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RESUMEN

Entamoeba histolytica es un protozoario patdgeno del ser humano capaz de adherirse a las células que afecta e inducir su
lisis y fagocitosis. En este trabajo describimos la interaccion de los trofozoitos de E. histolytica con los de Trichomonas
vaginalis y el mecanismo por el cual esta Gltima es internalizada en el citoplasma de las amibas. Para favorecer la
interaccion de ambos parasitos, primero se cultivaron en medio TY-S-33 suplementado con suero bovino y vitaminas hasta
la fase estacionaria de crecimiento (72h). Posteriormente se cultivaron juntos en un tubo Eppendorf en proporcién 1:1 y se
incubaron a 37°C. Se obtuvieron 2 muestras cada 30 seg durante 4 min. Todas las muestras se fijaron con Karnovsky y
posfijaron con tetroxido de Osmio al 1% durante 30 min. Una muestra de cada tiempo se observé por la técnica de
Nomarski y las muestras del otro grupo fueron deshidratadas e incluidas en araldita. Se identificaron cuatro fases del
proceso de internalizacion: 1) Adhesién entre los dos protozoarios, 2) Formacion del conducto en el citoplasma de E.
histolytica, 3) Internalizacion de T. vaginalis en el citoplasma de E. histolytica y 4) Estrangulacion de T. vaginalis. Durante
el estrangulamiento, T. vaginalis se divididen dos vesiculas: una granular interna y otra agranular externa. La reduccion
paulatina del tamafio de T. vaginalis y el vaciamiento de su contenido por los trofozoitos de E. histolytica, nos sugiere que
la internalizacidn es otro mecanismo de patogenicidad de este parasito a las células vivas.
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INTERNALIZATION OF T. vaginalis INTO THE CYTOPLASM OF E. histolytica

ABSTRACT

The human pathogenic protozoa Entamoeba histolytica adheres to cells inducing lysis and further E. histolytica
phagocytosis. The present paper describes interaction process and E. histolytica mechanism of internalization of
Trichomonas vaginalis into its cytoplasm. Both protozoa were individually cultured in TY1-S-33 with adult bovine serum
and vitamin supplement for 72 h at 37°C. One ml of each culture was then incubated in Eppendorf tubes at 37°C and two
samples were obtained every 30 seconds for a period of four minutes. All samples were fixed with a Karnovsky buffer
solution and post fixed with 1% Osmiun tetroxide for 30 minutes. Part of the samples were dehydrated and further
embedded in Araldite resin and studied with a light microscope. A sample of each time period was analyzed under
Nomarski contrast microscopy technique. We observed four different interactions between E. histolytica and T. vaginalis
namely; 1) Adhesion of both protozoa, 2) organization of a duct within the E. histolytica cytoplasm, 3) Internalization of T.
vaginalis into the cytoplasm of E. histolytica and 4) Strangulation of the incorporated vesicle giving rise to two vesicles.
One of the vesicles contained a granular matrix and the other was agranular, with a progressive diminish of the protozoa
size. The observed steps of internalization of T. vaginalis into E.histolytica suggest an attack mechanism of the last for live
cells.
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INTRODUCCION

Entamoeba histolytica es un protozoario parasito del ser
humano capaz de dafar el intestino grueso, la piel, el
higado y el cerebro. Para invadir y destruir los tejidos de
estos drganos, emplea mecanismos de patogenicidad
como el desprendimiento de las células de las mucosas, la
lisis, la fagocitosis y la degradacién de las células
ingeridas [1]. De manera simultanea a estos procesos, los
trofozoitos de E. histolytica liberan proteinas formadoras
de poros, proteasas, fosfolipasas y colagenasas [2].

La primera observacion de la succion de células fue
reportada en la cepa HK-9:NIH de los trofozoitos de E.
histolytica al ponerlos a interaccionar con eritrocitos [3,4]
y leucocitos humanos [5]. Mas tarde se observé en la
cepas Laredo [6] y HM1-IMSS [7] de E. histolytica.
También este proceso ha sido descrito en amibas de vida
libre como Naegleria fowleri [8], en dos cepas de
Acanthamoeba [9] y en Dictyostelium caveatum [10].
AUn cuando se ha reportado la succion en diferentes
protozoarios, ninguno de los trabajos ha descrito el
proceso de internalizacion de Trichomonas vaginalis por
E. histolytica.

El propésito de este trabajo fue describir las fases de la
internalizacion de T. vaginalis por los trofozoitos de E.

histolytica.

MATERIALES Y METODOS

Parasitos y condiciones de cultivo

En este trabajo se emplearon los trofozoitos de E.
histolytica cepa HMI:IMSS y de T. vaginalis del aislado
axénico CNCD-190.

Los trofozoitos de E. histolytica y de T. vaginalis fueron
cultivados, por separado, en medio TYI-S-33
suplementado con suero de bovino adulto al 10% y

vitaminas.

Interaccion de los pardsitos
Para favorecer la interaccion de los trofozoitos de E.

histolytica con los de T. vaginalis, se cultivaron por
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separado en botellas de plastico (Nunc®) hasta llegar a la
fase estacionaria de crecimiento (72h). Ambos parasitos
fueron retirados de la superficie del plastico, se
decantaron en tubos cénicos de 50 ml (Nunc®) y se
centrifugaron a 500 x g por 3 min. Se elimind el
sobrenadante 'y los parédsitos obtenidos fueron
resuspendidos en 20 ml de medio de cultivo fresco.
Luego se contaron, se pusieron en contacto en un tubo
Eppendorf en proporcion 1:1 y se incubaron a 37°C. Se
obtuvieron dos muestras de este tubo cada 30 seg durante
4 min. Las muestras obtenidas de cada condicion se
fijaron con Karnovsky, se lavaron tres veces con
amortiguador de fosfato 0.15 M pH 7.3 a 37°C y se
posfijaron con tetroxido de osmio al 1% por 30 min. Una
de las muestras de cada tiempo de interaccion se
observaron en el microscopio optico (Nikon E600®) con
la técnica de contraste de interferencia diferencial de
Nomarki. Las otras muestras se deshidrataron con
concentraciones ascendentes de etanol, se incluyeron en
araldita, se obtuvieron cortes semifinos que se tifieron
con azul de toluidina-fuchsina bésica y se observaron en
el microscopio 6ptico (Nikon E600®) en campo claro a
100X.

RESULTADOS Y DISCUSION

Fases del proceso de internalizacién de T. vaginalis

La interaccion de los trofozoitos de E. histolytica con los
de T. vaginalis, observada con la microscopia de
contraste de interferencia diferencial de Nomarski,
mostré cuatro fases del proceso de internalizacion: 1)
Adhesidn entre los dos protozoarios, 2) Formacion del
conducto en el citoplasma de E. histolytica, 3)
Internalizacion de T. vaginalis en el citoplasma de E.
histolytica y 4) Estrangulacion de T. vaginalis. La fase de
adhesion ocurrid entre los 30 y 60 seg después de
iniciada la interaccion. La forma, el tamafio y la
membrana celular de ambos pardsitos se conservo
aparentemente (Figs. 1a and 2a). A los 60 segundos de

interaccion, los trofozoitos de E. histolytica presentaron
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un area agranular adyacente al sitio de contacto con T.
vaginalis. La fase de la formacion del conducto en el
citoplasma de E. histolytica ocurrid a los 90 seg . Esta se
caracterizd por la presencia de un estoma a través del
cual se inici6 la internalizacion de T vaginalis (Fig. 1c).
La fase de internalizacién de T. vaginalis en el
citoplasma de E. histolytica ocurrié entre los 120 y 210
seg de interaccion. Al inicio de esta fase se observé una
estructura de forma tubular y aspecto granular localizada
en el centro del estoma endocitico, la cual, més tarde, se
acorto, ancho y fue ocupada por el cuerpo de T. vaginalis
(Figs. 1d-e and 2b). En esta fase el cuerpo de T. vaginalis
presentd un area agranular en el polo opuesto al sitio de
la internalizacion (Figs. 1f). A los 210 seg de interaccion,
no se observa el estoma endocitico de E. histolytica, pero
se identificd el material granular de T. vaginalis en su
citoplasma (Fig. 1g). La fase de estrangulacion de T.
vaginalis se presentd a los 240 seg de interaccion. Se
caracterizd por la presencia de una vesicula de aspecto
hialino producto del estrangulamiento de T. vaginalis
(Fig. 1h and 2c) (Video enviado como material
complementario).

Los protozoarios usados en este estudio, E. histolytica y
T. vaginalis, frecuentemente dafian la membrana de las
células de intestino y vagina, respectivamente. Este dafio
lo producen mediante la liberacion de proteasas que
ocasionan la lisis de los tejidos o bien por fagocitosis
[1,11]. Un mecanismo de patogenicidad parecido a la
internalizacion de T. vaginalis por los trofozoitos de E.
histolytica, descrito en este trabajo, es la succién de los
eritrocitos [6]. Mediante la microscopia de contraste de
interferencia diferencial de Nomarski, fuimos capaces de
identificar 4 fases del proceso de internalizacion de T.
vaginalis por los trofozoitos de E. histolytica: 1)
Adhesion entre los dos protozoarios, 2) Formacion del
conducto en el citoplasma de E. histolytica, 3)
Internalizacion de T. vaginalis en el citoplasma de E.
histolytica y 4) Estrangulacion de T. vaginalis (Figs. 1
and 2).
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La fase de adhesion entre los parésitos fue semejante a lo
descrito al inicio de la fagocitosis [12]. Sin embargo, si
consideramos el didmetro que ocupd la internalizacion de
T. vaginalis en el citoplasma de E. histolytica, este
mecanismo es completamente diferente de la pinocitosis
[13].

La primera fase ocurri6 al ponerse en contacto las
membranas celulares de ambos parasitos en un tiempo
méximo de 60 seg. Adhesiones semejantes se han
descrito entre los eritrocitos humanos y los trofozoitos de
E. histolytica cepa HK-9:NIH [4]. La adhesién observada
en nuestro estudio entre T. vaginalis y E. histolytica no
mostrd preferencia por alguna area especifica en ambos
parésitos. Es probable que este reconocimiento sea
mediado por moléculas del glicocalix de los dos
protozoarios [14,15,16] o por proteinas de E. histolytica
involucradas en la adhesion, como ocurre en la
interaccion de estos pardsitos con los eritrocitos de
humano [17,18,19,20].

La segunda fase se caracterizd, al parecer, por la
formacién de un conducto en el estoma y el citoplasma
de E. histolytica por donde fue internalizada T. vaginalis.
Se desconocen los mecanismos celulares que ocasionan
este proceso, sin embargo, es probable que ocurra un
arreglo de moléculas de actina en el estoma endocitico
[21,22]. La presencia del conducto por donde se
internalizan células se ha descrito en E. histolytica cepa
HK-9:NIH mediante microscopia de contraste de fase [3]
y en E. histolytica cepa Laredo mediante microscopia de
fluorescencia [23].

La tercera fase se caracterizo por la presencia de parte del
cuerpo de T. vaginalis en el conducto localizado en el
estoma y citoplasma de E. histolytica. Esta fase ocurri6
entre los 120 y 210 seg. Si bien el proceso de
internalizacion descrito en este trabajo es semejante a la
succidn reportada por otros autores, se desconoce el
mecanismo por el cual ocurre dicho fendmeno. Para
explicar la internalizacion de T. vaginalis por E.

histolytica, proponemos tres mecanismos probables: El
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Fig. 1. Fases de la internalizacién de T. vaginalis por los
trofozoitos de E. histolytica observadas con la técnica de
microscopia de interferencia diferencial (Nomarski). a) y
b) Adhesion (Flecha negra), c) Formacion del conducto
(Cabeza de flecha negra), d-g) Aspiracion (Flecha
blanca), h) Estrangulamiento (Cabeza de flecha blanca).
T. vag. = Trichomonas vaginalis, Eh = Entamoeba
histolytica, F = Flagelos, ve = Vesicula externa, Flecha
corta = Vesicula interna.
a-h (Bar = 10 um)
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Fig. 2. Cortes semifinos de las fases de internalizacion de
T. vaginalis por el trofozoito de E. histolytica tefiidos
con azul de toluidina-fushina basica. Note la presencia

de una vesicula granular alargada en el citoplasma de E.

histolytica. a) Adhesion (Flecha negra), b)
Internalizacion, c) and d) Estrangulamiento (Cabeza de
flecha negra). T. vag. = Trichomonas vaginalis, Eh =

Entamoeba histolytica, ve = vesicula externa, vi =
vesicula interna.
a-d (Bar = 10 yum)

primero seria que las proteinas del citoesqueleto que

se unen a su veza las proteinas de la membrana de

E. histolytica, al contraerse, tomaria la membrana de T.

vaginalis y la introduciria a su citoplasma. El segundo

mecanismo podria ser que, desde su citoplasma, E.

histolytica generara una presion negativa. Esta fuerza

succionaria  la  membrana 'y el  contenido

intracitoplasmatico de T. vaginalis hacia el interior de E.

histolytica. El tercer mecanismo seria una combinacién

de la accion de las proteasas de E. histolytica [24,25] y la
fuerza de succion intra amibiana. En este dltimo, las
enzimas amibianas producirian la lisis de los
componentes de la membrana de T. vaginalis y del
citoplasma, lo que facilitaria la introduccion de los
componentes del parésito. Las observaciones muestran
que primero ocurre la internalizacion de los componentes

estructurales del citoplasma de T. vaginalis y al final la
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vesicula residual agranular (Fig. 1). Se desconoce si las
proteasas de E. histolytica estan implicadas en esta forma
de internalizacion de células, como ocurre con el dafio
que ocasionan en los eritrocitos humanos [6].

La cuarta fase o de estrangulamiento de T. vaginalis,
involucro el cierre del conducto de internalizacion y del
estoma endocitico, lo que ocasiond la particién del
parasito en las dos vesiculas. Casi un 80% del paréasito
fue internalizado y solo un 20% qued6d como vesicula
residual (Fig. 2d) que no fue internalizada (Fig. 1h and
Fig. 1d). En registros por videomicroscopia (Datos no
mostrados), otro trofozoito de E. histolytica es el que, por
fagocitosis, captura la vesicula residual y probablemente
la degraden las cistein proteasas [24,25]. Aun cuando el
mecanismo de la succién ha sido descrito en estudios
estructurales y ultraestructurales en cepas de E.
histolytica [34,6,7] y tiene semejanza con el mecanismo
de internalizacién de T, vaginalis por los trofozoitos de
E. histolytica, ningin trabajo ha descrito las diferentes
fases ni tampoco ha reportado la interaccion de estos dos
parésitos. Solo la co-infeccion de E. gingivalis y T. tenax
en cavidad oral de adolescentes se ha reportado como
ejemplo de interaccién de protozoarios [26].

El hecho de que E. histolytica internalice a otro
protozoario fagocitico como T. vaginalis, sugiere

ventajas en tamafio y patogenicidad [27,28].

CONCLUSIONES

La internalizacion de T. vaginalis por los trofozoitos de
Entamoeba histolytica es uno mas de los mecanismos de
patogenicidad que emplea este Gltimo parasito. Si bien
con este modelo se generan muchas interrogantes, es un
hecho que el proceso de internalizacion requiere de
adhesion entre los parasitos y de mecanismos que
permitan su incorporacion al citoplasma de E. histolytica.
Para tal efecto, se llevd a cabo en cuatro fases: 1)
adhesién, 2) formacidn de una estructura aparentemente

tubular 3) internalizaciény 4) estrangulamiento.
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