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Resumen

El nucléolo es un orgdnulo nuclear implicado en la biogénesis de ribosomas y
ofras funciones. Esta estructura se desensambla durante la profase y a través
de la anafase y telofase se reorganiza mediante un proceso conocido como
nucleologénesis, evento muy dinédmico que involucra la reactivacion de la
franscripcion del dcido desoxirribonucleico ribosomal en los organizadores
nucleolares y la formacién de cuerpos prenucleolar que se fusionan con los
organizadores nucleolares. Giardia lamblia es un protozoario patbgeno de
divergencia temprana en la escala evolutiva de linaje ancestral, se considerd
durante mucho tiempo el Unico eucariota sin nucléolo, sin embargo hace
algunos anos se describié su pequeno nucléolo. Con el fin de evaluar si la
nucleologenesis también estd presente en Giardia, se analizé la distribucion
de material nucleolar durante el ciclo celular y la telofase por diferentes
técnicas de microscopia dptica y electronica. Los resultados indican que en G
lamblia, los elementos nucleolares persisten principalmente  como un
compartimiento periférico intranuclear durante la telofase y todas las etapas
de la divisién celular, pero no se defectd la existencia de cuerpos
prenucleolares. Por lo tanto el material nucleolar estd presente en toda la
division celular incluyendo telofase, esto nos indica que la formacion de
cuerpos prenucleolar puede no ser necesaria para la nucleologenesis.
Confirmamos que los nucléolos estan presentes en los nucleos interfasicos de
Giardia y demostramos que los nucléolos persisten a través de la division
celular. La nucleologenesis en Giardia puede producirse por el reclutamiento
de elementos nucleolares dispersos no organizados como  cuerpos

prenucleolares.
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Abstract

The nucleolus is a nuclear organelle involved in ribosome biogenesis and other
functions. This structure is disassembled during prophase and reorganizes
through telophase and anaphase by a process known as nucleologenesis, is a
very dynamic event that involves the reactivation of ribosomal DNA
franscription in the nucleolus organizers (NORs) and the formation of
prenucleolar bodies (GNPs) merging with NORs. Giardia lamblia is a
protozoan pathogen with early divergence on the evolutionary scale of
ancestral lineage, it was considered for a long time the only anucleolated
eukaryote, a very small nucleolus has been recently described. In order to
evaluate whether nucleologenesis is also present in Giardia, analyzed the
distribution of nucleolar material during the cell cycle and telophase by
different techniques optical and electron microscopy. Results indicate that in G.
Jamblia nucleolar elements persist mainly as an infranuclear peripheral
organelle during all stages of division, including telophase, however, no
prenucleolar bodies are defected in the nucleoplasm. Therefore, in the
parasite, nucleolar material is present throughout cell division including
telophase and formation of prenucleclar bodies may not be required for

nucleologenesis.
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l. Introduccidn

En la mayoria de los eucariontes de divergencia tardia, el RNA ribosomal
(RNAr) se genera a través de un precursor denominado pre-RNAr, evento que
ocurre en el nucléolo, la subestructura mas prominente del nicleo celular y que
ademds de encargarse de la transcripcion, maduracion o procesamiento del
RNAr est¢ involucrado en el ensamble de la subunidad mayor y menor de los
ribosomas, ademds de infinidad de funciones celulares como son: control del
envejecimiento celular (Rosete et al, 2007), biogénesis de muliiples
ribonucleoproteinas (RNPs), control del ciclo celular, apoptosis, replicacion y
reparacion del DNA consistente con un rol para el nucléolo en vinculo con la
biosintesis de ribosomas, progreso del ciclo celular y senalizaciéon durante el

estrés (Boulon et al.,, 2010).

El nucléolo est¢ formado por tres distintos componentes morfolégicos y
bioquimicamente diferentes: los centros fibrilares (CF) —lugar donde se realiza la
transcripcion del pre-RNAr— que estan rodeados por el componente fibrilar
denso (CFD) —donde se lleva a cabo el procesamiento del pre-RNAr—y el
componente granular (CG)—regién donde se ensamblan las subunidades del
ribosoma—irradia hacia afuera del CFD (Dundr y Misteli, 2001; Boulon et al,
2010).

Muchos de los aspectos de la organizacién nucleolar y su funcién se conservan
dentro de los organismos eucariontes, desde las levaduras hasta los seres
humanos (Kressler et al, 2010). En el caso de las células de mamiferos los
nucléolos se desensamblan cuando la célula se divide debido a que la sintesis
de RNAr se apaga por la fosforilacién de factores nucleolares especificos y se

reensamblan al final de la mitosis, alrededor de los comulos repetidos en tandem
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de los genes de DNA ribosomal (DNAr) conocidos como regiones
organizadoras del nucléolo (NORs) (Dimario, 2004; Leung et al., 2004; Olson vy
Dundr, 2005; Bdrtovd et al., 2010; Boulon et al., 2010).

La reorganizacién del nucléolo es un evento conocido como nucleologénesis, es
un proceso muy dindmico que se inicia durante la anafase tardia y la telofase
temprana de la mayoria de los eucariontes. La nucleologénesis inicia cuando se
activa la franscripcion de los genes ribosomales a través de la RNA polimerasa |
(Pol 1), posteriormente los NORs se fusionan con los cuerpos prenucleolares
(PNIBs). Estas estructuras van aumentando su tamano conforme se fusionan hasta
ensamblar todos los componentes nucleolares y reformar un nucléolo completo
(Giménez-Martin et al., 1977; De la Torre y Giménez-Martin, 1982; Ochs et al,
1985; Jiménez-Garcia et al., 1989: Smetana et al., 1999).

La mayor parte del conocimiento actual sobre la formacién, composicién vy lo
multifuncionalidad del nucléolo proviene principalmente de células de plantas y
animales. Sin embargo, en eucariontes de divergencia tardia que ensamblan
estructuras nucleolares bien definidas, el conocimiento sobre el nucléolo atn no
es completo, tal es el caso de Giardia lamblia un protozoario patbgeno que
pertenece al grupo de los profistas, organismos unicelulares de divergencia
temprana en la escala evolutiva y por lo tanto considerados eucariontes de
linaje ancestral, que presenta mitosis semi-abierta y recientemente se identifico el
nucléolo en trofozoitos con sus respectivos componentes granular, fibrilar denso
y fibrilar (Jiménez Garcia et al., 2008). En este trabajo se describen el nucléolo
de G Jamblia durante la mitosis utilizando la técnica de plata, tanto para

microscopia foténica (MF] como para microscopia electrénica de tfransmision

(MET).
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2.

Objetivos

2.10bjetivo General

e Conocer si se presenta el proceso de nucleologénesis en Giardia

lamblia.

2.2 Objetivo Particular

e FEstudiar si el material nucleolar en Giardia lamblia se origina a

fravés de la nucleologénesis en telofase.
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3. Antecedentes

3.1 Giardia

Giardia lamblia, dvodenalis o infestinalis fue visualizado por primera vez por von
leeuwenhoek en 1681 (revisado en Ghosh et al, 2001); es un profista que
parasita el duodeno y el yeyuno proximal de 40 diferentes especies de
mamiferos (Upcroft y Upcroft, 1998), convirtiéndose en la principal fuente de
infecciones en seres humanos y tener potencial como agente bioterrorista, ya
que es considerado un patégeno categoria B por ser moderadamente fécil de
diseminar y tener bajos indices de mortalidad. Debido a que la giardiasis se
fransmite por contaminacién fecal-oral, la prevalencia es mayor en poblaciones
con condiciones sanitarias deficientes, el contacto cercano vy las practicas
sexuales orales y anales. La enfermedad es comunmente transmitida por el agua
debido o que Giardia es resistente a los niveles de cloro en el agua del grifo
normal y sobrevive bien en las corrientes frias de montana. Debido a que la
giardiasis con frecuencia infecta a las personas que pasan mucho tiempo de
campamento, excursionismo o cazando, se ha ganado los apodos de "diarrea

del mochilero" y "fiebre del castor" (Aurrecoechea et al., 2009).

lo ingesta de este pardsito anaerobio causa severos cuadros diarreicos
principalmente a ninos, pudiendo provocar hasta su muerte (Adam, 2001).
Cerca de 280 millones de personas al ano sufren giardiasis por ello se ha
incluido como parte de la Iniciativa de Enfermedades Olvidadas (WHO) desde
2004 (Lane y Lloyd, 2002; revisado en Ankarklev ef al.,, 2010).
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Figura 1. Micrografia electrénica de
Transmisién coloreada de un corte sagital
de Giardia lamblia (café y azul) anclada a
las microvellosidades del intestino
(amarillo). Tomada de:

hetp://www.sciencephoto.com/image/3649
03/530wm/Z1000192-
Giardia_lamblia_protozoan, TEM-SPL.jpg

J,LBRARY

3.1.1 Clasificacion

levine en 1980 la clasificé de la siguiente forma:

Superreino Eucarionte (Stainer, 1941).

Reino Protista (Haechel, 1866).

Subreino Protozoa (Golfus, 1867)

Phylum Sarcomastigophora (Honigberg y Balamuth, 1963).
Subphylum Mastigophora (Diesing, 1866).

Clase Zoomastigophora (Calkins, 1909).

Orden Diplomonadida (Wenyon, 1926) (Brugerolle, 1977).
Familia Hexamitidae (Kent, 1880).

Género Giardia

Especie G. lamblia, intestinalis o dvodenalis

3.1.2 Ciclo de Vida

Fl ciclo de vida de G. /amblia incluye dos formas de desarrollo en su ciclo de
vida: quistes (fase infectiva o de resistencia) y trofozoitos (fase vegetativa o

patégena) (Adam, 2001; Figura 1y 2).

La infeccion del huésped se inicia con la ingesta de quistes a través de agua o

alimentos contaminados con residuos fecales. Los quistes se fijan a nivel del
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duodeno y para que el desenquistamiento o excistacion ocurra, se requieren la
exposicion del quiste al pH acidico del estémago (1.3 a 2.7], seguida de

solucion alcalina que contienen proteasas pancredticas del intestino delgado

(Adam, 2001: Ankarklev et al., 2010).

Debido @ que la giardiasis se transmite por contaminacion fecal-oral, lo
prevalencia es mayor en poblaciones con condiciones sanitarias deficientes, el
confacto cercano, y las précticas sexuales orales y anales. la enfermedad es
comunmente transmitida por el agua debido a que Giardia es resistente a los

niveles de cloro en el agua del grifo normal y sobrevive bien en las corrientes

Ntcleo

Esquistacion

Quiste

Enquistacion

Desenquistamiento

Replicacion
Flagelos Nucleos

Trofozoitos

Epitelio

Figura 2. El ciclo de vida de G. lamblia. Dentro del huésped inicia con la ingesta de quistes
a través de agua o alimentos contaminados, una vez que llegan yeyuno se desenquistan y
emergen los trofozoitos que se replican por fisién binaria, llegando al ileon terminal inicia el
enquistamiento. Quistes y trofozoitos pueden salir al ambliente a través de las heces, pero
s6lo los quistes sobrevivirdn. Modificada de Ankarklev ez /., 2010.
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frias de montana (Ankarklev et al., 2010).

Una vez que el pardsito emerge como trofozoito y adquiri¢ flexibilidad y
movilidad, se alberga en el borde de los enterocitos que cubren las vellosidades
del intestino delgado proximal, sitio donde se realizan los procesos de digestion
y absorcién de nutrientes.  La fisiopatologia de la diarrea de Giardia lamblia se
presenta de 6-15 dias después de la ingestion de quistes y consiste en la
disminucion de la absorcion intestinal por dano en los enterocitos (Adam, 2001;
Portugal-Ramirez et al,, 2005, Ankarklev et al., 2010). Este dano provoca
reduccién de la actividad lactdsica, lo cual condiciona a una mala absorcién de
disacdaridos y en consecuencia la formacion de  excresiones liquidas,
voluminosas, acompanadas de vomitos, distension 'y colicos abdominales,
flatulencia y eritema perianal. Algunos pacientes también pueden cursar

escalofrios y fiebre de baja intensidad (Portugal-Ramirez et al., 2005).

Generalmente la microbiota intestinal mantinen la resistencia a la colonizacion,
sin embargo, Giardia empieza a utilizar y secuestrar nutrientes como la bilis, la
arginina y el zinc con el fin de sobrevivir y reproducirse, evadiendo las defensas
del huésped y la microbiota. Los flagelos y el disco ventral son estructuras de los
trofozoitos que le permiten movilidad y adherencia en las células epiteliales
intestinales. Giardia utiliza factores de virulencia funcionales para evadir las
respuestas del huésped a través de la produccién inflamatoria antioxidante, la
escision de la interleucina-8, la disminucion de la arginina via arginina deiminasa,
y cambios en la expresion de variantes de la proteina de superficie. Los efectos
de Giardia en las células epiteliales (como son el arresto del ciclo celular, la
proliferacion alterada, interrupcién de las uniones celulares y apoptosis) pueden
depender de la cepa de forma directa o indirecta. Los sucesivos cambios en la

disponibilidad de nutrientes, la composiciéon de la microbiota, las defensas
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antiinflamatorias y los sitios de unién de patégenos de células epiteliales pueden
alterar secundariamente manifestaciones de la enfermedad de enteropatégenos
coinfectantes. Lo respuesta inmune de la mucosa es redundante, promueve la
eliminacién temprana de Giardia |absorcion de nutrientes por las células
epiteliales, mantenimiento de la funcién de barrera y moléculas pro-inflamatorias;
interleucina-6 derivadas de células dendriticas y células cebadas; y células CD4,
CD-8 y T) y reftardan la enfermedad (células de memoria-T CD-4 y células B). Las
células-T CD-4 inducen la respuesta de memoria contribuyendo a la inflamacién
crénica y promueven la deficiencia de disacdéridos. Las células T CD-8 median la
apoptosis, el acortamiento de microvellosidades y la deficiencia de disacaridos.
los danos en las células epiteliales pueden persistir mas allad de la eliminacion
del pardasito, lo que permite la translocacion sostenida de la microbiota y
productos microbianos. La alteracion de la homeostasis y la inflamacion de la
mucosa pueden obstaculizar ain mas la absorcion de los nutrientes y contribuir a
secuelas prolongadas, incluyendo alteraciones en el crecimiento y el desarrollo

cognitivo (Bartelt y Sartor, 2015).

El enquistamiento de los trofozoitos se inicia en el fleon terminal y continta en el
colon, la ausencia de colesterol permite el inicio del proceso el cual altera la
permeabilidad de las membranas de los trofozoitos y directa o indirectamente se
pueden activar una serie de mecanismos de transducciéon que culminan en lo

expresion de los genes especificos de la enquistacion.

Debido a que la giardiasis con frecuencia infecta a personas que pasan mucho
tiempo de camping, excursionismo, o de caceria, ha ganado los apodos de
"diarrea del mochilero" y "fiebre del castor" (Kucik, et al., 2004). En México, se

calcula que hay @ millones de personas parasitadas por Giardia lamblia, siendo
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esta protozoosis la causa mds comin de parasitosis infestinal (revisado en

Vasquez-Tsuji y Campos-Rivera, 2009) principalmente en nifos.

3.1.3 Caracteristicas Morfologicas y Biologia Celular de los
frofozoitos de G. lamblia

Los trofozoitos miden de 10 a 12 um de longitud, de 5 a 7 um de ancho y de 1
a 2 um de espesor; son piriformes, con un polo anterior redondeado y ofro
posterior afilado, su aspecto de cara sonriente formada por los dos nucleos en el
tercio anterior (ojos), los axonemas que pasan en sentido longitudinal entre los
nicleos [nariz) y cuerpos medios (boca) situados en sentido fransversal en el
tercio posterior y se completa con cuatro pares de flagelos (Figura 3). Presenta
una simetria bilateral completa y se divide por fisién binaria. Su regién dorsal es
convexa y la ventral concavo, lugar donde se encuentra el axostilo, dos nucleos
anteriores, el disco de succién o disco ventral ocupa de “ a [ de la superficie
ventral, los corpusculos parabasales y cuatro pares de flagelos (dos laterales,
uno ventral y ofro caudal]. Esta forma vegetativa rara vez se encuentra en las
heces, vy si lo hace, al ser extremadamente labil no sobrevive en el medio
ambiente. Este protozoario también presenta ofras estructuras como son:

mitosomas, vacuolas lisosémicas, cuerpos medios, etc. (Adam, 1991, 2001).

Cuerpos Basales

Flagelos
Ventrola
teral

(I \ Disco ventral
Flagelo
Anterolateral Cuerpos Medios

Flagelo
Ventral

Flagelo
Posterolatera,

Flagelo
Caudal

Figura 3. Esquema de las estructuras mds visibles de G. lamblia (Modificado de
Faubert, 2000).
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DISCO VENTRAL Cada trofozoito (figura 4a) tiene un disco ventral el cual es
una estructura  céncava del citoesqueleto rodeada por una membrana
plasmatica, con tres caracteristicas distintas: microttbulos que se enrollan
alrededor de un drea desnuda; microcintas que sobresalen en el citoplasma vy
puentes cruzados que conectan los microtobulos adyacentes (Elmendorf et al.,
2003). Generalmente tres familias de genes de giardinas (proteinas especificas
de superficie de Giardia) se localizan en el disco ventral, incluyendo: (i) las
anexinas (es decir, a-giardinas) que se localizan en los bordes exteriores de las
microcintas; (i) fibras de ensamble esftriadas como B-Giardina, que estan
estrechamente asociadas a los microtdbulos y 8-Giardina que es una proteina de
las microcintas (Elmendorf et al., 2003). La funcién bdésica del disco ventral es
semejante a la de una ventosa para la succion, adhesién o anclaje a las
vellosidades de los enterocitos (figura. 4b) (Holberton, 1973; Adam, 2001). Se
ubica en la region ventral y fiene una profundidad méxima de 0.4 um. Esto
estructura se cierra hacia los extremos formando una cresta lateral que es la
nica zona del disco que fiene interaccion fisica con la célula blanco o las
superficies adherentes, por lo que parece ser el érgano mdas importante para el
enlace con la mucosa intestinal del hospedero (Rivera et al., 2002). Contiene
lectinas, tubulina, giardina, proteinas contréctiles, actina, miosina y tropomiosing,

proteinas que constituyen la base bioquimica para la contraccion del disco

(Crossley et al., 1993).

FUNIS. El funis es una estructura localizada en el extremo posterior de los
trofozoitos, sin embargo  pobremente estudiada y estd compuesta de
microftbulos que se extienden entre los flagelos caudales y las barras flagelares

posterior-lateral (Benchimol et al., 2004).
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FLAGELOS. los trofozoitos presentan ocho flagelos dispuestos en 4 pares siméfricos:
2 anterolaterales, 2 posterolaterales, 2 ventrales y 2 caudales, los cuales son
importantes para su desplazamiento (figura 4c) y estan compuestos de tripletes
de microttbulos en un arreglo 9+2 (revisado en Ghosh, 2001 figura 3). Cada
flagelo se ancla a un cuerpo basal (centrosoma) y deja el cuerpo de la célula
en un locus diferente. La video microscopia en secuencia sugiere que cada par
de flagelos tiene una funcion diferente (Nohynkova et al., 2006). las partes
intracelulares de los flagelos anterior, posterior-lateral y los pares caudales estan
acompanados por barras densas de paraflagelos, cuya composicion proteica
es sensible a senales ambientales (Abel et al., 2001; Gibson et al., 2006;

Lauwaet et al., 2007).

CUERPOS MEDIOS. Son un par de estructuras en forma de una de martillo o
garra, por su morfologia son utilizadas para diferenciar especies de Giardia.
Estas estructuras se ubican en la Iinea media del trofozoito y en posicion dorsal
al flagelo caudal. Sus movimientos en espiral dan la impresién de una hoja de
arbol que cae [Cordero, 1999). El cuerpo medio es un saco sin membranas
asociado a microtdbulos en el centro del cuerpo celular del trofozoito (Piva y
Benchimol, 2004). Su funcién exacta se desconoce, pero se les ha asociado con
las siguientes funciones: divisién celular, reserva de lipoproteinas relacionadas
con la construccién del disco adhesivo en las células hijas y soporte de la region

terminal, donde no hay disco adhesivo (Vasquez-Tsuji y Campos-Rivera, 2009).

MITOSOMAS.  Giardia carece de mitocondrias como tal pero si posee
estructuras similares llamadas mitosomas donde se han identificado proteinas
encargadas de la biosintesis de enzimas con sitios cataliticos [Fe-S], que son
importantes en el metabolismo energético de organismos amitocondriales (p.e.

PFOR, Fd, hidrogenasa, efc.]. Como es el caso de la desulfurada de cisterna
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(IscS), la cual filogenéticamente se ubica dentro de las mitocondrias (Regoes et

al., 2005; figura 4d).

RETICULO ENDOPLASMICO. G. lamblia no presenta reticulo endoplasmico (RE]
liso, pero si rugoso. Su RE rugoso se caracteriza por la presencia de la proteina
Bip Giardial que es homdloga a hsp70, la cual reside en el lumen del RE en
eucariontes de divergencia tardia. Bip Giardial es una molécula chaperona util
al plegamiento de proteinas y la translocacion de proteinas a través de la
membrana del RE (Craig et al., 1993; Soltys et al., 1996). Bip Giardial contiene
el clasico carboxilo terminal KDEL, que es una senal de retencién dentro del RE,
por ello se piensa en la probable existencia de un complejo de Golgi.
Ultraestructuralmente, el RE rugoso de Giardia se caracteriza por ser un sistema
endomembranoso extenso con morfologia y distribucién subcelular semejante a
los eucariontes de divergencia tardia, con estructura tubular mayor a 3 pm de

longitud y ribosomas adosados a su membrana (Soltys et al., 1996).

NUCLEOS. Los trofozoitos tienen dos nicleos idénticos de forma ovoide, ligados
al reticulo endoplasmico, bilateralmente simétricos, con la misma cantidad de
DNA segun estudios de hibridacion /n sifu y transcripcionalmente activos
baséndose en la incorporacion de uridina tritiada (figura 5a; Kabnick y Peattie,
1990; Carranza y Lujan, 2010). Estos nicleos estan anclados a los cuerpos
basales de los flagelos anteriores y pueden ir descendiendo por los flagelos
posterior lateral y ventral, durante la division celular (Benchimol, 2005). Cada

nicleo presenta un nucléolo, descrito recientemente, el cual estd formado por un

componente granular, centros fibrilares y un componente fibrilar denso (Jiménez-

Garcia ef al., 2008; figura 5b). Cada nicleo tiene una copia del genoma y se

replican casi al mismo fiempo de forma similar durante la citocinesis como lo

demostraron los estudios usando FISH (Wiesehahn et al., 1984; Yu et al., 2002).
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Figura 4. Micrografias de los distintos organelos encontrados en trofozoitos de Giardia
lamblia. a) Trofozoito; b) disco ventral; ¢) axonemas de flagelos ventrales, d) mitosoma; ¢)
trofozoito en proceso de citocinesis, f) reticulo endopldsmico. N, nicleo; DV, disco
ventral; FV axonemas de flagelos ventrales, FC, axonema de flagelo caudal; RE, reticulo

endopldsmico; , vacuolas periféricas.
dopl VP las perif
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Figura 5. Micrografia electrénica de los ntcleos de G. lamblia. a) Se observa ¢l par de nicleos
anclados al citoesqueleto de los flagelos. b) Cada uno de los nucléolos se ubica en los polos de
los nicleos y se reconocen las tres regiones morfolégicamente diferentes: componente granular

(CG) y componente fibrilar denso (CFD) y centros fibrilares (CF).
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Sin embargo, localizaron el RNA pequeno nucleolar (snoRNA) G1sR17 en solo
un nucledlo, lo cual causé sorpresa. Se han identificado 20 snoRNAs pero no
estd ubicada su localizacion (Yang et al, 2005). También se han descrito
diferencias en el numero de cromosomas (TGmovd et al., 2007), asi como una
discrepancia en el nimero de poros nucleares (Benchimol, 2004 a) entre ambos
nicleos, aunque el nimero de poros nucleares se ha correlacionado con la
actividad transcripcional en ofros eucariontes. En el caso de Giardia se sugiere
que uno de los dos nucleos puede tener mayor actividad transcripcional que el
otro. Es posible que uno de los dos nucleos pueda ser responsable de la

produccion y exportacion de algunos o todos los snoRNAs.

OTROS ORGANELOS. Alberga estructuras como  vacuolas  lisosémicas,
ribosomas y depdsitos de glucogeno, también presenta aparato de Golgi en

frofozoitos en proceso de enquistamiento y un complejo citoesqueleto (Adam,

2001).

3.1.4 Evolucion

G. lamblia es considerado entre los organismos eucariotas el mds primitivo
basandose en el andlisis del RNA de la unidad ribosomal 16S (Sogin et al,
1989; leipe et al, 1993). Dado que la divergencia de Giardia lamblia se
encuentra cerca de la fransicion entre procariontes y eucariontes en la filogenia
universal de RNA ribosomal, es un valioso, aunque no dnico, modelo para
comprender las innovaciones genéticas que dieron lugar a la formacién de las
células eucariontes. En términos evolutivos, la divergencia de este organismo es
por lo menos dos veces mdés antigua que la del ancestro comin de la levadura y

el hombre.
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Giardia es miembro de los Diplomonados, ademds de  Spironucleus,
Trepomonas y Hexamita los cuales son considerados dentro de uno de los
linajes mas divergentes de los eucariontes.  Se les describe como “fésiles
biolégicos”, por tener muchas peculiaridades (incluyendo dos nicleos, un cédigo
genético diferente y una carencia de mitocondrias) y también refienen
propiedades de bacterias y arqueas. Sin embargo, los avances en gendmica,
filogenia molecular y biologia celular durante la oltima década sugieren
fuertemente que este punto de vista es incorrecto. La interpretacion actual de la
filogenia de los eucariontes no sugiere que los diplomonados sean el primer
brazo de los eucariontes de divergencia temprana. Los diplomonados tienen un
grupo hermano relacionado con los parabasalidos, y estos dos grupos son
ahora clasificados en el supergrupo eucaridtico de los Excavata, por ser un
grupo de flagelados binucleados que se encuentran en ambientes anaerobios o
microaerofilicos. Por ofra parte, los diplomonados parecen tener todas las
caracteristicas que antes se consideraban faltar en estos eucariontes primitivos,
incluyendo mitosomas (son organelos con ancestria mitocondrial; Tovar et al.,
2003), genes que contienen intrones (Nixon et al., 2002 y nucléolo (Jiménez-
Garcia et al., 2008). Las propiedades bacterianas de estos organismos (Por
eiemplo, las vias metabolicas) son probablemente el resultado de transferencia
lateral de genes (Morrison et al,, 2007; Andersson et al., 2007). La variacién
genética y biolégica existe en diplomonados. Por ejemplo, el género
Spironucleus, Trepomonas y Hexamita forma un clado monofilético que excluye
al género Giardia en el arbol filogenético, y especies de estos tres géneros usan
un codigo genético alternativo (Andersson et al., 2007 en el cual TAA y TAG

codifican glutamina en lugar de ser los codones de término.
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Figura 6. Filogenia de los cucariontes. El drbol que se muestra se basa en un consenso de
datos moleculares y estructurales e incluye indicaciones aproximadas de nuevos taxas por
ciPCR (lineas negras). La mayoria de los eucariontes caracterizados, con excepcién de los
subgrupos de amibas, se pueden asignar a uno de los ocho principales grupos. Los opistocos
(flagelo basal) tienen un flagelo basal sencillo en las células reproductivas y crestas
mitocondriales planas (en la mayorfa de los eucariontes son tubulares. Los eucariontes
fotosintéticos se originaron en plantas; ellos son los tnicos plastidos con sélo dos
membranas externas. Heterkonta (flagelos diferentes) tienen un flagelo anterior cubierto
con pelos tripartidos y generalmente otro en segundo plano. Los Cercozoa son amibas con
pseudépodos, que a menudo viven dentro de las (capas externas duras), algunos son muy
elaborados (foraminiferos). Amoebozoa son comiinmente llamadas amibas,a menudo con
pseudépodos lobosos por lo menudos parte de su ciclo de vida. Alveolares tienen sistema de
alvéolos corticales debajo de sus membranas plastmdticas. Discicristates tienen crestas
mitocondriales en forma de disco y, en algunos casos, una abertura ventral profunda de
alimentacién. Excavatas sin mitocondrias, carecen de filogenética molecular substancial,
pero la mayoria tienen una abertura ventral de alimentacién y todos carecen de
mitocondrias. Un asterisco antes del nombre indica un probable taxdn parafilético. Tomado

de Baldauf, 2003.
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3.1.5 Metabolismo

Giardia lamblia tiene caracteristicas aerdbicas y anaerdbicas, respira en
presencia de oxigeno y se considera un organismo aerofolerante o
microaerofilico. En su respiracién no produce hidrégeno molecular. Presenta una
respiracion endégena estimulada por la glucosa; su metabolismo esta basado en
la glucolisis que conduce a la produccion de acetato, etanol, alanina y CO..
Cataboliza la asparagina mediante la dihidrolasa de la arginina con la
produccién de adenosin-rifosfato (ATP; Stadelmann et al., 2012). Es incapaz de
sinfefizar colesterol, sin embargo, tiene la capacidad de sintetizar faresilo y
geranilgeranilo en isoprenilato proteinas. Asimismo, Giardia es incapaz de
sintetizar purinas y pirimidinas y tiene la necesidad de recuperarlas del lumen
intestinal. La deteccién de varias enzimas que participan en las vias metabolicas
de los carbohidratos demuestra que el metabolismo energético de este protozoo

es fermentativo.

Giardia lamblia no realiza ciclo de Krebs, ya que carece de mitocondrias y de
enzimas mitocondriales, no hay citocromos, ni evidencia de fosforilacion

oxidante.

3.1.6 Mitosis

Este profista presenta mitosis semi-abierta con dos husos mitdticos extranucleares
que ftienen acceso a la cromatina a través de aberturas polares en las
membranas nucleares. Su mitosis es similar a la de otras células eucariotas,
conserva etapas del ciclo celular tipicas como son: interfase, profase, metafase,

anafase y telofase.
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Interfase. los trofozoitos tienen un citoesqueleto que consta de 4 estructuras
microfubulares: el disco ventral, los axonemas flagelares con sus cuerpos
basales, el funis y el cuerpo medio. la cromatina estd descondensada vy
contiene la histona cenH3, una variante de la histona H3, localizada en los loci
centroméricos de los cromosomas. los cuerpos basales de cada flagelo se

localizan entre los nicleos adyacentes en la region anterior de la célula.

Profase. Se caracteriza por la condensacién de la cromatina y la nucleacién de
los microtubulos del huso, es decir que los microtdbulos primero aparecen entre
los dos nucleos cerca de los cuerpos basales de los flagelos y se extienden
alrededor de cada nucleo individualmente. Llos cromosomas de cada nicleo
poseen un locus centromérico conteniendo a la proteina cenH3. Los dos nucleos
migran a una posicién media de la célula a lo largo del eje dorsal-ventral, el
nucleo de la posicion ventral ligeramente anterior al nicleo en posicion dorsal lo

que les permite cierta separacion.

Metafase. Los nucleos completan su migracion quedando en el plano dorsal-
ventral y estén rodeados por los microtibulos que forman dos husos bipolares
independientes. Los polos opuestos de cada huso se orientan a lo largo del eje
izquierda-derecha de la célula. la cromatina se condensa fuertemente en el
centro del eje de cada huso, tanto que no se aprecian individualmente los

cromosomas.

Anafase A y B. Los cromosomas de cada nicleo se segregan en dos etapas, en
la anafase A se separan las cromatidas hacia los polos de los husos y en la
anafase B los husos se elongan a lo largo del eje izquierda-derecha de las
células. La anafase A inicia primero en un nicleo y la anafase B se produce

simultdneamente en ambos nucleos. Al final de la anafase, los nicleos de origen
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progenitor residen en lados opuestos de las células hijas, es decir el nicleo de
lado dorsal permanece del lado dorsal, mientras que el de lado posterior

aparece del lado ventral en la célula hija.

Telofase. En telofase, muchos microtibulos se extienden entre los nicleos de

cada lado de la célula reemplazando los arreglos de los husos bipolares.  Los
nucleos telofasicos hijos mantienen los cenfrémeros agrupados y se mueven
cerca de la periferia de la célula como lo hacian en la interfase. Durante la
citocinesis, el DNA se descondensa, los centrémeros se dispersan en el nicleo y
las estructuras del citoesqueleto se regeneran. Para completar la division de las
células, se inicia un surco en el extremo anterior creando una célula con forma
de corazén y 4 nicleos.  El surco crece en ambos extremos en el plano

longitudinal, separando las células izquierda y derecha para obtener a las dos

células hijas (revisado en Sagolla et al., 2006).

3.1.7 Citocinesis

Giardia se divide de tres formas distintas: 1) ventral-ventral, donde el disco
ventral se va abriendo hasta observarse dos discos encontrados; 2) dorsal-
dorsal, los discos ventrales se encuentran en direcciones opuestas (oriente-
poniente] y 3) ventral-dorsal. G. /lamblia presentan divisién con simetria de
imagen de espejo principalmente en los modos ventral-ventral o dorsal-dorsal, de
modo que el nicleo derecho de la madre se convierte en el nicleo izquierdo de
la hija. Cuando se divide en forma ventral-ventral ambas células se sueltan y
nadan libremente en el medio de cultivo, mientras que en los otros dos modos,
una célula se queda adherida del sustrato mientras que la ofra célula nada

libremente en el medio de cultivo (Benchimol, 2004b; Tdmova et al., 2007).
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3.1.8 Citogenética

G. Jamblia posee cinco pares de cromosomas en cada nicleo, de
aproximadamente 0.64 - 0.94 pm de longitud, con una media de 0.76 pm,
tienen una breve forma de varilla, generalmente dispuestos en pares, por lo tanto
su nimero de cromosomas es 2n=10. El par 1 de cromosomas es
submetacéntrico mientras que los pares 2 a 5 son telocéntricos segun
observaciones por microscopia electrénica de Barrido, por lo tanto la férmula de
cariofipo es 2n = 10 = 2sm + 8t. Aunque previamente se habia descrito que G.
loamblia tenia nicleos haploides, posteriormente se describid que posee nicleos
diploides, y se cree que la haploidia reportada se debi¢ al uso de albendozol
para la sincronizacién de los cultivos (Tomova et al.,, 2007; Shen et al., 2011),

pero actualmente estd la disputa entre haploidia y diploidia {Tdmova et al,

2016).

3.1.9 Genoma

Giardia lamblia posee un pequeno genoma diploide de entre 11.7 y 12 Mb
(Morrison et al., 2007; Arrecoechea ef o/, 2009) y ha sido depositado en el
GenBank (http://GiardiaDB.org). Presenta arreglos teloméricos de los genes
DNA, repetidos subteloméricos y recombinaciones. El proyecto Genoma de
Giardia actualmente se ha concluido, el andlisis de la informacién obtenida
promete realizar aportaciones acerca de los origenes de la organizacion del

genoma nuclear y las vias metabolicas usadas por estos protistas pardsitos.

3.2 Ciclo Celular

la reproduccién no es un proceso continuo, sin embargo, la mayoria de las

células se dividen a intervalos regulares y crecen en ofros intervalos,
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constituyendo lo que se denomina un ciclo celular, es decir, una serie ordenada
de acontecimientos que conducen a la replicacion celular con una repeticion

alternante de periodos de crecimiento y division celular.

Este ciclo celular, al menos en eucariontes de divergencia tardia, se divide en
cuatro fases secuenciales: una fase G, en donde ocurren todas las funciones
vegetativas como el crecimiento o aumento de la masa celular por duplicacion
de organelos y de macromoléculas y la produccion de material celular o de
secrecién, enfre ofras; una fase S (sintesis), en donde se duplica el DNA, si la
célula se prepara hacia una nueva division; una fase G, en la que se terminan
los preparativos para la reproduccion, se sintetizan proteinas asociadas a los
cromosomas y finalmente disminuye la actividad metabolica, y una fase M
(mitosis), en la que ocurre el reparto del material genético, seguida por la

citocinesis o division del citoplasma (Figura 7). la progresién a través de estas

& ):

Figura 7. Fases del ciclo celular. El ciclo de divisién de la mayoria de las células
cucariotas se divide en cuatro fases diferenciadas: M, G1, S y G2 (tomado de
Cooper y Hausman, 2007).
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etapas del ciclo celular estd controlada mediante un sistema regulador
conservado, que no sélo coordina los diferentes procesos del ciclo celular sino
que también acopla el ciclo celular con las senales extracelulares que controlan

la proliferacion celular (Jiménez-Garcia et al.,, 201 1).

Las fases G, S y G: se incluyen en un conjunto llamado interfase. Las fases Gy
G. permiten a la célula evaluar si las condiciones del medio externo e interno
son las adecuadas para llevar a cabo la reproduccion. No hay células que
sigan este ciclo en forma continua ni una duracién especifica para cada una de
estas fases; de hecho, la duracién de la fase G puede variar en funcién de las
condiciones internas y de las senales extracelulares, de tal forma que una célula
en G, al final de esta fase, entra en un punto que se conoce como de restriccion

o de inicio, durante el cual la célula evalva su capacidad de completar el ciclo y

"decide” si se duplica su DNA vy sigue el proceso o si enfra en una fase de
reposo o Go durante dias, semanas, meses o anos, antes de volver a
reproducirse. Algunas células especializadas permanecen en esta fase en forma
indefinida, otras en cambio, estimuladas por agentes mitdégenos como hormonas,
nufrientes o factores de crecimiento, pueden salir de Go, recomenzar el ciclo y

dividirse (Jiménez-Garcia et al., 201 1).

la fase M es el periodo mas llamativo del ciclo celular, en el que se produce la
reorganizacion de casi todos los componentes de la célula. Durante la mitosis
(divisién nuclear) los cromosomas se condensan, la envoltura nuclear de la
mayoria de las células se desintegra, el citoesqueleto se reorganiza para formar
el huso mitdtico, y los cromosomas migran a los polos opuestos. Tras la
segregacion de los cromosomas se suele producir la division de la célula

(citocinesis).
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Tradicionalmente la mitosis se divide en cuafro etapas — profase, metafase,
anafase y telofase = El comienzo de la profase queda determinado por la
aparicién de los cromosomas condensados, cada uno de los cuales estd
constituido por dos cromatidas hermanas (las moléculas de DNA hijas que se
produjeron en la fase S). En la tabla 1 se resumen las caracteristicas de cada

efapa.

La regulacion del ciclo celular es un proceso complejo que se efectta como una
cascada de reacciones de fosforilacion y desfosforilacion debidas a la accion
de quinasas y fosfatasas, respectivamente, que deferminan el cambio

conformacional que puede activar o inhibir su accion.

las quinasas o cinasas que participan en la regulacién del ciclo celular son
enzimas que dependen de proteinas reguladoras denominadas ciclinas; cuando
las ciclinas no estén presentes las quinasas no muestran actividad alguna. Las
cinasas dependientes de ciclinas (CDK1) pueden asociarse con diferentes
ciclinas y de esta manera se determina el tipo de proteina que se fosforila
(Jiménez-Garcia et al., 2011). CDK1 y su proteina de unién ciclina-B, forman un
complejo esencial para la entrada a mitosis. La regulacion de CDK1 se realiza
por varios mecanismos incluyendo la degradacion de la ciclina-B, mientras que
la ciclina-B es blanco para la degradacion por proteasas durante el inicio de la
anafase por conjugacion con la ubiquitinacion que se forma por el complejo

promotor de anafase.

3.3 Nucleo

El nicleo fue la primera estructura infracelular descubierta y originalmente

descrita por Franz Bauer en 1802 y después popularizada por Robert Brown
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PROFASE —> El nucléolo se descondensa y se desintegra.

—> Inicia la construccién del aparato mitético.

—> Los centriolos emigran hacia los polos de la célula y
los microtUbulos crecen y se modifican.

—>» Los cromosomas se condensan, observdndose como
largos filamentos.

—> Se desintegra la envoltura nuclear

METAFASE .
—> Los cromosomas se desplazan hacia el ecuador de la
célula para quedar alineados en el plano ecuatorial.
—» Cada cromosoma se mantiene en tensién sobre la pla
metafdsica orientado con los ejes longitudinales en
dngulo recto con el eje del huso.
ANAFASE -
—> Las cromdtidas hermanas se separan para quedar
como cromosomas independientes.
—» Cada cromosoma tiene su propio centrémero y se une
a uno de los polos, hacia el que migra, por una fibra
del huso.
—> La célula y el huso de alargan.
—> Inicia la citocinesis.
—> Inicia la formacién del tabique o surco de division.
TELOFASE

—> Se inicia la formacién de la envoltura nuclear y las
membranas en general.

—> Los cromosomas se descondensan.
—> Inicia la nucleologénesis (formacién del nucléolo).

—> El huso mitético desaparece y los microtibulos se
despolimerizan.

Tabla 1. Caracteristicas de las ctapas de la mitosis (tomado de Jiménez-Garcia et al.,
2010).

(Harris, 1999; revisado en Dundr y Misteli, 2001). Este organelo confina al
genoma constituido por Acido Desoxirribonucleico (DNA). La parte codificante
del genoma, organizada en forma de genes alberga la informacién necesaria

para dar lugar a productos génicos, los RNAs y las proteinas. El genoma nuclear
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aparece bajo dos formas estructuralmente diferentes durante el ciclo celular: la
cromatina (en inferfase), como material filamentoso disperso por la mayor parte
del nicleo, y los cromosomas (durante la division), facilmente observables como
enfidades morfolégicas o corpusculos independientes.  Ambas formas estén
consfituidas por las mismas moléculas lineales muy largas de DNA de doble
hebra, estrechamente asociadas a proteinas (Cooper y Hausman, 2007). El
nicleo inferfasico de los eucariontes de divergencia tardia estd bien organizado,
compartamentalizado y es un organelo dinamico. El genoma estd empaquetado
dentro de los confines del nicleo y los cromosomas individuales ocupan
regiones distintas y limitadas, llamadas territorios cromosémicos, también posee
varios compartimentos nucleares especializados, entre los que se encuentra el
complejo de poro nuclear {NPCs), la [émina nuclear (NL), la membrana nuclear
interna (INM), los compartimientos de los factores de splicing (SFCs) también
conocidos como motas o patrén moteado, los cuerpos de Cajal (CB), los
cuerpos de la oncoproteina de la leucemia promielocitica (PML), el nucléolo y
otros compartimentos mas (Dundr y Misteli, 2001)  (Figura 8). El nicleo
interfédsico de los eucariontes de divergencia tardia estd bien organizado,
compartamentalizado y es un organelo dindmico. Lla compartamentalizacion
facilita los eventos requeridos para la expresion génica que incluyen lo
franscripcion, el procesamiento y modificaciones del RNA (Prieto y McStay,
2005). los eucariontes se caracterizan por la presencia de un nucleo bien

diferenciado y est¢ presente en los protistas, plantas y metazoarios.
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3.3.1 Nucléolo

El nucléolo es un gran dominio nuclear que se forma mediante interacciones
proteina-profeina y proteina-écidos nucleicos en zonas especificas de los
cromosomas  acrocéntricos  en  células  humanas, llamadas  regiones

organizadoras del nucléolo ([NORs; Sheer, Weisenberger, 1994).

la principal funcion del nucléolo es transcribir los genes ribosomales para
generar un precursor de RNA ribosomal (pre-RNAr] que serd sujeto a varios

procesamientos  postranscripcionales  como  son  la  metilacién, o

pseudouridilacién de nucléotidos especificos, y el corte de los espaciadores

internos y externos, para generar los RNAs ribosomales 18S, 5.8S y 28S.

los genes ribosomales son repetidos, se calcula que el ser humano posee

alrededor de 200 copias ordenadas en tédndem, mientras que en anfibios,

Compartimientos transcripcional-
mente Mactvos
Dominios PeG

Envoltura nuclear

con POIOS IlllClCﬂ!ES

Cromosoma X mactivo
(Cuerpa de Barr)

Cromatina Densa

¥ tepresiva

Nucléolo
Specles nucleares

Cromatmna abierta Pacaspeckle

Factores de

transcripeion
Cuerpo de Cajal

Cuerpos nucleares que
contienen RINA

Current Opinion in Genetics & Development

Compartinuentos

transcripcionalmente activos

Figura 8. Esquema de la arquitectura nuclear. Uno de los compartimientos més conspicuos

del nicleo es el nucléolo (modificado de Caudron-Herger 'y Rippe, 2012).
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helechos y gimnospermas estan en el orden de miles (SaezVéazquez y Meding,

2008).

Entre otras funciones del nucléolo se encuentra el transporte de moléculas que
residen en el niucleo hacia el citoplasma, la modificacién de RNAs pequerios
nucleolares, el ensamble de ribonucleoproteinas, el reclutamiento de proteinas
reguladoras y el control del envejecimiento celular (Olson et al., 2000; Lam et
al., 2005; lo et al., 2006; Raska et al., 2006: Rosete et al., 2007). También
actia como un sensor del estrés y del ciclo celular (Boisvert et al., 2007). Al
igual que ofros compartimientos nucleares, el nucléolo, también es dinamico vy
fanto su composicién de profeinas, como su arquitectura se modifican en
respuesta a condiciones ambientales (Andersen et al., 2005; Boulon ef al,
2010), actba como un sensor de dano al DNA vy su reparacion, y también

durante el metabolismo de telémeros (Lam y Trinkle-Mulcahy, 2015).

Morfolégicamente estd constituido por tres regiones o subcompartimientos:
centros fibrilares (CFs), componente fibrilar denso (CFD) y componente granular
(CG), estas regiones fueron visualizadas mediante microscopia electrénica de
fransmisién (Scheer y Weisenberger, 1994; Figura 9). Cada componente
corresponde a las diferentes etapas de la biogénesis de los ribosomas, por
ejemplo, los CFs se asocian con los genes ribosomales y con las proteinas
involucradas en la transcripcion (Cheutin et al., 2002; Koberna et al., 2002),
mientras que las proteinas a cargo del procesamiento del pre-RNAr vy la
formacion de los pre-ribosomas se ubican en el CFD, en este componente se ha
localizado a la nucleolina. En el CG se realiza el ensamble y la maduracion de

pre-ribosomas y constituye la mayor parte del nucléolo (Raska et al., 2006).
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Figura 9. Nucléolo de una célula Hela observado por microscopia electrénica de
transmisién. Los CFs se indican con un asterisco y estdn rodeados por el CFD y
embebidos por el CG. Barra 1 pm (tomado de Sirri et al., 2008)

Lla primera descripcion del nucléolo se atribuye a Wagner (1835) y Valentin
(1836). Sin embargo, Fontana lo reporté como un “cuerpo oviforme” existente

en células epidérmicas de anguila en 1781 (Fontana y Nyon, 1781; revisado en

Farley et al., 2015).
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Figura 10. Proteoma nucleolar mediante purificacién e identificacién por
espectrometria de masas. Las proteinas se agruparon de acuerdo a su funcién
molecular (modificado de Boisvert et al., 2007).

Bioquimicamente estd constituido por los genes DNAr, RNAr y por proteinas
necesarias para la sintesis y procesamiento del RNAT. En nucléolos humanos se
han identificado olrededor de 726 proteinas (Andersen et al, 2002, 2005;
Figura 10), entre las que destacan RNA polimerasa (Pol 1), B23, hPopl, Ki-67,
Nop52, nucleoling, p53, efc; mientras que en Arabidopsis thaliana se
identificaron alrededor de 217 proteinas nucleolares (Pendle et al, 2005).
Ademds posee algunas proteinas que son retenidas en el nucléolo por la
presencia de secuencias especificas de aminodcidos, a estas secuencias se les
conoce como senales de localizacion nucleolar (NolSs) que presentan cierta

carga electrostatica (Musinova et al., 2015).

La morfologia del nucléolo es diversa, su apariencia varia y su nimero y tamarno
depende del tipo celular, a etapa del ciclo celular en que se encuentra y su
actividad transcripcional (Shaw y Jordan, 1995). Durante el ciclo celular, la

sintesis de RNAr es discontinua, y los nucléolos casi siempre desaparecen
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durante la division somdtica (Goessens, 1984). Sin embargo, en células
animales vy en algunas especies de plantas (Giménez-Martin et al,, 1977,
Sheldon y lehman, 1981; Risueno y Medina, 1986), el nucléolo permanece

durante la mitosis segun el tipo de divisiéon que presente o por que retienen

protefnas para inhibir su actividad como lo han demostrado andlisis proteémicos

donde regulan el ciclo celular {Visintin y Amon, 2000).

3.3.2 Nucleologénesis

Durante la mitosis el nucléolo se disgrega y se reorganiza en telofase alrededor

de las NORs proceso conocido como nucleologénesis (Boisvert et al., 2007).

En general, en la division celular el nucléolo experimenta una serie de cambios

morfolégicos que consisten en tres procesos:

Desorganizacién profasica. El nucléolo disminuye de tamaro, su forma se hace
irregular {polilobulado o estrellado) y aparecen pequenas masas de material
nucleolar libres enfre los cromosomas profdasicos, posteriormente se pierde la
envoltura nuclear. Bioquimicamente, se incrementa el nivel de cinasa
dependiente de ciclina (CDK1-ciclina B), por lo que se activa la fosforilacion de
la maquinaria transcripcional del DNAr v se detiene la actividad transcripcional,

desensamblandose los componentes de la Pol I 'y el nucléolo.

Transporte metafdsico y anafésico. El nucléolo ha perdido su individualidad. La
maquinaria de transcripcion y la Pol | se asocian al DNAr en las NORs (sitios
asociados a las constricciones secundarias de los cromosomas acrocéntricos)

donde se localizan los clusters de genes de DNAr.
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Reorganizacion telofdsica.  En este punto disminuye el nivel de CDK1<ciclina B,
desfosforilando la maquinaria transcripcional del DNA, lo cual permite que los
componentes de la Pol | se ensamblen y se reinicie la actividad transcripcional.
Durante la telofase temprana aparecen cuerpos laminares entre los cromosomas
en vias de descondensacion. A la par se distinguen regiones fibrilares rodeadas
por regiones granulares que corresponden a los cuerpos prenucleolares (PNBs).
Avanzada la telofase, estos cuerpos se fusionan entre si en torno a los NORs.
Cuando esta actividad termina se observan uno o mds nucléolos maduros, los

PNBs ya no existen y el nomero de nucléolos depende de la cantidad de NORs

(Paniagua, 2007).

Barbara McClinctock a partir de sus trabajos con microsporas de Zea mays,
senald que los nucléolos se forman a partir de un cuerpo adyacente a la
constriccion secundaria del cromosoma ¢ al cual nombré “nucleolar organizing
region” (NORs). MacClinctock establecié que los NORs estaban constituidos
por secuencias repetidas y la separacion experimental de ellas permite delucidar
que estén formados por miltiples genes nucleolares.  Ella correlacions los
hallazgos de Heitz y Navashin (1931 y 1934, respectivamente), quienes
enconfraron que el famano de la constriccion secundaria estd relacionada con el

volumen nucleolar (revisado en Giménez-Abidn et al., 2001; Dimario, 2004).

la nucleologénesis es un proceso muy dindmico en el que ocurren diversos
cambios bioquimicos debido a la reactivaciéon de la transcripcion. Durante la
mitosis abierta (desensamble de la envoltura nuclear) que generalmente se
presenta en los eucariontes de divergencia tardia, el nucléolo se desintegra al
iniciar la mitosis y la franscripcion por la Pol | cesa. la maquinaria
franscripcional permanece ensamblada con la Pol | y sus factores de

franscripcion se unen a las NORs en los cromosomas. Por el contrario, los
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componentes de procesamiento del pre-RNAr se encuentran en al menos dos
sitios diferentes: 1) en la regién pericromosémica (RP) donde estos componentes
rodean a todos los cromosomas al inicio de la profase y permanecen hasta la
telofase temprana; 2] en las fosas derivadas del nucléolo (FDNJ, que son
particulas citoplésmicas relativamente grandes de forma esferoide, numerosas vy
que contienen componentes nucleolares como el U3, ribonucleoproteinas
prequenas nucleolares {snoRNAs), fibrilarina, nucleolina, B23 y Nop52 (Dundr
et al, 2000). En anafase los FDN miden de 1 a 3 pm, estdn presentes en
cantidades de 100 por célula y al llegar a la telofase su nimero ha disminuido
de pocas a ninguna. Estas particulas se mueven rapidamente dentro del
citoplasma y cuando estdn en contacto con la envoltura nuclear desaparecen
dentro del nicleo; es importante mencionar que sélo se encuentran en algunas
lineas celulares de mamiferos donde los niveles de expresion de la maquinaria

de procesamiento son altos (Dundr et al., 1997; Dundr y Olson, 1998).

Durante el desensamble y el reensamble nucleolar ocurren varios eventos

moleculares:

En profase se incrementan los niveles de la cinasa dependiente de la ciclina (B1-
CDK1) por la fosforilacion de los componentes de la maquinaria de
transcripcion del DNAr. La hiperfosforilacion de los componentes del complejo
de iniciacion de Pol | favorecen el desensamble nucleolar y se inicia con lo
pérdida de la subunidad RPA39 de la Pol | del CF antes de que se rompa la

envoltura nuclear (Figura 11; Boisvert et al., 2007).

Por otra parte, los componentes de procesamiento salen del nucléolo junto con
los pre-RNAr parcialmente procesados que se encontraban asociados al CFD

antes de que la franscripcion se detuviera y componentes de procesamiento de
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Figura 11. Ciclo del nucléolo en células humanas. El nucléolo durante la interfase
estd organizado en tres componentes: los centros fibrilares (amarillo) que contienen
¢l DNAr; el componente fibrilar denso (azul) que corresponde a los sitios de
transcripcién y procesamiento inicial del RNAr; y el componente granular (verde)
que corresponde al procesamiento final del RNAr. En la transicién de G2/M, la
maquinaria de procesamiento (verde) abandona el nucléolo y durante la profase se
distribuye parcialmente sobre la superficie de todos los cromosomas condensados. El
DNAr presente sobre algunos cromosomas se silencia (amarillo y azul). En la
metafase, la transcripcién por la Pol I se reprime (puntos rojos indicando DNAr
inactivo). La reactivacién de la transcripcién por la Pol I en telofase es concomitante
con el encendido de la maquinaria de procesamiento del RNAr dentro de los PNBs
(puntos verdes) en la periferia de los cromosomas. Al final de la mitosis (M/G1), los
dominios nucleolares inician su reensamble alrededor de los NORs activos y se van
asociando con varios NORs para dar lugar a un nucléolo completo en la etapa G1
(tomado de Herndndez-Verdun et al., 2002.

RNAr, tales como la fibrilarina y B23, se disocian simultaneamente del CG vy el
CFD. Aunque muchos componentes de procesamiento son redistribuidos del
nucléolo al citoplasma durante la mitosis, ofros se unen en las regiones PRs que

se componen de capas homogéneamente distribuidas de la maquinaria de
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procesamiento del RNAr, tales como ribonucleoproteinas, USRNA, pre-RNAr y
fibrilarina, pero también contiene proteinas no nucleolares como nucleoplasmina

fosforilada (Boisvert et al., 2007).

Durante la metafase la maquinaria transcripcional de Pol | se encuentra asociada
a las NORs de los cromosomas y algunas subunidades de la Pol | han dejado el
CF o bien, su concentracion es tan baja que no es perceptible.  Asimismo, lo
mayoria de los componentes de procesamiento se encuentran asociados en la

superficie de los cromosomas en las RPs (Dundr et al., 2000; Boisvert et al,

2007).

En la anafase la mayoria de los componentes de procesamiento del RNAr
pueden permanecer en asociacion con los cromosomas en RP o son
empaquetados dentro del citoplasma en FDNs que contienen proteinas de
procesamiento temprano y tardio del RNAr, U3snoRNA y pre-RNAr parcialmente
procesados (Boisvert et al, 2007) Ya cuando las células entran o anafase
tardia-telofase temprana, los niveles de cinasa B1-CDK1 disminuyen permitiendo
la reactivacion de la transcripcion del riRNA. Asimismo, la envoltura nuclear se
vuelve a formar y parficulas pequenas se disocian de las FDNs durante lao
telofase y se adentran al nucleo. Inicialmente, la mayoria del contenido de los
NDF formados es transferido a estructuras fibrogranulares que se agrupan en lo
superficie de los cromosomas, los PNBs. A la par, la RP se desensambla cuando
los cromosomas comienzan a descondensarse y la mayoria de sus componentes
son incorporados a los PNBs, mientras que el resto se distribuye en el
nucleoplasma. La fusion de los PNBs en las regiones de organizacién nucleolar

da lugar a lo que se conoce como nucleologénesis (Ochs et al., 1985; Boisvert

et al., 2007).
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El silenciamiento de los genes ribosomales es acompanado por la fosforilacion
inhibidora del factor de transcripcion SL1 dirigida por CDC-2 ciclina B. El nivel
de regulacion ocurre al inicio de la transcripcion. Tampoco se observan
franscritos nacientes de las NORs sin embargo permanecen firmemente unidos a
estas regiones los factores de franscripcién UBF y SL1, asi como la polimerasa |.
Por el contrario, otros componentes nucleolares se dispersan a varios
subcompartimientos nucleares, como RNAr parcialmente procesado, proteinas y
pequenos nucleolares ribonucleoproteicos (snoRNPs), lo que lleva a pensar que
no se desintegran completamente ciertas unidades funcionales del nucléolo
durante la mitosis, pudiendo asi la célula transmitilas o las siguientes

generaciones (Scheer y Hock, 1999).

El nucleo se reensambla después de cada mitosis y en consecuencia, la salida
mitdtica es un periodo crucial para el establecimiento de las funciones nucleares.
Cuando los cromosomas buscan los polos mitéticos, la envoltura nuclear se
reforma  mienfras la  cromatina se descondensa para formar fterritorios
cromosémicos. La maquinaria nuclear responsable para la expresion génica es
importada progresivamente dentro del nicleo o activada y los cuerpos nucleares

se reensamblan.

El ensamble nucleolar consiste de dos pasos, el primero es la activacion de la
maquinaria de franscripcion, la cual depende del decremento en la actividad de
Cdk1-ciclina B. La maquinaria de transcripcion de la Pol |, permanece durante la
mitosis asociada a los genes de la NOR (Figura 12). El segundo paso es la
agrupacién de la maquinaria de procesamiento en el nucléolo, pasando por la
formacion de cuerpos prenucleolares (PNBs).  los cuales son descritos como
cuerpos nucleares poco moviles, participantes en el reclutamiento de la

maquinaria de procesamiento en los sitios de transcripcion del DNAr (Savino et
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Figura 12. Ensamble nucleolar en células ciclicas. Durante la mitosis la maquinaria de la
RNAP I estd asociada con el DNAr en las NORs (barras amarillas) y la maquinaria de
procesamiento del RNAr (gradiente café) estd en el citoplasma sobre todo alrededor de todos
los cromosomas. La transcripcién por Pol I se mantiene reprimida (puntos rojos) durante la
mitosis por la actividad de CDK1-ciclina B. Al final de la mitosis (M/G1), la inhibicién de
CDKl-ciclina B se activa, liberdndose el silencidndose la transcripcién de Pol I (puntos
verdes) e induce la formacién de PNBs correspondiente para diferentes complejos de
procesamiento del RNArs (naranja y cuerpos café). El reclutamiento (flecha naranja
discontinua) de la maquinaria de procesamiento temprano va a la par con la activacién de la
transcripcién  (RNAr en azul), pero la maquinaria de procesamiento tardia (flecha
discontinua café) se reclutaron més tarde por una via controlada (G1 temprana). Finalmente

en Gl, la asociacién de varios NORs ayudan a la formacién nucleolar (tomado de
Herndndez-Verdun et al., 2002).

al., 2001). Segun Benavente (1991), el movimiento de los PNBs se debe a la
activacién de la transcripcién, no a su formacion en s (Savino ef al., 2001). Por
otro lado, Olson y col. {2000) explican que la transferencia de componentes de

estos cuerpos al nucléolo en formacion es principalmente a través de
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mecanismos de difusion. Algunos autores proponen que el ensamble de RNAs

nucleares pequerios se da por una via nuclear especffica.

3.3.3 Caracteristicas de los Cuerpos prenucleolares (PNBs)

los PNBs son estructuras esféricas densas de material fibrogranular de entre O. 1
y 0.2 um que contienen RNA vy proteinas involucradas en el procesamiento del
pre-'RNA como la fibrilaring, la nucleolina (C23), Nop52, BOP1, PM-Scl 100, la
proteina B23 y B23/NO38, que se localizan en la periferia de los cromosomas
(Ochs et al., 1985, Hernédndez-Verdun et al., 1993; Jiménez-Garcia et al,, 1994;
dr et al, 2000). los PNBs también contienen snoRNAs involucrados en el
procesamiento del pre-RNAr como U3, U8 y U14. Lla proteina B23 se localiza
en la periferia (region granular) y la C23 en el centro (regién fibrilar) (Spector et

al., 1984), lo que implica que los PNBs son nucléolos miniatura.

Inicialmente  se consideréd que los PNBs eran estructuras moviles que
fransportaban la maquinaria de procesamiento del RNAr hacia los sitios de
transcripcion por la RNAP |, sin embargo, el andlisis en células vivas utilizando
microscopia de lapsos en tiempo real demostrd que los PNBs no se mueven
desde la superficie de los cromosomas a los nucléolos y mediante microscopia

electrénica evidenciaron particulas y fibras densas que conectan los PNBs al

nucléolo (Dundr et al., 2000; Savino et al., 2001).

Los PNBs se clasificaron en dos tipos con base en el contenido de sus proteinas
y su dindmica: PNBs de maduracion temprana y PNBs de maduracion tardia. Los
PNBs de maduracién temprana contienen fibrilarina. Los PNBs de maduracion
tardia albergan proteinas como BOPIT, B23 y Nop52. los primeros se
visualizaron 15 minutos antes de su reclutamiento al nucléolo naciente, mientras

que los segundos 80 minutos antes de ser reclutados (Hernandez-Verdun 2005).
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El ensamble nucleolar es un proceso que se realiza paso a paso, donde primero
se forma el CFD con ayuda de los PNBs de maduraciéon temprana y
posteriormente el CG con la ayuda de los PNBs de maduracion tardia (Dundr et
al., 2000; Savino et al., 2001). El andlisis cuantitativo del reensamble nucleolar

muestra que hay intervalos de aproximadamente 18 minutos entre la formacion

del CG vy el CFD.
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4. Hipotesis

Si en el protista Giardia lamblia hay material nucleolar organizado
infranuclearmente, entonces durante lo mitosis podria desensamblarse en la
profase y reensamblarse en el transcurso de la telofase como en eucariontes

superiores.

5. Relevancia e impacto del
proyecto en el drea de estudio

Giardia lamblia es un pardsito que representa un problema de salud humana y
recientemente se publico la presencia de nucléolo en este organismo (Jiménez-
Garcia et al, 2008), sin embargo, se desconoce cudl es su morfologia durante
el ciclo celular y principalmente, si se presenta el proceso de nucleologénesis
como en mamiferos y plantas, siendo esta una aportacién al conocimiento de la

biologia del protista y de la evolucion en los eucariontes en general.
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6.1 Cultivos

Se cultivaron trofozoitos de G. lamblia de la cepa WB en condiciones axénicas

en medio de cultivo TYI-S-33 (Keister, 1983) suplementado con 0.7 g/L de bilis

bovina y ovina (SIGMA Cat. N° B8381), 10% de suero fetal bovino (GIBCO-

BRL Cat. N° SH-30072.03) y una mezcla de antibidticos: Ampicilina 0.2 g/l y
Ceftazidima 0.2 g/L (Ampicillin salt sodium SIGMA Cat. N°A9518)
(Ceftazidima “Izadima” TM). Inicialmente los cultivos se realizaron en tubos de
borosilicato de 13x100 con tapén de rosca (Pyrex™) conteniendo 7ml de medio

de cultivo a 37°C durante 72 horas para obtener una semiconfluencia.

Transcurridas las 72 horas, los tubos de cultivo se sumergieron en un bano de
hielo durante 20 minutos para relajar los pardsitos, separar la monocapa y
centrifugarlos por 10 minutos a 3000 rpm a 4°C (Hettich centrifuge Mod.
Universal 32R). Llos botones celulares se lavaron dos veces con PBS
(Amortiguador salino de fosfatos) estéril frio para realizar el conteo de la
poblaciéon en un hemocitémetro (Propper Lumicyte™ Cat N° LCB) con un

microscopio épfico (Carl Zeiss modelo Axiostar) y continuar su procesamiento.

También se tomd un inéculo de estos botones celulares de 5x10° trofozoitos, los
cuales crecieron por 48 horas mas en vasos coplin de tapa de rosca (Pyrex ™)
conteniendo 21 ml de medio y cubreobjetos (Corning N°lde 22x22mm)
previamente sometfidos a dcido acético glacial al 96% (CTR Scientific) y alcohol
efilico al 70% (Hycel N°1822) y autoclaveados, con la finalidad de dar

porosidad al vidrio y permitir la adherencia de los pardsitos.
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A la par de los cultivos de G. Jomblia también se obtuvieron célulos Hela
crecidas en cubreobjetos (Corning N°lde 22x22mm), las cuales fueron
donadas por el Instituto Nacional de Cancerologia, con la finalidad de tener un

testigo positivo de las metodologias.

6.2 Tincidn de Plata para NORs y PNBs

Microscopia de Luz. Los cubreobjetos con la monocapa de células ( G. Jamblia'y
Hela) se lavaron tres veces con PBS. La tincién de plata se realizé siguiendo la
metodologia de Goodpasture y Bloom (1975). Se fijaron con glutaraldehido al
2.5% (EMS Cat N°16360) durante 1 hora a temperatura ambiente,
posteriormente se decanté esta solucién y se realizé una segunda fijacién con
solucion de Carnoy “A” (4cido acético glacial:etanol al 75% en dilucion 1:3)
durante 5 minutos. Las monocapas se rehidrataron con etanol al 70%, 50% vy

agua destilada por 10 minutos en cada solucion.

A los cubreobijetos se les retfiré el exceso de agua, a un portaobjetos se le
adiciond varias gotas de AgNO: al 50% y encima de colocd el cubreobjetos
con la monocapa en contacto con la solucién. El portaobjetos se acomodd
sobre una plancha calentoada previamente a 60°C dejandose durante 10
minutos. Se lavo el cubreobjetos 10 veces con agua bidestilada helada, se retird
el exceso de agua vy la reaccion se revelé adicionando dos gotas de NH.-Ag y
dos gotas de solucién reveladora (formaldehido al 3%, acetato de sodio y dcido
férmico al 88%) durante 45 segundos para la monocapa de G. /lamblia vy
durante 30 segundos en el caso de las células Hela. La reaccion se detuvo con

varios lavados con agua bidestilada helada {Jiménez-Garcia ef al., 1998).
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Posteriormente, algunos de los cubreobjetos con la muestra se deshidrataron con
alcoholes graduales y xilol para ser montados con resina sintética. El registro de
imagenes se realizé utilizando un microscopio éptico Zeiss modelo Axiostar
equipado con un objetivo 100x acromdtico con apertura numérica 1.25,

acoplado a una cémara Canon y programa EOS-1000D.

Microscopia Electrénica de Transmisién. Los cubreobjetos con la muestra
restantes a los cuales se les realizé la técnica de plata y los botones celulares,
se deshidrataron en etanol en concentraciones de 30, 50, 70, 90 y 96% durante
10 minutos en cada uno y 100% tres veces durante 10 minutos cada uno. Se
pasaron por el disolvente intermediario 6xido de propileno tres veces durante 10
minutos cada uno y posteriormente se sometieron a preinclusion en un una
mezcla de oxido de propileno y resina Epon 812 (Electron Microscopy Science)
en dilucion 1:1 durante 24 horas. los frascos y tubos que contenian los
cubreobjetos en preinclusion se destaparon para que se evaporara el éxido de
propileno, se incluyeron en resina Epon fresca y se polimerizaron durante 48

horas a 60°C.

Una vez polimerizada la monocapa de células sobre los cubreobjetos se
colocaron sobre hielo seco, la diferencia de temperatura permitié separar el
cubreobjetos de la resina epdxica queddandose en ella la monocapa. Llas
giardias en monocapa y en botones celulares se sometieron a ultramicrotomia,
obteniéndose cortes ultrafinos de ©¥Onm de espesor, los cuales se montaron en
rejillas de cobre, se observaron utilizando el microscopio electronico de

transmision modelo JEM-1010 de la marca Jeol y el registro de imagenes se

realizé utilizando una cdmara MTI modelo CCD-300-RC.
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6.3 Técnica convencional para microscopia electronica de

transmision (MET)

Los botones de pardsitos se fijaron con una mezcla de paraformaldehido al 4% y
glutaraldehido al 2.5% en amortiguador de fosfatos (PBS) pH 7.3 a temperatura
ambiente durante 2 horas para ser lavados tres veces con PBS durante 10
minutos cada uno. Algunos botones de pardsitos se posfijaron con tetradxido de
osmio al 1% en PBS durante 1 hora y posteriormente se deshidrataron, se
sometieron al agente intermediario dxido de propileno, se preincluyeron y

polimerizaron como ya se explicod anteriormente.

Una vez obtenidos los bloques polimerizados con los pardsitos, se sometieron a
ultramicrotomia para obtener cortes ultrafinos de 40-60 nm y se montaron en
rejillas de cobre. los cortes ulirafinos se contrastaron con acetato de uranilo
acuoso al 4% durante 20 minutos y citrato de plomo al 0.3% durante 10 min. Se
observaron en el microscopio electrénico de transmision y se registraron

imagenes de giardias en las diferentes etapas de la division celular.

6.4 Técnica para Microscopia de Fuerza Atdmica (AFM)

De los botones de pardsitos procesados mediante la técnica convencional para
microscopia electrénica se obtuvieron cortes semifinos de 150 nm de grosor, los
cuales se montaron en cubreobijetos libres de polvo y grasa utilizando calor, se
tineron con azul de toluvidina y se observaron en un Microscopio de Fuerza
Atémica de la marca Digital Instruments modelo Bioscope con un controlador
NanoScope lll A en modo Tapping utilizando una punta DNP de 20-60 nm de
radio de curvatura, el cual estd montado sobre un microscopio foténico invertido

de la marca Zeiss.
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6.5 Tincion especifica in situ del ADN en bloque “NaMaUr”

Botones de pardsitos se fijaron con glutaraldehido al 3% en amortiguador de
cacodilato de sodio al 0.025M pH 6.9 durante 6 horas a temperatura
ambiente, franscurrido el tiempo se lavaron con esta misma solucion fres veces
durante 10 minutos cada uno y se postfijé con una mezcla de paraformaldehido
al 4% e hidroxido de sodio (NaOH) al 0.5N durante 48 horas. Posteriormente
los botones se lavaron con agua destilada tres veces durante 10 minutos cada
vez y se sometieron a tratamiento de dcido acético al 1% tres ocasiones durante

10 minutos cada uno.

Después, se realizé lo deshidratacién con metanol a concentraciones crecientes
(30, 50, 70, Q0 y 100%), 10 minutos en cada alcohol y se incubaron con una
mezcla de metanol y anhidrido acético en dilucion 5:1 durante 48 horas (tincion
en bloque). Transcurrido el tiempo, los botones se sometieron a una inmersion en
metanol absoluto durante 10 minutos y a la tincién en bloque con acetato de
uranilo al 8% en metanol absoluto durante 2 horas a 60°C. Después de la
tincion en bloque, se lavaron los botones de pardsitos con metanol absoluto dos
veces durante 10 minutos cada vez y se sometieron a inmersion en oxido de

propileno dos veces durante 10 minutos cada una (Testillano et al., 1991).

La preinclusion y la inclusion de los botones se realizaron seguin el procedimiento
de la técnica convencional. El material incluido se sometié a ultramicrotomia,
obteniendo cortes ultrafinos de 40-60 nm de grosor, se montaron en rejillas de
cobre cubiertas con formvar y se observaron al microscopio electrénico de

fransmision con el respectivo registro de imégenes.
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/. Resultados

7.1 Los Nucléolos de Giardia lamblia durante la interfase

Giardia durante la interfase posee dos nicleos diploides (Benchimol, 2005),

ambos con sus respectivos nucléolos ubicados en los polos (Jiménez-Garcia et

al., 2008; Figura 13).

Dentro de los nucléolos se reconocen el componente fibrilar denso (CFD),

componente fibrilar (CG) y los centro fibrilares (CDF) (Figura 14).

Figura 13. Micrografia electrénica de los nucleos diploides. Cada nicleo tiene

forma de pera y sus respectivos nucléolos se ubican en los polos. N, nucleos; nu,
nucléolos.
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Figura 14. Nucléolo interfésico de G. lamblia observado mediante microscopia
clectrénica de transmisién utilizando contraste uranilo-plomo. Componente fibrilar
denso (CFD), componente granular (CG), centros fibrilares (CF), ntcleo (N),
citoplasma (Ci), nucléolo (Nu).

Figura 15. DNA de nicleos interfésicos de G. lamblia, contrastados con la técnica
de NaMaUr. Las flechas muestran las zonas que corresponden a los nucléolos.
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los nucleos poseen manchones de heterocromatina y la eucromatina se
encuentra dispersa en el nucleoplasma, Esto fue visualizado con ayuda de la

técnica NaMaUr que es una técnica especifica para DNA (Figura 15).

Los nucléolos tenidos con plata corroboran su posicion polarizada (Figura 16).

Figura 16. Micrografia electrénica de transmisién de los nicleos de G. lamblia
tefiidos con plata amoniacal. Se observan gran cantidad de precipitados de plata,
principalmente en el 4rea que corresponde a los nucléolos y en la periferia de los

ntcleos. Nu, nucléolo.

7.2 Nucléolos durante el ciclo celular con tincion de plata

la técnica de Goodpasture y Bloom (1975] ha sido muy utilizada para la

impregnacion de proteinas nucleolares en diferentes tipos celulares. En el caso
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de G. lamblia, esta técnica permitié visualizar las AGNORs en las diferentes

etapas de la division celular, tanto para microscopia dptica como electrénica.

En eucariontes de divergencia tardia, el nucléolo se desensambla durante la
profase en PNBs, sin embargo en G. lamblia no es asi. La fincion de plata para
NORs en MF mostré material altamente contrastado en el drea periférica dentro
de los nucleos en inferfase, esta impregnacién corresponde a los nucléolos
(Figura 16). Sus dos nucleos diploides sufren mitosis de una manera similar a
otras células eucariotas, conserva etapas del ciclo celular tipicas como son:
profase, metafase, anafase y telofase (Figuras 17 b, ¢, d y e, respectivamente),
pero el material nucleolar permanece compacto y adosado a la envoltura

nuclear.

Como fue descrito en Sagolla y colaboradores (2006), cada nicleo se somete
a una mitosis semiabierta donde los microtubulos bipolares rodean el exterior
del nicleo (con una envoltura nuclear intacta), y entran al nicleo a través de
poros especiales para ponerse en confacto con los cinefocoros durante la
profase (Sagolla et al., 2006 y proseguir con las demas etapas del ciclo
celular. Por microscopia de luz, el material nucleolar se observa a lo largo de la
division como un componente periférico, fibrogranular y siempre impregnado de

plata (Figuras 16 b, ¢, d y e) con una escasa tincion en el nucleoplasma.
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Figura 17. Micrografias épticas de ciclo celular de G. lamblia tenido con plata amonical.
a) Interfase, b) Profase, c) Metafase, d) Anafase, e) Telofase y f) Estadio G1. Las flechas
indican en a) los nucléolos, y de b a f) los NORs. Barra: Spm.
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7.3 Nucleologénesis en Giardia lamblia a partir de PNBs?2

Igualmente por microscopia foténica y tincion de plata para AGNORs durante la
telofase, no se observa material disperso o de tipo discrefo adicional al
correspondiente a los nucléolos como lo ya observado en las diferentes etapas
del ciclo celular (Figura 18). Este material es mas evidente a nivel de
microscopia electronica, pero no se muestran limites claros (Figura 19). los
resultados indican que en este eucarionte de divergencia temprana no existe el
proceso de nucleologénesis, ya que como lo mostraron los resultados del ciclo
celular, los componentes que forman el nucléolo se mantienen adosados en la

periferia de los nucleos sin formar PNBs.

Para corroborar la ausencia de PNBs durante la telofase de G. Jamblia, se
realizaron observaciones utilizando el microscopio de fuerza atémica (Figura

20), con el escaneo detallado del nucléolo no se detectaron PNBs.

7.4 Tincidon de plata en células Hela

Con la finalidad de tener un testigo positivo de la tincion de plata y verificar que
lo observado no se tratara de artefactos, se observaron células Hela. En la
figura 21 se muestran células en interfase, profase, metafase, anafase vy telofase,

en los cuales se pueden observar organizadores nucleolares y PNBs (Figura

21).
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Figura 18. Micrograffas épticas del transcurso de la telofase en G. lamblia tefidas
con plata amoniacal. Las flechas indican los NORs. Barra: Sum.
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Figura 19. Micrografia electrénica con tincién convencional de una anafase tardia. a) Se

observa la iniciacién de la citocinesis y la separacién de ndcleos. b) Durante la
separacién de los ntdcleos el material nucleolar se distingue como material mds
clectrodenso y en posicién periférica a la envoltura nuclear. C) En lo que parece ser el

nicleo madre, €l nucléolo se ubica en un polo nuclear. Nacleo (N), nucléolo (Nu).
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Figura 20. Micrografia de fuerza atémica de una telofase. a) Vista en bajo aumento
donde se alcanza a distinguir el inicio de la citocinesis. b) Detalle de una nicleo donde se
aprecia el nucléolo como material fibrogranular. Cb, cuerpo basal; N, ndcleo; nu,

nucléolo; dv, disco ventral.
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Figura 21. Micrografias electrénicas de células HeLa en diferentes estadios de la division

celular con tincién de plata. a-2’) Interfase, b-b’) profase, c-¢’) metafase, d-d’) anafase, e-
¢ y £F) telofase. En ¢’ se pueden identificar los NORs tefiidos en algunos cromosomas
metafdsicos. En ¢’ y f se muestran algunos PNBs aislados (cabezas de flechas), que se
estdn fusionando con otros componentes nucleolares para formar ¢l nuevo nucléolo. Es
interesante observar que en las células telofdsicas uno de los nicleos, el que se cree

corresponde a la célula hija su proceso de reformacién estd menos avanzado.
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8. Discusidn

Giardia lamblia es considerado un excelente sistema para el estudio de la
evolucion de procesos celulares fundamentales por que representa el brazo mas
temprano del linaje de los eucariontes (Cavalier-Smith, 1993). Los trofozoitos de
este eucarionte carecen de Golgi, peroxisomes, mitocondrias y algunos autores
citaban la ausencia de nucléolo (Guo et al, 2005). Jiménez-Garcia et al,
(2008) demostraron la presencia del nucléolo utilizando tincion de plata para

estructuras NOR (AgNOR), estudios que fueron corroborados posteriormente

(Tian et al., 2010).

Los NORs estén constituidos por genes repetidos en tandem para la sintesis del
rRNA. La expresion de los genes ribosomales esté estrechamente vinculada con
las regiones fibrilares del nucléolo. Se considera que en estas regiones se inicia
la transcripcion dependiente de la Pol I Asociadas a las NORs existen algunas
proteinas (nucleolina y B23) a las que se le denomina proteinas AGNOR debido
a que se les puede evidenciar en el nucléolo en interfase por medio de técnicas
argénficas.  Llas AgNORs se pueden idenfificar como puntos negros en el
nucléolo. Su tamano y numero refleja la actividad nucleolar y la proliferacion
celular. Durante la mitosis en las NORs se ubican los genes responsables de lo
re-organizacion del nucléolo durante la telofase y son unas de las regiones del
genoma mds conservadas en la evolucién de los organismos eucariontes
(Cooper, 2008). De ahf la importancia de su andlisis tanto a nivel molecular
como morfolégico, ya que sus posibles variantes suelen ser selectivamente

neutras.

G. Jamblia presenta una mitosis semejante a ofras células eucariotas,

conservando etapas reconocibles como profase, metafase, anafase vy telofase,
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pero presenta una mitosis semiabierta donde la envoltura nuclear permanece
intacta (Sagolla et al., 2006). la division celulor de Giardia requiere la
duplicacién y reorganizacion de ambos nucleos y complejas esfructuras del
citoesqueleto, que deben ser separados con precision y redistribuidas entre las
dos células hijas (Nohynkova et al., 2006; Sagolla et al., 2006; Témovd et al.,
2007 Davids et al., 2008).

El comportamiento del nucléolo de G. lamblia durante las diferentes etapas de la
mitosis no ha sido estudiado. Los resultados del presente trabajo muestran que el
nucléolo se mantiene durante toda la mitosis, es decir, no se disgrega como
ocurre en ofros eucariontes de divergencia tardia, ni forma PNBs para la
reorganizacion durante la telofase. Es un hecho que la unidad de repetidos
basica de G. Jamblia es de 5.4 kb, asi como los SSRNA, LSRNA y el RNA 5.85
son los mds pequenos reportados para algin eucarionte (Boothroyd et al,
1987), quizd el tamano de los RNAr tan pequenos influya para que no se

requiera una maquinaria compleja de ensamble y desensamble nucleolar.

En el caso de los eucariontes de divergencia tardia, el nucléolo es un gran
dominio nuclear donde se transcriben los genes ribosomales, se realiza la
maduracion y procesamientos de los RNAs 45S para dar lugar a los RNAs
ribosomales 18S, 5.85 y 28S. Cuando la célula entra en mitosis abierta en su
mayoria y la transcripcion se detiene (Boisvert et al., 2007), la envoltura nuclear
se desensambla, los RNAs y componentes nucleolares se agrupan vy se
distribuyen en diferentes lugares, el aparato transcripcional se mantiene
ensamblado con Pol | 'y sus factores de transcripcién se asocian y localizan en
los NORs de los cromosomas acrocéntricos. El nimero de copias de los genes
de RNAr varia de forma significativa entre especies y las copias multiples del

gen se disponen en tadndem, por lo que un nucléolo puede contener genes de
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RNAr derivados de mas de un NOR. Cuando la célula entra en anafase tardia-
telofase temprana, se reactiva la transcripcion del RNAr, la envoltura nuclear se
reforma e inicia la nucleologénesis; los componentes nucleolares son transferidos
a los PNBs como estfructuras fibrogranulares que se forman en la superficie de
los cromosomas y ofros se distribuyen en el nucleoplasma. Como transcurre la

telofase, los PNBs se van fusionando hasta formar el nucléolo de la célula hija

(Boisvert et al. 2007).

Por su parte en G. Jamblia, el material nucleolar evidenciado con tincién de
plata se mantiene en la periferia de los nucleos con la envoltura nuclear integra
y persiste en esta posicion desde la profase hasta la telofase. Este material al ser
observado al microscopio elecirénico de transmision tiene un aspecto fibrilar y
granular, cuando los nucleos inician su separacion el material nucleolar se
mantiene en la periferia y adosado a la envoltura nuclear. la persistencia del
nucléolo es una observacion constante en varios organismos que presentan

mitosis cerrada (Heath, 1980).

Existen otros organismos con mitosis cerrada como las algas unicelulares Astasia
longay Euglena gracilis, quienes mantienen la envoltura nuclear y el nucléolo a
través de los diferentes estados mitéticos, éste se mantiene en posicion central y
se somefe a una constriccién sincronizada con el nicleo (leedale, 1968, Chaly
et al., 1977]. Otros ejemplos de mitosis cerrada son Saccharomyces cerevisiae y
Schizosaccharomyces pombe, donde el nucléolo y las NORs permanecen
asociadas y posteriormente se dividen con todo el DNA genémico (Granot y

Snyder, 1991; Fuchs y Loidl, 2004).

Los resultados de este trabajo sugieren que la formacion de nucléolos en células

hijas en Giardia no requieren la interrupcién nucleolar durante la formacion de la
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division celular ni la formacion de PNBs. Desde la primera descripcion de los
PNBs (Stevens, 1965) en células animales y vegetales, se ha estudiado un
patrén para la nucleologénesis incluyendo tanto los fendmenos de interrupcion y

formacién de PNBs.

Es tentador especular sobre el primer concepto de organizador nucleolar
propuesto por McClintock (1934). De hecho, el nucléolo se forma desde una
region especifica de los cromosomas llamada organizador nucleolar, que
incluye genes de DNAr. Esta suposicion puede no ser cambiada, incluso con los
presentes resultados de persistencia nucleolar, la actividad de DNAr puede dar

lugar a una estructura nucleolar muy activa a lo largo del ciclo celular.

Proponemos un modelo de nucleologénesis en Giardia. El cual incluye una
estructura nucleolar persistente bésica que incorpora material nucleolar de las
células madre mediante un mecanismo independiente de la formacién de PNBs

sustituidos por un mecanismo de difusién o un mecanismo de transporte.

Si ofros pardsitos unicelulares presentan el mismo patrén estudiado, como por
eiemplo Trypanosoma cruziy Entamoeba histolytica también muestran nucléolo
periférico o central (Lopez-Velazquez et al, 2005; Nepomuceno et al., 2010;

Vazquez-Echeverria et al., 2009 y la division celular es cerrada en Enfamoeba.

Pensamos que cuando se observa un nucléolo, el material nucleolar puede
confribuir a mantener sin interrupcién la esfructura principal. Sin embargo, a
pesar de que no hay cuerpos prenucleolares detfectables, no es posible
descartar que el material nucleolar se estd incorporando a un nucléolo
formando. Es sorprendente teniendo en cuenta que la nucleologenesis se puede
definir incluso en la ausencia de PNBs. Los PNBs son alrededor de 0,5 m de

digmetro, y se sugiere: 1) PNBs auténticos no estan contribuyendo a lo
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formacion o el mantenimiento de la estructura del nucléolo o 2] que se pueden
extender los PNBs a un rango de tamano incluyendo cuerpos mucho mas
reducido. Alternativamente, el material nucleolar de las células madre pueden
estar definidos por una ruta diferente de la que caracteriza la formacién de los
PNBs. La presencia de material disperso tenido con plata en telofase como se

detecta por microscopia electrénica, puede apoyar la idea de incorporacion de

material nucleolar a nucléolos no por PNBs. Estudios dindmicos son necesarios

para aclarar este aspecto.

Fn conclusién, hemos demostrado que el nucléolo en trofozoitos de Giardia
lamblia persiste a través de la division celular en el nicleo y no hay cuerpos

prenucleolar defectables durante la telofase.
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9. Conclusiones

El material nucleolar del eucarionte de divergencia temprana Giardia lamblia
no se desensambla durante la profase, es decir, se mantiene durante toda la
division celular condensado en la periferia de los nicleos en forma de material
granular vy fibrilar, sin la evidencia de la formacién de PNBs. Por lo tanto, el
proceso de nucleologenesis no es similar al observado en la mayoria de los

eucariontes de divergencia tardia.
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