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RESUMEN: 

Los trofozoitos de Entamoeba histolytica poseen la capacidad de fagocitar 

de gran variedad de células, tanto in vivo como in vitro, y se ha demostrado su 

habilidad para fagocitar otros protozoarios. 

Nuestro objetivo es determinar si Entamoeba histolytica es capaz de 

fagocitar y digerir Trichomonas vagina/is y establecer si entre cepas de E. 

histolytica con diferente virulencia existen diferencias en ambos procesos, así 

como realizar un análisis a nivel de Microscopio Electrónico de Transmisión y 

Microscopio Electrónico de barrido de la fagocitosis y la digestión de T. vagina/is 

por E. histo!ytica. Se utilizaron trofozoitos de T. vagina/is de la cepa GT1 y de E. 

histolytica HK9, HM1, y dos subpoblaciones de la última obtenidas mediante SLI 

paso una vez por higado de Hámster (H1) y tres veces por hígado de hámster 

(H3), las cepas de E. histolytica se caracterizan por tener diferente virulencia. 

Las células fueron cultivados en medio B-l-S-33 a 37'C y cosechadas en fase 

logarítmica de crecimiento, para los ensayos de fagocitosis se mezclaron 

suspensiones de cada una de las cepas de E. histolytica con T. vagina/is en 

proporción 1 :5 y 1 :1 O a diferentes tiempos. Para evaluar la digestión las 

proporciones de amibas-tricomonas fueron de 1 :1 con un pulso de fagocitosis de 

30 min y los tiempos de incubación de 1.5, 3, 4.5 y 6 h posfagocitocis ; Los 

ensayos se realizaron a 37'C, para detener el proceso de fagocitosis las 

muestras se incubaran en un baño de hielo-agL1a y se realizaran preparaciones 

en fresco para ser examinadas en el microscopio equipado con contraste de 

fases y contraste diferencial de intelierencia según Normarski para determinar el 

número de tricomonas fagocitadas y el porciento de amibas fagocíticas en cada 

uno de los tiempos de fagocitosis y digestión en cien células amibianas contadas 

al azar de cuando menos tres experimentos por triplicado. El análisis estadístico 

se realizó mediante análisis de varianza y t de Student para determinar si existen 

diferencias entre las cepas de E. histolytica para fagocitar y digerir T. vagina/is y, 

mediante regresión lineal para determinar la vida media de las tricomonas en el 

interior de los trofozoítos amibianos. Para el análisis moliológico de la fagocitosis 

y digestión las muestras se procesaran para ser observadas en el microscopio 

electrónico de transmisión y microscopio electrónico de barrido. 

A nivel de microscopía electronica de barrido. se observaron un número 

•1ariable de tricomonas adheridas a la superficie amibiana: se obser1aron 
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también tricomonas parcialmente fagocitadas por las amibas mediante la 

emisión de pseudopodos y ocasiona lmente sin la formación de éstos. Las 

tricomonas fagocitadas por las amibas se observan como protusiones 

esfero idales en la superficie amibiana. 

Mediante microscopía electrónica de transmisión se corroboró lo 

observado con microscopía de barrido; se observó la interacción membrana

membrana entre tricomonas y amibas; la formación de los pseudopodos por las 

amibas y las características de los mismos, los cuales fueron utilizados por las 

amibas para ingerir a las tricomonas a través del canal fagocítico, el cual también 

se observó con algunas características . Una vez en el interior de las vacuolas 

amibianas las tricomonas se observan normales y se les pueden apreciar 

algunos de sus organelos como los flagelos, vacuolas , hidrogenosomas y su 

membrana plasmática . Durante el proceso de digestión se observó que las 

tricomonas ingeridas por los trofozoítos amibianos una vez que se encuentran en 

el interior de las vacuolas sufren cambios en su estructura , lo primero que se 

observa son cambios claros en citoplasma de las tricomonas, conforme 

transcurre el tiempo de digestión el citoplasma disminuye en cantidad y se 

observa granuloso hasta desaparecer completamente en las vacuolas digestivas 

amibianas, la membrana plasmática de las tricomonas es la última estructura en 

ser digerida en las vacuolas amibianas. 

CUCBA 
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ABSTRACT 

Sorne authors studied phagocytic process in Entamoeba histolytica. they 

establised who the trophozoites of E. histolytica are able to phagocytose 

numerous particulate material and differents cells types. 

On this job our aim was establish if E. histolytica is able to phagocytose 

motile cells, ours white cell was Trichomonas vagina/is a flagelate protozoa. We 

interacted trichomonads with amebas at differents phagocytosed times. lt was 

found that differents strains of E. histolytica had differents phagocytose capacity, 

the hamster passage of the strain HM1 increased the phagocytose rate in E. 

histolytica. There are statistical diferences between strains used, the capacity of 

phagocytose of HK9 and HM1 is statistically different. This activity is dependent 

of interaction time, disponibility of the white cells and the E. histolytica strain 

used. 

At transmision electron and scanning microscope leve! , we found the 

tricomonads adhered in any place of the amebic surface. E. histo!ytica used two 

differents mechanisms for phagocitose trichomonas , a) classical phagocitose 

with the formation of pseudopodia for ingest the trichomonas and b) phagocitose 

of trichomonas whitout the formation of the pseudopodia . And by other hand the 

trichomonads were ingested complete and ocasionally in small portions. The kill 

and digestion of trichomonads ingested by E. histolytica ocurr inside amebic 

totally in 6 h. the trichomonads was observed with evidents changes inside 

amebic vacuoles, the digestion start with the citoplasm and finish with the 

membrane plasmatic . 
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INTRODUCCION 

Entamoeba hislolytica es un protozoario parásito del humano descubierta 

por Lesh en 1875 y denominada así por Schaudinn en 1903. Para esta especie 

de amiba se había establecido hasta antes de 1997, que podía habitar en forma 

comensal en el intestino del hombre o bien bajo ciertas circunstancias cambiar 

su comportamiento y causar enfermedad, incluso la muerte. Actualmente se ha 

establecido que existen dos especies de Entamoeba distingibles entre sí 

unicamente mediante técnicas inmunólogicas y de Biología Molecular, estas 

especies son; Enlamoeba. histolytica, la cual es la causante de la amibiasis con 

la sintomatologia característica de la enfermedad y, Entamoeba dispar que se 

comporta en forma comensal. 

Existen algunas características de E. histolytica que han sido relacionadas 

o utilizadas como marcadores de patogenicidad, entre las que se encuentran: a) 

susceptibilidad a aglutinar con ConA, b) cargas de superficie, c) adhesión a 

células epiteliales, d) efecto citopático sobre monocapas de líneas celulares en 

cultivo, e) fagocitosis, e) actividad colagenolítica, f) secuencias de Dl'IA, g) 

diferencias en el RNA ribosomal, así como la producción de diversas enzimas 

líticas. 

Entre todas las las características antes señaladas la fagocitosis es una de 

las propiedades que ha sido más estudiada, lo cual ha permitido determinar que 

los trofozoitos de diferentes cepas de E. histolytica tienen la capacidad de 

fagocitar eritrocitos humanos in vivo. lo cual es utilizado por el parásito para 

obtener m1trientes y sobrevivir en el hospedero. En estudios de eritrofagocitosis 

in vitro se ha determinado que esta actividad es mayor en cepas con alta 

virulencia que en cepas con virulencia atenuada. Al realizar estudios para 

conocer el proceso de fagocitosis en E. histolytica. se ha determinado que esta 

actividad del protozoario no se encuentra limitada solo a eritrocitos, puesto que 

se ha observado en diferentes estudios la fagocitosis de gránulos de almidón, 

bacterias, esferas de látex, células de mamífero en CLiltivo y protozoarios .. 4.si 

mismo, se ha reportado la presencia de enzimas líticas las cuales podrían 

participar o estar involucradas en el proceso de digestión del material fagocitado. 

Este último proceso, sin embargo ha sido poco estudiado. 

Las investigaciones realizadas para conocer el proceso de fagocitosis han 

sido efectuadas con particLilas inertes. o bien con células inmóviles. Por otra 

parte, en la literatura existe un reporte de fagocitosis de Leishmania mexicana 

por E. histoíy11ca y otro de fagocitosis de Tripanosoma por E. histotyt:ca. =~. 
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ambos casos se trata de dos protozoarios parásitos intracelulares, condición que 

podría facilitar la internalización de los mismos por las amibas. Se desconoce si 

otros protozoarios móviles no intracelulares (por ejemplo tricomonas) son 

fagocitados por Entamoeba histolytica y si es así cuales son los mecanismos 

utilizados por las amibas para fagocitar tricomonas y si esta actividad depende 

de la virulencia de la cepa amibiana. Además se desconoce si el paso de amibas 

por higado de hamster provoca un aumento en la capacidad de fagocitosis de las 

amibas para fagocitar células móviles. En el presente trabajo estudiamos tanto 

cuantitativa , como morfológicamente la actividad fagocítica de E. histolytica, 

mediante el uso de T. vagina/is como célL1la blanco, y de la misma manera 

evaluamos cuantitativa y morfologicamente la actividad digestiva de las amibas 

después de pulsos determinados de fagocitosis de tricomonas. 

CUCBA ' 
~ 
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11.- ANTECEDENTES 

1.- Biología de E. histo/ytica 

Entre los organismos clasificados como protozoarios, existen diferentes 

especies de amibas del género Entamoeba; una de las especies más estudiadas 

ha sido Entamoeba histolytica, la cual fue descubierta por Lesh en 1875 (Kean 

1988) y nombrada así por Schaudinn en 1903, la importancia para su estudio 

radica principalmente por ser una amiba parásita del humano. El ciclo de vida de 

esta amiba presenta una fase móvil llamada trofozoíto, el cual es una célula 

altamente dinámica y pleomórfica y otra fase inmóvil e infectante denominada 

quiste, la cual es la forma de resistencia del parásito cuando abandona al 

hospedero para diseminarse. 

La infección por Entamoeba histo/ytica cuando se presenta puede causar 

enfermedad severa, principalmente diarrea y absceso hepático e incluso la 

muerte. Lo anterior puede depender de factores relacionados con el parásito o 

con el hospedero o ambos. 

Los trofozoítos de Entamoeba histolytica miden entre 7 y 40 µm de 

diámetro, generalmente son pleomórficos, aLinque en ocasiones se observan 

alargados, con un lobopodio protuberante y un uroide. Pueden formar 

pseL1dopodos de diversos tamaños, abundantes filopodios de diferente longitud y 

prolusiones esferoidales lisas. La mayor parte de la superficie amibiana tiene una 

apariencia arrugada, con aberturas circulares de entre 0.2 a 0.4 µm de diámetro, 

que corresponden a las bocas de las vesículas micropinocíticas; los estomas 

salientes de los canales macropinociticos son más grandes, entre 2 y 6 µm de 

diámetro (González-Robles y Martínez-Palomo, 1982). La célula presenta una 

locomoción rápida, en cL1ltivos poliaxénicos alcanzan una velocidad de hasta 50 

µm por segundo, pero esta capacidad disminuye en trofozoitos cultivados 

axenica y monoaxenicamente. 

El citoplasma de E. histolytica se divide en endoplasma y ectoplasma, en 

el primero se presentan abundantes vacuolas y partículas citoplásmicas mientras 

que el segundo es una región de material fibrogranular de baja densidad a los 

electrones. Estudios con microscopía electrónica han revelado que los trofozoitos 

de E. histolytica carecen de varios organelos típicos de las células eucarióticas; 

por ejemplo mitocondrias, complejo de Golgi, retículo endoplásmico y centriolos. 

Una gran proporción de su citoplasma esta ocupado por vesículas y vacuolas de 

tamaño variable que va desde 0.5 a 9 µm de diámetro. las cuales están limitadas 



de membrana derivada de regiones internalizadas por micro y macropinocitosis, 

así como por fagocitosis. 

Se pL1eden distinguir dos tipos de vacuolas en base al aspecto de su 

superficie, al analizar las células en replicas de criofractura, las más abLmdantes 

son las que tienen un contorno liso, mientras que otras aparecen con pequeñas 

elevaciones, el significado de esto no se ha determinado (Martínez-Palomo 

1976). La membrana de estas vesículas y vacL1olas mide aproximadamente 1 O 

nm de espesor. Ultraestructuralmente se pueden identificar diferentes tipos de 

vacuolas: a) vacuolas fagocíticas, b) vacuolas macropinocíticas, c) vacuolas 

micropinociticas d) lisosomas secundarios, e) cuerpos residuales y f) vacuolas 

autofágicas, los primeros tipos probablemente representan algún fenómeno de 

endocitosis (Martínez-Palomo 1982). 

En los lisosomas de las células eurarioticas típicas las enzimas como la 

fosfatasa ácida se encuentran en forma soluble; en el caso de algunas vacuolas 

de E. histolytica, mediante ensayos de aislamiento y posteriormente análisis 

citoquímicos y bioquímicos de membrana aisladas, indican que la fosfatasa 

ácida y su actividad se encuentra principalmente asociada con la membrana 

vacuolar, más que estar libre en el interior de la vacuola. Estudios citoquímicos 

ultrastructurales sugieren que la membrana plasmática de los trofozoitos 

también contienen actividad de fosfatasa ácida. 

Aunque E. histo/ytica carece de un retículo endoplásmico y complejo de 

Golgi con la estructura típica de tales organelos, se ha notado la presencia de 

elementos membranosos que forman tubulos, este sistema puede ser 

interpretado como contraparte del típico retículo endoplásmico liso; cuando está 

presente se encuentra formado por tubulos de aproximadamente 20 nm de 

diámetro. Ciertos productos amibianos son liberados por los trofozoítos, entre los 

que se incluyen toxinas capaces de dañar células en cultivo y enzimas qL1e 

facilitarían la invasión de tejidos sólidos por el parásito. 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. 

La membrana plasmática de E. histolytica y la cubierta celular es más 

gruesa que los componentes correspondientes de los glóbulos rojos de mamíferos 

y presenta la clásica unidad de membrana de las membranas biológicas. Esta 

membrana está rodeada por una cubierta celular que se hace notar al ser teñida 

con rojo de rutenio o azul alciano; se ha demostrado que esta cubierta es más 



prominente en amibas obtenidas de lesiones del colon, abscesos hepáticos y las 

cultivadas monoxénicamente (12.8 nm), que en aquellas cultivadas axénicamente 

en las que su espesor aproximado es de 1 O nm. Mediante la visualización 

ultraestructural por técnicas de criofractura y con microscopio electrónico de 

barrido de la superficie de trofozoítos activos, se determinó la existencia de 

endocitosis y exocitosis. E. histolytica presenta además la capacidad de distribuir 

polarmente componentes de la superficie (capping), los cuales se acumulan en la 

parte posterior de la célula o uroide (Martínez-Palomo y col. 1980). 

El núcleo generalmente es poco notable cuando las amibas son 

observadas con microscopia óptica de campo claro, pero es notorio cuando son 

observadas al microscopio de contraste de fases o microscopia de interferencia 

de Normarsky, el núcleo mide entre 4 y 7 µm de diámetro. La membrana nuclear 

esta resaltada por una capa delgada y uniforme de gránulos cromatinicos, los 

cuales le dan al núcleo la apariencia de un anillo. Cuando se examinan trofozoitos 

vivos, se observa que el núcleo no esta fijo en un sitio del citoplasma, pues se 

mueve en forma libre y algunas veces rota rápidamente. 

2.- POSICION TAXONOMICA: 

Entamoeba histolytica 

REINO Protista 

SUB-REINO Protozoa 

PHYLUM Sarcomastigophora 

SUB-PHYLUM Sarcodina 

SUPERCLASE Rhizopoda 

CLASE Lobosea 

SUBCLASE Gymnamoebia 

ORDEN Amoebida 

SUB-ORDEN Tubulina 

FAMILIA Entamoebidae 

GENERO Entamoeba 

ESPECIE E. histo/ytica 

(Levine y col. 1980) 

Trichomonas vaginafl's 

Protista 

Protozoa 

Sarcomastigophora 

Mastigophora 

Zoomastigophorea 

Trichomonadida 

Trichomonas 

T. vagina/is 

3.- CICLO VITAL DE Entamoeba histofytica 

El ciclo vital de E. histo/ytica en el humano se desconoce. pero los detalles de su 

ciclo de vida completo fueron obtenidos en un estudio reaiizado por Dobeil en 



1928, sus observaciones proporcionan las bases para el conocimiento del ciclo 

de vida de E. histo/ytica y desde entonces poco se ha agregado a su descripción 

original. El ciclo completo de este parásito comprende principalmente 4 etapas 

consecutivas; 1) trofozoíto, 2) prequiste, 3) quiste y 4) amiba metaquística. Los 

trofozoítos se multiplican por fisión binaria; en estado avanzado de la división 

celular se forma una estructura filiforme entre las células que se están 

dividiendo, misma que se hace más delgada y se separa terminando así la 

división celular. Los trofozoítos disminuyen su motilidad momentos antes de su 

división, generalmente se dividen en dos pero algunas ocasiones pueden 

también dividirse en tres, las células hijas pueden tener el mismo tamaño o ser 

unas más grandes que las otras hasta tres veces más, es por eso que en los 

cultivos de 48-72 h se encuentran amibas de diversos tamaños, el proceso de 

división se completa u ocurre en su totalidad entre 3 y 8 min (Shafer y col. 

1961 ). Durante el proceso de diferenciación o enquistamiento, se producen 

quistes tetranucleados después de dos divisiones de un quiste uninucleado. En 

el desenquistamiento, una amiba metaquística tetranucleada emerge de cada 

quiste y produce 8 amibas uninucledas después de su división (Martínez

Palomo 1982). 

4.- VIRULENCIA DE E. hístofytíca 

Una de las principales incógnitas acerca de la biología de E. histolytica 

radica en los factores que determinan la virulencia del parásito y de los factores 

que determinan que su comportamiento como patogena. El término 

patogenicidad es usado para denotar la habilidad de un organismo para 

producir 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 citopático de las amibas sobre los tejidos humanos no 

puede ser atribuido a una sola función del parasito, sino que parece ser 

resultado de varias propiedades químicas y mecanicas (fagocitosis y movilidad) 

del protozoario (Martínez-Palomo, 1982; Martínez-Palomo y col. 1985). En la 

amibiasis invasora estos parásitos fagocitan pequeñas porciones de la periferia 

de las células blanco, acciones que provocan el rompimiento de la membrana 

plasmática y que resulta en la ruptura de la célula y la subsecuente lisis celular 

(Martinez-Palomo y col. 1985). Por otra parte se ha demostrado que sonicados 

de E. histolytica contienen compuestos tóxicos para células de mamífero así 

como para eritrocitos de hámster y ratón (López-Revilla y Said-Fernández. 1980; 



Monfort y col. 1993), asi como actividades de proteinasas (\\Jlc Laughlin y col. 

1976; Lushbaugh y col. 1984; Lushbaugh y col. 1985; Schulte y scholze, 1989; 

Monfort y col. 1993), colagenásas (Gadasi y col. 1983b) y la presencia del 

ameboporo (Young y col. 1982, Dodson y col. 1994), los cuales, se propone 

tienen importancia relevante procesos de lisis celular e invasion de tejidos. 

5.- FAGOCITOSIS EN E. histolytíca 

La actividad fagocítica se ha analizado ampliamente mediante el uso de 

glóbulos rojos como célula blanco, la fagocitosis de Entamoeba histolytica se ha 

relacionado con la nutrición del microorganismo y con la patogenicidad del 

mismo. Se ha encontrado que la fagocitosis en esta especie de amiba es mayor 

en cepas que son altamente virulentas, motivo por el cual se consideró a la 

eritrofagocitosis como un marcador de virulencia (Trissl y col. 1978; \\Jlartínez

Palomo y col. 1980; Orozco y col. 1982a; Orozco y col. 1983), aunque 

posteriormente algunos autores han reportado que no existe dicha correlación 

(Tsusumi y col. 1992; Monfort y col. 1992; Diamond y Clark 1994). Se ha 

encontrado que los trofozoítos tanto de E. histo/ytica, como de otras especies de 

Entamoeba, fagocitan diversos materiales particulados, tales como granos de 

almidón, células inflamatorias (Griffin 1972; Chevez y col. 1974, Guerrant y col. 

1981), bacterias, esferas de látex (Orozco y col. 1983), células de mamifero en 

cultivo (Radvin y col. 1980) y protozoarios (Anaya-Velazquez y Chang 1983; 

Martínez-Palomo y col. 1985) estos últimos estudios solo incluyen observaciones 

aisladas, en los que no se determinó la cinética de fagocitosis, ni un análisis 

estructural con microscopio óptico, electrónico de transmision o de barrido. 

Con el proposito de conocer más a fondo el proceso de fagocitosis en 

Entamoeba histo/ytica. se han realizado diverscs estudios sobre este proceso, 

entre los primeros se encuentran los de Chévez y col (1972, 197 4); en el primero 

se reporta la capacidad que presenta E. histolytica para fagocitar eritrocitos 

humanos y la forma en que las amibas los ingirieron, mediante análisis a nivel de 

microcopia optica con contraste de fases. Se hace énfasis en los mecanismos 

utilizados por las amibas para fagocitar eritrocitos humanos. En en el segundo 

reporte los autores realizan ensayos de fagocitosis, en los que utilizan como 

célula blanco eritrocitos de diversas especies animales, estos reportes a nivel de 

microscopía optica con contraste de fases y cinematografía. Posteriormente 

Esther Orozco y col. 1983) establecieron con sus estudios a la fagocitosis de 

eritrocitos humanos como un factor de virulencia, tambien otros autores 



8 

señalaron que cepas de E. histolytica deficientes en adhesión son deficientes en 

fagocitosis (Rodriguez MA y col. 1990). En otros estudios se determinó que 

componentes del citoesqueleto, como los filamentos de actina y de miosina 

intervienen activamente en el proceso de fagocitosis en E. histo/ytica (Bailey y 

col. 1985; Espinosa-Cantellano y Martínez-Palomo, 1994), adicionalmente se 

han realizado estudios a nivel de microscopía electrónica de barrido, que han 

permitido establecer tambien parte de los mecanismos utilizados por las amibas 

para fagocitar las células blanco (Tsutsumi y col 1992, Herrera-Verdugo y col 

1997) 

6.- DIGESTION EN E. hístolytíca 

En diversos estudios realizados con E. histo/ytica se ha logrado 

determinar que este protozoario posee y presenta actividad de numerosas 

enzimas hidrolítícas o proteinasas. Se ha pensado ademas que el 

comportamiento invasivo y la destrucción de tejidos en algunas formas invasivas 

de la amibiasis puede estar mediada por las enzimas proteolíticas que E. 
histolytica produce, de hecho a principios de siglo Schaudinn les dio el nombre 

de histolytica por el efecto lítico que las amibas producen sobre los téjidos. Los 

estudios bioquímicos relevantes de las enzimas proteolíticas se dieron a partir de 

que se logró el cultivo axénico de E. histolytica. En multiples estudios realizados 

antes de 1961 se llego a conclusiones que hasta la fecha aun son validas, por 

ejemplo el hecho de que E. histolytica posee enzimas proteolítícas altamente 

activas, capaces de degradar varios sustratos proteínicos como gelatina, 

caseína, y albumina entre otros (Perez-Montfort y col. 1993). Que las amibas 

intactas o lisadas poseen productos tóxicos con capacidad proteolítica y que las 

actividades tóxicas y de proteolisis pueden ser inhibidas por componentes del 

suero (Perez-Montfort y col. 1993). 

Refiriendonos de manera general a los sistemas biologicos, se piensa que 

por lo menos existen 4 grupos de proteínasas; las de serina, de cisteína, de 

aspártico y las metaloproteinasas, para el caso de E. hístolytica las que 

prredominan son las cistein-proteinasas. McLaughlin y Faubert (1977) realizaron 

estudios sobre enzimas proteolíticas en E. histo/ytica cultivada en forma axénica; 

estos autores, identificaron y pLirificaron parcialmente dos proteinasas, una de 

aspártico y una de cisteína. La de aspártíco con una masa de 41 kDa y con 

algLinas propiedades similares con la catepsina O, y la de cisteína con 27 kDa. 

con propiedades similares con la catepsina B. Se han desarrollado dos tipos de 



líneas de trabajo; una enfocada a estudiar las propiedades tóxicas y degradativas 

de los extractos amibianos y la otra hacia la purificación y caracterización de las 

toxinas y proteínasas de dicho extractos. 

Los grupos de Sos (1980) y Luhsbaugh (1984), fueron los iniciadores del 

estudio de las propiedades citopáticas y citotóxicas de extractos amibianos, 

establecieron que las principales toxinas tenían masas moleculares entre los 25 

y 45 kDa, y que estas podrían ser glicoproteínas. El hecho de algLmos 

ínhibidores de proteínasas bloquearan el efecto citotóxico de los extractos 

amibianos permitió establecer una correlación entre el efecto tóxico y enzimas 

proteolíticas. McGowan y col. (1982) encontraron una correlación entre la 

virLilencia de la cepa amibia na y la actividad citotóxica del extracto 

correspondiente, en su estudio lograron inhibir dicha actividad con inhibidores de 

proteasas, lo que les permitió identificar las toxinas como enzimas proteolíticas. 

Gadasi y Koliber (1983) establecieron una correlación entre la actividad aparente 

de enzimas proteolíticas en los extractos amibianos y la virulencia reportada para 

diferentes cepas. Lushbaugh (1985) y Sos (1980) mencionaron que la actividad 

citotóxica dependía de grupos sulfhidrilo, pero fueron .'\vila y col (1985), quienes 

al revertir la acción inhibitoria de agentes que bloquean grupos sulfhidrilo con el 

2-mercaptoetanol, concluyeron qL1e las principales enzimas proteolíticas de E. 

histo/ytica son de la clase catalítica de cisteina. Posteriormente Perez-Monfort y 

col. (1987) demostraron con un número mayor de inhibidores de proteínasas de 

cisteina, que éstos inhibían entre el 80 y el 90% de la actividad; mientras que 

con inhibidores de las proteasas de serina se inhibían únicamente entre el 15 y 

el 18% de la actividad. Mediante electroforesis con gel de sustrato demostraron 

la existencia de proteinasas; de 56. 40 y 27 kDa que correspondían a las 

proteinasas de cisteína. Los resultados de estos estudios confirmaron que en E. 

histo/ytica predominan las proteinasas de cisteína; propiedad que se ha 

observado en un gran número de protozoarios parásitos (Perez-Monfort y col. 

1987). 

Scholze y Werries (1984) aislaron una proteinasa de cisteina con una 

masa molecular de 21 kDa, nombrada recientemente amebapaína, la cual tiene 

un gran número de sustratos, y se encuentra localizada en la superficie de la 

membrana celular, así como en las membranas de vesículas intracelulares. Por 

su parte Lushbaugh (1985) purificó una proteinasa de cisteína con una masa 

molecular de 16 kDa a la que designó catepsina 8, la cual tiene actividad sobre 

hemoglobina y caseína y una actividad mayor en cepas •1irulentas que en las no 
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virulentas. Keene y col. (1986) purificaron una proteínasa de cisteína neutra con 

una masa molecular de 56 kDa, con la capacidad de degradar colágena tipo 1, 

fibronectina, laminina y elastina. En tanto que Luaces y Barre! (1988) purificaron 

una proteínasa de cisteina con una masa molecular de 27 kOa llamada 

histolisina, capaz de degradar azocaseína, azoco!, elastina. La secuencia 

completa de esta proteinasa que resultó tener una homología del 84% con la 

amebapaína (Tannich 1992). 

En cuanto a su distribución subcelular se ha demostrado por varios 

grupos de trabajo y por diversos métodos qL1e E. histo/ytica posee enzimas en la 

membrana plasmática y en membranas de vesículas internas, ademas de poseer 

proteínasas en fracciones subcelulares solubles (Ostoa-Saloma y col. 1989). 

Ademas de las proteínasas de cisteína de E. histolytica se ha reportado que 

también presenta actividad de colagenasa (Muñoz y col. 1982; Gadasi y col. 

1983b). Se han identificado además diversas actividades enzimáticas en esta 

especie de amiba, se detectó una ATPasa dependiente de Ca +2 Mg +2, sobre la 

membrana plásmatica y en la superficie interna de la mayoría de las vacuolas, 

además se identificaron: una ADPasa dependiente de Ca, tímino pirofosfatasa 

dependiente de Ca y fosfatasa ácida en el interior de las vacuolas (Kobayashi y 

col. 1982). Esta enzima se pueden encontrar unida a las membranas de las 

vacuolas o en forma soluble dentro de ellas. En E. histolytica se ha encontrado 

actividad de fosfatasa ácida en la membrana de los fagolisosomas, en los 

filopodios y en las membranas de las amibas 

Las proteínasas mencionadas anteriormente presentan actividad 

degradativa, y se les atribuye participación en la invasión de los tejidos por E. 

histo/ytica. Ademas es importante mencionar que estas pueden jugar un papel 

relevante en los procesos de digestión del material fagocitado por los trofozoitos 

amibianos. La capacidad de digestión del material fagocitado y la velocidad 

digestiva de E. histo/ytica puede ser dependiente de la existencia o ausencia de 

enzimas degradativas en los trofozoítos, así como de la naturaleza del material 

fagocitado. 

7.- Características generales de Trichomonas vaginalis 

Trichomonas vagina/is es un protozoario flagelado descubierto por 

Oonné en 1836, es el parásito causante de la tricomoniasis clasificada como una 

enfermedad sexualmente transmisible, que consiste en la iniección del aparato 

urogenital femenino principalmente. Este protozoario presenta formas variables 
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como organismo vivo y en preparaciones teñidas y fijadas, debido a que la forma 

y tamaño de las tricomonas son afectados por los métodos de fijación, pero su 

tamaño promedio en cultivo es de 9.7 x 7 µm. 

La forma de las tricomonas varia de acuerdo con su origen, aunque en 

general las células mantenidas en cultivo presentan una forma uniforme, ovoide 

o periforme, que las observadas en secreciones vaginales u orina. Se ha 

observado que la forma de este flagelado también depende de la presión 

osmótica; en solución salina hipertónica las tricomonas tienden a ser de forma 

delgada mientras qL1e en solL1ciones hipotónicas se presentan redondeadas y 

vacuoladas. Se ha observado además que cuando se están dividiendo son más 

pequeñas y redondeadas. Los flagelos tienden a ser irregulares, SLI membrana 

ondulante y la costa en relación con la longitud del cuerpo son más pequeñas y 

se ha observado que los organismos que no se encuentran en división siempre 

tienen 4 flagelos en la parte anterior del cuerpo, estos flagelos tienen su origen 

en el cinetosoma también localizado anteriormente; en algunos especimenes los 

flagelos parecen estar organizados en dos grupos, en donde cada grupos 

contiene dos flagelos, el flagelo anterior más largo puede medir hasta 12.5 µm 

de longitud en promedio. 

La membrana ondulante y la costa se originan del cinetosoma un poco 

posterior al origen de los flagelos y en el dorso del cuerpo de la tricomona, la 

membrana ondulante es típicamente más corta que el cuerpo de la tricomona y 

relativamente baja. El margen externo libre de la membrana consiste del 

filamento accesorio y flagelo recurrente unido, el cual no continua mas allá 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 

adelgazandose cada vez más, la proyección axostilar mide en promedio 4.9 µm 

de longitud. 

Uno de los aspectos más notables de Trici?omonas vagina/is es el arreglo 

de sus llamados gránulos paraxostilares, los cuales aparecen en tres hileras 

paralelas al axostilo, más del doble de estos gránulos son hidrogenosomas. En 

los organismos vivos el núcleo esta situado cerca de la parte anterior del cuerpo 

y puede tener forma elipsoidal u ovoide, mide aproximadamente 4.2 µm de largo 

por 2 µm de ancho (Honigberg 1978). 
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Diversos estudios han permitido conocer parte de la biolog ía de 

Trichomonas vagina/is y la importancia de las propiedades y características que 

presenta en la invasión del tejido del hospedero, como puede ser la presencia de 

proteínas de membrana que le permiten el reconocimiento y adhesión a 

proteínas y componentes de la matriz extracelular del hospedero, como la 

laminina y la fibronectina, ademas de la presencia de proteinasas de membrana 

cuyas propiedades han sido correlacionadas con su capacidad invasiva. Por otro 

lado se ha establecido la capacidad de Trichomonas vagina/is para fagocitar y 

digerir células como las de Neisseria gonorrhoeae (Francioli y col. 1983), tanto in 

vivo como in vitro, también se demostró recientemente que son capaces de 

fagocitar lactobacilos, células del epitelio vaginal y eritrocitos in vitro (Rendon y 

col 1998). La fagocitosis de eritrocitos humanos se propone como un mecanismo 

utilizado por el parásito para la obtención de lípidos y hierro (Lekher y col. 1990). 

También se ha demostrado que presentan actividades beta hemolíticas 

relacionadas estas con la virulencia del parásito (Krieger y col. 1983) y con la 

capacidad de las tricomonas para llevar a cabo la hemólisis de los eritrocitos, 

actividad que es dependiente de la adherencia entre ambos tipos celulares 

(Potamianos y col. 1992). Se ha propuesto que la adhesión de Trichomonas 

vagina/is puedan depender o estar mediados por lectinas (Roussel y col. 1991 ). 

Las células de Trichomonas vagina/is aisladas de pacientes de tricomoniasis, 

una vez axenizadas se mantienen en cultivo en medio liquido Bl-S-33. 

CUCBA 

BmuoTEc.t CENTRAL 



111.- JUSTIFICACIÓN ·. 
Se ha reportado que el protozoario Entamoeba histolytica fagocita diversos tipos 

celulares del hospedero durante la patogénesis , adicionalmente es capaz de 

fagocitar los mismos tipos de células in vitro. Estas células se caracterizan por 

ser inmóviles y podrían ser utilizadas como nutrientes por el parásito para su 

sobrevivencia. 

En el contenido intestinal del hospedero se pueden encontrar diversos 

organismos como bacterias y algunos protozoarios flagelados como 

Pentatrichomonas hominis y Giardia lamblia . Es conocido que las amibas son 

capaces de fagocitar bacterias, y aunque existen reportes de fagocitosis de 

protozoarios flagelados, uno de Leishmania y otro de Tripanosoma no se ha 

descrito en detalle la interacción entre las amibas y otros protozoarios flagelados 

que no sean parásitos intracelulares. Particularmente se desconoce si E. 
histolytica posee la capacidad de fagocitar células móviles con las que pudiera 

estar en contacto en el intestino, y aunque Trichomonas vagina/is no es un 

parásito intestinal nosotros las utilizamos como un modelo para estudiar la 

fagocitosis de células móviles por Entamoeba histolytica y establecer si las 

amibas utilizan como fuente alterna de nutrientes a microorganismos presentes 

en el lumen intestinal diferentes a las del hospedero. También utilizar el módelo 

para establecer los diferentes etapas del proceso de fagocitosis, como son la 

adhesión, fagocitosis, muerte y digestión. 

ClTCBA .. 
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IV.- OBJETIVOS 

OBJETIVO GENERAL : 

Evaluar cuantitativa y morfologicamente la actividad fagocítica y digestiva 

de cepas de Entamoeba histolytica con diferentes vi rulencias mediante el uso de 

Trichomonas vagina/is como célula blanco. 

OBJETIVOS PARTICULARES : 

-Determinar si las cepas de Entamoeba histo/ytica HM1 :IMSS, HK9:NIH y 
las subpoblaciones HM1 H1 y HM1 H3 poseen la capacidad de fagocitar T. 

vagina/is, como modelo para analizar la capacidad de E. histolytica para ingerir 

células móviles. 

-Determinar si las cepas de E. histolytica son capaces de digerir T. 
vagina/is. 

-Evaluar el efecto del paso de la cepa de HM1 de E. histolytica por hígado 

de hámster en su actividad fagocítica . 

-Establecer si existen diferencias en la capacidad fagocítica y digestiva 

entre las cepas de E. histolytica utilizadas. 

-Realizar el análisis morfológico de la fagocitosis y digestión de T. 
vagina/is por E. histolytica , mediante microscopio óptico, microscopio electrónico 

de transmisión, y microscopio electrónico de barrido. 

k 

BlBLiorEcA CENTRAi. 



l\JIATERIALES Y METODOS 

1 - CULTIVOS CELULARES 

Se utilizaron trofozoitos de E. histofytica de las cepas HM1 :IMSS y 

HK9:NIH, y además dos subpoblaciones, la H1 y la H3. obtenidas mediante la 

recuperación de trofozoitos a partir de un absceso hepático amibiano en 

hámster, inducido experimentalmente por nosotros con trofozoitos de la cepa 

HM1 :IMSS. Los trofozoitos fueron cultivados en medio Bl-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 13 x 100 mm con tapón de 

rosca y cosechados en fase logarítmica de crecimenio. Los trofozoitos de 

Trichomonas vagina/is utilizados fueron de la cepa GT-1, obtenidos por el Dr. 

Fernando Anaya Velázquez de una paciente de tricomoniasis (Instituto de 

Investigación en Biologia Experimental, Universidad de Guanajuato) y donadas 

por él a nuestro laboratorio. Las tricomonas fueron cultivadas en medio Bl-S-33 

suplementado con 5% de suero bovino inactivado y 0.5% de la mezcla de 

vitaminas e incubados a 37°C, en tubos de vidrio de 13 x 100 mm con tapón de 

rosca y fueron cosechados en fase logaritmica de crecimiento. 

2.- CUANTIFICACION DE LOS PARASITOS 

Para determinar el número de trofozoitos de E. histofytica, estos fueron 

cuantificados en cámaras de Neubauer, para lo cual los tubos de los cultivos se 

colocaron en baño de hielo-agua durante 15 min y se agitaron por inversión 

continua para desprender los trofozoitos de la pared y tener una suspensión 

homogénea, de la cual se obtuvó una alicuota para su cuantificación. 

En virtud de la gran movilidad de los trofozoitos de T. vagina/is el número 

de ellos se determinó previa dilución de Lma alicuota del cultivo con formaldehido 

al 4%, en amortiguador de fosfatos 0.1 M, en proporción 1 :1 para inmovilizarlos y 

facilitar su conteo. Una vez determinada la densidad celular de los cultivos, se 

prepararon suspensiones de los mismos para tener una proporción de 5 y 1 O 

tricomonas por cada trofozoíto amibiano para los ensayos de fagocitosis, y para 

los ensayos de digestión, para tener una proporción de 1 :1. Para ello, de cada 

cultivo se descartó el volumen necesario para que al final tuvieramos en ellos 1 O 

x 106 ó 20 x 106 tricomonas, para cada proporción a usar. En el caso de los 

troiozoítos amibianos se dejó en el tubo el volumen de CL1ltivo que contenía 2 x 
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106 amibas. En ambos casos los cultivos se mantuvieron en el baño de hielo

agua. 

3.- ENSAYOS DE FAGOCITOSIS 

Las suspensiones de ambos protozoarios para los experimentos 

correspondientes se procesaron por separado; inicialmente se descarto el medio 

de cultivo para eliminar posibles componentes tóxicos en el mismo. Para ello los 

cultivos se centrifugaron a 700 x g a 4ºC durante 5 min y se descartó el 

sobrenadante, las pastillas de células (amibas o tricomonas) se resuspendieron 

en 1 mi de medio Bl-S-33 nuevo frío, los cultivos se volvieron a centrifugar a 700 

x g a 4ºC durante 5 min y se descartó el sobrenadante, las pastillas de células se 

resuspendieron nuevamente en 1 mi de medio Bl-S-33 nuevo frío, se agitaron y 

centrifugaron de la forma antes señalada, se descartó el sobrenadante y en el 

caso de los cultivos amibianos la pastilla se resuspendió en 2.1 mi de medio frío, 

e inmediatamente se repartió en 21 alícuotas de 100µ1 cada una, para cada cepa 

amibiana. Una vez lavadas las células amibianas, resuspendidas en medio 

nuevo y repartidas en las alícuotas éstas se incubaron a 37ºC durante 20 min 

para que se estabilizaran, recuperaran movilidad y se adhirieran a las paredes 

del tubo. Para el caso de los cultivos de tricomonas estas se resuspendierón en 

2.1 mi de medio nuevo y se incubaron durante 20 mina 37ºC. 

Una vez estabilizadas las amibas en las alícuotas se inició la interacción 

de las células, para lo cual se tomaron alícuotas de 100 µI de la suspensión de 

tricomonas y se mezclaron con cada una de las alícuotas de amibas para tener 

un total de 21 alícuotas mixtas con un volumen final de 200 µl. Las 21 alícuotas 

se repartieron en 7 grupos de tres tubos cada uno y cada grupo se incubó a 

diferentes tiempos: 5, 1 O, 15, 20, 30, 45 y 60 min a 37°C. 

Se realizaron tambien ensayos de fagocitosis efectuados para la misma 

cepa amibiana con una proporcion de 10 tricomonas por amiba como se indicó 

antes; los intervalos de tiempo utilizados en estas condiciones fueron 

unicamente de 15, 30, 45 y 60 min. 

Para detener el proceso de fagocitosis una vez concluidos cada uno de 

los tiempos de interacción, las alícuotas se incubaron en una baño de hielo-agua 

durante 5 min para detener el proceso de fagocitosis. Inmediatamente después 

se elaboraron preparaciones en fresco para examinarlas en un microscopio 

equipado con óptica de contraste de fases y con contraste diferencial de 

interferencia, con la finalidad de determinar el número de tricomonas fagocitadas 



por amiba, para lo cual se. examinaron 100 trofozoitos amibianos seleccionados 

al azar y se determinó en número de tricomonas en cada uno, así como el 

nC1mero de amibas fagociticas. Esto nos permitió obtener los valores promedio 

de el porciento de amibas fagocíticas, así como el nlimero de tricomonas/amiba. 

CONTROL 

Como experimento control, para determinar si E. histolytica es capaz de 

fagocitar tricomonas a temperatura ambiente (25ºC) se utilizaron trofozoitos de la 

cepa HM1, los cultivos de amibas se enfriaron en un baño de hielo-agua durante 

5 min, posterior a esto se hizo la interacción con tricomonas en proporción 1 :5, 

los cultivos mixtos se mantuvieron en el baño de hielo-agua durante 5 min y 

posteriormente se mantuvieron a temperatura ambiente durante 30, 60 y 90 min, 

al finalizar cada periodo de tiempo se analizaron muestras en preparaciones en 

fresco y al azar se examinaron 100 células amibianas para determinar el número 

de tricomonas fagocitadas y el porcentaje de amibas fagocíticas, cuyos valores 

respectivos en cada período de tiempo fueron de cero. 

Después de mantener los cultivos a temperatura ambiente durante 90 min 

estos fueron incubados a 37ºC durante 45 min, al termino de los cuales se 

procedió a determinar la actividad fagocitica de las amibas y se encontró un 

67% de amibas fagocíticas y 1.45 tricomonas por amiba. Lo anterior nos 

permitió establecer que E. histolytica es incapaz de fagocitar tricomonas a 

temperatllía ambiente, condición que se presenta durante la cuantificación 

despues de los pulsos de fagocitosis. 

4.- ENSAYOS DE DIGESTION 

Para el proceso de digestión se determinó la densidad celular de ambos tipos 

celulares y se ajustaron en proporción 1 :1 y a una densidad celular de 2 x 106 

células por mi de cada tipo celular. 

De la misma manera que se hizo para los ensayos de fagocitosis las células 

amibianas y las tricomonas fueron lavadas tres veces con medio nuevo, para el 

caso de los cultivos amibianos las células se resuspendierón en 1 .8 mi de medio 

frio y se repartieron inmediatamente en 18 alicuotas de 100µ1 cada una y éstas 

se incubaron a 37'C durante 20 min para que se estabilizaran, recuperaran 

movilidad y se adhirieran a las paredes del tubo. Para el caso de los cultivos de 

tricomonas estas se resuspendierón en 1.8 mi de medio nuevo y se incubaron 

durante 20 min a 37'C. Una vez estabilizadas ambos tipos celulares se inició la 
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interacción de las células, para lo cual se tomaron alícuotas de 100 µI de la 

suspensión de tricomonas y se mezclaron con cada una de las alicuotas de 

amibas para tener un total de 18 alícuotas mixtas con un volumen final de 200 µI 

cada una. Inmediatamente despues de la interacción las alicuotas se 

centrifugaron a 100 x g durante 30 min para facilicitar la interacción de ambos 

tipos celulares (Arias-negrete y col. 1991.). 

5.- Microscopía óptica 

El análisis morfológico de la fagocitosis a nivel de microscopia optica, se 

realizó de la siguiente manera: al término de cada un de los tiempos de 

interacción se tomaron muestras de cada una de las alícuotas a 37'C y se 

realizaron preparaciones en fresco para ser observadas inmediatamente al 

microscopio y realizar anotaciones de las condiciones y detalles de la fagocitosis, 

tambien se fijaron algunas muestras con glutaraldehido a 37'C con las cuales se 

realizarón preparaciones para ser analizadas al microscopio. 

6.- Microscopía Electrónica de Transmisión 

Al termino de cada uno de los tiempos de interacción las muestras se fijaron 

con glutaraldehido al 2.5% diluido en amortiguador de cacodilato de sodio 0.1 M, 

pH 7.4 y se incubaron durante 1 h. Al término de este tiempo, las muestras se 

centrifugaron y se descartó el sobrenadante, la pastilla se resuspendió en 1 mi 

de cacodilato de sodio 0.1 M a pH 7.4, se agitaron, centrifugaron y se descartó el 

sobrenadante, el lavado con cacodilato se repitió por tres ocasiones. 

Posteriormente las muestras se posfijaron con tetraóxido de osmio al 1 % diluido 

en amortiguador de cacodilato de sodio 0.1 M a pH 7.4, durante una hora; en 

seguida se descartó el fijador después se centrifugar la pastilla a 700 x g por 5 

min. y se lavó con cacodilato de sodio 0.1 M a pH 7.4. Inmediatamente después 

se procedió a deshidratar las muestras con alcohol etílico en concentraciones 

ascendentes, de 50 al 100% durante 10 min cada uno, finalmente se hicieron 

dos cambios de oxido de propileno. Para el proceso de inclusión de las muestras 

en resina, las amibas se resuspendieron en una mezcla de oxido de propileno

resina en proporción 1 :1 durante 24 ha temperatura ambiente, para favorecer la 

infiltración y finalmente se incluyeron en resina epóxica pura a 60'C durante 24 

h. 

De los bloques con amibas se obtuvieron cortes gruesos de 0.5 µm a 1.0 µm 

de espesor, los cuales fueron teñidos con azul de toluidina para ser anaiizados 
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en el microscopio optico. Así mismo, se obtuvieron tambien cortes finos de 

aproximadamente 90 nm de espesor, se colocaron sobre rejillas de cobre y se 

contrastaron con acetato de uranilo y citrato de plomo para ser analizadas en el 

microscopio electrónico de transmisión. Ambos tipos de cortes se obtuvieron en 

ultramicrotomos Reichert Om-u3 y Sorvall Porter Blum MT1, equipados con 

cuchillas de vidrio. Las rejillas fueron analizadas en un microscopio electrónico 

ZEISS EM906 y JEOL 101 O, en los que se obtuvieron micrografías. 

7.- Microscopía Electrónica de Barrido 

Se Realizaron ensayos de fagocitosis en las condiciones mencionadas para el 

análisis cuantitativo solo que para ésto los cultivos mixtos se fijaron a los 5, 1 O y 
15 min de interacción, con glutaraldehido al 2.5% diluido en amortiguador de 

cacodilato de sodio 0.1 M , pH 7.4 a 37ºC y se incubaron dmante 1 h, al termino 

de este tiempo las muestras se centrifugaron y se descartó el sobrenadante; la 

pastilla se resuspendio en 1 mi de cacodilato de sodio 0.1M a pH 7.4, se 

agitaron, centrifugaron y se descartó el sobrenadante, este lavado se repitió por 

tres ocasiones. Inmediatamente después se procedió a deshidratar las muestras 

con alcohol etílico en concentraciones ascendentes, de 50 al 100% por 1 O min 

cada uno. Una vez deshidratadas, las muestras se sometieron a desecado por el 

método de punto crítico con C02 en un desecador Samdri-780 (Tousimis). 

Despues de la desecasión, las muestras se recubrieron con oro durante 5 min. 

en corriente directa empleando 1.5 Kv y 5mA, en un evaporador iónico JFC-1100 

(JEOL), posteriormente las muestras se observaron y se obtuvieron micrografías 

en el microscopio electronico de barrido JEOL JSM35C. 



VI.- RESULTADOS 

1.- FAGOCITOSIS 

Análisis cuantitativo. Las observaciones realizadas al llevar cabo la 

interacción amibas-tricomonas nos permitieron apreciar que las amibas 

fagocitaron a la célula blanco inmediatamente despues de que las tricomonas 

estuvieron en contacto con las amibas. Se observó claramente la emisión de 

pseudopodos de las amibas sobre las tricomonas que hicieron contacto con la 

superficie amibiana. Así podemos señalar que la fagocitosis de una tricomona 

desde que esta es adherida por la amiba y hasta encontrarse en el interior de 

una vacuola amibiana ocurre entre 60 y 90 segundos. Como las cepas de 

amibas utilizadas estan formadas por Lma población heterogenea no todos los 

trofozoítos tienen la misma eficiencia fagocítíca, aunado esto a la disponibilidad y 

contacto de la células blanco con las amibas es probable que a esto se deba que 

encontramos variaciones en la fagocitosis de las amibas (número de trícomonas 

fagocitadas por amiba y el porcentaje de amibas fagocíticas). Trofozoítos 

amibianos con un número significativamente menor de tricomonas incluso 

algunas sin tricomomonas fagocitadas. 

Cepa HM1: Al realizar los ensayos de fagocitosis con trofozoitos de la 

cepa HM 1 de E. histolytica en proporción de 5 tricomonas por cada trofozoito 

amibiano, encontramos que desde los 5 minutos iniciales de interacción se 

pudieron observar amibas con tricomonas en su interior, a este intervalo de 

tiempo se contaron en promedio 0.8 tricomonas por amiba. El número de 

tricomonas aumentó hasta 1.4 a los 1 O min de interacción; el aumento del 

número de tricomonas por amiba fue progresivo, a los 15 min se contabilizaron 

en promedio 2 tricomonas por amiba; en cambio se observaron 3 tricomonas por 

amiba a los 30 min de interación y finalmente a los 45 y 60 min de interacción 

los valores encontrados para esta cepa de amiba fueron de 3.2 y 3.5 tricomonas 

por amiba respectivamente (Fig. 1 a). El otro parámetro utilizado para medir la 

fagocitosis fue el determinar el porcentaje de amibas fagociticas a diferentes 

tiempos de interacción y se obtuvo lo siguiente: a los 5 min de interacción 

encontramos que el 46% de amibas contenían al menos una tricomona en su 



21 

interior, alos 1 O min el 60%, a los 15 min el 73% de las amibas fueron 

fagoclticas. Los valores aumentaron conforme avanzó el tiempo, a los 20 min se 

encontraron 85% de amibas fagocíticas. a los 30 mis 87% de las amibas 

contenían en su interior por lo menos una uicomona, a los 45 min el promedio de 

amibas fagociticas fue de 87.5% y finalmente a los 60 min el porcentaje de 

amibas fagocíticas fue de 90% (Fig. 1). 

Se realizó otra serie de experimentos con esta misma cepa de amibas en 

esta ocasión con una proporción de 1 O tricomonas por cada trofozoíto amibiano. 

Al llevar a cabo la determinación de los parámetros, encontramos que a los 15 

min de interacción los valores fueron mayores y estadisticamente significativos 

(p < 0.002) que los encontrados con la proporción de 5:1. Esta situacion fue 

constante y las diferencias se mantuvieron con las mismas características en los 

siguientes tiempos de interacción analizados (30, 45 y 60 min). Los valores 

encontrados en cada uno de lo tiempos fueron; a los 15 min 3.8 

tricomonas/amiba, a los 30 min 5.5, a los 45 min 6 y finalmente a los 60 min 6.7 

tricomonas por amiba (Fig. 1). En lo que respecta al porciento de amibas 

fagocíticas los valores encontrados fueron los siguientes; a los 15 min de 

interacción el 91.7% de amibas contenían tricomonas en su interior, a los 30 min 

el porciento de amibas con tricomonas fue de 93, a los 45 min el 98.8% y 

finalmente a los 60 min de interación el 99.3% de las amibas contenían 

tricomonas en su interior (Fig. 1). 

Subpoblación H1: Como se indicó en el apartado de materiales y 

métodos, los ensayos de fagocitosis con esta subpoblación de amibas se 

realizarón en las mismas condiciones que para la cepa HM1, en proporción de 1 

amiba por 5 tricomonas. En este caso también se determinó el número de 

tricomonas fagocitadas por amiba a diferentes tiempos, así como el porcentaje 

de amibas fagocíticas. 

El incremento en el número de tricomonas por amiba fue gradual, 

conforme avanzó el tiempo de interacción :os valores aumentaron; en los 5 min 

iniciales de interacción las amibas contenían en promedio 1 tricomona por 

amiba, a los 1 O min incremento a 1.6. a los 15 min se encontraron 2.2 

tricomonas por cada trofozoito amibiano. a !os 20 min 2.8,a los 30 min el valor 



encontrado fue de 3.5, a los 45 min se observó un ligero incremento el cual 

alcanzó 4 tricomonas por amiba y finalmente, a los 60 min este valor fue de 5 

(Fig.2). 

Al llevar a cabo la determinación del porcentaje de amibas que contenían 

al menos 1 tricomona es decir, el porcentaje de amibas fagocíticas, tambien 

observamos un incremento constante al transcLmir los tiempos de interacción. 

En el primer tiempo analizado (5 min de interacción) se contabilizaron en 

promedio 57% de amibas fagocíticas, a los 10 min 68%, a los 15 min de 

interacción encontramos que un 79% de amibas contenían en su interior por lo 

menos una tricomona, a los 20 min el valor fue de 86%, a los 30 min el porciento 

de amibas con tricomonas ingeridas fue de 91 %, a los 45 minutos el porciento de 

amibas fagocíticas fue de 92.5 y finalmente a los 60 min el valor encontrado fue 

de 95.5% (Fig. 3). En ninguna de las muestras cuantificadas se registró un 

100% de amibas fagocíticas. 

Subpoblación H3: Para determinar la actividad fagocitica de esta 

subpoblación, así como en los ensayos anteriores nosotros determinamos el 

número de tricomonas fagocitadas y el porcentaje de amibas fagocíticas. El 

número de tricomonas por amiba a los 15 min de interacción fue de 3. 7; a los 30 

min se contabilizaron 4 tricomonas y finalmente a los 60 min de interacción 3.5 

(Fig. 2). Para este caso el porcentaje de amibas con tricomonas en su interior 

alcanzó el 100% desde los 15 min iniciales de interacción y este comportamiento 

se mantuvó durante los siguientes 45 min de interacción (Fig. 3). 

Al realizar el análisis para valorar el comportamiento de las amibas 

durante los tiempos analizados, agrupamos los resultados de la actividad 

fagocítica, en donde se graficaron los promedios de tricomonas/amiba en 

inter1alos de 5; (cero (amibas sin tricomonas completas en su interior), de 1 a 5 

tricomonas por amiba, de 6 a 1 O, de 11 a 15 y 16 o más]. Para la cepa HM1, en 

proporción de 1 amiba por 5 tricomonas, al realizar el análisis. encontramos que 

a los 5 min de interacción el porciento de amibas que no contenían tricomonas 

en su interior fue de 55%, a los 1 O min 41.5 % de amibas no presentaron 

tricomonas en su interior; esta disminución en el porcentaje de amibas sin 

tricomonas continuo apreciando a los 15 min de interación valor encontrado fue 



de 27%, a los 20 min fue de 16%, y finalmente a los 60 min de interacción el 

porcentaje de amibas sin tricomonas en SLI interior fL1e de 10%. En el intervalo de 

1-5 tricomonas por amiba, a los 5 min interacción el 45% de amibas contenian 

en su interior por lo menos una tricomona y como maximo 5 tricomonas, a los 1 O 

min de interacción el 57% de lasamibas contenian tricomonas en su interior, a 

los 15 min hubo tricomonas de 67%, a los 20 min se contabilizaron 77% de 

amibas con tricomonas, este valor fue el máximo alcanzado en este intervalo. A 

partir de los 30 min se registró una disminución en el porcentaje de amibas que 

contenían de 1-5 tricomonas, a este tiempo el valor encontrado fue de 75%, a 

los 45 min de 70% y a los 60 min de 72%. No se observaron amibas que 

fagocitaran entre 6 y 10 tricomonas en los primeros 5 min de interacción. Solo se 

pudieron encontrar amibas con este número de tricomonas en su interior a partir 

de los 1 O min de interacción, en este tiempo el valor encontrado fue de 2%, a 

partir de este tiempo se observó incremento en los parametros, a los 15 min 

minutos el valor fue 5.5%, a los 20 min fue del 10%, a los 30 min de 14%, a los 

45 min de 17% y finalmente a los 60 min el 18% contenían entre 6 y 1 O 

tricomonas (Fig. 3a). 

En el intervalo de 1 ·1 a 15 tricomonas por amiba el valor maximo 

alcanzado fue a los 60 min de interaccion con un valor de 2%, se observó menos 

del 1 % de amibas con 16 o más tricomonas en su interior (Fig. 3a). En la figura 

anterior se apreció que mientras el porcentaje de amibas sin tricomonas dismuyó 

conforme avanzó el tiempo de interacción, de manera inversa el porcentaje de 

amibas con tricomonas en el intervalo de 1 a 5 aumentó, obteniendose el 

maximo a 20 min, despues de los cuales se observó un descenso a los 30, 45 y 

60 min de interacción; a la disminución en este intervalo (1 a 5), correspondió un 

aumento en el porcentaje de amibas con tricomonas en el siguiente intervalo (6 

a 10), (Fig. 3a). 

Para la cepa H1 se realizó el análisis de igual manera que para la cepa 

Hl\J11, en el valor de cero tricomonas, encontramos que a los 5 min de interacción 

el porciento de amibas que no contenían tricomonas en su interior fue de 42.5%, 

a los 1 O min 34 % de amibas no presentaron tricomonas en su interior esta 

disminución en el porcentaje de amibas sin tricomonas se continuó apreciando a 



los 15 min de interación en cuyo tiempo el valor encontrado fue de 22%, a los 20 

min hubo 15%, y finalmente a los 60 min de interacción el porcentaje de amibas 

sin tricomonas en su interior fue de 5%. En el intervalo de 1 a 5 tricomonas por 

amiba, a los 5 min interacción el 56% de amibas contenían en su interior por lo 

menos una tricomona y como maximo 5, a los 1 O min de interacción el 64% de 

las amibas contenian este número de tricomonas en su interior, a los 15 min el 

valor encontrado fue de 70%, a los 20 min se contabilizaron 71 % de amibas con 

tricomonas siendo este valor el maximo alcanzado en este intervalo, despues de 

los 20 min y a partir de los 30 min se registró una disminución en el porcentaje 

de amibas que contenían de 1-5 tricomonas, a los 30 min el '/alor encontrado fue 

de 68%, a los 45 min de 65% y a los 60 min de 57%. Las amibas que ingirieron 

entre 6 y 1 O tricomonas no se observaron a los primeros 5 min de interacción, se 

pudieron encontrar amibas con este número de tricomonas en su interior a partir 

de los 1 O min de interacción; en este tiempo el valor encontrado fue de 3%, a 

partir de este tiempo se observó un incremento en los valores, a los 15 min 

minutos fue 7%, a los 20 min fue del 14%, a los 30 min de 21 %, a los 45 min de 

24% y finalmente a los 60 min el valor encontrado fue del 31 %. En el intervalo de 

11 a 15 tricomonas por amiba el valor mínimo alcanzado de fue del 1 % a !os 20 

min de interacción y el valor maximo fue 6% a los 60 min de interaccion, se 

observó menos del ·¡ % de amibas con 16 o más tricomonas en su interior (Fig. 

3b). De igual manera que en el análisis anterior, pudimos apreciar que mientras 

el porcentaje de amibas sin tricomonas dismuyó conforme avanzó el tiempo de 

interacción, de manera inversa el porcentaje de amibas con tricomonas en el 

intervalo de 1 a 5 aumentó conforme avanzó el tiempo de interacción y hasta los 

20 min, despues de los cuales se observó un descenso a los 30, 45 y 60 min de 

interacción, a esta disminución en este intervalo (1 a 5) correspondió un 

aumento en el porcentaje de amibas con tricomonas en el siguiente intervalo (6 

a 1 O), (Fig. 3b). 

Los resultados del analisis cuantitativos de los ensayos realizados con la 

cepa HK9 de E. histolytica la cual ha sido caracterizada como una cepa de baja 

virulencia encontramos lo siguiente: A los 5 min de interación con las tricomonas 

encontramos en promedio O. ·11 tricomonas por amiba, a los 1 O min de 



interacción se obserbvo un pequeño incremento y el número de tricomonas por 

amiba fue de 0.23, a los 15 min de interacción el valor alcanzado fue de 0.49, a 

los 30 min de interacción se contabilizarón 0.88 tricomonas por cada trofozoíto 

amibiano en promedio, a los 45 y 60 min de interacción los valores promedio 

encontrados fueron de 1.25 y 1.42 respectivamente. Al llevar a cabo el análisis 

del porcentaje de amibas con tricomonas en su interior los valores encontrados 

fueron los siguientes; a los 15 min encontramos 9.6% de amibas fagocíticas, en 

los siguientes intervalos los valores aumentaron paulatinamente asi encontramos 

que a los 1 O min de interacción el valor promedio encontrado fue de 19.6%, a los 

15 min fue de 30.86%, posteriormente a los 30 min encontramos 39.3% de 

amibas con tricomonas, a los 45 min se contabilizaron 59.2% de amibas con 

tricomonas y finalmente a los 60 min de interacción el valor promedio de amibas 

con tricomonas ingeridas fue de 59.6% (Fig.4). 

2.- DIGESTION 

Análisis cuantitativo. Los resultados obtenidos en los experimentos 

preliminares fueron similares a los obtenidos anteriormente (Hernández

Gutiérrez R. Tesis profesional de Licenciatura Octubre de 1994). Las amibas de 

la cepa HK9:NIH incubadas en las condiciones descritas y mencionadas en el 

apartado de materiales y métodos para evaluar la actividad digestiva, fagocitaron 

en promedio 1 tricomona por amiba a los 30 min de interacción (Fig. 5a) y el 

60.7% de las amibas mostraron capacidad fagocítica (Fig. 5b). En este caso el 

1 00% de las tricomonas observadas dentro de las amibas se encontraron 

íntegras (Fig. 6). Durante el proceso de digestión los paramétros antes indicados 

se modificaron, a las 1.5 h el número de tricomonas por amiba fue de 0.76 (Fig. 

5a), en estas condiciones sólo el 52.7% de las amibas contenían en su interior 

tricomonas (Fig. 5b); el 28% de las tricomonas se observaron integras dentro de 

las vacuolas, mientras que el 72% restante se observaron en proceso de 

digestión (Fig. 6). A las 3 h de digestión el numero de tricomonas encontradas 

en el interior de las amibas disminuyó en relación con el pulso anterior el valor 

encontrado fue de 0.42 (Fig. 5a), mientras que el porcentaje de amibas con 

tricomonas en su interior fue de 33.8% (Fig. 5b); el 3.5% de las tricomonas se 



encontraron integras y el 96.5% restante en proceso de digestión (Fig. 6), a partir 

de este periodo y hasta las 4.5 h la degradación de las tricomonas fue amplia y 

las 0.40 tricomonas por amibas presentes en este intervalo (Fig. 5a) se 

encontraron en su totalidad en un estado avanzado de digestión (Fig. 6), solo se 

observaron 29.5% de amibas con tricomonas del total de las analizadas (Fig. 6). 

Al finalizar las 6 h de digestión, no se observaron tricomonas en las vacuolas de 

los trofozoitos amibianos; en este caso, en un bajo número de amibas se 

observaron pequeñas vacL1olas en las que no se distinguió material alguno en SLI 

interior, lo cual indica que las tricomonas fagocitadas fueron digeridas en su 

totalidad por los trofozoítos amibianos (Figs. 5a, 6) 

Las amibas de la cepa HM1 :IMSS presentaron 1.4 tricomonas por 

trofozoíto amibianos en el pulso de 30 min (Fig. 5a) y un porcentaje de 71 .5% de 

amibas con tricomonas en su interior (Fig. 5b), la totalidad de las tricomonas 

cuantificadas en este periodo se encontraron íntegras (Fig. 6). En los ensayos de 

digestión de 1.5 h a los valores encontrados se les observó una disminución y 

los valores encontrados fueron de 0.84 tricomonas por amiba (Fig. 5a) el 

porciento de amibas con tricomonas disminuyó a 60% (Fig.5b), de las cuales el 

39% se observaron íntegras y el 61 % restante el proceso de digestión (Fig. 6), 

los valores de estos parametros evaluados continuaron descendiendo y a las 3 h 

de incubación encontramos 0.51 tricomonas en promedio por trofozoíto amibiano 

(Fig. 5a), la totalidad de las tricomonas observadas se apreciaron en proceso de 

digestión (Fig. 6), por otra parte el promedio de amibas con tricomonas fue de 

40% (Fig. 5b). Posteriormente, a las 4.5 h de incubación los valores 

disminuyeron a 0.49 tricomonas por amiba (Fig. 5a), y el 33% de amibas (Fig. 

5b) que se observaron con tricomonas en su interior solo presentaban éstas 

como un material en estado avanzado de degradación (restos celulares de 

tricomonas) (Fig. 6). Finalmente a 6 h de digestión no se observaron restos de 

tricomonas en el interior de los trofozoítos amibianos y las pocas vacuolas 

observadas se aprecian de menores dimensiones que aquellas que contenían 

tricomonas completas o restos de estas (Figs. 5a, 6). 

Una vez obtenidos los datos de la digestión y el análisis estadístico de los 

mismos, reveló fue que no existen diferencias estadísticamente significativas 



entre las dos cepas de E.histo/ytica analizadas (HM1 y HK9). Mediante regresión 

lineal encontramos que la vida media de las tricomonas en el interior de los 

trofozoitos amibianos para la cepa HM1 fue de 3 h, mientras que para la cepa 

HK9 fL1e de 3.1 h (Fig. 9); lo anterior nos revela que no existen diferencias para 

digerir tricomonas entre estas dos cepas de E. histolytica. 

3.- FAGOCITOSIS 

Análisis morfológico 

a).· Microscopía óptica. La microscopia óptica nos permite 

observar procesos celulares in vivo. en este trabajo utilizamos el microscopio 

óptico equipado con contraste de fases y contraste diferencial de interferencia 

(Nomarski), lo que permitió la observación clara del proceso de fagocitosis, algo 

que no fue posible con microscopia óptica de campo claro. Al llevar a cabo el 

análisis morfológico de la fagocitosis en preparaciones en fresco de células 

vivas, se observaron las amibas con la forma característica, en diferentes fases 

de interacción con las tricomonas. Un número variable de tricomonas estuvieron 

adheridas a la superficie de los trofozoitos amibianos, otras en proceso de 

fagocitosis, y otras mas se observaron en el interior de las vacuolas amibianas 

(Fig. 8). En los tiempos cortos de interacción entre ambos tipos celulares las 

tricomonas que se observaron adheridas a la superficie amibiana mantuvieron el 

movimiento de los flagelos y de la membrana ondulante, sin que este movimiento 

le permitiera a la tricomona liberarse de las amibas. El número de tricomonas en 

el interior de los trofozoitos amibianos fue variable, algunos de ellos fueron 

incapaces de fagocitar, mientras que otros contenían una o más tricomonas (Fig. 

9). En los ensayos realizados con la proporción de una amiba por 5 tricomonas, 

se observaron hasta 16 tricomonas en algunas amibas después de 60 in de 

interacción, en cambio en los ensayos con la proporción 1 :1 O se contabilizaron 

hasta 42 en el mismo intervalo de tiempo. Generalmente se observó una 

tricomona en el interior de una vacuola amibiana, aunque en ocasiones se 

pudieron observar 2 o más tricomonas en una misma vacuola. 

En tiempos cortos de interacción las tricomonas se observaron aún 

móviles en el interior de las vacuolas amibianas, se apreció el movimiento de los 



flagelos así como el de la membrana ondulante y en algL1nos casos el 

movimiento fue tan vigoroso que las tricomonas giraban rápidamente en el 

interior de las vacuolas, probablemente debido a que son liberadas de los 

receptores por eíecto de las enzimas digestivas sobre éstos. 

La fagocitosis de tricomonas por las amibas ocurrió mediante la adhesión 

de las células blanco y una vez adheridas éstas, la amiba inició la emisión de los 

pseudopodos para llevar a cabo la fagocitosis (bocas fagociticas). La ingestión 

de las tricomonas dio lugar a la formación de un canal, lo cual implicó la 

deformación temporal del flagelado hasta localizarse dentro de la amiba en una 

vacuola fagocitica, con la célula blanco en sL1 interior (Fig. 8). Es importante 

señalar que a pesar de que las tricomonas fueron deformadas al ser ingeridas a 

través del canal fagocitico, estas se apreciaron vivas en el interior de las 

vacuolas amibianas, evidenciado por el movimiento de los flagelos. Tambien se 

observó la formación de numerosas vacuolas pequeñas con porciones de 

tricomonas dentro de ellas. 

b).· Microscopía electrónica de barrido 

ADHESIÓN 

Este equipo nos permite realizar observaciones en tercera dimensión de 

las células fijadas en tercera dimensión, aunque sólo nos permite observar la 

superficie celular, nos aporta información que no es posible obtener con 

microscopia óptica. Mediante este tipo de análisis, se corroboró la morfología 

característica tanto de amibas como de las tricomonas. Durante la interacción 

entre ambas células se observó un número variable de tricomonas adheridas a 

la superficie amibiana, en base a lo observado la adhesión parece no ser al azar 

pues pudimos apreciar que las tricomonas se adhirieron a las amibas 

preferentemente por alguna parte lateral de la misma (Figs.10a y 10b). No 

observamos que las tricomonas fueran adheridas por su parte posterior (axostilo) 

o por su parte anterior (flagelos), probablemente debido al sentido del 

movimiento de las tricomonas y al movimiento vigoroso de los flagelos, el cual 

evitó que las amibas pudieran adherir al flagelado por las regiones señaladas. 

En lo que parecen ser las fases iniciales de adhesión las tricomonas conservaron 
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su forma característica, y se adhirieron a cualquier parte de la superficie de las 

amibas. 

FAGOCITOSIS 

Posterior a la adhesión de las tricomonas ocurrió la ingestión de las 

mismas, la cual se caracterizó por llevarse a cabo principalmente mediante la 

emisión progresiva de pseudopodos sobre la tricomona, acción que provocó la 

formación de las bocas fagocíticas, se observaron los pseL1dopodos amibianos 

avanzando sobre la superficie de las tricomonas pero estos pseudopodos se 

aprecian de menores dimensiones que la tricomona y aunque aparentemente la 

trícomona se observa sin cambios ésta esta siendo deformada a travez del canal 

fagocítico (Fig. 1 Oa y 1 Ob). Se pudieron apreciar amibas con pseudopodos 

claramente formados pero sin tricomonas adheridos a ellos.en estos casos se 

observó claramente la boca fagocítica de la que probablemente se desprendió la 

tricomona debido a los procesos de preparación de las muestras, se observaron 

además tricomonas lisadas adheridas a la superficie amibiana (Fig. 11). Otro 

mecanismo usado con menor frecuencia pero que fue utilizado por las amibas 

para llevar a cabo la ingestión de las tricomonas, fue aquel que se caracterizó 

por la falta de emisión de pseudopodos sobre la superficie de las tricomonas, en 

este caso una vez que las tricomonas estuvieron adheridas a la superficie 

amibiana, el flagelado se observa que sufre un aparente hundimiento sobre la 

superficie amibiana y al interior de la misma (Fig. 12). Mientras lo anterior ocurrió 

en la superficie de las amibas, en el interior de las mismas se formó el canal 

fagocitico a través del cual la tricomona fue ingerida. 

Por otro lado, y como ocurrió frecuentemente, las tricomonas que se 

observaron adheridas a las amibas o parcialmente fagocitadas, mantuvieron su 

forma periforme característica (Fig. 10a,10b,11); ocasionalmente se pudieron 

apreciar tricomonas en forma ameboide en proceso de fagocitosis (Fig. 13). En 

las muestras se observaron algunas tricomonas lisadas, adheridas a la superficie 

amibiana y algunas otras libres. No fue posible determinar si estas tricomonas 

murieron debido al procedimiento de preparación de las mismas; si es el 

resultado de una lisis celular dependiente de contacto o si esta mediada por 
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factores solubles liberados por las amibas, o bien corresponden a las tricomonas 

muertas que se encuentran comunmente en el cultivo. 

En algunos casos al despegarse las tricomonas de las amibas, debido 

probablemente al tratamiento a que fueron sometidas durante la preparación de 

las muestras, fue posible observar sobre la superficie de los trofozoitos 

amibianos la boca fagocítica, así como tambien parte del canal fagocítico, el cual 

se observa con una luz irregular (Fig. 11). Al término del proceso de fagocitosis, 

Lma vez que las amibas completaron la ingestion de las tricomonas y estas se 

encuentran en el interior de las vacuolas amibianas estas se aprecian como 

prolusiones esferoidales en la superficie de los trofozoitos amibianos, tales 

prolusiones corresponden en tamaño a las cuales tricomonas que se observan 

adheridas a la superficie de las amibas (Fig. 14). 

c).· Microscopía electrónica de transmisión 

ADHESION 

Al realizar el análisis morfológico de la adhesión tricomonas-amibas 

(amibas de la cepa HM1) con el microscopio electrónico de transmisión, se 

corroboraron obser1aciones previas realizadas mediante microscopía óptica y 

microscopia electrónica de barrido. Esto es, que la adhesión de las tricomonas a 

las amibas ocurrió en número variable y sobre CLlalquier plinto de la superficie 

amibiana (Fig. 15). La adhesión fue el primer paso que ocurrió pre11io a la 

ingestión de la célula blanco por la célula fagocítica; en el presente caso, 

pudimos observar que la adhesión de Trichomonas vagina/is a la superficie de 

las amibas presenta ciertas características: 1.- Las tricomonas siempre son 

adheridas por una parte lateral de su cuerpo, 2.- Una vez adheridas a la 

superficie amibiana las tricomonas no se liberan de aquella aLlíl a pesar del 

movimiento vigoroso que presentan, 3.- En las etapas iniciales de la adhesión a 

la superficie amibiana las tricomonas mantienen su forma periforme o en algunas 

ocasiones adoptan la forma ameboide, 4.- La superficie de adhesión entre 

ambos tipos celulares puede ser amplia o reducida, 5.- El número de tricomonas 

adheridas a la superficie amibiana es variable y puede ocurrir por cualquier parte 

de éstas. 
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El análisis especifico de la union tricomonas-amibas reveló que el area de 

contacto entre las células fue variable: se encontraron zonas de adhesion 

limitada, asi como areas de contacto o superficie de adhesión amplias (Fig. 16a y 

16b). 

En toda el area o superficie de adhesión se pudieron apreciar dos zonas 

claramente distinguibles, una de éstas se caracterizó por preseotar una distancia 

muy pequeña entre las membranas de ambos tipos célulares; en estos casos y a 

baja amplificacion no se observó un espacio que separe ambas membranas (Fig. 

16b), la interacción entre las membranas de ambos tipos celulares se observa 

ininterrumpida y su union es continua (Fig. 16b), tambien se observó con una 

gran discontinuidad y gran espacio entre ambas membranas de ambos tipos 

celulares (Fig. 16a) en dicho espacio se aprecia un material un poco más denso 

a los electrones. El citoplasma subyacente de la amiba se observa normal, con 

algunas vacuolas de tamaño pequeño y algunos granulos de glucógeno. 

FAGOCITOSIS. 

Una vez que las células blanco se encontraron en contacto con la 

superficie amibiana y se estableció la adhesión entre amibas y tricomonas, 

probablemente como resultado de la interacción ligandos-receptores de ambos 

tipos celulares, se apreció la aparicion de una region fibrogranular exactamente 

por debajo de la membrana plasmática amibiana en contacto con las tricomonas 

(Fig. 17), esta zona ocupó todo el espacio correspondiente al a rea de contacto 

con la célula blanco y probablemente corresponde a las denominadas placas de 

adhesión. Posterior a esto, inició la internalizacion de las tricomonas mediante la 

formacion de un canal fagocitico, el cual mostró un contorno irregular (Fig. 18a y 

18b), a diferencia de como se observó a nivel de microscopía óptica donde lo 

apreciamos como una estructura lineal. 

A traves de este canal formado por los pseudopodos las tricomonas 

fueron internalizadas por las amibas, para esto las tricomonas fueron deformadas 

por la fuerza que la amiba ejerce en este canal (Fig. 18a y 18b). En este canal 

pudimos distinguir claramente las membranas plasmáticas de ambos tipos 

celulares. Por la parte interior del canal, y a todo lo largo del mismo se observó 



claramente una región fibrogranular, la cual se obser,;ó más desarrollada en la 

anterior que en la region posterior o más interna (Fig. 18a y 18b) otros aL1tores 

han demostrado que esta zona está constituida por componentes del 

citoesqueleto, principalmente actina y miosina. 

La internalizacion de las células blanco por las amibas se llevó a cabo 

fagocitandolas con la formación de pronunciados pseL1dopodos como se 

describe arriba, aunque tambien pudimos observar la ingestión de las 

tricomonas sin la formación de los pseudopodos modalidad en la cual tambien se 

puede apreciar la formación de la región fibrogranular a lo largo del canal 

fagocítico (fig. 19). Tambien se pudo observar la fagocitosis de varias tricomonas 

a la vez por el mismo canal fagocítico, las cuales se pudieron observar en una 

misma vacuola fagocítica. Una vez en el interior de las vacuolas amibianas en 

los tiempos cortos de interacción, las tricomonas se observaron íntegras, se 

apreció la continuidad de su membrana plasmática y se pudieron distinguir 

varias estructuras intactas (normales) como hidrogenosomas, nucleo, vacuolas y 

flagelos (Fig. 20a y 20b). Estas condiciones corresponden probablemente a las 

situaciones en las cuales las tricomonas se mueven en el interior de las vacuolas 

amibianas, en estas situaciones se obser1aron las membranas de las vacuolas y 

de las tricomonas estrechamente unidas (Fig. 20a y 20b) 

Una forma de fagocitosis diferente a la arriba mencionada consistió en 

que porciones de tricomonas fueron fagocitadas, las amibas las ingieren de esta 

manera mediante la formación del canal fagocítico, el cual una vez formado y al 

final del mismo este sufre extrangulamientos para formar una o varias vacuolas 

fagocíticas de menores dimensiones a la tricomona, que contendran en su 

interior porciones de tricomona, en este caso se observarón tanto membranas 

plasmáticas como contenido citoplásmico de las mismas (Fig. 21). Asimismo, se 

pudieron observar sólo porciones citoplásmicas de tricomonas sin la presencia 

de membrana plásmatica (Fig. 21 ), Así encontramos en el interior de las 

vacuolas amibianas porciones de citoplasma de las tricomonas, allgunas otras 

citoplasma junto con membrana plasmatica y en otras más solo porciones de 

membrana plasmática de la tricomona (Fig. 21) 



Al concluir el proceso de ingestión de las tricomonas por las amibas, ya 

sea de manera completa o en pequeñas porciones, la region fibrogram1lar 

observada en el canal fagocítico desapareció, alrededor del recien formado 

fagosoma amibiano se observa que el citoplasma contiene pequeñas vacuolas y 

granules de glucogeno, similar a los observados en otras regiones del citoplasma 

de las amibas (Fig. 20a, 20b y 21 ). Lo anterior nos indica que la zona 

fibrogranular es formada temporalmente y esta involucrada unicamente y de 

manera activa en el proceso de fagocitosis, esto es en la formación del canal 

fagocítico, la succión de la célula blanco y finalmente la formación de la vacuola 

fagocítica. 

Una vez que ocurrió la fagocitosis observamos en algunos casos que las 

tricomonas se observaron vacuoladas en el interior de las vacuolas amibianas, 

normalmente cuando las vacuolas se observan en el interior de las tricomonas se 

apreciaron vacias pero en algunas ocasiones se les observó con material 

granular y fibrilar en su interíor (Fig. 22), el material que se apreció en las 

vacuolas de la tricomonas correspondió a porciones de amibas fagocitadas. En 

base a lo observado, podemos establecer que la fagocitosis de porciones de 

amiba por las tricomonas ocurre previo a la fagocitosis de las tricomonas por las 

amibas (Fig. 23). 

4.- OIGESTION 

Analisis morfológico 

a).- Microscopio Electrónico de Transmisión. 

Mientras que las investigaciones realizadas para estudiar la fagocitosis en 

E. histolytica han sido numerosas, el evento de la digestión del material 

fagocitado ha sido escasamente estudiado, a tal grado que los cambios 

estructurales que sufren las células fagocitadas en el interior de las vacuolas 

amibianas no han sido reportados. En nuestro trabajo uno de los objetivos es el 

describir los cambios estructurales que sufren las células fagocitadas 

(tricomonas) durante el proceso de digestión. 

Uno de los aspectos interesantes de nuestro módelo es el hecho de que 

las tricomonas una vez que han sido fagocitadas y se encontraron dentro de las 



vacuolas amibianas, se observó el movimiento de los flagelos y la membrana 

ondulante. lo que nos evidencia que las tricomonas son fagocitadas vivas. La 

movilidad de las tricomonas en el interior de las vacuolas amibianas se perdió 

progresivamente, hasta su totalidad en algunos minutos. 

Para realizar estos ensayos se utilizaron trofozoítos de la cepa amíbiana 

Hrv11, llevar a cabo el análisis de las muestras de los pulsos de fagocitosis a los 5 

y 1 O min de interacción que son los tiempos en los cuales encontramos el mayor 

número de tricomonas moviles en el interior de las vacuolas amibianas a nivel de 

microscopía óptica observamos que las tricomonas pierden su forma periforme 

característica y se observan redondeadas en el interior de las vacuolas 

amibianas, a nivel de microscopio electrónico de transmisión corroboramos lo 

anterior y observamos que el citoplasma de las tricomonas se presenta con un 

aspecto uniforme, se pueden distinguir claramente los hidrogenosomas los 

cuales se observan delimitados y un poco más densos a los electrones que el 

resto del citoplasma de las tricomonas, se observaron tambien algunas vacuolas 

de diferentes tamaños y con cierto material dentro de las mismas, la membrana 

plasmática de la tricomonas se observó normal y a altas amplificaciones se 

aprecia la estructma trilaminar de la misma sin cambios en su estructura, entre la 

membrana plasmática de las vacuolas y la membra plasmática de las tricomonas 

se puede observar ocasionalmete un pequeño espacio el cual se observa con 

material denso; en otras ocasiones este espacio es tan peqeño que no es posible 

apreciarlo. Se pudieron observar otras estructLiras como los flagelos, en los que 

se aprecian la estructura tipica del axonema y la disposición de los microtubulos 

9 + 2, asi como también la membrana plasmática que los rodea con su 

estructura trilaminar (Fig. 21 y 23). 

A los 20 min de interacción, además de las vacuolas que observamos con 

tricomonas completas y con las características mencionadas arriba se 

observaron ademas tricomonas con una apariencia diferente, en estos casos la 

apariencia del citoplasma fue irregular y granuloso; se observaron espacios 

claros, algunas areas con material granular de diversa densidad a los electrones, 

los hidrogenosomas ya no se apreciaron bien delimitados, se observaron como 

una masa granular amorfa y densa y sin su forma redondeada típica, las 



vacuolas ya no se aprecian en la misma cantidad y su contenido se observó muy 

similar al del resto del citoplasma de la tricomona. Por su parte la membrana 

plasmática se observó sin sufrir cambios; por su parte el espacio entre las 

membrana plasmática de la vacuola y la tricomona se observó variable, pudimos 

observar ambas membranas plasmáticas completamente adosadas una a la otra, 

así como tambien un espacio significativo entre ambas, no logramos obser1ar 

otras estructuras como las de los flagelos (Fig. 24). 

A los 30 min de digestión, ademas de las obser1aciones anteriores 

observamos que el material citoplásmico en degradación de la tricomona aun se 

observó rodeado por su propia membrana, la única diferencia clara que 

observamos es que la cantidad de material citoplásmico de la tricomona ha 

disminuido considerablemente (Fig. 25). 

Despues de los 45 min de digestión ademas de algunas tricomonas 

completas y otras en las condiciones arriba mencionadas observamos que el 

contenido citoplasmico de las tricomonas ha disminuido considerablemente en 

cantidad; se observaron cumulas de material granular y varias vacuolas con 

material en su interior en este tiempo las membranas plasmáticas de las 

tricomonas aun se observaron aunque con una apariencia distinta a la 

presentada en los tiempos anteriores, en este tiempo se observó difusa y sin 

distinguirse la estructura bilaminar de la misma (Fig. 26). 

A los 60 min de interacción el contenido de las vacuolas digestivas es 

considerablemente menor en cantidad a lo observado.en los tiempos anteriores y 

el poco material que se observa se aprecia en forma granular sin formar grandes 

cumulas de material y es muy poco denso a los electrones. ya no es posible 

observar la membrana plasmática que aun se observó rodeandolo en los 

tiempos anteriores pues solo es posible observar la membrana plasmática de las 

vacuolas digestivas amibianas (Fig. 27). En observaciones hechas a baja 

amplificación estas vacuolas amibianas que mencionamos. se observan de un 

tamaño considerablemente menor al que tenían en el pulso de fagocitosis. En 

este intervalo de tiempo en las vacuolas amibianas no fue posible observar 

material que indique que sea restos de tricomona. 
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Fig. 1.- Fagocitosis de tricomonas por E histolytica. en proporción 5:1 y 10:1. Se 

observó la fagocitosis de tricomonas por las amibas desde los 5 min de 

interacción. se presentaron diferencias estadísticamente significativas a partir de 

los 15 min y hasta los 60 min de interación entre las dos proporciones usadas; 

para la proporción 10:1 a los 60 min el número de tricomonas por amiba fue 

practicamente el doble que el de la proporción 5:1. En cuanto al porciento de 

amibas fagocíticas las diferencias no fueron tan amplias pero si estadísticamente 

significativas. 
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Fig. 2.- Fagocitosis de tricomonas E. histolytica, cepa HM1 y subpoblaciones H1 

y H3. Se observaron tricomonas en el interior de las amibas desde lo 5 min de 

interacción; se obtuvieron diferencias estadísticamente significativas entre la 

cepa HM1 y la H1 a los 45 y 60 min de interacción. La subpoblación H3 mostró 

diferencias estadísticamente significativas desde los 15 min con la cepa HM1 y 

en los 15 y 30 min con subpoblación H1. En el porciento de amibas fagociticas 

entre la cepa HM1 y la subpoblación H1 se registraron diferencias 

estadísticamente significativas a los 45 y 60 min y la fagocitosis en la 

subpoblación H3 fue estadísticamente significativa mayor que las dos anieriores 

desde los 15 min de interacción. 
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Fig. 3.- Fagocitosis de tricomonas por E. histolytica. Al realizar el analisis de la 

fagocitosis en intervalos por número de tricomonas por amibas y determinar el 

porciento de amibas con tricomonas en su interior, encontramos que en el 

intervalo con valor de cero, los valores son mas altos en la cepa HM1 que en la 

subpoblación H1 los cuales disminuyen en ambas cepas amibianas; a la 
' 

disminución de los valores en este intervalo corresponde un aumento progresivo 

en el siguiente tal, aumento es menor lento para la cepa Hl\J11 que para la H1 "·A 

partir de los 30 min se observa una disminución de los valores más pronunciado 

en la población H1, en el siguiente intervalo el valor máximo alcanzado fue a los 

60 min con un 34 % para la pobación H1 y para la cepa Hl'v11 el ·;alor fue de un 

27% al mismo tiempo. 
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Fig . 4.- Fagocitosis de tricomonas por E. histolytica. Al realizar la comparación 

de la actividad fagocitica entre la cepa de elevada virulencia HM1 y la de baja 

virulencia HK9, observamos que desde los 5 min de interacción la cepa HM1 

muestra una actividad fagocítica significativamente mayor a la de la cepa HK9, 

tal diferencia se mantiene durante todos los tiempos de interacción y hasta los 60 

min, en los que encontramos practicamente el doble de tricomonas por amiba y 

un tercio más del porciento de amibas fagoc iticas para la cepa HM1 en 

comparación con la cepa HK9. 
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Fig. 5.- Digestión de tricomonas por amibas. a) La actividad digestiva de E. 
histolytica fue evidenciada por la disminución del número promedio de 

tricomonas en el interior de las amibas, en ambas cepas amibianas, la 

degradación intracelular de tricomonas fue mayor a las 3 h, despues de 6 no se 

observaron tricomonas dentro de las amibas. b) La digestión se evidenció 

tambien por la disminución del porciento de amibas con tricomonas en su 

interior, nuevamente la mayor disminución del paramétro evaluado fue a las 3 h; 

despues de las 6 h no se observaron amibas con tricomonas. 
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Fig. 6.- Digestión de tricomonas por E. histolytica. Las tricomonas contenidas en 

el interior de las amibas despues del pulso de fagocitosis estuvieron integras en 

su totalidad; despL1es de 1.5 h de digestión el 28% de las tricomonas contenidas 

en las amibas de la cepa HK9 y el 39% de las contenidas en las de la cepa HM1 

se observaron completas. En los periodos de 3 y de 4.5 h las amibas contenian 

principalmente restos de tricomonas, los cuales desaparecieron a las 6 h. 
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Fig. 7.- Digestión de tricomonas por E histolytica. Al realizar el análisis de los 

resultados numéricos de la digestión entre las cepas HM1 y HK9 mediante 

regresión lineal no se observó una diferencia significativa, pues la vida media de 

las tricomonas fue de 3.0 h y 3.1 h respectivamente. 
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Fig. 8 .- Fagocitosis de tricomonas por E. histolytica.Se distinguen diferentes 

etapas de la interacción amiba-tricomona. La adhesión de la célula blanco a las 

amibas ocurrió por la region lateral de las tricomonas. La fagocitosis se llevó a 

cabo por cualquier parte de la célula amibiana. La ingestion implicó la emisión 

de pseudopodos (Ps) por la amiba, así como la formación de un canal fagocítico 

a travez del cual la tricomona fue interiorizada (puntas de flecha), hasta ser 

incorporada en el interior de una vacuola amibiana, durante el transito por el 

canal fagocítico la tricomona se deformó y finalmente en la vacuola amibiana 

adoptó una forma redondeada (flecha vacía). Fagocitosis a los 5 min de 

interacción . Preparación en fresco. Contraste de fases. Barra= 10 µm. 
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Fig. 9 .- Fagocitosis de tricomonas por E. histo/ytica. La fagocitosis de tricomonas 

(t) por las amibas (A) fue asincrónica y variable en cuanto al número de 

tricomonas en el interior de las amibas, pues se pudieron observar amibas con 

un gran número de tricomonas en su interior (flecha), otras con menor número o 

sólo una tricomona dentro de ellas (punta de flecha). Fagocitosis a los 15 min de 

interacción. preparación en fresco. Contraste diferencial de interferencia 

(Nomarski). Barra= 15 µm. 



Fig. 10.- Adhesion de T. vagina/is por E histolytica. A), Se observan un número 

variable de tricomonas (T) adheridas a la superficie de los trofozoitos amibianos 

(A), se aprecia una tricomona adherida a todo lo largo de su cuerpo (flecha), 

algunas otras tricomonas se aprecian adheridas por pequeñas porciones 

(asterisco). 8) Se observan tricomonas (T) adheridas a varias partes de la 

superficie amibiana (A) todas las tricomonas adheridas se aprecian con los 

flagelos y el axostilo libre (puntas de flechas). Microscopio electrónico de barrido. 

Barra= 1 O µm. 



Fig. 11.- Fagocitosis de tricomonas por E. histolytica. Se Observa una tricomona 

(T) parcialmente fagocitada por el trofozoíto amibiano (A), se aprecia claramente 

como el pseudopodo (Ps) emitido por la amiba rodea a la tricomona 

parcialmente. Se distingue una boca fagocítica (bf) de la que probablemente se 

desprendió la célula blanco, Se aprecian además restos celulares adheridos a la 

superficie amibiana (flecha). Microscopio electrónico de barrido. Barra= 5 µm. 



Fig. 12. Fagocitosis de tricomonas por E. histolytica. Se pudó observar que la 

fagocitosis de las tricomonas ocurre, raramente, sin la emisión de los 

pseudopodos; en estos casos se observaron que las tricomonas (T) 

practicamente se hunden (flecha) sobre la superficie amibiana (A). Tambien se 

observan tricomonas aparentemente libres (puntas de flecha). una tricomona 

lisada (ti) y sobre la superficie amibiana una boca fagocítica de la cual 

seguramente se desprendió una tricomona (asterisco). MicíOscopio electrónico 

de barrido. Barra= 10 µm. 



Fig. 13.- Fagocitosis de tricomonas por E. histo/ytica. Despues de adheridas la 

tricomonas (t) a la superficie de la amibas (A), la fagocitosis la llevan a cabo las 

amibas mediante la emisión de pseudopodos (ps) aunque las tricomonas unidas 

al pseudopodo se aprecian generalmente redondeadas, en algunas ocasiones 

las tricomonas pierden su forma redondeada y al ser ingeridas observan con 

aspecto ameboide (asterisco). Microscopio electrónico de barrido. Barra= 1 O µm. 
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Fig . 14.- Fagocitosis de T. vagina/is por E. Histolytica. La adhesión y la 

fagocitosis de varias tricomonas (T) son asincrónicas, de manera tal que se 

pueden observar tricomonas en fases iniciales de de adhesión (flecha), otras 

parcialmente ingeridas (punta de flecha) y aunque no se observan directamente, 

la presencia de protusiones esferoidales (P) en la superficie de las amibas es 

una evidencia de la presencia de tricomonas en los fagosomas. Microscopio 

electrónico de barrido . Barra= 15 µm . 
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Fig. 15.- Adhesión de tricomonas a las celulas amibianas. La adhesión de las 

tricomonas (T) a las amibas (A) ocurre al azar y por cualquier parte de la amiba 

(flechas), esta adhesion asi como la fagocitosis es asincrónica observamos 

tricomonas solo adheridas (punta de flecha), otras comenzando a ser rodeadas 

por los pseudopodos de las amibas (asterisco) y otras más parcialmente 

fagocitadas (estrella). Microscopio electrónico de Transmisón. Tinción con plomo 

y uranilo. Barra= 15 µm. 
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Fig. 16.- Adhesion de tricomonas a las células amibianas. A) La adhesion entre 

las tricomonas (T) y las amibas (A) en las fases iniciales de éste proceso, se 

observan pequeñas regiones de las membranas plasmáticas de ambos tipos 

celulares en contacto estrecho (puntas de flecha), así como tambien se observan 

espacios significativos entre ambos tipos celulares (flechas). B) En étapas más 

avanzadas de la adhesión entre las amibas (A) y las tricomonas (T) se observa 

que una gran superficie de ambas células se encuentran estrechamente unidas 

(flechas) y en algunas áreas se aprecia la oclusión del espacio intercelular a esta 

amplificación (puntas de flecha). Microscopio electrónico de Transmisón. Tinción 

con plomo y uranilo. Barra = ·1 µm. 



Fig. 17.- Adhesion de tricomonas a las células amibianas. Una vez que las 

tricomonas (T) se encuentran adheridas a las amibas (A), estas llevan a cabo la 

formación de una región fibrogranular en su citoplasma, la cual se sitúa 

exactamente por debajo de la zona en la cual se adhirió a la tricomona (flechas). 

La amiba inicia de esta manera la emisión de los pseudopodos para llevar a cabo 

la fagocitosis de las tricomonas. Microscopio electrónico de transmisión. Tinción 

con plomo y uranilo. Barra= 1 µm. 



Fig. 18.- Fagocitosis de tricomonas por las células amibianas. La ingestión de las 

tricomonas (T) por las amibas (A) ocurre mediante la emisión de los 

pseudopodos (P) sobre la superficie de la tricomona, y la formación de un canal 

fagocítico (flechas) el cual se aprecia con una forma irregular (puntas de flecha) y 

variable. Subyacente a la membrana que se encuentra constituyendo el canal 

fagocítico se aprecia la región fibrogranular (puntas de flecha), constituida por 

componentes del citoesqueleto. Microscopio electrónico de transmisión. Tinción 

con plomo y uranilo. Barra= 1 µm. 
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Fig . 19.- Fagocitosis de tricomonas por las amibas. La fagocitosis de las 

tricomonas (D por las amibas (A) puede ocurrir de diferentes maneras, la más 

comun fue la ilustrada en la figura l-8 pero la fagocitosis de las tricomonas ocurrió 

tambien por hundimiento sin la formación o emisión de pseudopodos, pero si a 

través del canal fagocítico (flechas) . Microscopio electrónico de transmisión. 

Tinción con plomo y ura.nilo. Barra= 1 O µm. 



Fig. 20.- Fagocitosis de Tricomonas por E. histolytica. Una vez que se ha 

completado el proceso de fagocitosis, las tricomonas (T) ingeridas por las 

amibas (A), se observan redondeadas en el interior de las vacuolas amibianas, 

las membranas de ambos tipos celulares se aprecian unidas estrechamente 

(puntas de flecha) y la region fibrogranular ha desaparecido en esta etapa. 

Algunas estructuras de las tricomonas como los son ; membrana plasmática 

(flechas), el núcleo (N), el retículo endoplásmico (flechas pequeñas), los 

hidrogenosomas (H) y los flagelos se observan íntegros y normales. Microscopio 

electrónico de transmisión . Tinción con plomo y uranilo . Barra = 2.5 µm . 
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Fig. 21 .- Fagocitosis de tricomonas por E. histolytica. La fagocitosis de las 

tricomonas (T) por las amibas (A) ocurre con algunas variantes, en tiempos 

cortos de interacción (5, 1 O y 15 min) encontramos en el interior de las vacuolas 

amibianas porciones de tricomas; citoplasma (flechas gruesas) y fragmentos de 

membrana (flechas delgadas), asi mismo observamos también vacuolas 

amibianas con unicamente porciones de citoplasma del flagelado en su 

interior(puntas de flecha). Microscopio electrónico de transmisión. Tinción con 

plomo y uranilo . Barra= 1 O µm. 
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Fig. 22.- Fagocitosis de tricomonas por E.histolytica. Una vez que ocurrió la 

fagocitosis de las tricomonas por las amibas (A), algunas tricomonas (T) que se 

observan en el interior de las vacuolas amibianas, presentaron vacuolas 

(flechas), estas vacuolas del flagelado presentaron contenido de material amorfo 

(ma) y material membranoso (mm) en su interior, probablemente como resultado 

de un proceso de fagocitosis llevado acabo por la tricomonas previo a ser 

fagocitadas por las amibas. Microscopio electrónico de transmisión. Tinción con 

plomo y uranilo. Barra = 1 · µm. 
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Fig.- 23.- Fagocitosis de fragmentos de amibas por tricomonas. En la fig. 22 se 

describen tricomonas (T) en el interior de las amibas, que contienen vacuolas 

con material diverso en su interior, la presente micrografía mL1estra como las 

tricomonas fagocitan (flechas) restos de amibas (RA) así como algunas vacuolas 

con restos amibianos en su interior de las mismas en su interior (puntas de 

flecha). Esto se observó previo a la fagocitosis de las tricomonas por las amibas. 

Microscopio electrónico de transmisión. Tinción con plomo y uranilo Barra =5 

µm. 



Fig. 24.- Digestión de tricomonas por E. histolytica. A los 20 min. de interacción 

ademas de las tricomonas completas, tambien se observaron tricomonas (T) con 

alteraciones estructurales, el citoplasma se aprecia irregular, con espacios 

translucidos, algunas vacuolas (v), los hidrogenosomas (h) con un borde 

irregular, se observan algunas porciones de membrana plasmática (flechas), la 

membrana plasmatica que se encuentra rodeando a la tricomona se observa con 

una apariencia normal (puntas de flecha), algunas veces completamente unida a 

la membrana plasmatica de la vacuolas y otras más con un espacio significativo 

entre ambas. Microscopio electrónico de Transmisión. Tinción con plomo y 

uranilo Barra = 5 µm. 



Fig. 25.- Digestión de tricomonas por E. histo!ytica. Después de 30 min de 

interacción el citoplasma de las tricomonas (T) que se observan en las vacuolas 

amibianas (A) se observa como un material amorfo, con grandes espacios 

transl(1cidos y grumos densos a los electrones, así como tambien algunas 

vacuolas, la membrana plasmática de las mismas se observa en algunos casos 

como una linea (puntas de flecha), en otros casos es difusa (flechas l. 

Microscopio electrónico de Transmisión. Tinción con plomo y uranilo Barra = 5 

µm. 
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Fig. 26.- Digestión de tricomonas por E. histolytica. A los 45 min ocurre una 

disminución significativa del material citoplásmico de la tricomona (T), se 

observa material en forma de grumos densos (flechas) y algunas vacuolas (v) 

con su membrana plasmática bien definida; en la periferia la membrana 

plasmática que rodea este material se observa irregular (puntas de flecha) . 

Microscopio electrónico de Transmisión . Tinción con plomo y uranilo Barra = 5 

µm. 
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Fig. 27.- Digestión de tricomonas por E. histolytica. A los 60 min de interacción; 

las vacuolas de las amibas se aprecian solo con material en estado avanzado de 

digestión (Md) en su interior se observan grumos escasamente densos, no se .. 
aprecian vacuolas, y no se observa la membrana plasmática de la tricomona , 

algunas otras vacuolas amibianas se observan sin material en sus interior 

(flechas). Microscopio electrónico de Transmisón . Tinción con plomo y uranilo 

Barra= 5 µm. 



DISCUSIONES 

Existen numerosos trabajos sobre la fagocitosis de eritrocitos humanos, 

bacterias, esferas de latex, granos de almidon, células epiteliales y protozoarios 

por E. histo/ytica; La fagocitosis en E. histolytica ha sido ampliamente estudiada 

utilizando principalmente eritrocitos humanos como célula blanco, algunos de 

estos reportes aportaron valiosa información que demostró que cepas de E. 
histolytica con elevada virulencia presentaban elevada actividad eritrofagocítica, 

(Trissl y col. 1978, Orozco y col, 1983) que en su momento permitieron 

establecer a la eritrofagocitosis como un factor de virulencia, aunque 

posteriormente algunos autores (Montfort y col. 1992, Tsutsumi y col. 1992) no 

encontraron esta correlación entre eritrofagocitosis y virulencia, TsLllsumi y col, 

(1992), consideran que la eritrofagocitosis podría ser considerada como un 

aspecto cualitativo de la patogenicidad, pero no como cuantitativo de la virulencia 

de éste parásito. Los resultados encontrados al realizar el análisis cuantitativo de 

m1estro estudio concuerdan con los reportados por Trissl y col. (1978) y Orozco 

y col. (1983) en los que como ya se mencionó, se reporta una actividad 

eritrofagocítica elevada en las cepas de E. histolytica de alta virulencia, nosotros 

tambien encontramos una elevada fagocitosis de tricomonas en la cepa de E. 
histolytica con elevada virulencia (HM1) y fagocitosis significativamente menor 

en la cepas de baja virulencia (HK9), es preciso mencionar que el uso de 

eritrocitos como célula blanco, concede ventajas a las amibas ya que 

interacciónan con una célula inerte. 

Varios grupos de trabajo que investigan la biología de Entamoeba 

histolytica concuerdan en la importancia de mantener a las cepas de esta 

especie de amiba en condiciones que permitan qL1e el parásito mantenga en lo 

posible sus propiedades y/o características de patogenicidad y virulencia, para la 

realización de los estudios de los cuales son objeto. ParticL1larmente del proceso 

de fagocitosis se ha reportado que cepas de E. histo/ytica mantenidas en cultivo 

por tiempo prolongado experimentan perdida en su capacidad de fagocitosis. con 

el fin de provocar que estas cepas readquieran o desarrollen nuevamente su 

capacidad fagocitica, se ha desarrollado una estrategia que consiste en realizar 
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inoculaciones intrahepáticas de amibas en hámsters y recuperarlas de los 

abscesos formados. Las amibas así recuperadas muestran una elevada 

capacidad eritrofagocítica, tal recuperación o elevación en la capacidad 

fagocítica depende del número de pases por hígado que se realicen. En el 

presente trabajo nos propusimos corroborar si lo establecido previamente para la 

eritrofagocitosis, se cumple también para la fagocitosis de otra célula blanco que 

nada tiene que ver con el hospedero y que ademas es móvil. 

Encontramos que existen diferencias en Ja capacidad fagocítica entre Ja 

cepa original HM1 y la misma cepa pasada una vez por hígado de Hámster 

HM1 H1, asi como en otra pasada tres veces por hígado de hámster HM1 H3. Las 

diferencias en la capacidad fagocitica fue gradual, Ja población H1 mostró una 

elevada actividad fagocítica, significativamente mayor a la cepa original 

únicamente en tiempos largos (45 y 60 min), en cambio la población H3 mostró 

diferencias significativas mayores tanto con la cepa original como con la 

población H1 desde los 15 min de interacción. La disminucón del número de 

tricomonas fagocitadas despues de los 45 y 60 se debió probablemente a qL1e el 

número de tricomonas disponibles para fagocitar se agotó y todas aquellas que 

habían sido fagocitadas en los tiempos cortos de interacción (5 y 1 O min) 

comenzaron a ser digeridas en el interior de las vacuolas amibianas. Tales 

resL1ltados nos permiten mencionar que lo establecido previamente para la 

actividad de eritrofagocitosis (los pases por hígado de hámster) es válido y se 

mantiene también con otras células blanco (tricomonas). 

El proceso de fagocitosis en Entamoeba histolytica ha sido ampliamente 

estudiado. Se ha determinado que la capacidad de este protozoario parásito para 

fagocitar es amplia y diversificada, se pueden encontrar reportes de fagocitosis 

de célL1las en monocapa (Ravdin y col. 1980, Martínez-Palomo y col. 1985), 

células inflamatorias (Griffin 1972), bacterias (Orozco y col. 1983), eritrocitos 

humanos y de otras especies animales (Chévez y col. 1972, Chévez y col 197 4), 

granos de almidón, esferas de látex (Orozco y col. 1983) , y otros protozoarios 

(Anaya-Velazquez y Chang, 1983, Martínez-Palomo y col. 1985). Algunos de los 

estudios realizados con eritrocitos humanos muestran el proceso de fagocitosis, 



en los cuales se describen los mecanismos y los cambios que experimentan 

tanto los trofozoítos, como los eritrocitos. 

El proceso típico de la fagocitosis involucra la adhesión de la célula 

blanco a la célula fagocítica, la emisión de los pseudopodos por parte de la 

célula fagocitica para envolver a la célula blanco, y una vez en el interior ocurre 

la digestión de la célula fagocitada. Estos pasos mencionados han sido descritos 

ampliamente durante la interacción entre E. histolytica y eritrocitos humanos, en 

tal caso la adhesión entre la célula fagocítíca y los eritrocitos podría no presentar 

alguna resistencia por ser una célula inmovil, para el caso de las tricomonas la 

movilidad podría dificultar o evitar la adhesión las mismas por las amibas y evitar 

así la fagocitosis. 

Como la adhesión es el primer paso para que se lleve a cabo la 

fagocitosis tenemos que citar que para el caso de los trofozoítos amibianos se 

han reportado algunas proteínas que están involucradas o intervienen en el 

proceso de adhesión de los trofozoitos amibianos a diferentes substratos, a tales 

receptores se les ha denominado adhesinas, lectinas y/o adhemibas (Koliber y 

Mire/man, 1982). En lo que se refiere a las células de Trichomonas vagina/is 

también se han reportado que estas presentan receptores que intervienen en la 

adhesión del parásito a células del epitelio vaginal in vitro (Arroyo y col. 1993), 

esto nos permite suponer qL1e las proteínas de adhesión presentes tanto en las 

tricomonas como en las amibas intervienen de manera importante en la 

interacción (adhesión), que se presenta entre ambos tipos celulares cuando se 

confrontan in vitro. Cuando realizamos la interacción de las amibas y las 

tricomonas observamos que la adhesión es al azar, una vez que las tricomonas 

se encuentran adheridas a la superficie amibiana se observan con gran 

movilidad, pero aun a pesar de su movimiento estas no se liberan de las amibas 

y finalmente son ingeridas. Estas observaciones nos permiten indicar que la 

interacción que se establece entre ambos tipos celulares es lo suficientemente 

fuerte como para evitar que se rompa por el movimiento que presentan las 

tricomonas. 

Ravdin y col. (1980) y Martínez-Palomo y col. (1985) realizarón estudios 

con diferentes tipos celulares cultivados en monocapas. el primero con celulas 
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de ovario de hámster chino (CHO) y el segundo con células de la linea MDCK, 

ellos reportaron que la fagocitosis de éstas células ocurre una vez que ha habido 

una lisis por contacto previa de las células blanco por los trofozoitos amibianos, 

ahora ya se sabe que ciertos mecanismos propios de la amiba como la liberación 

de proteasas, colagenasas, fosfatasa ácida y el ameboporo son utilizados por la 

amiba para lisar las células y llevar a cabo la ingestión de porciones de células 

lisadas. En nuestro estudio, observamos que las tricomonas aun a pesar de la 

gran movilidad que presentan en cultivo son fagocitadas completas, contrario a 

lo observado con los cultivos de monocapas celulares. Una vez que las 

tricomonas han sido fagocitadas se observan móviles en el interior de las 

vacuo/as amibianas lo cual es una evidencia clara que nos indica que las 

tricomonas son fagocitadas vivas y no sufren una lisis previa a su ingestión. 

Aunque generalmente ocurrió lo anterior, no podemos descartar la existencia de 

una lisis de las tricomonas por las amibas previo a la ingestión d,~ las mismas, es 

importante señalar que regularmente en los tiempos cortos de frí"fe!racción (5 y 1 O 

min) observamos pequeñas vacuolas amibianas con material de tricomonas en 

su interior lo que nos sugiere que éstas son fagocitadas en pequeñas porciones, 

o bien que las amibas fagocitan restos de tricomonas previamente destruidas por 

factores desconocidos. 

En algunos de los reportes de fagocitosis de eritrocitos humanos por 

Entamoeba histolytica (Chevez y col. 1972) señala la formación de los 

pseudopodos de tamaño considerable para llevar a cabo la ingestión de la célula 

blanco. Se han evidenciado también canales fagociticos de gran longitud, que se 

forman y a traves de los cuales los eritrocitos son fagocitados por los trofozoitos 

amibianos. Estos canales fagociticos se pueden observar de diferente longitud y 

diferente diámetro, en nuestro módelo observamos lo antes mencionado, pero a 

diferencia de lo descrito anteriormente en donde no se establece si las células 

blanco se encuentran vivas en el interior de los trofozoitos amibianos, nuestro 

módelo nos permite establecer que aunque las tricomonas son deformadas al ser 

ingeridas a traves del canal fagocitico, éstas se pueden observar íntegras y vivas 

en el interior de las vacuolas amibianas, evidenciado ésto último por la movilidad 

que presentan las tricomonas dentro de las vacuolas amibianas. 



No se han realizado estudios en los cuales se establezcan el gasto de 

energía necesario para que las amibas lleven a cabo el proceso de fagocitosis. 

tampoco se ha establecido la fuerza que se produce o que la amiba ejerce sobre 

las células blanco al pasar éstas a traves del canal fagocítico. No fué nuestro 

objetivo demostrarlo, pero sí podemos hacer hincapié en que la fuerza que se 

prodL1ce y que es ejercida sobre las tricomonas al ser ingeridas a través del 

canal fagocitíco, es lo suficientemente fuerte como para desestabilizar y deformar 

el citoesqueleto de la tricomona que le confiere su forma periforme característica. 

En reciente reporte de fagocitosis de eritrocitos humanos (Herrera y col. 

1997), estudio realizado mediante microscopia electrónica de barrido se 

describen tres modalidades de fagocitosis, una de ellas descrita como la clásica 

fagocitosis en la cual se señalan la emisión de pseudopodos por parte de la 

amiba para llevar a cabo la ingestión de los eritrocitos, otra modalidad es aquella 

denominada como succión, la cual se caracteriza por no presentar la emisión de 

pseudopodos y la fagocitosis de los eritrocitos se lléva a cabo a través de 

pequeñas bocas fagociticas mediante la deformación de eritrocito. La tercer 

modalidad mencionada es aquella denominada hundimiento, en la cual se 

aprecian los eritrocitos en proceso de ingestión sin la formación de pseudopodos 

pero con bocas fagocíticas grandes y sin una considerable deformación de los 

eritrocitos, estos autores señalan que probablemente en esta última modalidad 

no intervienen filamentos de actina. En nuestro estudio obser1amos la fagocitosis 

clásica y la fagocitosis mediante el hundimiento de las tricomonas tambien con 

microscopía electrónica de barrido, y en nuestras imágenes con microscopia 

electrónica de transmisión se observa claramente que por debajo de la boca 

fagocítica y alrededor del canal fagocitico y aunque no existe una formación de 

pseudopodo se aprecia la región fibrogranular, la cual, como ya ha sido 

demostrado (Espinoza-Castellano y Martínez-Palomo, 1994) esta constituida por 

filamentos de actina involucrados en el proceso de fagocitosis y movimiento 

ameboide. 

Existen varios reportes sobre la fagocitosis por E. histolytica en los cuales 

se describen las caracteristicas morfologicas a nivel de microscopia electrónica 

de transmisión, de barrido y mediante técnicas de inmunofuorescencia. 
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Martínez-Palomo (1989). reporta la fagocitosis de eritrocitos y muestra 

claramente la región fibrogranular subyacente a membrana plasmática qure 

forma el canal fagocítico, Mora-Galindo y col. 1978, al realizar la interacción 

entre trofozoítos de E. histolytica y epitelio cecal de cobayo reportan la 

fagocitosis de células epiteliales y al observar ésta mediante microscopia 

electrónica de transmisión, se aprecia la region fibrogranular en el canal 

fagocítico. Posteriormente Bailey y col. (1985) demostraron mediante téccnicas 

de inmunofluorescencia al llevar a cabo lainteracció de eritrocitos hL1manos con 

trofozoítos de E. histolyitica que uno de los componentes que se encuentran en 

la region fibrogram1lar es la proteína miosina. Por otra parte Espinosa-Cantellano 

y Martínez-Palomo (1994) demostraron tambien mediante tecnicas de 

inmunof1L1orescencia que, además de la miosina, la actina es otra de las 

proteínas que se encuentran localizadas en la región fibrogranular. En el 

presente trabajo, al realizar el análisis de la fagocitosis de tricomonas por las 

amibas mediante microscopía electrónica de transmisión observamos la región 

fibrogranular ya reportada por los autores arriba señalados, esta región mL1estra 

en todos los casos una distribución particular; se encuentra exactamente en la 

parte subyacente a la membrana plasmática, y se observa distribuida a lo largo 

del canal fagocítico encontrándose en mayor cantidad en la parte más anterior 

del mismo. Como ya se mencionó esta distribución la ilustran los autores arriba 

indicados mediante diferentes metodologías. 

En base a lo anterior y con nuestros resultados, nosotros hemos pensado 

en la posible existencia de algún mecanismo mediante el cual los componentes 

de la región fibrogranular que se encuentran en Ja parte interna del canal 

fagocítico se solubilizan y son transportados hacia la parte en formación del 

canal fagocítico, los cuales una vez ahí vuelven a polimerizarse para interactuar 

entre si y continuar con la emisión del pseudopodo sobre la superficie de la 

célula blanco. 

Se han reportado actividades enzimáticas en E. histolytica, tanto en las 

membranas de sus vacuo/as como en su membrana plasmática, también se han 

reportado actividades de proteinasas de secreción y Ja existencia del ameboporo 

amibiano. Específicamente hablando de la relación actividad enzimática: 



patogenicidad, algunos autores han reportado una correlación directa entre 

ambas, estos autores reportan que a Lma actividad enzimática elevada 

corresponde una virulencia elevada y viceversa. Estos estudios se han realizado 

con extractos totales de amibas y con productos de secreción de las mismas. 

Aunque estos autores reportan esta correlación, en nuestro estudio no 

encontramos alguna diferencia, aun mínima. entre la cepa de elevada virulencia 

(HM1) y la cepa de baja virulencia (HK9) para digerir a las tricomonas. 

Probablemente la actividad secretoria de enzimas por parte de las amibas nada 

tenga que ver con la actividad enzimática intravacuolar de las mismas para 

digerir el material fagocitado. 

En 1972 Griffin describe la digestión de células inflamatorias por 

trofozoítos de Entamoeba histolytica, reporta cambios en el citoplasma de las 

células fagocitadas, sin daños evidentes en la membrana plasmática de las 

mismas. Bowers y Olszewski (1983), en su estudio realizado con Acanthamoeba 

describen la fagocitosis de levaduras por este protozoario y en tiempos 

avanzados de digestión muestran el cambio de aspecto del citoplasma y la 

disminución en cantidad del mismo, pero sin que las paredes celulares de las 

levadL1ras se observen con un daño evidente. Mora-Galindo y Anaya-Velazquez. 

(1993) realizaron un estudio de eritrofagocitosis en cual describen la digestión 

de eritrocitos humanos. señalan cambios estructurales en el citoplasma de los 

eritrocitos en diferentes tiempos de digestión, la estructura del citoplasma sufre 

cambios evidentes y disminuye en cantidad paulatinamente conforme avanza el 

tiempo de digestión, pero las membranas plasmáticas de los eritrocitos 

permanecen sin daños evidentes. Estos reportes coinciden con lo observado en 

el presente trabajo, en el que observamos cambios claros en el citoplasma de las 

tricomonas, disminución progresiva de la cantidad de citoplasma y la presencia 

de la membrana plasmática aparentemente intacta a nivel morfológico. 

Probablemente la acción hidrolítica sea llevada a cabo mediante enzimas que 

pasan a través de la membrana plasmática, o probablemente los daños en la 

membrana plasmática de la tricomona son imperceptibles mediante microscopía 

electrónica en las fases tempranas de la digestión, pues en etapas avanzadas de 

la misma, la membrana plasmática de observa con cambios y daños evidentes. 



CONCLUSIONES 

Entamoeba histolytica es capaz de fagocitar y digerir cé lulas móviles 

como Trichomonas vagina/is. 

La capacidad de Entamoeba histolytica para fagocitar células movi les 

(tricomonas) depende de la cepa amibiana, del tiempo de interacción y de la 

cantidad disponible de la célula blanco. 

El paso de cepas de Entamoeba histolytica por hígado de hamster 

provoca un aumento significativo en la capacidad de las amibas para fagocitar 

células moviles (tricomonas). 

Las amibas de las cepas de Entamoeba histolytLca utilizadas fagocitan 

tricomonas utilizando diferentes mecanismos de fagocitosis y cualquiera que sea 

éste, las observaciones a nivel de microscopia electrónica de transmisión 

suguieren que intervienen activamente componentes del citoesqueleto, 

especificamente actina y miosina . 

Aunque se han reportado diferencias en actividades enzimáticas entre 

cepas de Entamoeba histolytica con diferente virulencia , (HM1 vs HK9), no 

encontramos diferencias significativas en su capacidad para digerir tricomonas. 
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