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Resumen 

Los protistas son considerados como ancestrales dentro del grupo. de Jos eucariontes y 

presentan características únicas que muchas veces .no son compartidas ni entre ellos 

mismos. Este es el caso de la amibaE htstó6'iic'a, í~ cual ha ~ido mt} estudiad~ por s~r la 
' • . - •' . , :e ' • ' . , ~ . , . ,. :·, ·'- .• '· ' . •' l - , ' • . . .,,_ -.•• - .. ' ·, ·. , " . : . ·. . . • 

responsable de la amibiasi!(htimariá. ;Nuti~t;~:ihterés·~~"~11~·s~ debfi1a ·~ue:és cOnsiderada 
: · · -~ :-. :': >i. :··::.':/.>__'._:,¡::Y:·~:;.::;;-.;:~·:·::~:: -:¿,.··~:t~'.~~~: .· ·;::·(·~-~;:; ;'.2·;'.i':;':.~ ¡>~·~,: .. ,.??\r:~:'.~-'~- .,::.~- \·;-~:,-)~:.:~ :-<~~¡'.~.:,~: :-\::::· ·, ·-_ · > 

como . ancestral. y hastá •. ahorá'ino :'..set habíá;hechoi\fo i'estudiofen:~ donde~:se'de1:ectara. y se 
. _ . -:~-;~:·:·::·, --::· ) .. ;:-~::.· :(~:'.'. +;i~. ,-.:;\ ~~ ~:~~;} ¡::: ::~_:0~~:~:~: ·}~~~~~--:--:'.;~_,: j_~r\~~~-~:-../ ,Yn~.:;q:kr:i~,~-~~~~~~:~<'.~1f >~~:4~-~f-~W:¿:,~\:::~~--~=',: ·.- '-~_;'.· ::~.--, = -

describiera espeeíficiarriente''suitnúCléoló;;;pór::;10'.ia0teriórNel i)Objetivo'ae. esté trabajo fue 
:: >- .. ~,.~ ,(· '.\'~, ~-;~\{:){- :;·: \-/~~:;_-.' ">~~·:;_;·\-~\~~\<:;-~;. \)\~;::_'+c:~~?:;~:~-?,f I.i?/1'.f~~;?:·H($,,_~·'.·:§~7J-f:;Vr~\ffe.f:!;~~}-.;~(~.~:_~~f;~:>,~;;=~}{_~1~;:·'.:; '~~:¡\:;:~·;;:;¡}~··: ~ ';'.. :_·--. -~: ·. 

estudiár · la estructura; nucleár .. periférica:;· üsá@ofprO,~edifuieJitQ's '. c!~_Oé)4íin icos, para conocer 
-. -- _:·. ____ c. ;. '.'.:.:· .. : -;_;~ :·'.-~,:-:: -='t~ ·,:~:~-~ · ·-r-~'-:? ~-:r.--~'f.7:\:.;; ;t~.\: :-;~ .. ~~?-- ·}:~~~':f~:p:,,i¡~;;-:~~z~;:~'.~1~;/\~r¿lfi-~";;:~'1;u,~:;.~t:f:~t;:·:~~~s::~¡lf~'.;~~-:>/~' ._·_; ·.· -:. __ :: -- '. 

si este·. material c~rresp§nde'., a'~de111erifos,·ñucle6'.arés;'c~Coinbü;e ;sugiere .desde 1977, pues 

=~: :::::::1t:::f f ~~Th~~c~~1i\~1ig~!~~~~i~~i:~J''~én~mente dentm •del 
Se prepararon trofozoítas· .. de''E) histoljiiicét,f para"su ~ ob'ser\iaCión.'enmicroscopíá. óptica y 

~-- ---.:.~: ... ~·'; ;:_:/~.":~.;~~'.:ft::_;·::\~:\c~:::¡X/:~:;~~·;'1.~\~?:.~?~·~,;~.;":'.·.~}i,\'.~t~·:'f~~~.f>::.:·~;:i.~:~~·-::.:~.:W~'.:~'. .,::~<;?·~?-:~·:·: ,-~ '"~ · .··~. · - · ~. ,- · 
electrónica. Para el pí-im'er éaso seJhiCieron tinéiones''.conazul)le 'foluidina ácida para teñir 

-- ·:.'. ! . -.:. ·::}.·:·~·;.~-~: ·;·_,:~:\'.,;·1;:~·f".~':if.;~~·,.tS.i:-~:;/:..~~~{ ... ~:-D-!?.~t~~:~f'..~:~~:.:·-~~/:1!1'·:~_ -~;;'.K';;);~~\':: ;~:-; :·>t '::' : ... , . _ -. . 
RNA, Feulgen y DAPI:para'.focáliZariDl~·Jf\;'!~;yi'tinCión'de' plata (Goodpasture y Bloom, 

· · · ·:· : . : · '. ::::·:·.; -/{'.·'.:.~/ i~:?;·.;;;;~ Y~'.:r~ :·t:,~~v;~:~;;~,+f1::~?0;~:~t~:~:::r:>v":~n.~"+~· 4 .. t::.::: '.? .- . , · . . 
1975) para mostrar lasregiones"'de)!6rgánizador~ni.icle61ar: En el segundo caso se siguió la 

. . . ~ .. ;.:· . : : ;~ ... ·, :':" ~ \~,::_.~ ·:?::'.~~-~\·. ~~\'.~~:\?:{.~.\~<~?~:~~'.·~~~~~ :~ :':~ .. ~~~i· ?:J~\)·._· '~·( .. . : .. -... : : 
técnica de Bernhard (1969) ;pára ~isúaHZar:ribonücleoprnteínas (RNPs), el procedimiento 

de Vázquez-Nin y c~1,.{19z?,]~;i/~~~f¡~\j~r'.\g~U~L~!r{I1913; modificada por Vázquez Nin y 

colaboradores, 1995), pára{pNA;·i,'tinció'n'"di:{ plata (Goodpasture y Bloom, 1975) para 

:~::~::o:•:,c:~;~;~:~U~i~~~i~;~f;~~:f Í=~~:~:o:: d:::m:::'" DNA con 
Al interior del núcle~.·d~·i.'J#i;(ó@j¡~~:; se observa una tinción homogénea con colorantes 

para DNA y una tin~ic{~ "~~Elf~~~,6.~i'\ntensa con colorantes para RNA e impregnación 

argéntica para organiz~dó;}jhJbJ~cilár. Ultraestructuralmente se observó una región 

fibrogranular tambíék~:~tif-~W;;i·que fu~ positiva para ribonucleoproteínas y para la tinción 

de plata, peronegativ~:~~i~:~~A, ~on excepción de pequeños grumos. 

Los resultados e~~pu~~t¿~,:i~~Min .~~e el material intranuclear periférico de E. histolytica 
corresponde ~?~)~·~,~:~~~~··~l1"~J~olares, lo que sugiere que el nucléolo se originó en 

,,.' "-,: .:::.; ... -.,,,,, .. : ... ··::-'. 

eucariontes co1no'Ü~ 6ürn·p~rtimiento relacionado con la periferia nuclear. 
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l n troducción 

~~ Amiba, Entamoehll /1i~'tolytica 

E11tamoeba histolytica es el protozoario causante de la. amibiasis en humanos, pertenece al 

Phylum Sarcomastigophora (Báez-Camargo y col., 1997).Es un organismo aparentemente 

sencillo cuyo fenotipo corresponde al de un eucarionfoprimitivo [Esquema 1] (Edlind y 
-.--~-'-~ __ ; 

col., 1996; Martínez.:'.Palomo,. 1989). Carec~,de c:irganeJos:como el retículo endoplásmico, 
" . -. ' . . • <::.;· . ' . ~ ·. ' . . . " . , . ' - . , . ·.. . . '- '.•. .'._ . - ."' 6 · .. ::: _,, ' . - ." , - • - : 

aparato de. Goigi '.y ;~ito6ondrias ~a¿ínez'-Pal.omo;'I989).'N'ormálmente presenta un solo 

núcleo. c.~)'ª .~eT!J.r~R~~~? .• ~~ .•. it~e~r~~.;~~~~Dt~}.~'.\0.!.t~f[~¿~~fil.;~~r.'.,rh~.f,1·~.·;},.~1.~). ,Estructuras 
semejantes '.a -cfomosoínas\: hai{. sido! vistas '•po'r ;¡i:liferentes\áüióres;., al; respecto ' existe 

::::::::~ ;; 0~~·;;~::~~F~;i)~~~~~W~~if~f t~ii~f [~1~IfM~~:º: 
electroforesis en gel. de pÚlso de éainpo(PF:GE) 9sciJa~e11'n.ú'mero'1e~iréJ~'ycl §'.croinosomas 

(Or~~co y e.al., 19,88; Valdes. ;:co1'.·.···~~9:~t~~~;J1~¡~/~~~~rYwÑ~'f¡f,,iI~~~~fü·.~~f.1~"1~97)'. El 
paras1to curiosamente presenta·· DN.A circular• en\eUc1toplasma;·;·en 1una; estructura. llamada 

· . _- · :· ·. :_:: ·:· ... ~-· ~:, ·'.::··-~,~':';'.:/:-~~;.~-;;~, ,_·1~?~f~~}j;~~:g.,;,.; :,¿;~::'~.i'~~~'.<.':~f:{:::,..~}f:}J::~:¡!t-1.~~(~'.';~:·;:.>-·r;- .. ,. ... · 
EhkO (E. histolytica cytoplasmic DNAé:arrying;structiire);Jaicii'ahfue:'descrita por el grupo 

. . - . ' . . ·\~."~··. -.'."¡, '.:;:~- 1· 1:~~::.-. :~;~~;'.~:_:~ :1.:~Dt:~-/I.~~~.:,;r_~S:·:::"<~~i:.y:~,{~·~6.:"r;i~~{'.\ ~?,'.\; :<;.~::;·'- .. ':· 
de Báez-Camargo y col. en 1997.: ;F'lorés.y/cólá,ociradores)(I5>n);:"obsérvaron que en el 

• · •. · · · ·. \ . ' • :"', >'.• ,';~;:, 'f'.::-.J;i.'''·:\'iv~:::j:·:~:,::'03.t,,,:;J·,· e': ::.:, ,, 
núcleo puede presentarse 1noléculas de DNAilineaJ;,'en~'cfrculós'conbatenados y enroscados, 

·. . : .- . -.:' ~: _ _ .- . -... _ .. · ;_,: \_· ~~- :,./ ;._~'..;.~{'. ··:'"'.'?;~, :;«r·~\~:'.~---~:~~~(-,:~:~\1:~'?''""~/t;~:.;:·.:::('}~V~·¡_:,:s·;_;.::~:i ·;,_~-- _ ;;::_:· 
todo mezclado:en el riucleoplásin~(:Ademá~'.'se~'eh~onffó'qúe el tamaño de las moléculas 

:-· ,__. __ --- · ·. ~_.;_-::. ·-· '.-:;,~.-~: .:_ :.- '~. ·,.· -, : }, ~~. '.·j{·~·.: :.::·:~.;~-"--,~._,;·:-~1 ·¿:-7rttf~~-?J3· ;::-;\~\~:_._~2!:t?·::':.'.i<f;~~::,~~~:::¡r,::}:->.~~~ ·\:;: .. ~.' ::. ~~ 
circulares. de DNA varía;~.iriclúyeria&aC episom1:i;'db6sofüaCae- 25 kb, el cual está presente 

· ; · . · ·º~:_-:': -?.:.'<;-:·,_;· !¡~.::·-~-,~ '~'.~~-:-:r::~::· !·}~·:;~~~!1:~~~ '.·):~'.~:·~~~ ... :~~~~-'.:.:;t~~~{·}::·,.;:., ... ~~ ~~:·~-~;tf:,~i::n~~,f~f;: ·;:··: ~-?:. :;· ·. ', '.'.<: 

en mas de200 cop1~s,(L1outas1y;c~l.;+1.9~5;d)har,y;col., 1995; Flores et al. , 1997). La 

arquit·~.~tur~'1n6.1~~91;f ,~~,(~~~?-~;~i.~.~i~-i~1;~~~-~~Ii:~f~I. d~ otros eucariontes. Las secuencias 
de rDNA, empfozan:coÍ1',un;éspaCiado1<;fra:iúic'rito.'externo de alrededor de 522 nucleótidos, 

·. · --· "_.: _..-, '! ·:' . ",:>.-~~'·::::o: ;><;-l\",:~.~··,i::;;;;."t~:o·,-":,::~::';Yi.·\~.~:~·:·i ;;:·~ .. ~'.::~;~X/';:'..';>>:".~>;.;-.-:-.:º.·., ·. 
seguido por el r!U;1A,18S ~e'I9(~'hucJeótidos,"ehRNA 5.SS de 149 nucleótidos y el 28S 

::~:~=:,:: r~~tr~r\~l~~~\~li~~~:::::~~'.:.::~::::::::::;~::~::~: 
y del DNA d~r~nte:la)nterfase ocurre cerca de la membrana nuclear y que el DNA tiene 

una· distrlbu~ió~'.Jie'r¿~~~b,ial, en las cercanías del endosoma (estructura central electrón

densá). ESt~s"-g~s;~~~~¡g;rie~ • h~n sido apoyadas por otros autores (Orozco y col., 1988; 

Argüello y b~l.~;)992; Gómez-Conde y col., 1998), pero Albach et al. ( 1977) propusieron 

que el RNA(~~rlfé~ico podría corresponder al rRNA Por otro lado, Huber et al. en 1989 
".f:;' 
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,, 

proponen que ~1 riNAcril1<l~~~~do en'1á. periferia; po'dría cbrresporide~ á.1 ri:iN-Krormado 
. . -·)·o:· ;.'.' ' ( . ·1::-·· '· ; ~,,·. :,~·_' •. <>:·-' 

:::::::f ;~~~~~~f ~~~~~~Z~í~~~i,~~~;i~~¡~ltrt,~~.~:~:~·d 
Se· entiende· t~davü(,poco·del delo celular reg~latorio'::"y";lá'tra'nsducCi.ón·. de•.señales en 

~::;:::tf (!~~1~~~¡~:}~1=~[,~~¡~Jl~!iil~!~l~~i~l!~c::;o:t:n:::::~ 
de cisteíná, ·han; sidc{estúdiádos 'en diversas· "oc'asiOrie!((Ra'mos i coL, 2002), Sin embargo, 

.- . ''-•- ,_ - .. · -' '·.'' ' . ' -· ....... - .. - - .... -. -·" ,., ·:·;.-. - ·":'!" . . ,_. - .. ·>.: ... "·-·· ' ': 

es dificil canbcer 1~':fi!il~ión dé una )J~ot~in~>·¡,aJS:l'~t~~é~esis, sin un sistema genético 

reversible (R~¡,:}()s y cÓL; 2002). ', 
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·. -~'::::~:;,"~~r~~~~1*~~ 
, · :/;~~¡~~¡::;;Lt~Ii 

~J~·~?~·~~:·>~ / ;I ~' ' • • I • •: ~~ 
'"i• ' 
, ·~ ' . 

)j\~;'_"; .: ''.' : ._ ·- : ' 

Esquema 1. Árbol filogenético universal establecido a partir de la secuenciación de rRNA. Tomado de 

Brock, Madiagn M. T., Maninko J. M., Parker J. (1998). Biología de los Microorganismos. 8a edición. 

Prentice-Hall. Madrid. p. 623, modificado. 

Espaciado 
transcrito 

externo 

18S 5.8S 

1 
\f 

Espaciadores 
transcritos internos 

28S 

Esquema 2. rDNA de E. l1isto(~·tic:11. La unidad de transcripción comienza con un espaciador transcrito 

externo de alrededor de 522 nucleótidos, seguido por el rRNA 188 de 1946 nucleótidos, el rRNA 5.8S de 149 

nucleótidos y el 288 de cerca de 3466. Estos segmentos están separados por dos espaciadores transcritos 

internos de aproximadamente 124 nucleótidos cada uno. Esquema basado en los al1fculos de 8ehgal y col., 

1994 y Dhar y col., 1996. 

1 iESlS CON -1 
FALLA D'E OIUGEN _J 
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.,+Ancestría amibiana 

En la publicación de Jiménez-García y colabo,~ad?~es de 1989, se llevó a cabo una 

comparación de estructuras nucleares entre plantas, hongos, animales y protistas. Los 

resultados obtenidos indican que existe una grari semejanza morfológica de las partkulas 

ribonucleoproteicas y del arreglo de la cfomatina, entre los animales, plantas,;hon'gos y 
: .. - - '-• .. ·~- ' ' - . . ' .-. ,,•_,\>•·e··· , ·; 

algunas clases de protistas, sugirierydoj1nf1'anC:~stría común. Pero en el caso d~LPhylÜm 

)'.: ~ : ' ' ''". -... 

En un .estudio'; realizado''.°séibré'. análisis· 'filo'genétic'óWdé;tp·rofozO'ariós~:amitoé:ondriales; 
--'.::·. ~:.:·:~.;_::.-: n~:.-:,~-: ·-·.:.::-}·-:·:{~_; ~-. '. ., -~-~- -,. · ,·:-:: __ . ;· -·. -. ;:~-, '· ._ :~ :;.,,~ ~- .. ~;,:~;i'.,"~-~f::~: --~;'l!t:t1:~~j;tt%·~~;~~2l{'.ft:,i~f ~{-~~j¿~:~_r:~};:g:.~~~~~;-~~~~:.~~ :~~~~~~~~-~~~~~~~~~~:·:.~:t::::~~:~-: .. iF~'> ·-~~, 

comparando-.secuenctas·:de j3-tubul1na·. por mefodós'.•deipars1moma:•y,{de:•inatrtz'.Cle;·d1stáncta, 
·_ .- _ :;~-~··_/:~- )::::.·::_; :~-":;>: -· .: '. ·.·_. . '. · _· :: >-: .:'.\~~'.< ·::.-~~'.}_,::\!J,;~\~\ t'\~1·:~i~·-1H$}:.~-~~~ttr:~:~:;;,~f~jf\f''.:f::;:}~~~~;~);i\'..~\~¿:·!.;y~:~;;:?V:;::::~: ···:~··~~·,. :· 

se tuvieron. resúltados diferentes a. los. que.• se 'obtiéne"f1, corríparando\secúericias de rRNA .. · 

(Edlind y···~~1:.,~1?9~?' Lo s~rprendente·fi1,.:A~~:%~th~~~~tf~Í'r~~~'.~\~.:A~~~,~~~rtf~i~~Ht~~{'~~~i1 . 
evolutivo; siendo que. por métodos· de (rRNA,'i'sori'.;pfofozoádc)s~de.:Jcis'/gériero~s'.!Giéu:dia)y . 

::::~~:w::,lJtq~:c:::,~,:::~:~¡~~\~ll~J~~~~:~~~i~i W~i~~t;f~'~]~: 
no es nec:sari.aen esta' a111ib~'P,a'ia'.hi· fürmác.i6n'.deJr'cito~squeletO pero sí para· Ja división 

::c::~~f J~!S~~~~J~[f Ng~f {~~~~~~:.:~:~:;~~:::::;::b:~::,:~::~~ 
,·.-. 

ancestro ··de E. histolytica adqufriera sus microtúbulos y proteínas asociadas 

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

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

. ,,~Estructura microscópica del trofozoíto 

En el libro de Amibiasis, Martínez Palomo (1989) describe la forma de las amibas de 

trofozoítos de cepas patógenas, por medio del microscopio electrónico de barrido, como 

pleomórficas, 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 
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contra,;o, 'ª' cé!~la~';i,•~onctim tien~~. a ~·' e.r•:o1a~1 •. ~. """'~'"""~· uro;des y 
lobopodios .. La zona.:q.ue. p~rti,ci.pa en 1a·.adhe;ió.n .. y.~n~·1ª•.~itólisis;irl1~1lciC>nadi.cho ~utor, es 

m1croscop1a opt1ca y electromca de trans.m1s1onse observa que los quistes presentan de uno. 

a cuatro núcleos, dependiendo el estado d~ ;i;aclÜ;~6iÓh, ~~erpos cromicJial~s ~randes en ~I 
citoplasma y una pared de 125 a 150 nm de grdsór,~olllpuest~ por elem~ntos fibrilares de 2 

a 3 nm de diámetro, que forman una red de varias capas co~céntri~as {Chávei: y col., 1978). 

•Sistema vacuolar 

Se han identificado varios tipos de vacuolas citoplásmicas en trofozoítos de amiba. 

Martínez Palomo las define como: vaciiotas<·fagocíticas, de macropinocitosis, de . ,,: . 

micropinocitosis, lisosomas primarifs,, Iis()sClinas secundarios, cuerpos residuales y 

vacuolas autofágicas. Obseryó ademá~ qÚ~,l~s·llsb~bmas no tienen enzimas solubles como 

muchos eucariontes compl~jos, si~Ó .i~~ei~al¿~·a:Ia,membrana. La mayoría de las vacuo las 

son redon.das:eJ::c6rie'~i·irJJs±ir~:~le~·2yJ~p~{u~::di~metro. variable de entre 0.5 a 9 µm. 

Pueden c~nt~~e·;~\¡;¡~Ül:~~tbs .·de , afm'ldÓh·c~ , ~e b~cte~ias si las células provienen de un 

cultivo. mixto, pero si son de heces disentéricas, se ven restos de eritrocitos {Martínez 

Palomo, 1989). 

•Otros componentes citoplásmicos 

A los ribosomas se les puede ver en cúmulos helicoidales, como bien dice Martínez 

Palomo, de unos 300 nm de longitud y 40 nm de diámetro, formando los llamados "cuerpos 

cromidiales", que son inclusiones cristalinas visibles al microscopio de campo claro, 

presentes tanto en trofozoítos en reposo como en quistes. 

La observación por medio de microscopía electrónica de transmisión, revela la presencia de 

virus filamentosos y poliédricos en el citoplasma de los trofozoítos, así como también 

inclusiones de naturaleza desconocida, como cuerpos cilíndricos de hasta 250 nm de largo y 
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90 nm de diámetro. La membrana plasmática tiene alrededor de 1 O nm de espesor y una 

delgada cu~ierta celular de donde se liberan posibles antígenos solubles (Martínez Palomo, 

1989). 

''*-Ciclo de vida 

Los trofozoítos .se mult.iplican por fisión binaria produciendo dos células uninucleadas, que bajo 

condiciones aún desconocidas pueden enquistarse. En cada quiste ocurren dos divisiones nucleares 

sucesivas, dando lugar a quistes tetranucleados. Durante el desenquistamiento, de cada quiste surge 

una sola amiba metaquística tetranucleada, que después de una división produce ocho trofozoítos 

uninucleados [Esquema 2.1] (Martínez Palomo, 1989). 
División División División División 

G:)~G~~~ 

C'\( .. ,... ..::-~ ... ®º8 ®~ Trola~ · G:) ~G~~~ ~ o 
unlnuclHllD División 

~
O O O Amlmme1111ulsUca 

lllrlmJCIHdll 

~ 00 ºº 
TrDIDmllos 

unlnUCIHdDS 

Esquema 2. l. Ciclo de. vida de E. /1isto{vtict1, basado en el libro: Martíncz-Palomo A. (1989). Amibiasis. 
Médica Panamericana. México. p. 206. 

•ciclo mitótico (descrito por Salís y Barrios en 1991) 

En la profase, se lleva a cabo la condensaciÓl1.d~l:1naterial cromático de lá periferia del núcleo, 

aparecen los microtúbulos (MTs) en un arregl¿·yc1ihr~niclCJ~ h un cuerpo central, el cual pudiera ser 

el centro organizador de microtúbuios ·~~I2fi:.J;''.[;~·:'é;i::,;· .·.:· .· ' 
En metafase, el material cromáticoXcond~~~ii,cló; es llevado al .centro del núcleo por los 

- :.-<<:~;,'·.:~y·:\:.:<'~::::·~,·.«·{< 

microtúbulos, .. ··.· ; O' .... · v · ... · . . > 

En anafase, l~·~u~l.sc.di~,¡~~,'~k·J\. y;{~f\o~.'~rC>iriosomas son llevados a los polos por el huso 
·~;-:.;,~·, :':;~·-:c,- .. :,-~·-.;.,_~.;.:~_:1,, .i.:;. ,,: 

111itótico. . ,.y ·. ,. .;1: •.''•J.· .. ,r 
Durante la teloÍ.'lse; se pfe~~~~fr: ~ri~ib~iriesis y la descondensación del material genético. 

~.;:J!j :.d$~~0 . "''" ';.~. :::/ ·'"_,_,¿:_, 

La mitosis de E histol~tf~~\.~i!i~1~t1tiJ~d~'..como "cerrada", ya que la envoltura nuclear permanece 

durante todo el evenfd~d~·,~J~i~l~R;::.~cl~más es del tipo pleuromitosis, en donde el huso mitótico es 

bilateral en cuill~ul~;~tfp"i(~iÍfófÍc~'.M'~cl~os protozoarios relacionados con la amiba, como el caso 

de Acanthaínoi!Í/a,:'ifd~f/n~h~/f~.·~,:.N'G~~leria, llevan a cabo una ortomitosis abierta o cerrada 
. . - -;.,' -.-_.·:· .. ~ ,., ;".')-'J ·::> ·-·- -!'!~-· - -"> . 

[Esquema 3], prcisentÜriCic)Jn huso'mÍtótico siempre axial (Solís y Barrios, 1991). 
· .. _, .. , ~:·\;". ":F:_-:· :.~·/.'· . , 
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MITOSIS CERRADA 

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 mitótico. 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.e/ 

.,¡¡.Gcnómica 

El genoma de Entamueba histulytica se caracteriza por el b~jo contenido de secuencias 

intrónicas. A partir de la pequeña lista de genes reportados que contienen intrones, se ha 

especulado que no más 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 tamaño pequeño, se 

ha sugerido que sus secuencias codificantes están densamente empaquetadas (Bhattacharya 

y col., 2000). Gracias al análisis de la organización genómica de algunos genes ligados, se 

vio que los· genes son transcritos en la misma dirección y presentan cortas regiones 

intergénicas, de 0.4 a 2.3 kb (Ramos y col., 2002). Además, se ha observado que los 

transcritos de dos genes ligados se sobrelapan con una cercanía 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 posición, que 

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

TESIS CON 
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Ramos y col,··· (200~) "·deiiluest~an~'qlle; gen~s est~Ú~~r~Jes -~ 'd~ .. ¿lt~;·¡ekpresiÓn están 

empaq~et~~o~,.~~º~~~~d-~~·~~fl!~~C:i()~~~}te)~.~~~.~~!b,o~s~~h~pbsefya.~a·en~C>trns parásitos. 

Además, las secuenciás codificadas en este arreglo genómicó sbn proteínas involucradas en 

funciones. mJy co~servadas y eri. pr~cé~b·~~.,~~1~iir~s. presentando ' sistemas reguladores 

equivalentes á los que se encuentran en eucari.ontes superiores . 

. «ilkMefabolismo 

Los trofozoítos de la amiba son aerobiOs facultativos, es decir que son capaces de consumir 

oxígeno. a pesar de carecer de . mitocond;ias· y pueden crecer en un ambiente con una 

concentración de hasta 5% de 6~:Íg~~o. 1Ú inte~tino . grueso tiene. un~ baja tensión de 

oxígeno,· pero al ._inv~dir, órg~nos:'~ÓliclCJs c6n;Únao~igen~ciÓ:nabundartte,.·es fundamental 

~;::;.•n ca pace• de.~e:~;;~~f !~¡:~,1:Í~~~~~~~~ii~&t~!~i~~e~6 (Martinez PWomo, 
Su principal fuente de,e'nérgía'sótvlos:·carbohié:lratOsi:f."peró el.catabC>lismo de la glucosa es 

:::·::;:,:~:"::~fg~¡~¡¡~jf ltf f Jj¡!~!~~~~f ;~~iT~;;º"~:;::,:º·::::· 
La glucosa es degradada: a p1ruv·ato'pof'.;mef11c:í'd.e)av1a Embden~Meyerhof El lactato no es 

~- · · ·;; ··:(>:·= ·:·,'..¿::_:.':: ,~·:·i~. "·:;~~~·~.f~~ ::,\:~:;~ ·.~~~:} r?<: ~;,:;· .~: ~.r"1~'.~~--::~;:1:.·~: ·~ ~~.~~(r~~·~.~ ~~1{;/ ~~:li~·'..::. ~- ... :?~· ::ti ,; <·· ·. 
un producto. terminal'y,no parecén¡tener,lá 'ériziipa;Jactáto deshidrogenasa. El pirofosfato 

~~j~~Ii·'~~f lf !jf iif iiJ}{~l~f f ~~;~~i:.1~J::::: :::::::~ 
~-- . ' ... "~ .. · ,, .. ::,; '. 

molecular a través de acarreadores sucesivos, como flavinas y hierro, puesto que carecen de 

catalasas, peroxidasas u otras enzimas que contengan grupos hemo (Martínez Palomo, 

1989), 

'JikComposición de membranas 

Martínez Palomo explica que en general es distinta la composición lipídica de las 

membranas de estas amibas, ya que predominan los lípidos que contienen etanolamina 

sobre los que contienen colina. Se encuentra un fosfolípido poco usual llamado ceramida 

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

vesículas internas, l¿s nivel~s de fosfatidilcolina son menofes y mayore.s en la CAEP, a 

diferencia con Ja· membrana· plasmática; Por otro lado, se_ éncu~~~ra~- C:~~b'o~i~Eato!' e_n. Ja . 

membranacplasmátic~, tales como resid~os de glucosa y mariosa, y i2 ~é~~iclos-~ri~cipales 
que corresponden a glucoproteínas (Martínez Palomo, 1989)'. 

4·•Motilidad 
--

Los trofozoítos qüe se encuentran a una temperatura álredeclor de j7o C muestran gran 

actividad, moviéndos.e·.·.•.en_ ...• u_na·sola·._direcció.'1···.si~ ·•C¡u.e;! •• ~~;distinga •:•~¡ .-.ectoplasma ni· el 

endop1asm~, ~X~J.¿ci~-~~~~--~~L?;~¿~+,,r,~fr:s~-~l!i~~-;~~~füZ:~;~~l~T()~: 19~9) .•• ;:. _ ... · .....•. _-· .. 
Los principalesparámetros.quelTI()-difü:ár;Ja.veloc1dad •. de desplazanu~nto.yla velocidad de 

cambio' de .. 'dir~cciÓn en el·~~(l¡'~~~~-.cÜt~iJ~f~.8~·~¡~~if/i~·¡~~~~rat~r~/i~ co
1

n~e~t[aC:ión .de 

cisteína y de·_. bilis (Mart'í~ez :Pál()ri,o; ',l·9~;~)%h±~:-pri~fip~lp~ot~ína.··C:rintrácfil,- ·que 

corresponde a alrededor del 15% de' I~ib:rbt~í~as ~~i8'ian~s,>e~ la acÍina .• ' · ' . ··-
.· ' : . ' . -. ' . , ' ': ; ~ ·. ' .... 

-. ' .. - · .. -· .. ;·· .' - : '·' ' ·.· .-, ··- .. 
·.';!;.Adhesión 

Martínez Palomo (1989), explica: que Ios trofozoít&~ se adhi~ren ~ todas las células en 

cultivo, incluso entre ellas, y ala mayo:ría :ele los s.ustratos; contoplás_tico, vidrio, colágeno 

y albúmina. Durante Ja· adh~siÓn s~ ~~n6~ntr~ · ~n .·. rilat~ri~l-fibro~ranular, probablemente 

actina, en la región basal, asemejando un estoma fagocítico. Además, el grado de adhesión 
- - ·' 

varía conforme la célula envejece, perdiendo así su adhesividad . 

. ,~Determinantes bioquímicos de la virulencia 

Se sabe que E. histolytica contiene y en ocasiones libera al medio de cultivo proteasas que 

rodean Ias 'células en cultivo, proteínas formadoras de poros que se insertan en membranas 

naturales y artificiales creando un desequilibrio iónico (Lynch y col., 1982; Young y col., 

i 982), ~nzimas que degradan colágeno y oligosacáridos de Ja matriz extracelular (Muñoz y 

coi., 1984),.y ne~rotransmisores capaces de inducir secreción de agua en el intestino, como 

serotonina,, sust.ancia P y neu~otonina (Martínez Palomo, 1989). 
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.,~Cultivo 

Explica Martínez Palomo (1989) que la preservación de estas amibas patógenas se logró 

gracias a que Diamo~d diseñó e~ i 96S un mecli~ de cüiiivo axenico monofásico llamado 

TP-S-1, que contiene tripti~~~á Y.· Panmede-suero. Pasara~ lOafíos ···para que .. Diamond 

publicara un n~evo jediode c~Itivó, ·•el •TYl-S-33, COm)Juesto portripticasa, extracto ·de 

~::::"::~:;,~r~~~~t~~1!~,~;t¡~;;~~L~1;~~~~í~:~ªf ~~~~~t~i~~~~hr~· 
o de plástico, 'de cierre· hermético; (para'•bajar la tensión de ·oxígeno)· llenosº casi por 

completo. con ··su.·· medio?2·.•el ~µ~j;4,~,b~~c6~i~rier··~cl~m~~ •..•• ª~~11l~s3";~~~~t~~~~%~e;~·a:'.:1~.:. L-
cisteína (ayuda a las células·a.*cike~Írséal ·s·üst·r~to), y ser ma~rit~nld~.~'a'.Jd·~·ífti~iiip.~fatúra de 

~t~;~:.~~~~~,;E;f if~~~!I~{cf ;~:d;~:1j¡\ti~i!i ilif~~:~~ 
indispensables. Pero no se ha.logrado ,que E: histq{vtic:a.:se;:~riqtuste ,en:.nmg1.m tipo de 

,:::. ':: :: .:·:;·.J.'. .. ·;~:;,~~-,.'.·:~;,:.::·: .. :~:.-'·('..'.:.::.':/ -~-.-..... ~:::· .. ·:'i ... ~:-.:.<·7,:-:.:. '/~~~;<'.:'::{:>,:~~)fJ1?(~;~·~;_:::1~.}\::;_.~ :"~·:··~~_::·~!>:_-::¡ ~ ~'ii :i;;/:~:~\~; :-_: -_·";' · ....... ": 
medio axénico .. Los .·qué .. Crecép\y\proliferan :.son·,ios<trofo;oítos./1;ªslTia~orfa· de. ·las 

investigaciones· realiza?as.· en. el. niun:~a .. 6,~~-~··h,{4~~t~f ~Sii~~J'ª;~2?,~'.);a'.~fü~e'riif ;·· ~~~~ienen 
de una cepa aislada por de la Torre en 1971 d~üm ca.so'de disente.ría aínibi.ana en México, 

·. > ~ 

llamada HMl :IMSS. 

~~Nucléolo 

~~Datos históricos 
- ,•. - . 

Debí.do a que en la mayoría de las células .el núcléolo es denso y visible con microscopía 

óptica, fue una de las primeras estiuc~~~~s ~~~c~lulares descritas. Ocupa una porción grande 

en .el· núcleo, per~ su tamaño y calltid~d;va~'¡¡ mucho dependiendo de la especie, tipo celular 

y estado· fisiológic6: R~dff;édl'.:~g{J57;}~dmi~ó la existencia de "manchas" dentro de los 
- . '•• ·: ·'•'"' - .. ~·o._. -_,,.;.· •• _,. .. ~.···' -~ '.··-' ....... ''" • -

núcleos, y más y1rcle,;·e~:i78'ff:~~ri~~~~·'describe al núcleo como un cuerpo oviforme y al 

nucléolo coma·~~~f(riiii'6:¿h~;'.'.~~Jd~i1Por su parte, Brown en 1833 se refiere a él como una 
> ; ... , '. .. ~::;::_;·,~·. . -~;.~.!'·-'' ~:'; ·<·' 

areola hasta .que,Valel1iiri-'eri' 183 6 introdujo el término de nucléolo (nuececilla), aunque 
! ·. ,_·.' ~\..'.:,·.-~·~_''\< i1:~:~?-~~}:.~::·::.~~~:~'.:."::>~/L~i- .. _ _, ~--

posteriormente se: le .. ;'.asignafon otros nombres como "Kernchen", por Schleiden, y 

"KernkC:irperchen;\;~~~S~hwann, que quedaron en desuso (Jiménez-García, 1988). 
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Entrado el siglo veinte, H~it'iy McCíihtock observaroh'que el ~ucléolo'keforma a partir de 

un segmento específico crofos6m~l, aiq~e le di'eron'.e1J19~bie~,?eregi()n del organizador 

~:~:~:" 0Y:::h;:~§i,¡{f~~l~~:~~~~:~f1~,/~{~·¡~~·J::::nt'<~::::~::~; 
Ontiveros, 2001) .. Eri .lós:afios.·sesentase determÍnó'éjG"e eraltn~'/t'rnáquiilaria de. ribosomas" . 

.. :::\:{,'.~·¡.';;~::',.~··.(:e~·.:'.>/:.>>::·,~.·~.'.<'. ·:~:·.~7~>,··'.~~:\".'.<~··~.'.~·~·;.¡2·.-;~(: \!:;~~:.:·,~~;,,;_:·~~;'l.J:.~lc~;.~:·.~~~· .. '..(~·t:::\~-~~.>~·;\-:,:_': ·. ::.:: .. ~ :' ·.:::, .-._, ... ·.: .. . '' .': .. ' ~·. 
En Jos años .~ovenfa)e cónsidérócoína·•pJUrifünéionar pbr:ue se·;vió qu~.participabaen .la 

~::,":::I;it::~::~:;;q:: :~::fi::;:;:d:~~~Ir~~.~¡J~1~f :~~f f ~~::1·~;:: 
.:: •. -·-:.,-"~·¿_ J [_ • '-

celular, evitando que lleguen a su sustrato fuera de tiempo (Visiritin y Ain()n; 2000). 

,,¡¡¡._Estructura nucleolar ·. ·._ . ' . . 

La estructura más prominente en el núcleo de eucariontes es generalmente 'el n~cléolo, 
lugar de transcripción y procesamiento del RNA ribósomál, asÍ.~a'~(, d~lehsamble de las 

...... ·,· .-.·,, ,, ¡·,,,.,,,.· . 

subunidades del ribosoma. Las células requieren de grándes ca~tidacllis de ribosomas para 

satisfacer sus requerimientos de síntesis de prot~in:as, ~o/'ibt~ni~,>elvolumen del nucléolo 

:~,:~~B~iri(~f ~f i~,~~l~tf ~~ik~~if~~E~:,::":"~:;·:,~::;:::: 
nucleolar.·Estos g'enes'éstáti. afreglados,en~';'tándem''.i(en'largas cadenas unos atrás de los 

> · .. ··, ::~.:~·~· .~·. ;:-:~.\:-<!<·::\<-· -:}r:~- >-~:4i_'~ .. }·<;~,~/·>~·lf,.·;·~·h~,~~: __ , :·;:~~~ ;\·/·;.~;_.t;~~T):~{·;:}u:-·;i·::.: .: .. _':- -¡ __ 

otros) y .separados.'por\espaciiidóiés~rio:;franscfitos·':dé DNA. Los ribosomas eucariónticos 
:.·.. ._ · ::·:·-~·- .. -: .. ·.,-.;~~- =--~--~·;·:,_. ~:,:·::t _::_,~;~;-!··-'./::~: t;:-.>~r'~~,r~~: :.'.~:;i:.'~~/::} -~~\:;;~~ :~;;:::; ;'. :: 

contienencuatr()tipos d~ RNA: erss¡'.'5;8S,'\18S'y28S. Los tres últimos se transcriben en el 

nucléCJlo·co~o~Ünai~'l~~~l~~~l:~flf~Á;'~(,'l¡m~rasa 1, formando el precursor del RNA 

ribosomal' 45S; 1'0 1.qÜ~;·¿¿;Jespond
1

~ I·~J~i;ó éspaciadores transcritos {dos externos y dos 

internos) co11 I~~:, s~~u~:~.ci~,s p~r~ 1,os;'rkNÁs I 8S, 5 .SS y 28S intercaladas [Esquema 4] 

(Cooper, 2000): 

16 



DNA 

Gen de rRNA 
-------·--'---- ---

Espaciadores no 
transcritos 

Gen de rRNA 
··--· ____ A __ 

18S 5.BS 28S 
,------- 1 BS 5.BS ~E,l-=--=-== H· ···- ·-

- ~-:= • .,-- .. ~=:a--= l Transcripción 

·:=-:-::~-~---

l. 

Espaciadores 
transcritos 

. 1 

45 S pre- rRNA6Ell!lllll!llllllWllll•C= 

Esquema 4. Cada gen de rRNA es una unidad de transcripción conteniendo los rRNAs l 8S, 5.8S, 28S y las 

secuencias de los espaciadores transcritos. Los genes ribosomales están organizados unos atrás 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 procesamientodel pre':rRNA :45S .consiste en cortes sucesivos para dar lugar a las formas 
; 1,-. ~: . ,,•;,J-.! ! - ...... _.-,,e:·:"~~,,_;:-··.: 

de rRNAmadtiraS [Esé¡üemá5] · (Cooper, 2000). 
•. . . • • ,., 1,..·· ' - - •·• -- i_,_·\." 

. La transcripé'ión d~l rRNÁ SS ~e lle~~ a 't~bb 'f\leri d~l nucléolo, en un cromosoma distinto 
. - . - ' ' -.. - " - '. ', -· ··', --- . ·:.- <· . ·;_,,,,-·.:---:¡•,, ..... ,.-.· .. ·.\ ' " 

al de los otros rRNA. E~ 1limianó~ s~ eri~u~nt~K e~ múltiples copias cerca del telómero del 

brazo largodel cromosoma l. Di~ha:i~ah~b~i'J>éió~ es catalizada por la RNA Polimerasa 111 
. :·:_.e~ - <· .-,:- ;• -

(Cooper, 2000). 
"; 

En el nucléolo se distinguen tres'regiones morfológicas distintas: los centros fibrilares, el 

componente fibrilar denso y el componente granular [Esquema 6a, 6b y 6c] (Alberts y col., 

2002). Se piensa que corresponden a sitios de estados progresivos de transcripción y 

procesamiento de rRNA y de ensamblaje del ribosoma (Cooper, 2000). 

Los genes del rRNA se localizan en el componente fibrilar denso y la transcripción se lleva 

a cabo ahí mismo, aunque puede extenderse a la vecindad con los centros fibrilares 

dependiendo del tipo de célula y su estado fisiológico (Jiménez-García y col., 1993). El 

procesamiento temprano del pre-rRNA es iniciado en el componente fibrilar denso y 

continúa en el componente granular, donde el rRNA es unido a proteínas ribosomales 

formando casi por completo a las subunidades pre-ribosomales, las cuales pueden ser 

exportadas al citoplasma (Jiménez-García y col., 1993). 
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Esquema 5. Procesamiento del pre-rRNA. El transcrito 458 pre-rRNA contiene espaciadores transcritos 

externos en ambos extremos y espaciadores transcritos internos entre las secuencias 188, 5.88 y 288. 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. A8M Press. Washington. p. 335, modificado. 

Heterocromatina periférica 

(a) \'------J) 
2 µm 

Componente 
Fibrilar 
Denso 

Componente 
Granular --

(b) 
1 µm 

Esquema 6a y 6b. Partes del nucléolo. En la micrografía electrónica (a) se observa el núcleo 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 8cience. 
Nueva York. p. 331, modificado. 
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Esquema 6c. Estructura del nucléolo. Micrografía electrónica 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. znd ed. ASM Press/ Sinauer Ass. lnc. Washington, USA. pág. 334 y 

modificado. 

Después de ·cada división .celi.dai;·~l nucléolo se forma alrededor de las regiones del 

organizador nttCteolar :(t~sc{~~iiil'.7). (Jiménez-García y col., 1993). La formación del 

nucléolo ~e~uÍere;dela .transJripción del pre-rRNA 458, lo que parece guiar a la fusión de 

cuerpos prenucleolares pequeños (PNB) que contienen, entre otros componentes del 

nucléolo, a los factores de procesamiento (Jiménez-García y col., 1989). 

El procesamiento del pre-rRNA, requiere de Ja acción de proteínas y de RNAs que se 

encuentran en el nucléolo, formando una maquinaria de RNAs nucleolares pequeños 

(snoRNAs) y proteínas [Esquema 8] (Alberts y col., 2002). 

La transcripción primaria de los genes del rRNA, como ya se había mencionado, es el pre

rRNA 458. Los espaciadores transcritos externos (ET8) que contiene, se presentan en los 

extremos 5' y 3' del pre-rRNA, y los espaciadores transcritos internos (IT8), se localizan 

entre las secuencias 188-5.88, uno y 5.88-288, el otro (Alberts y col., 2002). 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 
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Esquema 7a. Reconstrucción del nucléolo. Las proteínas 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 formación (NOR) y se van 
fundiendo. Un cierto tiempo es necesario para que los componentes nucleolares se reorganicen después de la 
fusión. Tomado de Savino T. M., Gébrane-Younes J, De Mey J., Sibarita J. B., Hemández-Verdun D. (2001). 
Nucleolar Assembly ofthe rRNA Processing Machinery in Living Cells. Jo11rna/ ofCe/I Biology 153:5, 1108, 
modificado. 
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Esquema 8. La función del nucléolo al 
sintetizar ribosomas y otras 
ribonucleoproternas. El precursor de 
rRNA 45S sufre modificaciones y 
procesamientos, y son los snoRNAs los 
que juegan un importante papel en estos 
pasos. Diversas proteínas son importadas 
al nucléolo para el ensamblaje 
ribosomal, así como el rRNA SS. Otros 
complejos ribonucleoproteicos son 
ensamblados también en el nucléolo, 
como la telomerasa. La subunidad 
grande y la pequeña son transportadas al 
citoplasma a través de los poros 
nucleares, para su unión y activación . 
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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El primer paso del p;~¿esami~Üto esu~ ;corte en"el cixtremo 5' del espaciador trascrito 

externo por 1a:partíC~la,fib~nJc1eop;oteica;~)/ll~~leolar pequeña, ~'U3". Seguido de 

varios otros cort~~. los'dJ~l~r.¿Ómpreri~e~~~;Ii~~~i¡r~6iÓn ddETS 3'; Juego fragmentan en 

::: :~ i;~::i~~,;uJi;Ji~J,~t*~~1~i?~l~~~d!~,:·:::~~:~;,o:.::p:~~a:::::: 
transcritos queden 1 as subullidade_s ~íTt.aduras{Esqúema · 5J (Cooper,)000) ... 

_ -__ -,_ ---=- -. ~ _=; ---;;'~'-·-·-.-o'F=ó';-T-;;,:;;-:<·:~.;';c;~o'°-· _j_----,·~·1:·"-<;-,,,-;r<:;:c-r":~- · - ------. - .'-~'- . . · ' ~ .• , . { ;: . '• .. .._,. · . 

Algunos snoRNAs son 're~phns~bles de :1os cortes del pre-rilNA/en·sus tres productos. 

~,:;;A·~:~:,~~.~f ~~'(t~j.:~~º~:i'.~'=¿;;,;w~~~~t~~~~~I•.:'.u22 parte ª' 
Pero la. mayoría'. de los snoRNAs, dirigen las ITlodificácionés(dél :pre;r~.A· que son base 

:·:::~:::~d;;r~J:0:::'.'~~~:ide '"'.'duo:,~;':~!:~l]'!f tl;~!~f~~riJernión de uddina 
General mente :. los· snoRN As,. cont1erien Y secuencias ;E cortas ;; de;". aproximadamente 15 

· : · · · · _:,.~. ,.."_.-~ ... ·-t,:- :~::=:<.::~:>:~:w;~:.·/t:tl~~~-;~f-i;'~};~ .. :~~~:-~~~·!?:~;~;:::-":t;:e<,.\~:: .. ) .. ,,,.:-:: :·.:, . : . 
nucleótid()S. qúe son· complementarios a los.r~N).8~;·Y:~t~~;;ip~luyendo los sitios de 

modificación de bases en el rRNA. Los sn~RNAs<füncionarycÓfuo ~u'ias ,de enzimas por el 

apareamiento de bases en regiones específicas, favoreciend'o 1~· ~hic~eión de los sitios a 

modificar (Cooper, 2000). 

'*-Generación de la estructura nucleolar 

Durante la mitosis "abierta" (mitosis donde desaparece la envoltura nuclear) en los 

eucariontes "superiores", el nucléolo se desintegra y la transcripción por la RNA 

polimerasa I cesa. El silenciamiento de los genes ribosomales es acompañado por la 

fosforilación inhibitoria del factor de transcripción SLl dirigida por cdc-2 ciclina B. El 

nivel de regulación ocurre al inicio de la transcripción. Durante la mitosis, no se observan 

transcritos ;n~cientes;de ,las regidri~s del organizador nucleolar (NORs), sin embargo 

permane6~n fü~e"riie~te unidos a e~~as regiones los factores de transcripción UBF y SLl, 

así corrió Ia.J'.>oJ¡rÍ1erasa l. Por el contrario, otros componentes nucleolares se dispersan a 

varios subcompartimientos nucleares, como rRNA parcialmente procesado, proteínas y 

pequeños nucleolares ribonucleoproteicos (snoRNPs), lo que lleva a pensar que no se 

desintegran completamente ciertas unidades funcionales del nucléolo durante la mitosis, 

pudiendo así la célula transmitirlas a las siguientes generaciones (Scheer y Hock, 1999). 
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.. ··. ···.. ' ·•··. .' i .. ,· ' '. ' ' ,· ' ' ' . .. . ' . .. . 

Sin embargo, existensere~ vivos~en lo~q~~ nb se desintegra ei riudéolo duradte,Ia mitosis, 

como en Ievad~ras,·.eri· 1a~ q~e I~estiii6~ura·pe~manéce Í~ta~ta·Iiastáqu~·~~·separada.por el. 

huso mitúico -ci~;~rit~ í~rúifiriiii~:;;¡;~~-Wci<li~i~i·óri c8a;6ía,;:·;ill~~ •. 1 ?~9)'._J. ·, -.·. 
La formación del · .. nucJé61ó)1 clu;~nte ei< de;afroílo te~pr~rioi:;ih~o_h.lcra ~sti-ucturas 
preformadas, generalmedte p;r6~iri~htés; q~e gradual:tbente'se tr~risforíTI~ll ·eri-tm .n~cléolo 
funcional por la interacción de I~~ gen~~ 11uc1e61ares (Gari·ía:·)f_~lJ1~·~;S:~-~9). ;~_ ··.· . 

•Ensamblaje 
;.::· 

El ensamblaje nucleolar consiste· d~ dos. pasos. El primero es Iaactivacióllfd{Ia tliaqui.naria 

de transcripción, la cual depende .del decremento en la actividad cl'efc4k:i~:¿i·~H~a:~, b 

maquinaria de transcripción de la RNA polimerasa 1, permanece dJi~hf~:'1~:,'iiift~~{{a:~óCi~d~ 
a los genes de la región del organizador nucleolar. El segundo Jas~,~~~)i~1~~;-iíW¡~;6·n·;~~(~\ 

,_ · _. _.,.:-:·~-~·:;:;~ ·-: ~--~.;~:·.t/.~~::~ ~J~~>r:~~:'):::~~,,~:.-~r~·.::i:·,:: · _ ·: 
maquinaria de procesamiento en el nucléolo, pasando por••fa/fo'rmaciórii.';de'.foüerpos 

. • . . . " . :: : \ :·_: ~:· .. ·.'.:,>\,·,-r:,:\:):·~~ .. ;'}'t1'.-::;_t;}:;:!::i~.~/':.;:}::·:·:;_;._,.'.', _e: :: ·< ~ 
prenucleolares (PNBs). Estos cuerpos son descritos como cuerpos nu~Ie~rÍispO'c~':mb\files, 

pequeños se da por una víanucle~~.espe_cífic~.~· : ,'.C: •···• 
La fibrilarina y el Nop52, s~n~f~·ieín~s<riW61e~l~r~s;ás6ciádas con los PNBs. Se pueden 

encontrar ambas erl la:periie¡i·a:;~~~ri,J~()·niib'~:·¡¡~r~riteda mitosis, siendo su blanco el 

nucléolo. La fibrilarirÚ paAi6Í~~·~~:~1~~~6:~:¡~~irii~Át~ temprano del rRNA, es decir, en el 
- ' ·- ·, ... · ' . .' ', '· e' v _ _ _<:f: -. •:··'. ~;'/-;, ,/~·'·'.:.e,:[:.«-;:.' ·:« ', ~ ¡. 

procesamiento del espaciador transcl'ito_exter~ó 5?; se localiza en el componente fibrilar 

denso (DFC) del n~~léolo. En cambi~, (i:Jf~t~i~~ '.~fop52 se asocia con eventos tardíos en 

el corte del segundo espaciador t~anscrit~ iAt~rno (ITS2), en el componente granular {GC). 

Savino eta/. {2001), demostraron po~ a~~Iisls de microscopía electrónica, que varios PNBs 

formados en la superficie cromosbmica, están involucrados en el tráfico de fibrilarina y 

Nop52. Además sugieren, que durante la telofase y GI temprana, los PNBs sirven como 

sitios de tránsito para los componentes nucleolares, sin ser los PNBs en sí móviles. 
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•ncscnsamblaje 

Durante la mitosis se separan ciertos componentes nucleolares det:aparato transcripcional · 

de la RNA polimerasa I, el cual perma~eceunid~a •. lasregiones/d~l;orga°'izadorllucleolar. 
(NORs) (Olson y col., 2000) .• C~mponentes'det:;proce~amiento .de.I ,p~e-rRl-rAiies~án, 

'·.",>:· :;'.{:.~ · .. •; ,- -~·~0:~··. 
:;1.< ·.;:{~:-. :;:; ,. 

Algunos componentes del procesamiento regresan al riúcleo dufa~te t~18t~~~:;;~~,s~ ~s·a~ian 
con cuerpos prenucleolares (PNBs), en donde también hay pre~rRNA·'tj'ti~'1.:~i;~¡;'·prov~nir 

~-~y;,< ,, '<:'·::. ·":' 
de la célula madre (Olson y col., 2000). ·· ' 

'"~Movimiento de proteínas nucleolares 

Muchas proteínas nucleolares deben de ser transportadas del· citoplasma al ·núcleo, así 

también partículas pre-ribosomales deben de ser exportadas al cÚopl~sri,a (Shaw y Jordan, 

1995). Varios experimentos han mostrado que B23 y nucleoÍilla migran en ambas 

direcciones, así como Nopp 140, NAP 57 y NSRl, pudiéndóse deber~ secuencias cortas 

que señalan la localización nuclear, interacción con otros componentes que se acumulan 

específicamente en ciertos sitios o que presenten señas positivas de exportación (Shaw y 

Jordan, 1995). 

•Función de algunas 1iroteínas nucleolares 

Existen muchas proteínas nucleolares que no forman parte de los ribosomas y no se conoce 

su función. De las proteínas caracterizadas se incluyen topoisomerasas, metilasas, 

nucleasas, proteína-cinasas, fosfatasas, etc. [Esquema 9]. 
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Esquema 9. Clasificación de protcinas nuclcolarcs. Análisis proteómico de nucléolos 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). 

Dil"ected proteomic analysis ofthe human nucleolus. Current Bio/ogy 12, p. 6. 

Varias de las proteínas nucleolares tienen una gran afinidad por la plata, lo cual es la base 

de Ja tinción de Ag-NOR, siendo unas de las responsables la proteína RNA polimerasa 1, la 

nucleolina, la B23 y la proteína nucleolar de levaduras SSB-1 (Shaw y Jordan, 1995). 

Se han encontrado dominios ricos en arginina y glicina conocidos como GAR, que son 

compartidos por varias proteínas como la fibrilarina y la nucleolina, pareciendo servir como 

sitios de unión a ácidos 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 proteína (Shaw y Jordan, 

1995). 

Por otra parte, se ha visto que en el dominio N- terminal de las proteínas, en particular las 

que se unen a Ja señal de localización nuclear, tienen residuos ácidos y de serina 

entremezclados con regiones básicas, así como sitios de fosforilación (Shaw y Jordan, 

1995). 
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823 (Numatrina, N038, Nucleofosmina) 

Es la fosfoproteína ácida más abundante en el nucléolo, está muy conservada, tiene 294 

residuos de aminoácidos en secuencias humanas, parece involucr~da en la maduración de 

partículas pre-ribosomales, en procesos de transporte entre el n~cleO fel citoplasma pues se 

une a .la señal de localización nuclear, y qu~ tiene fl¡nc;iól1 'cie'.~h~;peronaen el ensamblaje 

del ribosoma. (Shaw y Jordan; 1995). Se_enC:~erit~a:~~~S~~G\J6~~~riente granular, en el 
-~ -co_oc¡o--- '·~ >-:--:. ,- -~,. ~: ~:'~- o _--oc-~:·~: : . -~-.-·- --··.- --:~~. - ' . -.--~----~·> .. -- --?:·~-~f ,--~~:;{ ·:)~(~;-.~c~[:f:\¡t;.tJ~;,;~L'~:~t;}~(-~:,-~~::·,;-'.~:··;'~/ ._ ·,_: __ . 

componente fibrilar denso y en la per.iferia cromo-somal·'dúrante'.fa:iriitosis (Shaw y Jordan, 

1995) .. Es · fosforilada por. complejos._cdc~s~i~~~~r~'.;~1~~1~~.~~~:~~tEl'.~~Tf .~.~:~~ tener isoformas 
cori diferentes funciones (Shaw y Jordan,\l Q95):'iDÜra~té'.láJnitosis¡la:proteína. cambia de 

::::::~::::od~::;::: :::::~:¡:1~~]~fe~i~~ii~li!~~~;~4::•;,:;;; 
pomen:::::;:~ ·:~:::

0010

. en •f~S~I~lf l~~?~~~~~JT!t•'':.· i•. /. • 
La nucleolina tiene 706 .; residuos.:? dé:);arriinoáéidos''1ferf~•.secuenéias~ humanas, es una 

fosfoproteín~ ácida .•. _.n14t·~\~~~¡7~~«~5{~'1~~fij~~[~~{~:~~r$i\.~~0f~~~~'~íi:r:~~f r~l~r ••.••. :·. en el 
componente fibrilar denso (Sháw'.y JOrdan;·J995)SCo'ntien"(miichós'fuódúlos·füncfonales y 

>.· :. ·. :·:; ;:-': '.:.(:. ~ ~~:;·)·: :';~':,,-e· .. ':·.;,~~:;·.:': :,~\~}:. ~ i_ \~-~~:'/::-~<·:!: ·~-¡;.;:::~:.::t.;,~~:{-:s;,~~;~~·f.~t; t¡]f1':!:~;.·-:~:t~·:<· /~2{:; ;·~~/<'. ~<-~;~;'~-~~~!\" ~-_, :· :;· _._··:·'. 
estructurales· .. d.istfotos ·e: ii1Cierios/;pero1 ~e·. sape Aue/po~,fkffmenos\es indispensable· para e1 

-.-: '...-" .... -;·: --~·_, ·_ · ;:~~ : ... -.·::;= _:<::·: .. : J~~\_:.:::/g( ~~,E~~~ )}srx~·~.'..:~/.:~.::Lr:·; :·:::t;{~t:;· :~'.·~~i-f)?.Jt~-~~'&;~~~=·:~~;~-~":·~~;_~~-:;\'-L~ -~-rt' 1':!.:\·~\~: :y:·: · 
corte inicial • del pre~rRN A en~ si.f? pro.ceso!.defmáchfraéi6ñ; (Scheer; y /Hock, 1999). Su 

- . . ·. __ :·:.~ ·:.-_: :'.;,_,~·:_· __ :·--.3.~-~-: .. :~-,;-t,~ ··;,/,~:-'.;_-·::~~;l:~-~i~~t~~iD~:}i\~éf~~~~\(f~t.i.:17iJ~.:;~:f:J7~· :.~:~,;< .. :~f:r:' ···:,~·. ~-. ·.:· .. , · . :, 
dominio N-termi~al 111~estra, ho'•#8.lo~ía-,éó~·,e)\'.gf.tipo de proteínas de· alta movilidad e 

interactú~ co~}ª.~~~,.s~tfü~~i.~~\'.~:~~~~·l%~i~~~:~te .. ~.~:conde~sación junto con la histona Hl 
en pasc:is dependi~riteS'dé fosforilaCic:ih'es?á:;su·.vez,<dependiendo del nivel de fosforilación 

:~ ·.:·:· · ... ; ;~.·.,_:; ·~>,.:.)\.'Z\rX; )d'.~1:::2:.·?~'.~':d~c,-~;::i~:;·<.1:\{;[~· ;:::r<;:.//~i'.:·\:~\:F :'·-'. :,. ·. ·.: -
de la nucleolina'es:'fáji.C:tividad:trari'sé'ripcional 'del nucléolo, o por lo menos la tasa de 

· : .;:·,;/:·.:\'\\'·/S~·\;;J~-~-·-;::~:''·:?·?>tº~·;;,~,.Yf~ ~ ·::~:~:.s::!i)~?;;>:. ·;~;7\~ ···:~~·":.:. : 
producción r~bosó~al'(Sha~d;iJó'rd~n;')l995): Se ha visto presente tanto en el citoplasma 

como en ~I ~6'¿1~~hJi~1~t'~1{~~·~~B~}·~~~;;~~.;~g·minio N-terminal reconoce a un tipo de señal 

de loca,lización:nl!clear; por:otróladb; tiene actividad autoproteolítica, por lo que puede 

regular su tunéiol1a~iento (sh~w ; Jordan, 1995). Durante la mitosis se asocia con las 

regiones del organizador nucleolar, de donde se condensa en los cuerpos prenucleolares 

(PNBs) y se fusiona con las regiones del organizador en telofase (Jiménez-García, 1988). 
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Fibrilarina (B36, NOPl) 

Es una proteína de 321 residuos de aminoácidos_ ens~cuencias humanas, está presente en la 

mayoría de los eucariontes de manera muy consenlada, :se encuentra en el componente 

fibrilar denso y en los centros fibrilare~; pare~e,_~_~t~r\T1\t61Jcrad~ directamente en diferentes 

pasos de la biosíntesis ribosoÍnal;. o fnCiifécta'rilent¿ ~C:Íü~~do c~ri componentes necesarios 
·:. . .. .1.'· . ,,,~·t.) .. :.:.~~-·::. ·,.,,:..:>.: '.: 7u: !Y: ·~e: . .-::,:.: .':)r,~>::~2·("F.\>\·~;;~·~f:;,'f ·/~~'";.:;{:~-.\~·. :·.::~~.: ... -"/_':\, 

para el procesamiento d('ll prt'l:.rRNA(Sháw.:{Jordan;)S)S)5).'.En invertebrados, la fibrilarina 
" - _-_--, __ C-:- -_ - - , :~----~:: - :~·~;º:· <'''.·~·::·~ .::.7~, ._.::~~ .. ::::~-::~:'.:~~::-.,,: .. ~~r~-:s}~;:·:··. :~.~;_·;~~}<,~.:·!~~L~>.:_'~r\:·: .:. ~;:; ¡:_~. ~ >f :··. ;\,·· 

se asocia con loºs sno~fs~TJ3,•,)U8,·~uf3/iUI4SUI5;•JlJI6; U20 y U21, siendo que en 

transcripción, así 
. . . . ; - . . 

partículas pre-ribosómicas (Jiménez-García, 

del organizador nucleolar metafásicos y en telofase se distribll;~·én ~.1'~~,~~~·~pos 
~::' :-'..:·~ .' prenucleolares (Jiménez-García, 1988). 

RNA Polimerasa 1 y UBF (upstream binding factor) 

La RNA polimerasa l es única entre las polimerasas de eucariontes por transcribir sólo una 

secuencia, la del rDNA, y es exclusivamente activa en el nucléolo. Es un complejo de 

muchos polipéptidos, arriba .de 13 en levaduras, que parecen concentrarse en los centros 

fibrilares, así como(enc el'. coriiponente fibrilar . denso; siendo que en metafase, en las 

regiones del organizado.~;im6Ieoiar(Sh~\VY Jordan,•1995): El factor de transcripción mejor 

estudiado es el UBF~;de 76,i~~~-~.i,t~g~,t~~i~F~~é~~,~~,~is.en secuencias humanas, se localiza 

preferencialmente en····la périf~rfa}de'./1.os;;·:celltr6s fibrilares, pero también sobre el 

:::::::::r;.~:,~~f ¡Ef ililitt~:::::~~n%:%::::~~~::~:1 ::5:>: 
Durante la mitosis, dicho,.·~aCtór,·ge,conc;enºfra en las regiones del organizador nucleolar. 

Puede actuar_ta~tbcoh{~}Í~,,~~:·a/;~~~~ti~~ctci~;~~~o de anti-represor, seguramente al competir 
. _: -_ . --, .: -·.:->~'.:."\'~'.'.~:~::<_'~~~~:'.::·-<;:: '',~~ _:::;: ;>'."<.- .~ t:~::·>-/ !l >/ .. '·. 

con un represor por lc>s sttto~ prome>,tor~s (Shaw y Jordan, 1995). 
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Proteínas nucleolares implicadas en el procesamiento del pre-rRNA y en el 

ensamblaje ribosomal 

Riho1111clefl.wn.· 

J•.,/1do11uc/easas B23, Rnasa P, Rnasa MRP, PRI, Rntlp 

'f~~~~;;1;~1ea~:~:~:········· ............................ Mió¡;:···"R:ilú¡;:·····Ri¡;·40¡;:··· .. ilf¡;42·¡;·;·· .. ·~¡;43¡;:· .. ·Ri¡;·44¡;r'DT83·¡;: .. 
Rrp46p, Rrp6p, Rrp4p, Xrn l p 

·¡;;;.;1e1;;·;¡.~: .. ¡;~;¡;¡¡;;¡;;¡~;:~·~~ .. ~r·¡¡;¡-¡;;:r¡~¡:¡ñil; .... aa;::c .. aaíl'¡;; .... i~¡;3'¡;·; .... 1;:;;-¡;4¡;; .... ·M¡;·¡;·fo¡;; .. '·Nr ¡;1¡;: .. 
proce.mmiellto del pre- Noplp, Nop2p, Nop4p (Nop77p), NopSp, Nop8p, .NÓp56p, 

rRNA Nop58p, Nucleolina/ Nsrlp, pl20, RrpSp, snRIO, Soflp 
He/ic" ... ;~~~:········ ....................................... '5¡;¡;3¡;; .. -ñ'bP'4íJ:-15¡;·¡;6¡;;-·-Óbp7p; .. ·mi)8¡;:--15¡;p-9¡;;-·hbpTop;· 

Doblp, Drslp, Fa/lp, Mak5p, Rrp3p, RHII/Gu, Roklp, 

Sbp4p, Sen 1 p 
·a;·~;¡;;:;;;;~;·~;.~·'M~1~;;;~¡¡¡;;~: ....... :s23'; .. ¡:.r~¡;10:··fi5¡:;72·;-1:¡:5·¡;'3·2 ........................................................................................ .. 
.. E.~1~¡·~~·;¡-5 ........ ~~cüfi~ai'i'~·;;¡·s· .. ·c¡;ts¡;: .. NÁPsf·Naíl6013'¡;; .. Ñc;·¡;¡;·l'~ff>:"'Cii8Ci;:¡·er-iña·i1liffiii·¡.¡·ª ................ .. 

! del rRNA y proteínas 
' asociadas 

Tomada: Olson M. O. J .. Dundr M .. Szbcni A. (2000). Thc nucleolus: an old factory with uncxpected 

capabilitics. Rcvicw. Trends in Ce// Bio/ogy JO: 4. p. 193. 

"*·Partículas relacionadas con el nucléolo 

•Función de los snoRNAs 

En el nucléolo hay una gran cantidad de RNAs metabólicamente estables, de 60 a 300 

nucleótidos de largo, llamados pequeños nucleolares de RNAs (snoRNAs), cuya asociación 

con proteínas forma a los pequeños nucleolares RNPs (snoRNPs) (Kiss, 2002). Los 

snoRNAs se pueden dividir en dos.grupos basándose en las secuencias conservadas de sus 

genes y en lá fornia ~n q~~--~~'.t<l6bl~n para adquirir su estructura secundaria definida. El 
'· ' . ., ., : .',> 

primer grupo está formado por la caja CID, cuyos miembros son principalmente guías de la 

síntesis post-transcripcional de nucleótidos 2' -0-metilados en el rRNA. Por vía de 

interacciones entre pares de bases con el pre-rRNA, dirigiendo la metilación de residuos de 

ribosa de nucleótidos específicos del pre-rRNA. Unas pocas cajas CID, están también 
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' . - . 
' . . . 

;nvolucrnd., en procO'º' de.madurnción de ~~RJ"A•,·c~mo UJ;· US, fo4 y U22 Ei 

segundo grupo es llamado ; cajá Ht AGA/ y· est~n lnvoiucrados principalmente én . Ja 
--· -,--,• -''-_Lo=,·,-~,CÓ..--~?<~-=" --,:-,··_: •. - ~- ---- • • - -• - ' - ·--· ·~ -'-~ • 

formación de pseudouridlna ' ~11 ; sitfos.:espe~íficOs . de los rRNA, como · i~s son .los 

U I 7, U 19, U64. Estos. dosr~n;~Cls\~p~l"eC:~~ :estar involucrados en la post-transcripció~ ·. d~ 

~::::;:;:~~~~~~il{~1~~~i~~l~L~:::~: ~:~::c:t\:1f ~i~~ 
perteneciente· a Ja caja:Hl'.f\C,.\/tjue tieiie'.funCión de transcriptasa reversa, al mantener el · 

_ ·· ·, · '--~-::·:_,:-->:-~·-:::-> ::.. _:,!!::--::·::~;~::_;?º· (~,:~-:-::: (&·;._,<:<~:.·:,L:;·,2<r:·:.~-~--¡'.~:~ :\:_~.<- > :< -.~_-· -_; ·'·7··. - - ' --··: ._/.:· ~-- --. : .. :!· ,, z:_:·-/--~- <-,: ~-
tamañó de los•;telómeros,;'añadiéhdéi.lr~petfoiónes:teloméricas . de DNA ··al final•···.de:)os 

Crolnosoma
.s·".·•.•· .. •. ;> ... ·~ .:.:; , ,. ~ . ;.: . ·•i'·: . .. ~.;·,;;, t ; /: :, . : : . 

.. -·;·.-'".'} "<_;::::·::-);;f-i/t-i_;,:-., ·--~1-~'.'''."'-f::;; ::," \ "' , ·,.::,, . ..-::,,'.' 

, ~·. ·. . .<, . ·:.· :.1;· .... -:.:.::.:·_:.,-.,,:.:«:Y.>;~>::.:):~r:-:' ... ~; ~~-\~ ·-'?>·'._':.:·~ ~¿'.\,·· ;:: .. ;·::> .. .\ . .":~:·~:·,:··;;·:.-:.>··. ·'· .. . .·. ·:.: .. :· .. < .. -:\ . <.·<,..:->'.e :.<:.': .. 1;:~ .. _:'.·:~.'.;:r: ... ~;'.,:\·:~·/.: .. \: : 
En la biogénesis;se tránscriberí;;dé\genes;'iiidependiéntes,y. en· muchos Yerfobí-adoS:los·· . 

. : .. _ :_.'.·.~·:·.·'·:~:.:: .;:\'.: ·, . .":-?·'.·<~~.' ~/~::;'.~,,~ \··~ .;~:::~;·:'.·-::.,f-~;,'.~~'.-~?g¡{:.~::·· ... !~~,J~~;~;.¡d!\\~::;:;:~?';:::~,:·.~,}-: _-·:'·:'.\;-~. ,-_~· · ~".:; :: ··:. ·:<~·< : :: <:~~°t~.:~~~~}.: :\!~~·.!f t"(-;::·~/~ .. ·: < .. : . .'-~ 
snoRN As son procesados de'. ihfroiies de'¡)ré~mRNA;·~mosfrañd6 '..que• Ios . in'frones (pueden·.·. 

. : : -· ~--- .::~' -:. · · .. f :> .. ~·~·T~: f: ;.:·~·.\~'.:;~.~·.;:; -~:?:~1:-\:;;-._'.~:3~:-·.·-~'~'.:X;~·~~~;t~:r:~~~~~;~.:~;~-.~~·:.s:"i;~::r~~.~~~:'.:J~L~\~;~::"_~\:~.:.:J\\; _ _.'. .. ~: ~.'·..,:.~:, .. :(,~.-i:';~;~f';.t;~.:~:'3~~;;·.~1)"~· .. '.: ,.:_/< 
codificar para ·RNAs fi.mc1émales:?íl'odas·:1as C:aJaS't1enen:una.secuenc1a·~corta:.caractenstica 

d~ bases, que _constitu·~~·····~!,í.~~.if ,;~~~i~(fü~~{'1~:~~bl~~j1;~~0~z:~¡~.f;~~~~;í+?~f~1~i.,;s:l;,;r)Í·~j~~t~8,·'.· 
K1ss en su articulo. d.el 20.02/:menciona ,qu.e;:P11ra·;Jit\C'.ªJª.~.~.i!élc~ecue11crniE!_ITª~.t.er:1st1ca es· · .· 

. . ·, ·>-·, : ··<·. :: ·<·:~-~¿.:··L<:~·-.'·: ;: :.:. '¡.;~ · -.;X: .. ::',;<·-:-;:/ <':.~·;e;~·.:v.~-t~ ·.:.P5~;:; o".';{,~~.'.3. i, ~::;_~~d/.;-1'.'~/,:f ;.'1;~~:.~,;'.ff¡\:~i-~::~~~'.i~'.:::~~~,t:\~' .• ~-.~'?~.t.};1/ ~;~1':;: ·,.-'./:\~' : ·> ·-~-. ·: 
RUGAUGA; para IacajaD.es1 IaCUGA;/·para'.;1i{cájá'Hés'Ja'~~Afparáiá'caja>AcA·'· 

• _: .:- .. · ... /- · .. · .. ::·j'.~/; .. ;.r.;/;~-,~/:::.::-:~:..=-->:-:.:: =·.~ ,T:~·:·: .::.:·;.~~·{(_;;J~';;:~·~_(·:·<,~;_:·:~,:;;;:.~~-.~?.~~;~~)'-:-1.f;~ .. ~:.;)"~-::;·{j_~:;~~~~~;J?.\ .. .:'¡~~;:l_'. ..... :;: ·;)~~\·; · t:\;·~_··:\~~·:.«}'::~··~·}~: :_' · .::. :: 
es ACk La ca Ja• C/.D se une· a• Jas · protemas snoR.N,'P: ;F1¡jnlar1r¡a;'l\rop56p, 1'l°PP~.8p>y Ja . 

. . ·:, >·/:.~:'.'./~1;,;;i~/.:.~~,'.f:;~":,:'.'':~( :.'•,-·;;~J.-._\~ ... _-~,.. :;:'.:? '::'::\':: :: ~-·,f_:~(\t~;;t~S'."~?,:r~.:'.·)_'.·~~r.;:~:,/:~<:;~;~0:,_..;i:'."Y<i.~<. ;:f:~-,~\:.~-,.~,_.~-,'.··.\~. ', ,; _ _. ·:~.-,~ ?-~'.!:.'~~;,: f · · :; ·::· ·_; 
15.5 kDa/Snul3p;Lacaja H/ 'ACAestá· asoCiada a''.las:profoíriás'. disqüerina/Cbf5p;: Garlp, 
Nhp2p Y Nop 1 op; ·· ' · ' · ' · · ;;-;,~~~,· >.'.2i1:i. . · · · · 
Ambas clases de guíás· de snoRNAs,·'describ'e'.JfoN6·:~Uior, especifican los sitios de 

modificación por la f~nnación °de interacci~~~~cl~·j;'~~i~·p:readas con el substrato de RNA. 
, ,, , . -·, ·~{·"r··_';':-~\\.?.'-.A:!/.~·,o·:,;r• 

La guía de metilación establece una hélice Jarga'.~de'IO a 21 pares de bases, mientras que la 
'· ·": -_ - -.-·., - ·~· ._:.'-"~·~::.;·::_:,._.:.~~·;·x._;'.·: .. ··. 

guía de pseudouridfoación:establece·é:to~.:héilée'S'dobles cortas, como de 3 a 10 pares de 
, ·.-.:>-·' ·;~··:< -", ._ ,)<'.,,~ :'. 

bases cada una. ., .. '· . ·>··. ':, ~··,·~,;.,,. 
Kiss recalca que eL nucJ~.9:tid,oiclésÚnacÍo;ia ser modificado, debe tener una pos1c10n 

::=:,:~~~~wji~~f~r~~:l~::: ::;:~:~:;:.~:::~:~::; ~:::.~ 
cambiár a pse~dou~ia;i~~} ~~·:en~u~ntran 15 nucleótidos por arriba de la caja H o ACA. Las 

- . -- - " --- -=· .-. ·- - ··---º- ·='.--:=- ---'· ·"--'--o"---·;:·~:-.·;·,-'-, . ·-. -

proteínas snoiiNPs ~tili~an esta información estructural para seleccionar al correcto 

nucleótido bla~éo: 
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Además, Kiss basándose en otros autor~s, sugiere que las reacciones de metilación y de 

pseudouridinación, · están catalizadas por las proteínas fibrilarina y disquerina/ Cbf5, 

respectivamente. 

especkles 

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

asociación de snRNPs con los gránulos intercromatinianos, partículas densas que contienen 

snRNPs y otros factores de "splicing" (Lamond y Eamshaw, lsl98), Se dispers~ri.Jas 
"speckles" durante.la mitosis, pero en telofase se comienzanaformarestn.lctllr~spareddas> 
con la misma composición antes de ser distribuidas a los .riÓci~o~, d~··Ia~'. céil11a; hija~ 
(Lamcind y Earnshaw, 1998). Son rnás abundant,es las .~'.s~~ckles'.' en células de baja 

, -·, ., .. ' .,. . .... ···,,,·. ·. . •\; . 

transcripción; pero ¡)a.recen ,ubicarse cerca de ge~es que se transcriben mucho, sugiriendo 

un posible pap~I :e·nJa•madÚración de)os' mRNÁ((Lalnondy Earnshaw, 1998). ~demás se 

·ha detectad~ iü~A.'~ó;Íl~d:J~d~do,''p~~a lo q~~· ~~ll~ro~u~st~como indicativo ele que tiene 

funcióri de ex~ortación de mensajeros al citoplasrria {La1no~d y Earnshaw, 1998). Pero 

todavía queda por demostrar si son sitios de alm~cellatniento o tierien una participación 

activa en la maduración y transporte del mRNA. 

·~Pequeños cuerpos nucleares 

Los cuerpos nucleares son estructuras intranucleares. esféricas de 1 a 1.5 µm. Dichos 

cuerpos se encuentran tanto en células normales como patológicas, siendo agrupados por 

Bouteille (1967), en 5 tipos basados en s~ t~lll!Íño así como en su distribución de 

componentes granulares y fibrilares (Gon~~Ie'i~oli~er et al., 1997). 

A continuación se mencionan l~s cue~pbs nucl~ares más conocidos [Esquemas 1 Oa y 1 Ob]. 
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Esquema IOa. Compartimentos nucleares vistos por microscopia de nuorcsccncia. En la micrografia (a) 
se muestra en rojo a las "speckles", en (b) el 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 
metafásicos de ratón, 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 están frecuentemente asociados con la periferia 

nucleolar, o incluso se pueden localizar dentro del nucléolo [Esquema 11] (Leung y 

Lamond, 2002). Según Leung y Lamond (2002), en su interior se pueden localizar proteínas 

nucleolares como la fibrilarina, y la Noppl40, como también snoRNPs, una proteína 

específica de este cuerpo que es autoantigénica humana llamada p80 coilina, así como 

snRNPs de "splicing" y algunos factores de transcripción, pero no se han visto pre-mRNA 

nacientes ni otras proteínas de "splicing" además de los snRNPs, que cabe mencionar que 

éstos últimos son partículas recién ensambladas. 
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(C) (D) (E) 

Esquema 1 Ob. Visualización de la cromatina y de los cuerpos nucleares. De (A)-(D) muestran el mismo 
núcleo humano, cada una procesada diferente para mostrar estructuras particulares. La (E) es la superposición 
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 cúmulos de gránulos intercromatinianos o 
"speckles" detectados por anticuerpos contra una proteína involucrada en el "splicing". En (C) tiñeron la 
cromatina. En (D) localizaron la proteína coilina, perteneciente a los cuerpos de Cajal (flechitas). Tomado de 
Alberts B, Jonson A., Lewis J., RaffM., Roberts K., Walter P. (2002). Molecular Biology ofThe Cell. 4a ed. 
Garland Science. Nueva York. p. 331, modificado. 
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l 

Esquema 11. Estructuras 
subnucleares. Un núcleo típico de 
vertebrado tiene varios cuerpos de 
Cajal, donde se propone que los 
snRNPs y los snoRNPs tienen sus 
modificaciones finales. Los cúmulos 
de gránulos intercromatinianos 
parecen almacenar a los snRNPs 
maduros. El snRNP U6 requiere de 
modificaciones químicas por los 
snoRNAs en el nucléolo. Los sitios 
de transcripción activa y de 
"splicing" corresponden a las fibras 
pericromatinianas. Tomado de 
Alberts B, Jonson A., Lewis J., Raff 

i M., Roberts K., Walter P. (2002). 
1 Molecular Biology of The Cell. 4a 

Garland Science. Nueva York. 
331, modificado. 
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transportan y madllran-tanto'a,los snRNAs\como·a los snoRNAs, ya que por Pruebás de•.·· 

marcaje __ tluor~s¿~~t:~.:s¡·h~ll·~!J~~~!lcl~'~hÓ~~s ·;nlg~andode los cuerpos de Óajal. ~~ci~--~I 
núcléolo .•• _i.6_s·c~e·r~os'.~e •. Caja:I. s~_.de~e~s~~b.1J~.-durante _1a• mitosis, .reen.~amblándose en._ la· 

fase G1,,d;~~pu~s',dec¡¿~:Ia•t;~~~6dpción:~~s•rnlniciada_:(Lamond_ y Earnshaw, 1998). El 

número d~• ~~toir.2dú~6s,éÍs(cofnb ~t-·6on1~o~í6ión de.proteí~as,'varía en .diferentes tipos 

celular~~; so~ :~~s -~~id~ntés ~~¿~!~las el~ r~~idÓ ~r~ci:nl~Üto,cLamond y Earnshaw, 1998). 

Cuando la transcripción y el "splici~g;~ ·~g~.bl()~~~~dos,: lbs cuerpos de Caja! se dispersan y 
. ,. ,,. ·' •·, .i,,.,-- ... •.;.· ¡· · o!:.·:•-¡· · - • 

los snRNPs se concentran en Ías 'fspeckles;;~':', '' , · 
. •·' ·_. -~ ·- 5:;-,:);<.\'.:»_-~- '. 

>:'.:.\'"-·.~·::~· :~>.~O:,~ : .. 

•cuerpos PML ·• {S ',;.: ,, .• .•... ·· 

Estos cuerpos son dominios ~s'réri'C:b~<;e:tj~efl~s; conocidos por una gran variedad de 

nombres, como PODs (dorilini.bs.on:dÓg~Aétl2o'~':P~), cUerpos Kremer y ND 1 o (dominio 

nuclear 1 O). Se encue~trafl ~spafcidg~ '~br'.!el ~u6le6plasma y en los núcleos de células 

mamíferas típicas pueden·¿ciñt~rse de lOa.jO ~or cada núcleo con un tamaño de 0.2 a 1 

µm, dependiendo de'I~-~ta~~~clei~i~lo celular en que se encuentren (Dundr y Misteli, 2001 ). 

Su nombre deriva dé su cÓmponente proteico más estudiado, el PML, que es una proteína 

"de dedo d~/~JiÍJc)•; que fue descubierta a través de análisis del dominio oncogenético 

responsable \'&~ ,J)a APL (leucemia promielocítica) (Lamond y Earnshaw, 1998) . 
. · ., ,'"' ' 

Frecu~ntelTierite ~e encuentran asociados con cuerpos de Caja( y cuerpos de corte, formando 

algunas veées tripletes (Dundr y Misteli, 2001). Ultraestructuralmente asemejan anillos 

densos, que son positivamente teñidos con anti-PML, además de contener Sp 100, proteína 

retinoblastoma Rb, Daxx, etc. (Dundr y Misteli, 2001). Han sido implicados en procesos de 
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diferenciación terminal, regulación transcripcional; control del crecimiento, apoptosis y 

como lugar de almacenaje nuclear (Dundr y Misteli, 2001). 

eDominios OPT (Octl, PTF transcription) 

Estos dominios tienen un diámetro por arriba de 1.5 µm, su número es muy bajo y se 

ensamblan durante G1 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 formación está relacionada con genes particulares de estos cromosomas, 

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

•Compartimiento Pcrinuclcolar (PNC) 

Es un dominio nuclear único de forma irregular localizado en la superficie del nucléolo 

[Esquema 12]. Consiste en múltiples fibras electrón-densas en donde se han detectado 

varios snRNAs, transcritos por la RNA polimerasa llI (Dundr y Misteli, 2001). La 

presencia de RNA naciente y de factores de procesamiento de RNA, sugieren que juega un 

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

en la p~ofase yse reforma en la telofase tardía, cuando el nucléolo ya ha sido reensamblado 

(Dundr y Misteli, 2001). Es importante destacar que el PNC está estrechamente relacionado 

con la transformación oncogénica. 

. -·-··-·~ 
iESIS CON 

FALLA r~E ORlGEN 

Esquema 12. Se ve el compartimento pcrinucleolar (en verde) en la periferia del nucléolo en rojo (marcada 
la fibrilarina) y la lámina nuclear en azul (marcada la lamina). Tomado de Huang S. (2000). Perinuclcolar 
structures. Review. Journal ofStructural Bio/ogy 129, 234, modificada. 
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,,+.Producción de Ribosomas 

Según Scheer y Hock ( 1999), los ribosomas requieren de ~proximadamente 80 diferentes 

proteínas ribosomales que provienen del citoplasma yse importan al núcleo. gracias a las 

importinas (carioferinas) beta, para lu~go cons€?ntr~r~e. en el .nucléolo> Una . vez. 

ensamblados se exportan como subunidadesal cito~Jas~~. ', · , ·.:. ' . ··• 

Kiss. (2~02? menciona, q~e·.L()s ... s~o~~~~~~~~~~i:~Ji~:,'~~t~~Ji8f:~g~&~(¡i&ii~~¡~f~1±\\~,s_,¡;º.~.-.. · 
los de Ja caJa C/D.U3; Ul4,.U22, y:et·snR30.füUacaJaHIACA:Por·otro'Jado/exphcaque·· 

~ .. ·' · ::.::,:~: :_,:>· .... -~ .::.:\~:-:··::·~· ;_:,:., ·.(>f'..:<: ~~/~~,:. ·'.·:t<'f<l.:'.··;\· ·_:_:·::~·::\'.-_ ,~~;:: .,:;'.~'.i:·_:'._~/\:~.:·_)::·~:t<.(i.:,.·~-~~·~-~;,:~~~.-~:.:,.J~~.~~ .. ~-::~}~-~~/::·; G.'~;i'.?~~~J}~~:,~/~--~>:¡;•/'.',.-::,:;::·-~ -... :::_· ·_ 
el U8 de ,la caja C/ Des necésario'1para e)'corte enfre'el'rRNN¡s;s,s;:y:\el'28S/.qüe fcir,man .. 

~~;t~i~~~~:~tf s~~~~~,111r:i1111 \illi~~it 
Para el inicio de la transcripción·del rDl';fA/sifreq~ier~',del)fa?tOr,~de);electividad 1 (SL-1), 

el factor de unión al extremo 5' (UBF),.~3~\~~~~~~f~~~,~~,~~.~h)~.i~(,Jil1l~ras~ Iy otros 

cofactores (Leary y Huang, 200 l ): .Lc:is factorés . S.Ü~.1\y,YUBF) pei-ínanecen unidos al 
, : ·<·.·-i·. , .. :-.·,--··:~·:.'..·r.; :: t~,:·.>''A·:::·.'::·;/:·~::·'. .,'i:.~:Fi:~i:::,,:.:.'' :.:::,. ·:·: ,_.._ : ·. 

promotor, siguiendo a la polimerasaI qué les ahre'e(p.as'o::y:parece ser este paso el limitante 

para ta transcripción (Leary t1:N~?.g, :g?;i)¡· ·~Ul~;;1;;>{··üf:5]{_~r:~) :-: . •. .·. > ·.· 
La síntesis de ribosomas es regulada riegativámente;\cüanoo.ila.célula carece de nutrientes, 

- :.· :_ :.:_~;! - . :,: <~:\:~::·_-t,: : .. :_'\·;...;.,. -~-_.~,~~~t;:~{:~\!;;~;,~~:\~~:0/·/J~;~_:f~~~;f:~·~ .::_\Y~i-:,·,'·>-::;_>1·::/-::.'_:_· '.-: ~:·. 
se está diferenciando o:se inhi~e.ta'síntesi~•de'j)rotéinas·~Eeary)y'HÚang,2001 ). En cambio, 

es regulada· positivam:m~. g~~~~:~I?~:-~~~~~~¡;;g~iB~;~tz~~Jif~;f~.m8-yi~.1~ 'proliferación y el 

crecimiento celular (Leary 'y~FÍu~~~,:2óoj).:;Laf~e¿~l~~Ió~~·~e"!iíéva a cabo en múltiples " ,_·.~ ,·.:· ·;· _- '.,-:. --~j:· r,:-<:'.·; :~ ;: .:_·_:: :_::::;,,·:·.\-~;y:::~;:!_.~:}:: <~'.~::::y.~~;;;~':,\'.~(~.¡;e;rp:f:--.. ~;:~:;~:~·;,_: ·;-__ :-.--:-~ ·. _.:,:· -
etapas del proceso; poiejel11pl~,·exi~te'.un~·gra1n c'anticlad:defactores transcripcionales de Ja 

polimerasa I, pero no to;do~,~~si~'nl;6ti~~~:'tibd~}·~),'ti~~po gracias a que son fosforilados, 

acetilados o porque intera'~~i¡{~,¿~h;~d;~('¿,;~~{:~;~teí~~s (Leary y Huang, 2001 ). 

Para el caso de Ja :trans~'Íi1'g¡¿,~;-f~~:~Jj~A, la mayoría de los factores involucrados son 

fosfoproteínas (Leari;':yii.I'j~~~~;,i;So1) ... Este es caso de la nucleolina, una proteína 
>---:<~·;;"·~ · ?t\ú :-:~_','.K\'._':>:!.~-~,:<~ : .. _:~·-· ,_ -

multifuncional que iñterviene/en ,el procesamiento del pre-rRNA, además de unirse a 

regiones espaciad~~ai;;~~f~~,_,~~b~ticiones de rDNA para incrementar la especificidad de su 
. -. ·~,- ... · ,.:- .. , ... "' .. -- - . ., 

transcripción, apar~fit~Íll~hte p~r reacomodo de la cromatina (Leary y Huang, 2001 ). Lo 

que lleva a caho;IiJgi~,~-a que es fosforilada por la casein cinasa 11 (CKII) durante el 

crecimiento celular (Leary y Huang, 2001 ). La CKII también fosforita a UBF para 
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aumentar la tran~cripción ··en interf~se; al· proinoveH~ iTÍteracéió~ éie .. UBF.coii'SL-i' (Leary 
,. . :. '.' -· .·.' '.,;··: .. :. ,',···: ·, >: ,_'.>-:·<._(:~ -~;;~-: .. /-') .. ¡; (i,>. . -:.~\·:·::: ,_~\--~:--'-:::·.- :.>· ... _· . 

y Huang, 2001). Pero'alser fosforH.adas UBEY SV-.1 dllrantefa.~!t~sis.x.G!J~lllPrana, por 

~~~~~~:::~~~1:~~~~i!11ilif ll;t~iliíl'~:~::N~ 
Mod1ficac1ones covalentes,. a traves ·,d~ acet1Jac1ones. y: met1J~c1o?esJ·é; pue~en regular Ja 

:::.~~:~:,:~ .::::::~:l~~~·~?~~~J~~j~~~~f f ¡f t1~f lll~~~;t 
Huang, 2001). · '• >i; ·,, :\¡,/!':X 
Tanto la proteína "retinóbI~stÓ~a';supresoradé tumores'; {p~b);~,~~~0?~1?~~~ITJador.del · 

silenciamiento nucleolar. y de ~ali da de telof~se (RENT) son ~~iupbtle~fa~~d~°i':;~()·~pl~jo. 
. _,. . . ' ' ., . ,., . ,, ' - " .. 

Net 1. Por asociación• di reda 'ccm ·componentes de' Ja maquinaria de'Iapolimeraski, Unen y 

reclutan hisfonas d~~~b~til~d~s ·a repeÚé:iones de rDN;\':~~ta}~~.:.~i·Í~~h.é:i~miento (Leary. y 

Huang, 2001). ' . . . , .:: ~: . 

Por el contrario, la Úanscripción se estimula por acetilac.ióh deiosfaCtores de transcripción 

de la p~limerasa I, así como por la sobreexpresión de vari~~ ~iari;a6~1:Ú~sas (Leary y Huang, 
' !.' ·-··\• -, -. 

2001). 

·!'*-Modulación de la función nucleolar 

Scheer y Hock (1999) señalan que a través de la estimulación de células de mamíferos, con 

el factor de crecimiento epidérmico (EGF), la proteína "dedos de zinc" ZPR l migra del 

citoplasma hacia el núcleo y se acumula en el nucléolo. Por otro lado, al inducir a apoptosis 

por medio de CD95, la proteína DEDO viaja del citoplasma hacia el núcleo, en donde 

parece detener la.trans~r.ipción deJ rDNA. 

Visintin y A.rn~n· (29goJ;aj'e~~i,oji.an que la proteína fosfatasa Cdc 14, cuya función es crítica 

para )Jromo0~~é1il.;f1~d¡·,d~i'j~;~itosis, es captada en el nucléolo y mantenida inactiva hasta 

el arranque d~:¡~·a~"~ri~~,k.~~Jiniendo la salida precoz de la mitosis. Indican que la proteína 

Md~2 es ·~~j'~j;'¡j;¡·~~%·~~ la proteína supresora de tumores p53 1, y que al ser captada 
:~.';e<". ,'.'O· ' • -

"<'\.'~:\~ 

1 p53 itÍduce paro d~Í ~l~Í~ celular en respuesta a dm1o en el DNA. 

35 



también en el nUcÍé(;loenrespuesta ~laoncoproteína·Myc;per~i~enque;lap53quede lib~e 
y activa. Por otrn,: l~d~, I~ p~oteína Pch2, requeridá' pa¡a -~arai• t~'' pfÜgfesiÓ'n d~I ciclo 

- ---------· - •-·_; -- =-ooo- ~--,·~----· :'.e.e.·~-:- ' -· - ' -;-.- ~ - .-''·"·;":_--.' ' ~; -:-,--·~· --:.:-,'; ~·· ·. • -- --··e:- -· - -

meiótico en respuesta a defectos en la recombinación o eii 'ª sin\lpsi~ de cromosomas~ 
también se Íocaliza en el nucléolo, sugiriendo alguna funcióncle l~s proteínas nucleolares y 

del nucléolo en el señalamiento de inspección del funcionamiento celular. 

,,;¿.Regiones del organizador nucleolar . 

Leung y Lamond (2002), reiteran que a las unidades de transcripción múltiple de .rDNA, 

junto con los espacios intergénicos sin transcripción, forman· las.regionesclel organizador 

nucleolar (NORs), encontrados en los cromosomas huma":cis 13,;I<i:Ú~;:;;2l y'22. El 

nucléolo se forma alrededor de estas NORs después de cad¿.¿·it6~j~,:;t¡¿:~~Ü~'h:d~ii;~iment~ 
. . ... : . :·- _: ,-...- ~:~.):¡~ :t,~·:::;;:·.:::i-:.::_~:,~::_,~r~~ '._t~:{.~:(~)-~~~;::~fr\~_[<.,.:.4~.~~~~--~)~:.~;:~:~ :·!~(< ·:- .. . 

no se requieren de todos los cromosomas. Existe uri rríéfodcí de tinción de dichas regiones; . 
:_ _' < - - _, '. ..... · __ . . ~ -:, ···:>/ <\.<~ .-,._·.:·;·~:<'.::_¡~~¡~:r,y:;~;~~r;;>\l>~~J;~:~'~>!t-~-.~~\~~-1;~;_;-~J_t~'-~:·,~~'.t·~~;;,~·;é,:;~_;'. :_:~r::·;·'=····-.'.º ·.:. · 

la tinción. de plata amoniacal o AgNOR, · débida:a próteíóa:s:ñlideoláies:afinés''a"ta:plat(qüe 
, ·.: .. ·~ :,·;·t;/ .:.;}~·:.>·::.:.1 ::: .. :\.,·._ :·::. • • ·- •• • ·, • •• •• , • ·,.~'.:.·. : ;:,·~-:'.:: :~(;),~\;~::t·>~::~~~1~~'.·~~~~-á~li'~~~~~):~~~?:~~~-f~~~~-~gf_:~:.\\·?J~t~/::~~~::~1r{~~,:~).: ·:.··¡>:·· _ . 

se encuentran~ en:Jos •FC y DFC. Estas protemas :: tienen ,2fünc1ones':>,1mportantes,: en ... la · .. 

transcripcÍ~n:"~~1~'.ri~J\.·•·.·~n ... ta· biogéne~is 1 y,Riº"%~~~01~~;\~}l1~f~,~;~~r~~,~~~,t~i~f;~~~:~rm~i,\. · 
abundantes··•· san ·.•la B23.···(nucleofosmina,·· numafriná}'o':N038)i•y}la(C::23/'.(riuCtéóliñar;AI: 

. ,· ( "·: :· . ·.: · -,"::. .. ·.·.'.: -. :: :. ·... · :'.';:'. ·~·, ., .. ~::>:~~- <~~~"t; :':h;t:.>>f;.:y .:;;_~\1~X<:~l~-Ki:' .. ~·}!i;;),{~(::;~¿(~y,;~~::~~,·.'}~_::;.--~:::.: .... ·: 
parecer~ para la· primera proteína, el dominio qúe. se une_ i( la plata ;es i.tn ré~id~9::;de.'ácido .. 

aspárti6~, ITiientras que para la segunda, es un· doiTii~i~;'l;¡¿[;· ;~ )~~-i~~~~:·~~",·~¡:~fa~ato. 
(Valdez y col., 1995). 

"'*-Estructura del nucléolo 

La transcripción de los genes ribosomales, los cuales están repetidos en grandes pedazos de 

cromosomas, generan tres estructuras nucleolares: El componente fibrilar denso (DFC), el 

componente granular (GC) y los centros fibrilares (FC). Según Olson y col. (2000), el 

primero contiene RNA prn-ribos.om,al recién sintetizado y proteínas, mientras que el 

segundo está compuesto de partículas pre-ribosomales completas listas para exportarlas al 

citoplasma. Los DFSs s6fr r~giones de fibrillas finas altamente empaquetadas, de un grosor 

de alrededor de 3 a5:~'J;·(Schwarzacher y Mosgoeller, 2000), electrón densas y se pueden 

localizar con .. (lnti~lj¿rpos específicos contra factores de transcripción y factores de 

procesamiento del RNA pre-ribosomal incluyendo a la fibrilarina, un factor del complejo 

U3 que está involucrado en pasos tempranos del procesamiento pre-ribosomal (Huang, 
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2002). El GC;•col1si~t~ ~·~-~r!Ínulo~,pequeños,de 10 a 20 nm dé di~metro(Schwarzacher y 

Mosgoeller,. 2000),:c¡~e;enJL~I\fena la~ otras dos'estructuras· .;.es rico en .. factores de 

ensamblaj.e; ~;~J;if ~:~-.:r\bif~·~.aJ~~.-(~;~rig, .:2CJÓ2),· porlo:q~e Schwa~~a~her y ~osgoeller 
(2000) hablan:, de: (¡iié"ii'ésXurd\lugar de , alnúícenainiento• de··· pré-ribosomas. El tercer 

-_ .- :_. _ 

4

·_:_ .. : <-~::::.:.:~ _:"::.-<::.---~,~{~~-<I~;~;::.·::\:::,(·~:(,>:. :-:~-<-/;·:í: _ .<. --.. ~·_:· _;. · ... -:;<--\:/: ·¡ >· ',:_--);": ,:-.f·-,., _ : 
componente; el cerifrcdib_rilar (EC)está rodeado por. el DFC, és únaTegión fibrilar pálida 

. ·>,.; -·I~t~!-~:. ::~·;y~:·.·. -~(---~Y?::;,~\1¡;-»~~:'.,~1~::~,;:~:.~.->-',-._:), /~:-·; < <:,, -/ :· ·_- : _,:·~:-.: , .. ;---· :.-, ;_,-'.::· ::. ,<- ;· ;_:+_·_-;.,_:;;· ... ·... ·.> ~, : :· !_ 

globular, .consiste;.~n{un'fe~rejadó1de .. fibrilla~:de,,4 a.5 nrn; (Schwarzacher y Mosgoeller, 

.. 20~0),···que,=~~s~~-;~ti,~~1~[~é~•?F~~¿:;o•tÍTe~.~s~;J,_f~,~-T6s;~~:?tros._fa6tor~s .específicos de 

transcripcióílcolllo la8~A".topoiso~erá~aI y }IBF (Hua~g~· 2002). • . · .... · ...• ·•··· 

·:::;~f f¿;)1t~r~~~~~1~~~~§~tr:~r.~,~':;t:·:rt~:".:::::::~~~;~r..:::: .~: 
los compone~t~s fibrllares densos o en la vecindad de ambos, ya qlle·m~'c'h~sa~tores han 

realizadova;ios experimentos que apoyan sus teorías, pero hasta ~hor~ l1o'i~~~hiit~iado a 

un acuerdo . 

. ,,~Multifuncionalidad del nucléolo 

Es también un sitio de ensamblaje de varias maquinarias ribonucleoproteicas, muchas de 
' . . 

las cuales están involucradas en la síntesis de proteínas (Dundr y Misteli, 2001). Entre ellas 

se encuentra la partícula de reconocimiento de señal. (SRP). Tres proteínas (SRP 19, SRP68 

y SRP72) de las seis SRP están localizadas en' elnucléÓlo, lo que sugiere que el pre-

ensamblaje de SRP se realiza durante su!~asii.]~·.{~iavés del nucléolo (Dundr y Misteli, 

2001 ). Por otrcí lado/s~ ha dem~ktrado:JJ~ ob~ir~n modificaciones postranscripcionales de 
· . ~~;:--· ·,. ·-s:: ·,·.-:.:.,; -.:-·:':;~x;~-:~:--r~,~,.~>}~~-~~>)v;~:-/ ;:;:t;·~-;:".:.< ;:::.;--;~~\ó_: ~<~; ... :.' .. --

U6 snRNA en:el.nUcléolo;'lleyado.:a?caoo por 3 cajas CID de snoRNAs al metilar a la 

ribosa y pseJci~ÜridlÜi;~~,:?~¡~µi~~d'oío ·antes de dejar el nucléolo para dirigirse al 

nucleoplasma (I)undr·~ i\,fis{~ji,\i;JÓi).·L~ que también parece suceder con US snRNA. 
- '-··.o,, .• ,_·'····' -- --,.¡,,-,,,. -'• 

Se ha visto que el riuCl.éol~JG'~ga ¿n papel importante en la maduración de algunos tRNA 
, __ . __ ,_ --- ·,_.-.. ·-

de levaduras, ya qüe,'se han encontrado endonucleasas requeridas para dichos procesos 

principalmente en ~!nucléolo (Dundr y Misteli, 2001). A su vez, el nucléolo interviene en 
'· 

funciones regulatorias, ya que las proteínas regulatorias HIV, conocidas como Tat y Rev, se 

localizan en el nucléolo, en donde Rev es capaz de recluir proteínas en su vía de 

exportación, 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 exportación del 

37 



1 ' • • • . . ~- . ' '. . ' '. 

mRNA de HIV-1 (bundr y ~ist~li, 2001). Ta!Til:>ién se involucra el nucléolo en la ,· '· . ' ,, .,· .' . ' . 

regulación de la proteíllá s~pr~sorn de tumores (p53), ya, que retiene el nucléolo a la 
- -· ·---- ·-·-.'.. -•--· -- •·-o----_-,::_:=-: - __ ,: ___ -- = -· -- .-." - ~--- :-_ - ·-- -- -e- -

proteína MDM2 para,que no sea exportada al citoplasma para degradar a p53 (Dundr y 

Misteli, 2001). 
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Objetivos 

El objetivo de este trabajo fue el estudio de la estructura nuclear periférica de trofozoítos 
de Entamoeha histolytica usando procedimientos citoquímicos y de alta resolución, para 
conocer si esta estructura corresponde a elementos nucleolares dispuestos de manera atípica 
con respecto a los nucléolos eucariontes filogenéticamente más recientes. 

Metodología 

Se utilizaron trofozoítos de E. histolytica de la cepa silvestre HMI: IMSS, cultivados en 
medio Diamond TYI-S-33 y recolectados durante la fase de crecimiento logarítmico. Las 
amibas fueron donadas por la Dra. Bibiana Chávez, del Departamento de Patología 
Experimental, del Centro de Investigación y de Estudios Avanzados (Cinvestav) del IPN. 

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

Se utilizaron dos fijaciones: 

Glutaraldehído al 2.5 % : 
Inclusión en Epón (resina epóxica) 
Postfijación y primer contraste con tetraóxidode osmio. e inclusión en Epón 
Tinción con plata amoniacal (AgNOR) prevfaa la deshidratación, e inclusión en LR 
White (London Resin White; resina a'erílica)· 

Paraformaldehído al 4 % : . 
Inclusión en LR White (resina acrílica) 
Inclusión en Lowicryl (resina ácrílica) 
Inclusión en parafina 

Se utilizan tubos de ensaye o ependorfs de manera que en cada cambio de solución, se 
centrifugue primero para formar un botón de células, se elimine la mayor cantidad posible 
del producto anterior sin modificar el botón, se agregue la siguiente solución y se 
resuspenda para que todas las células estén sometidas a las mismas condiciones. 
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Fijación con glutaraldehído al 2. 5% 

Inclusión en: 
•:• Postf'l}ación y primer contraste 

E' ;pon T ''did 'E' etraox1 o e osnuo- .oon 
- Glutaraldehído 2.5 % + Amortiguador - Glutaraldehído 2.5 % + Amortiguador 

PBS, durante hora y media a temperatura PBS, durante hora y media a temperatura 
ambiente ambiente 

- 3 lavados de 1 O minutos cada uno, con - 3 lavados de 1 O minutos cada uno, con 
amortiguador PBS amortiguador PBS 

- Deshidratar con alcohol (etanol) al 30% - Se agrega tetraóxido de osmio 1 hora 
2 cambios de 1 O minutos 

- Dos cambios de alcohol al 50% por 1 O - 3 lavados de PBS de 1 O minutos cada 
minutos cada uno uno 

- Alcohol al 70%, dos cambios de 10 - Deshidratar con alcohol (etanol) al 30% 
minutos 2 cambios de 1 O minutos, luego al 50% 

dos cambios oor 1 O minutos cada uno 
- Dos cambios de alcohol al 80% por 10 - Alcohol al 70%, dos cambios de 10 

minutos cada uno minutos, luego al 80% dos cambios por 
1 O minutos cada uno 

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

- Dos cambios de alcohol absoluto de 15 - Dos cambios de alcohol absoluto de 15 
minutos cada uno minutos cada uno ·.· 

- Dos cambios de óxido de propileno de - Dos cambios de óxido de propileno de 
15 minutos cada uno 15 minutos cada uno .. ,: 

- Epón 1: 1 óxido de propileno, toda la - Epón 1: 1 óxido de propileno, toda.la 
noche a temperatura ambiente noche a temperatura ambiente 

- Epón 2: 1 óxido de propileno una hora o - Epón 2: 1 óxido de propileno una hora o 
24 horas 24 horas 

- Incluir en bastidores con Epón o en los - Incluir en bastidores con Epón o en los 
ependorfs mismos deshaciendo un poco ependorfs mismos deshaciendo un poco 
el botón, polimerizar por 3 días a 60ºC el botón, poli merizar por 3 días a 60ºC 
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•!• Tinció11 antes de la deshidratación.·. 
AgNOR-E ón Good asture Bloom, 1975, eri S ector col., 1997) 

Glutaraldehído 2.5 % + Amortiguador 
PBS, durante hora y media a temperatura 
ambiente. 
Solución A de Carno or 5 minutos 
Rehidratar con alcohol al 70% por 1 O 
min, después al 50% por 10 min, Agua 
bidestilada or 1 O min 
Adicionar AgN03 , calentar por 1 O 
minutos entre 40 a 50 ºC (a baño María) 
en laca caliente 
Lavar con Agua bidestilada HELADA 
10 veces 
Revelar adicionando 4 gotas de NH4As, 
más 4 gotas de revelador (formaldehído 
al 3% neutralizado con acetato de sodio, 
para luego bajar el pH entre 5-6. con 
ácido fórmico), dejar 15 segundos y 
lavar 1 O veces con agua bidestilada' 
helada. ·. 
Deshidratar como en el método de .LR 
White a 4° C 
Alcohol absoluto 2 : l LR White por 3 
horas o toda la noche a 4ºC · · · 
Alcohol absoluto 1 : 2 LR White por 3 
horas o toda la noche a 4ºC .. ·. 
3 cambios de LR White a 4° c. por una 
hora cada uno · .·. · ·. · · 

Polimerizar en cámara de uy a .. :"'-20~ 
25ºC en cápsulas de gelatina '2 ·días y 
otros 2 a tem eratura ainbierite·; 

Fijación con Paraformaldehído a/ 4%. 
Inclusión en: 
LRWh' 1te .··. L ow1crv1 
- Paraformaldehído 4% + Amortiguador - Paraformaldehído 4% + Amortiguador 

PBS, durante hora y cuarto a 4ºC PBS, durante una hora a 4°C 
- 3 lavados de 1 O minutos cada uno, con - 3 lavados de 5 minutos cada uno, con 

amorti_guador PBS a 4ºC amorti_guador PBS a 4ºC 
- Deshidratar con alcohol (etanol) al 30% - Alcohol (etanol) al 30% a OºC por 30 

2 cambios de 15 minutos, luego 2 minutos 
cambios de alcohol al 50% por 15 min 
cada uno a 4ºC 
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- Dos cambios de alcohol al 70% de 15 - Alcohol al 50% a -20ºC por 1 hora 
mio cada uno o de toda la noche a 4ºC 

- Un cambio al 80% por 30 mio a 4ºC - Alcohol al 70% a -35ºC toda la noche (o 
una hora) 

- Un cambio de alcohol al 90% por una - Alcohol al 90% a -35ºC por 1 hora 
hora a 4 ºC 

- 3 cambios al 100% de 30 min cada uno a - K,¡M Lowicryl diluido 1: 1 en alcohol 
4ºC absoluto, una hora a -35°C .· 

- Absoluto 2 : 1 de LR White por 3 horas o - KM diluido 2: 1 en alcohol absoluto una 
toda la noche, a 4 ºC hora a -35°C .. 

- Absoluto 1 : 2 LR White por 3 horas o - 100% de K 4M una hora a -35ºC .. 
toda la noche, a 4ºC .. .. · ..• :, . 

- 3 cambios de LR White una hora cada - 100% de ~M a -35ºC toda la noche •.. ··· 
uno a 4°C 

- Polimerizar en cápsulas de gelatina en Cambio de 100% de K,¡M en cápsulas de 
cámara UV al congelador 2 días y otros 2 gelatina y Polimerizar en cámara de luz UV 
a temperatura ambiente; o en cápsulas de a -35ºC de 24 a 48 horas, seguido de otros 2 
gelatina en estufa de 60ºC una noche días a temperatura ambiente. 

Parafina 
- Paraformaldehído 4% + Amortiguador PBS, 
durante 2 horas a 4ºC 
- Enjuagar 1 O min en PBS 3 veces 
- Deshidratar con Alcoholes graduales hasta 
llegar a 100%, durante 1 hora en cada 
solución 
- Aclaramiento en xilol al 100% durante 1 
hora 
- Inclusión en bloques de parafina 

- Se hacen cortes de 3 µm de espesor, 
montados sobre portaobjetos tratados con 
silano para asegurar su adherencia 
- La desparafinación se lleva a cabo a 60° C 
durante 15 min, se escurre la parafina y se 
deja 5 mio en un baño con xilol puro. 
- La rehidratación consiste en baños de 5 min 
de alcoholes graduales, de 100% a 50%, 
terminando con 2 baños de a~ua destilada 
- Se enjuaga en amortiguador TRIS (0.0IM, 
pH 7.6) por 1 O min 
- Se tiñe v se monta 
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Metodología post-inclusión en parafina realizada para la observación en 
microscopio óptico (fluorescente o campo claro) 

Tinción de DAPI (DNA) 
(en Spector y col. 1997) 

Se prepara una solución de 1 O 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 solución de DAPI 
Se drenan los portaobjetos verticalmente, se montan y se observan sin enjuagar. 

Reacción de Feulgen (DNA) 
(en Pearse, 1 968) 

l.- Solución de Schiff o Feulgen 
Disolver 1 g de fucsina básica en 200 mi de agua destilada caliente; se coloca al 

fuego hasta ebullición y se deja enfriar a 50ºC, se filtra y se añaden 20 mi de HCI 1 N. Se 
deja enfriar un poco más y se añade un gramo de metabisulfato de sodio, se guarda en un 
lugar oscuro durante 48 horas. Debe tomar un color paja después se añaden 0.5 g de carbón 
vegetal (norita) se agita y se filtra hasta que quede completamente cristalina. 
Almacenar en el refrigerador en frasco color ámbar. 
U.- Solución de Acido Clorhídrico 5 N 
lII.- Solución sulfurosa 

Metabisulfito de sodio al 10% 
HCI IN 
Agua destilada 

Procedimiento: .·. . 

6ml 
5 mi 

100 mi 

1. Desparafinar e hidratar hasta agua destilada 
2. HCI 5 N a temperatura ambiente una hora •·· 
3. Lavar en agua destilada 
4. Solución de Schiff por una hora 
5. Solución sulfurosa 3 minutos, tres veces 
6. Agua corriente 10 minutos 
7. Deshidratar, aclarar y montar. 

Azul de toluidina ácido para RNA 
(Smetana, 1967) 

El procedimiento de azul de toluidina alcohólico ácido para RNA, se realizó en cortes de 
células desparafinadas y rehidratadas. La solución consiste en azul de toluidina al 0.025% 
en etanol al 10%, diluida 1 O veces con una solución de ácido cítrico O. 1 M y fosfato 
disódico 0.2 M, amortiguada a pH 5-5.4. 

Se enjuagan las células con PBS y se secan al aire 
Se agregan unas gotas de la solución de azul de toluidina alcohólico ácido por 30 min 
Se drenan los portaobjetos verticalmente y se observan sin enjuagar. 
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Tinción 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 utilizó el 
siguiente procedimiento: 

- Solución A de Carnoy por 5 minutos 
- Rehidratar con alcohol al 70% por 10 

min, después al 50% por 1 O min, Agua 
bidestilada por 1 O min 

- Adicionar AgN03, proteger con 
cubreobjetos y calentar las preparaciones 
por 1 O minutos entre 40 a 50 ºC en placa 
caliente 

- Lavar con Agua bidestilada HELADA 
10 veces 

- Revelar adicionando 4 gotas de NH4As, 
más 4 gotas de revelador (formaldehído 
al 3% neutralizado con acetato de sodio, 
para luego bajar el pH entre 5-6 con 
ácido fórmico), dejar 15 segundos y 
lavar 10 veces con agua bidestilada 
helada. 

- Secar exceso de agua y montar 

Metodología post-inclusión realizada para la observación en el microscopio electrónico de 
tra11smisió11 

Tinción para RNPs (EDT A) 
(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 (EDT A) por 1 O 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 

Tinción para DNA (PTA) 
(Vázquez-Nin y col., 1973) 

Se necesita ajustar el pH del ácido fosfotúngstico (PT A), con HCI O. 1 N a pH 2, colocar la 
rejilla con cortes ultrafinos en una gota de PTA. Dependiendo de si los cortes están 
incluidos en resinas acrílicas, la duración será de 30 minutos y después se enjuaga, o si son 
de resinas epóxicas, la duración será 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 Vázquez-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 acrílicas) en amina de osmio 
protegidas de la luz -si se usan resinas epóxicas se recomienda dejarlas 3 horas-, y por 
último se enjuagan en agua desionizada. 

lnmunolocalizaciones, anti-DNA 
Se utilizaron rejillas de níquel con cortes ultrafinos de resinas acrílicas, en especial 
lowicryl, y se continuó de la siguiente manera: 

-Se flotan las rejillas en suero normal de cabra (NGS), diluido 1: 100 en' e(a~-~~iÍiüador 
PBS, por 3 minutos. Este paso constituye una pre-incubación para el bloqu·~9·,de. sitios 
inespecíficos. · . . .• ~ > , ' 
-Se incuba toda la noche a 4° C, en una cámara húmeda, flotando cada rejilla·en'uria gota 
de 20 µI del anticuerpo primario diluido 1:50 ó 1:100, en PBS-BSA (albúmina:desiie~ode 
bovino)-Tween. Se utilizó un anticuerpo monoclonal desarrollado eri ratón, el cual se une a 
DNA, producido por la compañía Progenie, de Heidelberg Alemania. · 
-Al otro día se lava las rejillas con PBS-Tween con piseta; 
-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 cámara húmeda y. a tempefatüra' ambiente en el segundo anticuerpo, 
diluido 1: 1 O ó 1 :20 en PBS. El segundo: antÍcu'erpo ·es un anti-ratón IgM asociado a 
partículas de oro de 18 nm de diámetro;. élé•·lá'.compañía Aurion, Wageningen, The 
Netherland. ··;:, .. ··. i:>rP':iÚ'~i~f;f;;/ : 
-Lavados con PBS goteado, luego ,·sé if1Ótan'.Ia'S' 0

re]ilfas en PBS 15 minutos y se gotean 
nuevamente. . >:;. :. >7 ' · . 
-Se gotea agua bidestilada a l~sr~jifr~i~~~~·fiotan 15 minutos en agua bidestilada. 
-Después de dejar secar)as'~ejillas;;se:cóntrastan con acetato de uranilo (durante 2 minutos) 
y citrato de plomo ( dÚraríte!'min);· para üna tinción general muy suave. 

'. . ; ·-~ ' . ; ::-;·-;_:·· ,·_ ;~· : ·,: 

· ·· i ·•· : : ·· · Tinción general 
De cortes ultrafinos soportados en rejillas de cualquier tipo e incluidos en resinas acrílicas: 

Acetafo de Urariilo 5 min · · 
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 

De cortes ultrafinos soportados en rejillas de cualquier tipo e incluidos en resinas epóxicas: 
Acetato de Uranilo 20 min 
Enjuagues con piseta con agua desionizada por 1 min 
Citrato de Plomo 1 O min 
Enjuagues con piseta con agua desionizada por 1 min 
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Resultados 

Microscopía óptica 

Las metodologías de tinción de DNA, Feulgen y DAPI, confirmaron la presencia de DNA 

en el núcleo y en el citoplasma con una reacción más ligera, aunque no es posible 

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

Fig. 1 a, Feulgen. Los 
círculos rojos magenta 
más luminosos 
corresponden a los 
núcleos y alrededor se 
percibe difuso el 
citoplasma. En los dos 
sitios la reacción resulta 
positiva para DNA. 40x 

TFSIS CON J 
. • 1 .!i' "t); . .Ti'~ FAL •. A ,, ... 1..1uG.1~::.~ 

Fig. 1 b, DAPI. Se 
distinguen los núcleos al 
ser las estructuras más 
brillantes. El citoplasma 
está bien delimitado. 
60x 
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El procedimiento de azul ·de toluidina evidenció una tinción intensa en la periferia del 

núcleo (Fig. lc). Así mismo, la tinción de plata impregnó fuertemente zonas nucleares 

periféricas, como también algunos grumos céntricos (Fig. Id). 

c c 

Fig. Id 

c 

Fig. 1 c, Azul de toluidi~-;.--¡ 
1 La zona más teñida (flecha) 1 

localizada en la periferia 
nuclear corresponde a RNA. '1 

c, citoplasma; n, núcleo. 60x, ¡· 

recuadro 1 OOx. 

Fig. 1 d, . Tinción de plata amo~iacal. El-~olo~afé l 
indica las regiones de material nucleolar en la periferia 1 

y en motas céntricas. No se diferencia con claridad los 1 

límites del núcleo (n) ni los límites de la membrana 1 

plasmática porque es una prueba específica para 1 

material nucleolar. c, citoplasma. 60x, recuadros a 1 

~X. 1 

Microscopía electrónica de transmisión 

La tinción de acetato de uranilo y citrato de plomo muestra al trofozoíto como una célula de 

alrededor de 1 O a 40 µm, amorfa, rica en vacuolas citoplásmicas y esférulas nucleares de 

diferentes tamaños (Fig. 2a). En la Fig. 2b se ve un acercamiento del núcleo, que 

generalmente es esférico, tiene material electrón-denso y fibrogranular en la periferia, 

mientras que el resto del nucleoplasma posee una menor densidad electrónica. 

'HS\S CON 
FALLA \:t OR\GtN 
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Fig. 2a, Micrografia electrónica de transmisión. La célula es amorfa, con vacuolas de múltiples 

tamaños en el citoplasma (e) y esférulas variables en el núcleo (n). El volumen nuclear ocupa 

aproximadamente la décima parte del volumen total celular. No presenta organelos citoplásmicos 

como mitocondrias, aparato de Golgi, ni retículo endoplásmico. 10,800x. 
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En la Fig. 2c se advierte a mayor aumento una parte del núcleo de la figura anterior, para 

observar el material· fibra granular mencionado en la vecindad de la envoltura nuclear (Fig. 

2b, Fig. 2c). 

. .. - ' 

n 

e 

·, 

Fig.2b 

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

,_ 

:-\j:<. ~· ·. 
,--o•·:..-~ '~ 

;i:r:~.'.::,.:_ > 
n 

-----------

'.:~~ e '.• .. 
. .. . .. ' 

- -~· 

e 

Fig. 2c 

1' .. 

., Fig. 2c, Micrografia electrónica de 
transmisión. Acercamiento del material 

l
l electrón-denso periférico (flecha) en el núcleo 

(n), mostrando su composición fibrogranular. 
c, citoplasma. 69,300x. 
-------·- - -- ·-- --- -···--

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 
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.. ·.• ··. ··,< ·•.· .. •. · .. ·. · ..••... ··. · .. · ' .··•• . •···. 

La tinción preferenci~I··para'/RNPs, "EDTA", muestra que el material fibrogranular 
' ·,·-, ., (.' ' " 

periférico se coritrasta f~erternente con esta técnica (Fig. 3a). La tinción preferencial para 

DNA,·-~,P~N;,-(Fig. 3~)·a~Íc~riio el método de amina de osmio (Fig. 3c), muestran una 

banda ciar 

.,·;,· 

:- .•-... 

-;4t'" 
·;t!: 

•.· 
~,-,, . .~····,·~ .. ~ 

.· .... /'. .. 

n n 

.... -: .. 

,:.: 

1 
Fig. 3a 

Fig. 3a, Tinció~-;;~ -RNPs (EDTA~Eil 
material contrastado en el núcleo (n) 
corresponde a RNPs, ya que esta técnica quita 
el contraste a la cromatina. El material 
fibrogranular periférico (flecha) está 
compuesto de RNA y proteínas. 36,800x. 1 

----------------- ·-- -----------~----l 

... · . 

'_ Fi~. 3b 

Fig. 3b, Tinción para DNA (PT A). En el núcleo 
(n), la periferia (flecha) es más clara que el 
nucleoplasma y la cromatina compacta está 
excluida de esa zona. Hay mayor presencia de 
DNA hacia el interior nuclear (cabeza de flecha). 
45,000x. 

j 

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

Fig. 3c). 

'· 
·~.:>,~· .:ry 

Fig. 3c 

' 
.P'-Y ~ 

·.;>;·. ·:ii}lio 

Fig. 3c, Tinción para DNA (amina de osmio). Se encuentra teñido 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 inmunolocalizaeiÓri 'ulir~~strudtl1ral para DNA'confinna:l~aus~h6ia·de~D~A en el· 
. : ... · .. - ,. . . - . (· .. ·'' ·-. .-. ,.·. , .. -.\. 

material periférlCo'(Fig.··4a);:~~n excepción de pocos cl1el]J:Os:cieris{ls de'DNA localizados 

en esta · z~~[(FÍgc: -¡b ).~ ~~bién- se destaca ~n . cuerpo}~~~tr~i' en- f~rriia de estrella 

(endosoma), el cual tiene extensiones de DNA (Fig. 4b), y ~~e~i~~i1te fa ~resencia de DNA 

en el citoplasma (Fig. 4a). 

·"' - . 
·;; .. ~~ ;~ 

~ • ~-. t">'-__ ' 

·.\.. 

; 

J ~-; ;_~· 

•. 

·,; 

~ 

::...~'.-· 

. ~-,~7 

· ... : : .. 
e · . .. 

Fig. 4a, Anti-DNA. Las partículas de oro 
muestran la localización del DNA. El 
citoplasma ( c ) y el interior del núcleo (n) 
se marcan abundantemente. ··El:. material 
fibrogranular periférico (fle~ha) .· presenta 
escaso marcado. 60,000x .. 

... ;. .. 

···'fii. 

< . . . : .. ~ ,_~. . ... 

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

TESIS CON 
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. . 

Con la aplicación ·de' laté~nica.·d~~lata·••.amoniacal para organizador nucleolar en 

microscopía electrónica; ·~e contrastárl estruCtú:ras · illtranucleares (Fig. Sa). Este material es 
-- -~- --'----'-<--:,-=--;•_,ó--;:=~·,.==·.'~~:=::·· --;~r""-;".··-.· ... ~- -·:.···:-: -.·', ·--~·:·· -- •• • 

abundante en la periferi~ n~clear, formando un anillo granular con algunos cúmulos 

esferoidesden~o~ (Fl~}si,), además de estar presente en algunas extensiones del endosoma 

(Fig. Sb; Fig, Se). 

Fig. Sa, Tinción de plata amoniacal. La micrografía electrónica muestra un gran contraste 

en la periferia del núcleo (n), y en zonas centrales bien definidas (flecha). l 2,800x. 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 
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Fig. Sb, Tinción de plata 
amoniacal. En el núcleo (n) se 
contrasta la periferia (flecha) I 
uniformemente, con excepción de ! 

unas motas muy electrón-densas 1 

(cabeza de flecha). Hacia el interior i 
del núcleo se pueden ver teñidas · 
algunas extensiones (flecha verde) 
del endosoma (E). 26,750x. 

Tff;IS CON -, 
FALLA i E ORIGEN 

Fig. Se. Tinción de plata 
amoniacal. Se aprecian mejor 
las extensiones del endosoma 
(E) con material impregnado 

' con plata (flecha). La periferia 
presenta mayor contraste, 
concentrándose en algunas 
motas oscuras (cabeza de 

i flecha). 29,900x. 

-----··------ ----------------' 
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Discusión 

Entamoeba histolytica ha sido estudiada desde muchos puntos de vista, con objetivos 

frecuentemente patológicos y de biología molecular, pero aunque hay abundantes datos no 
• ··' • • '' • •• • - • •• • -- '... • •• •• '1 ~ •• 

se ha completado el estudio de su biologíacelular .. ~E:it·eí'pre~~ht~trabajo se déterminÓ la 

localización y morfología del nucle~I~,)··:~~,s~n.~,iRgf:~{;;~~.}~;~{Jtt~~~J.~~,Ui~{~étcidos de 
citoquímica ultraestructural cuya validez hnido,comprobada~·ppr:diyersófautórés>::~ · ·· · 

--.:·: "I:-:. · _ ;~,;~~.:: :·-:;~i -~,:: :_ 'Wt)~t::~1~:?X:jFú··:!3")'.~~'.'.t){i:f~\~~tf1:'tt!:~~·:!~~~;~\-:f:::'.~;~;;;'.~+:~;t~i :~:-~;.~\~-:~·'.::~- =~; __ . _ 
Vázquez Nin . y col. (1973) · demostiar(jn ·•qué,! el {.'áeidO i;fbsf6tUngs,tico}a'ipH~2 contrasta 

- : ·. ·- ·; --.. --. ; :·.:_:\: '.-.. ~;;f? __ · -<~if·i: C'.i:f;~:~!~?ó~~'.·;~:r,,f.:~-::~x-1,:¡_;·: ~":r1~51;:t>1i.§.~t~?:$:,.~~;1-~g~f~f.',~12;_~~n:~f,5:N~~::.>~:-~(::-:: . 
únicamente .el DN A en el át~b ito 'nu~lé~r>pues tiñeron'crómatina,tratada' cori 1 pfoteasas y el 

~~::::::,·;;~~~,f lf u,~{~1;~it~J~~f~~'~;,,fi~º;,~g){Í¿~¡~j1f§,~~:~~i,ºdº do 
Feulgen; se basa .Crila.,hidrólisis tleida élé las purinas, que produce un aldéliído''en :ei carbono 
: . , ... -... · ;:> '.:.) '.·-)'..,;:~··· '"/t~;.'~?.{'.':.~.\::,}.\::::;:<~·~\.~ .\>·<'., .-.. . - .-·- ·. . _- .< ---~ > ·.-.'-·''.'-.·"<·:,><:_·_,·}(:¡,:;1?f'.:,'f·:i;;[~!~~:!i';:;<~:~·;:_1·;~,;~_'.;\;: ~c.-·:·:- <'- ~ ·. · 
1 de la desoxirribos~t.'·Este''.óarboniló se detecta ccm una'amina:é¡ue'és·la~fucsina'élecolorada 

: .. <::.::· ::;,;;;,;:_r·f:-\7~-_,-.\~~-~\-;'.~~t':t::<-r~-</)_~·<- _:,.."._.. --:, . ::._~:-: ,-_,._:~~:~_-,,~-~~~~'~/~-r::::·:,:7.~:(.~:1~")~/~-·-~;·,>"::' --.- .. < 
(reactivo ele Sc~ift}en;I.a'reácCió~ de Feulgen y es la'a.tñfoa'd.e'o.smfo 'en la de Cogliati y 

Gautier (}9~3);,(;[)~~
1

id~::'~ i~t~ meóanismo de r~a~ái;~;~:.'~~t,\écnica tiene la misma 
~-. ·:·" ... :_,;.~-:' . '.''.-- - . ·- . - . '.>.· ' '. . -.. ' _'·';' 1 

especÍficidad,por~i.:ÓNA'quesu .precursora, la reacc:ión'.d~Feulgen, cuya especificidad ha 

sido exte~~~Ill·~~t~>;'<l~~~bsfrad~(Pearse, l 9:6s):·EJ osrhi~, confiere al procedimiento de 

Cogliati ~ :c}~8ti~:f::'.~1~·~f~~~~~.~t~i"é~e~~:.i{~n.,H~~o~C:?Pía electrónica. Este método ha sido 
simplificado,~ hecho·m~riOspéligr?so pór,Vázquez Nin y colaboradores (1995). 

~= P~~:¿~~%~i~\~'i!~li~~i!l(~~f E;~;::.:·,:::::.~ d":~~;,~~=~-:':: 
a los. ácidos nu.clei~.9s,' .. Pr~,teínás•,f otrós:c;(impuestos. Posteriormente el EDTA quela al 

uranilo Y.;~s~f:~trf~~~¡;,~f;ft~~}·~;~~~{~~.~i~.~m~;bta rápidamente, quedando unido sólo a las 

ribonucle?p.roteínas~;·Pór~ltimo;~el ~itl"átª':deplomo en los cortos tiempo empleados en este 

procedimiem~>~1 .. ?:.~S;~·~~'.~f;~-I~~'l:~~~~~~ .. ~~c·J~~ ,que aún está presente el acetato de uranilo, 
que actúa este;últirrió ;cómo rriordfont}~. paras.el :plomo reafirmando la tinción, que en este 

- · .. ··/-. ::·:" '.\(/f~;;~.~·~:·:·:~~f~'_.:,::;tf:::.;··, .. -~~:·:/~:".~}-, ~-~-r?'. _. .-~" :::::>-- o··: 

caso correspon~e·aJa_s ~s.. :· •·. . . .. ··. . 
El az~I d~ t~r~ldlh~'.;~I'?i~fa~~n";,,~dio ácido se ioniza como una base, uniéndose a grupos 

fosfato;· p~ro ~~·~~ ~on~ce el porqué se une preferencial mente a RNA y no a DNA Sin 

embargo; se propone que en condiciones no desnaturalizantes es más ávido por el RNA que 

por el DNA, que puede ser teñido llevando a cabo un procedimiento de despurinación 

previo (Smetana, 1967). 
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Como . se. había mencionad();· el • nhrato de plat~. que- ccirnlÍnft1e11t~ se~ h<i'nóinbrado. como 

:~::~~.:~~:;;:;:~~~rif~~~~w~:¡~;if f:~i~~~~i~~~~i~~~;t~!~~~~~¿m: 
abundantes. son la ·B23 '.(nuéleofoiúnina::iiumatíiníi"ci'·[N038)lyiila'C23 f(riüCleolina);'.Parece 

, .' · :. .; ·.·; :/ · ~·; ::·.)N_ .:./""\.:-::·'.. -:~'.: ~:'.:··? · :.'. z::~~:-:-~\~-:-:'.f1. ·_, .' :-;~'.'._~-~ c_:.~·:i~(2_i '.-~-:i:~·-~~i} ~U~: :.:;~~::·L'.,~1;\t;:~~;i~Z{~~~~~,~¡~::~·~'. J:,~~~{:~_, ;j;~;;~·; ::-:f ~<(~ >:~~¿·~'.·: · :_. .; <-. -. 
que para la primera •proteíria;\el 'dominfo •cfüe;·sé ürie'i:a:Ja; plafafes\uhJresidüo •de .ácido 

~:!:°~ ,::5~:t~i)~~l~i~~~li~~~J¡i~1~i~~J11lgtwgv~~~¡~~eigi~ramato 
El DAPI se usa para':tefür DNNde:doble'cadena/,Es.·20 .veces'mas uorescente cuando se 

~",:~.'~~~;~~{3l! ~~e1~di~~'.·~~'1¡~;;~>fg)~~;~!~~~J~~!~''!~l!ri-c (en Spectoc 
~; -.-.~/.~ __ /;~r:\·~~::;'_:.~1;...I~::~~-~,¡J{:2~.<:::·;·'.?:. __ .:/ .. ··:L · .. <-.~<· ..... ·_ .. >~<·:. '<:, :.:'. _:;-.~t;::/:,:) .. -:;"iit~~~-:·J.~~t!:;.~:;:~Ií:::~-:~~~\: ... :'::_.¡·.: . , , • 

El. tetraox1do} de.• osmio;.;; postfiJ ador y pn mer. ·::contrastante,·'' se.: une · a protemas, ac1dos 
,, ~· __ :. __ :·;";-/,(;:-:\.~·;,:;::~e:-::'.~~)~~·;:":~.'}:->.: .. ~~<}::: ..... ,: ~.·'.,:. ~- ._ .... ·-. - ' ; ... :_; > .... -.::~:,. :·\.'_;.~~·::::>:,;;t~f(tj.~\:5\ '._/:;,\.:-i-.:".~i~·f;~-.. :'. --..-: · .. 

nucleicos )' p~inc~páirne11te'a los Hpidos·pólare:s dé~las/tl\~~br!lnas. Este último efecto 

::::J.'.ª~~;·J~'~,~~~~~:::¿~:;,:: dt=J~~J~~tií~~~~ t:,:,º' line"' º""'"' 

E'1udi?• P,""~~~ ~ e,te}y~i•io '.e~ll~~~ ~i ~WJf i~if ~;:~~~J~i!~ e!~ctcónka y téon;ca, 
preferenciales•para. póner ··dé. rnanifiestó;Ja ci-órriatiÍÚt y;\las';parlícula:s. ribonucleoproteicas 

. : :« ,.,. --_-.. --.. _:.· ":·· ._., -·:·:.,. /~- :···.:._ ~_-.;<:'.:'\:. -~(:;{> '/;.; ... : ~?-·:··~~-;/·.:~~~r{·:; ~;~·1'.>'·:.f":.;.~:-.>}~~)~·-::):T:-: -'-::'.~~~ .: ··>. 
(Jiménez-Garcfa y col., 1989); mostríirori!qúe IaidistribuCión'dd RNA y del DNA en el 
, .> -· . _ .. ,: . -~:\. :. (· .. .. _, .: , ::: .. / ;-: j:'.·\, _. ... ~.:r-/:·:.: t~:::Y~::i·;::~ ·:.¿~~:_:.L:rri··· \<~-?:~x-r.~~; f~;:~,v~:~~~~{ .. \: ... ·:-. · . . 

nucleo interfásico ••dealgunasatnibas'e~:~uy,:·diferente,7alfdeplantas, hongos, ammales y 

otros protistas. E~te hecno '.{i~{¡,~¡,;~a&':1~{ii{~~6Tik·~;~'j~~:~~t~;es que han estudiado a E. 

histolytica. Albachy coL,(19;7) de~arfb1l¡f"~~·"J~~;h{pótesis sobre una posible presencia de 

~:i:::::~:e2;:~~~~,~~j~l~\~~f ~f~~f !~::.:~,;~::~~:.:,;nm;::~.:::;:"::: 
DNA en una estmci'ura ce,ntral ,(eridos~~a), han sido descritas varias veces (Albach y col., 

l 977;·0rozco/cól.,}9ss; A~güello y col., 1992; Gómez Conde y col., 1998). 

Los resultad~; obtenidos en este trabajo empleando métodos de microscopía electrónica, 

contraste:preferenCial de DNA (PTA), contraste específico de DNA (amina de osmio) e 

inmunolocalizaciones del DNA sugieren que en el nucleoplasma de E. histolytica existe 

cromatina ,laxa que puede condensarse en el centro del núcleo formando parte de una 

estructura en forma de estrella llamada endosoma, de la cual salen extensiones que parecen 
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corresponder a regiones:d,el.o;~ariiz~dor 'nu~leol~r:;ya'.~qu~ sbn ·.·posiÚya·~·al ~~htr~sté~ con 

plata amoniacal que s~ ~S()~l~ ~· dic;~~{~e6ll~~6.ia:sJ~g~~p~): ··· , ·•·. .. . ' \ . 

~d:~~:·:~:le::,J:~~!,:~~i{t~ii~~~#~~~~~J~t~t~tili~11~li~lt~~~u;~;:· · 
puede conterier· .. las· 1regióriés dél 'orgiííi:áidor;:nücleolar;'asC se'': explicaría •:su/ presencia· en. 

dicha ... ~<>~~; ~;.1'}~ii~~i4~~~~Es~~t~d~t~~x~~¡~;~~·-~~~~~~~:i;~;~~~]~~!,~:t~,~ff ~~~~~l~~;~.::~.~ª1 ~~··.··. 
resolueióñ. ,ACfémás;:Hubefy cóCJhabíari'prcipuesfü:en':l,989.'la;posible corréspéi'ildénda.del .•. 

DNÁ .. ·é'er~[é~ifgi~?~if~f(~~~~1~6JB~~~/~?;J·~gJ.t~~,~~J:0·S~Hltr~~~~{T~~r~~~~f~
1

~¡~~··~u~ 
ellos habían, eriéontradé:i; ·lo' qüé]ipliedé''seí-Virfcómo::• apóyo'.::a:Y'riüesfros'fresültados .. ·cabé 

::;'~:~:.~~~~~r~~i~li~~li~&iil{f ~~~~~11~~~~~11~~1:~r.t~:.~4,t 
micrografías~~~eleéfroñicfas~icori~/tirici6n•\:ae'í~tplata·lairi·aniacal./Seguramente.•···es{rDNA·.· 

~<: .'.'.~.:~r·"'. .. ~·.\~:1~.:~.~~:; .. \f.i,>·,;}/'l·.'.h~·ii~1~!·:\>¿:«~·r::<.-:::~y,,.· ~,:!:.~-<~,-.t:::: .. y\·fr~;~; .. ;~ i:~·::L~::· .. ~h~:,~;~~/1{'.:):.1.· __ :~:~;;:t>f;·(r.!,/::~~·\::::t· :, · ~~\.: _ <·_; _ ·. · - ~ _ .. _::¿ · _·, :::-: · <- !:-~:\:. ;:/·, ::.· . :_ .·' 
cromosoma! qüe'tcorífribuy(á1\ liiftráriscrip'éion'.taélffRNA;c;~;áderriás del•· rDNA . Circular 

{: .. :: :: ?:·'::.~';T . .:~,~:,;:_ ,-.~.-:~::;:~frr.;_'.=i.'.~: -... :": ~~:> .. ·.: J :[«~:~;-_::;::?·.,r;::t:i::~,~,1,~;~(·.: ~~:.~(~-:~:~;~~tf'.·:_:·:)f\~~-.'.'{~i~}\·{~·:-~:-~~: ?¡·;:;~~:_;::,: .':_ _ · . - ,. _. . ·-:. :·: :_ ' ·,- :~,'. _;/~:_ ·; -..,,. ·. _ 
extracrómé:isorñal 'encó'ntiaoo '(Huber: y .. éot;\l989):<El i'cüríjü'nfo •de· nuestras ·.observaciones 

: : .. • ¡'. \,.·-_ ~.;:/,:·(._:h·i:;~·'.;:_:~i~~:~~~-~·,:::~~.<~:~f::j.~~·!;~::>~:-~~:,~'.'.: :':~t1~.t.?h_{f.:~·: ~~f.~d~(i_:~~~·~'"\~{~S-~_-:~:~-~:;.; }.~;-r-~~>.~.~;s~·1·~~i~~~-;·::/ · ::.~}::;:/: : ·\ · .-. ' . ·: 
constituye la pnmera'.locahzac1on del orgamzador,nucleolar, en E/h1stoly1tca . 

... Por otr~··•i¡~·();~:~.~~W~'.~i~J~:J,rr.~N,1·~~~~~[~~~1;Í(~:~~~~~5,~~f:¡dg·.i6í~idina ·en medio ácido) 
para.··· microscC>~íá"ór)tica''yYeL''Cl)~irasté ··préferenCiá(Cde''.)lNA (EDT A) para microscopía 

electrónic~··d¿~~i;~~~~ffJ~A!'.:~~~~~~~~.~?-:-~~Ti~J'.&;~{~~.i~'.'f~.~s~~~e;cano a la membrana nuclear 

está compuest~ pri11'?ip~liTiéht~'de)~Ai"cc'óñ;~xcepción de grumos bien definidos que son 

::·~:~r.d~plBf ~~~i~~f~~il~1~~~~t:t1:.·::~.:,:~. ~:::~~:º::· p::::'~;:::.:.~ 
llevada.a cabC>,e~·este\~[ábajo tantó'~n;microscopía óptica como en electrónica, mostraron 

:~~~:::¡'Jf.i~~~~iJii~~~~~·p::'::assi:~cl=~~:~~:.:u: ::::~:,":u~~:I~ 
AlbachÓ977%fa~{~}~~~~~;á~ia posible presencia de RNA ribosomal en la periferia del 

. · ', , · '· . '., ~ ;o::_·.:c;,',-;: ~ · ,-" :-::.:,í~,- _, , . · · -· « · < 

núcleo de a~il;~;¡:p~ro ri() ~portó ninguna prueba directa de ello, ni descartó la posibilidad 
'1·-:i: :..:'.;·_·, - ' 

de que se trátara'd~otro tipo de RNA intranuclear abundante como el mRNA 
./;·;·,<· 

Otros datos aportados por nuestras observaciones coinciden con muchos de los aspectos 

descrito~ en la literatura. Como lo es el caso del tamaño de los trofozoítos de la amiba 

Entamoeba histolytica, que miden aproximadamente de 1 O a 40 µm de diámetro (Martínez-
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Palo,mo, 1989), Clat6 qü~'sépudo corroborar.co~.tinciones generales c::~~o. Ja de. aé:etato. de 

uranilo~ci_tr~~~ ~f ;g1.~p;~;,~at~µ\Lc~~~c§Rí·~-·~l1e~c!!:érig~:.-:~··+{· .. -~~- /~·-· .. iA . ·.· ..... -,_ • 
Concordamos.••·_con :rviartínez-:P,alomo/ (1989)' :én X qiie\ ca_d~\:céll)la . tiene.forma distinta 

(pleomÓ~c.a?,.)~-~rg'~j~~YT;~-~%'.~~giR.~'.i~-0-~~;'i\J~.:-,,fu;~·~.tfª~~;':,~J;~~~i~~1i;~~-i~~-ol11o .lobopodios, 
fllopcidios Y UíOide, no~· püdie·roit': ser--diStirigUidOs':~en. lóS-·coí{é;S.·-re-aHZadOS.;: "'~~:; 

.. · -.: -.~:._~~: --(-~:-/' ·'.~H<;;~/~-~::;t~:J~~~~')~·)'.1 :~::::· ':):f[;~-,:{ ::~~:·-::_;tS-'.j:~3- L·;·. {·_:, :?-:-; -::::. -~~·::'.!}?k;:::--.':·~.:; >,:.::::::{~;~:;?/.~~:iif~~{~~~,-:~.r~~~~-: ;~;.~-~~~/:. . 
Todas las"_cel_ul.iis~~()~Se!"~ac:li,is:;).!r:ese11taban .un ,solq;;nucle(),;y;_po111oxfueron _ estudiadas en 

interfas~-.-~b-.;~~:g~~2~fri~~t.l'~-·-~~~~~ri~~h.:c~_¡td·~~:'.~~fr'~~~1~;~~~iPr~~{~~í¡:ciivisión (Injeyan y 

coi., _1979t ::? ,.,Hi..,- +T .;y. :1·8 <té:'. :e:. J· ~«.':i 0!.:.:·>''·;;.,;;;~r.;::,;. ···-: -
En el citoplasma·. se: púed_en ,'encontrar aburid,ante~).yácú~l.as de diferentes tamaños, con 

diámetros. dé6~tf~: P;S •~'f ;'~f'y,i~~;~s;;~~-:~.~,Ípfg:~~~gi;:f t:§tr~~ico, que Martínez-Palomo 

(1989) diferenció eri'.vari0~\tipos~''.Yérificariíós\q1(e\'nil1g~ño de los organelos estuvieran 
·· : , > .. <·. .·>Y! . .":··,~·'.·~(: .. :<:' .. _~:¡:~.:>:">·~: .. "~:~·:~ ~1>:·." ,;;:.;-~:)f'·~'.? .. ·:_ ~ ;~f.~1'::' ·.~ \:.~ .• ;(."/{.; " ;.:. , ·~ 

presentes en el cifoplastna (Maitír1ez~P~lomó1I989); én'caínbio los pequeños cuerpos que 

f ª~I:~~::;Ii~tif ~lf if ili~~~~~~~~~:~;c~¡~;~~¡·· 
en las micrografias ~[c!~tí-óriicasde'ihn1unol~calizaciÓn de DNA; se disti~gu~npartiéulas de 

oro en el citoplas;n~:;:'~dn¿bl~o ti~~~X~sférulas periféricas (Chév~z -~-!~~l.·, 1 ~72) que se 

pueden observar:,:cci~· tS~ritfa~tJs ienerales para. micrri'sc~pía 'eiectrónica y a aumentos 
·"·.,:·r.:·· 

relativamente•bájo~s;i 
~ o_r ,, 

Como, E.-_.- hi}t~lyÍica. ~resenta característic¡¡s · de divergencia temprana dentro de los 
'"''·¡. 

euc~riontes, és probable qué su núcleo énCierre rasgos de un eucarionte ancestral como se 

piensa que sti~ede en TrÍ~hÓm¿11as mgtnalis, organismo que presenta también un nucléolo 

periférico (Jiménez-García y colaboradores, datos no publicados). 
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Conclusiones 

Es claro que el trofozoíto de Entamoeha histolytica no presenta un nucléolo esférico y 
,·, - . 

central, con componentes fibrilares densos, componénfo granular ni centros fibrilares. Al 

contrario, el nucléolo es periférico, no. está dlferehciado en loscolllponentés anteriores, no 

hay una clara delimitación entre el materiaI fibras() dd granul~r y n6 ~e i~~ntifican centros 

fibrilares. Los ·resultados sugierenqUe. e1· .•. 6at~~i~II~~~iférfaa.~}:~1~u·~~; 'e~tensiones del 

endosorrÍa contienen material común; · · , · · · }'~': .-·;· . ,, , . ·. -· 

descarta• ta posibl~ ~oeiist~riéia de 111RNA en dominios ~¿cle'ot~~~~:~ ~b'r~~;~ i;~~ibili~ad de 
,.' ; . ': ¡'' ' ' . .. : . ·'. : , ,: . "' .-• ·.- '~ ' . ' '.. - • 

explorar este aspecto de la organización nuclear en amibas. 

ESTA TESIS NO S.A1-4E 
DE LA BIBLIC~T.tYG;.-t 
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