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RESUMEN

Los factores de splicing se distribuyen dentro del ndcleo en forma de un patron moteado en
células en cultivo y en tejidos. La distribucién parece depender del tipo celular. En este trabajo
se estudio si los factores de splicing en células del epitelio oral de ratbn se organizan en un
patron moteado, y si este varia dependiendo del estrato celular. Se analizaron 99 ndcleos
celulares correspondientes a los estratos epiteliales de 10 muestras del epitelio oral de ratdn
gue se procesaron para inmunotincién con el anticuerpo monoclonal 3C5 contra la familia de
proteinas SR de los factores de splicing. Las preparaciones se analizaron por medio de

epifluorescencia y microscopia confocal.

Los resultados del andlisis del tamafio, numero y forma de las motas muestran diferencias en la
expresion de los factores de la familia SR del splicing en cada estrato del epitelio. Existe una
mayor actividad transcripcional en el estrato granuloso, seguido del basal y espinoso; existe
una mayor expresion de los factores en el estrato basal, seguido del espinoso y el cdrneo
existiendo diferencias significativas entre cada estrato, sugiriendo que la expresion de los
factores esté relacionada con la existencia de células progenitoras, divisibn y muerte celular.
Los resultados sugieren que cada estrato posee caracteristicas propias y especificas en
namero, tamafio y forma de las motas; la caracterizacion de la distribucién de los factores de
splicing en la mucosa oral sana realizada en esta tesis, constituye una herramienta clave en el
estudio de la patogénesis de la misma, asi como un aporte importante a la biologia celular de la
mucosa oral, que nos proporciona informacién de la organizaciéon de moléculas importantes en
procesos patolégicos, lo cual nos sirve como referencia para conocer la salud y asi, en estudios
posteriores poder detectar anomalias relacionadas con estos factores que pueden estar

involucradas en la enfermedad, partiendo del conocimiento del patrén de expresion normal.

Las alteraciones en los patrones de splicing pueden servir como marcadores de la alteracion
celular asociados con la enfermedad y tienen el potencial de proporcionar informacion
prondstica y diagnéstica y distintos patrones de expresion de factores de splicing podria servir
como nuevos marcadores patolégicos y representar una herramienta para la intervencién en
pacientes ya que diversos factores de splicing han sido encontrados alterados en diversas

patologias humanas, incluyendo los que han sido analizados en tejido sano en esta tesis.



l. INTRODUCCION

El ndcleo celular es una estructura molecular muy compleja, altamente dindmica y organizada
en compartimentos relacionados con la expresion genética. Uno de estos compartimentos se
denomina “speckles” también conocido como “patron nuclear moteado” o compartimientos de
factores de splicing (SFCs) cuando es analizado con microscopio de fluorescencia utilizando
anticuerpos contra los factores de splicing de la familia de proteinas SR. El patron nuclear
moteado esta compuesto de 20-50 puntos brillantes donde se concentran tales factores. El
splicing, un proceso llevado a cabo por una maquinaria molecular compleja llamada
spliceosoma que consta de diversos factores, entre muchos otros, se encuentran la familia de
proteinas SR y varios tipos de hnRNPs, de los cuales uno de ellos tiene una funcién especifica
en el procesamiento del RNA. Sin embargo en estudios recientes, al ser analizados en tejidos
fijos, se les ha encontrado relacionados con moléculas involucradas en procesos patolégicos
tales como la expresién de proteinas viricas de una cepa de virus de papiloma humano (VPH)
gue evoluciona a céncer cervicouterino. Tal es el caso de la ribonucleoproteina heterogénea
nuclear A1 (ALhnRNP), que a altos niveles, inhibe la expresion de HPV — 16 [1], asi como

relacionados con diversos tipos de carcinomas [1,2,3,83,84,86-91].

Durante varios afios, estudios han sugerido cambios en el splicing del mRNA en neoplasias
humanas [2,3], incluyendo el cancer de mama, en el que se han observado incremento en la
expresion individual de proteinas SR durante tumorigénesis de glandula mamaria. Las
preneoplasias difieren de los tumores en que presentaron un patrén de expresion complejo
que reveld diferencia en el patrébn de expresiéon de las proteinas SR entre los tejidos
neoplésicos y la metastasis. Estos datos sugieren que las modificaciones relacionadas con la
concentracion de factores especificos de splicing durante la preneoplasia temprana difieren
durante la formacién del tumor, dando lugar a la capacidad de las proteinas SR para afectar
las decisiones del procesamiento y que un namero de pre-mRNAs podréan sufrir cambios en el

splicing durante los estados tempranos e intermedios del cancer [3].

Estas proteinas, por lo tanto, se convierten en atractivos factores de estudio debido a los
cambios en su actividad durante la tumorigénesis por lo que, la determinacién de los niveles
en los patrones de expresion de factores de splicing en lesiones preneoplésicas podria ser muy
atil, sugiriendo que éstas moléculas, independientemente de sus funciones conocidas, pueden
revelar una expresion distinta al ser analizados con experimentos en tejidos fijos. Los factores
de la familia de proteinas SR, han sido observados en cultivos de células de mamiferos y
recientemente en algunos tejidos; en ambos casos, su expresion cambia dependiendo de la
actividad fisiolégica. También se ha observado que el nimero y la distribucién de motas
(speckles) parecen variar entre tejidos [4], lo que sugiere que su organizacién depende también
de la diferenciacién celular, aunque los cambios en esta distribucion en las distintas etapas de

las células epiteliales no han sido observados.



IIl. ANTECEDENTES

1. EXPRESION GENICA

La base molecular y el control génico en eucariontes, es actualmente una de las areas mas
intensamente estudiadas. Los avances de la genética molecular han permitido el estudio de la
participacién de los genes en los programas controlados que dirigen el desarrollo de un animal o planta.
Una vez que fue comprendida la importancia del procesamiento del RNA y de la estructura génica y
cromosoémica en eucariontes, la atencion se centra en el estudio de la regulacién génica la cual sucede
a nivel de la transcripcion, asi como después de ella, y qué patrones de regulacién génica especificos

son determinantes en cualquier decisién del programa de desarrollo.

El Dogma Central de la Biologia Molecular establece el flujo de informacion desde el DNA al RNA 'y de
éste a las proteinas a partir de los procesos secuenciales de replicacion, transcripcién y traduccién, en
los cuales las proteinas participan regulando dichos procesos, asi como la retrotranscripcion por medio

de la enzima transcriptasa reversa [5].

2. PROCESO DE TRANSCRIPCION

La transcripcion del DNA es un mecanismo fundamental para el control celular y para la expresion de la
informacién génica. Este mecanismo permite que la informacién del DNA llegue al resto de organulos
celulares y salga del nacleo en el caso de los eucariotas. Para ello esa informacion debe copiarse en
forma de RNA.

El RNA es una macromolécula polinucleétida de una sola cadena con direccién 5'a 3, constituida por
una base nitrogenada (citosina, guanina, adenina o uracilo); fosfato y azulcar ribosa. Con cuatro tipos de
RNA, los cuales se sintetizan como precursores; es el mMRNA el cual presenta el 3-5% del total; el tRNA
con 5-7%; el rRNA con 85-90% y un pequefio grupo de RNAs localizados en le nicleo; el RNA pequefio

nucleolar (snoRNA) y el RNA pequefio citopldsmico (ScCRNA) que representa el 1% del total.

El mRNA es la copia genética originada en el ndcleo utilizada en la traduccion en el citoplasma, que
determina el orden de los aminoacidos que se incorporan en la elongacién de un polipéptido; ademas
contiene secuencias especificas denominadas promotores, sitios de inicio, motivos de ampliaciéon de

secuenciacion hacia la izquierda o la derecha de la terminacion de la transcripcion.



El RNA es el Unico polimero biolégico que sirve en la catélisis (ribozimas) y como almacén de la
informacién, por este motivo, se les han postulado como las moléculas que fueron la base de la vida

temprana en la evolucion.

Para la transcripcion del RNA ocurre una reaccién de polimerizacion.

El proceso de transcripcion se divide en tres etapas:

Iniciacién: La RNA-polimerasa Il se une a una zona del DNA que se quiere transcribir. A continuacion
se corta la hebra de DNA y se separan las dos cadenas, iniciAndose el proceso de copia del DNA; esta

copia no requiere ningun cebador. Los ribonucleétidos se afiaden en sentido 5'-3'.

En el caso de la transcripcidon de un gen que codifica para una proteina, la RNA-polimerasa se une a
una zona de control denominada promotor, que regula la actividad de la RNA-polimerasa y, por tanto,

regula la expresion del gen.

Elongacion: La RNA-polimerasa Il continta afiadiendo ribonucleétidos complementarios al DNA hasta
gue se llega a una determinada secuencia que indica a la polimerasa el final de la zona a transcribir.
Cuando ya se han afadido unos 30 ribonucledtidos, en el extremo 3’ se une un nucledtido modificado

de 7-metil guanosina, que forma lo que se denomina la “caperuza”, el “casquete” o el extremo “Cap”.

Terminacién: La transcripcion finaliza, y al RNA recién formado se le afiade una cola de unos 200
nucleétidos de adenina, conocida como la cola de poli-A, agregada por la enzima poli-A polimerasa,

que sirve para que el RNA no sea destruido por las nucleasas celulares.

Tras estos procesos se habré formado un RNA, mensajero, transferente, ribosémico o nucleolar, que se

desplazara hasta el lugar donde llevan a cabo su funcién, que generalmente es en el citoplasma [5,6].

3. PROCESAMIENTO DEL pre-mRNA

Las células eucariontes, de acuerdo a su compartamentalizacién, tienen una actividad nuclear distinta a
las células procariontes. La mayor parte de los genes de un organismo eucarionta estan compuestos de
fragmentos con secuencias codificadoras de proteinas, interrumpidas por fragmentos mucho mayores
de secuencias no codificantes. Cada segmento de DNA (gen) sirve como un molde quimico o patrén
para la sintesis enzimatica, en el nicleo celular, de un RNA primario precursor del ARN mensajero en el

proceso de transcripcion.



Actualmente se conoce que los genes de eucariontes estdn segmentados. En 1978, Gilbert propuso
utilizar el término exdn para las regiones que se expresan e intrén para las que son intermedias o
interrumpen la lectura del mensaje genético, lo que lleva a la produccién de un transcrito primario de
igual tamafio que el gene, llamado RNA pre-mensajero (pre-mRNA) o RNA heterogéneo nuclear

(hnRNA). Esos transcritos son procesados o madurados en tres reacciones principales que son:

3.1. Metilacién (cap)

La metilaciébn en el extremo 5, que consiste en la adicién del grupo trifosfatado 7-metilguanosina,

denominado “cap”, que es necesario para la union al ribosoma al momento de la traduccién.

3.2. Poliadenilacion

La poliadenilacion en el extremo 37, que se refiere a la adicion de adeninas en todos los mMRNAs
excepto en los de las histonas, llamado cola de poli A, la cual esta formada por una secuencia de 50 a

250 nucleétidos.

3.3. Splicing

El splicing, es el proceso mediante el cual se eliminan las secuencias no codificantes o intrones
(escindiéndolos del pre-mRNA) y se unen o empalman los exones para generar el RNA mensajero

maduro o mRNA.

El splicing es un proceso que quimicamente consiste de dos reacciones sucesivas de
transesterificacion. El corte y el empalme son dependientes de la hidrdlisis de ATP y son catalizados
por un gran complejo de ribonucleoproteinas llamado “spliceosoma”. Este proceso dar4 como resultado
la formacion del mRNA, que serd transportado al citoplasma y en donde seré traducido a proteina en el
caso de que ocurra splicing constitutivo o bien, a diversas proteinas en el caso de que se lleve a cabo
splicing alternativo. El splicing se lleva a cabo en el nlcleo, aunque hay reportes de que también puede

ser citopldsmico [7-11].

En la figura 1b se ilustra el proceso del splicing. En resumen, el pre-mRNA se forma a partir de un gen

segmentado y tiene varios sitios de accion cis o elementos de la misma secuencia.
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Figura 1. a) Flujo de la informacién genética. b) La reaccién del splicing incluye dos pasos de
transesterificacion, en donde se requiere de ATP. En la reaccion se libera el intron y se ligan los
exones. (Tomado de Jiménez-Garcia, et al. 2007).



Los sitios més conservados son los dinucleétidos GU y AG en los lugares de unién exén-intron (sitios
de splicing 5) e intron y exén (sitios de splicing 3'), respectivamente. El punto de empalme
(branchpoint) es en general una adenina y mantiene una secuencia consenso, al menos para el caso de
levaduras. Entre el sitio de empalme y el sitio del dinucle6tido AG se encuentra una regién rica en
pirimidinas (uracilos, usualmente) llamada la regién Py. En el primer paso de transesterificacion, el
grupo OH de la ribosa del residuo de adenina en el sitio de empalme, realiza un ataque nucleofilico
hacia el sitio de splicing 5’, generando una ruptura del enlace fosfodiéster. Al mismo tiempo, la guanina
del dinucléotido realiza un enlace a través de su extremo 5’ con el lado 2’ del residuo de adenina en el
sitio de empalme. Después ocurre la segunda reaccion de transesterificacion, en la cual el grupo OH
del extremo del exdén realiza un ataque nucleofilico hacia el sitio de splicing 3. Como resultado, se
libera el intron como una estructura en forma de reata o lariat, al mismo tiempo que se unen los exones
para generar el mMRNA maduro. El intron en forma de lariat se rompe nuevamente en su enlace 5-2' y
se lineariza, posibilitando que sea degradado o bien procesado nuevamente para dar lugar a un RNA

pequefio nucleolar rico en uracilo (UsnoRNA) [7-10].

3.3.1. El spliceosoma.

Para que se lleve a cabo el splicing se requieren varios factores, que en conjunto forman un gran
complejo macromolecular llamado spliceosoma, el cual que incluyen diferentes tipos de RNA y

proteinas que son:

1) Los RNA pequefios nucleares cuyas longitudes oscilan entre 60 y 300 nucleétidos y son ricos en
residuos de uracilo (UsnRNAs). Los cinco tipos son: el UlsnRNA, el U2snRNA, el U4snRNA, el
US5snRNA y el U6snRNA. El U3snRNA participa en eventos de maduracién del pre-rRNA (RNA
ribosomal inmaduro o precursor). Estos RNAs son transcritos por la RNA polimerasa Il, salvo el
U6snRNA, que lo transcribe la RNA polimerasa lll. En el nacleo, los UsnRNAs se asocian con proteinas

para formar ribonucleoproteinas pequefias nucleares (UsnRNPs).

2) Las particulas ribonucleoproteicas heterogéneas nucleares (hnRNPs) que contienen RNA
heterogéneo nuclear (hnRNA), son estabilizadoras, es decir, su funcién radica en asociarse al pre-
MRNA para impedir la formacidn de estructuras secundarias dadas por el apareamiento de bases. De

esta manera el pre-mRNA permanece accesible para interactuar con otras moléculas.

3) Las proteinas SR (proteinas con dominios ricos en Serina y Arginina), SR de las cuales hablaremos

mas delante de una manera detallada; representan una familia de factores de splicing que se reporta en



vertebrados, invertebrados y plantas. La secuencia de amino&cidos en estas proteinas es rica en

residuos de serina (S) y arginina (R) en el extremo carboxilo, formando el dominio SR. Estas proteinas

tienen varios papeles reguladores en el splicing como son la definicion de los sitios de splicing y el
acercamiento de las regiones de los dinucléotidos. Estas proteinas nucleares de 20 a 75 kDa, tienen
capacidad de fosforilarse y se subdividen en: A) De Tipo |, las cuales presentan un solo Motivo de
Reconocimiento a RNA (RRM) en el extremo amino-terminal y su dominio SR carboxilo Terminal, y B)
de Tipo Il, las cuales presentan dos Motivos de Reconocimiento a RNA (RRMs) y un dominio carboxilo

terminal SR. (figura 2).
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SRp40
SF2/ASF
SRp30c

Type ll
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Figura 2. Las subfamilias de proteinas SR. Las proteinas SR pueden distinguirse segun la presencia o
ausencia de un segundo RRM (Motivo de Reconocimiento a RNA). Las de tipo 1 (Type 1), tienen dos
motivos de reconocimiento a RNA, y las tipo Il (Type Il) tienen solo un motivo de reconocimiento a RNA.
(Tomado de Krainer, et al. 1985)

Ademas, existen otras proteinas que pueden o no tener una estructura distinta del Motivo de
Reconocimiento a RNA (RRM). En las células de mamiferos se han identificado y aislado componentes
esenciales del splicing, tales como el factor SF2/ASF, el factor SC35 y el 9G8, los cuales han sido

identificados por anticuerpos monoclonales [10, 12-32].
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Figura 3. Composicién molecular del spliceosoma. La tabla (a) muestra los diferentes elementos
proteicos y de RNAs del spliceosoma. En (b) se muestra el esquema genérico de factores de splicing
no-snRNPs (proteinas SR) con los dominios estructurales que las componen y las cinasas y fosfatasas
gue los modifican; en (c) se muestran las proteinas comunes a todas las shnRNPs excepto el U6, que
son reconocidos por los anticuerpos anti-Sm. De unas 20 proteinas totales de las USNRNPs, 7 forman
el nacleo (core). (Tomado de Jiménez-Garcia, et al. 2007).

3.3.2. PROTEINAS SR

La figura 3 muestra los elementos del spliceosoma (a), un esquema de las proteinas SR (b) y el sitio

conservado de 20 proteinas de las UsnRNPs (c).
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Figura 4. Estructura primaria de las proteinas SR de humano conocidas. Se muestra la secuencia
aminoacidica de las ocho proteinas SR de humano conocidas. Los dipéptidos SR o RS estan
remarcados y se encuentran cerca del extremo C-terminal. (Tomado de Graveley, 2000).



Segun el nimero de RRMs presentes pueden dividirse en dos diferentes subgrupos: las proteinas SR
de tipo 1, representadas por SF2/ASF (factor de splicing 2/ factor de splicing alternativo), SRp40,
SRp55 y SRp75, poseen dos motivos de reconocimiento a ARN; y las de tipo 2, entre las cuales se
encuentran SRp20, 9G8 y SC35, poseen un sélo motivo. A pesar de que en principio se especul6é que
la presencia de una o ambas copias del RRM podia determinar la especificidad de estos reguladores
del splicing, los dos tipos de proteinas presentan comportamientos similares en ensayos in vitro de

splicing constitutivo y alternativo [21].

Numerosas investigaciones han demostrado que los residuos de serina precedidos o seguidos de
argininas (dipéptidos RS/SR) son fosforilados por cinasas especificas, permitiendo asi que las proteinas
SR migren desde sus reservorios intranucleares hacia los sitios de splicing. Se han identificado varias
quinasas en mamiferos que fosforilan factores de splicing con dominios ricos en dipéptidos SR
dispuestos en tandem, incluyendo las cinasas especificas de proteinas SR 1y 2 (SRPK1 y SRPK2). La
remocién de las repeticiones de serina y arginina de la proteina SR SF2/ASF, asi como la sustitucién de
las serinas o de las argininas, resulté en proteinas mutantes que no podian ser fosforiladas por SRPK1,
lo cual sugirid que esta cinasa reconoce especificamente los dipéptidos SR conservados [12,15,19, 23-
32].

La figura 5 ilustra como los factores de splicing interaccionan con el pre-mRNA secuencialmente,
formando complejos ribonucleoproteicos transitorios que permitirdn que ocurran los dos pasos de
transesterificacion. En el primer paso se forma el complejo E, que se caracteriza por 1) la unién del
UlsnRNA de la UlsnRNP al sitio de splicing 5’; este sitio de reconocimiento estd dado por una
secuencia complementaria de U1snRNA con el sitio de unidn exén-intrén, provocando un apareamiento
con los primeros seis nucle6tidos del intrén, delimitando asi el exén 1; 2) la union del factor U2AF (que
tiene el dominio SR) con el sitio Py; 3) la participacion en el complejo de los factores SC35, SF2/ASF,
SF1/BBP y el U2snRNP. Posteriormente, el complejo E se transforma en el complejo A, cuando el
U2snRNP se une al sitio de empalme. El complejo B1 se forma luego, cuando se asocia el trimero
U4/U5/U6snRNP pre-ensamblado. Asi, el USsnRNA se une al sitio de splicing 5’ y el U6snRNA se une
al U2snRNA. Este complejo forma un spliceosoma maduro. Posteriormente se forma el complejo B2, en
donde se libera el U1lsnRNA, el U5snRNA se mueve del exdn hacia el intron y el U6snRNA se une al
sitio de splicing 5°. Este paso se lleva a cabo mediante un apareamiento de aproximadamente 20 bases
entre el U1snRNA y el U4snRNA. Como consecuencia, se activa el spliceosoma para llevar a cabo su
catalisis. La funcion de U5snRNA es interactuar con secuencias del exén en el sitio del procesamiento
57y 3. El complejo C1 se forma cuando se libera el U4snRNA y el USsnRNA se une al exén en el sitio
de splicing 3'. En este punto se cataliza la transesterificacion, es decir, se rompe el sitio de splicing 5’ y
se forma el lariat. Finalmente se forma el complejo C2, que contiene el trimero U2/U5/U6snRNAs, que

permite el rompimiento del sitio de splicing 3’ y se ligan los exones [10,12-32].



Figura 5. Secuencia del splicing. El splicing ocurre de manera secuencial en varios pasos en el
spliceosoma (complejos E> A->B1->B2->C1->C2). Los factores no snRNPs (U2AF65/35, verde),
proteinas SR, (amarillo) - ambas con el dominio RS- y los factores snRNP (naranja), participan en el
reconocimiento y acercamiento de los sitios de union intrén-exén, para que ocurran los dos pasos de
transesterificacion. (Tomado de Jiménez Garcia, et al. 2007).

4. ORGANIZACION NUCLEAR

El nicleo celular se encuentra compartamentalizado en dominios funcionales, en 1831 Robert Brown
describié la existencia de un pequefio “glébulo” en el interior de las células, de material relativamente
denso, al cual denominé ndcleo la organizacién funcional del nicleo ha sido motivo de gran nimero de
estudios muchos de los cuales tienden a proponer la disposicién organizada en tiempo y espacio de los

eventos vinculados con el procesamiento de la informacién genética [36,54,76].

El desarrollo del método preferencial para ribonucleoproteinas marc6 un gran avance en el estudio de

las particulas con el metabolismo del RNA en eucariontes.



El conocimiento que se ha generado con respecto a estos procesos ha llevado a proponer que el
nacleo de mamiferos se encuentra compartamentalizado en dominios con estructura y funcion
determinada [36,54].

Figura 6. Dominios nucleares (Nuclear domains). Imdgenes de inmunofluorescencia mostrando los
diferentes dominios intranucleares observados por diversos investigadores: Merk Frey and Grez
Matera (Cuerpos de Cajal); Paul Mintz (RNApol I, nucleolo, lamina perinuclear, compartimento
perinucleolar, patrén moteado); Ana Pombo (dominio OPT); Stéphane Richard ( cuerpo nuclear
SAMG68); Thomas Ried and Evelin Schock (territorio cromosémico). Disefio: Jim Duffy (modificado de
Spector, 2001).

En células de mamiferos creciendo en cultivo, los anticuerpos contra factores proteicos de splicing
producen imagenes con el microscopio de epifluorescencia con un patrén en forma de manchas
embebidas en un ambiente difuso. Este patrén de tincién es conocido como patrén moteado (speckled
pattern). Consta de 25 a 50 motas de entre 0.8 a 1.8 nm de tamafio, de forma irregular. Si se utilizan
anticuerpos contra factores de splicing que forman ribonucleoproteinas, ademas de ese patron, se tifien

los cuerpos de Cajal de los cuales hablaremos méas delante de manera detallada, que son estructuras



ribonucleoproteicas de 0.5 ym de diametro. En estudios de hibridacién in situ se confirmé que también
los RNAs que son factores de splicing producen un mismo tipo de tincién intranuclear [34-46]. Las
speckles son estructuras amorfas que contienen altas concentraciones de snRNPs y proteinas
relacionadas con el splicing. En células de mamiferos, la composicion y localizacién intranuclear de las
speckles responden a cambios en la transcripcion del mRNA y a la fosforilacién de proteinas. Ademas,

contienen varias moléculas con un papel estructural. Los efectos de la fosforilacion en las speckles y su

funcién son particularmente evidentes en células de mamiferos, lo que sugiere que depende de la
fosforilacion de la proteina para controlar el estado fisico de los speckles y su capacidad para proveer
de factores de splicing. El comportamiento de las speckles es dinamico, puesto que varia su estructura
y tamafio, ademéas de su forma. Estos pueden variar segun los niveles de expresion de genes y a la

respuesta metabolica y al ambiente.

El uso de métodos de inmunomarcaje fluorescente y ultraestructural de proteinas con anticuerpos y de
acidos nucleicos con hibridacién in situ, asi como la utilizaciéon del microscopio confocal para el andlisis
de muestras fluorescentes permiti6 mas adelante reconocer que el patron moteado y la ultraestructura
fina estaban relacionados (figura 7). Asi, el patrén moteado observado con el microscopio de
fluorescencia y con el confocal, corresponde a los granulos intercromatinianos (motas grandes) y a las
fibras pericromatinianas (ambiente difuso de tincidn) observadas con el microscopio electrénico de

transmision [41-44].

4.1. Granulos intercromatinianos

Los granulos intercromatinianos (ICG) son estructuras nucleares que se organizan en cimulos en los
espacios intercromatinianos del nucleo, que miden entre 20-25 nm de didmetro y juegan un papel muy
importante en el ensamblado, modificacion y almacenamiento de proteinas involucradas en el
procesamiento del pre-mRNA. Entre los constituyentes de estos granulos, estan particulas (SnRNPs),
factores de splicing de la familia SR (como el factor SC35) y la subunidad grande de la RNA polimerasa
Il en su forma hiperfosforilada. Los ICGs han sido sometidos a andlisis proteémicos, donde se han
podido identificar 146 proteinas. Las proteinas son de diferentes tipos y entre ellas se encuentran las
proteinas de la familia SR, que estan involucradas en el reconocimiento del RNA y del dominio SR [36,
38, 51]. Se ha observado que si existe una acumulacién de factores de splicing como el de las
proteinas SR hiperfosforiladas en los sitios de sintesis, los ICGs se desensamblan, lo que altera la

coordinacioén entre la transcripcion y el splicing del pre-mRNA en ndcleos de mamiferos [52].



4.2. Fibras pericromatinianas

Las fibras pericromatinianas (PCFs) fueron descritas por Monneron y Bernhard (1969) como “la
expresion morfolégica extranucleolar de la transcripcién”. Estas estructuras tienen un diametro de 3 a 5
nm y estan situadas preferencialmente en la periferia de algunos grumos de cromatina compacta.
Pueden ser observadas al microscopio electrénico de transmisién, donde son detectadas en sitios de
transcripcién por la incorporacién de uridina tritiada o la 5-bromouridina 5’ trifosfatada, 1o que nos indica
la presencia de transcritos nacientes [36, 42, 43, 45-50]. Se ha visto que hay una relacion directa en la
densidad de estas estructuras con el rango de sintesis de pre-mRNA, ademés de que puede ser
estimulada o inhibida por la accién de varios tipos de drogas y hormonas. Aunado a esto, en estudios
bioquimicos y de autorradiografia para ubicar los sitios de transcripcién, se ha observado que las PCF

migran hacia los espacios intercromatinianos mientras el RNA inicia la maduracién [52].

Se sabe que las fibras pericromatinianas, los granulos pericromatinianos y los granulos
intercromatinianos estdn presentes en animales plantas y hongos, con caracteristicas y distribucion

similares (54).

4.3. Granulos pericromatinianos

Los granulos pericromatinianos (PCG) son estructuras ribonucleoproteicas de 30-50 nm de diametro,
con un halo claro de 25 nm, que se localizan generalmente en el borde de la cromatina compacta [48].
Estan formado de 12 a 15 A, enrolladas regularmente y embebidas en una matriz difusa [50]. Diversos
estudios proponen que los PCG son sitios que contienen mRNA y estan involucrados en su

procesamiento y/o almacenaje [50].

4.4. Cuerpos de Cajal

Inicialmente se describieron como cuerpos nucleolares accesorios por Santiago Ramén y Cajal y
posteriormente fueron renombrados como Cuerpos de Cajal (CBs, del inglés Cajal bodies), aunque

también suelen ser conocidos como cuerpos espiralados [53].

Los CBs son estructuras esféricas pequefias con 1 a 5 copias por nucleo, un rango de su tamafio varia
entre 0.1-1.0 micras. Los CBs contienen un gran namero de componentes incluyendo las snRNPs
spliceosomales, los snoRNAs: U3, U7, U8, U14, los factores de transcripcién TFIIH y TFIIF, el factor de
rompimiento-estimulacion, el factor especifico de rompimiento y poliadenilacion y componentes

nucleolares como la fibrilarina, Nopp140 y la proteina B23 [53].



Figura 7. Ribonucleoproteinas intranucleares. Ultraestructura de un nucleo (N) interfasico contrastado
con el método de Bernhard para ribonucleoproteinas. La cromatina (cr) es clara. El nucléolo (nu), los
granulos intercromatinianos (ICG), las fibras pericromatinianas (flecha grande) y los gréanulos
pericromatininanos (flecha pequefia) estan formados por RNPs. C, citoplasma. Cortesia de los Dres. G.
Véazquez-Nin y O. Echeverria, Facultad de Ciencias, UNAM. (Tomado de Jiménez-Garcia, et al. 2007).



Los CBs se encuentran dentro del nucleoplasma pero se han encontrado dentro del nucléolo de células
de carcinoma mamario en humano indicando que pueden pasar a través del nucléolo. Recientemente

se ha demostrado que son estructuran moviles que pueden viajar por todo el nucleoplasma [54].

Otros estudios sugieren que los CBs pueden estar involucrados en el transporte y maduracion de los
snRNPs y snoRNAs. Sleeman y Lamond (1999) reportaron que las proteinas Sm de la estructura core
marcadas con GFP y asociadas con UsnRNAs son reimportadas al nicleo donde pasan directamente a
los CBs, posteriormente lo atraviesan y alcanzan su destino final en los SFCs o patrén moteado.
Cuando se inhibe la exportacibn de snRNAs del nucleoplasma al citoplasma con leptomicina B, se

provoca un agotamiento progresivo de las snRNPs en los CBs [47].

Se ha observado que factores involucrados en la transcripcién, capping, splicing, poliadenilaciéon y el
rompimiento del pre-mRNA inicialmente son encontrados en los CBs con otros elementos de la
magquinaria de procesamiento para formar complejos de multi-subunidades transcripcionalmente
competentes, llamados transcriptosomas de la RNAP II. Esto también puede ser aplicado para el

ensamble de los transcriptosomas de la RNAP 1y 11l [53].

5. PATRON MOTEADO, DINAMICA INTRANUCLEAR

Desde que Spector [39] encontré que las motas o speckles contienen gran cantidad de factores de
splicing, se pensé6 que tal vez ese podria ser el sitio en donde ocurre este proceso. Sin embargo, las
motas o speckles del patrén moteado no son un sitio donde se incorpore rapidamente uridina tritiada o
bromouridina, lo que indica que la transcripcidon no ocurre ahi. Por otro lado, en la periferia 0 ambiente
difuso en el que se encuentran embebidas si hay transcripcién. Como la transcripcién y el splicing estan
acoplados y en realidad el splicing es un evento cotranscripcional, se descarta que éste ocurra en las
motas pero si en la region difusa. Mas aun, para los sitios del patrén moteado al que se asocian los
transcritos de pre-mRNA y de mRNA, se llevaron a cabo experimentos en los que se infectaron células
Hela con adenovirus-2. Los adenovirus infectan células de primates en un ciclo litico que dura entre 24
y 36 horas aproximadamente. En la fase temprana (E) se producen varios transcritos, pero destaca el
de la proteina E1A. Durante la fase tardia (L) se produce la unidad de transcripcion mayor tardia
(MLTU, por sus siglas en inglés). Esta unidad de transcripciébn puede producir hasta 14 distintos
mMRNAs maduros por splicing alternativo y de hecho, en este tipo de virus se descubri6 la presencia de
genes partidos y el splicing en 1977. Volviendo a los experimentos mencionados, conforme transcurria
el tiempo de infeccién, los transcritos virales —y el DNA de una hebra- detectados por hibridacién in situ
ocupaban varios sitios dentro del nacleo. Sin embargo, no ocupaban los territorios del patrén moteado
sino que los factores de splicing, es decir, el patrén moteado se reorganizaba. Esto sugiri6 que por el

contrario, los factores de splicing se desplazaban hacia los sitios de produccion de RNA viral,



generando nuevos dominios de actividad de transcripcion y de splicing. Adicionalmente, la transfeccién
transitoria de células COS-1 con el gen de tropomiosina (que normalmente no lo expresa) corroboré la
reorganizacién de factores de splicing conforme transcurria el tiempo de transfeccién (figura 8).
Entonces se sugirid la hipétesis de que los factores de splicing debian moverse hacia los sitios de

transcripcién mediante un mecanismo de reclutamiento [54].

Posteriormente se encontr6 que la inhibicion de la transcripcion por farmacos y del splicing por
microinyeccion de oligonucleétidos contra un U1snRNA, también producian un re-arreglo en el patrén
moteado [55-57], asi como la presencia de intrones determina también ese reclutamiento [55]. El
reclutamiento de factores de splicing a sitios de transcripcion activa dependia ademas de la fosforilacion
tanto de los factores de splicing, como del dominio carboxilo terminal (CTD) de la subunidad mayor de
la RNA polimerasa I, que mantiene un acoplamiento molecular [58-73]. Los procesos de transcripcion y
splicing del pre-mRNA estan espacial y temporalmente coordinados, y la fosforilacién de las proteinas

regula la actividad y la localizacion subnuclear de los factores de splicing del pre-mRNA en los

subcompartimientos nucleares. Se ha comprobado que la sobreexpresion de la cinasa CLK/STY
provoca la redistribucién de factores de splicing de un patrén moteado a un patrén difuso y cuando la
RNA pol Il es inhibida, los factores de splicing shRNPs y no snRNPs se redistribuyen en motas
redondas, lo cual indica que los factores se almacenan. Mas adelante, se transfectaron células con una
construccion molecular que incluia al gen del factor de splicing SF2/ASF y la proteina verde
fluorescente (GFP) y se registraron los movimientos mediante video. Los resultados indicaron que los
factores de splicing se movian intensamente en el nicleo celular y su morfologia y movimiento
dependian de la actividad de transcripcion de la célula [74-75]. De manera similar, la distribucién de los
factores de splicing durante la mitosis se podria explicar por el movimiento de éstos durante periodos
de transcripcion activa e inactiva. Mas aun, el fenbmeno de movimiento de factores de procesamiento
hacia sitios de transcripcion activa, parece aplicarse a la maduracién del pre-rRNA, pues durante la
nucleologénesis en la etapa de telofase durante la mitosis, los factores de maduracion del pre-rRNA en
forma de cuerpos prenucleolares, se asocian con las regiones organizadoras del nucléolo (NOR) que se

encuentran en actividad de transcripcion intensa [76].



Figura 8. Dindmica de los factores de splicing de la familia de proteinas SR durante los procesos de
fosforilacion y desfosforilacion. TC= Complejo de transcripcion, P=grupos fosfato, IGC=granulos
intercromatinianos, pre-mRNA=RNA premensajero. Tomado de Angus |. Lamond 2003.



Figura 9. Modelo morfolégico de la actividad de transcripcién y splicing en el nacleo celular. Se
muestran dos nucleos, uno con actividad transcripcional alta (a) y otro con actividad transcripcional baja
(b). En el primer caso las motas son irregulares y en el segundo las motas son redondas. Nu= nucléolo.
Modificado de Jiménez Garcia 2007.

5.1. Patrén moteado en tejidos

Ademas de presentarse un patron intranuclear moteado para los factores de splicing en células en
cultivo, George en 2002 encontré que este patron también se presenta en el nlcleo de células que se
encuentran formando parte de un tejido en varios érganos estudiados, como el higado, el pancreas y el
Utero [77]. Adema4s, la morfologia celular de este patrdn moteado en tejidos depende de la actividad de
transcripcién y del splicing. En efecto, en células epiteliales del Gtero de rata, durante la etapa de estro,
cuando el estradiol circulante es muy alto y la actividad transcripcional por lo mismo es elevada, la
morfologia del patrén moteado presenta motas irregulares embebidas en un ambiente difuso. Por el
contrario, durante la etapa de diestro, cuando el estradiol circulante esta en su nivel mas bajo y por ello
la actividad de transcripcion y splicing es muy baja, el patron moteado adquiere las caracteristicas de
un patron en donde las motas son muy redondas y el ambiente de tincidn difusa es bajo (figura 9). Mas
aun, en células epiteliales de ratas a las que se les ha eliminado los ovarios, los ndcleos son similares a
los que se presentan en etapa de diestro, con motas muy redondas y un ambiente difuso muy escaso.
El patron cambia rdpidamente si se activan la transcripcion y el splicing por inyeccion de estradiol [77],

similar a lo que ocurre en células en cultivo.



6. MUCOSA ORAL

El término membrana mucosa se emplea para describir el revestimiento himedo del tracto intestinal, es
el pasaje hacia otras cavidades corporales que se comunican con el exterior. En la cavidad bucal, este
revestimiento se llama membrana mucosa oral, 0 mucosa bucal. A nivel de los labios la mucosa bucal
se continda con la piel, una capa de proteccion seca con una estructura que recuerda el revestimiento
bucal en algunos aspectos, mientras que en la faringe se continla con la mucosa hiumeda que bordea
el resto del intestino, de esta manera la mucosa oral esta situada anatémicamente entre la piel y la
mucosa intestinal y muestra algunas de las propiedades de cada unas de ellas. La mucosa oral consta
de dos componentes titulares separados, un epitelio de revestimiento y un tejido conectivo subyacente.
La estructura de la mucosa bucal refleja una variedad de adaptaciones funcionales que son el resultado

de cambios evolutivos en las especies que han tenido lugar en un largo periodo de tiempo.

Dicha configuracién anatdmica confiere a la mucosa oral una serie de caracteristicas que la diferencian

del resto de las superficies de revestimiento epitelial y la convierten en interesante objeto de estudio.

6.1. Funciones

La funciébn mas importante de la mucosa oral es la proteccion que otorga a los tejidos més profundos de
la cavidad bucal, entre sus otras funciones el tejido bucal es 6rgano sensorial, un regulador de la

temperatura corporal y el medio a través del cual se segrega la saliva.

6.1.1. Proteccioén

La mucosa oral, como cubierta superficial separa y protege tejidos profundos y 6rganos de la region del
medio ambiente bucal. Las actividades normales exponen los tejidos de la boca a fuerzas mecénicas y
la mucosa oral muestra una serie de adaptaciones del epitelio y del tejido conectivo para poder resistir
esas agresiones. Existe una poblacién residente de microorganismos dentro de la cavidad que
ocasionarian infecciones si ganasen acceso a los tejidos. El epitelio de la mucosa oral actia como

principal barrera a estas amenazas.

El epitelio bucal como primera linea de defensa puede sufrir diferentes alteraciones en su estructura,
como consecuencia de adaptaciones funcionales en respuesta a ciertos estimulos o por factores

intrinsecos o extrinsecos desconocidos.



6.1.2. Sensibilidad

En la boca hay receptores que responden a la temperatura, al tacto y al dolor, al igual que corplsculos
gustativos que no se hayan en ninguna otra parte del organismo. Ciertos receptores responden al
“gusto” del agua y sefialan una necesidad que debe ser cumplida: la sed. Reflejos tales como la

deglucién, el vomito, y la salivacion son también iniciados por receptores de la mucosa oral.

6.1.3. Secrecién

La secrecién principal asociada con la mucosa oral es la saliva producida por las glandulas salivales, la

gue contribuye al mantenimiento de una superficie himeda.

6.2. Estructura

En funcion de su localizacién en diferentes zonas de la cavidad oral, podemos encontrar tres tipos
funcionales de mucosa oral: mucosa de revestimiento, mucosa masticatoria y mucosa sensitiva o
especializada [78,79]. Dado que cada una cumple una funcién determinada, sus caracteristicas

estructurales e histolégicas varian:

6.2.1. Mucosa de revestimiento:

Tapiza la region geniana, ambos surcos vestibulolabiales y paladar blando. Al no intervenir de una
manera directa en el acto masticatorio presenta una superficie plana estratificada no queratinizada.
Gracias a la capa submucosa formada por el tejido conectivo obtiene relativa movilidad.

6.2.2. Mucosa masticatoria:

Se encuentra tapizando paladar duro y encia, soporta de manera directa la mecénica masticatoria por
lo que el epitelio plano estratificado que lo constituye se encuentra queratinizado, su capa basal es de
tipo fibroso y no presenta submucosa conectiva de manera que se adhiere firmemente a las estructuras
Oseas y peridsticas que recubre.

6.2.3. Mucosa especializada:

hace referencia a una zona anatémica sensitiva, se trata de las papilas linguales situadas en la

superficie dorsal de toda la lengua.



6.3. Epitelio oral

Como tejido que forma la superficie de la mucosa oral, el epitelio representa la barrera primaria entre el
medio bucal y los tejidos mas profundos. Es un epitelio plano estratificado y consta de células
estrechamente adosadas entre si y dispuestas en una serie de capas distintas o estratos y al igual que
la epidermis y el revestimiento del tracto gastrointestinal, el epitelio oral mantiene su integridad
estructural mediante un sistema de renovacién continua, por lo cual, las células producidas por
divisiones mitéticas en las capas més profundas, migran a la superficie para reemplazar a aquellas que
se descaman. Puede entonces considerarse que las células epiteliales pertenecen a dos poblaciones
celulares funcionales, una poblacion progenitora, cuya funcién es la de proveer nuevas células y una
poblacion en maduracién, cuyas células sufren continuamente un proceso de diferenciacion o

maduracién celular para formar una capa protectora superficial.

El epitelio de la mucosa oral es de tipo plano estratificado, puede presentarse paraqueratinizado,

gueratinizado y no queratinizado.

El epitelio plano estratificado paraqueratinizado, Unicamente presenta diferencias con el epitelio
gueratinizado a nivel de su estrato corneo, elementos celulares de esta capa conservan sus nacleos y
algunos organelos parcialmente lisados. Se trata de nucleos picnéticos de cromatina densa. Son
células acidéfilas aunque la tincibn no es tan intensa como en epitelios queratinizados, lo que es
indicativo de un metabolismo celular escaso. Presentan gran cantidad de tonofilamentos a nivel de los
espacios intercelulares. El epitelio plano estratificado no queratinizado, presenta su principal diferencia
con el epitelio queratinizado en que no genera la capa cérnea superficial y que carece del estrato
granuloso. En el epitelio no queratinizado encontramos capa basal, capa intermedia y capa superficial.

La capa basal no presenta diferencias respecto a lo descrito anteriormente.

Durante su evolucién y especializacion, las células migran desde las capas mas basales del epitelio
hacia la superficie donde se transforman en elementos queratinizados con ausencia de nudcleo. Las
células del epitelio bucal se disponen formando cuatro estratos: basal, espinoso, granuloso y cérneo.
6.3.1. Capas estructurales del epitelio de la mucosa oral

6.3.1.1. Estrato basal

Se encuentra formado por una Unica capa de células cubicas o cilindricas. Su ndcleo es ovalado y

posee un citoplasma intensamente basdfilo, a expensas de una actividad sintetizadora de proteinas por

parte de los ribosomas y del reticulo endopldsmico rugoso. Son responsables de la formacién de la



lamina basal, que forma parte de la membrana basal. Las células del estrato basal se conectan con la
lamina basal a través de hemidesmosomas y puntos de anclaje, entre los que se establecen uniones

intercelulares tipo desmosoma, uniones ocluyentes o uniones comunicantes.

Es este estrato basal donde empieza el proceso de renovacién epitelial, inmersos en el estrato
germinativo podemos encontrar melanocitos, células de Merckel y células de Langerhans. Las células
basales se caracterizan, principalmente porque expresan integrinas de superficie en mayor medida que
en las células del resto de los estratos [79]. Dichas integrinas son receptores de adhesion de la
superficie celular. Cada una de estas integrinas se componen de una subunidad alfa y una beta, dichas
subunidades son glicoproteinas transmembranosas que enlazan, por una parte, el citoesqueleto, y por

otra, la matriz extracelular.

Tejido conectivo

Estrato basal

» Estrato espinoso

Estrato granuloso

Estrato cérneo

Figura 10. Estratos epiteliales del epitelio plano estratificado de la mucosa oral. Se muestra de arriba
hacia abajo el tejido conectivo seguido de los estratos epiteliales basal, espinoso, granuloso y cérneo.
(Ferraris y Campos, 2002). La descripcién de cada una de las capas se presenta en el texto.

Las integrinas juegan un papel importante en la migracion celular y por lo tanto en la organizacion
espacial de los epitelios, tanto en su desarrollo como en el proceso de reparacién de las heridas. [79,
81].

6.3.1.2. Estrato espinoso

Se encuentra formado por varias hileras de células poligonales de ndcleo redondo, mas o menos

pequefio, de cromatina laxa, con citoplasma ligeramente basoéfilo y caracterizadas por presentar



abundantes desmosomas constituidos por haces de tonofilamentos. Dichos filamentos son
heteropolimeros constituidos por una subunidad de queratina &cida y una bésica, la expresién de los
pares de citoqueratinas o queratinas de los tonofilamentos varia en el epitelio que recubre las distintas
regiones de la cavidad bucal. Los citoplasmas celulares presentan gran cantidad de inclusiones de

glucégeno. Las caracteristicas descritas son clasicas de células en vias de queratinizacion.

En el estrato espinoso al igual que el basal podemos encontrar células de Merckel y de Langerhans.

6.3.1.3. Estrato granuloso

Se encuentra constituido por dos o tres capas de células aplanadas o escamosas con un pequefio
ndcleo de cromatina densa. Su citoplasma se encuentra lleno de grénulos de queratohialina
intensamente basoéfilos. Los tonofilamentos son abundantes y estan en intima relacion con los granulos
de queratohialina los cuales en el proceso de queratinizaciébn se encargan de formar la sustancia
interfibrilar que une los haces de tonofilamentos. Los tonofilamentos de queratina de la capa interfibrilar
son mas fosforilados y poseen mas puentes disulfuros que en los estratos basal y espinoso. En el
estrato espinoso encontramos unos organulos caracteristicos de los epitelios queratinizados: los

cuerpos de Odland o queratinosomas [80].

En la capa de células granulosas comienza la degeneracién de nudcleo y del resto de organoides
celulares. A diferencia de las células basales y espinosas, en las que las enzimas lisosémicas como la
fosfatasa acida, solo se expresan en forma de escasos agregados granulares, en la capa granulosa las
técnicas histoquimicas revelan una coloracién muy difundida de las enzimas lisosémicas. En el estrato
granuloso se da por tal un gran contraste poco explicado desde el punto de vista biolégico: la célula
granulosa desarrolla una importante actividad sintética de proteinas de envoltura, lipidos, receptores y
antigenos relacionados con la queratinizacién, y al mismo tiempo en cinco o seis horas se prepara para
la desestructuracién de sus organelos y ndcleo hasta convertirse en un elemento de estrato cérneo.
Fisher tras realizar varios experimentos con roedores propuso al protooncogen c-fos como eje central

de este proceso [78].

6.3.1.4. Estrato corneo

Se encuentra constituido por células planas sin nucleo evidente y con citoplasma fuertemente acidéfilo.
Estas células libres de granulos de queratohialina reciben la denominacién de corneocitos.
Ultraestructuralmente, las células de las capas cornificadas carecen de organoides y estdn compuestas
por filamentos agrupados de modo compacto que se forman a partir de los tonofilamentos de queratina,

recubiertos por la proteina bésica de la queratohialina [82].



6.4. Proliferacién epitelial

Las células progenitoras estan situadas en la capa basal en los epitelios, tales como el piso de boca y
en las dos o tres capas celulares inferiores en epitelio més gruesos tales como los del carrillo o el
paladar. Recientes estudios sobre la epidermis y el epitelio bucal indican que el comportamiento
progenitor no es homogéneo, sino que consiste en dos subpoblaciones celulares funcionalmente
distintas, una pequefia poblacién de células progenitoras que se recicla muy lentamente y se considera
compuesta por células germinales cuya funcién es la de reproducir células basales y que retienen el
potencial proliferativo del tejido. La mayor parte del comportamiento progenitor se compone de células
de ampliacién cuya funcidn es la de aumentar el numero de células disponibles para una maduracién

posterior.

El concepto de célula germinal epitelial puede tener significacién para comprender el desarrollo de los

carcinomas.

La velocidad a la cual reproducen células nuevas en la poblacién progenitora puede ser determinada
mediante una serie de métodos. El uso de técnicas diferentes ha conducido a un amplio rango de
valores para evaluar la velocidad de proliferacion en diversos epitelios; pero en general, el tiempo de
recambio en la piel es de 52 a 75 dias, en el intestino de 4 a 14 dias, en la encia de 41 a 57 dias y en el
carrillo de 25 dias [78].

7. LOS FACTORES DE SPLICING Y LOS PROCESOS PATOLOGICOS

Diversos estudios proveen informacion detallada sobre el splicing y su regulacién [83, 84, 86]. El papel
potencial del splicing como un modificador de las enfermedades humanas también ha sido revisado

recientemente [86-90].

Diversos estudios sugieren cambios en el splicing del pre-mRNA en neoplasias humanas [83, 84, 86-
90] incluyendo el cdncer de mama, en el que se han observado incremento en la expresion individual
de proteinas SR durante tumorigénesis de glandula mamaria. Las preneoplasias difieren de los tumores
en que las proteinas SR presentaron un patron de expresién complejo que revela diferencia entre los

tejidos neoplésicos y la metastasis [83].

Estos datos sugieren que las modificaciones relacionadas con la concentracion de factores especificos
de splicing durante la preneoplasia temprana difieren durante la formacién del tumor, dando lugar a la

capacidad de las proteinas SR para afectar las decisiones del procesamiento, sugiriendo que un



namero de pre-mRNAs podran sufrir cambios en el splicing durante los estados tempranos e

intermedios del cancer.

Esta clase de proteinas, por lo tanto, se convierten en atractivos objetos para el estudio debido a los
cambios en su actividad durante la tumorigénesis, por lo que la determinacion de los niveles en los
patrones de expresién de factores de splicing en lesiones preneoplasicos podria ser muy Util para
identificar los pacientes en situaciones de alto riesgo para desarrollar caAncer de mama invasivo y

metastasis posterior [83].

Distintos patrones de expresion de factores de splicing podria servir como nuevos marcadores de
metastasis y los factores de splicing pueden representar una herramienta para la intervencion en

pacientes que presenten anormalmente dichos factores.

Otros factores de splicing han sido involucrados en procesos patolégicos, tal es el caso de algunos
hnRNPs, de los cuales uno de éstos tiene una funcion especifica en el procesamiento del RNA, a partir
de estudios en células en cultivo. Sin embargo en estudios recientes, al ser analizado en tejidos fijos, a
este factor se le ha encontrado relacionado con moléculas involucradas en procesos patolégicos tales
como la expresion de proteinas viricas de una cepa de VPH que evoluciona a cancer cervicouterino, tal

es el caso del factor ALhnRNP, que a altos niveles, inhibe la expresién de HPV - 16 L1. [1].

La integridad y funcionalidad del epitelio de la mucosa oral son garantizadas por un proceso de
renovacion constante similar al del epitelio de Utero, en el cual sus estratos se reorganizan

estructuralmente como consecuencia de las modificaciones bioquimicas y morfoldgicas celulares.

En virtud de la accién de algun factor agresor puede darse un desequilibrio del proceso homeostético
tisular, incluso, las células epiteliales pueden experimentar alteraciones bioquimicas y morfolégicas. Sin
embargo, éstas pueden diferir de aquellas comunes al patrén de normalidad caracteristico de la
mucosa. Dependiendo del tipo e intensidad de la agresion sufrida por el epitelio, las células pueden
adaptarse progresivamente o sufrir un proceso regresivo en respuesta a una adaptacion celular frente a
la accion de agentes agresores, dando lugar a las lesiones hiperpléasicas, displasicas o, en los casos

mas graves, a las llamadas neoplasias epiteliales.



l1l. JUSTIFICACION

Durante varios afios, estudios han sugerido cambios en el splicing del mRNA en diversas
patologias humanas, en las que se han observado incremento o disminuciéon en la expresion

individual de diversos factores de splicing, incluyendo las proteinas SR.

En virtud de la accion de algun factor agresor puede darse un desequilibrio del proceso
homeostatico tisular, incluso, las células epiteliales pueden experimentar alteraciones bioquimicas
y morfolégicas. Sin embargo, éstas pueden diferir de aquellas comunes al patron de normalidad
caracteristico de la mucosa oral. Siendo asi, en algunos casos, dependiendo del tipo e intensidad
de la agresion sufrida por el epitelio, sus células pueden adaptarse progresivamente o sufrir un
proceso regresivo en respuesta a una adaptacién celular frente a la accion de agentes agresores

dando lugar a alteraciones patoldgicas.

El estudio de la expresion de los factores de splicing contribuye a la comprension de los diversos
mecanismos por los cuales la alteracion de dicho proceso, asi como su regulacion, afectan los

procesos metabdlicos, contribuyendo asi estudio la enfermedad humana.

Distintos patrones de expresion podrian servir como nuevos marcadores patologicos. Los factores
de splicing pueden representar una herramienta para la intervencién en pacientes que los expresan
anormalmente como ya se han reportado en cancer de mama y cervicouterino. La mucosa oral de
ratbn comparte caracteristicas fisiol6gicas y genéticas muy similares a la mucosa oral humana, en
ambos tejidos, asi como en la mucosa del cuello uterino, la integridad y funcionalidad son
garantizadas por un proceso de renovacién constante, similar al de otros epitelios en los cuales ya
se han estudiado y detectado cambios en la expresion de factores de splicing. Sin embargo en el
epitelio de mucosa oral no existe evidencia, ya sea tejido patolégico o sano, siendo importante
destacar el estudio de este Gltimo, ya que es primordial tener conocimiento de la salud para poder

detectar anormalidades.



V. HIPOTESIS

Los factores de la familia SR del Splicing, estan presentes en las células de la mucosa oral de
raton en una distribucion regular en forma de un patrén moteado y difuso similar al que se ha
observado en tejidos de otros 6rganos de raton, y ésta distribucién presenta diferencias en cada

estrato del epitelio.



V. OBJETIVOS

Objetivo general

Analizar la distribucion de los factores de splicing del tipo SR en los diferentes estratos epiteliales

de la mucosa oral de raton.

Objetivos especificos

1. Determinar la presencia o ausencia del patrén moteado intranuclear en células del epitelio
de mucosa oral de ratdn por medio de la inmunolocalizacién de las proteinas de la familia

SR con el anticuerpo monoclonal 3C5.

2. Analizar el tamafio, forma y nimero de motas intranucleares de los diferentes estratos

celulares.



VIl. MATERIALES Y METODOS

Obtencién de la muestra

Se tomaron muestras de tejido bucal de la zona del carrillo de diez ratones machos de la cepa
Balb/C de 3 meses de edad obtenidos del bioterio del Posgrado de la Facultad de Odontologia de
los cuales se analizaron 99 nicleos de las células epiteliales de la mucosa del carrillo, repartidos
33 en cada uno de los tres estratos epiteliales, basal, espinoso y granuloso para el analisis de la
distribucion de los factores de splicing de la familia de proteinas SR. Las muestras se tomaron
utilizando una hoja de bisturi del nimero 15 montada en un mango de bisturi del niumero tres,
haciendo un corte en forma de cufia en la mucosa del carrillo a una profundidad de 2-3 mm con la
ayuda de unas pinzas de curacion. Las muestras fueron fijadas en paraformaldehido al 48% diluido
en PBS (amortiguador con fosfatos 0.15 M y NaCl 0.15M, pH 7.3) a temperatura ambiente durante
24 hrs. Después se hicieron 3 lavados de 5 minutos cada uno con PBS, se colocaron en canastillas
de inclusién para continuar con el proceso de deshidratacién con alcohol etilico en concentraciones
crecientes de 30, 40, 50, 60, 70, 80 y 90% por 15 minutos y dos lavados con etanol al 100% (15 y
45 minutos). Se prosiguid con un bafio de xilol por 45 minutos e impregnacién con parafina por una

hora; la inclusién se hizo con paraplast durante toda la noche.

Una vez obtenidos los bloques de inclusién, se hicieron cortes de 3um de grosor que se montaron
en portaobjetos cubiertos con gelatina (gelatina al 0.1%, sulfato de cromo y potasio al 0.01%). Para
realizar las tinciones posteriores, los cortes se desparafinaron a 60°C por 20 minutos y se re-
hidrataron con xilol y bafios de etanol en concentraciones decrecientes de 100, 96, 70 y 50%, por

cinco minutos en cada uno, y tres lavados con agua destilada, por 5 minutos cada uno.

Tincién con hematoxilinay eosina.

Las laminillas se tifieron con hematoxilina por 2 minutos, se lavaron con agua corriente y con
alcohol-acido. Este colorante se viré con agua amoniacal y las laminillas se lavaron dos veces con

agua corriente durante 1 minuto.

Posteriormente se tifieron con eosina durante 1 minuto, se lavaron 1 minuto con alcohol-acetona
(1:1) y alcohol absoluto-xilol. Las laminillas tefiidas se pasaron por xileno (3 veces, 1 minuto cada
una y se montaron con medio de montaje acuoso Entellan. Se procedi6 a la observacion visual de
las muestras mediante el microscopio de luz para establecer el diagnéstico histopatol6gico y para
corroborar la presencia de los estratos epiteliales.

Procesamiento para inmunofluorescencia



Los cortes histologicos desparafinados a 60°C durante 15 minutos, se enjuagaron con buffer TBST
(amortiguador salino con Tween 20), se sometieron a recuperacion antigénica con Proteinasa K
(Dako Corporation, 53020) a temperatura ambiente por 10 minutos, se hicieron lavados con TBS
(Tris base 0.05M, NaCl 0.3M y Tween 20 0.1% por cinco minutos. Se realiz6 la incubacién con
solucién bloqueadora (Bloqueador universal Vector Laboratorios, Inc.) diluido en TBS durante 10

minutos a temperatura ambiente, seguido de 2 lavados con TBS de 5 minutos cada uno.

Los cortes se incubaron con el anticuerpo primario monoclonal 3C5 dirigido contra factores de
Splicing de la familia SR que reconoce el epitope SR de las proteinas e la familia SR (donado por
el Dr. Davis Spector, Cold Spring Harbor Laboratory, New York) a una diluciéon de 1:20 por 24

horas a 4°C en una camara humeda.

Posteriormente se hacieron lavados de los cortes histoldgicos con PBS (amortiguador de fosfato
salino) tres veces por 10 minutos y los cortes se incuban con el anticuerpo secundario IgG 6 IgM
anti-raton acoplado con fluoresceina (isotiocinato de fluoresceina, FITC, Jason InmunoResearch
Laboratorios Inc. 41485), en la oscuridad, por espacio de una hora y media a temperatura
ambiente con una dilucién de 1:20 en TBST. Transcurrido el tiempo, se lavaron con PBS tres veces
por 10 minutos. Se hicieron dos lavados con TBS de 5 minutos cada uno y se realiz6 una contra
tincion con DAPI (4 6-diamidino-2-fenilindol; Roche) diluido 1:20 en TBST. Las muestras se
montaron con medio de montaje antidesvanecimiento para inmunofluorescencia Vectashield

(Vector Laboratorios, Inc.).

Microscopia de Barrido Laser Confocal

A los nucleos celulares se les hicieron 20 cortes Opticos meridionales en “z” de 0.1 pm, utilizando
el Microscopio Confocal Espectra Leica modelo TCS SP5, equipado con Laser Diodo azul 405nm,
laser de Argbon (458, 476, 488, 496, 514 nm), laser DPSS 561nm vy laser de Helio-Neén (594,
633nm), escaner adicional de resonancia para adquirir imagenes rapidas y, un divisor de haz

acustico optico (AOBS) especial para adquirir varios colores simultdneamente.

Los objetivos disponibles: 5X/0.15, 10X0.4, 20X/0.7 MULTIINMERSION CORR LAMBDA BLUE
(correccién cromética especial en el rango azul para aplicaciones con proteinas fluorescentes),
40X/1.25-0.75 OIL, 63X/1.4-0.6 OIL CORR LAMBDA BLUE, 63X/1.3 GLY (con distancia de trabajo

de 280 um, para muestras gruesas).

» Cémaras para estudios de microscopia confocal in vivo con control de temperatura,
humedad y CO,.



* Incubador de cultivos con control de CO,, temperatura y humedad.
» Cémara de video digital Leica DFC 350 FX para captacion de imagenes de fluorescencia
(3.3 Mpixel; 12 bits de profundidad de escala de grises).
» Estacion de trabajo off-line para tratamiento de imagen.
» Lupa estereoscépica con fuente de luz fria.
* Nevera estandar con congelador.
» Material disponible:
o0 placas p35 para estudios in vivo
o cémara Attofluor (Molecular Probes) para utilizar con cubreobjetos circulares de 25
mm de diametro (Electron Microscopy Sciences) para estudios in vivo.
0 Anticuerpos secundarios fluorescentes, medios de montaje y otros reactivos en

stock.

Se capturaron las imagenes para su posterior reconstruccion tridimensional y su reproduccién en

video con el programa Leica LAS AF Lite (proporcionado por La Facultad de Medicina, UNAM).

DESCRIPCION Y ANALISIS DE LAS VARIABLES (NUMERO, TAMANO Y FORMA)

Registro y procesamiento de imagen

Se obtuvieron las imagenes del patrén moteado observado en los ndcleos celulares de la mucosa

para analizar su morfologia y distribucién en los estratos del epitelio.

Se cuantificé el nimero, tamafio, y forma de las motas de 99 nlcleos, se obtuvieron imagenes de

cada muestra de tejido.

Se capturaron las imagenes de 4 campos de visualizacién microscépica utilizando el Microscopio
Espectral Confocal modelo TCS SP5, el campo en verde fluorescente corresponde a la
inmunofluorescencia con el anticuerpo monoclonal 3C5 de los factores de splicing de la familia de
proteinas SR (patrén moteado), la imagen en campo claro de contraste interferencial de Nomarski
(DIC), se utilizo para ubicar el patron moteado en los distintos estratos epiteliales. La tincion de los
ndcleos con la técnica de tincion DAPI (en azul) se utiliz6 como referencia para la ubicacién de
cada nucleo y el traslape para determinar la relacion existente entre el ndcleo y los factores de

splicing de la familia de proteinas SR.



Analisis del nUmero de motas

El nimero de motas nos indica la cantidad de sitios en el nlcleo celular en los que se estan
expresando los factores de splicing de la familia de proteinas SR. Para determinar el nimero
exacto de motas se hizo la reconstruccion tridimensional de los nucleos celulares. La técnica es
indispensable para observar si atrds de una mota existe otra u otras, lo que no seria posible

determinar en una imagen de un solo plano.

Analisis del tamafio de las motas

El tamafio de las motas es una variable que nos indica la actividad transcripcional y de splicing en
el nacleo celular, entre mas grande sea una mota, existe una mayoractividad transcripcional y de
splicing. La existencia de una mota grande est4 relacionada con un mamero menor de motas, en
donde tiene lugar el fenédmeno denominado fusién de motas. Las motas se midieron en nm con el
mismo Software Leica LAS AF Lite.

Analisis cuantitativo de la forma de las motas

La forma de las motas de los 99 nlcleos se digitalizé y evalué por medio del software de medida
de circularidad Imagend, en el cual se utiliza el circulo como referencia. Cuando la medida de
circularidad es més cercana al valor 1, significa que la imagen es mas parecida a un circulo,

indicando que existe menor actividad transcripcional que en una imagen se aleja del valor 1.

El analisis estadistico se hizo por medio de un analisis de varianza ANOVA y se analizaron los

datos en el programa estadistico GraphPad.



VIl. RESULTADOS

El epitelio de la mucosa oral de carrillo de ratdn se conforma de 4 estratos epiteliales

La figura 11 representa la imagen de un corte de tejido de uno de los 10 ratones, teflidos con la
técnica de hematoxilina y eosina. Se observa la disposicion de los 4 estratos epiteliales a analizar del

epitelio oral.

B ‘ Nho del

B NL]CleO del estrato
estrato granuloso
espinoso

Tejido h

conectivo Nucleo del
estrato basal

Figura 11. Estratos epiteliales de la mucosa oral de carrillo de ratén: B=estrato basal, E=estrato
espinoso, G=estrato granuloso y C=estrato corneo. Se indican con flechas los ndcleos en los estratos
basal, espinoso y granuloso, pero no se observan nicleos en el estrato cérneo.



El patr6n moteado esta presente en los nlcleos celulares de los estratos basal, espinoso, y

granuloso del epitelio del carrillo de ratén, pero no en el estrato cérneo.

La siguiente figura representa la manera en la que fueron comparados distintos campos de
visualizacién en el microscopio, que tendran como objetivo servir como una herramienta de referencia
para observar la distribucion de los factores de splicing de la familia de proteinas SR, comparandolos
en los nucleos de las células de cada estrato. Cada cuadro (a, b, c, d) representa la imagen de un corte

de tejido de uno de los 10 ratones.

Figura 12. Patron moteado de los 4 estratos epiteliales de la mucosa oral de ratén. Las iméagenes
representan el mismo tejido, donde a=se observa en color verde la inmunofluorescencia de factores de
splicing de la familia de proteinas SR (patron moteado), b=tincién con DAPI en azul, c=traslape deay b
donde se observa la ubicacidn del patron moteado en el nacleo celular, d=campo claro (microscopia de
contraste de interferencia, (DIC por sus siglas en inglés), en el cual se distinguen los estratos



epiteliales. Los campos b, ¢ y d Gnicamente se usaron como herramienta de referencia del patron
moteado.

Se analizaron un total de 99 nucleos los cuales fueron observados en tres estratos del epitelio, el
patron moteado de los factores de splicing de la familia de proteinas SR se encuentra distribuido en los
estratos basal, espinoso y granuloso, pero no en el corneo, en el cual se observa también ausencia de
nudcleos, hallazgo encontrado en todas las muestras de los 10 ratones analizadas. La siguiente imagen
representa un corte de tejido de uno de los diez ratones analizados, en el cual se muestran 17 nudcleos

celulares, los cuales son descritos con detalle mas adelante.

Figura 13. Micrografia panoramica de un corte de tejido epitelial oral. Se muestra la inmunolocalizacién
de los factores de splicing de la familia SR (patén moteado) con el anticuerpo monoclonal 3C5, la
numeracién corresponde a cada nucleo celular.



Las siguientes imégenes (figuras 14 a 30), representan la ampliacién de cada ndcleo de la micrografia

panordmica anterior, con su respectivo nimero

En las células del estrato granuloso existe una escasa cantidad de motas en comparacién con

los estratos espinoso y basal.

Figura 14. Ndcleo 1. a, inmunofluorescencia de los
factores de splicing de la familia SR (patrén
moteado) del nlcleo nimero 1 correspondiente a la
micrografia panordmica de la figura 18; b, Traslape
con DAPI, el cuadro rojo indica la ubicacion del
nacleo y ¢, campo claro (DIC), la flecha indica la
ubicacion en el estrato epitelial al que pertenece el
nudcleo (estrato granuloso).

Las figuras 14, 15 y 16 representan a imagenes de nucleos 1, 2 y 3 pertenecientes al estrato granuloso,
se observan pocas motas en estos nucleos en comparacion con los nucleos de los estratos espinoso y

basal,

Figura 15. Ndcleo 2. a, inmunofluorescencia de los
factores de splicing de la familia SR (patrén
moteado) del nlcleo nimero 2 correspondiente a la
micrografia panordmica de la figura 18; b, Traslape
con DAPI, el cuadro rojo indica la ubicacion del
nacleo y ¢, campo claro (DIC), la flecha indica la
ubicacién en el estrato epitelial al que pertenece el
nudcleo (estrato granuloso).



ademas que se observan motas grandes y con patron difuso, lo que indica que en este estrato tiene
lugar fendbmeno de fusion de motas que significa una actividad transcripcional elevada.

Figura 16. Ndcleo 3. a, inmunofluorescencia de los
factores de splicing de la familia SR (patrén
moteado) del nlcleo nimero 6 correspondiente a la
micrografia panordmica de la figura 18; b, Traslape
con DAPI, el cuadro rojo indica la ubicacion del
nacleo y ¢, campo claro (DIC), la flecha indica la
ubicacion en el estrato epitelial al que pertenece el
nudcleo (estrato granuloso).

Las figuras 17 a 21 muestran las imagenes de los nucleos 4 al 8 pertenecientes al estrato espinoso, en
el cual se observan los ndcleos con mayor nimero de motas que el granuloso, asi como motas de
menor tamafio, esto significa que existe una menor actividad transcripcional en el estrato espinoso que
en el estrato granuloso.

Figura 17. Ndcleo 4. a, inmunofluorescencia de los
factores de splicing de la familia SR (patrén
moteado) del nlcleo nimero 3 correspondiente a la
micrografia panordmica de la figura 18; b, Traslape
con DAPI, el cuadro rojo indica la ubicacion del
nacleo y ¢, campo claro (DIC), la flecha indica la
ubicacion en el estrato epitelial al que pertenece el
ndcleo (estrato espinoso).



Figura 18. Ndcleo 5. a, inmunofluorescencia de los
factores de splicing de la familia SR (patrén
moteado) del nlcleo nimero 4 correspondiente a la
micrografia panordmica de la figura 18; b, Traslape
con DAPI, el cuadro rojo indica la ubicacion del
nacleo y ¢, campo claro (DIC), la flecha indica la
ubicacion en el estrato epitelial al que pertenece el
ndcleo (estrato espinoso).

Figura 19. Ndcleo 6. a, inmunofluorescencia de los
factores de splicing de la familia SR (patrén
moteado) del nlcleo nimero 5 correspondiente a la
micrografia panordmica de la figura 18; b, Traslape
con DAPI, el cuadro rojo indica la ubicacion del
nacleo y ¢, campo claro (DIC), la flecha indica la
ubicacién en el estrato epitelial al que pertenece el
ndcleo (estrato espinoso).



Figura 20. Ndcleo 7. a, inmunofluorescencia de los
factores de splicing de la familia SR (patrén
moteado) del ntcleo niamero 10 correspondiente a
la micrografia panoramica de la figura 18; b,
Traslape con DAPI, el cuadro rojo indica la
ubicacién del nucleo y c, campo claro (DIC), la
flecha indica la ubicacién en el estrato epitelial al
gue pertenece el nacleo (estrato espinoso).

Figura 21. Ndcleo 8. a, inmunofluorescencia de los
factores de splicing de la familia SR (patrén
moteado) del ntcleo niumero 11 correspondiente a
la micrografia panoramica de la figura 18; b,
Traslape con DAPI, el cuadro rojo indica la
ubicacién del nucleo y c, campo claro (DIC), la
flecha indica la ubicacién en el estrato epitelial al
gue pertenece el nacleo (estrato espinoso).



Figura 22. Ndcleo 9. a, inmunofluorescencia de los
factores de splicing de la familia SR (patrén
moteado) del nlcleo nimero 7 correspondiente a la
micrografia panordmica de la figura 18; b, Traslape
con DAPI, el cuadro rojo indica la ubicacion del
nacleo y ¢, campo claro (DIC), la flecha indica la
ubicacion en el estrato epitelial al que pertenece el
nicleo (estrato hasal).

En las figuras 22 a 30 se muestran los nucleos pertenecientes al estrato basal, se observan méyor
namero de motas redondas y menor patron difuso que en los estratos espinoso y granuloso, lo cual

indica que hay menor actividad transcripcional que en estos estratos ademas se observarse mayor
ndmero de motas.

Figura 23. Nucleo 10. a, inmunofluorescencia de
los factores de splicing de la familia SR (patron
moteado) del nlcleo nimero 8 correspondiente a la
micrografia panordmica de la figura 18; b, Traslape
con DAPI, el cuadro rojo indica la ubicaciéon del
nacleo y ¢, campo (DIC), la flecha indica la
ubicacion en el estrato epitelial al que pertenece el
nucleo (estrato basal).



Figura 24. Nucleo 11. a, inmunofluorescencia de
los factores de splicing de la familia SR (patréon
moteado) del nlcleo nimero 9 correspondiente a la
micrografia panordmica de la figura 18; b, Traslape
con DAPI, el cuadro rojo indica la ubicacion del
nacleo y ¢, campo claro (DIC), la flecha indica la
ubicacién en el estrato epitelial al que pertenece el
nucleo (estrato basal).

Figura 25. Nucleo 12. a, inmunofluorescencia de
los factores de splicing de la familia SR (patron
moteado) del ntcleo niamero 12 correspondiente a
la micrografia panoramica de la figura 18; b,
Traslape con DAPI, el cuadro rojo indica la
ubicacién del nucleo y c, campo claro (DIC), la
flecha indica la ubicacién en el estrato epitelial al
gue pertenece el nacleo (estrato basal).



Figura 26. Nucleo 13. a, inmunofluorescencia de
los factores de splicing de la familia SR (patron
moteado) del ndcleo niumero 13 correspondiente a
la micrografia panoramica de la figura 18; b,
Traslape con DAPI, el cuadro rojo indica la
ubicacién del nucleo y c, campo claro (DIC), la
flecha indica la ubicacién en el estrato epitelial al
gue pertenece el nacleo (estrato basal).

Figura 27. Nucleo 14. a, inmunofluorescencia de
los factores de splicing de la familia SR (patréon
moteado) del nicleo namero 14 correspondiente a
la micrografia panoramica de la figura 18; b,
Traslape con DAPI, el cuadro rojo indica la
ubicacién del nucleo y c, campo claro (DIC), la
flecha indica la ubicacién en el estrato epitelial al
gue pertenece el nacleo (estrato basal).



Figura 28. Nucleo 15. a, inmunofluorescencia de
los factores de splicing de la familia SR (patrén
moteado) del ntcleo namero 15 correspondiente a
la micrografia panoramica de la figura 18; b,
Traslape con DAPI, el cuadro rojo indica la
ubicacién del nucleo y c, campo claro (DIC), la
flecha indica la ubicacién en el estrato epitelial al
gue pertenece el nacleo (estrato basal).

Figura 29. Nucleo 16. a, inmunofluorescencia de
los factores de splicing de la familia SR (patron
moteado) del ntcleo niumero 16 correspondiente a
la micrografia panoramica de la figura 18; b,
Traslape con DAPI, el cuadro rojo indica la
ubicacién del nucleo y c, campo claro (DIC), la
flecha indica la ubicacién en el estrato epitelial al
gue pertenece el nacleo (estrato basal).



Figura 30. Nucleo 17, a, inmunofluorescencia de
los factores de splicing de la familia SR (patrén
moteado) del ntcleo niumero 17 correspondiente a
la micrografia panoramica de la figura 18; b,
Traslape con DAPI, el cuadro rojo indica la
ubicacién del nucleo y c, campo claro (DIC), la
flecha indica la ubicacién en el estrato epitelial al
gue pertenece el nacleo (estrato basal).



Figura 31. Reconstruccién tridimensional del patrén moteado en 20 cortes 6pticos. Veinte cortes
Opticos meridionales. Se observa la expresion de los factores de splicing de la familia de proteinas SR
inmunolocalizadas con el anticuerpo monoclonal 3C5, en los nilcleos de células epiteliales de la
mucosa oral. (Material suplementario)



Para determinar el nimero exacto de motas se hizo la reconstruccion tridimensional de los nucleos
celulares. La técnica es indispensable para observar si atras de una mota existe otra u otras, lo que no
seria posible determinar en una imagen de un solo plano. Esto se logra por medio de la obtencién de
las imagenes de los cortes seriados de la muestra (figura 31) obtenidas del microscopio confocal, que
son procesados en el programa del microscopio para obtener el modelo tridimensional en un formato

de video para su observacion visual.

La distribucién de los factores de splicing de la familia de proteinas SR varia en las células de

cada estrato epitelial

Para analizar la distribucién del patron moteado, se tom6 en cuenta tres variables que son el nimero,
tamafio y forma de las motas. El nimero y tamafio de las motas indica la cantidad de factores
involucrados en el procesamiento del mRNA en las células epiteliales de la mucosa oral de ratén y la
forma, esta relacionada con la dindmica intranuclear de las proteinas SR; como se menciono
anteriormente, entre mas redonda es una mota, la actividad transcripcién es menor. La cuantificacion
esta determinada por la medida de circularidad, donde la cifra mas cercana a 1, indica menor actividad

de transcripcion y por consecuencia menor actividad de splicing.

TABLA 1. CARACTERISTICAS DE LAS MOTAS EN LOS DIFERENTES ESTRATOS

ESTRATO ESPINOSO GRANULOSO TOTAL

Nicleos analizados 33 33 33 99

NUmero de motas

analizadas por estrato 371 253 54 678

Media del numero de

motas por ndcleo por 11.24 7.66 1.66 6.85
estrato

Media del tamafio de las
motas por ndcleo (nm) 664.51 1021.91 1328.83 1005

Media de medida de
Circularidad 0.709882353 0.72770303 0.672085714 0.7032237

Medida de circularidad, 0-1, donde 1=circulo

Como se observa en la tabla 1, el estrato basal presenta la mayor cantidad de motas por estrato y por
ndcleo pero son de menor tamafio en comparacion con el estrato granuloso donde las caracteristicas
son inversas al estrato basal.

Con respecto a la dinamica de las motas, se observo que el estrato granuloso es el mas activo.



FIGURA 32. GRAFICA DEL NUMERO DE MOTAS POR ESTRATO
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En la figura 32 se muestra la grafica del nimero de de motas totales analizadas en 33 nucleos del
estrato basal, 33 nlcleos de estrato espinoso, y 33 nulcleos del estrato granuloso; no se incluye el
estrato corneo en ninguna grafica debido a que no se observé la presencia de las proteinas SR por
inmunolocalizacién con el anticuerpo 3C5.

FIGURA 33. GRAFICA DE LA MEDIA DEL NUMERO DE MOTAS
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En la figura 33 se muestra la grafica de la media del numero de de motas por nlcleo por estrato
analizadas en 33 nucleos del estrato basal, 33 ndcleos de estrato espinoso, y 33 nlcleos del estrato
granuloso. Los asteriscos indican que existen diferencias significativas entre los 3 estratos.



FIGURA 34. GRAFICA DE LA MEDIA DEL TAMANO DE MOTAS
POR NUCLEO POR ESTRATO (NM)
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En la figura 34 se muestra la grafica de la media del nimero del tamafio de las motas por nicleo por
estrato medida en nandmetros (nm), analizadas en 33 ndcleos del estrato basal, 33 nicleos de estrato
espinoso, y 33 nucleos del estrato granuloso. Los asteriscos indican que existen diferencias significativas

entre los 3 estratos.

FIGURA 35. GRAFICA DE LA MEDIA DE LA FORMA DE LAS MOTAS
POR NUCLEO POR ESTRATO
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En la figura 35 se muestra la grafica de la media de la forma de las motas por ndcleo por estrato,
analizadas en 33 nucleos del estrato basal, 33 nucleos de estrato espinoso, y 33 ndcleos del estrato
granuloso. Los asteriscos indican que existen diferencias significativas entre los 3 estratos.



VIII. DISCUSION

En este estudio se ha evidenciado la presencia de los factores pertenecientes a la familia SR del
splicing en las células epiteliales de la mucosa oral de ratén en una distribucién regular en forma de
un patrén moteado, presentando su region brillante y difusa, similar al que se ha observado en tejidos
de otros 6rganos (4, 46, 77). Se muestra que en el ndcleo se presenta una distribucién que
corresponde al patron moteado observado en células de mamiferos. Los criterios para afirmar que se
trata de un patron moteado auténtico son los siguientes: 1) la distribucién de la marca es intranuclear,
2) el marcaje no incluye al nucléolo, 3) la marca se presenta como dos regiones intranucleares: una de
marca intensa en regiones discretas (motas o “speckles”) y otra en forma de tincién difusa en la que
estan embebidas las regiones de mayor concentracion (patron difuso). Ademéas se observé que la
marca se presenta en algunas células en forma de motas irregulares o bien redondas, como lo que se
observa en células en cultivo, con diferente actividad transcripcional o en células sometidas a diferente
ambiente hormonal (4, 37, 41, 43, 54, 56, 66, 74, 85). Estudios posteriores con el microscopio
electronico podran revelar si el patrén moteado observado en este tejido también estd formado por

particulas ribonucleoproteicas como previamente se ha observado en otros tejidos (93).

Se observo una expresién distinta en cada uno de los estratos basal, espinoso, granuloso y corneo del
epitelio (figuras 32 a 35). Para analizar de manera detallada estas diferencias en la expresion de los
factores, se realiz6 un estudio del patrén moteado con un anticuerpo monoclonal (92). El patrén
moteado es un fenémeno descrito como el reflejo morfoldgico de la transcripcién (4, 12, 35, 37, 38, 40,
41, 65, 66, 74, 77, 85).

La cantidad de motas encontradas en el epitelio oral es distinta a la encontrada en otros tejidos
siguiendo la misma mitologia. Se ha descrito que el patrén nuclear moteado estd compuesto de 25-50
puntos brillantes donde se concentran los factores de splicing (46, 77, 85) y un hallazgo interesante es
que el patron moteado del epitelio de mucosa oral de ratén, consta de 1-17 motas con una media de
6.85 motas por nucleo, Se muestra la figura en la cual se compara el promedio de las medidas de las

motas de los distintos estratos.

Otro hallazgo es que la medida de las motas de los estratos del epitelio oral oscila entre los 0.4 a 3.0

nm, a diferencia de los 0.8 a 1.8 nm reportado en la literatura (85).

Se observa que en el estrato granuloso en el cual es el sitio donde se comienzan a perder los nucleos
debido al recambio epitelial (78-82), el tamafio de las motas es mucho mayor (figura 34), que en los
estratos basal y espinoso, Las figuras 14, 15 y 16 representan a imagenes de ndcleos 1, 2 y 3

pertenecientes al estrato granuloso, se observan pocas motas en estos ndcleos en comparacién con



los ndcleos de los estratos espinoso y basal, resultado contrario a o que se esperaba, pues una mota
grande nos habla de un patrén mas difuso lo cual corresponde a una actividad transcripcional mayor.
Ademas, se observan motas grandes y con patrén difuso, lo que indica que en este estrato tiene lugar

fendmeno de fusién de motas.

La presencia del fenbmeno conocido como fusibn de motas (54), en el cual las motas migran
concentrdndose en un punto, lo que nos deja ver una mota mucho més grande, debido a la fusién de

las mismas, lo que significa una actividad transcripcional elevada.

El estrato basal es el sitio donde se encuentran las células progenitoras (78, 79, 82), siendo éste en el
cual se observé mayor numero de motas (figuras 37 y 38); sin embargo existe una relacién inversa
entre el tamafio y la distribucion de las mismas (figuras 39 y 40), ya que el nUmero de motas es mayor
pero al mismo tiempo, este estrato tiene el menor tamafio de las motas en relacién a los demas
estratos, se observa que entre mayor sea la cantidad de las motas, el tamafio es menor, Las figuras 17
a 21 muestran las imagenes de los nlcleos 4 al 8 pertenecientes al estrato espinoso, en el cual se
observan los nudcleos con mayor nimero de motas que el granuloso, asi como motas de menor
tamafio, esto significa que existe una menor actividad transcripcional en el estrato espinoso que en el
estrato granuloso. Sin embargo en cuanto a medida de circularidad (figura 35), est4d en un lugar
intermedio entre el espinoso y el granuloso, indicando que su actividad transcripcional es mayor que el

espinoso, pero menor que en el granuloso.

En la transicién del estrato basal y el estrato espinoso es donde se lleva a cabo el proceso de division
celular (78,79,81, 82), Por medio del andlisis de la forma de las motas se observa la actividad
transcripcional y comparar entre un nicleo y otro (menor o mayor actividad entre ellos), la cual se
espera sea mayor que es otros estratos, sin embargo en el estrato basal se observa que la forma de
las motas es més parecida a un circulo que en los estratos granuloso y espinoso (figura 35), hallazgo
importante ya que es en este estrato donde existe mayor proliferacién celular, sin embargo una mayor
actividad transcripcional se est4 dando en el estrato granuloso y después en el basal. Una medida de
circularidad méas cercana al 1 quiere decir una forma de mota, méas redonda y por consiguiente una
menor actividad transcripcional, en la cual los factores de splicing se encuentran almacenados en los
granulos intercromatinianos (4, 37, 41, 43, 54, 56, 66, 74, 85).

En el estrato espinoso, al cuantificar el nimero de motas, se observa que la media esta por debajo del
estrato basal (figuras 32 y 33), lo cual indica menor expresion de los factores de splicing en este
estrato, pero mayor que en el granuloso donde se observa el menor nimero de motas. En las figuras

22 a 30 se muestran los nacleos pertenecientes al estrato basal, se observan méyor nimero de motas



redondas y menor patron difuso que en los estratos espinoso y granuloso, lo cual indica que hay menor

actividad transcripcional que en estos estratos ademas se observarse mayor nimero de motas.

El estrato granuloso se caracteriza por sus granulos de queratohialina (78-82). Existen pocos nucleos
en este estrato lo cual nos podria hablar de un proceso de destruccién o lisis del ndcleo celular (78-79).
Por lo tanto una disminucién en la expresion de factores relacionados con el splicing y la transcripcion,
sin embargo los resultados muestran lo contrario, una actividad transcripcional mayor se observo en el
estrato granuloso, que es un estrato en el cual el nlacleo esth desapareciendo, existe de hecho, un
namero limitado de nucleos, y consecuentemente esperabamos observar una menor expresion de los
factores involucrados en procesos de splicing y transcripcion. Estos hallazgos podrian estar
relacionados con la actividad metabdlica que presentan las células de este estrato, ya que en la capa
de células granulosas comienza la degeneracion de nudcleo y del resto de organoides celulares. A
diferencia de las células basales y espinosas, en las que las enzimas lisosémicas como la fosfatasa
acida, solo se expresan en forma de escasos agregados granulares, la célula granulosa desarrolla una
importante actividad sintética de proteinas de envoltura, lipidos, receptores y antigenos relacionados
con al queratinizacion, y al mismo tiempo en cinco o seis horas se prepara para de la desestructuracion

de sus organelos y nicleo hasta convertirse en un elemento de estrato corneo (78).

El splicing es un mecanismo crucial para la generacion de diversidad de proteinas (5, 6). Diferentes
variantes de splicing de una determinada proteina puede mostrar diferentes e incluso antagénicas
funciones bioldgicas (3,89). Por lo tanto, su adecuado control es necesario para asegurar la compleja

orquestacion de los procesos celulares dentro de los organismos (88).

Nuevas estrategias terapéuticas dirigidas a corregir o eludir anomalias en el splicing estan surgiendo.

Los enfoques incluyen incremento en la expresion de las proteinas que alteran el splicing (3).

La alteracion de la actividad de factores reguladores o la modificacién del equilibrio entre ellos pueden
llevar a la desregulacion de los procesos celulares fundamentales, como adhesion, la proliferacion,

diferenciacién, muerte, motilidad y diferenciacion (3, 81).

Las mutaciones o cambios en la actividad de los factores de splicing o proteinas reguladoras que
comprometen la exactitud del adecuado funcionamiento celular podrian tener profundos efectos sobre
la patogénesis y modificar la calidad de los elementos de splicing del mMRNA vy, por lo tanto, la funcion

de estas proteinas.



IX. CONCLUSIONES

» En esta tesis se caracteriz6 la morfologia del el patron nuclear moteado de los factores de
splicing de la familia de proteinas SR en las células epiteliales de la mucosa normal del

carrillo, en 99 nucleos celulares por medio del analisis de la distribucién de dichos factores.

» Los factores de splicing de la famita SR estan presentes en las células epiteliales de la

mucosa oral de raton.

» Los factores de splicing de la familia SR se organizan como patron moteado intranuclear

en células del epitelio de la mucosa oral de ratén.

» El analisis del tamafio, nimero y forma de las motas muestra diferencias en la expresion
de los factores de la familia SR del splicing en cada estrato del epitelio, lo que sugiere que

esté patron presenta caracteristicas especificas en cada estrato.

» Existe una mayor actividad transcripcional en el estrato granuloso, seguido del basal y
espinoso, hallazgos que difieren a lo esperado en la literatura ya que se esperaba
encontrar mayor actividad transcripcional en el basal debido a la proliferacion celular, sin
embargo la mayor actividad esta en el granuloso debido a los procesos pertenecientes al

metabolismo de muerte celular y produccién de queratina.

» Existe una mayor expresion de los factores de splicing de la familia de proteinas SR en el
estrato basal, seguido del espinoso y el cérneo existiendo diferencias significativas entre
cada estrato sugiriendo que la expresién de los factores esta relacionada con la existencia

de células progenitoras y division celular.

» La caracterizacion de la distribucién de los factores de splicing en la mucosa oral sana
realizada en esta tesis, constituye una herramienta clave en el estudio de la patogénesis
de la misma, asi como un aporte importante a la biologia celular de la mucosa, que nos
proporciona informaciéon de la organizacibn de moléculas importantes en procesos
patolégicos, lo cual nos sirve como referencia para conocer la salud y asi, en estudios
posteriores poder detectar anomalias relacionadas con estos factores que pueden estar

involucradas en la enfermedad, partiendo del conocimiento del patrén de expresién normal.



X. PERSPECTIVAS

Diversos factores de splicing han sido encontrados alterados en diversas patologias humanas,
incluyendo los que han sido analizados en tejido sano en esta tesis. Los resultados sugieren que el
tejido epitelial de la mucosa oral posee un patrén de expresién de proteinas SR caracteristico, por
lo tanto a partir de esta caracterizacion en tejido oral sano seria interesante en un futuro, utilizar

esta informacion como referencia para estudiar el mismo tejido en estados de alteracién patolégica.

Las alteraciones en los factores de splicing pueden servir como marcadores de la alteracion
celular asociados con la enfermedad y tienen el potencial de proporcionar informacién diagnéstica
y prond@stica, con rspecto a las evidencias de estudios realizados con anterioridad (3, 83, 84, 86-
91).

Distintos patrones de expresion de factores de splicing podria servir como nuevos marcadores
patoldgicos y representar una herramienta para la intervenciébn en pacientes que presenten

anormalmente dichos factores.
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