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Aspectos novedosos sobre la biologia
de la Entamoeba histolytica

HECTOR MARQUEZ-MONTER*

Para obtener informacion sobre el mecanismo de la mitosis de Entamocba histolytica se levd a cabo un estudio del
protozoario en cultivos axénicos en vasos de Coplin y portaobjetos, lo que permitio su fijacion y tincidn in situ con
colorante de Giemsay anticuerpos fluorescentes para actina, ntiosina y tubulina. Se emplearon también para estudios
de ultraestructura previa fijacion en ghiaraldehido e inclusion en eponaraldita, con microscopios elecirénicos Philips
v Zeiss. Los extendidos amibianos tenidos por Giemsa mostraron formas de duplicacion por gemacion y también por
fision, con produccidn de amibas multinucleadas, asi como aribas con macroniicleos probablemente poliploides y
miicronticles, con reduccion de ADN. Se interpretan estos estudios como prieba de reduccion cromosdmica por
meiosis directa y recombinacidn genérica, lo que puede explicar las formas de comensalismo ¢n portadores y
parasitismo en la amibiasis invasora.

CLAVES:

SUMMARY

To determine the mechanism of mitosis in E, histolytica, @ saudy was carried our with axenic cultures of irophozoires
in Coplin jars with glace slhides to stain them in situ with Giemsa and fluorescent antibodies for actin. Tobuline and
myosin. Sedimented amoeba of cultures were used also for wlirastructural studies after glutaraldehyde fivation,
and inclusion in spon-araldite. Giemsa stained trophozoites showed duplication by budding or fission with production
of polyearyons, mononuclei, micronuclel and aparent polyploidy and DNA reduction, Tubuline was present in nuclei
and cytoplasm, actin and myosin had a peripheral dismibution with low contens of the larter in large amoeba, resulting
in polynucleated cells. The findings are suggestive of endomeiosis with chromosomal recombination which would
render virulent and non virulent strains producing either invasive or asympromatic amoebiasis.
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Desde el descubrimiento inicial por Loesch en 1875 de
la amibi invasora en ¢l hombre, se han efectuado
numerosos estudios de trofozoitos y quistes de Enra-
moeba histolytica utilizando material fecal fresco, cor-
tes de tejidos humanos, o de otros animales, principal-
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mente primates, o lesiones enanimales experimentales,
asf como cultivos monoxénicos, axénicos y axénicos sin-
cronizados, con microscopios de luz y electrénico. Sin
embargo, poco se sabe con exactitud sobre el mecanis-
mo de reproduccion de este pardsito,"

La mitosis en protozoarios presenta un patron dife-
rente a la de cucarioles superiores: ocurre por endomi-
tosis, fision nuclear 0 gemacion, sin participacion im-
portinic demicro tibulos y decinetocoros, ausencia de
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centriolos y persistencia de la membrana nuclear,'1*
Durante la segregacion del material cromosomico se
observa en algunos prolozoarios su orientacion media-
da por el centro organizador de microtabulos, (también
lamado centro organizador del huso acromdtico), dentro
0 fuera de la membrana nuclear,”' La Entamoeba
histolytica es un protozoario primitivo en la evolucion,
pues carcce de mitocondrias, cloroplastos, centriolo,
aparato de Golgi y reticulo endopldsmico rugoso® lo
que le confiere una ubicacién primitiva en la frontera
entre procariotes y eucariotes y hace dificil el estudio de
Su mitosis, Algunos autores llaman a los protozoarios
mesocariotes.”

Enestacomunicacion se presentan los resultados de
un estudio multidisciplinario para obtener informa-

cidnsobre clmecanismo de lamitosis de ln E. histolytica:

en cultivos con medio axénico.
Malterial y métodos

Se utilizaren 32 cultivos axénicos de la cepa IMSS-1
México en medio de Diamond. " Se emplearon vasos de
Coplin estériles con tapon de rosca con portaobjetos
insertados en sus ranuras segtin método descrito pre-
viamente, ™

Los portaobjetos con amibas adheridas se cosecha-
ron a las 72 h, cuando ocurren los niveles mas altos de
duplicacionse [ijaronin sicd con alcohol metilico al 30
por cientoy se tifieron con Giemsa y el fluorocromo de
anaranjado de acridina a un pH de 7. Algunos de los
portaobjetos con amibas [ueron tratados por aplasta-
miento con cubreobjetos para aplanar a los pardsitos y
hacer més visible su contenido nuclear.

Para determinar la participacion del citoesqueleto
en la mitosis amibiana se fijaron 12 portaobjetos con
acetona fria y posteriormente se incubaron con un
biifer de fosfato a pH7 con anticuerpos fluorescentes
para actina, miosina y tubulina (Biosciences). Los vasos
de Coplin con cultivos axénicos sin portaobjetos se re-
frigeraron a 4° durante una hora, para permitir que se
desprendicran las amibas adheridas a su superficie in-
lerna,y el medio conamibasse centrifugd; elsedimento
se fij6 in sine con glutaraldehido para su inclusion en
metacrilatoy epon-araldita, para obtener cortes semifi-
nos y finos en ultramicrotomo. Los cortes semifinos en
metacrilato se tifieron con acridina anaranjada debido
aque este plistico permite la penetracion del flurocro-
mo. Lassecciones ultralinas se tineron con tetroxido de
osmio y acelato de uranilo para su observacion con
microscopios electronicos Philips 300y Zeiss 9.
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Se determind la frecuencia de amibas multinucleadas
contando mil trofozoitos con tres 0 méds nicleos en 1000
amibas multinucleadas para determinarsisu reproduc-
cién era por fision binaria en el caso de obtener un
namero par,

Resultados

Observaciones con microscopio de luz. Se observaron
amibas de diferentes tamafios y considerable variacion
enla formade los nicleo: redondos, ovoides, fusiformes
y [recuentemente con duplicacién por gemacion nu-
clear simple o doble. El tamano nuclear varié de 3 a
12 . Se observaron amibas multinucleadas con dos,
tres y hasta 36 niicleos en 5 porciento de los trofozoitos,
algunas con cuerpos cromatoides (figs. 1-4), La tabula-
cion de amibas multinucleadas mostro frecuencias nones
y pares (Cuadro 1),

% :

Figura 1. Policarion de E. histoliyea en [rotis de cultivo de trofo-

zoftos en medio axénico. Los ndcleos son de formay tamafio irre-
gular. Tincién de Giemsa x 400

Con frecuencia se observaron vesiculas intranuclea-
res pequeiias de 0.3 a 1.3 oy en nimero de 3 a 34 las
cuales mostraron una pared basdfilay un espacio vacio
central. Con latincion de acridina anaranjada se obser-
v colorverde en la porcidn central correspondiente al
cariosoma seguida de nucleoplasma anaranjado,

Ciroesquelere. Seidentific actina en la parte perifé-
rica del ectoplasma en forma de filamentos cortos. La
miosinase observé como filamentos mds largos, parale-
los y dispuestos en forma perpendicular a la membrana
nuclear y en ocasiones como puentes citopldsmicos en
amibas grandes, La tubulina mostro distribucion regu-
larmente difusa cn ¢l citoplasma y nicleos de los trofo-
zoitos (figs. 5-7).
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Figura 2. Trofozoitos de E. histolyrica con niicleos que muestran
duplicacién por gemacion. Giemsax 400

o

Figura 3. Trozofoitos con macro y micronticleos, algunos con du-
plicacion nuclear por gemacién. Giemsa x 400

Cuadro |, FRECUENCIA DE DOS O M.

5 NUCLEOS EN 1000 TROFOZOITOS I

ira 4. Trofozofios de £. Aistolytica con gemacion nuclear. Un
trofozoito nuclear contiene cuerpos cromatoides. Giemsa x 400

Figura §,
floresceina.

lrofozoitos idos con antitubuling, maorcada por
La tubulina tiene una distribucién homogénea en el
citoplasma y el ndcleo x 400

. HISTOLYTICA

DE CULTIVOS AXENICOS TENIDOS [N $ITU CON GIEMSA

Ntmeros de niicleos 2 i4 ]

Trofozaftos S lel 19 a2

Por ciento

Ultraestructura. El microscopio electrénico mostrd
membrana cilopldsmica ondulante, seguida de amplio
citoplasma con vacuolas de tamafio irregular, semejan-
te a4 otras descripciones registradas en la literatura. La
membrana nuclear tortuosa, formada por dos capas
osmiofilicas dotadas de pequenos poros, seguida de
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nucleoplasma con grumos irregulares de material
osmidlilo adosado a la membrana interna y en la parte
central se identifican estructuras de mayor densidad,
algunas sugestivas de microtibulos y otras con disposi-
cidnsemejante a cromosomas de eucariotes; ocasional-
mente se observaron microtibulos paralelos polariza-
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Figura 6. Trofozoitostefiidos con sueroantiactina por floresceina,
Se identifican filamentos de actina en la periferia del citoplasma
por 400

Figura 7. Filamenios de miosina, algunos en forma de puente en
mitosis, tefiidos por suero antimiosina marcado por {loresceina
por 400

dos hacia evagiciones de la membrana nuclear. Se en-
contraron también pequefias vesiculas de pared osmio-
fila con estructuras butiliformes de tamane y nimero
variable (figs. 8-9).

Los cortes de amibas multinucleadas presentaron
membranas nucleares 1ortuosas, sin restos de membranas
citopldsmicas sugestivas de fusién de los trofozoitos
que explicara la formacién de policariones (fig. 10).

Comentario
Ladispersion, fijacidny tincion in situ de los trofozoitos
en los portaobjetos permitic su observacion claramen-

te con ¢l microscopio de luz. Llamo la atencion la
presencia de amibas multinucleadas cn aproximada-
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Figura & Microeleetrogralin que muestra microtabulos paralelos
€n una evaginacion nuclear x 16,000

Frgura9. Microelectrogralia con trolozoilos en cuyo

niicleose observa unavesicula con estructuras botu-

liformes electrodensos centrales semejantes i cro-
mosomas (c) x 16,000

mente cinco por ciento, con 2y hasta 36 nicleos. Este
hecho se ha interpretado como duplicaciéon nuclear
independiente de lacitocinesis porinsuficiente produc-
cidn de miosina o su dilucién citopldsmica en amibas
grandes. Este fendmeno ha sido reproducido experi-
mentalmente por Knochty Loomis en el protozoario de
vida libre Dicriostehim discoideum al utilizar mensaje-
ros de ARN en contrasentido para bloquear la sintesis
de Ja cadena B de miosina con la consiguicnte [orma-
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Figura 10. ‘[‘roluzallu con varios nlcleos irregulares
con membrana nuclear electrodensa y citoplasma
granular x 6,000

cion de policariones. La frecuente gemacion de las
membranas nucleares se interpretd como forma de
duplicacion y ocasionalmente formas de [ision. La asin-
cronia de la duplicacion nuclear y la citocinesis podria
explicar también la produccion de policariones.

La actina y miosina dispuestas en el citoplasma
amibiano se consideran como relacionadas a la motili-
dad amibiana asf como a la citocinesis. La escasez de
filamentos de miosina en amibas grandes se interpretd
como una menor sintesis 0 a su dilusién citoplismica,
posiblemente relacionada a la formacion de policario-
nes. La identificacién de tubulina en forma difusa en
nicleos y citoplasma indica su presencia en forma des-
polimerizada, sin formacion de microtibulos, como se
ha descrito por Gicquard en la endomitosis de la E
fisrolyrica cepa Laredo y ocasionalmenlte en el presente
estudio, con poca participacion en la mitosis.”

La ultraestructura verificé la presencia de amibas
multinucleadas, sin observarse restos de membrana
nuclear en el citoplasma que indicara un mecanismo de
fusion celular, para explicar su origen. La variacion del
tamano nuclear puedeexplicarse por diferente conteni-
do de ADN en trofozoitos senalado ya por Lopez Re-
villay Gomez.™

Las vesiculas intranucleares con cuerpos botuli-
formes descritas previamente por Gongdlez Angulo y
Trevino-Garcia Manzo'' con ADN y Zaman," podrian
COI’ICSpUIldL'r d micmurumosumus, aungue estos au-
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cionadas en su laboratorio para la

tores no los consideran como tales. Los cuerpos botuli-

formes en el interior de las vesiculas pueden ser repre-

senlativas de estructuras de malerial cromosémico
descritas recientemente por Hueber y col.™

La gemacién nuclear y la formacién de amibas
multinucleadas como forma de duplicacion, asicomo la
presencia de macronticleos y micronticleos indican
también una posible meiosis reductiva directa no des-

crita previamente en la E histolyica. Este evenlo reduc-

tivo implica un potencial importante de recombinacién
genclica de este protozoario, lo que explicaria amplia-
mente su segregacion en amibas virulentas y avirulen-
tas, asf como su correlacion con las formas clinicas de

amibiasis en pacientes portadores de amibas avirulen-

taso comensales y pacienies con amibiasis invasora por

amibas virulentas en su forma genuina de pardsitos.”

La recombinacién genética amibiana explicaria tam-
bién losdiferentes patrones de isoenzimas descritos por
Sargeaunten cepas de umibas obtenidas de varias regio-
nes peagralicas.™
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