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RESUMEN 

El objetivo general de este trabajo fue realizar un estudio 

comparativo de la fagocitosis de las clonas A y L-6 de ~ histo

lytica aisladas ambas a partir de la cepa HMl:IMSS y con diferentes 

grados de fagocitosis y virulencia. 

La virulencia de las cepas amibianas se determinó cuantitati 

varnente por medio de la obtenci6n de la DA
50

, siendo la clona A 

cuando menos 20 veces más virulenta que la clona L-6 a6n usando 

in6culos de 3 x 106 • 

Los pasos de la fagocitosis, fueron es~udiados desde el punto 

de vista morfol6gico. Fue posible distinguir claramente tres eve~ 

tos: adhesi6n, formaci6n de casquete e ingesti6n. de particulas. La 

comparación de los pasos de la fagocitosis de las clonas A y L-6 

mostr6, que mientras la adhesión es igualmente eficiente en ambas 
~ 

clonas, el movimiento de los eritrocitos en la superficie de la 

clona L-6 es más lento que en la clona A tanto a 37ºC como a 22°C. 

Por lo tanto, la deficiencia en la velocidad de fagocitosis de la 

clona L-6 se presenta tanto en la formaci6n de casquete de los eri 

trocitos sobre la superficie amibiana, como en la velocidad de in 

troducci6n de los eritrocitos al citoplasma. 

Cuando los experimentos se realizaron con citocalasina B el 

porcentaje de inhibición de la fagocitosis a 37°C fué de 57%. En 

la cin~tica de adhesión y formación de casquete a 22ºC no se 0bser 

varan diferencias significativas cuando los experimentos se reali 

zaron con y sin citocalasina B. 
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En los ensayos de adhesión y fagocitosis de eritrocitos de d~ 

ferentes especies, tanto la clona A como la clona L-6 presentaron 

en general semejante eficiencia de adhesión entre sí aunque esta 

varía de especie a especie. La velocidad de fagocitosis de la clo 

na A fue mayor que la de la clona L-6 en todos los casos probados 

y también varió en cada clona dependiendo de la especie. 

La actividad hemaglutinante de los extractos amibianos de las 

clonas A y L-6 fue semejante entre si para las diferentes especies 

de eritrocitos que se probaron, aunque varió también de especie a 

especie; mostrando correlación directa con la eficiencia de adhe 

si6n a excepción de los eritrocitos humanos en los que la adhesión 

y fagocitosis fueron altas pero la hemaglutinaci6n fue baja. 

- Para estudiar la participación de los receptores de NAG en el 

proceso de fagocitosis, se utilizaron dos tipos de levaduras de la 

cepa Kluyveromices lactis, la cepa silvestre con una gran cantidad 

de residuos de NAG en su pared y su mutante deficiente en NAG. La 

eficiencia de fagocitosis fue mayor cuando se utilizaron levaduras 

Kluyveromices lactis cepa silvestre en tanto que esta fue menor p~ 

ra las levaduras cepa mutante deficientes en NAG en la pared celu 

lar. En este caso, los trofozo1tos de la clona A presentaron ma-

yor eficiencia de fagocitosis, en tanto que la clona L-6 result6 -

nuevamente menos eficiente. 

En la fagocitosis de esferas de l~tex los trofozoftos de la 

clona A presentaron una mayor eficiencia de fagocitosis pot es

feras de látex en tanto que la ingestión de partículas fue menor -

por la: clona L-6. 
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INTRODUCCION.-

La amibiasis es la infecci6n del ser humano, producida por el 

protozoario Entamoeba histolytica. Se presenta en zonas te:npladas 

en donde predomina la forma asintomática, mientras que en las zonas 

tropicales son más fecuentes las formas severas. (Elsdon, 1968). 

1.- Historia 

Los primeros estudios sobre amibiasis fueron efectuados por -

Fedor Aleksandrevitch Lesch en 1875. Hasta esa fecha nada se sabía 

acerca de la existencia de ún organismo parásito ciel hombre en coi~ 

cidencia con el conjunto de síntoma& que caracteriran a la disent.e-

ría amibiana. Lesch efectu6-estudios. en un paciente de Arkangel (Ru 

sia) que sufría de disentería cr6nica asociada con la presencia de 

amibas en sus evacuaciones, llegando a la conclusión de que los 
~ 

cuerpos mótiles encontrados en las heces eran amibas de una especie 

nueva (Martínez, 1975). Kartulis en 1890 reportó la existencia de 

amibas en veinte casos de absceso hepático (Brandt y col. 1970). En 

1891, Councilrnan y Laufler proporcionaron descripciones pato16gicas 

y clínicas de disentería amibiana y del absceso hepático (Brandt y 

col. 1970). Quincke y Ross en 1893 descubrieron el ciclo evolutivo 

de la amiba dis~nterica con la transformación de sus trofozoítos en 

quistes. Huber en 1903 precisó los caracteres diferenciales de los 

quistes de ~ histolyrir.a y ~· coli conocidas hasta entonces como -

parásitos en el intestino humano. Schaudinn, (1903) fijó con prec~. 

sión los detalles estructurales de~ histolytica (Martínez, 1975). 

Walker y Sellards, (1913} conclusivamente demostraron que Entamoeba 
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coli era no pat6gena y E. histolvtica era patóge:-¡a, (!o'.artínez-Palo 

mo, 1982). 

2.- Clasificación Tax6nomica. 

Phylum 

Subphylum 

Superclase 

Clase 

Orden 

Familia 

Género 

Especie 

3.- Ciclo de Vida 

Protozoa 

Sarcomastigophora 

Surcodi'.1a 

Rhizopoda 

Arnoebida 

Entamoebidae 

Entamoeba 

Entamoeba histolytica (Faust y col. 1975) 

Entamoeba histolytica presenta una fase vegetativa y otra quí~ 

tica, siendo ésta última la que le permite propagarse a otros hosp~ 

deros. El enc¡uistamiento se lleva a cabo en la luz del intestino ; 

el trofozoíto se divide por fisión binaria dando luga¿ a amibas más 

pequeñas las cuales se caracterizan por ser lentas y se conocen co

mo formas prequísticas. Esta forma, secreta una pared resistente y 

se enquista; el quiste es esférico y adicionalmente contiene glucó

geno difuso y cuerpos cromatoides. Durante el proceso de madurez -

del quiste el material alimenticio es metabolizado y el núcleo pre

senta divisiones mit6ticas dando lugar a la formación de 4 nO~leos 

característicos del quiste maduro (estado ~etaquístico) siendo esta 

la forma infectiva de huésped a huésped (Kudo, 1976; Faust y col. -

1975) • 



4.- Trofozoíto. 

Se ha:~ descrito dos formas diferentes de trofozorto s de E. 

histc lvtica; la forma no invasiva que mide de 10-20 iim de diárae-

tro, habita en la cavidad del tracto gastrointestinal y aparent~ 

l'.lente no produce dañ0 al huésped. La forma invasiva r:-.ide de -

20-50 iim de diámetro y algunos autores hanpropuesto que se origi

na de la forma no invasiva, es capaz de penetrar en los tejidos 

y se caracteriza por la gran ingesti6n de eritrocitos, (Koble y 

Noble, 1976). 

El citop~asma del trofozoíto está bien diferenciado en un ec 

toplasma hialino y endoplasrna granuloso, cuando se encuentra en 

cultivos axénicos, pero cuando la amiba procede de un hospedero 

presenta además vacuolas con eritrocitos, leucocitos, bacterias , 

etc. (Martínez-Palomo, 1982). 

La forma trófica o trofozo'.\,to al desplazarse presenta polar~ 

dad con uroide en la regi6n posterior, demostrada por microscopia 

electrónica por Martínez-Palorno y col. (1974). El movimiento de 

la amiba es irregular asociado con seudopódos, el tipo y rapidez 

del movimiento dependen de la consistencia del medio crue le rodea 

edad del parásito, temperatura, variedad de la amiba, estado de 

tratamiento del huésped y muchos otros factores. 

5 

El núcleo es vesicular de unos 3-5 µm de diámetro, según el 

tamaño de la amiba, la membrana nuclear presenta en el interior 

granos finos de cromatina. En el centro del núcleo existe un end~ 

sol'.la de unos 0.5 µm de diámetro que consiste en un gránulo de ero 

matina, rodeado por una zona clara o halo, y alrunas veces líneas 
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radiales de el endosoma a la membrana nuclear, (Cervantes, 1980). 

La organización submicrosc6pica de el citoplasma de trofozoí-

tos de E. histolvtica está caracterizada por la ausencia de muchos 

de los organelos diferenciados enco~trados en células de metazoa--

rios; por ejemplo, no se han identificado mitocondrias, aparato de 

Golgi, retículo endoplásmico rugoso, centríolos, ni microtúbulos -

(Martínez-Palomo, 1982). El citoplasma está ocupado por una pobl~ 

ci6n heterogénea de vesículas limitadas por membrana y vacuolas de 

tamaños variables que van de 0.5-0.9 pro de diámetro, muchas de 

ellas se forman a partir de regiones invaginadas de la membrana 

plasmática a través de varias formas de endocitosis como micropino 

citosis, macropinocitosis y fagocitosis. El coñtenido de las va--

cuolas citoplásmicas de ~ histolytica varía, ya- que en trofozoí--

tos que crecen bajo condiciones axénicas, las vacuolas aparecen en 

su mayor parte vacías; mientras que en amibas que crecen en c·1l ti-

vos monoxénicos se presentan en ellos fragmentos celulares, y en 

amibas obtenidas de lesiones se presentan eritrocitos y células 

epiteliales en var~os estadios de lisis celular, (Martínez-Palomo, 

1982). 

La membrana plasmática esta cubierta externamente por un glu-

cocalix de .02-.03 um de espesor .compuesto de mucopolisacáridos y 

glucoproteínas (Carosi, 1976). 

5.- Quistes. 

Los quistes, generalmente esf~ricos, pueden medir de 5 a 20 pm 

de diámetro y están recubiertos por una pared de 0.5 µm de espesor; 
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recién formados tienen un solo nGcleo grande, en todo semejante al 

de los trofozoitos, pero al evolucionar, este nGcleo se divide en 

dos y éstos a su vez por otra división producen cuatro nficleos pe-

queños, característicos del quiste maduro, los núcleos mantienen -

su estructura y la cantidad original de crcrr:atina. 

6.-Factores que intervienen en la invasión de~ histolytica. 

De las fases del ciclo de E. histolvtica el· trofozoíto es la 

fase invasiva y el quiste la infectiva. 

Aparentemente el desenquistamiento es influenciado por enzimas 

digestivas del huésped, la cantidad de alimento ingerido y la vel~ 

cidad del tránsito intestinal. Los trofozoítos pueden desarrollaE 

se solamente bajo condiciones de muy baja tensión de oxígeno (po--

tencial redox de -350 a -450 mV) éstas condiciones, son encentra--

das en el colon, por lo tanto su desarrollo ocurre principalmente 
::~ 

en este sitio (Piekarski, 1959). Otros autores proponen que la 

flora intestinal bacteriana juega un papel importante en la propa-

gación de las amibas por medio de la disminüción del potencial re-

dox (Phillips y col. 1955). Sin embargo, en la mayoría de los ca-

sos de amibiasis intestinal aguda los intestinos estan libres de 

bacterias patógenas (Biagi - F Y.Beltrán - H, 1969). 

Se ha propuesto que la amiba puede pasar a través de la muco-

sa intestinal por medio de su movilidad probablemente facilitada -

por enzimas (Biagi - F- y Beltrán -H, 1969; Muñoz y col, 1982). 

Otro factor reportado como importante para la producción de ab~ 

ceso hepático en pacientes con a~ibiasis intestinal es el incrernen 



to de colesterol en sang re o he? ático (Bo s y van de Griend, 19 77 ; 

Neal y Stewart, 1 9 70). 

La capacidad de ~..:.. hi sto lvtica para produci r n e crosis en t e j~ 

dos se conoce desde el sig l o pasado, auqu e el mecanismo a travé s -

del cual ejerce ésta acción no ha sido esclare cido del todo. En 

los últimos años se han ofr ec ido demostraciones di r ectas de la a c

tividad proteolítica d e e s t a amiba en sustratos como gelatina, ca·

seina, he!lloglobina, fib rina y células de epitelio cecal de cuyo, -

(Jarurnilinta y Maegraith, 1961) recientemente se ha descrito qu e 

~ histolytica posee también actividad colagenolítica ~1uñoz y col. 

(1982). 

Estudios posteriores han demostrado que leucocitos vivos de -

origen humano y en contacto con trofozoitos móviles de ~ histoly 

tica _experimentan r~pidas transformaciones morfológicas que l o s 

conducen a la muerte celular (Jarumilinta y Kradolfer, 1964). 

Algunos autores proponen aue las cepas virulentas de ~ histo 

.!z!.1ca puedeD destruir célula s d~ namifero por simp le contacto, o

curri endo después un enaolf a~ i e nto gradual o compl e to de éstas 

(Eaton, 1969). Esta actividad citolftica aparentemente no es d eb! 

da a productos tóx i cos l ibe r a dc s en el me dio, sino que el efecto 

primario es explicado pcr la p r e sencia en la superficie amibia na -

de lisosomas modifi c ado s c e~~ agentes de agre sión externa, Eaton y 

col. (1970). 

McCaul y Bird (1977) rea li~aron estudios del e fecto citop~ti

co de ~ hi.stolytica sobre células en cultivo. De acuerdo a sus 

observacione s el daño cel u l a r causado por las amibas es precedi do 

8 



por el contacto entre las ~e~branas de ambas células. 

Otros autores explica~ el mecanis~o de agresión de las amibas 

patógenas sin implicar necesaria:-:ie;;te el contacto de éstas co:; la 

célula blanco. Griffin y Ju::iper (1972) proponen que el mecanismo 

de agresión de las amibas se lleva a cabo por medio de la libera-

c ión de substancias líticas. Ch~vez y Segura (1974) en estudios 

de la interacción de trofozc!tos de E. histolytic~ con leucocitos 

de varias especies co:;cluyeron que la acción citolítica de las ami 

bas sobre las células se ejerce a distancia, por medio de substan

cias tóxicas difusiules. 

Chévez y col. (1972) hacen mención a la formación de una pla

ca filop6dica en la región de contacto dela amiba con el leucocito 

y posteriormente el vaciamiento del contenido de vesículas que pr~ 

vienen del citoplasma amibiano, en la zona de contacto. 

Diferentes cepas presentan,distintos grados de virulencia; se 

ha reportado que la viruJe:1cia puede ser disminuida por subcultiv~ 

ci6n o incrementada por enquistamiento, ó pasos sucesivos en anim~ 

les (Bos, 1975; Lushbaugh y col., 1978). La transmisión frecuente 

y nat 1iral en una poblacién hu,"1lana puede también incrementar la vi

rulencia de ciertas cepas, esta es una posible explicación para la 

alta incidencia de amibiasis severa en algunas regiones. 

7.- Determinantes de virulencia. 

La patogenicidad ha sido descrita como la capacidad de los mi 

croorganismos para producir enfermedad en hu€spedes animales o pla~ 

tas. Los productos microbianos responsables para este proceso son 

9 
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los deter~in~ntes de virulencia, y muchos de ellos son co~poncntes 

de supel·[icie (Sr..ith, 1977). En~ hi~_to]-_yticil_ la mayoría de es--

tos deter~inantes de desconocen. Sin embargo se sabe que el con--

tacto entre el trofozoíto y la célula blanco es un prerequisito p~ 

ra que se di.spare el rc.ecanismo de agresión. Por tanto, el estudio 

de la superficie ar.ibiana así como el de la célula huésped aporta

rán datos i2portantcs para la localización y caracterización de 

las moléculas de superficie involucradas en la adhesión. 

8.- Papel de las proteínas tipo lectinas en la adhesión de 

los microorganismos a la célula blanco. 

En la arquitectura y función de la superficie celular partici 

pan un tipo de proteínas semejantes a las lectinas vegetales que 

se asocian específicamente a molécrrlas de c-arbohidratos y si éstos 

carbohidratos se encuentran en la superficie de otras células cau

san su aglutinación. Debido a que la aglutinación es selectiva, -

las lectinas son valiosas como pruebas para identificación y mapeo 

de los azGcares y glicoproteinas de la superficie celular y el es-

tudio de la participación de estas glicoproteinas en fenómenos co-

mo la adhesión. 

Hasta la fecha más de 50 lectinas han sido purificadas y ca

racterizadas químicamente, muchas de ellas han sido aisladas de 

plantas. Moléculas con características químicas de lectinas se 

ha:' <:>ncoritrado er. l"l st1pe>:fir:fp de virus, bacterias y protozoarios 

parásitos. Existe evidencia, sobre todo en bacterias y virus de 

que algunas de estas proteínas tipo lectinas median la adhesi6n en 

tre el microorganismo y la célula huésped y que en éste primer even 
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to de la relación hu~sped parásito la superficie tanto del microor 

ganismo, como de la célula huésped juega un papel deterr.ii:lante. 

Ofek y col. (1977) han sugerido que la unión de E. coli a cé-

lulas epiteliales es mediada por una proteína tipo lectina que pr~ 

senta afinidad por receptores de manosa. Mirelman y col. (1980) 

han reportado la propiedad de cepas bacterianas para unirse a receE 

tares que contienen manosa tales como las mananas de las levad1iras. 

En muchos casos la presencia de actividad de lectina en la super:! 

cie bacteriana no es determinante para colonizar la mucosa ya cue 

su adherencia puede ser mediada por otros factores de colonización. 

Burrows y col. (1976) describieron en cepas de Escherichia 

coli la presencia del antígeno de superficie K 99 y por microsco--

pía electrónica deterrr.inaron que se presenta como estructuras fila 

mentosas de superficie las cuales tienen capacidad de adhesión al 

epitelio intestinal. 

En cepas virulentas de Streptococcus pyogenes que presentan 

la característica de adherirse al epitelio de la garganta produ--

cicndo infecciones co;;io la faringitis, Ellen y Gibbons, (1972) d~ 

terminaron que los estreptococos del grupo A poseen en su superf! 

cie unas proyecciones denominadas fimbrias, las cuales tienen un 

antígeno espec!fico llamado M y que es el responsable de la adhe-

sión de este rnicrocrganismo a las c6lulas epiteliales. Por otro 

lado, Ofek y col. (1975) propusieron que el ácido lipoteicoico e~ 

puesto en la su¡:-crf icie de los estreptococos y unido a las f irr1br i 

as, participa en la adhesión. 

En virus la adhesión a la membrana plasmática es el primer -



12 

evento del proceso de replicación, por lo tanto los componentes de 

superficie son esenciales en el proceso inicial de adhesión y pen~ 

tración a la célula huésped. Los carbohidratos están covalentemen 

te unidos a las glucoproteínas y glucolípidos virales y se sabe 

participan directamente en los procesos de adhesión en la infección' 

viral (Strauss y col, 1970). 

En el caso de ortomixovirus y paramixovirus los receptores de 

membrana han sido caracterizados como glucoproteínas,con oligosac~ 

ridos terminales con 6-alfaN-acetilgalactosamina(Compans y Hans-Di~ 

ter,1979). El virus de la influenza presenta actividad de aglutina

ción en eritrocitos. En estudios efectuados por Compans y Hans-Die

ter (1979) se determinó que esta hernaglutinaci6n es causada por una 

de las glucoproteínas de la envoltura viral denominada HA. 

En protozoarios el evento de adhesión está poco estudiado y err 

la mayoría de los casos se desconocen los factores moleculares imp!i 

cados en él. Hill y col. (1981) detenlinaron en ensayos de microag!u 

tinación y fluorescencia la afinidad de varios tipos de lectinas por 

carbohidratos de superficie en Giardia lamblia, observando en gene

ral una deficiencia de aglutin3ción para las lectinas probadas. 

Brown y col. (1975) sugirieron la presencia de receptores ma

nosa en la superficie de Acantha~oeba castellani por la formación 

de agregados de las amibas en presencia de la lectina Con A. 

Triss y col (1977) han re~ortado algunas propiedades de suFe~ 

ficie de !:'..:__ histolytica, observando una correlación de la patogcn~ 

cidad de varias cepas de Entasoe~a con la susceptibilidad a ser a

glutinadas por Con A. 
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Bracha y col. ( 1982) der.,ostraron la presencia de receptores 

rnanosa en la superficie de E. histol~. Kobiler y ~irelman, 

(1980) encontraron una actividad de lectina en extractos amibianos 

totales de ~ histolytica que aglo_;tina eritrocitos humanos y_ es i~ 

hibida por oligosacáridos de N-acetilglucosamina. Estos autores 

han sugerido que la lectina amibiana podría participar en la adhe

sión. 

García-Rivera y col. (1982) por medio de la obtenci6n de clo

nas de ~ histolytica con deficiencia en adhesión a eritrocitos hu 

manos sugirieron que la lectina amibiana, parece estar implicada 

en la adhesión de los trofozoítos tanto a eritrocitos como a célu

las epiteliales en cultivo. Por otra parte Crezco y col. (1982) -

demostrare~ que la adherencia de trofozo1tos de E. histolytica a 

células epiteliales es inhibida por olig6meros de N-acetilgl~cosa

mina. En otros estudios Ravdin y Guerrant (1981) muestran que la 

adherencia amibiana a células de la linea CHO y su posterior lisis 

requiere de receptores con afinidad por N-acetilgalactosarnina. 

De los reportes de la literatura mencionados anteriormente que 

da claro que en E:..:._ histolytica como en otros microorganismos el es 

tudio de la superficie celular y en particular de las proteínas ti 

po lectinas aportarán datos importantes para conocer las moléculas 

que participan en la adhesión a la célula blanco en la relación 

huésped-parásito. 

9.- Fagocitosis. 

Desde que Losch describió la naturaleza hematófaga de E. his-
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tolytic~, la ingestión ¿e eritrocitos humanos por parte de los tro 

fozoftos es uno de los criterios biológicos para reconocer a la 

a~iba en las lesiones cuc prod~ce en el organismo humano y se le -

relaciona con la capacidad pat6gena del microorganismo (Chévez y -

col. 1974). La eritrofa~ccitosis ha sido considerada tradicional

mente co~o uno de los crite=ios más importantes para identi~icar -

trofozoitos patógenos ¿e E. histolytica. 

Por otra parte Orczco, (1978) sugirió que el mecanis~o de a

gresión de cepas patógenas de E. histolytica, es dependiente del -

contacto entre las me~branas plasmáticas del parásito y de la cél~ 

la blanco con la subsecuente fase de dafio celular y propone el fe

n6meno de fagocitosis como la última fase del efecto citopátieo. 

Se ha considerado a la fagocitosis corno un factor L~portante 

en la virulencia, sin embargo, se ha sugerido que la adhesión es 

un evento indispensable en el mecanismo de agresión de la amiba a 

la célula huésped; por lo tanto para gue la fase de ingestión se 

realice eficientemente es importante que se efectué la ad~esión -

(Orozco y col. 1982). 

A partir de la cepa HMl: IMSS considerada corno muy virulenta 

y eritrófaga,Orozco, (l981) aisló una clona deficiente en fagoci

tosis, la clona L-6 la cual fue caracterizada corno no virulenta. 

Se sabe que la clona L-6 presenta una eficiencia de adhesión a eri 

trocitos semejante a la de la cepa silvestre HMI: IMSS. Por lo 

que es claro gue la deficiencia en fagocitosis mostrada por la clo 

na L-6 se localiza en una fase posterior a la adhesión, sin e~bar

go no se han estudiado otros eventos del proceso de fagocitosis p~ 
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ra definir la deficiencia de esta clona. 

Un estudio m5s detallado de la fagocitosis de la clona L-6 en 

comparaci6n con la de la clona A (Orozco, 1981) que fue aislad¡¡ 

tambi§n a partir de la cepa H~I: IMSS y es altamente fagocitica , . 
.J 

virulenta aportarla datos ir..,Jortantes para el estudio del fen<):;-,e:-ic 

de fagocitosis y su relaci6n en la virulencia de las cepas anic:'..a-

nas. 
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Objetivos.-

El objetivo general de este trabaj e fue el de obtener mayores 

evidencias sobre la especificidad de la adhesión y fagocitosis de 

Entamoeba histJlytic~. 

Objetivos partic ulares.-

a} Medir cuant i ta t ivamente la virulencia de las clonas A y 

L-6 de E. histolytica determinando la dosis absceso medio (DA 50 i 

por medio de la inoculaci6n intraportal de trofozoítos de hámsters 

jovenes. 

b) Caracterizaci6n de los eventos morfológicos en la fagoci

tosis en las fases de adhesi6n, fonnación de casquete e ingestión 

por ~ histolytica. 

e} Determinar si los trofozoítos de las clonas A y L-6 pre

sentan afinidad específica por c~lulas que presentan diferentes 

receptores en la superficie celular, estudiando: 

1.- La adhesión y fagocitosis a eritrocitos de diferentes es 

pecies. 

2.- La adhesi6n y fagocitosis a levaduras Kluyve rornices lactis 

cepa silvestre y su mutante carente de N-acetilglucosamina (NAG) 

en su superficie. 

3.- La fagocitosis de material inerte (esferas de látex). 

4.- Y por Gltimo determinar la actividad hemaglutinante de 

los tr_ofozoítos de las clonas A y L-6 con eritrocitos de diferentes 

especies. 
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MATERIAL 1 ~ETODOS 

.l.- Cultivo de trofozoitos de Entamoeba hist~l\·tica. 

Trofozoítos de las clonas A y L-6 se cultivaron en condicio

nes axénicas a 37ºC en medio TYi-S-33 descrito por (Dia~ond et al 

1978), suplementado con, 15% de suero bovino, inactivado previa

mente a 56ºC durante 30 min en un baño de agua, 3% de la nezcla 

de vitaminas de Diamond, 0.25 UI/wl de penicilina y 35 µg/Tl de es 

treptomicina. Los tubos con cultivos de trofozoítos en fase loga

rítmica de crecimiento, se incubaron en agua-hielo durante 5 a 10 

rnin, para despegar las células de las paredes del tubo. Se agita

ron suavemente y las amibas se sembraron con pipetas estériles de 

1 ml en tubos de 16 x 125 mm con tapa de rosca, que contenían 10 ml 

de medio TYl-S-33, más 2 ml de la mezcla de suero, vitaminas y an

tibióticos. Los inóculos se calcuraron, de acuerdo al crecirn1ento 

de las cepas amibianas, para obtener, 2.5, 5 y 10 x 10 3 amibas por 

tubo. 

2.- Obtención de eritrocitos. 

La sangre humana se obtuvo por punción venosa, utilizando 

una jeringa estéril de 5 ml con solución de Alsever (~arvey y col. 

1977) (100 µl de la solución/ml de sangre). La muestra se pasó a 

un tubo de 16 x 125 mm con tapa de rosca en condiciones de esteri

lidad. Se centrifugó a 1000 x g durante 10 min para separar los 

eritrocitos del plasma y de otros elementos celulares de la sangre· 

Posteriormente los eritrocitos, se lavaron tres veces con so--

lución de Alsever por centrifugación a 1000 x g durante 10 
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min. Los eritrocitos se conservaron en medio TYl-S-33 en refrige

raci6n por no m~s de 5 d1as. 

Para la obtenci6n ._de eritrocitos de hámster, rata y cuyo,los 

animale.s se anestesiaron con cloroformo, y se llev6 a cabo la par~ 

tomta amplia para localizar la vena cava inferior de la que se to

m6 la muestra de sangre, utilizando una jeringa est€ril de 5 ml 

con solución de Alsever (100 ~1 de solución/ml de sangre) • La san 

gre de coRejo se obtuvo colocando el animal en una caja de madera 

con una salida para la cabeza, y se colect6 de la oreja en un tubo 

est~ril de 16 x 125 mm que contenta soluci6n de Alsever. Las mues 

tras se trataron de la misma forma que se describió anteriormente 

para obtener eritrocitos humanos. 

3.- Determinación de la virulencia de E. histolvtica. 

La virulencia de las clonas A y L-6 se determinó por inocula

ci6n intraportal de trofozottos en hámsters jóvenes de aproximada

mente 100 gr de peso, de acuerdo a la t~cnica descrita por Reiner

tson y Thompson (1951) modificada por Tsutsumi y Anaya (comunica-

ción personal). Los hámsters se pesaron, y se anestesiaron por 

v1a intraperitoneal con Anestesal (Norden Mex) se utilizó 1 ml de 

Anestesal por c/ 100 gr de peso a partir de una soluci6n diluida -

1:10. Los animales se colocaron en una tabla de disección y se 

les rasur6 la región ventral para realizar la laparatom1a y local! 

zar la vena porta. Los trofo¿Jitos se inocularon intraportalmente 

en 0.5 ml de medio TYl-S-33 con una jeringa de 1 ml. Al terminar 

la inoculación se cosió la incisión en dos planos, el muscular ':i 

el de la piel. Al t~rmino de 8 dtas los h~msters se pesaron, se 
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anestesiaron con cloroformo, se abrieron para extraer el hígado y 

observar si habia formación de abscesos. 

4.- Eventos morfológicos en la fagocitosis de ~ histolytica. 

Los eritrocitos de humano se resuspendieron a 1 x 108 eritro 

citos/rol en medio TYl-S-33. Para lo anterior se efectuó una dilu 

ci6n de eritrocitos con medio TYl-S-33, se contaron en el hematíme 

tro, y se ajustaron a 1 x 108 eritrocitos/rol en TYl-S-33. Por ~ 

tra parte, los trofozoítos en fase logarítmica de crecimiento de 

las clonas A y L-6 se ajustaron a 1 x 106 amibas/rol en TYl-S-33 • 

. Tubos duplicados y marcados previamente se incubaron en un ba 

ño de agua-hielo. A cada tubo se agregaron 0.4 rnl de una suspensión 

de trofozoítos (1 x 106/ml) de las clonas A ó L-6, posteriormente 

se agregaron 0.4 rol de eritrocitos humanos (1 X 108/ml). 

~ los 5 min de incubación a OºC la mitad de los tubos se -

pasaron a un baño de agua a 37°C para permitir la distribución de 

los eritrocitos adheridos en la superficie de la amiba y la inges

tión de los mismos. A los tiempos 1, 2. 3, 4 y 5 min de incubación 

a 37ºC a cada uno de los tubos se les agregaron 0.5 ml de glutara~ 

dehído al 2.5% en solución amortiguadora de fostatos (PBS) para 

detener el proceso de fagocitosis. La otra mitad de los tubos in 

cubados durante 5 min a o•c se incubó a temperatura ambiente duran 

te 3, 5 y 7 min. En este caso la reacción se detuvo también agr~ 

gando a los tiempos preestablecidos 0.5 rnl de glutaraldehído ~2.5~ 

en PBS) a cada tubo y se incubaron a 37ºC en un baño de agua duran 

te 30 rnin. Posteriormente las amibas se lavaron 3 veces con PBS 

por centrifugación a 360 x g durante 2 rnin.Los eritrocitos se con 
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trastaron con la tinci6n de Novikoff (Novikoff y col. 1972) duran 

te 30 min a 37•c. Las preparaciones celulares se lavaron tres ve 

ces con PES por centrifugación a 360 x g durante 2 min, para elimi 

nar los eritrocitos del medio, y se examinaron 65 amibas al azar 

en un microscopio óptico Zeiss, para determinar los eritrocitos 

adheridos, ingeridos o formando casquete sobre la superficie ami 

biana para cada tiempo y cepa. En otros casos,previo a los ensa 

yos de adhesión, fagocj_tosis. y formación de casquete ,los trofozoí-

tos se incubaron durante 10 min a temperatura ambiente en una solu 

ción de citocalasina D (10 ~g/ml en PBS} . 

5.- Adhesión de eritrocitos a trofozoítos de~ histolytica. 

Los eritrocitos obtenidos de cada una de las especies menci~ 

nadas· anteriormente se resuspendieron a 1 x 108 eritrocitos/rol en 

medio TYl-S-33. Por otra parte, los trofozoítos en fase logarítm~ 

ca de crecimiento de las clonas A y L-6 se ajustaron a 1 x 106 

amibas/rol en TYl-S-33. 

Los ensayos de adhesión se realizaron de acuerdo a la técnica 

descrita por Orozco, {1981). ~ubos de centrífuga previamente rotu 

lados, se colocaron en un baño de agua-hielo. A cada tubo se agr~ 

garon 0.4 ml de eritrocitos ( 1 x 108
/rnl ) y 0.4 ml de amibas -

(1 x 106/ml) y se incubaron durante 5 a 10 min para permitir la i~ 

teracción. A los 5 y 10 min las mezclas celulares se fijaron con 

glutaraldehído (2.5% en PBS). Las preparaciones se c0ntrast,,on 

con la tinción de Novikoff (~ovikoff y col. 1972). De la pasti-

lla se hicieron preparaciones en portaobjetos para. contar los er~ 

trocitos en 100 amibas elegidas al azar. Se obtuvieron promedios 
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de eritrocitos por amiba para cada tiempo y cepa. 

6.-Fagocitosis de eritrocitos por trofozoítos de ~.histolytica 

Los ensayos de eritrofagocitosis se realizaron de acuerdo a 

la t€cnica descrita por Trissl y col.(1978). 0.4 ml de amibas 

(1 x 10 6/ml) se mezclaron con 0.4 ml de eritrocitos (1 x 108/ml) y 

se incubaron en un baño de agua a 37°C por 5 y 10 min. Al finali

zar estos tiempos se agreg6 a cada tubo 10 ml de agua bidestilada 

durante 5 rnin a temperatura ambiente para lisar los eritrocitos l~ 

bres y adheridos a la membrana de las amibas, Los tubos se centri 

fugaron a 360 x <J por 2 min y se descartaron los sobrenadantes. Las 

pastillas se fijaron con glutaraldehído (2.5% en PBS) durante 30 

min a 37°C. Posteriormente, las amibas se lavaron tres veces con 

PBS, por centrifugaci6n a 360 x g durante 2 min. Los eritrocitos -

se contrastaron con la tinci611 de Novikoff (Novikoff y col. '1972) 

durante 30 min a 37ºC. Las preparaciones se lavaron nuevamente 3 

veces con PBS por centrifugación a 360 x g durante 2 min. De la 

pastilla se hicieron prepara~iones en portaobjetos, se contaron 

los eritrocitos ingeridos en 100 amibas elegidas al azar y se obtu 

vieron promedios para cada tiempo y cepa. 

7.- Ensayos de hemaglutinaci6n. 

Preparación de eritrocitos. Los eritrocitos de diferentes es 

pecies se lavaron tres veces ~on solución de Alsever por cer.t~ifu-

gación a 1, 000 x g durante 10 min y se fijaron con glutaraldehído -

(2. 5% en PBS) durante una hora a 37ºC. Se centrifugaron a 1, 000 x g 

por 10 min, se lavaron una vez con glicina 0.1 ~ y 3 veces más con 
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NaCl al 0.9% (SS}. Los eritrocitos se diluyeron al 10% con SS. 

Dctenninaci6n de la actividad de lectina por el método-de he-

maglutinaci6n. Los trofozoítos en fase logarítmica de creci~ientc 

de las clonas A y L-6 se incubaron en agua-hielo durante 10 ~in, -

se centrifugaron a 360x g por 10 min, se lavaron una vez cor. ?BS y 

una vez con S S; las soluciones se utilizaron a 4ºC. Las a~ibas se 

contaron en un hematímetro y se ajustaron a 1 x 10 6 amibas/~l ce 

PBS al que se agreg6 fluoruro de fenilmetil sulfonil (P~1SF} (Si~.a) 

25 rnM. Las amibas se rompieron por congelación en acetona-hielo -

seco y descongelación en baño de agua a 37ºC. Se pasaron iro_-.edia-

tamente a un baño de agua-hielo (OºC) y se centrifugaron durante -

5 rnin a 1,000 x g. Después de eliminar el sobrenadante, la pasti-

lla se resuspendió en 1 ml de PBS con PMSF 25 mM. Los tubos se -

colocaron en un baño de agua-hielo y por medio de un hornogenizador 

de teflón se homogeniz6 cada una de las muestras. Una gradilla 
~ 

con tubos de ensaye previamente rotulados en orden ascendente para 

cada dilución, se colocó en una palangana con hielo. A cada tubo 

de ensaye se agregaron 300 µl de PBS pH 5.7 y al primer tubo se le 

pusieron 300 µl de la muestra homogeneizada para tener una dilución 

1:2; a partir de esta se efectuaron diluciones 1:4, 1:8, 1:16, 1:32 

1:64 y 1:128. 

Los ensayos se efectuaron por duplicado en placas de hemaglu-

tinación de acuerdo a la técnica descrita por Kobiler y Mirelman -

(1980). En cada pozo se pusieron 2~ µl de cada una de las di:ucio 

nes y se le agregaron, 20 µl de albúmina s€rica de bovino (BSA) 

.,. (Sig!Tla) al 1% reciér. p:-cp3rada, 20 µl de P·Bs pH 5. 7 y finalrrente -

20µ1 de eritrocitos p~epar~dos al 2%. Al control negativo se le -
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agreg~ron 25 µl de PBS ph 7.0, 20 µl de BSA al 1% y 20 µl de eri 

trocitos. Las placas se agitaron suamevente por los cuatro costa 

dos y se incubaron a tenperatura ambiente por una hora. Despué~ 

de ¡;ste tiempo se efectu·~ la lectura y se determinaron los títu-

los de hemaglutinaci6n como la inversa de. la dilución más alta 

que produjo hemaglutinación. 

8.- Cultivos de levaduras Kluyveromices lactis. 

Levaduras Kluyverornices lactis cepa silvestre y su mutante de 

ficiente en N-acetilglucosamina (NAG) en la pared celular, obten~ 

das por Douglas y Ballou (1980), se cultivaron en matraces erlenm~ 

yer con 50 ml de medio para levaduras YM-1. Con un asa estéril se 

tom6 una muestra de levaduras de la cepa silvestre o de la cepa mu 

tante cultivadas previamente en medio semis6lido. El inocúlo se 

paso a un matraz despositando ld muestra sobre las paredes. Los ma 

traces se incubaron a 37"C sobre un disco giratorio por 20 horas 

para la cepa silvestre y por 42 horas para la cepa mutante. 

Las levaduras de la cepa silvestre o de la mutante se resus 

pendieron a 1 x 10 8 levaduras/rol en PBS; para lo anterior se efec 

tu6 una dilución de levaduras en PBS y se contó el núr.iero de célu 

las en el hematímetro. Las levaduras se lavaron 3 veces con PBS 

por centrifugación a 1,000 x g durante 7 min, posteriormente, se 

tifieron con colorante de safranina durante 20 min a 37ºC y se la 

varon 3 veces con PBS. 

En algunos casos las levaduras se fijaron con glutaralde~fdo 

(2.5% en PBS) durante 30 min a 37ºC, se lavaron tres veces con P3S 

y se tifieron con el colorante de safranina como se especific6 ante 
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9.- Fagocitosis y adhesión por~ histolytica de levaduras. 

Kluyveromices :!:_~i5-_ de la cepa silvestre y su nutante 

defic~ente en NAG. 
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Levaduras Kluyvcro~ices lactis cepa silvestre y $U mutante d~ 

ficiente en NAG en la pared celular (fijadas con glutaraldehído y 

sin fijar) se resuspendieron a 1 x 108/rnl en PBS. En tubos de 

centrífuga marcados con los tiempos diferentes para cada tiempo y 

cepa se agregaron 0.4 ml de la suspensi6n de levaduras y 0.4 ml de 

la suspensi6n de trofozoítos (1 x 10 6/ml en TYl-S-33). Los tubos 

se incubaron a 37ºC en un baño de agua 6 a OºC en agua-hielo duran 

te 30, 60 y 120 min. A los tiempos indicados, las mezclas cerul~ 

res se fijaron con glutaraldehído (2.5% en PBS) durante 30 rnin a 

37ºC. Posteriormente, las preparaciones se lavaron 3 veces .con 

PBS por centrifugaci6n a 360 x g durante 3 min. De la pastilla, 

se hicieron preparaciones en portaobjetos y se contaron en un mi 

croscopio Zeiss las levaduras ingeridas o adheridas en 100 amibas 

y se obtuvieron promedios de levaduras para cada tiempo y cepa. 

10.- Fagocitosis de esferas de látex por trofozoítos de 

E. !:_~stolytica. 

Esferas de látex coloreadas (Sigma) de 7 µm de diámetro se -

lavaron 3 veces con S S y se resuspendi~ron a 1 x 10 8/ml en TYl-S-

33. Se marcaron tubos c6nicos con los tiempos diferentes para ca-

da cepa, a cada tubo se agregaron 0.4 ml de la suspensi6n de esfe-

ras, y se incubaron a 37°~. Posteriormente, se agregaron 0.4 rol -
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de L3. suspensión de trofozoítos ajustados a 1 x 10 6 /ml en TYl-S-33 

y se incubaron a 37"C en un bafio de agua durante 30, 60 y 90 rnin. 

Al término de estos tiempos las células se fijaron con glutaralde

hído {2.5% en PBS} durante 30 min a 37°C. Posteriormente las pre

paraciones se lavaron 3 veces con S s por centrifugación a 360 x g 

por 3 min. Las esferas de látex ingeridas en 100 amibas al azar -

se contaron con la ayuda de un microscopio Zeiss a un awnento de 

160 X y se obtuvieron promedios de esferas ingeridas por trofozoí

tos para cada tiempo y cepa. 
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RESULTADOS 

1.- Virulencia de las Clonas A y L-6 de E. histolvtica. 

Uno de los objetivos de este trabajo fue estudiar en forma 

comparativa los pasos de la fagocitosi"s en las clonas A y L-6. ai~ 

ladasJ partir de la cepa HMl:IMSS y con un grado diferente de vi 

rulencia y fagocitosis (Orozco, 1981). Ha sido descrito que la vi 

rulencía de la clona A y de la cepa silvestre HMl: I~ISS medida por 

inoculación intrahepática de trofozoítos en hámsters recién naci--

dos son semejantes. Por otra parte, se ha reportado que la clona 

L-6 no produce abscesos hepáticos, en hámsters recién nacidos cuan 

do se inocula un namero trofozoítos 5 veces mayor al que se requi~ 

re para producir abscesos con la cepa HMl:IMSS, en el 96% de los 

animales. Sin embargo, hasta la fecha, no se ha determinado cuan-

titativamente la virulencia de estas clonas ni de otras cepas ami-

bianas con datos estadísticos del tipo de la dosis absceso raedio 

(DA 50) o la dosis letal medía (DL 50 i. Estos datos permitirían ha 

cer comparaciones más objetivas entre la virulencia de las cepas 

y las propiedades de los trofozoítos en relación con la virulencia. 

Por lo tanto, en este trabajo se realizaron estudios cuantitativos 

sobre la virulencia de las clonas A y L-6 inoculando hámsters de 

aproximadamente 100 gr de peso con diferente namero de trofozoítos 

y establecer así el namero necesario para producir abscesos hepát! 

cos en el 50% de los animales ~noculados. 

A este núr.1ero se le llam6 dosis absceso medio (DA 50 J. Como -

se muestra en la Tabla I con 2.5 x 10 5 trofozoítos de la clona A 

se produjeron abscesos en el 90% de los hámsters inoculados. La -
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DA
50 

para esta clona resultó ser de l. 75 x 10 5 . Sin embargo con 

3 x 10 6 trofozoítos no fue posible obtener la DA 50 para la clona 

L-6. Por otra parte, cuando se obtuvieron abscesos con la clona A 

éstos fueron generalizados y ocuparon más de las tres cuartas par-

tes del hígado. Con la clona L-6, en cambio, los abscesos, cuando 

se llegaron a ob~ener, fueron generalmente pequeños. 

2.- Eventos morfológicos en la fagocitosis de~ histolytica. 

El estudio ultraestructural (Orozco, 1978) y cine~icro;ráfico 

(Cervantes) del efecto citopático de .trofozoítos de ~ histolytica 

sobre c€lulas en cultivo, tanto de hepatocitos de rata adulta en 

cultivo primario, como de cultivos de c€lulas epiteliales de la lr 

nea MDCK sugirió que el mecanismo de agresión de la amiba requiere 

como primera etapa la adhesión de los trofozo1tos a la c€lula blan 

co y que la fagocitosis es una fase posterior en el mecanismo de 

agresión de la amiba. 

Con el objeto de determinar los pasos de la eritrofagocitosis 

por E. histolvtica a nivel morfológico, se diseño un método senci-

llo que permitió observar las diferentes etapas de la fagocitosis 

de eritrocitos humanos por E. histolytica. Los eritrocitos humanos 

se añadieron a trofozoítos de las. clonas A 6 L-6 incubados previa-

mente a o•c. Una vez que los eritrocitos se adhirieron a la supe~ 

ficie de los trofozoítos (5 min, o•c) los tubos se incubaron, bien, 

a 37•c durante 1, 2, 3, 4 y :. min, o bien, a temperatura ambir.1te 

durante 3, 5 y 7 min para permitir la distribución de los eritroci 

tos en la superricie de la amiba y su ingestión. 
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En las Figuras 1 a 8 se muestra la secuencia del evento de :a 

gocitosis de eritrocitos humanos. La adhesión (Fig. l y 2) se ~i

·cn6 a o•c, la forrr:aci6n de casquete a temperatura ar:-biente (Fig 3 

y 4) y a 37ºC (Fig 5 y 6) y la ingestión a 37ºC (Fig 7 y 8). Los 

resultados obtenidos del porcentaje de trofozoitos que mostrare~ -

(cuando menos un eritrocito en la superficie) eritrocitos adheri¿os, 

ingeridos o formando casquete (m~s de cuatro eritrocitos aglutina

dos en un punto sobre la superficie amibiana) para cada tenpera~~ra 

tiempo y cepa se prese~tan en la Tabla II. La mayoria de les trc

fozoitos presentaron al mismo tiempo eritrocitos adheridos, forman 

do casquete y otros ingeridos. Como se dijo anteriormente, en es 

tos experimentos se muestra que tanto la clona A como la clona L-6 

presentan semejante eficiencia de adhesi6n. El número de los cas 

que tes formados por los eritroe;itos en la superficie de las amibas 

a 37°C disminuye en los trofozoitos de la ·clona A a medida que au-

menta el tj_empo (de 2 a 5 min) como consecuencia de la ingestión -

de los eritrocitos por los trofozoitos, mientras que en los t::-ofo-

zoitos de la clona ~-6 se presenta un incremento en el número ae 

casquetes debidc proba~lernente a que la fagocitosis es mínima. ~es 

eventos de adhesi6:1, formación de casquete y fagocitosis, estudia

dos en las clo:1as A y L-6 con eritrocitos de humano muestran que -

la deficiencia en ia velocidad de fagocitosis de la clona L-6 se 

presenta tanto en la formación de casquete de los eritrocitos sobre 

la superficie ar.;ibiana, como en la velocidad de introducción de los 

eritrocitos al citoplasma. 

La adhesión es una propiedad importante y posiblemente indis

pensable para la producción del dafio a la c~lula huésped por les -



trofozoitos. Ya ~~e no se aprecia una relación directa de esta -

propiedad con la virulencia de las cepas, se puede considerar q~e 

los factores que deter~inan las diferencias en la virulencia de 

las cepas arnibianas probablernente se expresan en un paso ulterior 

a la adhesión del trofozo!to a la célula blanco, es decir eq la 

fase de fagocitosis (Orozco y col., 1980). 

3.- Efecto ce la citocalasina B en la fagocitosis de eritro

citos por trofozo1tos de la Clona A. 

Trofozo1tos de la clona A fueron incubados durante 10 min en 

solución de citocalasina B (10 µg/ml en PBS) a temperatura- ambiente 

previo a los ensayos de fagocitosis, adhesión y forrnaci6n de casqu! 

te. Como se muestra en las Tablas III y IV la citocalasina B actuó 

como inhibidor de la eritrofagocitosis, ya que se presento una dis

minución en el r.t."":ero de eritrocitos ingeridos por amiba a 37'C. 

En presencia de la citocalasina B el porcentaje de inhibición de 

la fagocitosis a 37~c fué de 57%. En la cinética de adhesión y de 

formaci6n de cas~~ete a 22°C no se observaron diferencias signifi-

cativas cuOJ.:-ido i.cs experir:-.entos se reali<:aron con y sin citocalasi 

na B. 

Otro de los objetivos de este trabajo fue el de estudiar rnás 

amplia~ente la esFecif icidad de la fagocitosis en las clonas amibia 

nas A y L-6 para le cual se eligieron gl6bulos rojos de diferentes 

esí'ecies, le·:a.::,::-as Klu)'.:'.:P-rcrri_c:es lactis cepa silvestre y su mutan 

te deficiente E::-1 :;;..G en la pared celular y esfe!'."as de látex. 
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4.- Fagocitosis y adhesión de eritrocitos por trofozoitos de 

las Clonas A y L-6 de ~tamoeba histolytica. 

Para los ensayos de adhesión, trofozoitos de las clonas A y -

L-6 se pusieron en contacto con eritrocitos de humano, hámster, co 

nejo, cuyo y rata en una relación de 1:100 y se incubaron a OºC , 

temperatura a la cual la adhesión se realiza eficienter.lente pero -

no hay ingestión de eritrocitos (Orozco,-1981). 

Como se muestra en las Figuras 9, 10, 11, 12 y 13 la adhesión 

de eritrocitos frescos a trofozo1tos es diferente para cada espe

cie, resultando los valores más altos deadhesi6n para los eritro

citos de humano, (Fig 9) siguiéndoles en afinidad los de hámster , 

(Fig 10) despu~s los de conejo (Fig ll)y se obtuvieron valores de 

adhesión m~s bajos para eritrocitos de cuyo (Fig 12) y de rata 

(Fig 13). En la mayória de los casos los valores de adhesión de 

eritrocitos a trofozoitos fueron semejantes para la clona A y para 

la clona L-6 en las diferentes especies estudiadas Figuras 9, 10 , 

11, 12, 13 y Tabla (V). Estos resultados presentan mayores evide~ 

cias de que la deficiencia en fagocitosis mostrada por la clona 

L-6 no radica en la adhesión. 

Con el objeto de corroborar si la velocidad de fagocitosis se 

presentaba en relación directa con la virulencia de la cepa y con 

la eficiencia de adhesión del trofozoito a eritrocitos de diferen-

tes especies, los trofozoitos de las clonas A y L-6 se incubaron a 

37°C con eritrocitos frescos d~ cada una de las especies menci~na

das. A los tier,ipos 5 y 10 min se detuvo la reacción por medio de 

un choque hipotónico con agua bidestilada. Posteriormente las pr~ 

paraciones se fijaron y se contrastaron con diaminobencidina ( No-
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vikoff y col. 1972) como se de scribió en la sección de Materiales 

y Métod os . Como se rauestra en las Figuras 9, 10, 11, 12, 13 y Ta-

bla (V) la clona A presenta valores de eritrof ag ocitosis más altos 

para cada una de las especies, en comparación con la clona L-6. 

Lo s experimentos ante riore s con eritrocito s de diferentes es-

pecies mo s traron que lo,;; trof o zo '.í. tos de ~ histo_~_Ytica (clona A y 

L-6) presentan una afinidad sel e ctiva de adhesión y fagocitosis en 

las diferentes especies estudiadas. La mayor eficiencia de fagoc~ 

tosis fue mostrada por las dos clonas cuando éstas estuvieron en -

contacto con eritrocitos humanos. Los trofozoftos de ambas clonas 

mostraron una velocidad de eritrofagocitosis intermedia cuando se 

incubaron con eritrocitos de hámster, y de conejo y ésta fué más 

baja cuando se pusieron en contacto con eritrocitos de rata y de 

cuyo. 

Estos resultados correlacionan directamente con la efici~ncia 

de adhesión mostrada por los trofozo'.í.tos en contacto con eritroci 

tos de las diferentes especies. 

Para descartar la posibilidad de que el tamaño de los eritro 

citos fu e ra el que d e terminara la ma yor o menor afinidad mostrada 

por los trofozo'.í.tos d e ambas clona s en los ensayos de adhesión y 

fagocitosis, se midió el diámetro. de los eritrocitos de cada una 

de las especies estudiadas Tabla (VI). Estos datos sugieren que 

existe una relación directa entre la eficiencia de eritrofagocit~ 

sis y la virulencia de las clonas estudiadas y una afinidad s<-;lec 

tiva por eritrocitos de diferentes especies. 
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5.- Actividad hernaglutinante de los trofozoítos de las 

Clonas A y L-6. 

Se ha descrito que en el proceso de adhesión .de eritrocitos a 

trofozoítos es posible que participen lectinas de la superficie 

amibiana (Kobiler y Mirelman, 1980) y estas lectinas pueden ser 

detectadas por ensayos de hernaglutinaci6r.. En este trabajo se efe~ 

tuaro~ensayos de hemaglutinaci6n con eritrocitos de diferentes e~ 

pecies. Se determinó la actividad aglutinante de los extractos 

amibianos totales sobre eritrocitos humanos, de hánster, de conejo 

de rata y de cuyo fijados con glutaraldehído (2.5% en PBS). El tí 

tulo de aglutinación se midi6 como la invers3 de la dilución más 

alta que presento hemaglutinaci6n. En la tabla VII se muestra la 

actividad hemaglutinante de los extractos amibianos para cada esp~ 

cie de eritrocitos. En ella se observa que los extractos amibianos 

aglutinaron a los eritrocitos de todas las especies probadas. Sin 

embargo el título de aglutinación más alto se presento con éritro 

citos de hánster, en tanto que la actividad de hemaglutinaci6n fue 

menor con eritrocitos de rata. La actividad de lectina de los ex 

tractos anibianos fue semejante en ambas clonas A y L-6. 

6 .- Fagocitosis y adhesión de levaduras Kluyvero::lices lactis 

de la cepa silvestre y de su mutante deficiente en NAG 

por trofozoítos de las Clonas A y L-6. 

Kobiler y Mirelman (1980) reportaron que los trofozoítos de 

E.histolvtica presenl.an una ~ecti:,,i asociada a la .ncH1lir.,na ...... ~':wlar 

con especificidad por polímeros de NAG. Con el propósito de estu 

diar ~l papel de la lectina amibiana descrita por Kobiler y Mircl 
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r.ia.'1 (1980) y la participación de los receptores ce ::AG e:1 21 proc~ 

so de fagocitosis, se utilizaron levaduras de la cepa silvestre 

KL.n~>'e:-o:"'ices lactis y de su mutante deficie:1te e:-i :;;,G en ::.a pared 

celular obtenidas por Douglas y Ballou (1980). ~~cfczc~tos de las 

clonas A ó L-6 se incubaron a OºC 6 a 37ºC con levaduras de la ce 

pa silvestre o de su mutan~e sin fijar y fijadas ccn glutaraldehi-

do (2.5% en PBS) en una relación 1~100. Las levaduras de L; .:epa 

silvestre y su mutante ~o se adhirieron a la superficie celular de 

los. trofozo~tos. En la Fig 14 se observa que a~bas clcnas prcse~

taron una ~ayor eficiencia de fagocitosis cuando se incubaron a -

37"C con levaduras de la cepa silvestre. Sin emba:?:"go, la ingestión 

de células por trofozoito aumento tres veces más cuando las levadu 

ras se fijaron con glutaraldehido Fig 15, aunriue en estas condicio 

nes también se observó una mayor ingestión de levaduras de la cepa 

silvestre. En ambos casos los trofozoitos de la clona A pres•.enta

ron mayor eficiencia de fagocitvsis, en tanto c:ue la clona L-6 re 

sult6 nueva2ente menos e(iciente. 

7.- Fagocitosis de esferas de látex por trofozoítos de las 

Clonas A y L-6 de E. histolytica. 

En los resultados anteriores se describió ~~e tanto la clona 

A co~o la clona L-6 presentan en ~eneral semejante eficiencia de 

adhesión a los eritrocitos, por lo tanto, la deficiencia en fagoc~ 

tosis de la clona L-6 aparentemente no radica en el priner paso de 

la fagocitosis, la adhesi6n, sino que posiblemente se locali=c en 

un paso posteri0r a este evento, es decir, en la introducción de 

las pa~ticulas al citoplasma. Lo anterior se ve apoyado por los 
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experimentos de fagocitosis efectuados con esferas de látex por 

trofozoitos de las clonas A y L-6. Trofozoitos de lA~ clonas A 6 

L-6 se incubaron a 37ºC con esferas de látex a diferentes tiempos. 

En las Figuras 16 y 17 se muestran los resultados obtenidos. La -

ingestión de partículas de l~tex por los trofozoítos de ambas clo

nas es proporcional al tiempo de interacción. Sin embargo, los 

trofozoitos de la clona A presentaroB los valores más altos de fa 

gocitosis de esferas de látex.. para cada tiempo; en comparación con 

la clona L-6. 

Las esferas de látex no se adhirieron a la superficie de los 

trofozoitos, probablemente, por que no presentan grupos funciona

les que puedan interactuar específicamente con componentes de la 

superficie celula~ del trofozoíto y solamente fuerzas físicas pr~ 

mueven la adhesión entre éstos y las esferas de látex para dar lu 

gar a la fagocitosis. Sin embargo, estas fuerzas físicas aparent~ 

mente no son lo suficient~~ente grandes para que las esferas per

manezcan unidas a la superficie de los trofozoítos, tendiendo ésta: 

por su peso a caer. 



TABLA I 

VIRULENCIA DE E~Tt'>-'10EBA HISTOLYTICA 

(Clonas A y L-6) 

Clona Núrnero de Núm. de h~msters % de hámsters con 
Trofozoitos inoculados absceso hepático. 

HMl:H1SS 2 X 10 5 20 96 

A 2.5 X 10 5 20 90 

A 2.0 X 10 5 
10 80 

* A l. 75x 10 5 30 50 

L-6 2.0 X 10 5 10 o 

L-6 1 X la6 30 6.6 

L-6 2 X 106 30 20 

L-6 3 X 10 6 
20 30 

* DA 50 .- El nGmero minimo de trofozoítos suficientes para 

producir abscesos hepáticos en el 50% de los háms 

ters inoculados. 
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FIGURAS 1 y 2 

ADHESION DE ERITROCITOS DE HUMANO A LA SUPERFICIE 

DE TROFOZOITOS DE E. HISTOLYTICA. 

Trofozoítos de las clonas A 6 L-6 se incubaron con 

eritrocitos a o•c durante 5 min. La reacci6n se detuvo 

agregando glutaraldehído (2.5% en PBS). Las preparaci~ 

nes se contrastaron con rliaminobencidina y se observaron. 

al microscopio para contar el porcentaje de amibas con 

eritrocitos adheridos. 

36 



-....... .. :.. · 

' ' ~ ,. ' 

\ 

""."'""". 
.. t:~ . ',' t 

,,..-; /f\ 

(;
· · ; . '~ 

41 

. . 

• 

• .. 



FIGURAS 3 y 4 

FORMACION DE CASQUETE DE ERITROCITOS HU!1ANOS EN 

LA SUPERFICIE DE E. HISTOLYTICA. 

Trofozoítos de las clonas A 6 L-6 se incubaron con 

eritrocitos a oec durante 5 min. Posteriormente se p~ 

saron a 22•c durante 5 min. Las preparaciones se fija

ron con glutaraldehído (2.5% en PBS), se contrastaron -

con diaminobencidina y se observaron al microscopio p~ 

ra contar el porcentaje de amibas con eritrocitos for-

mando casquete. 
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FIGURAS 5 y 6 

FORMACION DE CASQUETE DE ERITROCITOS HUMANOS EN 

LA SUPERFICIE DE E. HISTOLYTICA. 

Trofozo1tos de las clonas A 6 L-6 se incubaron con 

eritrocitos a OºC durante 5 min. Posteriormente los tu 

bos se pasaron a 37ºC durante 1 a 5 min. Las prepara-

ciones se fijaron con glutaraldeh1do (2.5% en PBS), se 

contrastaron con diaminobencidina y se observaron al -

microscopio para contar el porcentaje de amibas con eri 

trocitos formando casquete. 

38 



o 

,, .. 



FIGUR.l\S 7 y 8 

TROfUZOITOS DE E. HISTOLYTICA CON ERITROCITOS 

INGERIDOS. 

Trofozoitos de las clonas A 6 L-6 se incubaron con 

eritrocitos a o•c durante 5 min. Posteriormente los tu 

bos se pasaron a J7•c durante 1 a 5 min para permitir -

la fagocitosis de los eri~rocitos. La reacción se detu 

va agregando glutaraldehfdo (2.5~ en POS), las prepara

ciones se contrastaron _, .: d ia.r::inobencidina y se obser

varon al ~icroscopio pa~d contar el porcentaje de amibas 

con eritrocitos ingeridos. 

En Lis fotos se observan ac!e;ntis eritrocitos adherí 

dos y algunos formando casquete. 

]') 
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TABLA II 

EVENTOS MORFOLOGICOS EN LA ERITROFAGOCITOSIS DE E. IIISTOLYTICA 

(Clonas A y L-6) 

T= 37•c CLONA A CLONA L-6 

ERITROCITOS ERITROCITOS 

t (min) lo 2c 3F lo 2c 3F 

1 70 57.8 6 92 21 o 
2 42 75 12 98 40 o 
3 46.8 62.8 76 88.5 39 6 

4 45 43 73 85 37 15 

5 52.5 46.2 92 78 57.5 25.5 

T= 22°C CLONA A CLONA L-6 

-t 

ERITROCITOS ERITROCITOS 

(min) O e F D e F 

3 100- 4.6 o 98.4 3 o 
5 69.7 37.5 o 100 6 o 
7 53 76 o 98.4 19 o 

l. - Eritrocitos- distríbuidos en la sup-erficie de la amiba. 

2.- Eritrocitos formando casquete. 

3.- Eritrocitos fagocitados. 

Despu€s de 5 min de incubación a o•c los trofozof tos se incu 

baron a 37ºC ó a 22•c y a los tiempos descritos se midió el 

porcentaje de trofozoftos con eritrocitos distribufdos en la 

superficie (1), eritrocitos formando casquete, más . de cuatro 

eritrocitos aglutinados sobre un punto tle la superficie ami

biana (2) y eritrocitos fagocitados, cuando menos un eritro

cito por trofozofto (3). 



TABLA III 

EFECTO DE LA CITOCA~ASINA B SOBRE LA FAGOCITOSIS 

DE E. HIS'.i'OLYTIC,'\ 

Citocalasina B 

o 

10 µg/ml 

(Clona A) 

TºC 

37 

37 

e/a 

6.8 

2.8 

En los ensayos realizados a 37°C para medir la 

fagocitosis los eritrocitos adheridos a la supe~ 

ficie arnibiana se lisaron por medio de un choque 

hipotónico con agua ~idestilada. t= 5 min. 
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TABLA IV 

t Cit. B Eritrocitos 

(rnin) (µg/ml} D e F 

3 o 89.7 14. 7 o 
3 10 95.5 13 o 
5 o ·~ 86.7 33.8 o 
5 10 88 30.8 o 
7 o 67.6 63 o 
7 10 69 61.7 o 

T= 22ºC 

Los trofozo1tos fueron incubados en Citocalasina B 

10 µg/ml durante 10 min previo a los experimentos 

de inter2~ci6n con eritrocitos. 
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FIGURAS 9, 10, 11, 12 y 13 

ADHESION Y FAGOCITOSIS ENTRE TROFOZOITOS DE E. HI~ 

TOLYTICA Y ERITROCITOS. 

En los ensayos de adhesión, trofozoitos de E. his-

tolytica (Clona A 6 L-6) se pusieron en contacto con 

eritrocitos a o•c en una relación de 100 eritrocitos 

por amiba. Para los ensayos de eritrofagocitosis a los 

5 y 10 min de incubación a 37°C se agreg6 agua destila-

da para lisar los eritrocitos en suspensión y adheridos 

a la superficie de los trofozoitos. 

Las preparaciones se fijaron con glutaraldehido 

(2.5% en PBS), se contrastaron con diaminobencidina y 

se contaron los eritrocitos ingeridos por 100 amibas. 

Se obtuvieron los promedi0s de eritrocitos por amiba 

para cada tiempo y cepa. Las barras indican las desvía 

cienes standard. 
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FIGURA 9 

ADHESION Y FAGOCITOSIS ENTRE TROFOZOITOS Y 

ERITROCITOS DE HUMANO 
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FIGUR~ 10 

ADHESION Y FAGOCITOSIS ENTRE TROFOZOITOS Y 

ERITROCITOS DE HAMSTER 
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FIGURA 11 

ADHESION Y FAGOCITOSIS ENTRE TROFOZOITOS Y 

ERITROCITOS DE CONEJO 
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FIGURA 12 

ADHESION Y FAGOCITOSIS ENTRE TROFOZOITOS Y 

ERITROCITOS DE CUYO 
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FIGURA 13 

ADHESION Y FAGOCITOSIS ENTRE TROFOZOITOS Y 

ERITROCITOS DE RATA 
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TABLA V 

J.>RllEBA DE t ''STUDENT" 

ADHESION 
1 

FAGOCITOSIS 

1 

' CLONA A L-6 A L-6 A L-6 A L-6 
' 

TIEMPO (min) 5 5 10 10 5 
1 

5 ! 10 10 

1 
Humano l. 5 0.5 6.0 6 

1 

6.57 

Hámster 0.15 0.29 0.79 2.6 

Conejo 2.0 3.4 2.13 3.25 

Cuyo l. 3 l. 2 6.2 2.5 

-

Rata l. 4 2 0.96 3.37 3.75 

' 1 

t "stuóent" = 2.04 

t > 2.04 Si hay diferencias (valores de a¿hesi6n 6 fa 
gocitosis diferentes en 
ambas clona s. ) 

t < 2.0~ No hay diferencias (valores de a¿ ~esión 6 fa 
gocitosis sesejantes en 
ambas clonas.) 
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TABLA VI 

TAMAflO DE ERITROCITOS DE DIFERENTE ESPECIE 

Especie diái:ietro 
(11m) 

Hámster 6.3 

Rata 7.2 

Cuyo 7.1 a 7.5 

Conejo 6.5 a 7.5 

Humano 6.5 a B.O 

El diái:ietro de los eritrocitos fue·medido 

con un ocular micrométrico y a un ~umento 

de 40 X 



TABLA VII 

AGLUTINACION DE ERITROCITOS DE DIFERENTES ESPECIES 

POR EX'rRACTOS DE E. HISTOLYTICA 

Especie * Actividad de lectina 
Clona A L-6 

Rata 12 10 

Humano 16 21 

Cuyo 18 20 

Conejo 34 29 
~ 

Hámster 128 128 

* Actividad de lectina: Se midió como la inversa 

de la dilución más alta de extractos amibianos 

que produjo hemaglutinaci6n. 
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FIGURA 14 

FAGOCITOSIS DE LEVADURAS KLUYVERO~:ICES LACTIS POR 

E. HISTOLYTICA (CLONAS A y L-6) 

Trofozoítos de ~ histolytica (Clona A 6 L-6 se incu 

baron a 37•c con levaduras de la cepa silvestre Kluyvero

mices lactis o su mutante deficiente en NAG en la pared 

celular fijadas con glutaraldehído (2.5% en PBS) o sin fi 

jar en una relación de 100 levaduras por amibas. A dife-

rentes tiempos las preparaciones se fijaron con glutaral

dehido, se lavaron con PBS ~ se contaron las levaduras i~ 

geridas por 100 amibas. Se obtuvieron promedios de leva

duras por amiba para cada tiempo y cepa .ti .: Clona A ; O : 

Clona L-6. 

ti , O fagocitosis de levaduras Kluyveromices 

lactis cepa silvestre . 

.t. , • · fagocitosis de levaduras Kluvveror:iices 

lactis cepa mutante carente de NAG en 

la pared celular. 

52 



LEVt\DURAS/TROFOZOITO 

-
N 

º-----·---·-------



FIGURA 15 

FAGOCITOSIS DE LEVADURAS KLUYVEROMICES LACTIS 

POR E. HISTOLYTICA ( CLONAS A y L-6 ) . 

Los experimentos se realizaron como se indico en la 

fig .. 14. 

Los indices de fagocitosis para cada clona se obtu

viero~ multiplicando el promedio de levaduras ingeridas por 

trofozoito , por el porciento de trofozoitos que presenta-

ron cuando menos una levadura ingerida. 

S levaduras Kluyveromices lactis cepa silvestre 

(fijadas con glutaraldehido 2.5%). 

M levaduras Kluyveromices lactis cepa mutante 

carente de NAG en la pared celular (fijadas 

con glutaraldehfdo 2.5%). 
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FIGURA 16 

FAGOCITOSIS DE ESFERAS DE LATEX POR E. HIST0LYTICA 

Trofozoitos de ~ histolytica (Clona A ó L-6) se incu 

baron con esferas de l~tex a 37ºC en una relación de 100 es 

feras por amiba. A diferentes tiempos las preparaciones se 

fijaron con glutaraldehido, se lavaron con solución salina y 

se contaron las esferas ingeridas por 100 amibas. Se obtu 

vieron los promedios de esferas por amiba y los porcentajes 

de las a~ibas que fagocitaron para cada tiempo y cepa.6; Clo 

na A ; O : Clona L-6. 

( ---------- ) porcentaje de amibas que fagocitaron 

cuando menos una esfera. 

) esferas/amiba. 
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FIGURA 17 

INDICES DE FAGOCITOSIS DE ESFERAS DE LATEX POR 

E. HISTOLYTICA 

Los experimentos se realizaron como se indico ante

riormente en la fig. 14. 

Los !ndices de fagocitosis para cada clona se obtu 

vieron multiplicando el promedio de esferas ingeridas por 

trofozo1to , por el porciento de trofozo1tos que present~ 

ron cuando menos una esfera ingerida. 
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DlSCUSION Y CONCLUSION 

l.- Uso de Clonas en el estudio de la virulencia de 

E. histolytica. 

56 

La velocidad de fagocitosis es uno de los factores más impo~ 

tantes en la virulencia de las cepas amibianas (Trissl y col,1978; 

Orozco y col. 1980). Para estudiar este evento, nosotros elegimos 

dos clonas de ~ histolytica la clona A fue aislada directamente 

de HMl:IMSS y presenta virulencia y fagocitosis semejante a la de 

la cepa silvestre, mientras que la clona L-6 fue seleccionada por 

su deficiencia en fagocitosis y result6 ser deficiente en virulen 

cia torozco; 1981) . El estudio de los factores de virulencia de la 

amiba, se habían realizado hasta la fecha con cepas amibianas que 

no habían sido clonadas, (Trissl y col. 1977, 1978: Orozco y col.-

1980, Kobiler y Mirelrnan, 1980; Ravdin y Guerrant, 1981) el aisla

miento a partir de la cepa l!Ml:IMSS de dos clonas con diferentes 

fenotipos de virulencia y fagocitosis pone de manifiesto que las 

cepas amibianas, aisladas directamente de pacientes y subcultivadas 

por largo tiempo en el laboratorio, son heterogéneas. El hecho de 

t:i;-abajar con cepas heterogéneas representa una limitación en la 

interpretaci6n de los estudios a nivel molecular. Por otra parte, 

esta heterogeneidad podría explicar la variabilidad en cuanto a la 

virulencia y otras propiedades de superficie que presentan las ce 

pas de ~ histolytica (Bos, 1975; Lushbaugh y col. 197A y nue"tras 

observaciones no publicadas). Los resultados obtenidos utilizando 

clonas amibianas podrian ser ce mayor confiabilidad y reprnducihi

lidad que los obtenidos con cepas heterogéneas en las que eventual 
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mente algunas de las subpoblaciones pudiese predominar sobre el 

resto ro:npiendo el equilibrio lo que daría resultados diferer:t.¿os , 

dependiendo de las características de la subpoblaci6n predo~inar:te. 

2.- Cuantificaci6n de la Virulencia. 

Otra de las limitaciones en el estudio de la virulencia de :a 

amibá ha sido la falta de un sistema adecuado para medir cuantita-

tivamente la virulencia de las cepas. En este trabajo, se estable 

ce la medición cuantitativa de la virulencia de las clonas A y L-6 

por determinación de la DA~O' en forma semejante a la que se ha ve 

nido utilizando en bacterias desde hace varias décadas. 

Se había reportado que las clonas A y L-6 presentan virulen-

cia diferente medida por inoculación intrahepática de hárnsters re

cién nacidos. En este trabajo se cuantificó esa diferencia y que-

da definido que la clona A es cuando menos 20 veces más virulenta 
~·:i: 

que la clona L-6, ya que la DAso fue de 1.75 x 10 5 mientras que no 

fue posible determinar con exactitud la DA
50 

de la clona L-6 ya -

que los animales nueren debido a la obstrucción venosa por los tro 

. 6 
fozoítos cuando se inoculan en dosis mayores a 3 x 10 . 

3.- Eventos ~orfol6gicos en.la fagocitosis de eritrocitos por 

~ histolvtica. 

La velocidad de fagocitosis de la clona A es mayor que la de 

la clona L-6 (Orozco, 1981) >.in embargo la fagocitos is e:s un ':ven-

to muy complejo C!Ue involucra varios pasos como, la adhesi6n, el 

posible movimiento de la partícula adherida a la superficie de la 

célula, hacia un punto determinado que podría ser el uroide (Chévez 
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-
y col. 1972), la forrnaci6n de seudópodos para englobar la part~cu-

la y la dig~sti6n intracelular de la misma. En la mayoría de es--

tos eventos, participan tanto los receptores de superficie cerno 

los elementos del citoesqueleto. 

Es posible suponer, que si cualauiera de los eventos menciona 

dos anteriormente no se realiza eficientemente, la velocidad ce -
fagocitosis se verá afectada. En base a estas consideraciones, se 

diseño un método sencillo basado en la dependencia de la temperatu 

ra de algunos de los pasos señalados, para determinar cuál de estos 

pasos es el responsable de la baja eficiencia de fagocitosis prese~ 

tado por la clona L-6. Los resultados obtenidos muestran que mien 

tras la adhesi6n es igualmente eficiente en las clonas A y L-6, el 

movimiento de los eritrocitos en la superficie de la clona L-6 es 

más lento que en la clona A tanto a 37°C como a 22•c. La ventaja 

de realizar los experL~entos de formaci6n de casquete de los eri--

trocitos sobre la superficie de la amiba, a 22ºC es que la inges--

ti6n no se realiza a esta temperatura, lo que nos permite separar 

los eventos y estudiarlos con mayor precisión. 

El uso de las drogas del tipo de la Citocalasina B demostr6 -

que esta droga inhibe la ingestión de eritrocitos a 37ºC pero cua~ 

do los ttofozoítos se incubaron con Citocalasina B a 22°C el por--

centaje de amibas con eritrocitos adheridos y formando casquete no 

disminuye. (Cano, 1981) reportó que la Citocalasina B inhibe la a-

dhe~i6n de eritrocitos a los ~~~fozo1tos. Estos resultados y los 

nuestros sugieren que si bien hay disminuci6n en el nllrnero de eri-

trocito~ adheridos en presencia de Citocalasina B, aquellos que se 

logran adherir presentan movimientos sobre la membrana de la amiba 
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para foIT.'!ar casquete s~~ejante al que se observa en ausencia ¿e 

Citocalasina B. 

4.- Adhesi6n. 

La adhesi6n específica a la célula blanco parece ser un pr~ 

rrequisito imFortante en el mecanismo de agresi6n de la amib3 

(Knigtrt, 197/; Oro:.:'Co,1978}. Sin embargo por los resultados disc~ 

tidos anteriormente en los que la clona L-6 presentó una eficiencia 

de adhesión semejante a la de la clona A y por los resultados repo~ 

tados por otros autores (Martínez-Palomo y col. 1980; Orozco y col. 

1980} en los qu~ cep~s amibianas de diferente virulencia y fagoci

tosis presentan semejante eficiencia de adhesi6n a diferentes tipos 

de células blanco se puede concluir que si bien la adhesi6n es uno 

de los pasos, probablemente el primero de la fagocitosis y del me 

canismo de agresi6n de la amiba, no es el que determina la veloci 

dad de fagocitosis ni la virulencia de las cepas. 

Para obtener mayor evidencia de que la adhesi6n específica es 

un prerrequisito para que la fagocitosis se realice eficienteDente 

se eligieron glóbulos rojos de diferentes especies de mñmíferos ~~ 

ra realizar estudios de adhesi6n y fagocitosis, suponiendo aue los 

eritrocitos de diferentes especies, presentan diferentes recepto 

res en su superficie, por los cuales la amiba puede tener mayo~ e 

menor afinidad. 

Los resultados obtenidos en esta tesis mu::?c:tran cr>1e 

E. histolytica presenta diferente atracci6n por eritrocitos de di

ferentes especies. La adhesi6n a eritrocitos de diferentes es

pecies fue más eficiente cuando se usaron eritrocitos de hu,~a~o 
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y d e hám s t c r, interDedia c ~a~d o se utilizaron eritrocitos de cone

jo y baja cuando se util iza r o n e ritrocitos de cuyo y de rata. Las 

cl onas A y L-6 presenta ron ~n g ener2l semejante e ficiencia de adhe 

si6n entre sí. La velo c idad d e fagocitosis de la clona A fue ma-

yo r que la de la clona L- E cm t odos los casos probi'i d o s , ta::-bién 

fue dep e ndiente de la espe2 ie y t anto para la clona A como para la 

clona L-6 fue mAs eficiente t a~bién cuando las amibas se incubaron 

con eritrocitos de hu mane y de há~ ster, inte rmedia con e ritrocitos 

de conejo y baja cuand o se ~ t i lizaron eritrocitos d e cuyo y de ra

ta, guardando una correla c ión estrecha con la eficiencia de adhe-

si6n. A partir de estos r e s ultados se puede concluir que una adhe 

si6n eficiente es importan te para una fagocitosis eficiente, sin 

emba rgo si una clona es de : iciente en otro de los aspectos de la 

fagocitosis como el caso de la clona L-6, la ingestión de partíc~ 

las se veri afectada por dich~ deficiencia. Por otra parte, · es 

probable que el tamaño de las partículas a fagocitar intervenga -

en la velocidad con que éstos se puedan ingerir, por lo tanto pa

ra descartar la posibilidad de gue los resultados obtenidos se d~ 

biera más que a especificidad en adhesi6n al tamaño de los eritro 

citos, se mid i6 el tamañ o de los eritrocitos de l a s diferentes e s 

pecies usadas en este tra t~ jo. El diámetro de los eritrocitos de 

las especies utilizadas no prese ntó diferencias significativas 

que pudieran explicar la diferente afinidad de la amiba por ellos. 

5.- Hemaglutinaci6r. por extractos de ~ histol y tica. 

La actividad aglutinante de los extractas amibia~o s sobre los 

eritrocitos de diferentes especies rnostr6 a excepción de los eri--
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trocitos humanos correlación directa con la eficiencia de adhesión. 

Estos resultados sugieren que algunos de los factores involucrados 

en la adhesión participan también en la hemaqlutinacion. Por otra 

parte las clonas A y L-6 mostraron entre sí semejante eficiencia 

de adhesión a los eritrocitos de cada una de las diferentes espe

cies y también la actividad hemaglutinante de los extractos de las 

clonas A y L-6 fue semejante entre si para las diferentes especies 

usadas, aunque vari6 de especie a especie como en el caso de la 

adhesión. 

Estos_resultados apoyan la hipótesis expuesta anteriormente 

sobre la existencia de factores semejantes involucrados en la aglu 

tinación y en la adhesi6n. Un experimento importante sería utili 

zar azGcares diferentes para determinar si la amiba se une a los 

eritrocitos de diferentes especies por medio de receptores semeja~ 

tes y si la diferente afinidad se debe al mayor o menor número de 

receptores expuestos en la superficie de los eritrocitos, o bien 

si los receptores en cada especie, son diferentes y la amiba pr~ 

senta mayor afinidad por cierto tipo de receptores. 

6~- Fagocitosis de levaduras Kluyveromices lactis cepa 

silvestre y de su mutante deficiente en NAG en la pared 

celular. 

Anteriormente se discutió la existencia de factores semejan

tes involucrados en la aglutinaci6n de eritrocitos y la adhesión -

de los mismos por las clonas A y L-6 de !:'..:__ histolytica. Con obje

to de obtener m~s información acerca del papel de la lectina amibia 

na descrita por Kobiler y Mirelman (1980) en la adhesi6n y fagoci-
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tosis se estudio la fagocitosis en levaduras Kluveromices lactis 

cepa silvestre y su nutante deficiente en NAG en la pared celular. 

Los resultados muestran que hubo una mayor eficiencia de fagocito

sis por levaduras tipo silvestre en tanto que esta fue menor para 

las levaduras cepa mutante. Las diferencias se observan clara::nen

te en los índices de fagocitosis obtenidos con levaduras Kluyvero

mices lactis fijadas con glutaraldehído (2.5% en PBS). Estos ex

perimentos son una prueba más de la importancia del papel de la 

lectina amibiana y su especificidad por receptores NAG. 

7.- Fagocitosis de esferas de látex por E. histolytica. 

El objeto de haber realizado estudios de fagocitos~s con esf~ 

ras de látex fue con el fin de corroborar sí la deficiencia en fa 

gocitosís de la clona L-6 se presenta en la íntroducci6n de las 

partículas al citoplasma. Los resultados muestran que en este ca 

so también los trofozoítos de la clona A presentaron una mayor ef i 

ciencia de fagocitosis por esferas de látex en tanto aue la inges

tión de partículas fue menor por la clona L-6. 

En conclusi6n los resultados obtenidos de los experimentos de 

fagocitosis de eritrocitos de diferentes especies, levaduras ~l~

veromices lactis ce~a silvestre y su mutante deficiente en NAG en 

la pared celular y esferas de látex aportan evidencias fuertes de 

que la adhesi6n del trofozoíto a la célula blanco, está mediada 

por receptores específicos ya que posiblemente deFendiendo dél n~ 

mero de receptores,cono en el caso de las levaduras ~luyveromices 

lactis y su mutante deficiente en NAG en la pared celular y de 

la calidad de los mismos como en el caso de eritrocitos de diferen 



63 

tes especies la adhesión y la fagocitosis en E. histolytica serán 

más o menos eficiente. 

Por otra parte los estudios sobre los pasos en la fagocitosis 

nos permite concluir que por lo menos 3 eventos son claramente dis 

tinguibles a nivel morfológico en la fagocitosis de eritrocitos : 

la adhesión, el movimiento de los eritrocitos hacia un polo deter

minado en la amiba, y la ingestión. Se sugiere que si alguno de 

estos pasos se limita,la eficiencia en el fenómeno de fagocitosis 

es menor. Será necesario realizar-estudios posteriores para deter 

minar con mayor exactitud el papel de cada uno de estos tres even

tos en la fagocitosis y en el mecanismo de agresión de la amiba. 
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Biosate 

Dextrosa 

Na Cl 

K H2Po4 

K2 HP0 4 

Ciste1na 

Ac. Asc6rbico 

Citrato férrico 

APENDICE 

TYS-1-33 
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( 1 litro) 

30 g 

10 g 

2 g 

0.6 g 

l. o g 

1.0 g 

O.T g 

0.0236 g 

Disolver los reactivos en 680 ml de agua bidestilada, ajustar 

a pH 6.8 y aforar a 820 ml con agua bidestilada. (colocar el medio 

en tubos de tapa de rosca, esteri~izar y refrigerar.) 

PBS 

NaCl 

KCl 

Na2HP0 4 

KH 2Po4 

Soluci6n amortiguadora de fosfatos pH 7.0 

s.o g 

0.2 g 

1.15 g 

0.2 g 

Para un litro de agua bidestilada 

s s Soluci6n salina isot6nica 

Cloruro de Sodio 8.5 g 

Para un litro ~e agu~ deFtilada 

Solución de Alscver 

Dextrosa 

o. 85% 

20.5 g 



Citrato de Sodio 

Acido cítrico 

Cloruro de Sodio 

8.0 g 

. 55 g 

4. 2 g-

Disolver en un litro de agua destilada pH 6.1 

Medio YM-1 (llitro) 

Extracto de levadura 5.0 g 

Peptona 10.0 g 

Acido Succínico 10.0 g 

Hidróxido de Sodio 6.0 g 

YNB 10 X 100 rol 

Glucosa 50% 20 rol 
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