célula. En los experimentos con los eritrocitos
fi.jndos 1las wamibas no pudieron distinguir entre particulas

[4 2
see los mecanismos que Acantamoeba.
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CONCLUSIONES

i. En el presente estudio se encontro una elevada capacidad faqo-

citica de Entamoeba invadens sobre eritrocitos humanos.Después de

30 minutos de interaccidn un 82 % de la poblacidn present& cuan-

do menos un eritrocito en su interior.

2, Existe hetereogeneidad en 1a poblacién amibiana en lo que res-
pecta a su capacidad anocitico,detectondose varias subpoblaciones
entre laos que sobresale un grupo que es defectivo en esta propie-

dad celular.,

gradar eritrocitos. Al cabo de 12 horas de incubacidn solo el 7%
de 1los trofozroitos fud positivo a la bencidina,la 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, Después de 14 horas los trofozoitos de Entamoeba invadens de-

gradan completamente los eritrocitos.

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

raciones en su mecanismo digestiva,ya que después de 12 horas de
. .o, 4 N N
interaccion mostraron de 10 a 15 eritrocitos,la mayoria de ellos

integros cuando se observaron al microscopio optico.
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