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TITULOD:

Fagocitosis vy digestion de Tricomonas vaginalis por
dos diferentes especies y cepas de Entamoeba.



RESUMEN

Los trofozoitos de E. histolytica fagocitan gran variedad
de células, tanto in vivo como ip vitro y se ha demostrado su
habilidad para fagocitar otros protozoarios.

Nuestro objetivo fue determinar si E. fhistolytica y E.
invadens son capaces de fagocitar Tricomonas vaginalis
establecer si existen diferencias en la habilidad de ingestidn
y digestidn de las células blanco entre diferentes cepas
amibianas. Se utilizaron trofozoitos de T. vaginalis de la
cepa GT-1y de las cepas de HK9 y HM1 de E. histolytica; las
cepas de amibas se caracterizan por tener diferente virulencia,
y fueron cultivados en BI-3-33 a 37°C. Se usaran ademas amibas
de Entamoeba invadens cepa IP-1 cultivados en mismo medic a
26°C. Para los ensayos de fagocitosis se mezclaron suspensiones
de tricomonas con las amibas en proporcién de 9:1 y se
incubaron durante 13, 30 y 60 min; para evaluar la digestidn
las proporciones fueron de 1:1 y los tiempos de incubacidn de
1.3, 3, 4.9y & h posfagacitosis, las ensayos se realizaron a
la temperatura dptima de cada especie de amiba. Para inhibir
la fagocitosis las muestras se incubaron en un baro de hielo-
agua y se realizaran preparaciones en fresco para determinar el
parcentaje de amibas fagociticas y el nimero promedio de
tricomonas fagacitadas, en cien células amibianas de cuanda
menos tres experimentos por triplicado. El andlisis estadistico




se realizd mediante andlisis de varianza y la t de Student para
determinar si existen diferencias entre cepas y la vida nedia
de las tricomonas se calculd mediante regresidn lineal. Las
tres cepas amibianas fueron capaces de fagocitar I. vaginalis y
se observaron diferencias estadisticamente significativas entre
las dos cepas de E. histolytica a los 13 min de interaccién,
Entre E. histolytica vy E invadens esta diferencia fue més
evidente, en los ensayos de digestién no se observaron
diferencias significativas entre las cepas de E. histolytica.
Al ser fagocitadas las tricomonas mostraban gran movilidad en
el interior de las vacuolas amibianas, caracteristica que
disminuyé paulatinamente, posterior a esta perdida de movilidad
se observé la degradacidn progresiva de las tricomonas hasta
desaparecer por completo despues de las seis horas de
digestidn. La vida media promedio de las tricomonas fue de 3 h
en ambas cepas de E. histolytica.
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INTRODUCCION



INTRODUCCION

Entamoeba histolytica es un protozoario pardsito del
hunano ~descubierta por Lesh en 1870 y denominada asi par
Schaudinn en 1903, esta amiba puede habitar en forma de
comensal en el intestino del hombre o bien bajo ciertas
circunstancias puede cambiar su comportamiento y - causar
enfernedad, incluso la nuerte. Las caracteristicas de las
anibas que han sido relacionadas con la patogenicidad son: 3!
susceptibilidad a aglutinar con concanavalina A, b) cargas de
superficie, c) Adhesidn a células epiteliales, d) capacidad de
praducir efectos liticos en células cultivadas, el Fagocitosis
y f) produccién de colagenasa y otras enzimas. La fagocitosis
es una de las propiedades que ha sido ampliamente estudiada v
se ha determinado que los trafozoitos de diferentes cepas de L.
histolytica pueden fagocitar eritrocitos humanos, tanto in
vivo como in vitro y que esta actividad es mayor en cepas con
alta virulencia que en cepas de virulencia atenuads. E.
invadens, amiba pardsita de reptiles también posee la habilidad
de fagocitar eritrocitos de mamifero. La capacidad fagocitica
de Entamoeba no se limita solo a eritrocitos sino que va mds
alla, pues se ha observado en diferentes estudios, fagocitosis
de granulos de almidon, bacterias, esferas de latex
protozoarios. As: mismo, se ha reportado la presencia de
enzimas liticas que pudieran estar involucradas en el proceso
de digestién. Este Gltimo proceso, sin embargn, ha sido poco
estudiado.




Las investigaciones realizadas para conocer el proceso de
fagocitosis han sido realizadas con particulas inertes, o bien
con células inmoviles. A pesar de que en la literatura existe
un reporte de fagocitosis de Leishmania mexicana por Entamoeba
histolytica, se desconoce si la fagocitosis de células néviles
(por ejemplo tricomonas) por Entamoeba depende de la virulencia
de la cepa amibiana; ademas no se sabe si el ndmero promedio de
ceélulas moviles fagocitadas por cada trofozoito amibiano es
similar o diferente a lo que sucede con eritrocitos. En cuanto
a la cinética de digestidn, unicamente se ha analizado la
relacionada con eritrocitos. En el presente trabajo estudiamos
la actividad fagocitica in vitro de trofozoitos de E.
histolytica y de E. invadens, mediante el uso de Trichomonas
vaginales como célula blanco; asi mismo se evalla la actividad
digestiva en las amibas despues del pulso determinadc de
trofozoitos de T. vaginalis.
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JUSTIFICACION:

Los diferentes estudics sobre la fagocitosis por
Entamoeba se han realizado con material particulado inerte
y/o con células inmoviles y se ha determinado su capacidad
de fagocitarlas y digerirlas, pero no se ha determinado si
estas actividades amibianas se efectuan con células que
poseén gran movilidad como es el caso de Trichomonas

vaginalis.



ANTECEDENTES



ANTECEDENTES

Entre los organismos clasificados como protozoarios,
existen diferentes especies de amibas del género Entamoeba; las
especies que han sido mds estudiadas son E. histolytica y E.
invadens. La primera por ser una amiba pardsita del hombre la
cual fue descubierta por Lesh en 1875 y nombrada asi por
Schaudinn en 1903. E. invadens (Rodhain, 1934) es una amiba
parasita de reptiles, y la importancia para su estudio radica
principalmente en la gran similitud que presenta en su ciclo
vital con el de Entamoeba histolytica y porque se ha logrado
enquistar masivamente en cultivos axénicos. Ambas especies
presentan una fase movil llamada trofozoito, el cual es una
celula altamente dindmica y pleomdrfica y otra fase inmovil e
infectante denominada quiste, este Gltimo es la forma de
resistencia del pardsito.

La infeccidn por Entamoeba histolytica puede ser
asintomdtica o sintomdtica, cuando se presenta esta (ltima
puede causar enfermedad severa e incluso la muerte. Lo anterior
puede depender de factores relacionados con el pardsito o con
el huesped o ambos. Los trofozoitos de Entamoeba histolytica
miden entre 7 y 40 um de didmetro, generalmente san
pleamdrficos, aunque en ocasiones se observan alargados, con un
lobopodio  protuberante y un uroide, ademas se pueden observar
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pseudopodos de diversos tamanos, abundantes filopodios de
diferente longitud y protusiones esferoidales lisas, la mayor
parte de su superficie tiene una apariencia arrugada con
aberturas circulares de entre 0.2 a 0.4 um de didmetro, que
corresponden a las bocas de las vesiculas micropinociticas; los
estomas salientes de los canales macropinociticos son  mds
qrandes de entre 2y b um de didnetro (Gonzdlez-Robles ¥
Martinez-Palomo, 1982). La célula presenta una locomocidn
rdpida, en cultivos poliaxénicos alcanzan una velocidad de
hasta 30 um por segundo, pero esta capacidad disminuye en
trofozoitos cultivados axénica y monoaxénicamente, £l
citoplasma de E. histolytica se divide en endoplasma y
ectoplasma, en el primero se presentan abundantes vacuolas vy
particulas citopldsmicas mientras que el segundo aparece como
una regién de material fibrogranular de baja densidad a los
electrones.

Estudios con microscopia electrdénica han revelado
-que los trofozoitos de E. histolytica carecen de varics
organelos tipicos de las celulas eucaridticas; por ejemplo
mitocondrias, complejo de Golgi, reticulo endopldsmico y
centriolos. Una gran proporcién de su citoplasma esta ocupado
por vesiculas y vacuolas de tamano muy variable que va desde
0.0 a 9 um de didmetro, las cuales estan limitadas de membrana
derivada de  regiones intermalizadas por micro  y
macropinocitosis, asi como por fagocitosis, la membrana de
estas vesiculas y vacuolas mide aproximadamente 10 nm de



espesor. Ultraestructuralmente se pueden identificar diferentes
tipos de vacuolas: alvacuolas fagociticas, b)  vacuolas
macropinociticas, c) vacuolas micropinociticas, d) lisosomas
primarios, e) lisosomas secundarios, f) cuerpos residuales y g)
vacuolas  autofdgicas, -los primeros tipos probablemente
representan algun Fenomeno de endocitosis (Martinez-Palomo

1982) .
Las enzimas se encuentran en forma soluble en los

lisosomas  tipicos; en el caso de las vacuolas de E.
histolytica, mediante ensayos de aislamiento y posteriormente
andlisis citoquimicos y bioquimicos de porciones de membrana,
indican que la fosfatasa dcida no se encuentra en forma
soluble, sino que constituye parte integral de la membrana y su
actividad se encuentra principalmente asociada con la membrana
vacuolar mds que estar libre en el interior de la vacuola.
Estudios citoguimicos ultrastructurales sugieren que la
membrana plasmdtica de los trofozoitos tambien contienen
actividad de fosfatasa dcida.
8= pueden distinguir dos tipos de vacuolas en base al
aspecto de su superficie, al analizar las células en replicas
de criofractura, las mds abundantes son las que tiemen wun
contorno liso, mientras que otras aparecen con pequenas
elevaciones, el significado de ésto no se ha determinado
(Martinez-Palomo 1976).
Aunque E. histolytica carece de un reticulo endoplédsmico vy
conplejo de Golgi, se ha notado la presencia de un reticulo
membranoso compuesto de finos tubulos; este sistema puede ser
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interpretado como contraparte del tipico reticulo endoplasmico
liso; cuando esta presente se encuentra formado por tubulos de
aproximadamente 20 nm de didmetro.

Ciertos productos amibianos son liberados por los
trofozoitos, entre los que se incluyen toxinas capaces de darar
células en cultivo y enzimas que facilitarian la invasién de
tejidos sdlidos por el pardsito. Sin embargo aun no se ha
determinado si estas moléculas son canalizadas por medio de
compartimientos ligados a la membrana a través de la superficie
celular o si permanecen adheridos como componentes de membrana.
Por otra parte se ha reportado la presencia de proteasss en
nembrana. La membrana plasmatica de E. histolytica y la
cubierta celular es mds gruesa (aproximadamente 10 nm de
espesar) que los componentes correspondientes de los globulas
rojos de mamiferos y presenta la cldsica unidad de membrana de
las membranas bioldgicas, esta membrana esta rodeada por uma
cubierta celular que se hace notar al ser tedida con rojo de
rutenio o azl alciano, se ha demostrado que esta cubierta es
nds prominente en amibas obtenidas de lesiones del colon,
abscesos hepaticos y las cultivadas monoxénicamente (12.8 nm)
que en aguellas cultivadas axénicamente en las que su espesor
aproximado es de 10 nm. Mediante la visualizacidn
ultraestructural por técnicas de criofractura y con microscopio
electrdnico de barrido de la superficie de trofozoitos activos,
se determind la existencia-de endositosis y exocitosis, E.
histolytica presenta ademas la capacidad para distribuir



polarmente companentes de la superficie (capping) los cuales se
acunulan en la parte posterior de la célula o uroide (Martinez-
‘Paloma y col, 1980). El nicleo es generalmente poco notable
cuando las amibas son estudiadas con microscopia dptica de
campo claro, pero es notoric cuando son observadas  al
microscopio de contraste de fases o microscopia e
interferencia de Normasky, el nicleo mide entre 4 y 7 um de
didmetro. La membrana nuclear esta resaltada por una capa
delgada y uniforme de granulos cromatinicos, los cuales le dan
al nicleo la apariencia de un anillo. Cuando se examinan
trofozoitos vivos, se observa que el nicleo no esta fijo en un
sitio del citoplasma, pues se mueve en forma libre y algunas
veces rota rapidamente.

CICLO VITAL DE ENTAMOEBA.

El ciclo vital de E. histolytica en el humano se desconace,
pero los detalles de su ciclo de vida completo fueron obtenidos
en un estudio realizado por Dobell en 1928, sus observacianes
proparcionan las bases para el conocimiento del ciclo de vida
de E. histolytica y desde entonces poco se ha agregado a su
descripcion original. El ciclo completo de este parasito
comprende 4 etapas consecutivas, 1) trofozoito, 2) prequiste,
3) quiste y 4) amiba metaquistica. Los trofozoitos se
multiplican por fision binaria, en el estado avanzado de la
divisién celular se farma una estructura filiforme entre las
células que se estan dividiendo nisma que se hace mds delgada y
se separa terminando as: la divisidn celular. Los trofozoitos
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disminuyen su motilidad momentos antes de su divisidn,
generalmente se dividen en dos pero alqunas ocasiones pueden
tambien dividirse en tres, las células hijas pueden tener el
mismo tamano o ser unas mds grandes que las otras hasta 3 veces
més, es por eso que en los cultivos de 48-72 h se encuentran
anibas de diversos tamanos, el proceso de divisidn se completa
u ocurre en su totalidad entre 3y B min. (Ghafer y cal. 1961).
Durante el proceso de diferenciacién o enguistamiento, se
producen quistes tetranucleados despues de dos divisiones de un
quiste uninucleado. En el desenquistamiento, una amiba
metaquistica tetranucleada emerge de cada quiste y produce 8
amibas uninucledas despues de su divisidn (Martinez-Palomo
1982).

VIRULENCIA Y PATOGENICIDAD.

Una de las principales incognitas acerca de la biologia
de E. histolytica radica en los factores que determinan la
virulencia del pardsito y de los factores que determinan que
cambie su comportamiento de forma comensal a forma invasiva. El
termino patogenicidad es usado para denotar la habilidad de un
organismo para praducir enfermedad, mientras que la virulencia
se refiere al grado de enfermedad que llega a producir el
organismo dado en el hospedero (Clark y Diamond 1994). El
efecto citopdtico de las amibas sobre los tejidos humanos no
puede ser atribuido a una sola funcidn del pardsito, sino que
parece ser resultado de varias propiedades quimicas y mecdnicas
del protozoario (Martinez-Palomo, 1982, Martinez-Palomo y col
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1983). En la amibiasis invasora estos pardsitos fagocitan
pequenas porciones de la periferia de las células blanco,
acciones que provocan el rompimiento de la membrana pldsmatica
y que resulta en la ruptura de la celula y la subsecuente lisis
celular  (Martinez-Palomo, 1983). Por otra parte se ha
demostrado que sonicados de E. invadens y E. histolytica
contienen compuestos téxicos para células de mamifero asi como
para eritrocitos de hamster y raton (Ldpez-Revilla y Said-
Ferndndez, 1980),

FAGOCITOSIS.

La actividad fagocitica se ha anmalizado mediante el uso
de globulos rojos como celulas blanco, la fagocitosis de
Entamoeba se ha relacionado con la nutricién del microorganismo
y con la virulencia del mismo. Se ha encontrados que la
fagocitosis en E. histolytica es mayor en cepas gue son
altamente virulentas, que en cepas que no lo son {Trissl y col.
1978; Martinez-Paloma y col. 1980; Orozco y col. 1982a; Orozco
y col. 1983). Pero se ha encontrado que los trofozoitos tanto
de E. histolytica, como de otras especies de Entamoeba
fagocitan diversos materiales particulados, como granos de
almidon, celulas inflamatorias (Griffin, 1972}, bacterias,
esferas de latex (Orozco y col. 1983}, protozoarios (Anaya-
Veldzquez, 1983; Martinez-Palomo y col. 1983).

E. histolytica y E. invadens contienen enzimas
hidroliticas las cuales conforman su sistema degradativo, estas
enzimas se pueden encontrar unidas a las membranas de  las
vacuolas o en forma soluble.
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En E. histolytica se ha encontrado actividad de fosfatasa
dcida en la membrana de los fagolisosomas, en los filopodios
en las membranas de las amibas. Se han identificado ademas
diversas actividades enzimdticas en ambas especies de amibas,
se detectd una ATPasa dependiente de Ca*? Y Mg+2 sobre la
membrana plasmdtica y en la superficie interna de la mayoria de
las vacuolas, ademas se identificd una ADPasa dependiente de
Ca+2, timino pirofosfatasa dependiente de Ca*2 y fosfatasa
dcida en el interior de las vacuolas (Kobayashi y col 1982). La
velocidad digestiva de las especies y cepas de Entamoeba puede
ser dependiente de la existencia o0 ausencia de enzimas
degradativas en los trofozoitos, as: como de la naturaleza del
material fagocitado.

En  Entamoeba invadens una amiba parasita de reptiles
tambien se ha reportado fagocitosis de granos de almidon (Zaman
1962), de eritrocitos de carnero (Zaman, 1970) vy humanas
(Trissl vy col. 1978) ademas se ha demostrado la capacidad de
esta amiba para digerir trofozoitos humanos in vitro (Ramires-
Cérdoba y col. 1990), proceso tambien descrito para E.
histolytica (Mora-Galindo y Anaya-Veldzquez, 1993).

Trichomonas vaginalis es un protozoario flagelado descubierto
par Donné en 1836, parasito causante de tricomoniasis infeccidn
del aparato urogenital femenino principalmente, y clasificada
como  enfermedad sexualmente transmisible. Este protozoario
presenta formas variables como arganisma viva y en
preparaciones tenidas y fijadas, por lo tanto se ha establecido
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que la forma y tamano de las tricomonas son afectados par los
métodos de fijacidn pero su tamafo promedio en cultivo es de
9.7 x 7 um. La forma y tamaro de las tricomonas varian de
acuerdo con su origen, en general las células mantenidas en
cultivos presentan una forma mas uniforme, ovoide o periforme,
que las observadas en secresiones vaginales u orina. Se ha
visto que la forma de este flagelado depende tambien de la
presion osmdtica, en solucidn salina hipertdnica las tricomanas
tienden a ser de forma delgada mientras que en soluciones
hipoténicas se presentan redondeadas y vacuoladas, se ha
observado ademas que cuando se estan dividiendo son mds
pequenas y redondeadas. Los flagelos de las tricomonas
tienden a ser irregulares, su membrana ondulante y la costa son
grandes en relacion con la longitud del cuerpo y se ha
observado que los organismos que no se encuentran en divisidn
siempre tienen 4 flagelos en la parte anterior del cuerpo,
estos flagelos tienen su origen en el cinetosoma tambien
localizado anteriormente; en algunos individuos los flagelos
parecen estar organizados en dos grupos, en donde cada grupo
contiene dos flagelos, el flagelo anterior mds largo puede
medir hasta 12.5 um en promedio. La membrana ondulante y la
costa se originan del cinetosoma un poco posterior a los
flagelos y en el dorso del cuerpo de la tricomona, la membrana
es tipicamente mds corta que el cuerpo y relativamente baja. El
margen externo libre de la membrana consiste de el filamento
accesorio vy un flagelo recurrente unido, el cual no continua
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nds alla del final de la membrana como un flagelo anterior
libre.  El cuerpo del axostilo es relativamente delgado
en forma de bastoncillo y presenta su extremo anterior cerca
de la extremidad anterior del cuerpo de la tricomona, se
extiende a lo largo del citoplasma y se proyecta por la parte
posterior de la tricomona adelgazando cada vez mds, la
proyeccidn axostilar mide en promedio 4.9 um de longituds  Unc
de los aspectos mds notables de Tricomonas vaginalis es el
arreglo de los denominados granulos paraxostilares, los cuales
aparecen en tres hileras paralelas al axostilo, mds del doble
de estos granulos son hidrogenosomas. En los organismos vivos
el nicleo esta situado cerca de la parte anterior del cuerpo vy
puede tener forma elipsoidal u ovoide, mide aproximadamente 4.2
un de largo por Zum de ancho (Honigherg  1978).
Diversos estudios han permitido conocer parte de la biologia de
- Tricomonas vaginalis y la importancia de las caracteristicas
que presenta en la invasién del tejido del huésped, como pueden
ser la presencia de proteinas de membrana que le permiten el
reconocimiento y adhesién a proteinas de la matriz
extracelular, como la laminina y la fibronectina cuyas
propiedades han sida correlacionadas can su capacidad invasiva.
Por otro lado se ha establecido la capacidad de Trichomanas
vaginalis para fagocitar y digerir células como las de
Neisseria gonarrhoeae (Francioli y col. 1983) tantc in vivo
como in vitro, capacidades tambien demostradas con eritracitos
hunanos, mecanismo que se propone es utilizado por las
tricomonas para la obtencién de lipidos y hierra (Lehker y col.
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1990); por consiguiente también se ha reportado que presentan
actividades beta-hemoliticas que estan relacionadas con la
virulencia del pardsito (Krieger y col. 1983) y con la
capacidad de las tricomonas para llevar a cabo la hemdlisis de
los eritrocitos pero la cual también es dependiente de la
adherencia entre ambos tipos celulares (Potamianas y col.
1992).  Se ha propuesto que los efectos citopdticos de
Trichomonas vaginalis puedan depender o estar mediados por
lectinas (Roussel y col. 1991). El descubrimiento de daos fosfo-
hidrolasas intracelulares; la fosfatasa dcida y la nucleosido
trifosfatasa, cuyas actividades se encuentran principalmente en
los saculos del complejo de Golgi, aunque ambas enzimas se han
encontrado en los fagolisosomas, lo cual indica que ambas
enzimas son activas en los praocesos hidroliticos asaciados con
la endocitosis vy degradacidn de material extrana (Nielsen,
1974),
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HIPOTESIS

La capacidad fagocitica de Entamoeba es tan amplia vy
eficaz que le permite fagocitar células que se desplazan
activamente en cultivo como es el caso de Trichomonas
vaginalis, posteriormente las tricomonas son digeridas.
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OBJETIVDS:

Objetivo General;

Evaluar si E. histolytica y E. invadens tienen la

capacidad de fagocitar y digerir trofozoitos de T.
vaginalis.

Objetivos particulares;

-- Determinar el nimero de trofozoitos de T
vaginalis fagocitados por los trofozoitos de E.

histolytica y E. invadens en diferentes tiempos.

-- Determinar si existen variaciones de la actividad
fagocitica entre cepas de E. histolytica con diferente
virulencia.

-- Determinar si existen diferencias en la capacidad
de fagocitar tricomonas entre E. histolytica y E. invadens

-- Determinar si existen diferencias en la capacidad
para digerir T. vaginalis entre dos cepas de E.
histolytica con diferente virulencia.
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MATERIALES Y METODOS

CEPAS Y CONDICIONES DE CULTIVO

Se utilizaron trofozoitos de Entamoeba histolytica de la
cepa HML:IMSS donada por el Dr. Victor Tsutsumi (CINVESTAV del
IPN) y probada su elevada virulencia por su capacidad para
producir abceso hepdtico en Hamsters y la cepa HK9:NIH,
cultivados en medio BI-S-33 suplementado con suero bovino
inactivado al 15% y 3% de mezcla de vitaminas (Diamond y col,
1978), mantenidos a 37°C en tubos de vidrio de 13x100 mm con
tapén de rosca y cosechados en fase logaritmica de crecimiento.
Se usaron ademas trofozoitos de Entamoeba invadens de la cepa
IP-1 aislada originalmente en 1932 de una vibora Natrix
cyclopion en el Institute of Parasitology, McGill University,
Quebec, Canada. cultivados en la misma forma a los anteriores e
incubados a 26°C.

Los trofozoitos de Trichomonas vaginalis utilizados fueron
de la cepa GT-1, obtenidos de una paciente de tricomoniasis por
el Dr. Fernando Anaya Veldzquez (Instituto de Investigacidn en
" Biolog:a Experimental, Universidad de Guanajuato) y donadas por
el a nuestro laboratoria. Las tricomonas fueron cultivadas en
. medio BI-5-33 suplementado con 9% de suero bovino inactivado vy
0.9% de la mezcla de vitaminas e incubados a 37°C, en tubos de
vidrio de 13x100 mm con tapén de rosca y fueron cosechados en
fase logaritmica de crecimiento.

CUANTIFICACION DE TROFQZOITOS
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Para determinar el nimero de trofozoitos de E.
histolytica, estos fueron cuantificados en cdmaras de Neubauer
para lo cual los tubos de cultivos se colocaron en bano de
hielo-agua durante 5 min y se agitaron por inversidn continua
para desprender los trofozoitos de la pared y tener una
suspensidn homégenea. El mismo procedimiento se realizd para la
cuantificacidn de los trofozoitos de E. invadens.

En virtud de la gran movilidad de los trofozoitos de 1.
vaginalis el nimero de ellos se determind previa dilucidn del
cultivo con formol al 4% en amortiguador de fosfatos 0.1IM en
proporcidén 1:1, lo anterior para inmovilizarlos y facilitar su
conteo. Una vez determinada la densidad celular de los
cultivos, se prepararon suspensiones de ellos para temer una
proporcién de 5 tricomonas por cada trofozoito amibiano.

FAGOCITOSIS

Para determinar si E. histolytica es capas de fagocitar
trofozortos de tricomonas a temperatura ambiente los cultivos
de amibas se enfriaran durante 3 min, posterior a ésto se hizo
la interaccidn con tricomonas en proparcion 1:3, los cultivos
mixtos se mantuvieron en el bano de hielo-agua durante 3 min vy
posteriormente se dejaron a temperatura ambiente durante 30, &0
y 90 min, en cada per:ado de tiempo se revisaron muestras en
preparaciones en fresco y al azar se contabilizaron 100 células
amibianas para determinar el nimero de tricomonas fagocitadas y
el porcentaje de amibas fagociticas, cuyos valores respectivos
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en cada periodo de tiempo fueron de cero. Despues de mantener
los cultivos a temperatura ambiente durante 90 min éstos fueron
incubados a 37°C durante 43 min, al término de los cuales se
procedié a determinar la actividad fagocitica de las amibas,
se encontro un 67% de amibas fagociticas y en promedio 1.43
tricomonas/amiba. Lo anterior nos permite establecer que E.
histolytica es incapaz de fagocitar tricomonas a temperatura
ambiente,

Una vez que se determind la densidad celular y se
prepararon las suspensiones de ambos protozoarios para los
experimentos, cada uno de ellos se lavaron por separado, para
elininar posibles componentes téxicos del medio usado. Para
ello, los cultives se centrifugaron a 2000 rpm durante 3 min y
se descarté el sobremadante, ambas pastillas de células se
resuspendieron nuevamente en 1 ml de nmedio nuevo, estas
suspensiones contenian 7.5x10° de tricononas y 155100 amibas
cada tubo, se agitarony centrifugaron de la forma antes
senalada, se descartd el sobrenmadante y para el caso de los
cultivos amibianos la pastilla se resuspendié en 600 pl de
medio, se agitd y se tomaron 3 alicuotas de 200 ul cada una,
para cada cepa amibiana. Los trofozoitos de  Trichomonas
vaginalis se resuspendieron en 300 ul de medio. '

Una vez lavadas y en medio nueva las alicuotas se
incubaron a 37°C ¢ 26°C, segdn la especie de amibas usada,
durante 15 min para que recuperaran la movilidad y se
adherieran a las paredes del tubo; una vez estabilizadas las
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amibas se le agregaron a cada alicuota 100 ul de la suspensién
de tricomonas y se incubaron durante 15, 30 y 60 min para E.
histolytica y 60, 90 y 120 min para E. invadens a la
temperatura correspondiente.

Para detener el proceso de fagocitosis, una vez terminado
el tiempo de interaccién las alicuotas se incubaron en bafo de
hielo-agua; inmediatamente se elaboraron preparaciones para
examinarlas en el microscopio de contraste de fases vy
determinar el nlmero de tricomonas fagocitadas/amiba vy el
porciento de amibas fagociticas.

CONTEO DE CELULAS FAGOCITADAS

Se evaluaron al azar 100 trofozoitos amibianos  (E.
histolytica o E. invadens) que se encontraron en el campo y se
contaron las tricomonas fagocitadas por ellos. Todos los
experimentos se realizaron al menos § veces por triplicado.

DIGESTION

Para el proceso de digestién los cultivos celulares se
ajustaron a 1 trofozoito amibiano por | trofozoito de
tricomonas, cada tipo de cultivo se ajusto a una densidad
celular de 2410° celulas x nl. y se siguié el mismo
procedimiento que se utilizd para el proceso de fagocitosis.
Para realizar la interaccién de los trofozoitos de E.
histolytica, éstos se distribuyeron en !5 alicuotas de 100 ul
cada una de ellas y se les agregaran 100 gl de la suspension
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de tricomonas. Para facilitar el proceso de fagocitosis se
utilizé el método establecido por Arias-Negrete y col. (1991),
las nuestras con amibas y tricomonas se centrifugaron durante
2 min a 400 rpm e inmediatamente se incubardn a 37°C, el grupo
se subdividid en 5 subgrupos de 3 tubos cada umo. A los 30
min se evalud el nimero de tricomonas fagocitadas por amiba,
asi como el porciento de amibas fagociticas en una serie de
tubos; en los cuatro subgrupos restantes se evaluaron los
mismos pardmetros a las 1.5, 3.0, 4.5y 6h. En estos cuatro
subgrupos se evalud particularmente el grado de destruccidn de
las tricomonas que se  encontraron en el interior de las
anibas, mediante andlisis de preparaciones en fresco en el
microscopio de contraste de fases. Para la evaluacidn se
distinguieron tricomonas completas, tricomonas en proceso de
. digestidn y restos celulares.

Los experimentos se realizaron por lo menos § veces. Los
resultados obtenidos fueron amalizados nmediante regresion
lineal para determinar la vida media de las tricomonas en las
vacuolas amibianas y por la prueba t de Student y andlisis de
varianza (programa de computadora SPSS) para determinar si
existen diferencias en la capacidad digestiva entre las cepas
HML y HKO, |

ANALISIS MORFOLOGICO
Al término de cada uno de los tiempos de interaccidn las
muestras se enfriaron en un banro de hielo-agua durante S nin,
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posteriormente se centrifugaron a 2000 rpm durante 3 min, se
descartd el sobrenadante, la pastilla se resuspendid en 200 gl
de nedio vy se le agregaron 200 ul de glutaraldehido al 2.3%
diluido en amortiguador de cacodilato de sodio 0.1My pH 7.4 a
cada tubo y se incubaran durante ! h. Al término de este tiempo
las nuestras se centrifugaron y se descartd el sobrenadante;
las amibas se resuspendieron en ! ml de cacodilato de sodio
0.1M a pH 7.4, se agitaron, centrifugarony se descartd el
sobrenadante, este lavado se repitid por tres ocasiones.
Posteriormente  las muestras se posfijaron con tetradxido de
osmio al 1% diluido en amortiguador de cacodilato C.1M a pH
/.4, durante una hora, en sequida se descartd el fijador
después de centrifugar las amibas a 2000 rpm y se lavaron con
cacadilato de sodio 0.1M a pH 7.4, Inmediatamente despues se
procedio a la deshidratacidén de las muestras con alcohol
etilico en concentraciones ascendentes, desde 30% al 100%,
tinalmente se hicieron dos cambios de éxido de propileno. Para
el proceso de inclusidn de las muestras en resina, las amibas
se resuspendieron en una mezcla de dxido de propileno-resina en
proporcion 1-1 durante 20 h a temperatura ambiente para
favorecer la infiltracidn y finalmente se incluyeron en resina
epdxica a 60°C durante 24 h,

De los blogues con amibas se hicieron cortes semifinos de
aproximadamente 1 um de espesar en ultramicrotomos equipados
con cuchillas de vidrio. Los cortes se tineron con azul de
Toluidina para ser analizados con el microscapio dptico.
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RESULTADOS

FAGOCITOSIS.

En  los primeros 15 min de interaccidn entre los
trofozoitos de E. histalytica de la cepa HK?:NIH y los de T,
vaginalis, el 82.5 % de las amibas contenian al menos una
tricomona en su interior (Fig. 1); el promedio de tricomonas
por amiba fue de 2.1 (Fig. 2), en general se observé una
tricomona por vacuola, sin embargo fué comdn encontrar hasta ¢
tricomonas por vacuola y hasta 10 en el interior del trofozoito
amibiano (Fig. 3a). A los 30 min de interaccidn el porciento
promedio de amibas fagociticas se elevd hasta 98% (Fig. 1),
por otro lado el nimero promedio de células fagocitadas por los
trofozoitos amibianos aumentd a 4.8 tricomonas por amiba (Fig.
2),en estas condiciones se pudieron observar en algunas amibas
hasta 16 tricomonas (Fig Sb). Finalmente a los 60 min de
interaccidn el porcentaje de amibas fagociticas se mantuvo en
99.3 (Fig. 1), mientras que el nimero de tricomonas por amiba
disminuyd a 3.5 (Fig. 2), se pueden observar tricomonas
claramente en el interior de los trofozoitos amibianos
algunas de ellas en proceso de digestion (Fig. 3c).

En el caso de la cepa HMI:IMSS de E. histolytica, despues
“de 13 min de interaccidn se observé que las amibas de esta cepa
tuvieron una mayor capacidad para fagocitar tricomonas que la
cepa HKP:NIH, en la primera se observé el 100% de amibas
fagociticas  (Fig. 1) que en promedio contenian 3.7
tricononas/amiba (Fig. 2). En esta cepa también fue posible
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observar mds de una tricomona por vacuola y algunas amibas
fagocitaron hasta 14 tricomonas (Fig. 4a). A los 30 minutos de
interaccion la cantidad de amibas fagociticas se mantuvd en
100% (Fig. 1) y el nimero promedio de tricomonas por amiba no
se modificd significativamente en relacidn al primer intervalo
de tiempo analizado, ya que se registrd en promedio 4
tricomonas/amiba (Fig. 2} y nimero variable de tricomonas por
aniba (Fig. 4b). Al cuantificar la fagocitosis a los 60 min, no
se modificd el porcentaje de amibas fagociticas (Fig. 1) aunque
el nimero promedic de tricomonas en el interior de los
trofozoitos amibianos disminuyd a 3.1 (Fig. 2) se observardn
tricomonas enteras en el interior de los trofozoitos amibianos
(Fig. 4c). Un gran nimero de las tricomonas fagocitadas por los
trofozoitos amibianos presentaban una gran movilidad dentro de
las vacuolas, particularmente a los 19 min, actividad que
disminuyd postericrmente hasta desaparecer.

Al realizar el andlisis estadistico de los resultados
obtenidos para ambas cepas mediante la t de Student se
encontré  que existe una diferencia  estadisticamente
significativa unicamente a los I3 min de interaccién, lo
anterior permite establecer que la cepa HM! es mds fagocitica
que la cepa HKY en tiempos cortos.

En el caso de los trofozortos de E. invadens cepa IPI,
inicialmente determinamos su habilidad para fagocitar
tricomonas en los tiempos indicados para E. histolytica. A los
13 min no se observd fagocitosis de tricomonas por los
trofozoitos amibianos; a los 30 min de interaccién (Figs. 1
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2) esta situacién se mantuvé y solo se observaron entre [y 4
tricomonas adheridas a la superficie de los trofozoitos
anibianos y algunas en proceso de fagocitosis, las cuales
después fueron expulsadas y las que estaban adheridas eran
liberadas por las amibas. En base a estos resultados se
anpliaron los tiempos de interaccién a 60, 90 y 120 min. En el
primer periodo evaluado, solo el 224 de las amibas fueron
capaces de fagocitar tricomenas (Fig. 1) y contenian en
promedio de 0.3 de ellas por amiba (Fig. 2)j a los 90 min de
interaccién ambos wvalores se elevaron a 394 y 0.9
respectivamente (Figs. 1y 2). Finalmente, el 234 de amibas
fagociticas (Fig. 1) y un promedio de una tricomona por amiba
se registraron a los 120 min de incubacién (Fig. 2).

DIGESTION,

Las amibas de la cepa HK9:NIH incubadas en las condiciones
mencionadas y descritas en materiales y métodos para evaluar la
actividad digestiva, fagocitaron en promedio una tricamona por
aniba a los 30 min de interaccidn (Fig. 3) y el 60.7% de las
anibas mostraran capacidad fagocitica (Fig. 6). En este caso el
100 % de las tricomonas observadas dentro de las amibas se
encontraron 1integras (Fig. 7y BA). Durante el proceso de
digestién los pardmetros antes indicados se modificaron, a las
1.9 hel nimero de tricomonas por amiba fue de 0.76 (Fig. 3),
en estas condiciones sélo el 92.7% de las amibas contenian
tricomonas en su interior (Fig. 6); el 28% de las tricomonas se
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observaron integras dentro de la vacuola, mientras que el 72
restante se abservaron en proceso de digestién (Fig. 7y 8B). A
las 3 h el nimero de tricomonas por amiba disminuyd a 0.42
(Fig. 3), mientras que el porcentaje de amibas con tricomonas
en su interior fue de 33.8% (Fig. 6); el 3.9% de las tricomonas
se encontraron integras y el 96.0 restante en procesc de
digestién (Fig. 7 y 8C), a partir de este periodo y hasta las
4.5 h la degradacidn de las tricomonas fue amplia y las 0.40
tricomonas por amiba presentes en este intervale (Fig. 3) se
encontraron en su totalidad en estado avanzado de digestidn
(Fig. 7 y B8C), y solo se observaron  29.9% de amibas con
tricomonas del total de las analizadas (Fig. &). Al finalizar
las 6 h de digestidn, no se observaron tricomonas en las
vacuolas de los trofozoitos amibianos; en este caso, en un
bajo nimero de amibas se observaron pequenas vacuolas en las
que no se distinguié¢ material alguno en su interior (Figs. 9-7
y 80}, locual indica que las tricomonas fagocitadas fueron
digeridas en su totalidad por los trofozoitos amibianos.

Las amibas de la cepa HMI:IMSS presentaron 1.41 tricomonas
por trofozoito amibiano en el pulso de SC min (Fig. 9) y un
porcentaje de 71.3% de amibas con tricomonas en su interior
(Fig. &), la totalidad de las tricomonas cuantificadas en este
periodo se encontraron integras (Fig. 7 y BA). En los
experimentos de digestidn, a las 1.9 h los valores encantrados
fueron de 0.84 tricomonas por amiba (Fig. 3) el porciento de
amibas con tricomonas disminuyd a 60% (Fig. &), de las cuales
el 39% de observaron integras y el 614 restante en proceso de
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digestidn (Fig. 7 y BB), estos parémetros disminuyeron aln mds
a las J h de digestidn y solo se encontraron 0.31 tricomonas
par trofozoito amibiano (Fig. 3), en su totalidad en praceso
de digestidn (Fig.7 y 8C). Por otra parte el promedio de amibas
con tricomonas fue de 40% (Fig. 4). Posteriormente a las 4.9 h
estos valores llegaron a 0.49 tricomonas por amiba (Fig. 3)
el 33.1% de amibas se presentaban en su totalidad con material
en estado de degradacién avanzado (restos celulares de
tricomonas) (Fig.6 - 7y BD). Finalmente a las 6 h de digestidn
no se observaron restos de tricomonas en el interior de los
trofozoitos amibianas y las pocas vacuolas presentes en ellos
fueron de menares dimensiones (Figs. 9 - 7y 8D).

En cuanto al andlisis estadistico de los pardmetros
evaluados durante la digestidn, no se abservd diferencia
estadisticamente significativa entre las dos cepas de amibas de
E. histolytica. Al analizar los resultados mediante regresion
lineal se encontrd que la vida media de las tricomonas en el
interior de los trofozoitos amibianos de la cepa HMl  fue de
3.04 h mientras gue para la cepa HK? fue de 3.1 h (Fig. 95 lo
cual revela que no existen diferencias entre las amibas de la
cepa HMI y  HK9 para digerir tricomonas previamente
fagocitadas.

Debide a la baja fagocitosis presentada por  los
trofozoitos de Entamoeba invadens cepa IP-1 no se realizaron
los ensayos de digestidn, ya que persistieron tricomonas no
fagocitadas en el nmedio de cultivo y al ser ingeridas
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posteriormente, no permitieron una evaluacidn adecuada del
proceso de digestidn.
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Fig. 1 .- Fagocitosis de tricomonas por Entamoeba.
Despues de 13 min de interaccién entre E. histolytica v
tricomonas, el 100% de las amibas de la cepa HMI
contenian éstas, en cambio unicamente el B2.2% de las
anibas de la cepa HKY fagocitaron el flagelado; el 100% de
las amibas de ambas cepas fueron fagociticas a los 30 y 60
min de incubacidn. La actividad fagocitica de E. invadens
solo fué evidente a los 60 min de incubacién y a las 2 h
unicamente el 30% de las amibas contenian tricomonas.
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Fig. 2.- Fagacitosis de tricomonas par Entamoeba.
El nlmero promedio de tricomonas por amiba  aumentd
conforme el tiempo de incubacidn, a los 15 min fué mayor
para 1a cepa HMI, a los 30 min para la cepa HK9; a los &0
min en ambos casos disminuyd. En E. invadens se abtuvo |
tricomona por amiba solo después de 2 h de incubacidn.



Fig. S.- Fagocitosis de T. vaginalis por E. histolytica
- cepa HK9. -

A)  Enlos primeros 13 min de interaccion entre los
trofozoitos de tricomonas y las amibas se pudieron observar
claramente las tricomonas fagocitadas las cuales modificaraon
su forna una vez enel interior de las amibas (A, y
algunas se distinguieron en el exterior (%K) del trofozoito
anibiano.  B) a los 30 min de interaccion el nimero de
tricononas que se observaron en el interior ( /) de las
amibas fue claramente mayor que el apreciado en el primer
intervala, cansecuentemente la cantidad de tricaomonas que se
observan en el exterior (sk) tambien fue menor. C) todas
las tricomonas que se observaron en este intervalo de 40 min
se localizaron en el interior (/) del trofozoito amibiang
sin apreciarse alguna fuera de éstos. Barra = 20 ynm.
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Fig. 4.- Fagocitosis de T. vaminalis por E. histolytica
cepa HMI.

A) Se pudieron observar en nimero variable tricomonas
en el interior (/) de los trofozoitos amibianos, asi cano
una cantidad no determinada de tricomonas fuera (%K) de la
amiba. B) Fue posible apreciar a los 30 min de fagacitosis
que el nimera de tricomonas en el interior (/) de las
anibas aumento considerablemente mientras que las abservadas
en el exterior (k) de las amibas fue menor en comparacion
con el primer intervalo. () Encontramos que las Unicas
tricomonas apreciables en el intervalo d§=60 min fueron las
que se encontraban en el-interior (/) aé_ los trofozoitos
anibianos y fue imposible localizarlas emel exterior de
éstos. Barra = 20 um.
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Fig. 3.- Digestidn de tricomonas por E. histolytica.
La actividad digestiva de E. histolytica fué evidenciada
por la disminucidn del nimero promedio de tricomonas
contenidas. En ambas cepas amibianas la  degradacidn
intracelular de tricomonas fué mayor a las 3 h
posfagocitosis, despues de 6 h no se observaron tricomonas

dentro de las amibas.
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Fig. 6.- Digestidn de tricomonas por E. histolytica
La actividad digestiva de E. histolytica se demuestra
tambien por la disminucidn del porciento de amibas que
contienen tricomonas, nuevamente la mayor disminucién del
pardmetro evaluado fué a las 3h; después de 6 h no se
observaron amibas con tricomonas. '
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Fig. 7.- Digestion de tricomonas por E. histolytica.

Las tricomonas contenidas en las amibas después del pulso
de fagocitosis estuvieron integras; después de 1.0 h de
digestion el 284 de las tricomonas contenidas en las
amibas de la cepa HK9 y el 39% de las contenidas en las de
la cepa HM! se observaron completas. En los periodos de 3
y 4.3 h las amibas contenian principalmente restos de
tricomonas, los cuales desaparecieron a las 6 h.
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Fig., B8.- Digestion de tricamonas por E. histolytica cepas
, HML y HK9.

A.. Después del pulso de fagocitosis (30 min) se pueden
.observar claramente en el interior de varios trofozoitos
amibianos tricomonas enteras (), las cuales se pueden
diferenciar ficilmente del nicleo (W) y en algunas amibas
se pueden observar algunas vacuolas translicidas (+). B,
A las 1.5 h de digestién se abserva menor nimero de
tricomonas enteras (), otras se encuentran en proceso de
digestion intravacuolar (*). (. Después de 3 h de
digestion, solo se pueden observar restos celulares de
tricomonas en el interior de las vacuolas amibianas ( *)
mientras que otras se encuentran vacias y en mayor nimero
que en los intervalos anteriores (+). 0. Finalmente, 3
las 4.3y 6 h no es posible encontrar tricomonas ni  restos
de ellas en el interior de las amibas, sdlo se pueden
observar en algumas su nicleo (W) y algunas vacuolas
translicidas (+). Azul de toluidina. Barra = 20 um.
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Fig. 9.- Digestion de T. vaginalis por E. histolytica

cepa HK9 y HML.

Al realizar el andlisis de regresidn lineal para
determinar la vida media de las tricomonas en el interior
de los trofozoitos amibianos se encontrd que en la cepa
HM:1 la vida media de las tricomonas fue de 3.04 h
mientras que para la cepa HK:9 fue de 3.1 h. Solamente se
observé una diferencia significativa en el tiempo cero de
digestidn.
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DISCUSIONES.

Los resultados obtenidos y las observaciones realizadas
durante el desarrallo experimental, permiten confirmar que el
proceso de fagocitosis involucra varics pasos, entre los cuales
se. encuentran la adhesién de los trofozoitos de Trichomanas
vaginalis a los trofozoitos amibianos, posterior a ésto se
lleva a cabo la ingestidn o fagocitosis de los mismos
finalmente la digestidn o degradacidn de las tricomonas
fagocitadas por la amiba, pasos establecidos para el proceso de
heterofagia observado en las células de Kupffers in vitro
(Glauman vy col. 1981). Esta serie de pasos involucrados en
el fendémeno de fagocitosis que presenta Entamoeba histolytica
ya han sido reportados por Chévez y col. (1972) en estudios
realizados con eritrocitos humanos y por Martinez-Palomo y col.
(1983) al estudiar los mecanismos de la amiba involucrados en
el efecto citopdtico que ejercen estas sobre cultivos de
células MDCK. Ademas Senaldi y col (1989) en sus estudios de
fagocitosis de eritrocitos humanos por Naegleria  fowleri
tanbien reportan esta serie de eventos relacionados en el
proceso  de fagocitosis. El proceso de adhesién y los
mecanismos involucrados en el mismo no se analizaron en el
presente trabajo, pero es probable que se lleven a cabo por
interaccion al azar de las células en los cultivos, aunque no
podemos  descartar la probable intervencidn de  factores
quimiotdcticos proplos de los trofozoitos de  Trichomonas
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vaginalis y de los trofozoitos de Entamoeba histolytica
(Villegas vy col. 1976). El proceso de adhesién podria
llevarse a cabo por receptores especificos de  membrana
presentes en ambos tipos celulares (Alderete y Garza  1988;
Silva Filho y col. 1988; Lehker y cal. 1990) como en el caso de
la interaccidn de los trofozoitos de E. histolytica con
eritrocitos (Orozco y col. 1982a; Orozco y col, 19835 Orozco y
col. 1987), interaccidn de E. histolytica con fibronectina
(Talamds y Meza, 1988) vy eritrocitos con T. vaginalis (Lehker
y col. 1990) y/o por receptores del tipo de lectinas (Koliber
and Mirelman, 1980; Roussel y col. 1991).

El  proceso de ingestidn de [. vaginalis  por
E.histolytica de la cepa HM! se presentd en dos modalidades, en
una de ellas se observa la ingestidn de los trofozoitos de
tricomonas completos, mientras que la otra se caracteriza por
la formacidn de canales fagociticos en E. histolytica nediante
los cuales la amiba ingirié porciones de trofozoitos de
tricomonas, con la consiguiente formacidén de pequenas vacuolas
fagaciticas; esta variante del proceso fagocitico ha sido
reportada por Chévez y col. (1972) en estudios con E.
histolytica de la cepa HK9 y otros realizados por Lejeune vy
col, (1987, 1992) con E. histolytica tipo Laredo, ambos
investigadores usaron eritrocitos como célula blanca.

Trissl y col. (1978) senalan que la fagocitosis in vitro de
eritrocitos es mayor en cepas patogenas (para mamiferos) que en
cepas no patogenas, Orozco y col (19823, 1982 y 1963)
reportaran que existia una relacion directa entre el grado de
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virulencia vy la capacidad fagocitica de cepas de E.
histolytica, mientras mds virulenta es la cepa mayor seria su
capacidad de fagocitosis y aunque Montfort y Perez-Tamayo
(1992) no encantraron relacidn entre la actividad fagocitica
(eritrocitos como célula blanco) con la patogenicidad y
reportan que la fagacitosis podria ser menor en cepas de HMI
que nuestran alta patogenicidad, que en cepas que han perdido
esta propiedad, nuestros resultados nos permiten observar que
entre las dos cepas utilizadas de E. histolytica con diferente
virulencia la que mostré mayor capacidad fagocitica fue la HMI
(nds virulenta) mientras que la cepa HK9 (menos virulenta)
presentd menor capacidad de fagocitosis en tiempos cortos (15
min), resultados que no coinciden con los reportados por
Montfort vy Perez-Tamayo (1992); es importante mencionar que
ellos utilizaron 4 clonas diferentes de la cepa HMI.

En nuestros experimentos con la cepa HK9 de E.
histolytica, solo observamos la fagocitosis de tricomonas
enteras a diferencia de lo reportado por Chévez y col. (1972),
quienes describen para esta cepa las dos modalidades
mencionadas cuando se usan eritrocitos como célula hlanco,
mientras que la cepa HM! mostrd ambas modalidades de
fagocitosis, debido probablemente a las propiedades v
caracteristicas de su citoesqueleto.

Asi como nosatros encontramos diferencia en la capacidad
fagacitica entre las dos cepas de E. histolytica tambien se ha
reportado en varios estudios que algunas propiedades como la
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presencia de enzimas de membrana y de secrecidn (Keene vy col.
1984; Schulte vy col. 1989; Horstmann vy cal. 1992; Avila vy
Calderan, 1993; Jansson y cal. 1994), el contenide de
enzimas proteoliticas demostrado por Gadasi y col. (1983a), la
actividad enzimdtica abservada par Lushbaugh y col. (1984) y
por Gadasi y col. (1983b), v la presencia del ameboporo (Young
y col. 1982, Dodson y cal. 1994), son mas elevadas en la cepa
HML que en HKY.

En los experimentos de digestidn  de Trichamonas
vaginalis por los trofozoitos de E. histolytica uma vez
analizados los resultados mediante andlisis de varianza, t de
Student y regresion lineal, no muestran que exista una
diferencia que sea estadisticamente significativa entre las
cepas HK9 y HML, pues sélo se observé diferencia en el tiempo
cero de digestidn, ademas la vida media de las tricomanas en el
interior de los trofozoitos de ambas cepas amibianas fue
similar. Este proceso de digestidn se caracterizd y se
evidencid por la perdida de motilidad y la modificacidn de la
estructura celular de las tricomonas en el interior de las
vacuolas amibianas y posteriormente por su transformacidn en
material amorfo. En estadios avanzados de digestién se observd
una disminucion de la cantidad de restos celulares en el
interior de las vacuolas, asi como una reduccion del tamano de
las mismas.

Después de 6 h de digestidn los trofozoitos amibianos se
caracterizaron por no presentar tricomonas ni restas de éstas
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en el interior de las vacuolas, y la mayoria de ellas fueron de
menor tamano; aspectos similares a los mencionados por Chévez y
cal. (1972) quienes mencionan en estudios con E. histolytica
cepa HK9 que previamente fagocitaron eritrocitos humanos, que
las vacuolas observadas  se presentaron  en nimero
variable e indeterminado y senalan que los eritrocitos una
vez en el interior de las vacuolas amibianas adquieren forma
globular y posteriormente disminuyen paulatinamente de tamaro,
hasta desaparecer despues de 6 u 8 h. El proceso de digestion
tanbien fué reportado por Griffin (1972), quien describid la
degradacidn de ceélulas inflamatorias por E. histolytica con
resultados similares. Recientemente Mora-Galindo y Anaya-
Velazquez (1993) realizaron estudios sobre la fagocitosis
digestidn de eritrocitos humanos por E. histolytica cepa HMI
reportan que una vez que éstos se encuentran en el interior de
la  vacuela del  trofozoite  amibiano exper imentan
transformaciones en su estructura y comienzan a desintegrarse
hasta desaparecer por completo. Estos cambios estructurales de
la celulas blanco en el interior de las vacuolas amibianas
fueron tambien observados por Hohman vy Bowers (1993) en las
vacuolas de Acantamoeba castellani que contenian levaduras
(Saccharomyces cerevisiae). Nilsson (1987} reporta la
digestidn de Escherichia coli por Tetrahymena pyriformes con
caracteriticas similares.

Se han reportado actividades enzimaticas que intervienen en
los efectos citopdticos de Tricomonas vaginalis sobre cultivos
celulares, bacterias y eritrocitos humanos  (Nielsen, 1974;
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Francioli vy col. 1983, Potamianos y col. 1992), probablemente
la presencia y la carga de enzimas propias de los trofozoitos
de tricomonas intervienen para que la digestidn de ellos mismos
sea mds rapida en el interior de vacuolas de los trofozoitos
amibianos. '

Los resultados de la fagocitosis de tricomonas mostrados en
la fig. 2 para las cepas WMl y HK9- de E. histolytica nos
muestran que las amibas nunca alcanzaron el nivel esperado de
fagocitosis de 5 tricomonas por amiba en promedic, en virtud de
que la interaccién se realizd con una proporcidn de 9
tricomonas por amiba. Lo anterior es debido en parte a que sélo
se cuantificaron aquellas amibas que contenian tricomonas
integras en su interior. La diferencia observada a los 30 min,
en donde existe una mayor cantidad de tricomonas por trofozoito
amibiano en el caso de la cepa HK9 que la HMI, puede deberse a
que en esta dltima ya se inicié el proceso digestive.

Se ha establecido en diferentes estudios que Entamoeba
invadens tiene la capacidad de fagocitar eritrocitos de
mamifero (laman, 1970), y eritrocitos humanos (Trissl y col.
1978; Ramirez-Cordova y col. 1990). El grupo de Trissl y col.
(1978) reportd en su estudio que E. invadens es capaz de
fagocitar eritrocitos pero con una eficiencia considerablemente
menor que E. histolytica, este reporte que semala las
diferencias en la capacidad fagocitica entre ambas especies de
amiba concuerda con los resultados encontrados en el presente
trabajo,  pues  observamos una  diferencia  altamente

48



significativa entre los trofozoitos de E.histolytica la cual
mostrd una tasa elevada de fagocitosis y de E. invadens que
presentd una baja capacidad para fagocitar trofozoitos de
tricomonas.  Ramirez-Cdrdova y caol. (1990) realizaron un
estudio cuantitativo para evaluar la digestion intracelular de
eritrocitos humanos por parte de trofozoitos de E. invadens,
los estudios los realizaron con una proporcin de 10
eritracitos por cada trofozoito amibiang, en un pulsa de 30 min
se presentaron 3.6 eritrocitos por amiba vy el resto de los
eritrocitos no fagocitados fueron lisados con agua destilada,
los eritrocitos presentes en el interior de las amibas
desaparecieron paulatinamente vy en su totalidad, con una vida
media de 7 h. Probablemente la capacidad que presenta E.
invadens para digerir los eritrocitos tambien le permita
digerir los trofozoitos de tricomonas, desafortunadamente por
no haber podido encantrar y adecuar una técnica para separar
las tricomonas presentes en exceso en los cultivas no  fue
posible realizar el estudio cuantitativo de digestidn
intracelular para esta especie de amiba.

Se realizaron ensayos para separar de los cultivos mixtaos
los trofozoitos de T. vaginalis y de E. invadens, primero
tratando de lisar las tricomonas con agua destilada en
diferentes volumenes y a diferentes tiempos, con lo cual
obtuvimos un resultado negativo. Posteriormente se intentd
separar ambos protozoarios mediante gradientes de percoll
(Avron y col. 1983), al no obtener un solo resultado positivo
se declind en el intento de separacion de los cultivos, ya que
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simultaneamente a las tricomonas ingeridas, habia una gran
proporcidn de ellas fuera de las amibas, las que al ser
ingeridas en tiempos postericres modificarian los resultados de
tricomonas/amiba y las caracteristicas norfoldgicas de las
tricomonas en digestidn. '

20



CONCLUSIONES



CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos enel presente trabajo nos
permiten concluir que:

1) Entamoeba histolytica y Entanoeba invadens son capaces
de fagocitar in vitro células que poseen gran mavilidad, como
los trofozoitos de Trichomonas vaginalis.

2) La habilidad de Entamoeba para fagocitar 1. vaginalis
depende de la especie y de la cepa amibiana.

5} Durante los primeros 10 min de interaccidn la
fagocitosis de T. vaginalis es mayor en cepas de E. histolytica
que tienen elevada virulencia (HMl) que en cepas de virulencia
atenuada (HK9), en tiempos posteriores la actividad fagocitica
es similar.

4) Los trofozoitos de Entamoeba irvadens poseen una
habilidad significativamente menor que E. histolytica para
fagocitar T. vaginalis, pues el promedio de tricomonas por
amiba y el porcentaje de amibas fagociticas fue cldramente
inferior al obtenido con los trofozoitos de E. histolylica

9) La incapacidad de E. invadens para lograr los niveles de
fagocitosis que se obtienen con E. histolytica puede ser el
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resultado de una adhesién debil de las tricomonas a las amibas
y por otra parte, la lenta formacion de seuddpodos par éstas;
ya que se observé que las amibas son capaces de adherir las
tricomonas, pero la mayoria de ellas se liberaban.

6) Los trofozoitos de Entamoeba histolytica tienen la
capacidad de digerir los trofozoitos de T, vaginalis
previamente fagocitados.

/) En la capacidad para digerir los trofozoitos de
Trichomonas vaginalis por las dos cepas de E. histalytica no
existen diferencias estadisticamente significativas pues la
vida media de las tricomonas en el interior de los trofozoitos
amibianos de la cepa HK9 fue de 3.1 h, a partir de ! tricomana
en promedio,en el inicio de la digestién y para la cepa HMI de
5.01 h con un promedio de 1.4 tricomonas al inicio de la
digestidn. Lo anteriar nos permite cancluir que los procesos
de digestidn o degradacidn intracelular de las tricomonas por
E. histolytica no dependen de la virulencia de la cepa
amibiana.
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