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RESUMEN

Aunque la estructura celular de Entamoeba histolytica se conoce con detalle, no se ha descrito la presencia de
material nucleolar con el microscopio electronico. En este trabajo utilizamos técnicas citoquimicas para
microscopia de luz y electrénica para evidenciar la presencia del nucléolo en trofozoitos de esta amiba. Con
la técnica de azul de toluidina para RNA vy la técnica de impregnacion argéntica para organizador nucleolar,
se observa contraste de material intranuclear periférico. Con el microscopio electrénico, un material similar
de naturaleza fibro-granular se contrasta también con las técnicas para ribonucleoproteinas y para organizador
nucleolar. Una zona similar es negativa cuando se aplican técnicas para DNA. Estos resultados muestran
evidencia ultraestructural de la presencia de un nucléolo periférico y anular en el nicleo de E. histolytica. Se
sugiere que este organelo intranuclear es un caracter general de los eucariontes.
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ABSTRACT

Although cell structure of Entamoeba histolytica is well known, the presence of nucleolar material has not been
described with the electron microscope. Here we use light and electron microscopy cytochemical techniques
to search for evidence' of nucleolar material in this amoeba trophozoyte. Toluidine blue for RNA and silver
staining for nucleolar organizer stain peripheral intranuclear material?. With the electron microscope, a* similar
material is fibro-granular and is contrasted with techniques for ribonucleoproteins and nucleolar organizer, but
it is negative for DNA. These results show ultrastructural evidence for the presence of a peripheral and ring-
shaped nucleolus® in the nucleus of E. histolytica. It is suggested that this intranuclear organelle is a general
feature in eukaryotes.
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ARTICULO ORIGINAL

INTRODUCCION

ntamoeba histolytica es un protistaunicelular parasito
queafectaal serhumano, lo que representaun problema
de salud en varios paises. Ademas, biologicamente
reviste una importancia especial pues pertenece a un
linaje ancestral entre los eucariontes. Por lo anterior, varios
estudios se han dedicado al conocimiento de varios aspectos de

Nota: Articulo recibido el 21 de abril de 2009 y aceptado el 26 de mayo
de 2009.

la biologia celular de E. histolytica'. Sin embargo, aunque se
conoce con detalle la ultraestructura de la célula amibiana®®, no
sehadescrito lapresencia de material nucleolar en E. histolytica
con técnicas citoquimicas y microscopia electronica.

El nucléolo es un dominio nuclear en donde ocurre la sintesis y
maduracion del pre-rRNA y del ensamblado de las subunidades
del ribosoma®. Recientemente se han atribuido otras funciones
a este organelo nuclear. El nucléolo contiene una gran cantidad
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de proteinas, varios tipos de RNA (como el rRNA y los
UsnoRNAs) y los genes ribosomales o rDNA. Estos
componentes moleculares se organizan en dominios de tres
elementos ultraestructurales conocidos como centros fibrilares,
el componente fibrilar denso y el componente granular. Por
ejemplo, los genes ribosomales se presentan en el componente
fibroso’, de manera similar acomo se presentan algunas proteinas
como lafibrilarina.

En este trabajo, mostramos evidencia ultraestructural de la
presenciade material intranucleolar periférico, fibro-granulary
denso a los electrones, que se contrasta con técnicas para
ribonucleoproteinas y organizador nucleolar, lo que corresponde
a la presencia de nucléolo en el trofozoito de esta amiba.

MATERIAL Y METODOS

Cultivos de Entamoeba histolytica. Los trofozoitos de la clona
Ade Entamoeba histolytica,que sederivadelacepaHM1 IMSS,
se cultivaron en medio de Diamond TYI-S-33 y se cosecharon
durante la fase de crecimiento logaritmico.

Microscopia éptica. Las células se fijaron en

enunaregion intranuclear periférica, en formadeanillo (Figurala).
Asimismo, la técnica de plata amoniacal especifica para
organizadornucleolar impregnoé unaregion similar en el interior
delnucleo (Figura 1b). Por el contrario, la técnica de Feulgeny
DAPIpara DNA muestraregiones periféricas intranucleares que
no se tifien (Figura 1 b-c).

Microscopia electrénica. El contraste con acetato de uranilo y
citrato de plomo muestra un material denso a los electrones en
el interior nuclear, hacia la periferia (Figura 2a). En mayores
aumentos, se observa que este material contiene regiones fibrosas
y granulares (Figura 2b). Ademas, es positivo cuando se aplica
latécnica preferencial para ribonucleoproteinas (Figura2c) o la
técnica de plata amoniacal para organizador nucleolar (Figura
2d), de manera similar a como ocurre con microscopia de luz.

DiscusioN

En este trabajo mostramos evidencias citoquimicas con el
microscopio de luz y con el microscopio electronico, de la
presenciadenucléolo en Entamoeba histolytica. Las evidencias
con el microscopio de luz son: 1) hay un material intranuclear,

paraformaldehido al 4% y se incluyeron en parafina. Se (
llevaron a cabo cuatro técnicas: 1) el procedimiento con
azul de toluidina cido-alcohdlico paraRNA nucleolar®; 2)
la tincién de plata para organizador nucleolar’'?; 3) la
técnica de Feulgen para DNA y 4) la técnicade DAPI (4°,
6-diamidino-2-fenilindol diclorhidrato), también paraDNA.
Las muestras se observaron con un microscopio de 1)
campo claro equipado con un objetivo de 100X
planapocromatico con apertura numérica de 1.4 6 2)
epifluorescencia, equipado con filtro para DAPI (Eclipse
E800, Nikon) y objetivo de 60X plan apocromatico con
apertura numérica de 1.3. Las imagenes se registraron
digitalmente conunacamara CCD (3CCD,MT1)acoplada
al microscopio con el programa FlashPoint 3DFPG.

Microscopia electrénica de transmision. Las células se
fijaron con paraformaldehido al 4%y se incluyeron en
resina hidrofilica (Lowicryl K4M). Se llevaron a cabo
tres técnicas de contraste: 1) el procedimiento estandar
a base de acetato de uranilo y citrato de plomo''; 2) el
procedimiento de contraste regresivo preferencial para
ribonucleoproteina'?; y 3) el procedimiento especifico
paraimpregnacion argéntica para organizador nucleolar™.
Las observaciones se llevaron a cabo con un microscopio
electrénico de transmision (JEM 1010, Jeol) operando a 80
kV. Las imagenes se registraron con una camara digital

'

J

(CCD-300-RC, MT 1) acoplada al microscopio con el h

programa Scion Image.

RESULTADOS
Microscopia déptica. La técnica de azul de toluidina
preparado en condiciones dcidas para RNA revelo tincion

Figura 1. Microscopia 6ptica de campo claro y de epifluorescencia
de trofozoitos de Entamoeba histolytica teiiidos con azul de
toluidina 4cido para RNA (a), con plata amoniacal para organizador
nucleolar (b), con reaccién de Feulgen (c) y DAPI (d) para DNA. En
a) y b), la tincién ocurre en una regién periférica dentro del nicleo
(N), en forma de anillo (flechas). En c) y d) algunas regiones
periféricas (flechas) son negativas a tincién para DNA. C, citoplasma.
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Figura 2. Microscopia electrénica de trofozoitos de Entamoeba
histolytica contrastados con acetato de uranilo y citrato de plomo (a-
b), con la técnica para ribonucleoproteinas (c) o con la técnica de
plata amoniacal para organizador nucleolar (d). El material
intranuclear periférico (flechas en a y b) contiene regiones fibrilares
(f) y granulares (g). Este material es positivo para ribonucleoproteinas
(c, flecha) y se contrasta intensamente con plata amoniacal (d,
flecha). C, citoplasma.

periférico que se tifie con la técnica de Smetana con azul de toluidina
acido para RNA®y 2) se contrasta fuertemente con la técnica de
impregnacion argéntica para organizador nucleolar descrita por
Goodpasturey Bloom*'°. Las técnicas de Feulgeny de DAPI paraDNA
revelan una tincion homogénea en el niicleo, con zonas periféricas no
muy bien definidas pero negativas a la tincion (Figura 1, c-d).

Aunque los resultados de microscopiade luzrevelan material periférico
negativo alapresenciade DNA contécnicas especificas, laresolucion
coneste tipo de microscopio no permite definir detalles claramente, por
lo quese llevaron a cabo observaciones con el microscopio electronico.

Con el microscopio electronico, el material periférico en
forma de anillo en el interior del nticleo, presenta las
siguientes caracteristicas: 1) tiene elementos fibro-
granulares que por su estructura corresponden al
componente fibrilar denso y al componente granular; 2)
se contrasta con la técnica regresiva a base de EDTA de
Bernhard'? para ribonucleoproteinas; 3) se contrasta con
la técnica de impregnacion argéntica especifica para
organizador nucleolar’'®. Este material no presenta
cantidades detectables de DNA. De manera similar a
como ocurre con microscopia de luz, las técnicas
ultraestructurales para DNA a base de PTA, amina de
osmio e inmunolocalizacion para DNA produjeron
resultados negativos en esta zona periférica (no
mostrados).

Aunque varios estudios ultraestructurales han mostrado
lapresencia de material intranuclear periférico en amibas*
5, éste no se habia identificado como material nucleolar,
salvo para el caso de Entamoeba invadens, en la cual se
presentaunmaterial similar fibrogranular'®. Deigual manera,
los presentes resultados apoyan observaciones
inmunoldgicas que indican la presencia de fibrilarina y
RNA polimerasa I en regiones similares del nucleo de E.
histolytica con el microscopio de fluorescencia' y también
observaciones ultraestructurales y autorradiograficas
previas>*S.

La observacion del nucléolo en E. histolytica y datos
recientes que muestran la presencia de este organelo
intranuclear en Giardia duodenalis®, un organismo
tempranamente divergente, asi como en Trypanosoma
cruzi'®, sugieren que este organelo es un dominio
intranuclear caracteristico en donde se han
compartamentalizado los genes ribosomales -y en general
la biogénesis de los ribosomas- desde etapas muy
tempranas de la evolucion de los eucariontes.

CONCLUSION

La ultraestructura de la célula de Entamoeba histolytica
en su fase de trofozoito muestra la presencia de nucléolo.
Este material se presenta como una region intranuclear
periféricacon formadeanillo, de morfologia fibro-granular,
de naturaleza ribonucleoproteica y que carece o presenta
poco DNA, pero es positivo a RNA y tincion de plata para
organizadornucleolar.
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