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OBSERVACIONES MICROSCOPICO-ELECTRONICAS EN
TRICHOMONAS VAGINALIS DONNE 1.836

(NOTE ON THE ELECTRON-MICROSCOPICAL STRUCTURE OF
TRICHOMONAS VAGINALIS)

ocor

MANUEL BLISTOS RUIZ#

Introduccion

El empleo del microscopio elecirénico para el estudio de la ultraes-
tructura de diferentes protozoos ha tenido gran importancia para esta-
blecer la presencia de algunos orginulos celulares caracteristicos de
determinadas especies,

Todavia no se ha podido determinar la funcion de ciertas formacio-
nes citoplasmaticas presentes en Trichomonas spp., como son la cosia,
las fibras parabasales, el axostilo y la lamina marginal, asi como las re-
laciones intimas que existen entre los distintos componentes del sistema
cinetosomico. Llama poderosamente la afencion comprobar cémo la
mayoria de los orgdnulos mas importantes de los tricomonadidos se lo-

calizan e interconexionan en el tercio anterior del cuerpo celular, muy
proximos al nucleo,

El presente trabajo es una aportacion al estudio de ciertos detalles
uitraestructurales de Trichomonas vaginalis (Protozoa: Mastigophora), y

presta principa! atencion al sistema cinetosémico y microtubular de este
flagelado.

El esclarecimiento de la constitucion y disposicion de los orgdnulos
caracteristicos de esta especie puede contribuir a los estudios de las po-

sibles lineas evolutivas dentro del género y al perfeccionamiento de su
encuadramiento taxondmico.
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Revision bibliogrdfica

Donné (1836) describi6 por primera vez la estructura microscopica
de T.vaginalis. En este estudio s6lo aprecio las estructuras celulares
que destacan por su prominencia al exterior: membrana ondulante, fla-
gelos anteriones y tallo axostilar,

Desde entonces, la mayoria de ios trabajos microscopicos son ana-

logos y faltos de precision en cuanto a estructura y localizacion de los
orgdnulos internos.

Los primeros en acometer el esiudio de Ja uliraestructura fueron
Inoki, Nakanishi y Nakabayashi (1959). Encontraron una estructura yux-
tanuclear que no pudieron identificar. Las estriaciones transversas que
observaron en las fibras las hacen similares a fibras de coldgeno y des-
empeflan un importante papel en el movimiento del pardsito.

Cavier, Georges y Savel (1965) hicieron la principal aportacion al
estudio citolégico de T. vaginalis, mediante el empleo de digitonina
como agente dispersante del citoplasma, puesto que el grosor de este
protozoo hace dificil la observacién microscopica en contraste de fases.

Yeh, Huang y Lien (1966) estudiaron en T, vaginalis la ultraestruc-
tura del sistema cinetosomico y de los gréanulos densos, que identifica-
ron con las mitocondrias.

Nielsen y Ludvik (1966) efectuaron otro estudio electromicroscopico
de T. vaginalis y observaron cémo se producian internaciones citopias-
maticas del sistema flagelar y de la membrana ondulante, en {ricomona-
didos que se encontraban en division.

De los estudios mds recientes sobre la composicién enzimitica de
este protozoo, destacan los realizados por Brugerolle y Metenier (1971-
1973). Investigan la actividad fosfatisica 4cida a nivel de los granulos
densos y la localizacidén intracelular de dos tipos de malato-deshidroge-
nasa, No consiguieron evidenciar ningin citocromo pero si una flavo-
proteina-oxidasa.

Levine (1973) ha hecho revision y puesta al dia de los distintos as-
pectos bibliograficos referentes a patogenia y distribucién de 7. vagi-
nalis. Aporta también algunos estudios ultraestructurales sobre este pro-
tozoo, pero dichos trabajos carecen de iconografia,
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Material vy métodos

Trichomonas vaginalis se aislé6 de la mucosa vaginal de varias pa-
cientes afectadas de tricomoniasis, en la Residencia Sanitaria del Seguro
de Enfermedad de Coérdoba. |

El aislamiento inicial se hizo en caldo Trichosel (B.B.L.), y el pH
del medio se ajusté a 6, con 4cido clorhidrico 0,1 N. A cada tubo, que
contenia 9 ml. de caldo estéril y 0,5 mi de suero humano estéril e inac-
tivado, se le afiadi6 0,1 ml de liquido procedente del lavado vaginal. En
la mayoria de los casos también se afiadia penicilina y estreptomicina,
para evitar la contaminacion bacteriana.

Los tubos se incubaron a 37° C, de 48 a 72 horas, al final de las cua-
les se hacian controles microscépicos en contraste de fases y objetivo de
larga distancia, para comprobar si existia o0 no crecimiento.

A continuacion los tricomonddidos se transferian al medio C.P.L. M.
(]ohnson y Trussell, 1943), modificado por supresion de agar y adicion
de 5 p. 100 de suero humano estéril e inactivado.

Después de 72 horas de cultivo a 37° C, los tubos de tricomonadidos
se centrifugaron a 450-500 g, durante 10 minutos, se decantaron 1os so-
brenadantes y las pellas se fijaron en glutaraidehido al 5 p. 100, en tam-
pon fosfato (pH 7,3), segtin el procedimiento de Sabatini y colabora-
dores, a lo que sigui6 una posfijacién en tetréxido de osmio al 1 p. 100,
en el mismo tampon.

A continuacion, las pellas se preincluian en agar al 3 p. 100, enfrian-
do en un bafio de hielo y deshidratando en la serie de acetonas,

La inclusion se hizo en Durcupdn A. C. M. (araidita), Una vez obte-
nidas las cipsulas, los cortes, cuyo grosor oscilaba entre 40 y 50 nm, se
obtuvieron con un uitramlcrotomo L. K.B. lll. El contraste se efectus
con acetato de aranilo y citrato de plomo,

Las observaciones y electromicrofotografias se hicieron en un mi-

croscopio Philips, modelo 300, con placas Agia Gevaert-Scientia, de
6,5 ><9 cm.

Resultados y discusidn

Con contraste de fases e in vivo, sélo es posible diferenciar clara-
mente la forma caracteristica de este protozoo y los orgdnulos que salen
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al exterior, tales como los flagelos anteriores, el tallo axostilar y la mem-
brana ondulante) Lamina I, fig. a).

A veces es posible {a identificacion de formaciones esféricas, irregu-
larmente repartidas por el cifoplasma, que hemos identificado como va-
cuolas (Lamina I, fig. b).

En el extremo anterior, més puntiagudo, se observa Ja presencia de
los flagelos anteriores; y el posterior, mis redondeado, se encuentra de-
limitado por el tallo axostilar. Todas estas caracteristicas determinan la
forma de pera de T. vaginalis.

A diferencia de lo que observan otros autores {(Brugerolle y col.,
1974, y Nielsen, 1966) la forma normal de este flagelado es la descrita
por nosotros, si bien las formas irregulares, con las preyecciones cito-
plasmaticas que a veces aparecen (Cavier y col,, 1965) son debidas, pg-
siblemente, al envejecimiento de los cultivos,

La identificacion de orgdnulos citoplasmaticos, como costa, el cuer-
po parabasal, el micleo, las formas parabasales y los grdnulos densos,
s6lo es posible en el organismo fijado y tefiido,

Con el microscopio electronico es posible determinar la disposicidn
y estructura caracteristica de los orgdnulos de 7. vaginalis,

En el extremo anterior se localiza el sistema cinetosomico y el origen
de dos formaciones microtubulares: la pelta y el axostilo.

A partir de la mitad posterior del tricomonidido hay escasez de or-
ganulos celulares y s6lo se aprecia el tronco axostilar, rodeado de gra-
nulos densos endoaxostilares,

La cara dorsal se encuentra definida por la presencia de la membrana
ondulante; y la cara ventral, por el capitulo axostilar y la unién pelto-
axostilar,

En general, ésta es la orientacién adoptada para la mayoria de los
tricomonddidos, por los diversos autores (Brugerolle, 1971; Honigberg,
1963; Inoki y col., 1959, y Nielsen y col. 1066).

Pelia y axostilo. Ambos son unas formaciones microtubulares cuyo
origen se encuentra en las proximidades del sistema cinetosémico. El
didmetro de sus microtibulos es de 20 nm, y estdn unidos por finas fi-
bras que confieren a estas estructuras una disposicién altamente regular
(Lamina IlI, fig. d, flecha).

La pelta se origina en el extremo anterior mas saliente del tricomo-
nidido, que se denomina «labio», y a nivel del sistema cinetosémico se
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LAMINA 1 Figura a. Cultivo de 7. vaginalis. Observacion con contraste de fases e in viyo,
Notese la forma caracteristica, los flagelos anteriores v 1a membrana ondulante. x 400,

Figura b.  Un organismo solo en el que se aprecian depresiones citoplamdticas, posiblemente
vacuolas, y otras estructuras prominentes dificiles de identificar. Contraste de fases obscuro,
x 100,
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LAMINA II. Figura a. Corte transversal de 7. vaginalis. Se observan tres cinetosomas de los
flagelos anteriores y el cinetosoma del flagelo recurrente. La costa se presenta en seccidn lon-
gitudinal. La unién pelto-axostilar, préxima al sistema cinetosémico. x 29.857.

Figura b. Corte transversal a nivel del niicleo. El reticulo endoplasmadtico es concéntrico al
nicleo. Abajo, a la izquierda, tres de los flagelos anteriore , el flagelo recurrente y 12 membrana
ondulante. x 31.486.
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superpone a los microtibulos del axostilo constituyendo la unién pelio-
axostilar (Ldmina I, fig. a). A esta union van a parar igualmente los fila-
mentos sigmoideos, que tienen su comiin origen en el cinetosoma 3.% y
a este nivel se disocian en varios, aunque no hemos podido determinar
su nimero (Ldmina IV, fig, a).

Algunos autores (Brugerolle, 1971 y Pitelka, 1963) denominan a
estos filamentos fibras preaxostilares; no obstante, creemos mas acertada
la primera denominacidn, pues su estructura corresponde mas a la que
muestran diversos filamentos que a estructuras microtubulares.

Las estructuras microtubulares de la pelta y del axostilo se abren en
abanico, formando los respectivos «capitulos». El capitulo de la pelta se
forma a nivel del sistema cinetosémico; y el del axostilo, a la altura del
nicleo. (Ldmina 11, figs. a y b).

Sistema cinetosdmico. Estd constituido por cinco cinetosomas corres-
pondientes a los cinco flagelos que posee T. vaginalis. Los cinetosomas
de los cuatro flagelos anteriores son paralelos entre si, y-el quinto, que
corresponde al cinetosoma del flagelo recurrente, se dispone perpendi-
cularmente a los anteriores (Ldmina 111, fig, b). Asimismo, es el origen
de algunas formaciones filamentosas y de otras estructuras que presen-
tan periodicidad transversa, como son la costa y la fibra parabasal.

A nivel del cinetosoma 2.° se presentan unos filamentos con dispo-
sicion radial muy similares a los encontrados por Mattern y col. (1967)
en T. gallinge. (Limina II, fig. a). También es posible observar estruc-
turas filamentosas al nivel de los cinetosomas 1.° y 4.9,

Los cinetosomas miden 160 nm de largo por 90 de ancho.

Los fiagelos salen al exterior por una abertura situada encima del
sistema cinetosomico denominada «pozo flagelar» (Lamina 111, fig. a).-

No hemos podido identificar el origen de la ldmina marginal en este
sistema, si bien, de acuerdo con diferentes autores (Honigberg, 1068;
Inoki y col., 1959; Levine, 1973 y Nielsen y col. 1966), el origen podria

ser posiblemente alguna de las estructuras filamentosas anteriormente
descritas,

Costa y fibra parabasal, Son filamentos caracteristicos presentes en
los tricomonddidos. Poseen estriacién transversa similar y solo se dife-
rencian en el grosor y por la posicién que ocupan en el citoplasma.
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La costa tiene un grosor de 170 nm aproximadamente; se origina en

las inmediaciones del cinetosoma del flagelo recurrente y forma con
éste un dngulo de 45°,

El periodo de la estriacion transversa lo origigan dos bandas muy
osmiodfilas, de 10 nm de grosor, separadas entre si por 35 nm; entre am-
bas aparece una banda més fina de 5 nm de espesor (Lamina V, fig. a).

A ciertos niveles la costa parece constituida sélo por bandas finas
(Ldmina V, fig. b).

Estudiadas las imigenes presentadas por otros autores (Brugerolle y
col., 1974; Nielsen y col., 1766, y Yeh y col., 1966), en las que se apre-
cian fibras longitudinales como constituyentes de este organulo, cree-
mos que la costa varia en su ultraestructura con arreglo,al nivel de corte,

La fibra parabasal posee un grosor de 75 nm, Se origina en Ja base
del cinetosoma 3.° y a nivel del nicleo se sittia proxima al cuerpo para-
basal (Limina li, fig. a). Posiblemente, 7. vaginalis, 1o misma que T. ga-
llinae (Rivolta), posee dos fibras parabasales, si bien no hemos podido

determinar con precision las caracteristicas de esta segunda fibra (La-
mina i, fig. a).

Membrana ondulante y flagelo recurrente. La membrana ondulante
estd formada por un pliegue dorsal del cuerpo del protozoo. Se origina
en el pozo flagelar y se extiente hasta la mitad del cuerpo. Su grosor es
de 100 nm, aproximadamente; no obstante, en su base, a nivel de la lo-
calizacién del flagelo recurrente, sueie estrecharse.

En su interior se observa una formacién muy osmiéfila que se deno-
mina «ldmina marginal». Presenta estriacion transversa similar a la de la
costa, pero sin bandas finas (Limina II, figs. a y b; lamina 111, fig. ¢, y
lamina IV, fig. c). '

El flagelo recurrente acompaifia en todo su recorrido a la membrana
ondulante y una vez que desaparece esta formacidén el flagelo recurrente
se independiza como flagelo libre.

La relacion entre dichas estructuras es tan sélo de proximidad, pues
en ningun caso hemos observado union entre la membrana lfagelar y la
citoplasmatica.

Niicleo, reticulo endoplasmdtico y cuerpo parabasal. El nucleo se si-
tiia en la regidn anterior del protozoo, proximo al sistema cinetosémico.
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S80nm

LAMINA 111, Detalle del sistema cinetosémico. Figuras a y b. Pozos flagelares y origen de la
costa y la fibra parabasal. x 50.667.
Notese en la figura b la disposicién caracteristica de los cinetosomas, la unién pelto-axostilar
y la constitucién microtubular del axostilo, x 34,164,

Figuras ¢ y d. Detalle de la membrana ondulante con estriacién caracterfstica de la limina
marginal. x 37.206.
En la figura d se presnta un corte transversal del capitulo axostilar a nivel del nicleo. Notese
las conexiones de los microtubulos. x 128.386.
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LAMINA IV. Figura a. Detalle del sistema cinetosémico. Se puede apreciar los filamentos
sigmoideos a nivel del axostilo y el capitulo peltar encima de este sistemna. x 66.228.

Figura b. Cuerpo parabasal con contenido osmiéfilo. Se observa desprendimiento de vesicu-
ias golgianas en los extremos. x 63.062.

Figura c. Detalle de la ldmina marginal de Iz membrana ondulante. Nétese la falta de unién
entre las membranas del flagelo recurrente y la membrana ondulante. x 75.240.
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LAM_INA V. Figurasa y b.—Detalles de la costa en cortes longitudinales, ndtese como se Pro-
duce cambio en la estriacién caracteristica de este organulo. '
Grdnulos densos paracostales con contenido denso. Arriba a la izquierda se observa un grinulo
en vias de lisis. x 228.905.
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Tiene un didmetro de 2,6 micras, aproximadamente. Se encuenira en-
vuelto por la doble membrana caracteristica en Ja que no abundan los
poros nucleares. En su interior se observa un nucleolo en el gue predo-
mina la parte granular sobre la fribrilar. No es rico en cromatina y ésta
se distribuye de forma regular (Lamina II, fig, b).

El reticulo endoplasmatico se encuentra poco desarrollado en 7. va-
ginalis, se sitiia formando una sola cisterna de tipo granuloso, concén-
trica respecto al nicleo. A veces puede presentar proyecciones canalicu-
lares hacia el cuerpo parabasal.

El cuerpo parabasal, que es la representacicn del complejo de Gol-
gi en los tricomonddidos, se sitiia cerca del niicleo. Esti constituido por
sdculos aplanados de unos 18 nm de grosor, apilados unos sobre otros,
que tienden a ensancharse hacia los exiremos. A veces, en el interior de
algunos de estos siculos es posible observar un material muy denso a
los electrones, que se desplaza a las vesiculas desprendidas, por lo que
algunos autores (Honigber, 1968; Inoki y col., 1950 y Nielsen y col.,
1066) asignan a este orgdnulo, entre otras, una funcién formadora de
los grdnulos densos (Lamina 11, figs. a y b, y lamina 1V, fig. b)

Grdnulos densos y formaciones vacuolares. Los granulos densos se
pueden dividir en dos categorias: paracostales y endoaxostilares. La
estructura es comun y sélo se diferencian en cuanto a su proximidad o a
la costa o al axostilo. Suelen tener forma esférica u ovoide y presentan
una matriz muy densa y osmiofila rodeada por una membrana unitaria
simple (Lamina Il, figs. a y b, Limina V, fig. a).

De acuerdo con varios autores (Brugerolle, 1971, 1972 y 1973) este
tipo de orgdnulo es similar a los lisomas, si bien en otros trabajos (Yeh
y col. 1966) se apunta la posibidad de que tengan funcién mitocondrial.

Las vaculas se encuentran distribuidas por el citoplasma de T, vagi-
nalis y se acumulan varias mds en la mitad posterior del organismo. El
conienido es vario y no hemos encontrado formaciones vacuoclares iso-
fidgicas.

Resumen

Hemos estudiado la ultraestructura de T.vaginalis aislados de pa-
cientes humanos afectados de tricomoniasis. Posteriormente se mante
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nian cultivos de este tricomonadido. Se hace principal referencia al sis-
tema cinetosoémico, la costa, el cuerpo parabasal y a la estructura micro
tubular del axostilo y la pelta. También se describe la constitucion de la
membrana ondulante y de los flagelos, como principales organulos de
locomocidn en este protozoo.

Summary

In the present research we have studied the fine structure of 7 va-
ginalis isolated from patients with trichomoniasis. The protozoan was
preserved by culture in vifro. The special reference is to the mastigont
system, costa, parabasal body and the microtubular structure of axostyle
and pelta. The undulanting membrane and flagella are also studied,
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Abreviaturas empleadas

1,2, 3,4, y R = cinetosomas,
Ax = axostilo.

C costa.

FA = flagelos anteriores.

FR == flagelo recurrente,

FS == filamentos sigmoideos.

F = raices filamentosas asociadas a los cinetosomas correspondzentes
FP == fibra parabasal.

GD= granulos densos.

J = unién pelto-axostilar.

[. = labio.

LM = ldmina marginal.

MO= membrana ondulante.

N = ntcleo.

Nu = nucleolo.

PB = cuerpo parabasal.

PE = pelta.
RE = reticulo endoplasmitico.
V = vacuola.
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