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" Resumen

Los protistas son considerados como. ancestra]es dentro del grupo de los eucanontes Yy

: 973; modificada por Vazquez Nin y

colaboradore‘:s,‘b 1995)’ par rlata ' (Goodpasture y Bloom, 1975) para

fi brogranular tamble iféric que ﬁJe positiva para ribonucleoproteinas y para la tinciéon

de plata pero negatlva para'DN,

rcon ‘excepcion de pequefios grumos.

que el material intranuclear periférico de E. histolytica
corresponde a’ elementos’ nucleolares lo que sugiere que el nucléolo se origind en

eucariontes como un mpammlento relacionado con la periferia nuclear.



Introduccion

€ Amiba, Entamocba histolytica
LEntamoeba histolytica es el protozoarlo causante de la amlblasxs en humanos, pertenece al
Phylum Sarcomastlgophora (Baez-Camargo y col,, 1997) Es un orgamsmo aparentemente
nte | -lmlthO [Esquema 1] (Edlind y

sencillo cuyo fenotlpo corresponde al de un eucanon
Y 89 el retlculo endoplasmlco

]mente presenta un solo’

(Orozco y col ]988 Vald' S. y co

"y de]DN ocu _e;'c;:érﬁc‘a de la membrana nuclear y que el DNA tiene
d cial evr’lﬂ‘las cercanias del endosoma (estructura central electron-
). Estas b.servacvlones‘l“ién sido apoyadas por otros autores (Orozco y col., 1988;
992, :'Gc')lnez-Conde y col., 1998), pero Albach et al. (1977) propusieron

riférﬁico'podria corresponder al rRNA. Por otro lado, Huber et al. en 1989




L, "20"02). Sin embargo, ‘

la /funcion:de una proteina’ bajo:patogénesis, sin un sistemagenético -




Esquema 1. Arbol filogenético universal establecido a partir de la secuenciacion de rRNA. Tomado de
Brock, Madiagn M. T., Martinko J. M., Parker J. (1998). Biologia de los Microorganismos. 8a edicion.
Prentice-Hall. Madrid. p. 623, modificado.

5.88 28S

Espaciado
transcrito

o o N

Espaciadores
transcritos intemos

Esquema 2. rDNA de E. histolytica. La unidad de transcripciéon comienza con un espaciador transcrito
externo de alrededor de 522 nucleétidos, seguido por €l rRNA 18S de 1946 nucleétidos, el rRNA 5.8S de 149
nucledtidos y el 28S de cerca de 3466. Estos segmentos estin separados por dos espaciadores transcritos
internos de aproximadamente 124 nucleétidos cada uno. Esquema basado en los articulos de Sehgal y col.,

1994 y Dhar y col., 1996.




“Ancestria amibiana

En la publicacion de Jiménez-Garcia y colaboradores de 1989, se llevo a cabo una,; .

comparacién de estructuras nucleares entre p]antas hongos, animales y protlstas Los

resultados obtenidos indican que exnste una gran seme_]anza morfologlca de las partlculasl{

Jorel contrarlo mencionan que es posible que el

ancestro ‘de L hzslolyllca adqumera Sus microtibulos y proteinas asociadas

mdependlentemente de otros eucariontes. Lo anterior no descarta que es un organismo

ancestral, aunque no pertenezca a la base del arbol filogenético eucarionte.

“:Estructura microscépica del trofozoito
En el libro de Amibiasis, Martinez Palomo (1989) describe la forma de las amibas de
trofozoitos de cepas patdgenas, por medio del microscopio electrénico de barrido, como
pleomérficas, es decir que cada célula tiene forma distinta, aunque generalmente las amibas

fijadas en cultivo son alargadas, con lobopodios y un uroide en la parte posterior. Por el




- contrario, -1as’ células”menos ‘activas

: mxcroscopla optlca y electronica de tran.

a cuatro nucleos dependlendo el estado de maduracio cuerpos cromldlales grandes en elﬂ.’l o

mtoplasma y una pared de 125 a 150 nm dé gro of, cot puesta;por eleméﬁtos fbrllares de 2 i

a 3 nm de diametro, que forman una red de \)a as capas concénmcas (Chavez y co] 1‘978).,

#Sistema vacuolar

Se han identificado varios tipos de vacuola" cntoplasmlcas en trofozoxtos de amiba.

Martinez Palomo las define como ,vacuolas :fagocmcas de macropmomtosns de

secundarlos cuerpos residuales y

son redondas
Pueden contener. -fragmentos'de almldon y de bactenas si Ias células provienen de un
' cultlvo mlxto pero si son de heces dlsenterxcas se ven restos de eritrocitos (Martinez

'Palomo 1989).

®O0tros componentes citoplismicos
A los ribosomas se les puede ver en cumulos helicoidales, como bien dice Martinez
Palomo, de unos 300 nm de longitud y 40 nm de diametro, formando los Ilamados “cuerpos
cromidiales”, que son inclusiones cristalinas visibles al microscopio de campo claro,
presentes tanto en trofozoitos en reposo como en quistes.
La observacién por medio de microscopia electronica de transmision, revela la presencia de
virus - filamentosos y poliédricos en el citoplasma de los trofozoitos, asi como también

inclusiones de naturaleza desconocida, como cuerpos cilindricos de hasta 250 nm de largo y

10



90-nm de dlametro La membrana plasmatlca tiene alrededor de 10 nm de espesor y una
' delgada cublerta ce]ular de donde se liberan posibles antigenos solubles (Martinez Palomo,

1989)

J~Cuclo de vida
Los trofozo:tos ser multlpllcan por fision binaria produciendo dos células uninucleadas, que bajo

condiciones’ain desconocidas pueden enquistarse. En cada quiste ocurren dos divisiones nucleares
sucesivas, dando lugar a quistes tetranucleados. Durante e! desenquistamiento, de cada quiste surge
una sola amiba metaquistica tetranucleada, que después de una divisién produce ocho trofozoitos

uninucleados [Esquema 2.1] (Martinez Palomo, 1989).
Division D|V|sn‘m Division Division

D - "
©< quistes tetranucisades o
:ro.lloml — @ _’-"’_’ O
ninuclea Dmslén Am:m:::;::ﬂ‘“
> (XS

Trefomilos
uninucleatos

Esquema 2.1. Ciclo de vida de E. histolytica, basado cn el libro: Martincz-Palomo A. (1989). Amibihsis. ’
Médica Panamericana. México. p. 206, ' :

®Ciclo mitético (descrito por Sohs‘y Bamos en:1991) -

En la profase, se¢ lleva a cabo la condensac

- atcnal cromatlco de la penfena del ‘nucleo,
aparccen los microtubulos (MTs) en'un'a eg c 1 C
cl centro orgamzador de mlcrotubulos M

En metnf‘lse el materlal cromatlco condensado: es

mlcrotubulos

En aannse,i A cua nosomias .son'llevados a los polos por el huso
mitético.

Durante la telofase; se sis y la descondensacion del material genético.

La mitosis de E'.: histolytica cs: identificada como “cerrada”, ya que la envoltura nuclear permancce

durante todo el eve mas es del tipo pleuromitosis, en donde ¢l huso mitético cs

. bilateral en cual ui chos protozoarios relacionados con la amiba, como ¢l caso

de Acantha "oeba eglerla llevan a cabo una ortomitosis abierta o cerrada

[Esquenn 3] ‘pre ntando.un huso mItOthO snempre axial (Solis y Barrios, 1991).

11




MITOSIS CERRADA

Huso mltéuco r

Huso mitético

MITOSIS ABIERTA

Esquema 3. En la mitosis cerrada, la envoltura nuclear permanece intacta y los cromosomas migran hacia los
polos contrarios, gracias a un huso mitético. En la mitosis abierta, la envoltura nuclear se rompe y se reforma
alrededor de los cromosomas migrados hacia los polos. Tomado de Cooper G. M. (2000). The Cell a

Molecular Approach. 2a ed. ASM Press. Washington. p. 338, modificada.er

~Genomica

El genoma de Emtamoeba histolytica se caracteriza por el bajo contenido de secuencias
intronicas. A partir de la pequefia lista de genes reportados que contienen intrones, se ha
especulado que no mas del 3% de los genes de la amiba presentan esta clase de secuencias
(Bhattacharya y col:, 2000). Debido a que el genoma de la amiba es de tamafio pequefio, se
ha sugeridb, QUe sus secuencias codificantes estan densamente empaquetadas (Bhattacharya
y col., 2000). Gracias al analisis de la organizacion gendmica de algunos genes ligados, se
vio que - los: genes son transcritos en la misma direccion y presentan cortas regiones
intergénicas, de 0.4 a 2.3 kb (Ramos y col.,, 2002). Ademas, se ha observado que los
transcritos de dos genes ligados se sobrelapan con una cercania de 40 pb, mostrando
regiones intergénicas no transcritas entre ellos (Ramos y col., 2002).

Se localizaron diferentes genes de la amiba, en sitios de bajo contenido de G+C. Por el
contrario, hay muchos codones con tendencia de A/T en la tercera posicion, que

representan mas del 67% (Bhattacharya y col., 2000).

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN 12




: funcnones i A roc ulares /presentando sistemas reguladores

eqmvalentes a IOS que se encuentran en eucarlontes superlores

. Metabohsmo

Los trofozmtos de la amiba son aerobxos facultatlvos es decir que son capaces de consumir

oxxgeno a- pesar de carecer de mltocondna

pueden crecer en unVamblente con una

termmales sonel’

o,sen‘la’ via aerobla se: transﬁeren electrones de sustratos reducidos a oxigeno

- mo]ecular a traves de acarreadores sucesnvos, como flavinas y hierro, puesto que carecen de

catalasas peroxndasas u otras enzimas que contengan grupos hemo (Martinez Palomo,
1989).

“Composicion de membranas
‘Martinez Palomo explica que en general es distinta la composicion lipidica de las
membranas de estas amibas, ya que predominan los lipidos que contienen etanolamina
sobre los que contienen colina. Se encuentra un fosfolipido poco usual llamado ceramida

aminoetil fosfonato (CAEP) y la fosfatidilcolina se encuentra en grandes cantidades. En las

13



actividad, movnendose en lina sola’ di

‘todas las células en

astico, vidrio, colageno

y albumina. Durante la’ adhesxon se concentra un- material ﬁbrogranular probablemente
actina, en la reglon basal asemejando un estoma fagocmco Ademas el grado de adhesion

varia conforme la.celula envejece, perdiendo asi su adhesividad.

: &lv)‘cté‘i'minantes bioquimicos de la virulencia

que [ histolytica contiene y en ocasiones libera al medio de cultivo proteasas que
s, células en cultivo, proteinas formadoras de poros que se insertan en membranas

'né'turales, éljtiﬁciales creando un desequilibrio idnico (Lynch y col., 1982; Young y col.,

19842‘)‘ ehz'i"rﬁa\s‘v"que degradan colageno y oligosacaridos de la matriz extracelular (Mufioz y

col., 1984) -y neurotransmlsores capaces de inducir secrecién de agua en el intestino, como

serotomna sust *nma P y neurotonma (Martinez Palomo, 1989).

14



“4:Cultivo

Expllca Martinez Palomo (1989) que la preservac1on de estas_amlbas patogenas se’ logro

TP-S-1,

que contlene‘tnptlcasa y'yPanmede-suero"Pasaron 10 nosfpara que Dlamond;{

medio axénico. Los qu

mvestlgacmnes reallzadas en el mundo con
de una cepa alslada por de la Torre en 197
llamada HM1:IMSS, :

£Nucléolo
&Datos histéricos )
: Debldo a que en la mayona de las celulas | nucléolo es denso y visible con microscopia

optlca ﬁJe una de las prlmeras estructuras su celu]ares descrltas Ocupa una porcion grande

areola h’asAt‘aV"qu'e \Y 836 introdujo el término de nucléolo (nuececilla), aunque

postenormente S asignaron ‘otros nombres como “Kernchen”, por Schleiden, y

' “Kernkorperchen 'por Schwann que quedaron en desuso (Jiménez-Garcia, 1988).

15



Entrado el 51glo vemte Heitz y McClmtock observaron 'que el nucleol 'se; forma a partlr de

T 1on del orgamzador

un segmento especnﬁ“
nucleolar o NOR.

(Cooper, 2000).

16



Espaciadores no
transcritos

Gen de rRNA Gen de rRNA
285 £ . 185 - 58S 265
DNA N N
N
. 1 Transcripcion
Espggi—adores . . . ;
i OGERRE e IR -
transcritos 45 S pre- IRNA -

Esquema 4. Cada gen de rRNA es una unidad de transcripcién conteniendo los rRNAs 18S, 5.8S, 28S y las
secuencias de los espaciadores transcritos. Los genes ribosomales estin organizados unos atrds de los otros,
separados por espaciadores no transcritos de DNA. Tomado de Cooper G. M. (2000). The Cell a Molecular
Approach. 2a ed. ASM Press. Washington. p. 333, modificado.

El proceséih{éhfé d l . rRNA4SS consiste
de rRNA maduras'[Esquem 5] (Cooper, 2000)

- La transcrlpcxon del,rRN SS se’-lleva a cabo fuera del nucleolo, en un cromosoma distinto

sucesivos para dar lugar a las formas

: al de los otros rRNA ’En human en multlples copias cerca del telémero del
brazo largo del cromosoma 1. Dxch
o (Cooper, 2000).

En el nucléolo se dnstmz,uen tres regxones morfolo,(:,lcas distintas: los centros fibrilares, el

qlon es catalizada por la RNA Polimerasa III

componente fibrilar denso y el componente granular [Esquema 6a, 6b y 6¢c] (Alberts y col.,
2002). Se piensa que corresponden a sitios de estados progresivos de transcripcién y
procesamiento de rRNA y de ensamblaje del ribosoma (Cooper, 2000).

Los genes del rRNA se localizan en el componente fibrilar denso y la transcripcion se lleva
a cabo ahi mismo, aunque puede extenderse a la vecindad con los centros fibrilares
dependiendo del tipo de célula y su estado fisiologico (Jiménez-Garcia y col., 1993), El
procesamiento temprano del pre-rRNA es iniciado en el componente fibrilar denso y
continiia en el componente granular, donde el rRNA es unido a proteinas ribosomales
formando casi por completo a las subunidades pre-ribosomales, las cuales pueden ser

exportadas al citoplasma (Jiménez-Garcia y col., 1993).

17



Espaciador
transcrito externo 188 5.88 288 Espaciador
pre- rRNA M___——_-W‘i:;-]?}:——-——F transcr
Espga’dores
transcritos

interncs

T . . E—

[ A ]
c:£:::un Cmm )
} ! }
RNAs [ %;-_51 L 55 3

Maduros 188

Esquema 5. Procesamicnto del pre-rRNA. El transcrito 45S pre-rRNA contiene espaciadores transcritos
externos en ambos extremos y espaciadores transcritos internos entre las secuencias 18S, 5.8S8 y 28S. El
procesamiento consiste en una serie de cortes que llevan a madurar cada rRNA. Tomado de Cooper G. M.

(2000). The Cell a Molecular Approach. 2a ed. ASM Press. Washington. p. 335, modificado.

Heterocromatina periférica

Envoltura
" nuclear

Nucléolo

Centros
Componente “Fibrilares
Fibrilar

Denso

Componente |
Granular

Esquema 6a y 6b. Partes del nucléolo. En la micrografia electrénica (a) se observa el micleo entero. En la
micrografia (b) se ve a mayor aumento el nucléolo y sus componentes. Tomada de Alberts B, Jonson A.,
Lewis J., Raff M., Roberts K., Walter P. (2002). Molecular Biology of The Cell. 4a ed. Garland Science.

Nueva York. p. 331, modificado.

TESIS CON
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Esquema 6¢c. Estructura del nucléolo. Micrografia electrénica ilustrando los centros fibrilares (FC), los
componentes fibrilares densos (DFC) y el componente granular (GC) del nucléolo. Tomado de Cooper G. M.
' (2000). The Cell a Molecular Approach. 2™ ed. ASM Press/ Sinauer Ass. Inc. Washington, USA. pag. 334 y

modificado.

ivisi

Despues de “cada ' icléolo 'se forma alrededor de las regiones del

‘"vorgani“z‘fa‘ido'r ‘nucleolar. [Esque: ‘].V_(Jirﬁévnez-Garcia y col., 1993). La formacion del

rnucl:éqlp reqitluercvrde"lé tr%lnscripciéh del pre-TRNA 458, lo que parece guiar a la fusion de
: Cucrpéé" prenucleolares 'pequéﬁos (PNB) que contienen, entre otros componentes del
g hucléoio, a los factores de procesamiento (Jiménez-Garcia y col., 1989).
El ‘procesamiento del pre-rRNA, requiere de la accion de proteinas y de RNAs que se
encuentran en el nucléolo, formando una maquinaria de RNAs nucleolares pequeiios
(snoRNAs) y proteinas [Esquema 8] (Alberts y col., 2002).
La transcripcion primaria de los genes del rRNA, como ya se habia mencionado, es el pre-
rRNA 458. Los espaciadores transcritos externos (ETS) que contiene, se presentan en los
extremos 5’ y 3’ del pre-rRNA, y los espaciadores transcritos internos (ITS), se localizan
entre las secuencias 188-5.88S, uno y 5.85-288S, el otro (Alberts y col., 2002).
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Esquema 7a. Reconstruceién del nucléolo. Las proteinas unidas a la cromatina (en azul) se ensamblan en
PNBs, coexistiendo diferentes tipos de cuerpos nucleolares en el nucleoplasma (grises y negros). Cuando la
cromatina se descondensa los PNBs quedan en contacto con nuevos nucléolos en formaciéon (NOR) y se van
fundiendo. Un cierto tiempo es necesario para que los componentes nucleolares se reorganicen después de la
fusién. Tomado de Savino T. M., Gébrane-Younés J, De Mey J., Sibarita J. B., Hernandez-Verdun D. (2001).
Nucleolar Assembly of the rRNA Processing Machinery in Living Cells. Journal of Cell Biology 153:5, 1108,

modificado.

i
by
:

Ge
| SE
il Transcripcion l

O

- Bu:ledeDNA del™
orgarnizadornicieolar

nIRNA [

Precursordel

\

N,

crrcpmsm\ - _

Suhmdad 5

I . N IRNA45S it
Y} Modifcadony
Vi ‘,—-— LsSnoRNAs |
|' | Procesamierto de 3 #8no "J' (Rl
.
s T 1s RNas [ W= Protenns
.-..o‘. {1 involicnda
& t
Pricinm | !'Gmnpnnhuln ’ ‘ end
ribosomaics’ nbo- - 3 o Procesa-
hedhas uu}l !nudcqmlelca . ':::‘. 1 micnodel
citoplasig’ ! { TRNA
Lo, Recicl deRNAsy !
s ! 7 F Y protdns nvwkcemdos enel! |
RNA Procesamionu del ®RNA | |
4 ; NUCLEQLO | !
i
ha, o g | [
__‘
PmF has N \ |
o RNAhlomern- - !
te ""ms““ D e Sutunidad
8 > grande i
telomerasa k- . “*” inmadue H
|l§‘ CE '
Y% NUCLEO 3

™, ‘Sumnadad
%peqlzﬁa

Trmspone y
ensamble final de
ribmanas

'Lf'

Subunidad,”
e
g .

g Subuniiad
60S

TESIS CON
FALLA [CE ORIiGEN

Esquema 8. La funcién del nucléolo al
sintetizar ribosomas y otras
ribonucleoproteinas. El precursor de
rRNA 458 sufre modificaciones y
procesamientos, y son los snoRNAs los
que juegan un importante papel en estos
pasos. Diversas proteinas son importadas
al  nucléolo para el ensamblaje
ribosomal, asi como el rRNA 5S. Otros
complejos  ribonucleoproteicos  son
ensamblados también en el nucléolo,
como la telomerasa. La subunidad
grande y la pequeiia son transportadas al
citoplasma a través de los poros
nucleares, para su unién y activacion.
Tomado del Alberts B, Jonson A., Lewis
J., Raff M., Roberts K., Walter P.
(2002). Molecular Biology of The Cell.
4a ed. Garland Science. Nueva York. p.
331, modificado.
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nucleotldos q e son complementar s ‘alos rl i 1 endo los sitios de

mod1ﬁcac1on de bases en el rRNA. Los snoRNAs func1onan como: guxas de enzimas por el

-apareamxento de bases en regiones especificas, favorecnendo ]a ublcacxon de los smos a

- modificar (Cooper, 2000).

#Generacién de la estructura nucleolar
Durante la mitosis “abierta” (mitosis donde desaparece la envoltura nuclear) en los
eucariontes “superiores”, el nucléolo se desintegra y la transcripcion por la RNA
polimerasa I cesa. El silenciamiento de los.genes ribosomales es acompafiado por la
fosforilacion inhibitoria del factor de transcnpcnon SL1 dirigida por cdc-2 ciclina B. El

: mvel de regulaclon ocurre al mlcno de’ a transcnpmon Durante la mitosis, no se observan

e las’ reg ones ,de] -organizador nucleolar (NORs), sin embargo

permanecen fir emente unidos a estas regiones los factores de transcripcion UBF y SL1,

asi c’omq. 1a poli _erasa L. Por el contrario, otros componentes nucleolares se dispersan a

_varios: subcompartimientos nucleares, como rRNA parcialmente procesado, proteinas y
‘pequefios: nucleolares ribonucleoproteicos (snoRNPs), lo que lleva a pensar que no se
~desintegran completamente ciertas unidades funcionales del nucléolo durante la mitosis,

pu'di'en'do asi la célula transmitirlas a las siguientes generaciones (Scheer y Hock, 1999).
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Sin embargo' 'éXiSté seres.vivo en'los ue no'se desmtegra el nucléolo durante a mlt05|s, :

como en levaduras en: ]as que la estructura ermanece intacta hast que es separada por el;‘ N

La formacxon del nucleol

denso (DFC) del nucleolo En cémblo, ] na:NopS52 se asocia con eventos tardios en
el corte del segundo espac1ador transcn erno (ITSZ) en el componente granular (GC).
, Savmo etal. (2001) demostraron | por anlisis de microscopia electronica, que varios PNBs
,frormardosren la superficie cromosémica, estan involucrados en el trafico de fibrilarina y
‘ Nop52. Ademés sugieren, que durante la telofase y G1 temprana, los PNBs sirven como

_sitios de transito para los componentes nucleolares, sin ser los PNBs en si méviles.
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®Decsensamblaje

Durante la mitosis se separan c1enos componentes nucleolares del aparato transcrnpcnonal'

de la RNA polimerasa 1, el cual permanece unido’ a'las reglones ‘del orgamzador ucleolari, i

(NORs) (Olson y co]

con cuerpos prenucleolares (PNBs), en donde tamblen hay pre' lRNA p‘réve:n‘ir;

de la célula madre (Olson y col., 2000).

“«Movimiento de proteinas nucleolares

Muchas proteinas nucleolares deben de ser transportadas del cntop ma-al nucleo asi

también particulas pre-ribosomales deben de ser exportadas al mtopla (Snaw y Jordan
1995). Varios experimentos han mostrado que B23 vy nucleolma mlgran en ambas
direcciones, asi como Nopp 140 NAP 57 y NSR1, pudlendose deber a secuencxas cortas
que senalan la localizacion nuclear interaccion con otros componentes que’se acumulan
espemﬁcamente en ciertos sitios o que presenten sefias posmvas de exportacton (Shaw y

: Jordan 1 995)

®Funcion de algunas proteinas nucleolares
Existen muchas proteinas nucleolares que no forman parte de los ribosomas y no se conoce
su funcion. De las proteinas caracterizadas se incluyen topoisomerasas, metilasas,

nucleasas, proteina-cinasas, fosfatasas, etc. [Esquema 9].
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Clasificacion de Proteinas nucleolares

No caracterizadas
0.5%

Otras
1%
Proteinas ligadas a

acidos nucleicos y
nucledtidos

22%

Chaperonas
5%

Proteinas “Dead

Box"”
o Enzimas
5% modificadoras
de RNAy Otros Proteinas
proteinas factores de ribosomales
relacionadas translacion 14% T ES ' S C O N

9% 3.5% FALLA DE ORIGEN

Esquema 9, Clasificacion de proteinas nucleolares. Analisis proteémico de nuciéolos humanos. Tomado de
Andersen J. S. Lyon C. E, Fox A. H,, Leung A. K. L., Lam Y. W,, Steen H., Mann M., Lamond A. (2002).

Directed proteomic analysis of the human nucleolus. Current Biology 12, p. 6.

Varias de las proteinas nucleolares tienen una gran afinidad por la plata, lo cual es la base
de la tincion de Ag-NOR, siendo unas de las responsables la proteina RNA polimerasa 1, la
nucleolina, la B23 y la proteina nucleolar de levaduras SSB-1 (Shaw y Jordan, 1995).

" Se han encontrado dominios ricos en arginina y glicina conocidos como GAR, que son
cdmpartidés por'\}ai'ias proteinas como la fibrilarina y la nucleolina, pareciendo servir como
sitios de unién a &cidos nucleicos de cadena sencilla. Los dominios GAR pueden
encontrarse en cualquier lugar, pero se distinguen por estar flanqueados por residuos de
prolina que le dan una independencia estructural del resto de la proteina (Shaw y Jordan,
1995).

Por otra parte, se ha visto que en el dominio N- terminal de las proteinas, en particular las
que se unen a la sefial de localizacion nuclear, tienen residuos acidos y de serina
entremezclados con regiones basicas, asi como sitios de fosforilacion (Shaw y Jordan,

1995).
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‘B23 (Numatrina, NO38, Nucleofosmina)

Es Ia fosfoprotema acida mas abundante en el nucléolo, esta muy conservada tiene 294

humanas,-es. una

y en el

Shaw - y Jordan 1995). Durante la mitosis se asocia con las
\reglones del orgamzador nucleolar de donde se condensa en los cuerpos prenucleolares

: (PNBS) y se fusiona con las regiones del organizador en telofase (Jiménez-Garcia, 1988).



Fibrilarina (B36, NOP1) ‘
Es una proteina de 321 residuos de ammoacxdos en secuenc:as humanas esta presente en la

mayoria de los eucariontes de manera mu y conservada s encuentra en el componente

fibrilar denso y en los centros ﬁbrllareS' par o cra' a dlrectamente en diferentes

pasos de la bmsmtesns nbosomal“ indirectamente:actuando’con omponentes necesarios

del orgamzador nucleolar metafaswos y en telofase ‘se dlstnbuy

prenuc]eolares (Jiménez-Garcia, 1988).

RNA Polimerasa I y UBF (upstream binding factor) ; :
La RNA polimerasa 1 es Gnica entre las polimerasas de eucariontes por transcrlblr sélo una
secuencia, la del rDNA' y es exclusivamente activa en el nucléolo. Es un complejo de

muchos pohpeptldos arrlba de ‘13 ‘en levaduras que parecen concentrarse en los centros

ﬁbrllares a51 com

n; el componente ﬁbnlar} denso' snendo que en metafase, en las

ntros - fibrilares, pero también sobre el

casein cmasa - II yf

Durante la m1t051s dich

otoras del rDNA (Shaw y Jordan, 1995).
actor se;concentra en las regiones del organizador nucleolar.

Puede actua tant’ o de anti-represor, seguramente al competir

con un»reptespnj.por:los»smos‘-promotorest(Shaw y Jordan, 1995),
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Proteinas nucleolares implicadas en el procesamiento del pre-rRNA y en el

ensamblaje ribosomal

Ribonucleasas
Endonucleasas B23, Rnasa P, Rnasa MRP, PR1, Rntlp -
Iexonucleasas Mtr3p, Ratlp, Rrp40p, Rrp42p, Rrp43p, Rrp44p/ DlS3p, .

Rrp46p, Rrp6p, Rrp4p, Xrnlp

Proteinas implicadas en el Fibrilarina, Gar2, Garlp, Imp3p, Imp4p, MpplOp, Nlp7p, o

procesamiento  del pre- Noplp, Nop2p, Nop4p (Nop77p), Nop5p, Nop8p, Nop56p, A

rRNA Nop58p, Nucleolma/ Nsrlp, p120, Rrp5Sp, snR10, Soflp E

Helicasas Dbp3p, Dbp4p, Dbp6p, Dbp7p, Dbp8p, Dbp9p, DbplOp,
Doblp, Drslp, Fa/lp, MakSp, Rrp3p, RHII/Gu Rokl1p,
Sbp4p, Senlp

Chaperonas Moleculares B23, Hsp70, Hsp72, Hsp32

Enzimas modificadoras Cbf5p, NAP57, Nop60Bp, Nopp140 -disquerina humana
del rRNA y proteinas

asociadas

Tomada: Olson M. O. J., Dundr M., Szbeni A. (2000). The nucleolus: an old factory with unc\pected
capabilitics. Review. Trends in Cell Biology 10: 4, p. 193.

“4Particulas relacionadas con el nucléolo

®#Funcién de los snoRNAs
En el nucléolo hay una gran cantidad de RNAs metabolicamente estables, de 60 a 300
nucleétidos de largo, llamados pequefios nucleolares de RNAs (snoRNAs), cuya asociacion

con proteinas forma a los pequenos nucleolares RNPs (snoRNPs) (Kiss, 2002). Los

snoRNAs se pueden dividi en ¢ os ' rupos basandose en las secuencias conservadas de sus

genes y en Ia for"" dob]an para adquirir su estructura secundaria definida. El
primer grupo esta formado por la caja C/D, cuyos miembros son principalmente guias de la
“sintesis post—transcnpcmnal de nucledtidos 2’-O-metilados en el rRNA. Por via de
interacciones entre pares de bases con el pre-TRNA, dirigiendo la metilacion de residuos de

ribosa de nucledtidos especificos del pre-rRNA. Unas pocas cajas C/D, estan también
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protemas snoRNPs utlhzan esta informacién estructural para seleccionar al correcto

X nucleotldo blancok ki
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Ademas, Kiss basandose en-otros autores, sugiere que las reacciones de metilacion y de
~ pseudouridinacion, - estan “catalizadas por las proteinas fibrilarina y disquerina/ Cbf5,

respectivamente.

#®Speckles

Son dominios enriquecidos en factores de “splicing” del pre-mRNA.. Se forman por la:

asociacion de snRNPs con los granulos intercromatinianos, partlculas densas que contlenen ot

“ha detectado

V'pollademlado p: a lo que ha p puestd 'como 1nd1cat1vo de que tiene

funcnon de exportamon de mensajeros al c1toplasma ,(Lamond Y. Earnshaw 1998) Pero
todavia queda por demostrar si son sitios de almacenamnento o tlenen una pammpacxon

actlva en la maduracion y transporte del mRNA.

#“Pequeiios cuerpos nucleares

Los cuerpos nucleares son estructuras mtranucleares esferlcas de 1 als um Dichos

cuerpos se encuentran tanto en células normales omo patologlcas siendo agrupados por

no a51 como en su distribucién de

Bouteille (1967), en 5 tipos basados en’ st “ta
2 _e‘i""el, al., 1997).

~componentes granu]ares y ﬁbrllares (G"n

A contmuacxon se menc:onan Ios cuerpos nucleares mas conocidos [Esquemas 10a y 10b].
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10a

Esquema 10a. Compartimentos nucleares vistos por microscopia de fluorescencia. En la micrografia (a)
se muestra en rojo a las “speckles”, en (b) ¢l nucléolo en verde, en (c) los cuerpos de Cajal en “verde” y el
nucléolo en rojo, en (d) los cuerpos PML en rojo y los cuerpos de Cajal en verde, en (e) se ven cromosomas
metafdsicos de raton, el 13 en azul, el 14 en rojo y el 15 en verde, en (f) se ven los territorios cromosomales
en interfase. Tomado de Dundr M. y Misteli T. (2001). Functional architecture in the cell nucleus. Review.
Biochem. J. 356, p. 298.

@®Cuerpos de Cajal
Son estructuras subnucleares que fueron originalmente llamadas cuerpos nucleares
accesorios o cuerpos espiralados y que estan frecuentemente asociados con la periferia
nucleolar, o incluso se pueden localizar dentro del nucléolo [Esquema 11] (Leung y
Lamond, 2002). Segun Leung y Lamond (2002), en su interior se pueden localizar proteinas
nucleolares como la fibrilarina, y la Noppl140, como también snoRNPs, una proteina
especifica de este cuerpo que es autoantigénica humana llamada p80 coilina, asi como
snRNPs de “splicing” y algunos factores de transcripcion, pero no se han visto pre-mRNA
nacientes ni otras proteinas de “splicing” ademas de los snRNPs, que cabe mencionar que

éstos ultimos son particulas recién ensambladas.
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Esquema 10b. Visualizacion de la cromatina y de los cuerpos nucleares. De (A)-(D) muestran el mismo
nticleo humano, cada una procesada diferente para mostrar estructuras particulares. La (E) es la superposicion
de las anteriores. En la (A) se localiza la fibrilarina (componente de muchos snoRNPs) que puede estar en los
cuerpos de Cajal (flechitas) o en el nucléolo. En (B) se observan camulos de granulos intercromatinianos o
“speckles” detectados por anticuerpos contra una proteina involucrada en el “splicing”. En (C) tifieron Ia
cromatina. En (D) localizaron la proteina coilina, perteneciente a los cuerpos de Cajal (flechitas). Tomado de
Alberts B, Jonson A., Lewis J., Raff M., Roberts K., Walter P. (2002). Molecular Biology of The Cell. 4a ed.

Garland Science. Nueva York. p. 331, modificado.
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Esquema 11. Estructuras
subnucleares. Un nicleo tipico de
vertebrado tiene varios cuerpos de
Cajal, donde se propone que los
snRNPs y los snoRNPs tienen sus
modificaciones finales. Los ctimulos
de  granulos  intercromatinianos
parecen almacenar a los snRNPs
maduros. El snRNP U6 requiere de
modificaciones quimicas por los
snoRNAs en el nucléolo. Los sitios
de transcripcion activa y de
“splicing” corresponden a las fibras
pericromatinianas. Tomado de
Alberts B, Jonson A., Lewis J., Raff
M., Roberts K., Walter P. (2002).
Molecular Biology of The Cell. 4a
ed. Garland Science. Nueva York.
p- 331, modificado.
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Los snRNAs que S'oniélxp rtado al

U5, en donde se aSbcian con'pr

varia en dlferentes tipos

amond y Earnshaw, 1998).

‘ Cuando la transcrlpmon y el “spllcmg son:bloqueados;los cu,e'rbybs' de Cajal se dispersan y

_los snRNPs se concentran en las fspeckles’

®Cuerpos PML
Estos cuerpos son dominids ! o“s"po'r una gran variedad de
nombres, como PODs (dommlos oncogenéticos:PML) cuerpos Kremer y ND10 (dominio

e nucleoplasma y en los nucleos de células

nuclear 10). Se encuentran: esparcidos

mamiferas tlplcaS puede 30 por cada niicleo con un tamafio de 0.2 a 1

um, dependlend >d p de cxclo celular en que se encuentren (Dundr y Misteli, 200])

'algunas veces trlpletes (Dundr y Misteli, 2001). Ultraestructuralmente asemejan anillos
! ,’densos que son posmvamente tefiidos con anti-PML, ademas de contener Sp 100, proteina

'retmoblastoma Rb, Daxx, etc. (Dundr y Misteli, 2001). Han sido implicados en procesos de
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diferenciacion terminal, regulacién transcripcional,” control del crecimiento, apoptosis y

cquorr!ugarﬁc:iré‘almacenaje nuclear (Dundr y Misteﬁ,‘ 2001).

@®Dominios OPT (Octl, PTF transcription)
Estos dominios tienen un diametro por arriba de 1.5 pm, su nimero es muy bajo y se
.. ensamblan durante G, para desaparecer en la fase S temprana. Sus dominios son
transcripcionalmente activos y se asocian preferencialmente con los cromosomas 6 y 7,
sugiriendo que su formacién estd relacionada con genes particulares de estos cromosomas,

pero su funcion se desconoce (Dundr y Misteli, 2001).

@Compartimiento Perinucleolar (PNC)
Es un dominio nuclear unico de forma irregular localizado en la superficie del nucléolo
[Esquema 12]. Consiste en muiltiples fibras electron-densas en donde se han detectado
varios snRNAs, transcritos por la RNA polimerasa 11l (Dundr y Misteli, 2001). La
presencia deRNA n’aCiénte y de factores de procesamiento de RNA, sugieren que juega un

papel en la transcnpclon y procesamiento del RNA. Durante la mitosis, el PNC se disocia

-en la profase Y. se reforma en la telofase tardia, cuando el nucléolo ya ha sido reensamblado
(Dundr y Mlstell, 2001). Es importante destacar que el PNC esta estrechamente relacionado

con la transformacién oncogénica.

“TESIS CON
FALLA CE ORIGEN

Esquema 12. Se ve el compartimento perinucleolar (en verde) en la periferia del nucléolo en rojo (marcada
la fibrilarina) y la lAmina nuclear en azul (marcada la lamina). Tomado de Huang S. (2000). Perinucleolar
structures. Review. Journal of Structural Biology 129, 234, modificada.
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“Produccién de Ribosomas
Segun Scheer y Hock (1999), los ribosomas requleren de aproxnmadamente 80 dlferentes‘

proteinas ribosomales que provienen del cxtoplasma y. se 1mponan al nucleo graCIas a las

importinas (carioferinas) beta, para luego*"

Para el caso de la t

fosfoprotemas (Lear

‘crec1mxento celular (Leary y Huang, 2001). La CKII tamblen fosforila a UBF para
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aumentar la transcnp llon en mterfase al promover la-

transcrlpcxon (TTF-I) reduc1endo

Modnﬁcacnones covalentes"
transcnpcnon del rDNA en:

produce por-su hlpermet'l

Huang, 200 1)

Tanto la proteina n:“ eti

Huang, 200 1)

~Porel contrarlo, la transcrnpcnon se estlmula por acetllacm de'los. factores‘ de transcnpcnon

dela pohmerasa 1, asi como por la sobreexpresion de vanas ‘tra

2001).

tllasas (Leary y Huang,

“4Modulacién de la funcién nucleolar )
Scheer y Hock (1999) sefialan que a través de la estimulacién de células de mamiferos, con
el factor de crecimiento epidérmico (EGF), la proteina “dedos de zin¢” ZPR1 migra del
citoplasma hacia el nticleo y se acumula en el nucléolo. Por otro lado, al inducir a apoptosis

por medlo de CD9s, la protema DEDD v1aja del citoplasma hacia el nucleo, en donde

parece detener la transcnpcxo“ del rDNA
1 Vlsmtm y Amon’(2000)'

encnonan que la proteina fosfatasa Cdcl4, cuya funcion es critica
m1tosns, es captada en el nucléolo y mantenida inactiva hasta
eviniendo la salida precoz de la mitosis. Indican que la proteina

‘de la proteina supresora de tumores p53', ue al ser captada
dela’p |4 yq p

'p53induce paro del ciclo celular en respucsta a daio cn ¢l DNA.
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. también en el npcleoib en respuesta a la o{ncopfdteiind'Myc permiten’que la pS3 qufe"deilib/rﬁe'

Regiones del organizador nucleolar

Leung y Lamond (2002) reiteran que a las unidades de transcnpcnon mu]tlple de rDNA

'aspartlco mlentras que para la segunda es un doml
-(Valdez y col., 1995). :

“Estructura del nucléolo _ .
La transcripcion de los genes ribosomales, los cuales éétéh’ r‘epetidos en grandes pedazos de
cromosomas, generan tres estructuras nu‘clec‘)laregf EI cdmponente fibrilar denso (DFC), el
componente granular (GC) y los centros _ﬁbriiafés (FC). Segin Olson y col. (2000), el

primero contiene RNA . prg-rvi,bc’)sgm‘a_lf,,r‘ecié'n sintetizado y proteinas, mientras que el

segundo esta compuesto de pyaft‘_i‘cdlas"pr‘e-ribosomales completas listas para exportarlas al

régio'nes'de fibrillas finas altamente empaquetadas, de un grosor

citoplasma. Los DFC:

de alrededor de’f3 a S»nmr (Stc':hwarzacher y Mosgoeller, 2000), electron densas y se pueden

localizar con 'antlcuerpos especificos contra factores de transcripcion y factores de
procesamlento del RNA pre-ribosomal incluyendo a la fibrilarina, un factor del complejo

U3 que;est‘a;mvolucrado en pasos tempranos del procesamiento pre-ribosomal (Huang,
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2002) EI GC cons1

un acuerdo

‘ “Multifuncionalidad del nucléolo : .
Es también un sitio de ensamblaje de varias maqumarlas nbonucleoprotelcas muchas de

las cuales estan involucradas en la sintesis de protemas (Dundr y: MlStell 2001). Entre ellas

se encuentra la particula de reconoclmlento de senal (SRP) Tres proteinas (SRP19, SRP68

y SRP72) de las sels SRP estan locallzad nucleolo lo que sugiere que el pre-

n-papel importante en la maduracion de algunos tRNA

Se ha'vi’s'toncju'én el

de levaduras, yafq ha‘n‘ encontrado endonucleasas requeridas para dichos procesos

prmcnpalmente en eI ucleolo (Dundr y Misteli, 2001). A su vez, el nucléolo interviene en
~ funciones regulatonas ya que las proteinas regulatorias HIV, conocidas como Tat y Rev, se

localizan ‘en el nucléolo, en donde Rev es capaz de recluir proteinas en su via de
' ekportacién, y debido a que Rev se une almRNA de HIV-1, facilita el transporte de RNAs

procesados y sin procesar al citoplasma, involucrando al nucléolo en la exportacion del
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mRNA- de HIV-l (Dundr ;yse mvolucra el ‘nucléolo en la

regulacnon de Ia protema supresora de tumores (p53) ‘yaique retiene el nucléolo a la

protema MDM2 para que no: sea exportada al c1toplasma para degradar a p53 (Dundr y
sttell 2001) ‘ v SIS
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Objetivos

El objetivo de este trabajo fue el estudio de la estructura nuclear periférica de trofozoitos
de Entamoeba histolytica usando procedimientos citoquimicos y de alta resolucion, para
conocer si esta estructura corresponde a elementos nucleolares dispuestos de manera atipica
con respecto a los nucléolos eucariontes filogenéticamente mas recientes.

Metodologia

Se utilizaron trofozoitos de E. histolytica de la cepa silvestre HM1: IMSS, cultivados en
medio Diamond TYI-S-33 y recolectados durante la fase de crecimiento logaritmico. Las
amibas fueron donadas por la Dra. Bibiana Chavez, del Departamento de Patologia
Experimental, del Centro de Investigacion y de Estudios Avanzados (Cinvestav) del IPN.

A partir de esa recoleccion en tubos de ensaye con tapa, se centrifugan formando un botén
de células, se elimina el medio de cultivo, se agrega el fijador y se resuspenden.

Se utilizaron dos fijaciones:

Glutaraldehido al 2.5 % :
; - Inclusiéon en Epon (resina epoxica) - ‘.7
" Postfijacion y primer contraste con tetraox1do
- Tincién con plata amoniacal (AgNOR) prevna
White (London Resin Whlte resma acr hca)

osmio e‘inclusién en Epén
‘la:deshidratacion, e inclusion en LR

Paraformaldehido al 4 % :
- Inclusién en LR White (resina’ acnhca)
- Inclusién en Lowicryl (resma acrlllca)

- Inclusion en parafina

Se utilizan tubos de ensaye o ependorfs de manera que en cada cambio de solucién, se
centrifugue primero para formar un botén de células, se elimine la mayor cantidad posible
del producto anterior sin modificar el boton, se agregue la siguiente solucion y se
resuspenda para que todas las células estén sometidas a las mismas condiciones.
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Fijacion con glitaraldehido al 2.5%

Inclusién en:

Epén

< Postfijacion y primer contraste
Tetraoxido de osmio-Epoén

Glutaraldehido 2.5 % -+ Amortiguador
PBS, durante hora y media a temperatura
ambiente

Glutaraldehido 2.5 % + Amortiguador
PBS, durante hora y media a temperatura
ambiente

3 lavados de 10 minutos cada uno, con
amortiguador PBS

3 lavados de 10 minutos cada uno, con |’
amortiguador PBS

Deshidratar con alcoho! (etanol) al 30%
2 cambios del0 minutos

Se agrega tetradxido de osmio 1 hora

Dos cambios de alcohol al 50% por 10
minutos cada uno

3 lavados de PBS de 10 minutos cada :
uno

Alcohol al 70%, dos cambios de 10
minutos

Deshidratar con alcohol (etanol) al 30% :
2 cambios del0 minutos, luego-al -50% |- -
dos cambios por 10 minutos cada uno - |-

Dos cambios de alcohol al 80% por 10
minutos cada uno ~

Alcohol al 70%, dos cambios de 10|

minutos, luego al 80% dos cambios por |- .=

10 minutos cada uno

Alcohol del 96% dos cambios de 10
minutos cada uno

Alcohol del 96% dos cambios de 10 s
minutos cada uno

Dos cambios de alcoho!l absoluto de 15
minutos cada uno

Dos cambios de alcohol absoluto de 15
minutos cada uno

Dos cambios de dxido de propileno de
15 minutos cada uno

Dos cambios de 6xido de proplleno de
15 minutos cada uno

Epon 1: 1 6xido de propileno, toda la
noche a temperatura ambiente

Epén 1: 1 6xido de propileno, toda la ;
noche a temperatura ambiente

Epén 2: 1 6xido de propileno una hora o
24 horas

Epon 2: 1 6xido de propileno una hora of »

24 horas

Incluir en bastidores con Epo6n o.en los
ependorfs mismos deshaciendo un poco

Incluir en bastidores con Epon o en los '

ependorfs mismos deshaciendo un-poco|

el boton, polimerizar por 3 dias a 60°C

el botdn, polimerizar por 3 dias a 60°C ¢~
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AgNOR-E 6n (Goodpasture y Bloom, 1975, en Spector y col
Glutaraldehido 2.5 % + Amortiguador |-

- : e I"mc:on anles de Ia deshla'i ataczon

PBS, durante hora y media a temperatura
ambiente.

Soluciéon A de Carnoy por 5 minutos

Rehidratar con alcohol al 70% por 10
min, después al 50% por 10 min, Agua
bidestilada por 10 min

Adicionar AgNOj;, calentar por 10
minutos entre 40 a 50 °C (a bafio Maria)
en placa caliente

Lavar con Agua bidestilada HELADA
10 veces

Revelar adicionando 4 gotas de NH4As,
mas 4 gotas de revelador (formaldehido

al 3% neutralizado con acetato de sodio, |

1997)

para luego bajar el pH entre 5-6 con »

acido foérmico), dejar 15 segundos;y R

lavar 10 veces con agua bldestlla a
helada.

Deshidratar como en el metodo d LR :

White a4° C

Alcohol absoluto 2 : 1| LR thte ‘po :
horas o toda la noche a 4°C - g

Alcohol absoluto 1 : 2 LR Whlte‘ ‘or 3
horas o toda la noche a 4°C :

3 cambios de LR White a 4° C 'pb una

hora cada uno

Polimerizar en cimara :de’ U
25°C en capsulas de gelatina
otros 2 a temperatura amblente

Inclusién en:
LR White

F I/acmn con Par afoz maldehldo a/ 4

Lowicryl

Paraformaldehido 4% + Amortlguador -

PBS, durante hora y cuarto a 4°C

Paraformaldehido 4% + Amortiguador
- PBS, durante una hora a 4°C

3 lavados de 10 minutos cada uno, con
amortiguador PBS a 4°C '

3 lavados de 5 minutos cada uno, con
amortiguador PBS a 4°C

Deshidratar con alcohol (etanol) al 30%
2 cambios de 15 minutos, luego 2
cambios de alcohol al 50% por 15 min
cada uno a 4°C

Alcohol (etanol) al 30% a 0°C por 30
minutos
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Dos cambios de alcohol al 70% de 15
min cada uno o de toda la noche a 4°C

- Alcohol al 50% a —20°C por 1 hora"_"

Un cambio al 80% por 30 min a 4°C

T Alcohol al 70% a —35°C toda Ia noche (o

una hora)

Un cambio de alcohol al 90% por una
horaa4 °C

- Alcohol al 90% a —-35°C por 1 hora e

3 cambios al 100% de 30 min cada uno a
4°C

- KM Lowicryl diluido 1:1 en alcohol S

absoluto, una hora a ~35°C

- KM diluido 2:1 en alcohol absoluto una et

Absoluto 2 : 1 de LR White por 3 horas o
toda la noche, a 4 °C hora a —35°C
Absoluto 1 : 2 LR White por 3 horas o|- 100% de K4M una horaa—35°C

toda la noche, a 4°C

3 cambios de LR White una hora cada
uno a 4°C

- 100% de KyM a -35°C toda la nophe

Polimerizar en capsulas de gelatina en
camara UV al congelador 2 dias y otros 2
a temperatura ambiente; o en capsulas de

Cambio de 100% de K4M en cépsdlas:de

gelatina y Polimerizar en camara de luz UV.[

a —35°C de 24 a 48 horas, seguido de otros 2

gelatina en estufa de 60°C una noche dias a temperatura ambiente.

Parafina
- Paraformaldehido 4% + Amortiguador PBS,
durante 2 horas a 4°C
- Enjuagar 10 min en PBS 3 veces
- Deshidratar con Alcoholes graduales hasta

llegar a 100%, durante 1 hora en ‘cada
soluci6n )
- Aclaramiento en xilol al 100% durante 1
hora .

- Inclusién en bloques de parafina

- Se hacen cortes de 3 um de espesor,
montados sobre portaobjetos tratados con
silano para asegurar su adherencia

- La desparafinacion se lleva a cabo a 60° C
durante 15 min, se escurre la parafina y se
deja S min en un bafio con xilol puro.

- La rehidratacion consiste en bafios de 5 min
de alcoholes graduales, de 100% a 50%,] -
terminando con 2 bafios de agua destilada

- Se enjuaga en amortiguador TRIS (0 01M,
pH 7.6) por 10 min

- Se tifie y se monta
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Metodologia post-inclusion en parafina realizada para la observacion en
microscopio dptico (fluorescente o campo claro)

" Tincién de DAPI (DNA)

, (en Spector y col. 1997)
Se prepara una solucion de 10 mg/ml de DAPI en agua bidestilada, para luego tomar 3
gotas y esparcirlas por el porta objetos con cortes desparafinados y rehidratados de la
amiba.
- Se enjuagan las células con PBS y se secan al aire
- Se agregan unas gotas de la solucion de DAPI
- Se drenan los portaobjetos verticalmente, se montan y se observan sin enjuagar.

Reaccion de Feulgen (DNA)
(en Pearse, 1968)

I.- Solucién de Schiff o Feulgen ‘

Disolver 1 g de fucsina basica en 200 ml de agua destilada caliente; se coloca al
fuego hasta ebullicion y se deja enfriar a 50°C, se filtra y se afiaden 20 ml de HCl 1'N.'Se
deja enfriar un poco mas y se afiade un gramo de metabisulfato de sodio, se guarda en un
lugar oscuro durante 48 horas. Debe tomar un color paja después se afiaden 0.5 g de carbon
vegetal (norita) se agita y se filtra hasta que quede completamente cristalina.
Almacenar en el refrigerador en frasco color ambar.,
I1.- Solucidn de Acido Clorhidrico 5 N
111.- Solucidn sulfurosa

Metabisulfito de sodio al 10% 6 ml
HCI 1IN oo 5ml
Agua destilada R 100 ml-

Procedimiento:

Desparafinar e hidratar hasta agua destllada
HCI 5 N a temperatura ambiente una hora
Lavar en agua destilada ,
Solucién de Schiff por una hora

Solucién sulfurosa 3 minutos, tres veces
Agua corriente 10 minutos

Deshidratar, aclarar y montar,

NOouwnALND -~

Azul de toluidina dicido para RNA

(Smetana, 1967)
El procedimiento de azul de toluidina alcohdlico acido para RNA, se realizo en cortes de
células desparafinadas y rehidratadas. La solucion consiste en azul de toluidina al 0.025%
en etanol al 10%, diluida 10 veces con una solucién de acido citrico 0.1 M y fosfato
disédico 0.2 M, amortiguada a pH 5-5.4.
- Se enjuagan las células con PBS y se secan al aire
- Seagregan unas gotas de la solucién de azul de toluidina alcohélico acido por 30 min
- Sedrenan los portaobjetos verticalmente y se observan sin enjuagar.
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Tincion de las regiones del organizador nucleolar (AgNOR)
(Goodpasture y Bloom,1975; en Spector y col. 1997).
Se utilizaron cortes montados en portaobjetos desparafinados e hidratados y se utilizo el
siguiente procedimiento:

- Solucién A de Carnoy por 5 minutos

- Rehidratar con alcohol al 70% por 10
min, después al 50% por 10 min, Agua
bidestilada por 10 min

- Adicionar AgNQO;,  proteger con
cubreobjetos y calentar las preparaciones
por 10 minutos entre 40 a 50 °C en placa
caliente

- Lavar con Agua bidestilada HELADA
10 veces '

- Revelar adicionando 4 gotas de NHAs, |: |
mas 4 gotas de revelador (formaldehido| .
al 3% neutralizado con acetato de sodio, |-
para luego bajar el pH entre 5-6 con :
dcido férmico), dejar 15 segundos y| ="
lavar 10 veces con agua bidestilada |-
helada. S

- Secar exceso de agua y montar

Metodologia post-inclusion realizada para la observacion en el micr o.scoplo elect/ omco de
lransmision :

Tincion para RNPs (EDTA)
(Bernhard, 1969)

Se realizaron cortes ultrafinos de bloques con LR White y se contrastaron con
- Acetato de Uranilo 5 min

- Enjuagues con piseta con agua desionizada por 1 min

- Etilendiamino-tetra-acético (EDTA) por 10 segundos

- Enjuagues con piseta con agua desionizada por 1 min

- Citrato de Plomo por minuto y medio

- Enjuagues con piseta con agua desionizada por 1 min

Tincién para DNA (PTA)
(Vazquez—Nin y col., 1973)

Se necesita ajustar el pH del acido fosfotiingstico (PTA), con HCl 0.1 N a pH 2, colocar la
rejilla con cortes ultrafinos en una gota de PTA. Dependiendo de si los cortes estan
incluidos en resinas acrilicas, la duracion sera de 30 minutos y después se enjuaga, o si son
-de resinas epoxicas, la duracion sera de 1 hora seguida de lavados con agua desionizada.
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Procedimiento con amina de osmio para DNA
(Cogliati y Gautier, 1973 modificada por Vazquez-Nin y col., 1995)

Las rejillas de oro con los cortes, se colocan en HCI 5N por 45 minutos, después se lavan
con agua desionizada, se dejan 2 horas (si se usan resinas acrilicas) en amina de osmio
protegidas de la luz -si se usan resinas epoxicas se recomienda dejarlas 3 horas-, y por
ultimo se enjuagan en agua desionizada.

Inmunolocalizaciones, anti-DNA
Se utilizaron rejillas de niquel con cortes ultrafinos de resinas acrilicas, en especnal,
lowicryl, y se continud de la siguiente manera: R

-Se flotan las rejillas en suero normal de cabra (INGS), diluido 1: 100 en'e amortlguadorufj o
PBS, por 3 minutos. Este paso constituye una pre-incubacion para el blo ios"
inespecificos. ,
-Se incuba toda la noche a 4° C; en una camara humeda ﬂotando cada rejilla‘en-una’'gota
de 20 pl del anticuerpo primario diluido 1:50 6 1:100, en' PBS-BSA (albumma ‘de. suero de;", .
bovino)-Tween. Se utiliz6é un antlcuerpo monoclonal desarrollado en ratén, el cual se une a. :
DNA, producido por la compaiiia Progenie, de Heidelberg Alemania. L
-Al otro dia se lava las rejillas con PBS-Tween con plseta

-Después se lavan con PBS por goteo.

-Se flotan 15 minutos en PBS. ' ,
-Se flotan 3 minutos en NGS diluido en PBS l: 100 :
-Se incuban 1 hora en camara humeda y.a te npe amblente en el segundo anticuerpo,
diluido 1:10 6 1:20 en PBS. El segundo anticuerpo es ‘un_-anti-ratén IgM asociado a
particulas de oro de 18 nm de diame ama Aurlon Wageningen, The
Netherland. ‘
-Lavados con PBS goteado lueg
nuevamente. il
-Se gotea agua bidestilada a
-Después de dejar seca
y citrato de plomo (durant

Jxllas en PBS 15 minutos y se gotean

se flotan 15 mmutos en agua bidestilada.
rastan con acetato de uranilo (durante 2 minutos)
iin)," para una tincion general muy suave,

S " Tincién general
De cortes ultrafmos soportados en rejlllas de cualquier tipo e incluidos en resinas acrilicas:
- Acetato de Uranilo 5 min-
- - Enjuagues con plseta con agua desionizada por 1 min
- Citrato de Plomo por minuto y medio
-.~ Enjuagues con piseta con agua desionizada por 1 min

De cortes ultrafinos soportados en rejillas de cualquier tipo e incluidos en resinas epdxicas:
-~. . Acetato de Uranilo 20 min
.-+ Enjuagues con piseta con agua desionizada por 1 min

- . Citrato de Plomo 10 min

- Enjuagues con piseta con agua desionizada por 1 min
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Resultados

Microscopia optica

Las metodologias de tincion de DNA, Feulgen y DAPI, confirmaron la presencia de DNA

en el nacleo y en el citoplasma con una reaccidon mas ligera, aunque no es posible

diferenciar su localizacion en regiones conspicuas (Fig. 1a, Fig. 1b).

Fig. la, Feulgen. Los
circulos rojos magenta
mas luminosos
corresponden a los
ntcleos y alrededor se
percibe difuso el
citoplasma. En los dos
sitios la reaccidn resulta
positiva para DNA. 40x

TEZIS CON

FALLA LE CRIGEN

Fig. 1b, DAPIL Se
distinguen los nicleos al
ser las estructuras mads
brillantes. El citoplasma
estd bien delimitado.
60x
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El procedimiento de azul de toluidina-evidencid una tincidén intensa en la periferia del
nacleo (Fig.le). Asi mismo, la tinciéon de plata impregné fuertemente zonas nucleares

periféricas, como también algunos grumos céntricos (Fig. 1d).

| Fig. 1c, Azul de toluidina.

! La zona mas tefiida (flecha)

| localizada en la periferia

i nuclear corresponde a RNA.
¢, citoplasma; n, nucleo. 60x,
recuadro 100x.

Fig. 1d, Tinciéon de plata ameoniacal. El color café
indica las regiones de material nucleolar en la periferia
y en motas céntricas. No se diferencia con claridad los
Iimites del nucleo (n) ni los limites de la membrana
plasmadtica porque es una prucba especifica para
material nucleolar. ¢, citoplasma. 60x, recuadros a
40x.

Microscopia electréonica de transmision
La tincion de acetato de uranilo y citrato de plomo muestra al trofozoito como una célula de
alrededor de 10 a 40 pm, amorfa, rica en vacuolas citoplasmicas y esférulas nucleares de
diferentes tamaiios (Fig. 2a). En la Fig. 2b se ve un acercamiento del nicleo, que
-generalmente es esférico, tiene material electron-denso y fibrogranular en la periferia,

mientras que el resto del nucleoplasma posee una menor densidad electronica.
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TELIS CON
FALLA DE ORIGEN

Fig. 2a, Micrografia clectrénica de transmisién. La célula es amorfa, con vacuolas de miiltiples
tamaiios en el citoplasma (c) y esférulas variables en el nucleo (n). El volumen nuclear ocupa
aproximadamente la décima parte del volumen total celular. No presenta organelos citoplasmicos

como mitocondrias, aparato de Golgi, ni reticulo endoplasmico. 10,800x.
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En la'Fig' '—20:"s'e adwérté‘ainéyor aumento una parte del micleo de la’ ﬁgura émtei‘ior' para

observar el matenal ﬁbrogranular mencionado en la vecmdad de la envoltura nuclear (Fig.

2b, Flg 20)

Fig. 2b

Fig. 2b, Micrografia clectronica de transmision. El
nicleo (n) es amorfo, con esférulas y material
fibrogranular en la  periferia  (flecha). El
nucleoplasma es uniforme y menos contrastado.
23,940x.

bl

o=

Xprove

Fig. 2¢c

transmisién. Acercamiento del material
electron-denso periférico (ﬂecha) en el niicleo
(n), mostrando su composicion fibrogranular.
¢, citoplasma. 69,300x.

]F 2c, Mlcrograf’a electronica de
|

TESIS CON
FALLA LE ORIGEN |
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VDNA “PTA” (Flg 3b) a51 ‘como el metodo de amina de osmio (Fig. 3c), muestran una

‘banda clar

DA ST e B ‘«z,q,'.“ M )

. . ;1. - >,
Fig. 3a i «.ﬁ » o
& Ltk B W 4 Lo

Fn;, 3b Tmclon para DNA (PTA). En el nicleo
(n), la periferia (flecha) es mas clara que el
nucleoplasma y la cromatina compacta esta
excluida de esa zona. Hay mayor presencia de
DNA hacia el interior nuclear (cabeza de flecha).
45, OOOx

Fig. 3a, Tinciéon para RNPs (EDTA) El ]
material contrastado en el nacleo (n)
corresponde a RNPs, ya que esta técnica quita
el contraste a la cromatina. El material
fibrogranular periférico (flecha) esta
compuesto de RNAyprolcmas 36,800x. |

TF.1S CON
FALLA LE ORIGEN 50




Por otro lado, se observaron fibras de cromatina laxa dispersas en el nucleoplasma (Fig. 3b;
Fig. 3c).

Fig. 3¢ w A

Fig. 3c, Tincion para DNA (amina de osmio). Se encuentra tefiido el endosoma (E),
estructura con forma de estrella que contiene la mayor parte del DNA nuclear. También
pueden verse motas de cromatina cerca de la periferia (flecha), pero no adosadas a la

envoltura nuclear (cabeza de flecha). 98,000x.

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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La mmunolocallzacxon ultraestructural para DNAf_conﬂrma a ausenci

materlal perlferlc (Fi

en esta zona; (Flg =4b).' Tambxen se destaca un cuerpo

(endosoma), el cual tiene extensxones de DNA (Fig. 4b) y e

en el c1toplasma (Fig. 4a).

Fig. 4a, Anti-DNA. Las particulas de oro
muestran la localizacion del DNA." El
citoplasma ( ¢ ) y el interior del niicleo (n)
se marcan abundantemente; El:-material
fibrogranular periférico (ﬂecha) presenta
escaso marcado. 60, 000x : :

c, n excepcnon de poco cu

de DNA en el'
d DNA locallzados

entral - en"forma de estrella

evxdente la\ presencia de DNA

[\t

P

Fig. 4b, Anti- DNA. El endosoma (E) presenta particulas de
oro, confirmando su componente de DNA (cabeza de flecha).
El marcaje aparenta distribuirse uniformemente por el
nucleoplasma. Existe una zona de agrupacién muy conspicua
(flecha) en la periferia del nicleo (n). 47,500x.

TESIS CON
FALLA LE ORIGEN
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Con la aphcacnon der la e amomacal para organizador nucleolar en
mlcroscopxa ‘electrénica, se contrastan estr cturas mtranucleares (Fig. 5a). Este material es

abundante'en a_ periferia nuclear formando un anillo granular con algunos cumulos

esfermdes denso (Flg‘ Sb) ademas de estar presente en algunas extensiones del endosoma
(Flg 5b Fxg" 5c) ‘

Fig. 5a, Tincién de plata amoniacal. La micrografia electréonica muestra un gran contraste

en la periferia del nticleo (n), y en zonas centrales bien definidas (flecha). 12,800x.

TESIS CON
FALLA DE ORGEN
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Fig.

unas

(cabeza de flecha). Hacia el interior
del nicleo se pueden ver tefiidas
algunas extensiones (flecha verde)
del endosoma (E). 26,750x.

amoniacal. En el nicleo (n) se
contrasta
uniformemente,

5b, Tincién de plata

la  periferia (flecha)
con excepcién de
motas muy electron-densas

TESIS CON
FALLA LE ORIGEN

]

- |

Fig. 5c. Tincion de plata
amoniacal. Se aprecian mejor
las extensiones del endosoma
(E) con material impregnado
con plata (flecha). La periferia

presenta mayor  contraste,
concentrindose en algunas
motas oscuras (cabeza de

flecha). 29,900x.
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Discusion

Enmtamoeba hw/olynca ha sido estudlada desde muchos puntos de v1star con objetlvos.

embargo se propone que en condiciones no desnaturalizantes es mas avido por el RNA que
por el DNA, que puede ser tefiido llevando a cabo un procedimiento de despurinaciéon

previo (Smetana, 1967).
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de cromatma co_’p 1 ura nuclear y la distribucion preferencnal del
DNA en una estructura central (endosoma),v han sido descritas varias veces (Albach y col.,
1977 Oroz" 98 Arguello y col,, 1992; Gémez Conde y col., 1998).

Los resultados obtemdos en este trabajo empleando métodos de microscopia electronica,

contrast preferencnal' de DNA (PTA), contraste especifico de DNA (amina de osmio) e

mmunolocallzacnones del DNA sugieren que en el nucleoplasma de k. histolytica existe

,cromatma laxa que puede condensarse en el centro del nucleo formando parte de una

estructura en forma de estrella llamada endosoma, de la cual salen extensiones que parecen
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: e]l‘(’)éf "habia
‘resaltar qu
g dodiﬁchci

: mlcrograf

descrxtos en la hteratura Como lo es el caso del tamarfio de los trofozoitos de la amiba

' Entamoeba hl.s'tolyt/ca, que miden aproximadamente de 10 a 40 pum de diametro (Martinez-
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Palomo 1989) dato que 'se’pudo corrobora con tinciones ‘generales como la‘de: cetato de

| nucleo-tiene esferu]as perlferlcas (Chevez y col 1972) que se

plensa que sucedefen ;1'/ Ichomonas vagmalzs organismo que presenta también un nucléolo

penfenco (Jlmenez-Garma y colaboradores datos no publicados).
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Conclusiones

Es claro que el trofozoito de Lntamoeba hlstolyllca no presenta un. nucleo]o esférico 'y

central, con componentes fibrilares densos componente granular ni centros ﬁbrllares Al

contrario, el nucléolo es perlfenco no esta _diferenciadi

‘en: los componentes antenores no:

identifican pentrqs >

explorar este aspectofde la"z rgamzaclon nuclear en amxbas
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