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RESUMEN.

La Division celular asimétrica es un tipo de mitosis diferencial, por el cual
las células alcanzan la expresidn de diferentes programas de diferenciacion,
generando asi la diversidad celular ya que se generan dos células hijas diferentes
a partir de una célula progenitora. Existen pocos modelos experimentales en los
que puedan analizarse los factores que regulan y determinan la divisidon
asimétrica. En este trabajo examinamos la posibilidad de utilizar la linea celular
RCE1(5T5) como modelo experimental, ya que in vitro, esta poblacién celular
sufre de manera secuencial las etapas del proceso de diferenciacion de los
queratinocitos cornéales de mamifero. Para ello, analizamos la expresion de
genes que codifican para proteinas que forman parte de la maquinaria que
participa en la orientacion del huso mitético y en la ejecucidén correcta de esta
mitosis diferencial. De manera especifica estudiamos por RT-PCR
semicuantitativo la expresion de los mensajeros de LGN (GPSM2), NuMA e Insc
durante la proliferacién y diferenciacion de células RCE1 (5T5). Los productos de
la reaccion de PCR se clonaron y secuenciaron para confirmar la identidad de las
secuencias. Estos resultados fueron apoyados por inmunotinciones con
anticuerpos dirigidos contra NUMA y PAR-3. En conjunto, los resultados sugieren
que durante el crecimiento y la diferenciacion de las células del epitelio corneal, la
division celular asimétrica ocurre constantemente, aunque pudieran ser mas

frecuentes durante el proceso de estratificacion.



INTRODUCCION.

Las células troncales son, por definicion, células caracterizadas por su
capacidad para regenerar diferentes tejidos a lo largo de la vida de un individuo
(Ulloa-Montoya et al., 2005). Aparentemente se localizan con mayor frecuencia en
aquéllos tejidos sometidos a procesos de renovacion continua; no obstante,
evidencia reciente sugiere que las células troncales se encuentran en todos los
tejidos y mas aun, existen como elementos sistémicos cuya localizacion cambia
dependiendo de sefiales especificas que las dirigen a sitios donde se requiere
reparar un dano (Alison & Islam, 2009). Las células troncales (stem cells) se
caracterizan por ser una poblaciéon relativamente indiferenciada que transita con
una frecuencia muy baja a través del ciclo celular; paraddjicamente, las células
troncales se distinguen por poseer un potencial proliferativo alto (Miller et al.,
1993). Estas caracteristicas les permiten participar en el mantenimiento del
equilibrio entre la produccion y pérdida de células en los tejidos donde se

encuentran (Lajtha, 1979).

Una de las caracteristicas distintivas de las células troncales es su
capacidad de autorenovacién (Ulloa-Montoya et al., 2005). Al mismo tiempo, estas
células tienen el potencial para dar origen a células con la capacidad de iniciar
procesos de diferenciacion. Para asegurar esta propiedad, las células troncales

sufren dos tipos de division celular: la division simétrica que permite la formacion

de dos células hijas con propiedades idénticas a la célula troncal o dos células



programadas a la diferenciacion terminal (Knoblich, 2008); y la divisidon asimétrica,

que produce una sola célula troncal y una célula progenitora con potencial
proliferativo y de auto-renovacion limitados (Potten and Loeffler, 1990; Knoblich,
2001; Potten, 1997.). Subsecuentemente, las células progenitoras pueden

atravesar varios ciclos celulares antes de expresar la diferenciacion terminal.

Por otra parte las células troncales pueden ser inducidas a proliferar por
estimulos especificos o por la pérdida de tejido. Por lo tanto, son las responsables
de la renovacion y la regeneracion. Las células troncales no sélo son importantes
para mantener la homeostasis y regeneracion del tejido, sino también parecen
tener un papel central en el proceso de carcinogénesis, ya que sus poblaciones
son las unicas que permanecen tiempos prolongados en el organismo, suficientes
para que mutaciones en genes criticos se acumulen (Alison & Islam, 2009). Del
mismo modo, estas poblaciones son clave para ingenieria de tejidos y terapia
génica ya que su manipulacidn puede resultar en cambios funcionales
permanentes que pueden aprovecharse una vez que las células modificadas son
trasplantadas o empleadas para algun otro tipo de terapia (Greenhalgh et al.,

1994)

Las células troncales se han estudiado utilizando diversos sistemas
experimentales, por ejemplo: las células embrionarias (Martin et al., 1981; Evans
Et al., 1981; Thompson et al., 1998), los teratocarcinomas (Miller et al., 1993), o
bien tejidos de mamifero adulto que in vivo sufren renovacion continua como el

sistema hematopoyético y los diferentes tipos de epitelio. Para entender las



propiedades biologicas de las células troncales uno de los epitelios mas
frecuentemente utilizados como modelo es la epidermis. En este tejido, algunas
subpoblaciones de queratinocitos localizadas en el estrato basal reunen las
caracteristicas para considerarlas como células troncales presuntivas, ya que
poseen un alto potencial proliferativo, transitan con baja frecuencia a través del
ciclo celular, y no muestran una especializacion citoldgica ni bioquimica (Lavker y

Sun, 1982).

Las evidencias acumuladas sugieren que estas células, al dividirse, dan
origen al resto de las células basales de la epidermis, que a su vez constituyen la
poblacién en amplificacion transitoria. Finalmente, la progenie de las células en
amplificacion transitoria expresa la diferenciacion terminal y pasa hacia las capas
mas superficiales de la epidermis para posteriormente desprenderse durante la
descamaciéon (Fuchs, 1998). Durante este movimiento hacia la superficie, los
queratinocitos sintetizan moléculas especializadas como las queratinas (Sun y
Green, 1978; Coulombe et al., 1989), la involucrina (Watt,1983) o Ila

transglutaminasa (Kubilus y Baden, 1982).

El epitelio corneal como modelo para el estudio de la diferenciacion

celular .

La cérnea es la estructura hemisférica transparente localizada al frente del
organo ocular, y que permite el paso de luz hacia las porciones interiores, ademas

de que protege al iris y al cristalino. Se trata de la estructura dioptrica mas


http://es.wikipedia.org/wiki/Luz
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Figura 1 | Capas de la cornea.

importante del ojo, ya que representa cerca de 2/3 de la capacidad de enfoque del
ojo. Es un o6rgano convexo-concavo con una capacidad de refraccion de
aproximadamente 48 dioptrias en la cara anterior y 4 a 5 dioptrias en la posterior;
esto hace que in toto, la cdérnea tenga un potencial de refraccion de

aproximadamente 44 dioptrias.

Desde el punto de vista histolégico, la cérnea esta formada por cinco capas
que desde el exterior hacia el interior son: i) el epitelio corneal; ii) la membrana de
Bowman, constituida por matriz extracelular y observada solo en algunas especies
de mamifero, como el humano; iii) el estroma, iv) la capa de Descemet y v) el
endotelio de Descemet (Fig. 1). EIl epitelio corneal es un epitelio escamoso
estratificado no queratinizado que se renueva aproximadamente cada siete dias
(Hanna et al., 1961); ocupa el 10% del grosor total de la cérnea y esta compuesto
por 5 0 6 capas de células superpuestas, que de acuerdo con su estado de
diferenciacion, se clasifican en tres grupos: (1) Una capa de células basales. (2)

La capa celular poligonal o alar, que es una zona intermedia de 2-3 células de
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grosor. Y finalmente (3) dos capas de células superficiales alargadas y aplanadas

(Hanna et al., 1961).

La poblaciéon celular que participa en la renovacion del epitelio corneal, no esta
distribuida uniformemente a lo largo del estrato basal del epitelio; por el contrario,
las evidencias sugieren que las células troncales del epitelio corneal se localizan
en la transicién anatémica entre la conjuntiva y la cérnea, conocida como limbo

(Lavker et al., 1991; Schermer et al., 1986).

Estas células al igual que otras poblaciones de células troncales, poseen las
siguientes caracteristicas: (1) Son células que transitan con muy baja frecuencia a
través del ciclo celular, atributo critico de las células troncales, y que
metodologicamente puede detectarse a través de la retencion de marca (Label
Retaining Cells) (Cotsarelis et al., 1989). (2) Son células relativamente “no
diferenciadas”. En este caso, las células localizadas en el limbo corneal no
expresan la queratina K3, (el producto mayor de diferenciacion del epitelio corneal)
(Schemer et al., 1986). (3) Las células del limbo poseen una alta capacidad
proliferativa, 1o que se refleja en el enorme numero de generaciones que se
obtienen en experimentos de transferencia serial, en contraste con los

queratinocitos provenientes de la cdrnea central (Schemer et al., 1986).

Una observacion que apoya fuertemente la localizacidon limbal de las células

troncales consiste en el hecho de que la destruccion de las células del limbo tiene



resultados catastréficos en la integridad y capacidad de cicatrizacion del epitelio
corneal (Chen y Tseng, 1990). De manera adicional, el trasplante del limbo puede
remplazar con efectividad al epitelio corneal, restaurando en algunos casos la

transparencia de la cornea (Tsai et al., 1990).

El analisis del crecimiento y la diferenciacion de las células epiteliales a
menudo ha sido obstaculizado por la vida limitada de los cultivos primarios, y por
requerir del aislamiento repetido de los tejidos utilizados como fuente de células
para el trabajo experimental. Estas dificultades pueden ser eludidas por la
creacion de lineas celulares que con capacidad de diferenciarse en condiciones de

cultivo particulares. (Castro-Muinozledo, 2008)

Existen dos estrategias principales para desarrollar lineas celulares. En
primer lugar, las células pueden inmortalizarse con oncogenes introducidos por
transfeccion (Howeling et al., 1980), infeccion viral (Reddel et al., 1988, Scholte et
al., 1989), o mediante el uso de vectores retrovirales (Emami et al., 1989; Agarwal
y Eckert, 1990). Sin embargo, los resultados pueden ser variables y dependen del
tipo celular que se desea inmortalizar (Kuppuswamy y Chinnadurai, 1988), pero en
la mayoria de los casos la expresion del fenotipo terminal esta alterada o ausente
(Hronis et al., 1984; Rosen et al., 1988; Scholte et al., 1989; Agarwal et al., 1991).
Alternativamente, se puede generar lineas celulares a través de experimentos de
transferencia serial como es el caso para las obtenidas a partir de intestino
delgado de ratas (Quaroni et al. 1979; Negrel et al.,, 1983) o fibroblastos 3T3

(Todaro y Green, 1963). En general, las lineas celulares obtenidas por cultivo



celular extendido, tienden a mostrar mayor similitud con poblaciones celulares de
cultivos primarios. (Quaroni et al., 1979; Neégrel et al., 1983). Por lo tanto, una
linea celular espontanea tiene ventajas en comparacion con las lineas celulares
inmortales obtenidas por la manipulacion con un oncogén (Castro-Mufiozledo,

1994)

En el caso de las células epiteliales de coérnea humana y de conejo, el
cultivo ha sido exitoso (Sun y Green 1977; Doran et al., 1980; Jumblatt y Neufeld,
1983), por lo cual existe disponibilidad de lineas inmortales de epitelio corneal
para la investigacion y prueba de farmacos. La linea celular RCE1 (5T5) se
obtuvo a partir de células epiteliales de cérnea de conejo. Esta linea celular
establecida mantiene propiedades del epitelio corneal como son la estratificacion y
la diferenciacion. Por lo tanto, proporciona una herramienta importante para
estudiar la regulacion del crecimiento y la diferenciaciéon del epitelio corneal

(Castro-Mufiozledo, 1994; 1997; 2008).

Division Celular Asimétrica.

Los animales se desarrollan a partir de un 6vulo fertilizado que se
transforma en embridon. Este contiene, en su forma madura, todas las estructuras
que se observan en el organismo adulto. El desarrollo embrionario puede
entenderse como la composicion de tres procesos; Morfogénesis, Diferenciacion

celular y Crecimiento. La primera comprende a los cambios ordenados



relacionados con la adquisicion de la forma y construccion de tejidos y érganos; La
diferenciacion celular se considera como una serie de fendmenos, los cuales
determinan qué células con el mismo genotipo originen poblaciones celulares con
expresion diferencial en el fenotipo (diversidad celular). Por ultimo, el crecimiento
es el incremento en masa y/o volumen del organismo en desarrollo. (Ham y

Veomett, 1980; Watt, 1991).

La forma en la que la diversidad celular se genera, es pobremente conocida. Uno
de los mecanismos, por el que las células alcanzan la expresién de diferentes
programas celulares, es un tipo de mitosis diferencial conocido como Division
Celular Asimétrica (DCA), que da lugar a dos células hijas diferentes a partir de
una unica célula progenitora. (Horvitz y Herskowitz, 1992; Betschinger & Knoblich,

2004). La divisién celular asimétrica depende de dos tipos de mecanismos:

1. Mecanismos intrinsecos: Implican la segregacion diferencial de factores y
moléculas como RNAs o proteinas. Estas moléculas participan en la generacion
de la asimetria (determinantes) al ayudar en el establecimiento de los programas
de expresion genética en una de las células hijas formada a partir de la mitosis

asimétrica. (Hawkins & Garriga, 1998)

2. Mecanismos Extrinsecos: Estos implican la comunicacién célula-célula, célula-
ambiente. En metazoarios, el contexto social de una célula que se divide provee
informacion sobre la posicion de la célula y por tanto determina el establecimiento

de interacciones celulares. Estas pueden ser: i) Interacciones entre una célula hija



con otras células cercanas. Este tipo de interaccién puede determinar el programa
celular de dicha célula hija. ii) Interaccion entre células progenitoras y su entorno.
Este influye en el establecimiento de la polaridad celular al modular o determinar el
posicionamiento del huso y la distribucion asimétrica del potencial de desarrollo en

las células hijas (Kemphues & Strome 1997; Bowerman 1998).

La combinacién de mecanismos intrinsecos y extrinsecos genera asimetria
molecular y estructural a lo largo del cortex celular, especificando asi, diferentes
rutas de diferenciacion a partir de la DCA. (Kemphues & Strome 1997; Bowerman

1998).

La interpretacion de las sefiales de polaridad conduce a una reorganizacion
de la célula, incluyendo a la localizacion asimétrica de componentes celulares
como organelos y proteinas, la generacion de dominios de membrana definidos, la
polarizacion del citoesqueleto y el ensamble de proteinas transmembranales y
citoplasmicas en andamios proteicos en la corteza celular, conllevando a eventos

de senfalizacion (Schaefer & Knoblich, 2001).

Tras la citocinesis, los determinantes segregados en una de las células hijas
contribuyen al establecimiento de los diferentes programas de diferenciacién

celular.
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Figura 2 | Mecanismo general para la divisién celular
asimétrica en una célula epitelial. a | Durante la DCA,
la orientacion del huso y la localizacion de los
determinantes estan coordinados, dando una célula
diferenciada y una célula madre. b |Durante la division
simétrica, la orientacién del huso y la localizacién de los
determinantes no estd coordinada. Los determinantes
entonces se segregan igualmente, dando dos células
hijas iguales (diferenciadas).

(Modificada de Knoblich, 2001)

Para asegurar la segregacion diferencial, la
formacion del huso mit6tico esta coordinada
con la distribucion polar de los determinantes
(Fig. 2). Para ello, el eje de polaridad se
establece durante la interfase, guiando y
coordinando tanto la orientacion como la
localizacion asimétrica de los determinantes
durante la mitosis (Schaefer & Knoblich,

2001).



ANTECEDENTES

Para que ocurra un evento de division asimétrica, primeramente debe
establecerse un eje de polaridad dentro de la célula troncal. Este eje de polaridad
se coordina con el plano apical-basal de la célula. Posteriormente, los
determinantes del programa celular se distribuyen asimétricamente a lo largo del
eje apico-basal y durante la mitosis, el huso mitético se orienta a lo largo de este
eje, de tal manera que cuando la célula se divide, se forman dos células hijas que
contienen diferentes concentraciones de estos determinantes (Fig. 2a) (Knoblich,

2001).

Gran parte del conocimiento sobre la DCA se deriva de experimentos
hechos en dos modelos, la mosca de la fruta Drosophila melanogaster y el
nematodo Ceanorhabditis elegans. En ambos sistemas se ha identificado un
conjunto de proteinas que sirve para establecer la asimetria celular durante la
mitosis. Paralelismos interesantes han aparecido entre la maquinaria celular para
la DCA en moscas, en gusanos y en el establecimiento de la polaridad en células

epiteliales. (Schaefer & Knoblich, 2001).

La mejor comprension de la DCA se logrado en parte a través del estudio
del desarrollo del sistema nervioso central (SNC) de Drosophila, ya que muchos
genes involucrados son conocidos; ademas se conoce la localizacion y las
funciones de las proteinas codificadas por éstos (Matsuzaki, 2000). En este

modelo las células precursoras neuronales llamadas neuroblastos, se encuentran



en un epitelio polarizado, sufren una transicién para salir de la capa epitelial en un
proceso llamado delaminacion (Knoblich, 2001). Posteriormente los neuroblastos,
se comportan como células troncales y atraviesan un numero de divisiones
asimétricas a lo largo del eje apical- basal, para producir un neuroblasto, y una
célula mas pequefia, llamada célula madre ganglionar (CMG). La CMG se divide
una vez mas para originar neuronas diferenciadas o células de la glia (Knoblich,

1997).

Inscuteable y Pins

Durante la DCA de los neuroblastos, proteinas como Inscuteable (Insc) y
Pins (Partner of Inscuteable) co-localizan en la parte apical de la corteza para
determinar la ruta de diferenciacién del neuroblasto, (Kraut et al., 1996; Yu et al.,
2000) anclando el polo del huso a la corteza apical y alineando el huso con el gje
apical-basal (Knoblich, 2001). EI componente central de la maquinaria proteica
que estabiliza esta sefal es Insc; esta proteina interviene en varios eventos
independientes durante la DCA del neuroblasto. Durante la delaminacién del
neuroblasto, Insc se acumula en un tallo que se extiende en la capa de células
epiteliales. (Knoblich, 2001). Este tallo luego se retrae y en los neuroblastos
totalmente delaminados, Insc forma una creciente en la parte apical de la corteza
celular. Esta se mantiene durante la mayor parte de la primera mitosis hasta que

desaparece durante la telofase (Knoblich, 1997).

Pins al igual que Insc se localiza asimétricamente en la corteza apical

durante la mitosis de los neuroblastos y juega un papel importante en la



localizacion de los determinantes basales de la célula. Ademas es mediador de la
orientacién correcta del huso durante la divisién (Kraut et al., 1996; Schaefer et al.,
2000; Yu et al., 2000). Pins contiene siete motivos de tetratricopeptido repetidos
(TPR) en la region amino-terminal y tres motivos Gai/o-Loco (GolLoco) cerca del
extremo Carboxilo-terminal. Los TPR estan relacionados con las interacciones
proteina-proteina; en esta regidn se establece la interaccidon con Insc. Los motivos
GolLoco son inhibidores de la disociacién del GDP unido a las proteinas-G
heterotrimericas. (Du et al., 2001). Sin embargo, cuando las células epiteliales
carecen de la expresion de Insc, Pins se asocia con la corteza lateral (Schaefer et
al., 2000; Yu et al., 2000). Hasta ahora, se han identificado homologos de Pins en
mamifero, uno de ellos es LGN (GPSM2) (677 residuos de aminoacidos), y que

tiene un 46% de identidad con Pins de Drosophila (Mochizuki et al 1996).

NuMA

Durante la DCA el huso mitético tiene que rotar y colocarse en posicion
perpendicular al plano de divisidon de la célula. EI posicionamiento del huso
respecto al eje apical-basal depende de un mecanismo de rotacién poco conocido,
en el que el centrosoma sufre un cambio de posicion dirigido por interacciones
entre los microtubulos y el cértex celular (Du et al 2001). Durante este proceso,
los microtubulos son ordenados de tal manera que sus extremos (-) se orientan
hacia los centrosomas; en células de mamifero esta organizacion requiere de una
proteina conocida como Aparato Mitético Nuclear (NuMA) (Gordon, 2001). Se ha
sugerido que NuMA forma multimeros que pueden enlazarse con los haces de

microtubulos, y que el motor de dineina impulsa el movimiento de NuMA hacia el



extremo (-) de los microtubulos, juntandolos hasta formar el polo del huso (Merdes
et al 2000). Entonces, NuMA co-localiza con la proteina LGN (GPSM2) que
parece ligar los husos a los ejes de polaridad, dando como resultado el armado y

organizacion del huso mitético (Du et al 2001).

Par3

Una pregunta aun sin responder es el como se establece la polaridad de los
neuroblastos en concordancia con el eje apical-basal del epitelio neuronal, ya que
la polaridad juega un papel crucial en varias funciones celulares, incluyendo la

DCA, la migracion y el transporte vectorial de moléculas.

Una de las proteinas esenciales para el establecimiento de la polaridad
celular se identific6 en Drosophila y se le denominé Bazooka. Esta contiene tres
regiones conocidas como dominios PDZ, que estan implicados en interacciones
proteina-proteina y uniones celulares. Bazooka se localiza en la corteza apical de
las células epiteliales y de los neuroblastos mitéticos. (Kuchinke, 1998; Knoblich
2001). El gen homoélogo de Bazooka se encontré en vertebrados y se llamé Par3
(Partioning defective 3). Esta proteina se localiza en las uniones estrechas de
células epiteliales, y como sus contrapartes en invertebrados, también esta

involucrada en el establecimiento de la polaridad epitelial.

Par3 forma un complejo macromolecular con una proteina denominada
Par6 y con la proteina cinasa atipica-¢ (aPKC(). La formacion de este complejo

proteico Par3/Par6/aPKC( (complejo PAR) que también se encuentra en las



uniones estrechas de las células epiteliales de mamifero (Joberty et al 2000; Brazil
y Hemmings 2000), es esencial para la polarizacién de la célula (Ohno, 2001).
Para que ello ocurra, se requiere que el complejo Par3/Par6/aPKC( se mantenga
en la parte apical del neuroblasto (Schaefer & Knoblich 2001). Este proceso
necesita que el complejo PAR se acople a la regidon central de la proteina Insc a
través de la union directa con Par-3 (Motoyuki et al 2002). Finalmente, una vez
que el complejo PAR se ha unido a Insc, se establecen las condiciones para que
ocurra la relocalizacion del huso mitético, proceso en el que Insc tiene una funcion

primordial (Kohjima et al 2002).

En general, las proteinas PAR dirigen la polaridad celular y la DCA; durante
ésta ultima, las proteinas PAR interactian con la maquinaria de orientacién del
huso mitético y con los determinantes del programa de diferenciacién celular. La
naturaleza molecular de estas interacciones aun no es clara, sin embargo muchos
componentes funcionales del complejo proteico PAR podrian funcionar

potencialmente como moléculas de sefalizacién (Schaefer & Knoblich, 2001).



HIPOTESIS

La evidencia acumulada sugiere que la division celular asimétrica es
practicamente ubicua para todos los tejidos con capacidad de autorenovacion y/o
reparacion. Sin embargo, existen pocos modelos experimentales en los que
puedan analizarse los factores que regulan y determinan la polarizacion ademas
de la divisidbn asimétrica; siendo este tipo de divisidbn, uno de los mecanismos
propuestos para generar la diversidad celular. En este trabajo examinamos la
posibilidad de utilizar al epitelio corneal de mamifero como un modelo que facilite
este tipo de andlisis, planteando como hipétesis general la posibilidad de que el
proceso de division celular asimétrica se presente con alta frecuencia durante la
etapa de diferenciacion del epitelio corneal en cultivo. Bajo estas condiciones, se
supuso poco factible observar la division celular asimétrica en la etapas iniciales
del cultivo, cuando las células se encuentran en la fase de crecimiento

exponencial.

OBJETIVOS

e Objetivo General.
Evaluar la expresion y distribucion de proteinas que participan en la division

celular asimétrica.

e Objetivos particulares.

1. Establecer por técnicas de PCR la expresién de los genes gque
codifican para las proteinas Insc, LGN y NuMA, en células RCE1
durante la proliferacion y la diferenciacion.

2. Clonar y secuenciar los productos de PCR obtenidos para confirmar

la identidad de las secuencias.



3. Determinar la distribucion de las proteinas de DAC en cultivo de
células RCE1 mediante inmunotinciones.

4. Realizar un analisis de microscopia confocal.



MATERIALES Y METODOS
Materiales

La Agarosa, el X-GAL(5-bromo-4-cloro-3-indolyl-B-D-galactoside), la
ampicilina, el agua destilada ultra pura libre de DNAsas y RNAsas se obtuvieron
de Invitrogen Life Technologies Inc., (Gaithersburg, MD). El suero fetal de bovino
se adquirio a HyClone Laboratories (Thermo Fisher Scientific, Logan, UT). EI SDS
(Dodecil sulfato de sodio), Tris (hidroxymetil aminometano) se obtuvieron de Bio-
Rad Laboratories (Hercules, CA). El Extracto de levadura, el agar-agar y la
Bactotriptona, se obtuvieron de DIFCO Laboratories (Lawrence, KS). El Tween®
20, Triton X-100, la albumina de suero bovino (BSA) se compraron a Sigma-
Aldrich. Inc (St Louis Mo.). EI medio de montaje para fluorescencia con yoduro de
propidio se adquirieron de Vector Laboratories Inc., (Burlingame CA). Y el medio
de montaje para fluorescencia Dako cytomation se obtuvo de Dako Denmark

(Carpinteria CA). El resto de los reactivos fue grado analitico.

Métodos

Cultivo Celular

Las células RCE1 (5T5) (Castro-Mufiozledo, 1994) se inocularon a una
densidad de 1.98 x 103 células/cm?; en presencia de 1.6 x 10%/cm?fibroblastos 3T3
(Todaro and Green, 1963) previamente tratados con mitomicina C (Rheinwald,
1980). Las células RCE1 (5T5) se mantuvieron en una mezcla de DMEM y medio
de Ham F-12 (3:1), suplementada con 5% (v/v) de suero fetal bovino, 0.4ug/ml de

hidrocortisona, 1 x 10° M de triiodotironina, 5ug/ml de transferrina, Sug/ml de



insulina, 10 ng/ml EGF (epidermal growth factor) y 1 x 107° M de toxina de célera.
En todos los experimentos, el medio se cambio cada tercer dia; los cultivos se

mantuvieron en una atmosfera con 90% de humedad y 10% de CO, .

Extraccion de RNA Total

Las células RCE1 (5T5) se cultivaron como se indica y se obtuvieron
extractos de RNA total a diferentes tiempos de cultivo. Se retir6 el medio y las
células se lavaron con PBS. Posteriormente se extrajeron con TRIZOL (Invitrogen
Carlsbad, Calif., USA). Al lisado se le anadié cloroformo; posteriormente, se
centrifugé a 12,000 rpm por 15 min a 4°C. Se colecto el sobrenadante y el RNA se
precipitd por 10 min por adicidon de isopropanol a temperatura ambiente. Se volvio
a centrifugar, se resuspendié en etanol al 75%; la muestra se centrifugo una vez
mas, y se resuspendio en agua para ser cuantificada y corroborar la integridad del
RNA (Fig. 3). La concentracién de RNA se determind espectrofotométricamente

registrando la absorbancia a 260nm y a 280 nm. EI RNA se guardd en alicuotas a
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-72°C hasta su uso.

Figura 3| RNA total extraido de cultivos de células RCE1 de
diferentes dias de cultivo. Analisis de la integridad del RNA por

electroforesis en gel de agarosa al 1%




Andlisis por RT-PCR
El RNA total se aisl6 de cultivos de células RCE1 (5T5), de fibroblastos 3T3,

de cristalino de conejo y de rifidn de ratéon usando Trizol™ (Invitrogen, Carlsbad,
Calif., USA). Una alicuota del extracto de RNA total, conteniendo 4ug de RNA, se
sometid a reverso transcripcidon (SuperScript™ Il Reverse Transcriptase,
Invitrogen, Carlsbad, CA., USA ) para obtener cDNA total siguiendo las

instrucciones del fabricante.

Para la reaccion de PCR, se disefiaron oligonucledtidos, utilizando como
base las secuencias reportadas para los genes seleccionados en el GenBank
(NCBI). Las secuencias de los oligonucledtidos, niumeros de acceso, temperaturas
de alineamiento, tamafios esperados de los productos de PCR y numero de ciclos
se detallan en la Tabla 1. EI cDNA se amplifico utilizando Tag PCR Core Kit
(Quiagen, Valencia, CA). Cada ciclo consisti6 en 1min de desnaturalizacion a
94°C, 1 min de alineamiento a la temperatura definida (Tabla 1), 1 min de
extension a 72°C y una extension final a 72°C por 10 min. Como control interno se
utilizaron oligos para amplificar la proteina ribosomal acidica PO (Garcia-Villegas et
al., 2007). Los productos de PCR se analizaron por electroforesis en un gel de
agarosa al 1.5% (p/v) conteniendo 0.5mg/ml bromuro de etidio y se observaron en
un transiluminador a una longitud de onda de 280-200nm. Los experimentos se

repitieron por lo menos tres veces.



Tabla 1 Secuencias de Oligospara RT-PCR

GenBank Secuencia Temperaturade Producto NuUmero de
Gen No. Acc. del Oligo alineamiento Amplificado ciclos
(°C) (pb)

NuMA BC049791 F:5-GCGGCTGCATGAGACTTTGA-3 55 435 27
R:5-CGGGTTTGGAGCTGGGTGTTGT-3’

LGN AF035152 F:5-AGGCAGCCGTGGATTTTTATGA-3 55 546 27
R:5-CACCACTTTTATCCCCAACCTCTC-3’

Ins cuteable AB236158 F:5-AGTTTCCGGTGCTTGTACCC-3’ 55 357 36
R:5-GCAGGCCATTGTGTCAAAGA-3’

K16 $79867  F:5-CTGGCTTTGGTGGTGGTTT-3" 55 1200 40
R:5-AGGCAGCTCAGTTCTAGGAGC-3’

LDH AF174288 F:5-CATTATTCCCCAGATTGTCAAGT-3’ 55 758 35
R: 5-CACCTAGTAAGGAGGAGGAAAAG-3’

PR-PO XM_535894 F:5-GCAGGTGTTTGACAATGGCAGC-3’ 60 231 23
R:5-GCCTTGACCTTTTCAGCAAGTGG-3’

*F, foward; R, reverso; pb, pares de bases.

RT-PCR semicuantitativo.

El RNA total se aislé a partir de cultivos celulares a los tiempos que se
indica, y los niveles relativos de expresiéon de los mRNAs que codifican para
NuMA, LGN e Insc se determinaron por RT-PCR semicuantitativo (Kaashoek et
al., 1991), utilizando los oligonucleétidos cebadores y las condiciones de
amplificacion descritas en la Tabla 1. La queratina K16 fue utilizada como
referencia de la fase de crecimiento exponencial de los cultivos, ya que es un
marcador de células suprabasales durante esta etapa (Schermer et al, 1989), y fue
amplificado con cebadores especificos cuya secuencia fue previamente descrita
(Porter et al., 1998) (ver Tabla 1). Por otra parte, como referencia del proceso de

diferenciacién terminal se utilizd la expresién del mRNA que codifica para la



enzima LDH-H, y también fue cuantificado mediante el empleo de cebadores
especificos previamente descritos (Hernandez-Quintero, et al 2002) (véase Tabla
1). Por otra parte, como control interno para la amplificacién se seleccioné al
mensajero que codifica para la fosfoproteina ribosomal acidica PO (PR-P0), y para
ello se utilizaron cebadores especificos (Garcia-Villegas et al. 2007) (véase Tabla
1.) Este control interno se escogié debido a que los niveles del mensajero de PR-
PO no cambian durante el crecimiento y la diferenciaciéon de las células del epitelio

corneal (Garcia-Villegas et al., 2009).

Para la cuantificacion de los resultados, los amplicones se analizaron por
electroforesis en geles de agarosa al 1% (p/v) con bromuro de etidio (ver parrafos
anteriores) y se observaron en un transiluminador Hoefer MacroVue UVis 20
(Amersham Biosciences, ). Las imagenes se digitalizaron y las bandas
correspondientes a los amplicones se cuantificaron y analizaron por densitometria
utilizando el programa Quantity One, v.4.5.0, (Bio-Rad, Hercules, CA). Se
utilizaron los valores de cantidad relativa para normalizarlos con respecto a la
expresion de la proteina PR PO, para las mismas muestras bajo las mismas
condiciones. Los resultados se trazaron como curvas de expresion
semicuantitativa de los mRNA. Los experimentos se realizaron por lo menos tres

veces.



Clonacién de los Productos de PCR.

La identidad de los amplicones fue establecida por secuenciacion. Para
ello, los amplicones se clonaron en el vector de clonacion pCR2.1 TOPO®,
utilizando el kit de clonacién TA (Invitrogen, Gaithersburg, MD). En forma breve,
los amplicones para LGN y NuMA, recién generados por PCR en las condiciones y
con los cebadores descritos anteriormente (Tabla 1), se utilizaron para preparar la
mezcla para la reaccion de clonacion. Esta contenia 0.5 a 4 ul del producto de
PCR correspondiente, 1 ul del vector pCR2.1TOPO®, 1 ul de solucién, vy
ajustandose a un volumen final de 6 ul con agua de alta pureza. Esta mezcla se
incubd por 5 minutos y se procedié a transformar bacterias competentes E. coli
cepa Mach1™-T1. Las bacterias ya transformadas se sembraron en cajas con
medio LB que contenia 50 ug/ml ampicilina y 40 mg/ml X-Gal; las cajas se
incubaron a 37°C por 12 h. Al finalizar ésta, se seleccionaron de 2 a 6 colonias
cuya coloracién fue blanca debido a que incorporaron el fragmento amplificado
(ensayo de seleccion blanco/azul). Las colonias seleccionadas se utilizaron para
inocular matraces con medio liquido LB-ampicilina, y se incubd por una noche
para expandir el plasmido. Posteriormente, las células crecidas en mini-preps, se
colectaron vy lisaron para purificar los plasmidos correspondientes utilizando el kit
de purificacion Flexi Prep Kit (Pharmacia Biotech Inc. Piscataway, NJ, USA). El
DNA plasmidico purificado se cuantificd espectrofotométricamente y se verificd por

electroforesis en geles de agarosa al 0.7% (p/v).



Para confirmar la presencia del amplicén, los plasmidos recombinantes
fueron sometidos a PCR en presencia de los cebadores para LGN o NuMA, o de
los cebadores para los sitios de insercion, verificando que el producto de PCR
fuera del tamafo adecuado. Posteriormente se realizo la reaccion de
secuenciacion de los insertos con los oligonucleétidos cebadores para los sitios
secuenciacion T7 y SP6 (Invitrogen, Gaithersburg, MD). La secuenciacion se llevo
a cabo usando el secuenciador ABI PRISMTM 310 DNA Sequencer (Perkin-Elmer)

and the Big Dye Terminator kit v3.1 (Perkin-Elmer).

Blsqueda de Secuencias Homoélogas a Nuclear Mitotic Aparatus Protein (NuMA1)
y G- protein Signaling Modulator 2 (GPMS?2).

Las secuencias homélogas a NUMA1 y a LGN se buscaron en el GenBank
(National Center for Biotechnology Information, NCBI), utilizando la secuencia
parcial obtenida de Oryctolagus cuniculus, mediante los programas BLASTN y
BASTP (Altschul, et al. 1997). Entre las secuencias reportadas por el programa,
se eligieron como homodlogas aquéllas que presentaron un valor de expectancia

(E) menor, y que en ningun caso rebasé 0.01.

Elaboracion, Edicion y Evaluacion de Alineamientos Multiples.

Esas secuencias fueron recuperadas en formato FASTA y alineadas
mediante el programa CLUSTALX (Thompson, et al., 1997) con los parametros de

penalizacion preestablecidos para el niumero y apertura de indel.



Analisis Filogenético.

Finalmente el alineamiento éptimo fue sometido a analisis filogenético
mediante el programa PAUP 4.0b10 para Microsoft Windows de 32 bit (D.L.S.
Swofford, Sinauer Associates, Inc., Sunderland, MA), utilizando el modelo de
maxima parsimonia. Para esto, se realizé una busqueda heuristica de los 100
mejores arboles con base en el indice de consistencia. Los arboles resultantes se
sometieron a un analisis de 1000 bootstrap, obteniéndose un arbol consenso en el
que las ramas con un apoyo menor del 50 % fueron colapsadas. El arbol consenso
se editdo con el programa Tree View version Win32 v1.6.1 a fin de mejorar la

presentacion y favorecer el analisis.

Inmunotincion de Queratinocitos de Epitelio Corneal

Las células RCE1 (5T5) se crecieron sobre cubreobjetos de vidrio de 18.0
mm x 18.0 mm, se fijaron y permeabilizaron con metanol a -20°C, se secaron y se
almacenaron a -20°C hasta su uso. Para iniciar la tincidn, las células se hidrataron
en PBS por 10 min. Después se bloquearon con albumina bovina (BSA) al 5%(p/v)
de en PBS. Los cubreobjetos fueron incubados con el anticuerpo primario
correspondiente por 1h (ver Tabla 2). Posteriormente, se lavaron con 0.05%(v/v)
Tween 20 en PBS, para ser incubados con el anticuerpo secundario
correspondiente, marcado con fluoresceina (ver Tabla 2). Las preparaciones
fueron lavadas con 0.05%(v/v) Tween 20 en PBS y se montaron con Dako

Fluorescent mounting medium o con medio de montaje para fluorescencia



Vectashield con yoduro de propidio. Para los testigos negativos, los cultivos se
sometieron al protocolo de tincion descrito, eliminando el paso de inmunotincién
con el anticuerpo primario. El analisis confocal se realizé en el sistema Leica high-
speed confocal/multiphoton (Modelo TCS SP2; Leica Microsystems, Wetzlar,
Alemania). Se realizaron secciones Opticas seriales XYZ y XZY de 0.2 a 0.4pum.
Para impedir interferencia de las sondas fluorescentes, se tomaron imagenes de la
misma seccién optica como canales independientes, y se analizaron con el
programa LCS Leica Confocal Software TM v2.0 (Leica Microsystems). Los

experimentos se realizaron por triplicado



Tabla 2. Anticuerpos y reactivos utilizados para las inmunotinciones

Especificidad del Anticuerpo Dilucion Proveedor
Policlonal de conejo contra el extremo C-terminal de 1:50 Santa Cruz Biotechnology
NuMA humana (Santa Cruz,CA.)
Policlonal de conejo contra Par3 de humano 1:50 Abcam Inc. (Cambridge, MA)
Policlonal de conejo contra a-Catenina de humano 1:20 Abcam Inc. (Cambridge, MA)
Monoclonal AE5 preparado contra K3 de conejo 1:50 Chemicon (Temecula CA,

USA)
IgG chivo anti-igG de conejo marcado con Alexa 1:200 Molecular Probes (Eugene,
Fluor 488 OR)
IgG chivo anti-igG de conejo marcado con Alexa 1:200 Molecular Probes (Eugene,
Fluor 594 OR)
IgG chivo anti IgG ratén marcado con Alexa Fluor 1:200 Molecular Probes (Eugene,
488 OR)
IgG chivo anti IgG raton marcado con Alexa Fluor 1:200 Molecular Probes (Eugene,
594 OR)
IgG chivo anti IgG ratén marcado con Cy5 1:100 Molecular Probes (Eugene,
OR)
Rhodamina-faloidina 1:20 Molecular Probes (Eugene,

OR)




RESULTADOS

Deteccién por PCR de la expresion de mensajeros relacionados con

division celular asimétrica.

La linea celular RCE1 (5T5) es un modelo experimental que in vitro sufre de
manera secuencial las etapas del proceso de diferenciacion de los queratinocitos
cornéales de mamifero (Castro-Mufiozledo, 1994). Puesto que la division celular
asimétrica es una estrategia comunmente utilizada para la renovacién de las
células troncales, y considerando que las células de esta linea inmortalizada
forman un epitelio estratificado con polarizacion evidente, nos propusimos estudiar
si los queratinocitos RCE1 (5T5) se dividen asimétricamente durante su
crecimiento y diferenciacion en cultivo. Para ello, analizamos la expresion de
genes que codifican para proteinas que forman parte de la maquinaria que
participa en la orientacion del huso mitético y en la ejecucidn correcta de esta
mitosis diferencial. De manera especifica estudiamos si las células RCE1 (5T5)

expresan a los mensajeros de LGN (GPSM2), NuMA e Insc.

Al no estar disponibles las secuencias de los mensajeros de LGN (GPSM2)
y NuMA del conejo, se disefiaron oligonucleétidos especificos para ser utilizados
en reacciones de PCR, con base en las secuencias publicadas en el GenBank.
Para disefarlos, se realizaron alineamientos de las secuencias disponibles para
diferentes mamiferos, ubicando especialmente las regiones altamente

conservadas de estas secuencias. Estas secuencias conservadas sirvieron para



disefiar juegos de oligonucledtidos para los distintos genes analizados (véase
Tabla 1). En el caso de Insc, se utilizaron oligonucle6tidos cebadores previamente

descritos (Izaki et al., 2006.).

Inicialmente, con el fin de establecer si los mMRNAs de LGN, NUMA e Insc se
expresaban en los queratinocitos RCE1 (5T5), se hicieron experimentos de RT-
PCR bajo condiciones estandar de ciclado (30 ciclos con desnaturalizacion a 94°C
por 1 min., alineamiento a 55°C por 1 min. y extension a 72°C por 1 min.).
Extrajimos RNA total de cultivos celulares estratificados de 10 dias en cultivo (3
dias después de alcanzar la confluencia). Como se observa en la Figura 4, los
resultados demostraron que las células RCE1 (5T5) expresan los mRNAs que
codifican para Insc (Fig. 4A), LGN (GPSM2) (Fig. 4B) y NuMA (Fig. 4C), de
manera similar a lo observado en el rifién de ratén (Fig. 4A-C). En contraste, en el
cristalino de conejo so6lo se observaron niveles bajos para el mMRNA de Insc (Fig.
4A-C); los fibroblastos 3T3 de raton suizo mostraron niveles bajos para el mMRNA
de NuMA vy al parecer no expresaron los mMRNAs de Insc ni de LGN (GPSM2) (Fig.
4A-C). Las resultados sugieren, que las células RCE1 (5T5) son capaces de sufrir
divisiones celulares asimétricas, ya que expresan a los genes de NuMA, LGN

(GPSM2) e Insc.
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Figura 4. Expresion de los mensajeros de Insc, LGN y NuMA. Tres
dias después de la confluencia, el RNA total se extrajo de cultivos de
células RCE1l (5T5). Se realizaron experimentos de RT-PCR bajo
condiciones estandar. Como controles se empled RNA total extraido
de fibroblastos de ratén 3T3, rifidn de ratdn o cristalino de conejo. (A)
Insc; (B) LGN y (C) NuMA. (D) La funcionalidad de los cDNA se
determind por amplificacion de la fosfoproteina ribosomal acidica PR-

PO. Los resultados son representativos de 6 experimentos duplicados.



Con vista en los resultados anteriores, se hizo necesario establecer el
patron de expresion de los mensajeros de NuUMA, LGN e Insc a lo largo del
proceso de proliferacion y diferenciacion de los queratinocitos RCE1 (5T5). Para
lograr este objetivo se establecieron las condiciones para realizar ensayos de PCR
semicuantitativo para cada uno de estos mensajeros, asi como para los
mensajeros que codifican para la queratina K16 que es un marcador de la fase de
crecimiento exponencial en los cultivos proliferativos de epitelio corneal (Schermer
et al., 1989), y para la isoenzima LDH-H, cuya expresion se encuentra asociada a
la expresion del fenotipo terminal en los queratinocitos cornéales (Hernandez-
Quintero et al.,, 2002). Para ello, se determind el ndmero de ciclos y la
temperatura Optimos para obtener la mejor amplificacion de cada uno de los
mensajeros a cuantificar. Para determinar el nimero 6ptimo de ciclos, se hicieron
reacciones de PCR en un gradiente de ciclos que comprendié desde 15 hasta 30
ciclos de reaccion, manteniendo constantes la temperatura y concentracion de
RNA por reaccion. La eficiencia de amplificacion se determin6 mediante el
andlisis densitométrico de los productos de amplificacibn separados por
electroforesis en geles de agarosa. Los resultados se refirieron como la cantidad
relativa del amplicon correspondiente respecto a la amplificacion de la
fosfoproteina ribosomal PO (PR-PO, control interno). La Figura 5 demuestra que el
namero oOptimo de ciclos para amplificar LGN (GPSM2) fue de 27 (Fig. 5). Un
resultado semejante se obtuvo cuando se evaluaron las condiciones de

amplificacion para NuMA (Fig. 5).
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Figura 5. PCR en gradiente de ciclos. (A) Producto de PCR de LGN (GPSM2), con un tamafio de
541bp. (B) Producto de PCR de NuMA, con un tamarfio de 435bp. (C) Andlisis densitométrico con

la cantidad relativa de Producto de PCR en funcién del nimero de ciclos.



Finalmente, se confirmd la identidad de los amplicones obtenidos por PCR,
utilizando los cebadores disefiados para LGN (GPSM2) y NuMA. Para ello, los
amplicones se clonaron en el plasmido pCR2.1TOPO®, y las construcciones se
emplearon para transformar bacterias competentes (ver métodos). Los plasmidos
se purificaron a partir de algunas colonias bacterianas transformadas, resistentes
a ampicilina, y se verificd la presencia de los insertos por electroforesis en geles
de agarosa al 0,7%. Como se esperaba (Figura 6A), los plasmidos recombinantes
aislados de colonias transformadas con las secuencias de LGN tuvieron un
tamafo de 4514 pares de bases, mientras que los plasmidos recombinantes para
NuMA tuvieron un tamafio de 4408 bp (Fig. 6A), hecho que contrasta con los 3900
pares de bases del vector sin insertos (no se muestra), lo que indico la presencia
de los amplicones de los tamafios esperados. Para verificar con mayor certeza la
identidad de los insertos, los plasmidos recombinantes fueron sometidos a
reacciones de PCR utilizando los cebadores especificos disefiados para amplificar
las secuencias de NUMA y LGN, o a reacciones de PCR con cebadores dirigidos
contra los sitios M13 que flanquean al sitio de insercion. Los resultados nos
indican que las secuencias clonadas efectivamente corresponden a parte de los
MRNA cuya expresién se deseaba examinar, ya que al utilizar los cebadores
especificos, se obtuvieron fragmentos con los tamafios esperados (Fig. 6B, C).
Debe sefialarse que al utilizarse los cebadores dirigidos contra los sitios M13, se
obtuvieron fragmentos 227bp mas grandes (Fig. 6B, C). Como un criterio
adicional, y como argumento definitivo, los insertos se secuenciaron, confirmado

su identidad (ver parrafos subsecuentes). La region amplificada del mRNA de LGN



tuvo un 98% de homologia con la region homadloga del mMRNA del humano y 97%
con el mMRNA de la misma proteina en el raton. Del mismo modo, NuMA tuvo una
homologia del 90% con el mRNA correspondiente en el humano, y de 80% con el

mensajero del ratén.

LGN NuMA
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Figura 6. Andlisis de los plasmidos recombinantes con secuencias de NUMA y LGN. (A) Plasmido
purificado con insertos de LGN (GPSM2) y NuMA. Las flechas indican el tamafio de los plasmidos
correspondientes. (B) Amplificacion de los insertos de LGN (GPSM2), utilizando los cebadores
especificos para esta secuencia (carriles 2, 3 y 4), o los cebadores para los sitios M13 que
flanquean a la zona de insercion, resultando en un producto 227bp més grande (carriles 5 y 6). (C)
Resultado de la amplificacion del inserto de NuMA en el plasmido recombinante. Los carriles 2 a 4
muestran los productos de PCR obtenidos por el uso de los cebadores especificos para NuMA.
Los carriles 5 y 6 muestran el producto de amplificacion 227bpp mas grande, generado con

cebadores para los sitios M13 que flanquean al inserto.



Cambios en la expresiéon de NuMA, LGN e Insc, durante la proliferacién y

diferenciacion de las células RCE1 (5T5).

Con base en los resultados anteriores, analizamos si la expresion de Insc,
NuMA y LGN cambia segun el estado de proliferaciéon o diferenciacion de los
queratinocitos cornéales RCE1 (5T5). Para ello, se obtuvo RNA total de cultivos a
los 3, 4, 5, 6, 7, 10 y 12 dias después de la siembra; y mediante RT-PCR
semicuantitativo, determinamos las cantidades relativas de los niveles de mRNA
de Insc, NUMA, LGN durante las diferentes etapas del cultivo. Para correlacionar
los cambios en los niveles de estos mensajeros con etapas especificas de la
proliferacion y diferenciacion, se determinaron los niveles de los mensajeros que
codifican para la LDH-H, como marcador de diferenciacion terminal del epitelio
corneal (Herndndez-Quintero et al., 2002), y para la citoqueratina K16, como
marcador de células suprabasales de cultivos proliferativos de queratinocitos
cornéales (Schermer et al., 1989). Los resultados se normalizaron respecto a los
niveles de mensajero detectados al tercer dia de cultivo.

Como se demuestra en la figura 7, los niveles del mensajero de Insc fueron
estables a lo largo de todo el experimento, observandose un incremento ligero
(20%) al sexto dia en cultivo, cuando las células alcanzaron la confluencia (Fig.
7C). En contraste, los niveles del mensajero de LGN aumentaron ligeramente a
partir del 3er dia de cultivo, y alcanzaron un maximo el sexto dia en cultivo;
posteriormente, disminuyeron para hacerse imperceptibles el dia 12 en cultivo
(Fig. 7D), tiempo en que los cultivos formaron un epitelio estratificado de 4 0 5
capas de celulas y expresaron los niveles mas altos del mensajero de LDH-H (Fig.

7A), indicando que las células suprabasales expresan el fenotipo terminal (Fig.



7A). Estas observaciones fueron similares para el mensajero que codifica a NUMA,
que fue practicamente imperceptible el tercer dia de cultivo, alcanzé un maximo
cuando los epitelios alcanzaron la confluencia (6 dia) y declind paulatinamente
para dejar de expresarse el dia 12 en cultivo (Fig. 7E).. Tanto el mensajero de
LGN como el de exhibieron un patron de expresion semejante al que se observa
para el mensajero de citoqueratina K16 que también alcanzd su maxima expresion
a los 5-6 dias (Fig. 2B) y después declinar hasta un minimo el dia 12 de cultivo).
En conjunto, estos resultados sugieren que el proceso de divisibn asimétrica es
activo durante casi todo el crecimiento y diferenciacion del epitelio corneal. La
mayor frecuencia de las divisiones celulares asimétricas parece estar ligada a la
etapa en que los queratinocitos alcanzan la confluencia e inicia su mayor actividad
en la formacibn de un epitelio estratificado, con células suprabasales

terminalmente diferenciadas.
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Figura 7. Cambio de los niveles de expresion de mRNAs relacionados con la DCA a través del
tiempo. A) LDH-H (O); B) Citoqueratina K16 (A); C) Insc (®); D) LGN (GPSM2) (A) y E) NuMA
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indicados. Se realizo RT-PCR semicuantitativo para determinar los niveles relativos de mRNA. La
flecha indica el dia en el que los cultivos alcanzan la confluencia. Los resultados corresponden al

promedio de seis experimentos (rSEM).



Los resultados anteriores son apoyados por experimentos en los que
cultivos de células RCE1 (5T5) de 4, 5, 7, 9, 10 y 12 dias fueron immunotefiidos
con anticuerpos dirigidos contra NuMA. De manera general, como se puede
observar en la Figura 8, la localizacion de NuMA cambia de acuerdo con la fase de
la mitosis en la que se encuentran las células. Durante la interfase, la NUMA es
intranuclear, y muestra un patron difuso o punteado que excluye a los nucléolos
(Fig. 8A). En contraste, durante la profase NuMA se agrupa en granulos
pequefios cuyo tamafio aumenta segun avanza la mitosis (Fig. 8B, C); y se
desplazan hacia la periferia del nucleo, dejando un espacio que sera ocupado por
los cromosomas (Fig. 8C). Cuando se inicia la metafase, la envoltura nuclear se
rompe, y NUMA se asocia a los centrosomas en los polos del huso mitético (Fig.
8D). Por otra parte, al examinar la inmunolocalizacion de NuMA a diferentes
tiempos de cultivo, se observé que la proteina apenas puede detectarse en
colonias de 5 dias de cultivo y sélo se encontré asociada a algunos centrosomas
(Fig. 9A). Posteriormente, a los 7 dias en cultivo y dias subsecuentes, una vez
que se alcanzo6 la confluencia, NUMA fue observado como tincion intranuclear
difusa 0 como un patron de puntos o granulos que excluye los nucléolos (Fig. 9B-
D). La inmunotincion mas intensa se observo al décimo dia en cultivo, hecho que
coincide parcialmente con los resultados obtenidos por RT-PCR semicuantitativo
(Fig. 9C). Posteriormente se observan mitosis ocasionales y la distribucion de
NuMA es predominantemente intranuclear mostrando el patron punteado

observado desde el 7 dia de cultivo (Fig. 9D).
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Figura 8.- Localizacion de NuMA durante diferentes etapas de la mitosis y en el nacleo
interfasico. (A) Interfase. (B) Profase temprana. (C) Profase tardia. (D) Metafase. Inmunotincion
de células RCE1 (5T5) con anticuerpo anti-NuMA (verde), el DNA esta tefiido con loduro de

propidio (rojo).
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Figura 9.- Localizacion de NuMA en células RCE1 (5T5) a diferentes tiempos de cultivo. (A)
Cultivos de 5 dias. (B) Cultivos de 7dias. (C) Cultivos 10 dias. (D) Células de 12 dias de cultivo.
Inmunotincién con anticuerpo anti-NuMA (verde), el DNA esta tefiido con loduro de propidio (rojo).

Se presentan las proyecciones maximas para los canales de fluoresceina o rodamina.



Finalmente, se realiz6 la inmunolocalizacion de Par-3, que es una proteina
esencial para la polaridad celular y el alineamiento del huso mitético (Etemad-
Moghadam et al., 1995; Aono et al.,, 2004). Par 3 mostr6 una distribucion
citoplasmica, punteada, que ocasionalmente rode6 al nucleo (Fig.10A). Par-3 fue
observado en colonias de queratinocitos RCE1 (5T5) tan tempranamente como a
los 5 dias de cultivo, cuando las células se encontraban en la fase de crecimiento
exponencial (Fig. 10A); en estos cultivos, las células positivas para Par-3 fueron
escasas y se observaron dispersas entre células que no contenian la proteina
(Fig. 10D). Posteriormente, cuando las células alcanzaron la confluencia e
iniciaron la formacion de un epitelio estratificado el numero de células Par-3
positivas aumentd de manera proporcional al tiempo transcurrido después de la
confluencia. De esta manera, los epitelios con un dia de post-confluencia (7 dias
en cultivo) tuvieron 2 capas de células y un mayor numero de células Par-3
positivas que los cultivos proliferativos (Fig. 10B). EI mayor nimero de células
Par-3 positivas se observo en cultivos que ya estaban organizados como epitelios

con 4 capas celulares (9-10 dias en cultivo, Fig. 10C).

En experimentos adicionales, las células individuales se visualizaron por
tincion de los microfilamentos de actina con rodamina-faloidina, mientras que las
células Par-3-positivas se inmunolocalizaron con anticuerpos especificos
marcados con fluoresceina. Como se demuestra, en cultivos proliferativos, Par-3
se observO como un patron punteado, localizado apicalmente en células no
estratificadas o que iniciaban el proceso de estratificacion (Fig. 10D). En contraste,

cuando la distribucion de Par-3 se estudio en epitelios confluentes, estratificados,



Par-3 siempre se localizé en células suprabasales, ya sea en un patron cortical,
punteado o bien en algunos casos, citoplasmicamente, alrededor del nucleo (Fig.

10E, F).

Barra=20 um (A, B, E, F)
Barra= 40 um (C, D)

Figura 10.- Localizacion de Par3 en células RCE1 (5T5) a diferentes tiempos en cultivo. (A)

Células a 5 dias de cultivo. (B) Células a 7dias de cultivo. (C) Células a 9 dias de cultivo. (D-F)
Secciones transversales. Inmunotincién con anticuerpo anti-Par3 (verde), citoesqueleto de actina

filamentosa (rojo). Proyecciones maximas de cada uno de los canales.

Con el propésito de establecer si las células Par-3-positivas son células que han
iniciado el proceso de diferenciacion terminal, realizamos nuevos experimentos de
inmunotincion, en los que se determind la distribucion de células positivas para la
citoqueratina K3, que es un marcador de diferenciacién terminal en queratinocitos
cornéales (Schermer et al., 1986), y simultAineamente estudiamos la distribuciéon
de células Par-3 positivas en el epitelio. Al mismo tiempo, con el objetivo de
visualizar a cada una de las células que constituyen al epitelio, se tifieron los
microfilamentos de actina con rodamina-faloidina. Como se observa en las Figuras
11 y 12, la inmunotincién de los epitelios con anticuerpos dirigidos contra Par-3 y

contra la queratina K3, demuestra una posible co-localizacién de la proteina Par-3



con la queratina K3 en células suprabasales (Fig. 11y 12). En todos los caso,
cuando se observo esta posible co-localizacion entre Par-3 y la queratina K3, la
inmunolocalizacion siempre se observd en granulos, de posicion citopladsmica y
apical en células suprabasales (ver Fig. 11D y H). Con el propésito de confirmar
esta co-localizacién se realizaron experimentos con la triple tincion utilizada
anteriormente, y la estructura del epitelio se examind por microscopia confocal
haciendo cortes épticos paralelos a la superficie de cultivo. Como se aprecia en la
Figura 12, Par-3 presentd la distribucion granular, citopldsmica, en ocasiones
apical, en queratinocitos suprabasales (Fig. 12E y 12I). La inmunotincion de la
citoqueratina K3 no mostré siempre una correlacién con la distribucion de Par-3.
Al contrario, la mayor parte de las células queratina K3 positivas son células
suprabasales que mostraron filamentos intermedios claramente definidos (ver Fig.
12E). No obstante, algunas células queratina K3-positivas fueron igualmente
positivas para la proteina Par-3 (Fig. 12E, 12I); en estos casos ambas proteinas
colocalizaron en los estudios de microscopia confocal. Este hecho, junto con la
localizacion suprabasal, sugiere que Par-3 y la queratina K3 deben interaccionar

durante las etapas iniciales del proceso de estratificacion.
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Figura 11. Co-localizacién de Par3 y de la queratina K3 en epitelios obtenidos por cultivo de
células RCE1 (5T5) a 9 dias. (A, E) Corte transversal del epitelio con por lo menos 3 estratos,
tefiidos para detectar actina microfilamentosa. (B, F) Inmunotincién de Par3. (C, G) inmunotincion
de la queratina K3. Canales sobrelapados de la proyecciéon maxima. (D, H) Canales sobrelapados.
Inmunotinciéon con anticuerpo anti-Par3 (verde), citoesqueleto de actina filamentosa (rojo) en
células RCEL1 de 9 dias. Las flechas indican la posible co-localizacién de Par3 con K3.
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Figura 12. Localizacién de Par3 en células RCE1 (5T5). (A) Citoesqueleto de actina en células
basales. (B) Citoesqueleto de actina de células suprabasales. (C) célula suprabasal Par3 positiva.
(D) Filamentos de queratina K3 (E) Canales sobrelapados de los cortes Opticos que se muestran
en (B, Cy D). (F) Corte transversal de un epitelio, tincion de los microfilamentos de actina. (G)
Inmunotincion de Par3.del mismo epitelio. (H) Inmunotincion de los filamentos de la queratina K3
en el mismo epitelio. (I) Canales sobrelapados.de las inmunotinciones en (F, G, y H). Las flechas
indican lugares de aparente co-localizacién. Inmunotincion con anticuerpo anti-Par3 (verde),
citoesqueleto de actina filamentosa (rojo) en células RCE1 (5T5) de 9 dias de cultivo.
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Analisis Filogenético de Secuencias Homélogas a NuMA1 (Nuclear Mitotic

Aparatus Protein ) y GPMS2 (G- protein Signaling Modulator 2).

Una vez que se obtuvieron las secuencias de los amplicones generados
con los cebadores que se disefiaron con base en las secuencias de LGN (GPSM2)
y NuMA, y que se confirmo su identidad con estas proteinas, se realizaron
alineamientos multiples con secuencias homoélogas obtenidas reportadas para
otras especies de vertebrados. Los alineamientos Para NUMA y LGN se muestran
en las Figuras 13 y 14, respectivamente. En estas figuras se muestra la homologia
existente entre las secuencias parciales obtenidas para el conejo (Oryctolagus
cuniculus) en este trabajo, y las correspondientes a las mismas proteinas en otros
mamiferos. Para NuMA, el amplicon comprendié 411 bases localizadas en los
exones 14 al 15 del gene humano y del exén 12 al 14 en el gene de raton. La
secuencia parcial tuvo 91% de homologia con la secuencia del toro, 89% con el
humano y 80% con la musarafia (Ver Tabla 3A). Por otra parte, en el caso de
LGN, la secuencia parcial comprendi6 415 bases localizadas en los exones 8 al 11
del gene humano, y de los exones 9 al 13 del gene de ratdn. La secuencia parcial
de LGN de conejo tuvo 92% de homologia con la humana, y la menor homologia

la tuvo con la secuencia de la rata (Ver Tabla 4A).

Con base en estos alineamientos, realizamos arboles filogenéticos para las
secuencias parciales de NuMA (Fig. 15) y LGN (Fig. 16). Posteriormente,
realizamos la traducciébn de la secuencia de nucleétidos para predecir las

secuencias de aminoacidos correspondientes. Con estas Ultimas, se hicieron



busquedas mediante el programa BLASTP, que nos llevaron a calcular los
porcentajes de identidad de las proteinas codificadas (Tablas 3B y 4B), la proteina
NuMA tiene una homologia del 92% con la proteina del caballo, y la menor
homologia la comparte con la proteina del ornitorrinco (26%, Tabla 3B). De la
misma manera, LGN tiene su mayor homologia con la proteina del humano y el
chimpancé (98%), y la menor con el pez cebra (80%) (Tabla 4B). Estos resultados
refuerzan la conclusion de que las regiones amplificadas por RT-PCR para LGN y

NuMA pertenecen a genes homologos para cada una de estas proteinas.

Para profundizar nuestro conocimiento sobre la estructura de estas
proteinas, y conociendo sus secuencias de aminoacidos, buscamos los dominios
de las proteinas, familias funcionales y sitios asociados, asi como los patrones y
los perfiles para identificar sitios activos. Obtuvimos informacién adicional sobre la
posible funcionalidad y estructura de dichas secuencias de aminoacidos. En el
caso de la secuencia de aminoacidos de NUMA de O. cuniculus observamos que
la region clonada y secuenciada codifica un dominio zipper de leucina, ademés de
sitios activos para la fosforilacion (Fig. 15 A,B). Para la secuencia de aminoacidos
de LGN (GPSM2) de O. cuniculus observamos que la secuencia parcial codificada
por el amplicon que clonamos, contiene 3 sitios TPR (tetratricopéptido) y multiples
sitios activos (Fig. 16A) que incluyen sitios de fosforilacion, miristoilacion y
glicosilacion. Con base en el alineamiento, podemos concluir que se trata de
regiones conservadas entre diferentes especies separadas por tiempos evolutivos

considerables (Figs. 17 y 18).
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Figura 13. Alineamiento de la secuencia parcial de NUMA y la secuencia codificante del

gene. En azul observamos regiones codificantes. La region amplificada se ve delimitada por los

oligonucleodtidos cebadores especificos (rojo y azul) En el alineamiento las bases que coinciden se

muestran con un punto.
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A, Orgznismo % deidentidad B. Qrganismo % de identicad

Oryctolagus cuniculus 1009 Oryctolgus cuniculus 100%
Bostaurus 9% Equus calallus a2
a1
Equus caballus 90°s :'an:l;n;em ;(17:
0
Homo sapiens 8%%
t § 0,
Pantroglodytes 8% Pant gl ?s s_9°°
Mus musculus 82% PR e I Al
> 3 . 2 Menoddphis d omestica 79%
[Wlonodelphis domestica 80°s Canis familaris 250,
Henopus la2vis 51%
Dario rerio a7%
Omithortwnehu s anatinus 26%

Tabla 3. Porcentaje de identidad entre las 411 bases de la secuencia de NuMA de conejo con
otras especies. (A) Porcentaje de identidad entre secuencias de nucleétidos. (B) Porcentaje de

identidad entre secuencias de aminoacidos.

A.Organismo % de iden tid ad B.Orgznismo % deidentidad
Oryctolagus cuniculus 100%  Oryctolagus auniculus 100
Homo sapiens 92%  Homo spiens 9
Pan trogodytes 92% P trogodytes I5e
e i i Canis familiaris 9%
Canisfamilizris 92%
P — lari a1e Equus caballus 9
VNacaca fascicularis 9 °o Miis miEaile 9%
Bos taurus 0% Rattus norvegicus 9%
Equus caballus 90%  Bostaurus 9%
Mus musculus 86%  Ormithorhynchus anatinus 9%
Ratusnorvegicus 85%  Monoddphis domestica 9%
Gallus domegicus 8%
T a=niopy gia guttats 8@
Xenopus laevis 8%
D anio resio S

Tabla 4. Porcentaje de identidad entre las 415 bases de la secuencia de LGN (GPSM2) de
conejo con otras especies. (A) Porcentaje de identidad entre secuencias de nucleétidos. (B)

Porcentaje de identidad entre secuencias de aminoacidos.
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Figura 15. Alineamiento de la secuencia de NuUMA y representacién de los sitios activos de la
proteina. (A) Alineamiento de los aminodcidos con las regiones activas indicadas. (B)

Representacion de los sitios activos.
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(B) Representacion de los sitios TPR. (C) Representacion de los sitios activos.
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DISCUSION Y CONCLUSIONES.

Si bien la polarizacién celular y la orientacién del huso mitético son muy
importantes para el establecimiento de patrones de desarrollo y de programas de
diferenciacion en los invertebrados; en los vertebrados, debido al gran numero de
células que los compone, la importancia de éstos dos parametros se ha diluido
debido a la participacion de otros procesos como la migracion celular (Davidson,
1991). No obstante, en la actualidad se ha hecho evidente que la polarizacion de
las células y la subsecuente orientacion del huso mit6tico son cruciales para la
determinacion de programas de diferenciacion completos; hecho que en base a
observaciones experimentales se habia previsto con anticipacion (Martin, 1967).
Posteriormente, la relevancia de la division celular asimétrica en vertebrados se
hizo evidente a partir de la aparicion de las técnicas de manejo de imagenes y las
metodologias del DNA recombinante. De esta manera, se establecieron
correlaciones entre la determinacion de programas de desarrollo embrionario y la
polaridad del huso mitético en tejidos como el cerebro del raton (Chenn y
McConell, 1995; Haydar et al., 2003), la retina de rata (Cayouette & Raff, 2003) o

la epidermis de raton (Lechler & Fuchs, 2005).

La divisidon celular asimétrica no solo es importante durante el desarrollo
embrionario. En el adulto, las células troncales constituyen una poblacion celular
que participa en el recambio y en la reparacion tisular. Estas células reunen, entre

sus caracteristicas, la capacidad de dar origen a células idénticas a si mismas; lo



que asegura la sobrevivencia del individuo al mantenerse como una poblacion
constante y por otro lado, dan origen a células determinadas que inician procesos
de diferenciacion especificos (Knoblich, 2008). Esta propiedad permite que en los
tejidos adultos las células terminalmente diferenciadas o que mueren como parte
de la expresion del fenotipo terminal, sean reemplazadas por la progenie de esta
poblacion celular (Miller et al., 2005; Alison & Islam, 2009), y depende
fundamentalmente de los procesos de polarizacién y capacidad de modificar la

orientacién del huso mitético, y por ende, de la divisién celular asimétrica.

La evidencia acumulada sugiere que la division celular asimétrica es
practicamente ubicua para todos los tejidos con capacidad de autorenovacion y/o
reparacion (Knoblich, 2008). Sin embargo, existen pocos modelos experimentales
en los que puedan analizarse los factores que regulan y determinan la polarizacién
y la division asimétrica. La mayor parte de la informacién existente al respecto,
proviene de organismos nulos para alguna de las proteinas que participan en el
proceso o de experimentos con RNA de interferencia en lineas celulares. Entre
estos, destacan los animales knock-out para Insc (Zigman et al., 2005), para la
subunidad Gy1 de la proteina G heterotrimérica (Izumi et al., 2004), para p63
(Lechler & Fuchs, 2005), y la interferencia en la expresiéon de LGN en neuroepitelio
de raton (Konno et al., 2007), de Par-3 en células HeLA y en células de epitelio
mamario humano (Sugimoto et al., 2008). En estos experimentos, se ha
determinado la importancia de éstas proteinas como partes esenciales en la

maquinaria para la divisidon celular asimétrica.



Puesto que son pocos los ejemplos de divisidn celular asimétrica
documentados en mamiferos, siendo este tipo de division uno de los mecanismos
principalmente propuestos para la diversidad celular (Knoblich, 2001); y
considerando que existen pocos modelos experimentales que permitan disecar
como las senales del medio ambiente pueden modificar la polarizacion celular y la
orientacién del huso mitético, en este trabajo examinamos la posibilidad de utilizar
al epitelio corneal de mamifero como un modelo que facilite este tipo de analisis.
Esta decision se hizo tomando en cuenta algunas de las caracteristicas de la
superficie ocular: En primer lugar, existe una gran cantidad de evidencias que
sugieren que las células troncales del epitelio corneal se localizan en la capa basal
del epitelio limbal (Schermer et al., 1986; Cotsarelis et al., 1989), y que al
diferenciarse, sufren una division celular asimétrica (Barrandon, 2007; Sun and
Lavker, 2004; Lavker et al., 1991) manteniendo su posicion dentro de un

microambiente o nicho (Zhang and Li, 2008).

Para entender la regulacién de la asimetria celular y de la orientacion del
huso mitético; asi como para analizar su participacion en el proceso de
diferenciacion del epitelio corneal, seleccionamos a la linea celular establecida
RCE1 (5T5). Este modelo in vitro nos permite realizar este tipo de analisis ya que
1) Reproduce el proceso secuencial de diferenciacion del epitelio corneal (Castro-
Munozledo, 1994), haciendo posible relacionar el tiempo de expresién de
marcadores de diferenciacion con la expresion de mRNAs especificos o la

presencia de proteinas relacionadas con la DCA. 2) En contraste con tejido, la



disponibilidad de células RCE1 (5T5) no es una limitante para los experimentos
(Castro-Muriozledo, 1994; 2008). 3) Dado que estas células constituyen un epitelio
estratificado en el que se puede discernir una capa de células basales que no
expresan marcadores de diferenciacion y 2-3 capas de células suprabasales con
expresion de marcadores del fenotipo terminal (Castro Muiozledo, 1994, 2008); es
posible analizar patrones de expresion de las moléculas de interés y compararlos

con los que se observan en el tejido vivo.

Como una primera aproximacion al estudio de la divisidn celular asimétrica,
exploramos si las células RCE1 (5T5) expresan los transcritos de los genes Insc,
LGN (GPSM2) y NuMA, los cuales son necesarios para el correcto
posicionamiento y orientaciéon del huso mitético y la correcta ejecucion de la
division celular asimétrica (Knoblich, 2008). Como se observd, las células
expresaron estos mMRNAs siguiendo un patrén de expresion similar al mostrado
por la citoqueratina K16, que es un marcador de células suprabasales en cultivos
en crecimiento (Schermer et al. 1989) y en tejidos “hiperproliferativos” (Galvin et
al., 1989). En estos experimentos, los mRNAs de NuMA y LGN se detectaron en
cultivos proliferativos a partir del 4° dia después de la inoculacién, para llegar a
sus niveles maximos el dia en que los cultivos alcanzaron la confluencia celular e
iniciaron la expresion del mRNA de LDH-H y el decremento en los niveles del
MRNA de la K16 (Hernandez-Quintero et al., 2002; Garcia-Villegas et al., 2009),
indicando el inicio de la diferenciacién terminal. En contraste el mRNA de Insc se

mantiene relativamente constante a lo largo del tiempo en cultivo.



En conjunto, estos resultados sugieren que durante el crecimiento y la
diferenciacién de las células del epitelio corneal, la division celular asimétrica
ocurre constantemente. Las células se dividen asimétricamente a tiempos tan
tempranos como el 4° dia en cultivo, momento en que las células se han
organizado en colonias, comienzan a estratificar en su region central, y expresan a
la queratina k16 en las células suprabasales (Schermer et al., 1989). Luego,
cuando las células alcanzan la confluencia, el 6to dia de cultivo, la divisién
asimétrica parece ser muy activa ya que los niveles de los mMRNAs LGN y NuMA
alcanzan su nivel maximo de expresion y las células comienzan a organizarse en
un epitelio estratificado con 2 a 4 capas de células. Posteriormente, los niveles de
estos mensajeros comienzan a decrecer, al mismo tiempo que se inicia el proceso
de diferenciaciéon terminal, como lo indica el incremento en los niveles del
mensajero de LDH-H, el cual precede a la expresién de la citoqueratina K3 por 1 o
2 dias (Hernandez-Quintero et al., 2002; Garcia-Villegas et al., 2009). Finalmente
los MRNAs de LGN y NuMA se encuentran en sus niveles minimos al 12° dia.
Esta drastica disminucién podria explicarse como consecuencia de la baja
frecuencia con que se requiere la divisidon celular asimétrica para el mantenimiento

del tejido.

Estas conclusiones son apoyadas por los experimentos de inmunotincion en
los que observamos en cultivos proliferativos, poco estratificados a las células
Par3 positivas como células basales escasas e intercaladas con células Par-3
negativas. Posteriormente, cuando los cultivos alcanzan el estado de confluencia y

se organizan como un epitelio estratificado con 2 a 4 capas de células, el numero



de células Par3 positivas aumenta de manera proporcional al aumento en los
niveles de los mensajeros de NuMA y LGN. En el epitelio cultivado, Par-3 fue
principalmente inmunolocalizado en capas suprabasales, mostrando una
distribucion citoplasmica con un patrén punteado. Aunque Par-3 desempefa un
papel importante en la DCA a través de su asociacion con Par6 y la proteina
cinasa C atipica (aPKC) (Betschinger et al., 2003; Tsou et al., 2003), la distribucion
que reportamos en este trabajo no necesariamente corresponde al patron de la
inmunotincion descrito previamente por Watts y colaboradores (1996) y por Hung y
Kemphues (1999). La distribucidn citoplasmica podria estar relacionada con la
organizacion y ensamble de las uniones adherentes y uniones estrechas (Pope &
Harris, 2008; Ooshio et al.,, 2007; Lees-Miller, 2007). Nuestros experimentos
futuros deberan disefiarse para establecer las asociaciones entre los filamentos
intermedios de citoqueratina 3 y los componentes de la maquinaria molecular
responsable con la orientacién del uso mitdtico. Actualmente, nuestros resultados
que sugieren una co-localizacion de la queratina 3 con Par-3 deberan confirmarse
y extenderse antes de tener una conclusidn precipitada, pero permiten postular
una interaccion entre la citoqueratina y Par-3.; Acaso, esta interaccién es directa?;
si es asi, ¢requerira de otros componentes macromoleculares para ser funcional?.
Si no se trata de una interaccion directa: ¢requiere de otros componentes ya
conocidos, involucrados en la division asimétrica como ocurre en el caso de Par-3

las citoqueratinas y Albatros (Sugimoto et al., 2008)?.

Por otra parte, también nos interesa definir la naturaleza de los factores que

regulan la expresion de los determinantes moleculares que son segregados



asimétricamente y podrian estar involucrados en la diferenciacion de las células
del epitelio corneal. Para este tipo de estudio, sera necesario establecer un
sistema de ensayo en el que sea factible detectar los efectos del factor a analizar y

medir la respuesta de las células epiteliales tratadas con la molécula de interés.

En conclusién, nuestros resultados sugieren que la linea celular RCE1
(5T5) preserva una estructura proliferativa compuesta por un compartimento con
células troncales, con capacidad de division celular asimétrica; y un
compartimento constituido por una poblacion de células en amplificacion transitoria
que gradualmente sufren diferenciacion terminal.(Jensen et al., 1985; Pavlovitch et
al., 1989). Aun no nos queda claro si las células en amplificacién transitoria tienen
la habilidad de dividirse asimétricamente. Es posible que usando como modelo las
células RCE1 (5T5) podamos explorar estas cuestiones y establecer que células
de la cornea atraviesan este tipo de mitosis. Por otra parte, la caracterizacion de
estas células, podria ayudarnos en la busqueda de marcadores moleculares que

caracterizan a las células troncales cornéales
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