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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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INTRODUCCION

ntamoeba hi stol yticaesun protistaunicel ular parésito labiologiacelular de E. histolytica'. Sin embargo, aunque se
queafectaal ser humano, loquerepresentaun problema conocecon detallelaultraestructuradelacélulaamibiana?®, no
de salud en varios paises. Ademés, biolégicamente sehadescritolapresenciadematerial nucleolar en E. histolytica
reviste unaimportancia especial pues perteneceaun con técnicas citoquimicasy microscopia electronica.

lingje ancestral entre los eucariontes. Por lo anterior, varios

estudios se han dedicado a conocimiento devariosaspectosde El nucléolo esun dominio nuclear en donde ocurrelasintesisy

maduraciondel pre-rRNA y del ensamblado delassubunidades
Nota: Articulo recibido el 21 de abril de 2009 y aceptado el 26 de mayo del ribosoma?’. Reci entementes,e han atr!bwdo otrasfunci (_)nes
de 2009. aesteorganelo nuclear. El nucléol o contiene unagran cantidad
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de proteinas, varios tipos de RNA (como e rRNA vy los
UsnoRNAS) y los genes ribosomales o rDNA. Estos
componentes moleculares se organizan en dominios de tres
elementosultraestructural esconocidoscomo centrosfibrilares,
el componente fibrilar denso y el componente granular. Por
gjemplo, los genes ribosomal es se presentan en el componente
fibroso’, demanerasimilar acomo sepresentanal gunasproteinas
comolafibrilarina

En este trabajo, mostramos evidencia ultraestructural de la
presenciadematerial intranucleolar periférico, fibro-granulary
denso a los electrones, que se contrasta con técnicas para
ribonucleoproteinasy organizador nucleolar, loquecorresponde
alapresenciade nucléolo en €l trofozoito de esta amiba.

MATERIAL Y METODOS

Cultivosde Entamoeba histolytica. L ostrofozoitosdelaclona
A deEntamoebahistolytica, quesederivadelacepaHM1 IMSS,
se cultivaron en medio de Diamond TY 1-S-33 'y se cosecharon
durantelafase de crecimiento logaritmico.

Microscopia optica. Las células se fijaron en

enunaregioénintranucl ear periférica enformadeanillo (Figurala).
Asimismo, la técnica de plata amoniacal especifica para
organizador nucleolarimpregnéunaregiénsimilar enel interior
del nucleo (Figuralb). Por el contrario, latécnicade Feulgeny
DAPI paraDNA muestraregionesperiféricasintranuclearesque
no setifien (Figural b-c).

Microscopiaelectr énica. El contraste con acetato deuraniloy
citrato de plomo muestraun material denso alos electronesen
el interior nuclear, hacia la periferia (Figura 2a). En mayores
aumentos, seobservaqueestematerial contieneregionesfibrosas
y granulares (Figura2b). Ademés, espositivo cuando seaplica
latécnicapreferencial pararibonucleoproteinas(Figura2c) ola
técnica de plata amoniacal para organizador nucleolar (Figura
2d), demanerasimilar acomo ocurre con microscopiadeluz.

DiscusioN

En este trabgjo mostramos evidencias citoquimicas con el
microscopio de luz y con el microscopio electrénico, de la
presenciadenucl éoloen Entamoebahistolytica. Lasevidencias
con el microscopio de luz son: 1) hay un material intranuclear,

paraformaldehido al 4% y se incluyeron en parafina. Se (
Ilevaron a cabo cuatro técnicas: 1) el procedimiento con
azul detoluidinaécido-a cohdlicoparaRNA nucleolar?; 2)
la tincion de plata para organizador nucleolar®; 3) la
técnicade Feulgen paraDNA y 4) latécnicade DAPI (4,
6-diamidino-2-fenilindol diclorhidrato), tambiénparaDNA.
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 confiltroparaDAPI (Eclipse
E800, Nikon) y objetivo de 60X plan apocromatico con
apertura numérica de 1.3. Las imagenes se registraron
digitalmenteconunacamaraCCD (3CCD, M T1) acoplada
al microscopio conel programakFlashPoint 3DFPG.

Microscopiaelectr 6nicadetransmision. Lascélulasse
fijaron con paraformaldehido al 4%y seincluyeron en
resinahidrofilica(Lowicryl K4M). Sellevaron acabo
trestécnicasdecontraste: 1) el procedimiento estdndar
a base de acetato de uranilo y citrato de plomo™; 2) el
procedimiento de contraste regresivo preferencial para
ribonucleoproteinat?;, y 3) el procedimiento especifico
paraimpregnaci 6n argénti caparaorgani zador nucleolar’®.
Lasobservacionessellevaron acabo con unmicroscopio
electrénicodetransmision (JEM 1010, Jeol) operandoa80
kV. Lasimégenes se registraron con una cdmara digital

~

'

J

(CCD-300-RC, MT 1) acoplada a microscopio con €l h

programaScion Image.

RESULTADOS
Microscopia Optica. La técnica de azul de toluidina
preparado en condi cionesacidasparaRNA revel 6tincion

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 setifie con latécnicade Smetanacon azul detoluidina
acido para RNA®y 2) se contrasta fuertemente con la técnica de
impregnacion argéntica para organizador nucleolar descrita por
Goodpasturey Bloom®2°, L astécnicasdeFeulgeny deDAPI paraDNA
revelan unatincion homogéneaen el niicleo, con zonas periféricasno
muy bien definidas pero negativasalatincién (Figural, c-d).

Aunguelosresultadosdemicroscopiadeluzrevelanmaterial periférico
negativoalapresenciade DNA contécnicasespecificas, laresolucion
conestetipodemicroscopiono permitedefinir detallesclaramente, por
loquesellevaronacabo observacionescon el microscopioe ectrénico.

Con el microscopio electronico, el material periféricoen
forma de anillo en el interior del nicleo, presenta las
siguientes caracteristicas: 1) tiene elementos fibro-
granulares que por su estructura corresponden al
componente fibrilar densoy al componente granular; 2)
se contrasta con latécnicaregresivaabase de EDTA de
Bernhard™? pararibonucleoproteinas; 3) secontrastacon
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 inmunolocalizacién para DNA produjeron
resultados negativos en esta zona periférica (no
mostrados).

Aungue varios estudios ultraestructural es han mostrado
lapresenciadematerial intranucl ear periféricoenamibas®
5, éste no se habiaidentificado como material nucleolar,
salvo para el caso de Entamoeba invadens, en lacual se
presentaunmeaterial similar fibrogranular®. Deigua manera,
los presentes resultados apoyan observaciones
inmunol égicas que indican la presencia de fibrilarinay
RNA polimerasal enregionessimilaresdel nlcleo de E.
histolyticaconel microscopiodefluorescencia*y también
observaciones ultraestructurales y autorradiogréficas
previas?3s,

La observacién 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's, sugieren que este organelo es un dominio
intranuclear caracteristico en donde se han
compartamentalizadolosgenesribosomales-y engeneral
la biogénesis de los ribosomas- desde etapas muy
tempranas de la evolucion de los eucariontes.

CONCLUSION

Laultraestructura de la célula de Entamoeba histolytica
en sufasedetrofozoito muestralapresenciadenucléolo.
Este material se presenta como una region intranuclear
periféricaconformadeanillo, demorfol ogiafibro-granular,
denatural ezaribonucleoproteicay que carece o presenta
poco DNA, peroespositivoaRNA ytinciéndeplatapara
organizador nucleolar.
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