
//;?(// 

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA MEXICO 

FACULTAD DE MEDICINA 

ORGANIZACIÓN DE LOS FACTORES DE MADURACION 
DEL RNA PRE-MENSAJERO EN DISTINTOS TIPOS 

CELULARES DIFERENCIADOS EN TEJIDOS 

ESTE TRABAJO FUE REALIZADO EN: 
LABORA TORIO DE MICROSCOPIA CONFOCAL 

DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA CELULAR 
FACULTAQD DE CIENCIAS, UNAM 

T E S 1 S PROFESIONAL 

PARA OBTENER EL DIPLOMA DE 
DOCTORADO EN CIENCIAS 

PRESENTA: 

ROCIO}GEORGE T~LEZ 

MEXICO, D.F. 2002 



 

UNAM – Dirección General de Bibliotecas 

Tesis Digitales 

Restricciones de uso 
  

DERECHOS RESERVADOS © 

PROHIBIDA SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL 
  

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal 
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México). 

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y demás material que sea 
objeto de protección de los derechos de autor, será exclusivamente para 
fines educativos e informativos y deberá citar la fuente donde la obtuvo 
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro, 
reproducción, edición o modificación, será perseguido y sancionado por el 
respectivo titular de los Derechos de Autor. 

 

  

 



PAGINACION 

DISCONTINUA 



Organización de los factores de maduración 
del RNA pre-mensajero en distintos tipos 

celulares diferenciados en tejidos 

Alumno 
Rocío ~eorge Téllez 

Tutor 
Dr. Luis Felipe Jirru§nez García 

.Comité Tutor/a/· 
Dr. Alfonso Cárabez Tre¡o 
Dr. Alfr~dOFeria Ve/asco 

Este traba¡o fue realizado en: 
laboratorio de Microscopía Confocal 
Departamento de Biología Celular 
Facultad de Ciencias, UNAM. TESI8 0r::T\! 

FALLA DE üfüGEN 



Dedicatoria 

a Ariel el amor de vida 

a mi hijo Lucien, que después de conocer a mi esposo es la cosa mas 
maravillosa y mágica que ha ocurrido en mi vida. 

con mucho amor a Irene y Javier, padres maravillosos y como siempre, 
sin ellos esto no hubiera sido posible. 

a Irma y juan Manuel, por su amor y por que son como 
mis segundos padres. 

a Claudian, Fabis y Metzli, espero que entiendan porque . ............. . 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 



INDICE 

SUMMARY 

RESUMEN 

/ndice 

LISTA DE FIG_URAS, TABLAS Y GRÁFICAS 

LISTA DE ABREVIATURAS 
INTRODÚd:1ÓN . 

TranscripdÓn, 

- RNA 'pé:ilÚnerasas 

-Sp/icing 
Dominios nucleares involucrados en el metabolismo del pre-mRNA 

- Cúmulos de grónulos intercromatinianos 

Pag. 

3 
4 

5 
7 
8 

8 
10 
11 
17 
17 

- Fibras pericromatinianas 17 
- Cuerpos de Cajal. 18 
Organización de los factores de splicing (motas ó compartimientos de factores 

de splicing, SCFs) 20 

Funciones de las motas o SFCs 

OBJETIVO GENERAL 

OBJETIVOS PARTICULARES 
METODOLOGÍA. 

-Animales 

- lnmunofluoresé:enciá 

- Anólisis é:ua_~maíivo _de la forma de las motas 

RESULTADOSYDISCUSION 

· - los' p(it~6ne~ m~teados (speckles o SCFs} estón presentes en células diferencia­

das, de diversos órganos y en varios tipos celulares de un mismo órgano 

- los p~trcines moteados (speckles o SFCs) varían en el núcleo de células útero 

TESIS CON 
FALLA DE OHIGEN 

23 
25 
25 
26 
26 
27 
30 
31 

31 

1 



en diferentes etapásdel ciclo estral 37 

- El pairó~ mote6do (;peckles o SFCs) en cél01a.s·uterinas varía dependiendo del 

estado trOnc¡ipcional, después de la castració·~ y de' la inyección de estradiol 42 

- Modelaje de ·l~s patrones moteados (SFCs) de distintos tipos celulares. 

Esteréo~imagenes. 46 
CONCLUSIONES 52 
PERSPECTIVAS 53 

- REFERENCIÁS 54 

~GRADECIMIENTOS 59 

2 ,, 

' - . ' ~ 



Summary 

In the mammalian cell nucleus, splicing faclors are distributed in nuclear domains known as 

speckles or splicing factor compartments (SFCs). In culturad cells, these domains are dynam­

ic and reflect lranscriptional and splicing activilies. We used immunofluorescence and confo­

cal microscopy lo monitor whether splicing factors in differenliated cells display similar fea­

tures. Speckled pallerns are observad in rol hepalocytes, 13-cells, bronchial and intestina 

epithelia' and also in three cell types of the uterus, and the number, distribution and sizes of 

the speckles vary among them. In addition, we studied varialions in the circular form (shape) 

of speckles in uterina cells that are lranscriplionally modified by hormona. During the eslral 

cycle, in proestrus speckles are irregular in shape while in diestrus 1 they are rounded. 

Experimentally, in caslrated rats, luminal epithelial cells show a pattern where speckles are 

dramalically rounded, but they recover their irregular shape rapidly after an injection of estra­

diol. The sorne results were observed in muscle and gland epithelial cells of the uterus. We 

conclude that different speckled patterns are present in various cells types in differenlioted tis­

sues and that these pallerns change in the uterus depending upon the presence or absence 

of hormones such os estradiol. 
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Resumen 

En el núcleo de mamíferos, los factores de sp/icing estón distribuidos en dominios conocidos 

como speckles o compartimientos de factores de splicing (SFCs). En c.élulas en cultivo, estos 

dominios son altamente dinómicos y reflejan la actividad transcripcional y el splicing. En el 

presente trabajo se utilizó inmunofluorescencia y microscopía de barrido laser confocal 

(CMLS) para monitorear si los factores de splicing en células diferenciadas despliegan ca­

racteristicas similares. El patrón moteado es observado en hepatocitos de rata, células B, 

epitelio bronquial e intestinal; así como tres tipos celulares de útero. El número, distribución y 

tamaño de las motas varía entre ellos. Adicionalmente, estudiamos la variación en la circu­

laridad de las motas en células de útero, células que son transcripcionalmente modificadas 

por acción hormonal. Durante el ciclo estral, en proestro las motas son de forma irregular 

(MC= 0.512963), mientras que en Diestro 1 son redondeadas (MC = 0.799547). 

Experimentalmente, en células del epitelio luminal de ratas castradas muestran un patrón en 

donde las motas son dramaticamente redondeadas (MC= 0.873050), pero recobran su 

forma irregular rópidamente después de una inyección de 17 B-estradiol (MC=0.470394). 

Los mismos resultados fueron observados en miometrio y epitelio glandular. Por lo tanto 

diferentes patrones de motas están presentes en células diferenciadas de diversos tejidos y 

dicho patrón es alterado en el útero por modificaciones transcripcionalesinducidas por 

acción hormonal. 

" 
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Introducción 

El núcleo es un organelo altamente com­

partamentaliz9d9 iiw,olucrado.en el alma­

cenamiento del pNA y en l.os primeros 

. . ;~¡~~~1tt·~t1Wl~~ttt~:;E::: 
.'lipbs d~'RÑÁ:·(eq~Eiridos/pClra.·la síntesis de 

¡:;;~t~r~·~s~ y 6!;a~ :fu,ncidhes; mediante los 

pro~es6s de Transcripcion y Traducción, 

· procesos que juntos constituyen el "Dogma 

Central" de la genética (fig l J. 

Transcripción 

La transcripción es una reacción de 

polimerización en la cual un nucleótido 

individual se enlaza secuencialmente en 

una cadena. Este mecanismo requiere de 

RNA polimerasas, del molde de DNA, de 

Mg2~ o Mn2+,c y adenosina, guanosina, 

'C:ito'C:ind.y'uridin trifosfato para que a partir 

deürla'hebra de DNA por acción de una 

RNA poli~erasa específica genere uno de 

'l~s'·c~atio diferentes tipos de RNA 

j) RNA ri~osomal (rRNA). Esta clase de 

... RNAes ensamblado, junto con numerosas 

próter~6s para formar los ribosomas. Los 

8 

ribosomas se acoplan con el mRNA y for­

man un dominio catalítico dentro del cual 

el tRNA entra con sus aminoácidos unidos . 

2) RNA de transferencia {tRNA). Esta clase 

de RNA pequeño, forma enlaces cova­

lentes con un aminoácido individual y 

reconoce la secuencia codificante del 

mRNA para lograr la correcta inserción de 

aminoácidos en la elongación de la cade­

na polipeptídica. 

3) RNA pequeño nuclear {sn-RNA). Esta 

clase de RNA tiene varios roles en el 

procesamiento de otras clases de RNA; 

mRNA, tRNA y rRNA que son producidos 

como moléculas precursoras largas conoci­

das como transcritos primarios. Estos son 

procesados dentro del núcleo hacia 

moléculas funcionales que son exportadas 

al citosol; por ejemplo varios snRNA for­

man parte del spliceosoma que participa 

en la conversión del RNA pre-mensajero en 

mRNA por sp/icing. 

4) RNA mensajero (mRNA). Esta clase de 

RNA es el templado génico utilizado por la 

maquinaria traduccional para determinar el 

orden de los aminoácidos incorporados en 

la elongación de un polipéptido dentro del 



proceso ·de tradúcdón!:, • 

Las moléculas d~ RNAtienen una variedád 

de p~p~leii er1.:1(];;~élul~~, corno ha sido 

descrito c~n ·~nte~ioridad. Además, existe 

un gran nú~ero d~ evidencias que implica 
- - . 

al RNA en la regulación biológica y catáli­

sis .. lnteresantemente, el RNA es el único 

polímero biológico que sirve tanto en la 

catálisis (corno proteínas) y como almacén 

de información (como DNAJ; por esta 

razón, ha sido postulado que moléculas de 

Dogma Central de la Genética 

DNA 

e~ 

Proteína 

i lnfonnaciónf 

~ 

1 
lnfor¡ación 

~ 

Ribosoma 

Proteína 

Replicación 

Transcripción 
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Figura 1.- Diagrama del Flujo de la información genética. 
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RNA, ó moléculas parecidas alRNA; 

fueron la base en la vida temprana en la 

evolución. 

RNA Polimerasas 

Las RNA polimerasas (RNA poi) se 

encuentran dentro del tipo de proteínas 

más grandes y complejas de los organis­

mos vivos. Estas enzimas son similares en 

su estructura .. en.proC:adontes yeucariontes. 

..•. ~~;,;~~{1~~iifil~({~~~ia~f~'~~d~ 
dar, de ()~(j§lO.~C:hic9s7:ffípic:;(]rn ente_. la,_s• su~: 

• ~~tit~fiff~~~~~"}t~:~~;~~~º:~:,·· 
t~ans~ribir cualtjlJ'i~S~~cueri~ic/dé DNA de 

Tabla l.: RNA polimerasas de eucariontes ' .. . l 

manera natural o artificial en una copia de 

RNA Eri procariontes todos los tipos de 

RNAson sintetizados por un solo tipo de 

RNAPolirri~rcisa. En contraste, en los 
. .. . 

eucariontes existen tres tipos de RNA poi 

denominados I, 11 y 111. Cada una es 

responsable de la síntesis de distintos tipos 

de RNA {Tabla l J .. La RNA poi 11 se local­

iza en el núcleo, fuera del nucléolo y es 

responsable de la síntesis del pre-mRNA y 

algunos snRNAs involucrados en el splic­
ing. Esta ·polimerasa no puede enlazarse 

por ~Ua misma y por lo tanto, requiere de 

factores proteicos {factores de transcrip­

ción), que son agregados en un orden 

espedico al promotor e interactúa con la 

RNA Poi 11 (tabla 2). 

Tipo de RNA p~limeroso 
.. .: 1 ~ •• 1 l 

Tipo de RNAs que transcribe Requerimientos 

lónicos 

RNA poi 1 

RNA poi 11 

RNA poi 111 

10 

· RNArs: 28s, 1Bsy5.Bs 

-RNAms 

- Muchos snRNAs 
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-scRNAs 

-tRNAs 

Mg2• 

Mg2• 

Mn2• 



Tabla.2.- Factores de transcripción 

factor de Transcripción 

y orden de acción durante 

lo transcripción 

Característicos de enloce 

1.- TFllD Se enlozan o lo secuencio TATA; esto secuencio esfó presente en todos los genes 

eucorlontes y es conocido como TATA box. TFllD esto compuesto por la proteína 

de enlace o lo TATA box (TAPI y mas de afros och~ subunidodes. 

2.- TFllA Estabilizo en enloce del TFllD; previene lo inhibición de lo disrrupclón del comple¡o 

TDFllD. 

3.- TFllB 

4.- TFllF - RNA 

Comple¡o polimerosa 11 

5.- TFllE,TFllH; TFllJ Estos factores pueden ser lncluídos en este orden, poro que lo transcripción ocurro. 

La transcripción procede en tres distintas 

fases; la primera es la fase de iniciación 

(enlace de la RNA poi al molde de DNA), 

la segunda corresponde al proceso de 

elongación (nucleótidos son agregados al 

molde de DNA}, y finalmente concluye 

con la terminación (las enzimas y el RNA 

son liberados del molde de DNA). 

Esta fase del procesamientode informa­

ción génica puede yes regulada por 

diversos facto~es, dep~ndiendo de la línea 

celular de que se tr~te. Un ejemplo de 

dichos factores es el caso de las hormonas 

esteroideas~ D~sde lo~ años 60s se ha 

sugerido ql.J~.~ste;tipo hormonal puede 

regularla exp~e~ión genica a nivel trans­

cripdo~al.Ob~~rvaciones de la concen­

tración nuclear de estradiol [3H] en células 

blanco por medio de autorradiografía 

apoyan lo sugerido acerca del efecto 

genómico de las hormonas esteroideas. 

De hecho, se han observado cambios 

dramáticos en la tasa de síntesis de RNA 

en útero, posterior a la administración de 

estradiol (Hamilton, 1968; Gorski y 
Gannor, 1976). 

Splicing 

Todos los transcritos primarios producidos 

en el núcleo son procesados para producir 

moléculas de RNA funcionales para su 

exportación al citoplasma. Estos transcritos, 

pertenecen a la clase de RNAs heterogé­

neos nucleares (hnRNA), debido a su hete­

rogeneidad en tamaño y localización 

11 



nuclear.dénÍro de la célula. No obstante, 

no tod~s 16s hnRNAs son convertidos en 

mRNA:D~hecho; una fracción substancial 

nunca es fransportada hacia el citoplasma 

y es·degradada en el núcleo (Salditt­

Ge~i9i~ff'·~'i)~¡~~if, 1982). El pre-mRNA 
~ .<-,. ... ; .. ~;/"(}··1".f:•:;:c,' .·~.:{t;.;, '"--<"¡'. •: · 

esta sujeto'? (IJri gr(J~ número de modifica-

~~f~*~~~lf~11~~:;é::~.~'.:~Oli 
ade.nila~iÓ?;H~l .• e~tremo ·3',.·y l~'remoción 

·de 'intrones\li.~adb.de.•e~on~;.r~sCltantes 
por ineéli() del spli~ing ( Mlnvlell~~Sebastia 
y Kellér\9?9; Fortes, et C1/. 1999). 

Muchos ge~es eu~~dotic¿s s~ en~uentran 
interrumpiclos por intrones. El transcrito pri­

mario debe ser procesado para remover 

los intronesyunir las secuencias codifi­

cantes en una molécula de RNA continua, 

antes de que el pre-mRNA sea transporta­

do del núcleo al citoplasma, donde es tra­

ducido. El splicing del pre-mRNApor lo 

tanto es un proceso biológico fundamental 

en células eucariónticas, y es predominan-

12 

temente co-transcripcional (Beyer y 

Osheim, .1988; Bóuren y Wieslander, 

1994; Neugebauer y Roth, 1997). En este 

proceso estón involucrados un gran 

número de factores y puede ser dividido 

conceptualmente en dos etapas distintas. 

El paso inicial es el reconocimiento de la 

secuencia intrónica conservada cerca del 

sitio de corte 5' y región de branchpoint 

por un grupo de factores de splicing, esto 

es seguido por el ensamble del spliceoso­

ma, en donde ocurren reareglos acom­

pañados de 2 pasos químicos de remo­

ción del intrón. En el primer paso se gene­

ran dos intermediarios: el exon l liberado 

y el lazo o lariat-exón 2; en el segundo 

paso, el exón l ataca el sitio de splicing 

3' para generar los productos del splicing: 

exones l y 2 liberados y el intrón en formo 

de lazo (fig. 2). Los dos posos catalíticos 

se llevan o cabo en el complejo C del 

spliceosoma (Burge et al., 1999; Reed, 

2000). 



5• M111·1!1~I 

Exonl 

Pre-mRNA 

Exon2 

B 

e 

'-.._ l SPLlCING 

3' 

ce 

r-------:-:-:--::-==---1 
'IT.SIS CON 1 

FALLA DE ORIGEN _t 

mRNA 

Figura 2A.- Diagrama del splicing del RNA pre mensajero {tomada de Beggs Lab Home 
page). 
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La alta fidelida&efrel ·reconocimiento del 

sitio d.e spli~ÍngI6\l~luc~a:illteracciones 
RNA~proiEirn~;<prcii~rna~prc:iteína y RNA­

RNA, :las lnt~~ó~6i~l1'.~s entre estas molécu-

, las se;·~st~bi~2~i'.S-~~.l~s·t~es elementos de 

secu~~¿i¿j·;d~cl~·s·i~ficmes: el sitio de spli-

•- .. ci~~ ~i, Ígs~:~·ue~dci el~. ramificación y el 

·-· clinu21~()riC:l~;;\8'.d~·b.r~gión de pirimidi-

. nas e.n. ~j'iiti¿ d~ splicÍng .3 '.·.En los meta­

·zoarios:· se d~ :cw~ -~~pecifi~idad. adiéional 
,._,, ,\ ,,.. ,_·: ~·;,1-_.~-:.:_. :,,·:: -.,,1;. ·,· ,•. "'._ . : ... : ~.:· . . . - . ·, . 

de bid.o a secüé'né:ias.pre~éntes en.los ·• ... 

·E:t~~~t~tiJf i~~r{?~filt:;. 
secuencia_-e_s·re<:;onocidovarias'v7ces, · 
incrementando· 1~' fid;Íid~d'.d~;Y6 r~-~cción 
(Reed, · 2000). 

La remoción de los intrones y el ligado de 

los exones resultantes es catolizada por 

partículas ribonucleoprbteicas nucleares 

pequeñas (snRNPs) y por factores de spli­
cing que no forman snRNPs. Los RNAs pre 

mensajeros producidos durante la transcrip­

ción por la RNA poi 11 contienen secuen­

cias conservadas en los sitios de splicing 5' 

y 3' y una región conservada cerca del 

sifi() d~'spÍicing 3' Uam.ada punto de ramifi-

. cacfó~{"btdn'"Chp~oint 1í~ Estas secuencias con­

séryadc)~ s?_k:fedonoéidas por los snRNPs 

y 1c)~ fdct+~s.;_e_senciales de splicing que· no 

·forman snRNPs cuando se ensamblan en 

. ~I RNA pre mensajero para formar el 

sp/iceosoma. Este ensamblaje ocurre de 

manera ordenada y culmina en la remoción 

de los intrones y el ligado de los exones; El 

14 
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spliceosorna es.construrdo de _la siguiente 

manera: primer~: el U 1 snRNP reconoce 

secuencias en el sitio de splicing 5' en 

RNA pre mensajero; posteriormente U2 

snRNP se une al sitio de ramificación. Una 

vez ocurrida dicha unión, el complejo pre­

ensamblado U4/U6/U5 se asocia a los 

snRNPs ya unidos y al pre-mRNA con el 

U5 e interactúa con las secuencias exóni­

cas 5' y 3'. Posteriormente la asociación 

de U 1 se desestabiliza, U5 se une al 

extremo 5' del lntrón y la hélice U4/U6 se 

desaparea parcialmente resultando en la 

asociación de Uó con U2 formando un 

complejo U2/U4/U6. Finalmente el U4 

sale dejando un complejo U2/U6 con U2 

unido al punto de ramificación y Uó aso­

ciado al extremo 5' del intrón. Esta interac­

ció~ altamente organizada de los RNAs y 

proteínas es lo que permite a la maquinaria 

celular de splicing que los intrones del RNA 

pre mensajero sean elirriinados de forma 

correcta (fig. 2A). 

Una familia de factores de splicing denomi­

nados proteínas SR está involucrada en 

este mecanismo a través de sus motivos 

altamente conservados de reconocimiento 

del RNA y el dominio SR con múltiples 

repeticiones de serina y arginina (Misteli et 

al., 1997); los cuales son fosforilados por 

cinasas especificas como la SRPKs, CLKs, 

PITSLRE, PIKs o defosforilados por fosfa­

tasas como la PP 1, PP2A, PP2C (ver 

Misteli, 2000) (Tabla 3). Los motivos de 

reconocimiento para el RNA se unen a 



. seéJend6s de. RNA 1de :uno rlicmera . coordi­

nada para determinar lci eficiencia del 

splicin9 y comprometer a los RNA pre 

mensajero en el evento de splicing {Fu, 
1993). Los dominios SR median interac­

ciones proteína-proteína en los diferentes 

Figura 2B 

SR· SR 

~.-. 

"{-'". 1 ~ 

SR SR 

' 
SR SR 

SR o 
. 70K 

UI U:.> 

l_ ¡-
HS 

' SS 

Figura 2C 

pasos del ensamblaje del spliceosoma 
(Tronchere et al., 1997) (figura 2B, C). Los 

factores SF2/ ASF y SC35 están involucra­

dos en la selección del sitio de splicin9 5' 

de RNA pre mensajeros con splicin9 alter­

nativo. 

SR .. 
.,!", .• 

SP TESIS r~oN 
F.IATLA DF' . •'"'1 EN lU.I .! • : :·ü li 

",.H 

SR SR e 

,LJJAF 
{_ __ 1..-.,.,_ 

J s.s 

Figura 2B.- Modelo para la función de la RNA poi 11 asociada a proteínas SR en el splicing. 

C.- Modelo para la función de las proteínas SRm 160/300 en el sp/icing. Tomado de 

Blencowe Lab. 
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Tabla 3.- Cinasas y Fosfatasas de los factores de splicing (tomado de Misteli, 2000). 

SRPK-1 

SRPK-2 

Clk/Styl 

Clk/Sty2 

Clk/Sty3 

PITSLRE 

PIP 

Tapolsomeraso 1 

U 1-70k Kinase 

S. pombe Prp4p 

S. pombe Osk 1 p 

S. cerevisloe Sky 1 p 

....... -"- ... ---·--¡ 
'" PP 1-oclivi!Y 

. ':·~ Ar!.iii~!ivi~ 
·· -- ·- scf'liP'P2cvJ 
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Localización en las 

Comparlimienlos 

de Spliclng (SFCs) 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

N.O. 

N.O. 

N.O. 

Subslrolos 

Proleínos SR 

Praleínos perecidas o los SR 

Proleínos SR 

Proleínos perecidas o los SR 

Proleínos SR · 

Proleínos perecidas o los SR 

Proleínos SR 

Proleínos SR 

N.O. 

N.O. 

Proleínos SR 

U1-70K 

Proteínas SR 

Proteínas SR 

Proteínas parecidas o los SR 

Proteínas SR 

Proleínos parecidas o los SR 

Praleínos SR 

Proleínos SR 

N.O. 

Referendos 

Gul el el., 1994 

Kuroyanogl et el., 1998; 

Wang et el., 1998. 

Colwill et el., 1996 

Ouncan el al., 1998 

Ouncan et el., 1998 

loyer el el., 1998 

Boronenkov et el., 1998 

Rossl et el., 1996 

Woppmonn et el., 1993 

Gross et el., 1997 

Tokeuchi ond Yonagida, 1c; 

Siebel et el., 1996 

Misteli ond Speclor, 1996 

Mermoud et el., 1992 

Mermoud el al., 1994 

Murray et al., 1999 



Dominios nucleares involucrados 
en el metabolismo del RNA-pre 
mensajero(pre-mRNA). 

El mantenimiento y replicación del DNA, la 

producción y el transporte de las diferentes 

clases de RNA, así como la regulación . y 

coordinación de estos procesos requiere de 

numerosas macromoléculas, muchas de las 

cuales se enéuentran · compartamentalizadas 

en dominios morfológicamente reconocibles. 

El nucléolo es el dominio en donde se, reali-. 

za la síntesis de RNA pre-ribosomal y su ¡ ·) 

maduración (fig. 3A); por otra parte; los;,?:;;. 

compartimentos involucrados en la síntesÍsy 

procesamiento del RN~ pre-mensajéro son .. 

los cómulos.de grónulos int~rcrornatinldnos · .. 
· (IGCs);'también ~ono~id~~~om~ .· 

Compartimientos de Factores de Splicing 
(SFCs) (fig. 3C), regiones pericromatinianas 

(fibras) y cuerpos de Cajel (fig. 3B). 

Cúmulos de gránulos intercroma­
tinianos (IGCs) 

Ultraestructuralmente los IGCs se definen 

como estructuras irregulares que miden de 

0.3 a 1.8 µm (Thiry, 1993) y están com­

puestos por numerosos grónulos esféricos 

denominados grónulos intercromatinianos 

(IG), con un diámetro entre 20 - 25 nm 

(Monneron y Bernhard, 1969; Spector, 

1993 J. Estos grónulos fueron identificados 

por primera vez por Swift en 1959, y han 

sido observados como partículas solitarias. 

los IG se encuentran interconectados en 

algunos sitios por fibrillas de entre 9 y 1 O nm 

(Moneron y Berhnard, 1969). 

los IG están enriquecidos en ribonucleopro­

teinas pequeñas nucleares (sn RNPs) y fac­

tores de splicing no ribonucleoproteícos (no· 

snRNP) pertenecientes a la familia de proteí­

nas SR, con la excepción de la UsAF 

(Zamore y Green, 1991 ). Estos grónulos 

estón igualmente enriquecidos en RNA poli 

(A) y en proteína 11 enlazada a Poli (A) 

(PABll), pero no contienen ciertos tipos de 

proteínas hnRNP; los gránulos intercromaUni­

anos no son marcados después de pulsos 

cortos de uridina [3HJ. la naturaleza de los 

grónulos parece ser mantenida por interac­

ciones del tipo RS-RS entre sus componentes 

y la hiperfosforilación de las proteínas SR en 

sus dominios RS rompe esta interacción, resul­

tando en el fraccionamiento de los gránulos 

(Sacco-Bubulya 2000, comunicación perso­

nal). Estos IGCs han sido recientemente purifi­

cados de hígado de ratón y ahora se sabe 

que contienen al menos 75 proteínas (Mintz 

et al., 1999). los IGCs son sitios de almace­

namiento, ensamblaje y/ó modificación de 

los factores de splicing. No obstante, el 

splicing no ocurre dentro de estas estructuras. 

Fibras Pericromatinianas 

las fibras pericromatinianas (FPCs) se loca­

lizan sobre la wperficie de los IGCs y 

sobre la superficie de la cromatina canden-

17 



sada'·así dar;;o;en.·for~b difusa.<itrOvés .del 

nudeoRl(l~~ª;¡~~r'E(J~an·y}u~ion,i 1980). 

El ··proce~o'd~·rn·aclÚr~dÓn:deÍ p~e-mRNA 

~~~l~!llilil~~~~; 
·.·. donal '(Ec?noml~esV Péderson; .1983; 

· .• •.~;E¡~~tf ~~~;~:f~g~~,-· 
'd~· ~l'pr;ces~ d~ niapú,ra'cióll (Visa et al., 

1996;:Wurtz et al:, ~1996); Estas fibras son 

rápidamente marcadas cien uridina [3H], lo 

cual sugiere que estas estructuras represen­

tan los sitios donde se localiza RNA recien­

temente transcrito (Fakan, 1994). 

Una de las funciones que se ha propuesto 

para este arreglo es que el empaque­

tamiento del transcrito en una fibra y poste­

riormente en un gránulo RNP parece ser 

importante para asegurar el transporte efi­

ciente>Los componentes proteicos y la 

molécula de RNA que conforman el gránu­

lo no están organizados de una manera 

. azarosa ya que las proteínas se unen al 

RNA de una manera secuencia depen­

diente {en Dreyfuss et al., 1993) de manera 

que cuando la fibra RNP se pliega, los 

gránulos adquieren una forma característica 

(Skoglund et al., 1986). La molécula de 

RNA está organizada de una manera 

específica en el gránulo exponiendo algu-

18 

nas secuencias que intervendrán en interac­

ciones moleculares y otras secuencias per­

manecen en el interior del gránulo. 

Cuerpos ele Caja# 

Los cuerpos de Cajal (CBs), también cono­

cidos como cuerpos espiralados {Gall et 
al., 1999), son una clase de cuerpos 

nucleares altamente conservados en plan­

tas y animales tanto en morfología como 

en composición. Los CBs varían en tamaño 

(0.2 -1.5 µm) y en número ( 1 - 10) en 

diferentes tipos celulares y bajo distintas 

condiciones de crecimiento. Estos cuerpos 

nucleares están enriquecidos en muchos 

epitopes nucleares incluyendo factores de 

procesamiento y transcripción del RNA. 

Contienen antígenos nucleolares como la 

fibrilarina y Nopp 140, numerosos snRNPs 

del splicing y un autoantígeno humano, 

coilina p-80, la cual es usada como mar­

cador específico de estas estructuras (ver 

Matera, 1999), contiene ribonucleopro­

teinas pequeñas nucleolares {snoRNPs}, 

pero no contienen rRNA, pre-mRNA, DNA 

ni factores de splicing no-snRNP (proteínas 

SR). Adicionalmente se han localizado 

diversas cinasas en estos cuerpos, como la 

protein cinasa A, CDK7, CDK2 entre otras. 

Por lo anterior no parecen ser sitios 

de splicing o producción de riboso­

mas; las evidencias muestran que los 

cuerpos de Cajal juegan un papel 

en el control de la producción y o 

transporte de snRNPs. En algunos 



. . . ' . -

tipos celÜlares s~ ha observado una aso­

ciaéión dra~ática ~ntre los cuerpos de 

Cajel Y:los loci de los genes del snRNA, lo 

que·ha sugerido que estos cuerpos pueden 

proveer de un mecanismo de retroali­

mentación negativa para modular la expre­

sión de genes snRNA (Matera, 1998). 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

Figura 3.- lnmunolocalización de compartimientos subnucleares de síntesis y maduración del 

RNA. AJ nucléolo, B) Cuerpos de Cajel y C) Motas ó SFCs (gránulos intercromatinianos). 
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Organización Je los factores Je 
sp#icing (Patrones moteados o 
SCFs) 

Mientras que los mecanismos moleculares 

y bioquímicos del splicing del pre-mRNA 

han sido extensamente caracterizados, la 

organización subcelular. es menos entendi­

da .. No obst~~i~,~se conoce ampliamente 

q~·~:~D·:~,1:r:~~!i~:;~,~.¡,T·B:T!f.ir~~ •. 1.?s.;/?:.c:tor~s. 
•de spfí,d19)~sfqfüc9n~enfrados en cerca de 

20 cí .SQ';~o~~~t'tlini~hi~·s. nucleares conocí-

·. dos c8irib' rr\cii~i~¡1~~tkÍ~s) o compartimien­
tos d~: fador~~: ··. 

. :. 
TESIS CON 

FALLA DE ORIGEN 

de splicing (SFCs) (fig. 4A y B), los cuales 

correspo'nden ultraestructuralmente a los 

: 1(7Cs (Sp~~tor, 1993). Adicionalmente, los 

: FCli:t~~~si'd~ .Sp/icing estón presentes de 

l"!lc:irie~a-'difüsa en el nucleoplasma, en 

est~IJctu~as que corresponden a fibras peri-

cromatinianas cuando son observadas por 

microscopía electrónica y éstas incorporan 

uridina tritiada sumamente rópido (Spector 

et al., 1993; Fakan, 1994). 

Figura.- 4.- A) lnmunolocalización de los compartimientos de los factores de splicing, 
motas o SFCs, con el anticuerpo 3C5 contra proteínas de la familia SR. B) Diagrama de 

un núcleo en donde se muestran las motas. 
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.. ~:~~Jt~~~~l~l~,~~~i~¡~~;:~· 
a·· los•'silios;de.'tra'ns~ripció~; a ~tiva ,fi3n. proce-

. ~~f ~~'tll!IJ~~~:~~ 
pFlirfíé'ró·s~~IH!t0.i~teh;•y:'sp·ector, 1999). 

A.di~!3ng.lb1~:P.i~f~,2;f~~P~f'º que está 
/< comeh'zándo~ci'ser~'explorado, es el meca-

·.· ·.~it~~~:11~~~J:~,~~r::':;::'::" 
. pue;t~ésqueÍas motas o SFCs son el 

reflejo d~ la actividad transcripcional y 

sp/icing. El aislamiento de los IG muestra 

que contienen úna grah'~ariedad .de fac­

tores de sp/icing Ód~mÓs de varios factores 

de los cuales no se conoce su función 

(Mintz et al., 1999). Además, el patrón 

moteado es un reflejo del estado constante 

de. asociación/ disociación de factores 

a b 

Motas 

entre el nucleoplasma y las motas o SFCs ... 

(Phair y Misteli, 2000). 

Para apoyar este modelo, se ha demostra­

do que el nivel de transcripción de una 

célula causa una redistribución de los fac­

tores de splicing en el núcleo (Spector et 

al., 1993). En una célula transcripcional­

mente activa, los genes están asociados 

con la periferia de los SFCs, el RNA es 

madurado en los sitios de transcripción y 

liberado rápidamente (fig. 5a); posterior a 

la inhibición de la transcripción, los factores 

de splicing se acumulan en los SFCs y los 

genes típicamente se encuentran alejados 

de ellos (fig. 5b); finalmente, cuando se 

provoca sobreexpresión génica en la célu­

la o los genes contienen gran cantidad de 

genes que contienen intrones, pueden ser 

liberados de los 'sitios de transcripción . y se 

mueven alrededor de los SFCs (Melcak, 

2000) (fig. 5c). 

Figura 5.- Modelo de la dinámica de las motas o SFCs dependiendo de la actividad trans­

cripcional de la célula. a) transcripción activa; b) transcripción inactiva; c) sobreexpresión. 
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Despüés de u~ci infección por adenovirus, .o 

por unci trahsfección Íra"nsitoria. con un plósmi-

. do·que cC>11nerie una porción del gen de 

B-tropbmidsina; lá distribución y morfología 

de la~ mÓtas ~ornbian. (Jiménez-Garda y 
Spector,),99,3)~ :Estos datos sugieren un 

meC:cini~mo d~ J~dutcimiento. que regula la 

lo~~lizc':iciÓn de l~t~anscripción y de los fac­

tores. de. splicing en respuesta a la iniciación 

de la activación de la transcripción Uiménez. 

García y Spector, 1993;.Misteli et al., 1997). 

De hecho, ha sido demostrado que estos 

procesos dependen de la presencia de los 

SRPKs 
CLKs 
PITSLRE 
PIKs 

intrones (Huang y~Spector, 1996) y de los 

ciclos de fósforilación/desfosforilación de los 

factores (Misteli y Spector, 1996) (fig.6). 

En contraste, el silenciamiento de la transcrip­

ción de genes endógenos por tratamientos 

con inhibidores de la transcripción tales 

como la a-amanitina, o por microinyección 

de oligonucleótidos contra el U l snRNA 

para inhibir el splicing, causa el redondeo y 
agrandamiento de las motas y la acumu­

lación de los factores de splicing (SFCs) 

(Spector et al., 1993). 

Fosforilación ~ 

~ '-­
~ 

Desfosforilación 
PPl 
PP2A 
PP2C 

Figura 6.- Diagrama de los ciclos de fosforilación/desfosforilación de los dominios SR de 

los factores de splicing. 
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Láfosforil6d6irM~vilro;dé lbs dominios SR· 

pued~1ri,c::rel"ri€lnicir··1as interacciones entre 

·····las pfciierri6~;1q~éC::?nlienen dominios SR 

!W(]íl~~t:'6mé;1c;>98¡yevita.su unión no 

e~p~df1~~'r~1·;.RNA (Tacke et al., 1997). Por 

otra·• ~·brt~f~ÍC:{clesfosforilación de. las proteí-

... d~}~~~~~r~~r::~'~r~:;,~:,:~;;~. 
· .. libre;s~d~':i~ir¿nes:{Gho;et aL;;l997(PoiJo. 

.. · ()nl~;iÓ~/~,¿Cid16°;defosf6';iladÓn-desfosfoíi- , 

.• l~ci6;·ú~ci';iciF~o~·i:ni()s.~sR· pare6e r~g ulár el 

,ciclé, J~ff~p/(~fo~'.{en.Y~akley et al., 1999). 
• ''" ,;::•::·: t~;,,~;~;;1:;~\~j:~,;,,::~+. '• < •.· 

,·· .•.•..• Pór'.ofr~:pb~Íe;,'~é~ie~temente se ha sugerido 

~u~'..~1~~9híi~i.6:carboxilo terminal (CTD) de 

·· ... 1a'~ub'Q~·id:9«~.'.:'¡;]randE)de la .RNA polimerasa 

< ll .(Rf>JA;~ó1;1'i}une lá·.maquinaria transcrip-

,: ciC>~b¡'~o~)í'6•'.:hiaquinariade procesamiento 

. d~l'RÑA."AI parecerel CTD se. encuentra , 

hipbfbsforilado' dura rite la ,ini~iadón' e. hiper­

fosforilado. durante la fase.de elongación de 

la transcripción. Las enzimás q~~· párticipán 

en el procesamiento del extremo·3'Y 51.s~ 
asocian con la forma hiperfosforilada y 
ambos procesos se inhiben cuando el CTD 

se elimina o se trunca (Cho et al., 1997). 

a 

(J,ff~ ·. 
b 

·-:.o: 
e 

Funciones de los compartimentos 
de los factores de splicing (SFCs) 

Una de las funciones que ha quedado 

clara desde que se conoce la comparta­

mentalización de los factores de madu­

ración del pre-mRNA, es que estos compar­

timientos funcionan como medio o mecanis­

mo para controlar la concentración de fac­

tores de splicing en el nucleoplásma y por 

lo tanto los sitios de transcripción y splicing. 

Balanceando la concentración de estos 

factores, se puede contribuir a optimizar la 

eficiencia del splicing in vivo (fig. 7a). Una 

segunda posibilidad es el reciclamiento o 

reactivación de los factores de splicing; los 

factores de splicing tienen una vida media 

larga y solo del l O al 20% de cualquiera 

de los factores de splicing es utilizado en 

la reacción de splicing (Misteli unpublished 

in Misteli, T. 2000) (fig. 7b), por lo tanto 

cada molécula participa en muchas reac­

ciones de splicing durante su vida media y 

pueden ser recicladas. Lo anterior concuer­

da con el hecho de que el reciclamiento 

involucra ciclos de fosforilación reversible, 

la cual tiene lugar en los SFCs. La tercera 

d 

• .. ._.. . 
• 

Figura 7.- Esquema de las funciones propuestas para las r:notas (SFCs). De Misteli 2000. 
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función erf;dónde las motas o SFCs estón 
¡:··~.¡ ~~i..·~·~· . e• _· • . • 

involucradas es en la regulación de las pro-

porciones de los factores de splicing (fig. 

7c) y finalmente estarían participando en el 

ensamblaje de la maquinaria de transcrip­

ción y/o procesamiento del RNA (fig. 7d)1 

Un punto para ser posteriormente reflexion­

ado y probadoes el siguiente, las técnicas 

de· microscopía electrónica revelan. que las.' 

motas o SFCs .consisten en cúmulos de GI, 

en ?ond(;l éada,grónulo<tiene .un diómetro 

Y~~. (J~r$~f.ffi~~{~fü~ri~k··áó n~. Basados en 
.· .. cbnsidefcid6nes'~·fnorfólógicas y de loca-

. • liz.95:i~riJ€~$t~l~~·~ri .los ovo citos de 
anfibios/'se~prop~ne,' por analogía con los 

rib'?sdrria~·;\iJe b:ida grónulo representa un 

'lr<?~~Cri~t?~orriC1 ekel 'cual estó contenida 

toda la maqúiílaria de transcripción y 

24 ,.-._,,.,_ •. _._r ....... ~ 
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procesamiento del RNA (Gall et a/.¡'1999). 

Hasta ahora, muchos estudios de la organi­

zación dinámica de los factores de splicing 

han sido realizados en líneas celulares en cul­

tivo. En el presente trabajo estudiamos lo dis­

tribución de los factores de splicing en células 

diferenciados presentes en varios tejidos de 

rata, que despliegan programas tronscrip­

cionales diferentes. Estudiamos la presencia 

de los patrones moteados (motas o SFCs) en 

distintos tipos celulares. Adicionalmente moni­

toreamos las variaciones en este patrón como 

consecuencia de una variación cíclica en lo 

transcripción como resultado de la disponibili­

dad de hormonas, o por las variaciones 

inducidas experimentalmente controlando la 

acción de las hormonas sobre distintos tipos 

celulares de útero de rato. 



Qbjetivos 

OBJETIVO GENERAL 

Conocer la organización intranucleor de los factores de splicing del RNA pre-mensajero, 

no-snRNPs, en diferentes tipos celulares diferenciados y conocer si su distribución cambia 

dependiendo del estado transcripcional. 

O&ietivos Particulares 

• Conocer la organización de los factores de splicing no - snRNPs en diferentes tipos celu­

lares de rata Sprague-Dawley. 

• Analizar la distribución de los factores de splicing no-snRNPs en células sometidas a 

cambios hormonalesdcliéos, como epitelio luminal, glandular y miometrio de útero de rata 

Spragúei,Da-Nl,~y''~~~'lós cuatro etapas del ciclo estral. 

,.:·_ .. ;, ·.~\'~:~~~<~~:;{!~~:;~:;~{ t:,: .. ~~~~~~::~(f.~;f;;{·~;.~·.!· :·; ''. 
• Estudiarlci aistri~G~fón~defactores de sp/icing no - snRNPs en células de epitelio luminal, 

glandular y rrÍiom~tri~ d~ Ótero de rota Sprague-Dawley ovarioectomizada y sometidas a 

tratamientos hormon~les con 17-B estradiol. 
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Metodología 

Animales 

Muestras de tejido pancreótico, hepótico, 

pulmonar e intestinal se obtuvieron de seis 

ratas macho adultas de 200 a 250 gr. 

Las muestras fueron procesadas por técni­

cas histológicas estóndar, obteniendose 

finalmente cortes de 3 µm para 

inmunofluorescencia (diagrama de Flujo l J. 
Los corles fueron montados en portaobje­

tos cubiertos con poli-L-lisina al l 0%. 

Adicionalmente se utilizaron 28 ratas hem­

bras vírgenes de 200 a 250 g)·:lc:is cuales 

fueron mantenidas en condido'~és'estón­
dar con libre acceso al ali~erit9/al agua 

(tabla 4). 

Mediante un frotis vaginal a las 13 hrs. 

del día, fue determinada cada etapa 

del ciclo estral. Posteriormente 20 ani­

males, cinco de cada etapa del ciclo 

estral (proestro, estro, diestro 1 y diestro 

11) fueron anestesia-das con pentobarbi­

tal sódico para poder realizar la disec­

ción de los úteros derecho e izquierdo 

también a las 13 horas del día. 

Para estudiar las variaciones bajo dife­

rentes condiciones hormonales, 8 ratas 

fueron anestesiadas con pentobarbital 

Tabla 4 • Número·y''condicones de los animales utilizados 
.en el. estudio ' 
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N 
5 
5 
5 
5 
N 
3 
5 
28 

Étapa del ciclo estral 
Proestro ( 13 hrs) 
Estro ( 13 hrs) • 
Diestro 1 ( 13 hrs) 
Diestro 11 (13.hrs) · 
Ovarioéclornizadas 21 días 
Tratadas con vehículo 
Trate.idas con una dosis única de 4 µg de 17 B estradiol 30 min 
antes del sacrificio. 



.• f.~iiit}F~~~l~~~~i~t~~:g!~ .. 
·. merite':un~\iosi~ Ónice de 4µg de 17-B. 

estr~diol por cada l 00 gr de peso cor-

poral del animal. 30 minutos después de 

dicha aplicación se realizó la deca-

. ., -

, ',--'·" ·:,;;~~ ._:,:::.·,~- .: ~>:~-~~·e_·_:,,") ~--.. :''. • 
00pitadón 'd,eU~nimal ·tse'iprocedió a dise-

cárlos Úte~c;~:· La~múestras obtenidas de 

los ~~y~;l~f~sJG,érÓn:procesadas hitológi­

cam~~t~·~'g5t8 su in~lusión en parafina 

(diagrariia\Je' flujo l ). Posteriormente se 

realizaron cortes histológicos de 3µm 

de grosor para efectuar los ensayos de 

inmunofluorescencia . 

•••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••• 

lnmunolluorescencia 

Las muestras de tejido utilizadas en este 

estudio, fueron desparafinadas y 

rehidratadas hasta TBST. Posteriormente se 

aplicó un procedimiento de recuperación 

antigénica con prótei11asa K (Proteinasa K 

lista para usarse, Dako 53020) por 5 minu­

tos a temperatúrci·~~mb'iente. Los tejidos 

fueron.incubadó~'~é6n·el anticuerpo pri­

mario nic:»~§~if¿'fi6i'.;3cs c~ntra proteínas de 

ki familiiJ sf~ifürd6 ~~ TBST l :20,por 24 
h a4° e:····.... . . 

(Turner y Franchi, 1987; donado por el Dr. 

Spector, Cold Spring Harbar Laboratory). 

las muestras fueron posteriormente 

incubadas con anti lgG acoplado a fluo­

resceína como anticuerpo secundario dilui­

do l :20 en TBST Uakson lmmuno Research 

Laboratories, lnc 41845) por hora y media 

a temperatura ambiente en completa 

obscuridad. Las muestras fueron montadas 

con un medio de montaje especial para 

fluorescencia {DAKO)(diagrama de flujo 2). 

27 
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Diagrama Je llujo 1.- Protocolo para la técnica histológica 

Obtención de las muestras 

l 
Fijación en paraformaldehído al 4% 

Deshidratar 

PBS 2X l O min ta. 

Alcohol 30º, 15 min ta. 

Alcohol 40°, 15 min ta . 

. Alcohol 50°, l5min ta. 
Alc'óhoL:6ó0 ;'í5rní~'tOo'. 

: - ' , ; . ~ ' : ' -·, . - . . . .. 
AlcohC>l 70<>·;¡5 Ínirí tO./ 

· Alcohól SÓº 11 S ~¡b lci. 
e" Alcohi:ll90º; lsmiriJci. ' 

Alcohol absoluto ( l) 15 min ta:' 

Alcohol absoluto ( l ) 45 min ta. 

l 
Xilol 45 min 

l 
Parafina l h 

Preinclusión en paraplast 

toda la noche 

~ 
Inclusión en paraplast 

~ 
Realizar cortes de 3 µm 

~ 
Monta~ los cortes en portaobjetos cubiertos con Poli -L-lisina 

------~ 



Diagrama de flujo 1.- Protocolo para lnmunolluorescencia 

Desparafinar los cortes 15' a óOºC, 

Xilol 5 min ta. 

i 
Hidratar 

Alcohol absoluto, 2 X 5 min ta. 

Alcohol 96° , 2 X 5 min la. 

Alcohol 50° , 2 X 5 min ta. 

TBST 2X l O min ta. 

i 
Recuperación antigénica 

Protelnasa K, 5min ta 

i 
Enjuagar 

TBST 2X 5min ta. i . 
Bloquear 

:JOmin a 37ºC 

i 
Decanta~•(vadamiento) 

; . ·. . '>'.¡. . .~;·, .. .. i 

Incubación con el anticuerpo primario monoclonal 3C5 · ..... 

anti SR dilución l :20 , . 

. 24 h o la e~· cómara hú~cida. 
i 

· ·' EnjuagarTBST 2X 5min ta · 

i 
Incubación con el anticuerpo secundario lgGF l :20 

• l .5 h a ta, en obscuridad 

i 
Enjuagar TBST 2X 5 min ta 

i 
Montar 

Nota: Todos los enjuagues fueron realizados tanto por inmersión como por chorreo 
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Los muestr<J's\i~~;Jh6rn'arC:~d(]s fJe~i'okobser~ .·· · · 

.. ~~~~;~~tl~~~~t~;~~"~ 
Zeiss LsM:::s i ó:~Cas'obse'rvcíciones fueron 
' . -' ·, : </>~ ~- -·;~/-:. -~'.:.~·;·?.:-::/.~ '. :;l..:p:. ·:· ; .'; ,;,) ' .. ,;:~~[ ~~ .'::"':'.'•.• '. :, -·~ 

realizadbs ·a: 2ó~''¡)a'r~'~p(]'nóra~as. Para 

reali.z¿n~ ;~g¡~¿e;¡¿;~ d~ 1()~ ~ci~tes ópticos 

. ~~ utilizÓ eTob~jetlvoÓ4x'~onun factor de 

~mplificación de 4.68, para lograr imá-

Análisis Cuantitativo Je la forma 
Je las motas 

Para cuantificar la forma de las motas, se 

utilizó el criterio de circularidad (FC). Este 

factor de circularidad está definido por e = 

47tA/P
2 

donde: 

A= área 

P = perímetro de la región de interés. 

Para círculos continuos se tiene A=7tr2 y 

P=2m (r es el radio del círculo), entonces 

FC está dado por C= l. Para círculos en 

imágenes digitales esto no es siempre ver­

dadero.· Para este tipo de círculos y tenien­

do un buen algoritmo que calcule estos 

dos parÓmetros (A y P), el FC esta entre O 

y J.(O<C<'l }. Para calcular el factor de cir­

c~l6~idad de las motas, se desarrolló un 

. algoritmo. r;busto con respecto al cálculo 

del perrrrietroy área que define a la mota. 

· El ólg~ritmo fué escrito en IDL, en una 

estación de trabajo lndigo 11 de Silicon 

Graphics, para lo cual, se definió el término 

vecindad de un pixel. 
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genes a 300.X: El procesamiento de las 

imágenes fue generado a partir de la 

colección de cortes ópticos de l 00 nm a 

lo largo de 3 µm. Las secuencias obtenidas 

fueron analizadas, reconstruídas tridimen­

sionalmente y modeladas utilizando los soft­

ware IPLab, MED-X y T3D respectivamente 

para el microscopio Nikon y Pascal para el 

microscopio Zeiss. 

Sea 1 una imagen binarizada, formada de 

O's y l 's, y sea un pixel p contenido en la 

imagen 1 y cuyas coordenadas son (x,y). 

Definimos la vecindad 4-vecinos de p 

(V4(p)) como aquellos pixeles cuyas coor­

denadas son (x+ l,y}, (x-1,y) (x,y- l}, (x,y+ l }. 

El algoritmo está formado de 3 etapas de 

procesamiento, en la primer etapa se deter­

mina el contorno, en la segunda el 

perímetro y en la etapa final el área de la 

mota. El contorno determina la región de 

interés y no interés en el caso particular la 

mota y el fondo; habiendo determinado el 

contorno, se calcula el perímetro de la si­

guiente manera: se suman los segmentos 

de línea entre los centros de los pixeles del 

contorno sucesivamente que son 4-vecinos 

al fondo, es decir se loman los pixeles del 

contorno cuya 4-vecindad de un pixel de 

borde tiene al menos un pixel que esta en 

el fondo, esta suma determina con buena 

aproximación el perímetro. Después, se cal-



cul~ ~(óf~b; tentando los pixeles que 

están d~nfr~ d~I contorno que define la 

mota. Para terminar, el algoritmo fue proba­

do en imágenes digitales conteniendo for­

mas de círculos y de otras formas obtenien­

do una validación aceptable para este tipo 

de imágenes. Posteriormente se aplicó el 

algoritmo a l 00 núcleos de cada uno de 

los ensayos. El procedimiento fue segmen­

tar cada una de las motas contenidas en 

100 núcleos, de cada uno de los ensayos, 

los valores obtenidos se obtuvieron el 

promedio y desviación estándar. 

•••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••• 

Resultados y 
Discusión 

Los patrones moteados (Specl<les o 

SCFs) están presentes en células Jileren­

ciadas de diversos órganos y en varios 

tipos celulares Je un mismo órgano. 

Para probar si el patrón moteado descrito 

para células en cultivo está también presen­

te en células diferenciadas de diversos teji­

dos, diseñamos estudios de inmunofluores­

cencia para detectar factores de splicing 

del RNA pre - mensajero {proteínas SR) con 

el anticuerpo monoclonal 3C5. El patrón 

moteado intranuclear es observado en 

todos los tipos celulares analizados es 

decir, hepatocitos, células B pancreáticas, 

células epiteliales de intestino, epitelio bren-

quial y tres tipos celulares de útero (epitelio 

luminal, glandular y miometrio). similar a lo 

observado en células en cultivo. No 

obstante el número y la forma de las motas 

varía dependiendo del tipo celular (Tabla 5). 

Los hepatocitos presentan de 6 a 14 motas 

con un valor promedio de circularidad 

(MC) de 0.581167 (Figs. 8,16). mientras 

que los núcleos de las células B contienen 

entre 5 a 12 motas, con medida de circulari­

dad promedio de 0.479584 (Figs. 9,17). 

TESIS CON 
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Figura 8.- AJ Corte óptico obtenido por microscopía confocal de una inmunoflourescencia con 
el anticuerpo 3C5 contra proteínas SR en hígado de rata, en donde se observa el patrón 
moteado intranuclear. B) Distribución espacial de los factores de splicing no-snRNPs en motas 
o SFCs (flechas). Se observa el típico patrón moteado, la fracción difusa es muy conspicua 
{cabeza de flecha). Reconstrucción del núcleo de hepatocito. {n) nucléolo. Barra 15 µm. 
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Figura 9.- A) Corte óptico de póncreas de rata, obtenido por microscopía confocal de una 

inmunoflourescencia con el anticuerpo 3C5 contra proteínas SR , en donde se observa el 

patrón moteado intranuclear. B) Reconstrucción de un núcleo de célula Ben donde se 

observa la distribución espacial de los factores de splicing no-snRNPs en motas o SFCs (fle­

chas). Se observa también la fracción difusa (cabeza de flecha). Barra 15 µm. 

TESIS CON 
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Tabla 5.- Característicos de las motos (SFCs) de varios tipos celulares 

Tabla 5.- Características de las motas (SFCs) de varios tipos celulares 

Tipo celular Número de motos Formo de las motos !MC) 

Célula B poncreótlco 

Hepatocitos 

UTERO. 

Célula de epitelio lumlnol 

Célula de epitelio glandular 

Miometrio 

MC - Medida de circularidad 

p 

6-14 

5-12 

2 - 3 grandes 

9 - 25 chicos 

6-23 

9 - 16 

Como se puede observar en la figura l O, 

en tres tipos de epitelio, A) epitelio intesti­

nal, B) bronquial y C) endometrial, también 

se presenta el patrón moteado. El patrón es 

diferente en cada uno de los epitelios. 

Hemos demostrado que los factores de 

sp/icing se distribuyen en un patrón motea­

do dentro del núcleo de células diferen­

ciadas de diferentes tejidos, similar a lo 

observado en células en cultivo. Sin embar­

go, estos patrones muestran diferencias en 

número, forma y distribución. Hepatocitos, 

células B, varios epitelios (intestino delga­

do, luminal y glandular uterino y bronquial), 

así como miometrio contienen un patrón 

moteado diferente uno de otro. Estudios 
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DI 

14-19 

4-21 

3-6 

0.581167 

0.479584 

p 

0.512963 

0.456616 

0.457182 

DI 

0.799547 

0.824835 

0.834037 

previos en células de mamífero en cultivo 

han demostrado que los factores de spli­

cing se localizan en dominios moteados o 

SFCs (ver Spector, 1993; Sleeman y 

Lamond, 1999, Misteli, 2000). Estos domi­

nios son altamente dinámicos y participan 

en la coordinación de la transcripción y 

splicing. 

Para analizar si los patrones moteados 

están presentes en varios tipos celulares 

dentro de un mismo órgano, seccionamos 

úteros de rata y diseñamos estudios de 

inmunofluorescencia con el anticuerpo 

3C5. En las figuras 12, 20, 21 y 22 se 

observa que el patrón moteado está presen­

te en el núcleo de tres tipos celulares de 

útero, y son dife-rentes uno de otro. 



De hecho, los diferentes tipos celulares 

pueden ser distinguidos en la imagen de 

fluorescencia. Claramente se define el 

epitelio luminal y glandular, así como el 

miomelrio. El análisis cuantitativo que 

evalúa las características del patrón, como 

son forma y número de las motas, se mues­

tra en la tabla 5. 

Estudios previos en células de mamífero en . 

cultivo han demostrado que los factores de 

splicing del pre mRNA están presentes en 

dominios moteados o SFCs (ver Spector, 

1993; Sleeman and Lamond, 1999; Misteli, 

2000). Estos dominios son compartimientos 

altamente dinámicos, los cuales participan en 

la coordinación de la lrans--cripción y el splic­

ing. Ha sido observado in vivo que estos fac­

tores son reclutados de los SFCs a los sitios 

de transcripción. Esto sugiere que una de las 

funciones de los SFCs es el almacenar los 

componentes de la maquinaria de sp/icing, lo 

cual a su vez es evidencia que apoya el 

modelo de que los factores de splicing son 

reclutados de los dominios moteados o SFCs 

hacia los sitios de transcripción activa (ver 

Misteli el al., 1997) en un proceso depen­

diente de la presencia de intrones (Phelan el 

al., 1993; Huang and Spector, 1996). 

Figura l 0.- Corles ópticos de tres tipos de 
epitelio de rala A) intestinal, B) bronquial y 
C) endomelrial, obtenidos por microscopía 
confocal. lnmunomarcaje con el anticuer­
po 3C5 contra proteínas SR, en donde se 
observa la distribución de los factores de 
sp/icing del pre-mRNA (flechas) 
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..... ·: 

La ob~e¡rv~ci~~ .d~ qüei:Al) ~.1. patrón motea­

do .carnbi.~ de Jga fcwna lrr~gular a motas 

. ··· redonde<:lda.f d~pendiendo de la actividad 

trans~rÍ~~ion~I (~er Spector et al., 1993), 
2) a pesar d~ Ía alta movilidad de las pro­

teínasnuC:leares, el patrón moteado se 

mantiene (Misteli et al., 1997; Phair y 

Misteli, 2000), y 3) que existe evidencia 

de la existencia del patrón moteado en 

células de hígado de ratón (Mintz et al., 

1999) incita a explorar si en diferentes 

tipos celulares de tejidos en un organismo 

despliegan un patrón característico. Es 

conocido que todas.las células en un tejido 

tienen un programa transcripcional similar 

(Potten, 1997) que es.adquirido durante la 

diferenciación yj;¡s'expresado durante su 

estado difer~nC:id'dc/r()r lo tanto, es posible 

que el ¡:).~tí,9~:~gt~ad~ se defina depen­
diendo'd~l .prÓg~~ina · transcripcional final en 

un tejido específico. En el presente trabajo 

mostr~mos de hecho que este puede ser el 
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caso. Primero, todas las células estudiadas 

tienen patrón moteado y segundo, un estu­

dio cuantitativo de los diferentes patrones 

moteados indican diferencias en el número 

y la forma de las motas. Nuestra hipótesis 

es que los diferentes patrones son obtenidos 

durante la diferenciación desde etapas 

muy tempranas del desarrollo ontogenético. 

Estudios previos muestran que en estadios 

embrionarios tempranos (estadio de 2 célu­

las), en ambos pronúcleos aparentemente 

existe un arreglo similar de los factores de 

splicing a manera de puntitos discretos 

(Ferreira y Carmo-Fonseca, 1996). Mas 

recientemente (Pena et al., 2001), han 

demostrado que en las neuronas del ganglio 

trigeminal también se observa un patrón 

moteado usando anticuerpos anti-snRNPs. Por 

lo tanto nuestros resultados están de acuerdo 

en la existencia de los patrones moteados en 

varios tipos celulares y que las diferencias 

entre los patrones pueden ser detectadas. 



los patrones moteados (speclcfes o SfCs) varían en el núcleo de células 
de epitelio luminal de útero en diferentes etapas del ciclo estro# 

En el útero (fig. l l), el epitelio luminal y 

glandular, así como el miometrio presentan 

patrón moteado {fig. 12 y 13), en cortes 

ópticos y en reconstrucción de una secuen­

cia de cortes. Para analizar si este patrón 

varía en distintos estados de actividad trans-

cripcional en células presentes en tejido, 

estudiamos los cambios ocurridos durante 

el ciclo estral, en donde la transcripción 

normalmente varía en respuesta al estímulo 

de varias hormonas, incluyendo el estradiol. 

Fig l l.- Corte transversal de útero de rata en donde se obser­

van los tres tipos celulares: epitelios luminal (EL), epitelio glan­

dular (EG) y miometrio {M). Hematoxilina-Eosina, 40 X. 

TESIS CON 
FALLA DE OR\GEN 

37 



Figura 12.- Corte óptico de útero de rata obtenido por microscopía confocal. 

lnmunomarcaje con el anticuerpo 3C5 contra proteínas SR. Epitelio luminal (flecha 

pequeña), epitelio glandular (flecha grande.) y miometrio (cabeza de flecha), mostrando el 

patrón moteado intranuclear. Barra corresponde a 40 µm. 

Figura 13.- Reconstrucción tridimensional de útero de rata, obtenida por microscopía confo­

cal. Se observa la distribución de los factores de splicing del RNA pre mensajero dentro del 

nucleoplasma. Epitelio lurr;iinal (flecha pequeña), epitelio glandular (flecha grande.) y 

miometrio (cabeza de flecha). Barra 40µm. 
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En proestro, cuando la ~~n~entra~ión hor- presentándose de J ~La 29 mot9.s .e~Jéricas, 
. ' . ¡<-i ! r· ""·\. r 1 ' : ···' .·' ... i , , 

mona! en sangre es altci; las''mdtas' són"irre- las cuales son homogéneas ·en tamaño y 

'gulare5''\3fÍ.'su forma (MC= 0.512963) .,,, :t ·muy mlrnerosa~ cóm.0 en la etapc(de( 
'·•''/'·! ·_i:· .. ·1, . ...;)" ·. ,-.,~.. . . ) • .. ' ' . _h,~,,,._ .'. . .. · .. 
mieriíiás qúe son muy redondeadas (MC d \ proes,trb. En el nucleopl6$ma la fr&dón 

-: . .. . -¡ ... ~. ' . . . . 
9.799547) durante el diestro 1, cuando las;,;; difusa no está pre~eriie (fig. 14). • ... 
. . .·. _·, ,., .• ~. . ,. . . . ,.l, ·.· . .. .. 
concentraciones de estradiol están en su : i'. : .. 

ObSér~amos los mismos cambios.en.,el 
.·.· . .· 1 . . 

vcilor mós bajo. En proestro observamos d~ ... 
2 a 3 motas grandes y de 9 a 25 motas ·~'.:·. 
pequeRas, las cuales son heterogéneas en ~- . 

su forma; en el nucleoplasma, una fracción : 

difusa· es observada. Las mofas pueden ser.' . 

epitelip glanduladproestro, ·' :,. · :·;,. 

MC~0.45q616¡ dies;ro 1, M~.'..o.s24s35) 
•:1•.¡_:,. 1 f _' ... · . " {)~ f· ~" • 

19.!:lsd;;,triangul~r"~s: ~.9..stg~r;!~.;~!ªM~~r~9.t~a . 

for¡ti(:í ~~c~p~~ cifaular. E.~~¡~$tfd::f:et •·. 
~,,,, 'f.I:.•, i,""-•¡.,:, í.(-~~'I:·, 'M•.', •• •,,'.'-t•?t-i•"'f'',·~·:,'{• 0 •: 

'pqtrQi:t;ffi.ote~Bo esurtós b :meni!i's.-tJ'nifottne, . · .. · ,~!;~:.";..-·"\·'~~~:~~ .~ ··-~~· ,\~,, ·. ·w~·;/f '.,í.--S·i,.,'.~-~~::,• ' 
,· . . .t~-~~t.(~1~~::z.;1! .. , .:.~ .... ¡ .. t , 

. , \ , , .. ,."·~r,·.-:. -~.;\\?. .s.~~,.,,,:, .. ~.,t ; ..... ~."' 

. ~. :··~.t." t~': .-: ; ... ~ •• ~:l/'' • 1.o,"'t< ·.,,,:'. ·:~. 1 .!.,:{· -~·~t,·. 
~!f¡"~ ~~~,r;it1: ··~~'"t ;••.,. ¡'"' 't ""' ' \.'::;L .:::e:; ~~· _::·:;;~/ :·;.·, ... ·: . ..,.. . " ;,)p;/ : .; .. : ./ 

,;,, . ¡~~]~: i~':ll:' "· t ;.·'·.·,·.:: .. ~1·:,';.'.~.~'!:.J.:'; ... ·:·~.: .. _·~.':i.~····:·."·:.:t·. 
·--:~,f'\il~'.:<_:.,·.·,.!i, ... • ~~.~~;· .. :.·\~<· ,t~,"t~' .. .... :. 

y mion:ietrib;~e út~ro 9~ rata (proestro, 
. ·~ .... ' . .. ·.· . . 1. -',._ ... li •!\J..- . 

Mc~o:~;¡la2; d;'e'5\?d (;Me~.~·:> .. ' 
0.834037i', ~s decir, las motas' ~~~·i;;egu­
lares en su forma en proestro y esféricas en 

Diestro 1 (fig. 14 y gráfica 1) • 

, . 
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PROESTRO DIESTRO 1 

Figura 14.- Corte óptico posterior a una inmunofluorescencia con el anticuerpo 3C5 anti­

proteínas SR en útero de rata durante diferentes etapas del ciclo estral. En proestro células 

de epitelio luminal, glandular y miometrio muestran un patrón con motas de forma irregular 

(flechas) (MC= 0.5). Durante diestro 1, los tres tipos celulares muestran un patrón en donde 

las motas son redondeadas (flechas) (MC=0.8). Barra 10 µm. 
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Etapa del ciclo estral 

ITl Proestro •Diestro 1 

Gráfica l.· Factor de forma de las motas en distintas condiciones hormonales, correspon­

dientes o distintas etapas del ciclo estral, en donde se observa que la formo de las motas 

de las células uterinas correspondientes a la etapa de proestro tienen valores de circulari­

dad alejados de uno (motas irregulares), mientras que en Diestro 1, los valores de MC están 

muy cercanos a uno (motas redondeadas). 

TEf.'IT~ ,... .... ',. 
U.u.~ . . ...J 
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El patrón moteaelo (speclcles o SfCs) varia en células uterinas elespués 
ele la castración y ele la inyección ele estradiol 

Para observar si los cambios en los 

patrones moteados se deben a la acción 

de hormonas específicas preséntes a lo 

largo del ciclo estral, evaluamos. la 

variación d~:dicho p9trón en··c~IÚ,léis de 

epitelio 1.úbii6,al d~ ~Dq?m~frio~8~s-pués de 

realizar 'cast~ación .'e~1 I~~ rdt~s y subse­

cuentement~: la iny~d~i2/ií de i'7-B estradiol. 

La figura l5hos ml.J~st;d que 21 días 

después de l~a c<Jstr<J¿ión de los organis­

mos, la distribuci6n!de !Os factores de spli­
cing en ern~cleO:pl<Jsma de las células de 

epitelio l~~inal. de endometrio es similar a 
. , ~~,.-,. ·~1' r.;ac_. . ·. . 

lo obs~r.Y,.ci9R én diestro 1, es decir el patrón 

estó forril'~Cj¿j pOr 10a17 motas suma­

mente~r~d"6'ri~eada~ ~on un factor de circu-

ldridá~(d~}q .. s1f30so. Por otra parte, 

·.despllé~g~·laa?ministración de una dosis 

única'.d~~J~.~e;íra(Jiol, las motas recupe­

ran su Fbr'~ci,lfregúlar(ty\C~0.470394) y el 

~;;W~i~f f ~~[f~ªf~~~~::~::" ªd:~·ª 
· aclmi~i~iráfiÓh. d~ '1() hormona. 

. ',. ·-:,:_.,~<·.;:::~~~.\.'·~{~·:·.'.O"< 

c0:~6~; 16;:~b~ervado durante el ciclo estral, 

la;i6é1~las. del epitelio glandular y el 

· miometrio uterino también muestran varia­

ciones similares. En los organismos castra-

. dos, en el epitelio glandular las motas son 

redondas (MC=0.894769) y recobran su 

formo irregular (MC=0.699574) después 

42 

de 30 minutos de la administración del 

17-B estradiol. En el coso del miometrio, 

después de la castración el valor de circu­

laridad promedio es de 0.879004 y 

después de la administración del estradiol 

es de MC=0.468323 (fig. 15 y grófica 2). 

Nosotros mostramos que el patrón motea­

do en las células de epitelio luminal de 

útero de rata cambia debido a modifica­

ciones en la transcripción por acción hor­

monal, similar a lo ocurrido en células en 

cultivo en diferentes condiciones experimen­

tales en donde la actividad tronscripcional 

es modificada. Los células uterinas son 

blanco de la acción de hormonas ováricas. 

Se sabe que los estrógenos juegan un 

papel muy importante en la sincronización 

de múltiples eventos celulares e induce lo 

expresión de RNAm de genes específicos 

(Spornitz et al., 1994; Tomomi et al., 1997) 

Primero, probamos que existe una variación 

el patrón moteado durante el ciclo estral. 

En ratas, así como en otros vertebrados, el 

epitelio luminal uterino se encuentran bajo 

el estímulo de diferentes niveles de hor­

mona a lo largo de las etapas del ciclo 

estral (Anderson et al., 1975; Peris et al., 

1984; Rombo y Szego, 1983; Tochi, 1984, 

Vázquez Nin et al., 1978, 1979,1991; 



CASTRADAS 17 ~ ESTRADIOL 

Figura 15.- Corte óptico después de uno inmunofluorescencia contra proteínas SR en útero 

de ratas castradas y tratadas con 17-B estradiol. Posterior a la castración la distribución de 

los factores de splicing en epitelio luminal, glandular, así como en miometrio es en motas 

sumamente redondeadas (flechas} (MC=0.9). Después de 30 minutos del tratamiento hor­

monal, las motas recobran su formo irregular (flechas} (MC=0.5) y el nucleoplasma muestra 

tinción difuso. Borra 1 O µm. 
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Gráfica 2. - Factor de forma de motas o (SFCs) en distintas condiciones hormonales, en 

donde se observa que la forma de las motas de las células uterinas de ratas tratadas con 

hormona, tienen valores de circularidad alejados a uno (motas irregulares). mientras que en 

las ovarioectomizadas tienden a valores de circularidad, tienen valores de MC cercanos 

a uno (motas redondeadas). 
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Echeveírra·et.aL,';·19afra,d;¡,:l)uiante el_. 
':~ •<::- -·"'. ·~'.·· ,-t- "'..~;_.'.· '-;.>·>"'' :._ -,_-~;·\¡\\•«>.~ .. . :,- ~; ·: ' .. -\!' :-':'.~ "¡~ ·,·,""· -, •. :: .. >.' 

estado de pro'Jst~o}e(ñi~E;f de.íeitrÓgehós ', 

rt:idondas,pt;;ro'recuperan su estado irregu­

lar• en• la etgpd deiproestro. Las característi-

. cas de l~s rTl()ias ciclan de acuerdo al esta­

do transcricpcional de las etapas de ciclo 

estral. 

Segundo,: para confirmar experimental­

mente qut:) l~.s yciriaFiones en patrón motea­

do obs~~~adds 'durante ~I cid~ estral, son 
resultád6''.¿jl;'¡'~:¿¡¿~iÓ~ ·de. hormonas 

····~:~~~~!f jit~J!:~:;;~:: 
. útero'.'~Eíl:~st~:is,\'c'.q.~-(Jjciones, después de 21 

,dí.así 1;s;fa~ió[~s~tj~í'Splicin9 en las células 

epiieii~l~i;s~\'8,í~ffib~yen en un patrón con 

mota~.M~·~;;~~b~.d~6das; resultado de la 

ausencia''Cl~';t~aris~ripción inducida por hor­

m~n(]~/si~W6'; 610 observado en la etapa 

de'di-~Jirc:lii. Con la finalidad de inducir la 

transdipción, por hormonas, inyectamos 

~~8 do~is de 17-B estradiol, que es una 

· forma altamente soluble del estradiol y 

analizamos el patrón moteado en las célu-

las epiteliales luminales de útero. Los fac-

, lores de splicing recuperan rápidamente 

{30 minutos después de la administración 

de la hormona) su distribución en motas 

irregulares y con una fracción difusa muy 

conspicua. Nuevamente, esta recuperación 

del patrón es paralela a la ocurrida 

durante la etapa de proestro. Es sabido 

que la transcripción es inducida rápida­

mente después de aplicar una inyección 

intraperitoneal de hormona en ratas 

castradas {Vázquez Nin et al., 1979). Es 

interesante notar que en el útero, el epitelio 

glandular y células del miometrio también 

muestran la misma variación del patrón 

intranuclear de los factores de splicing, es 

decir, las motas {SFCs) son redondas 

durante diestro 1 y en ratas castradas y, ellas 

recobran su forma irregular durante proestro 

y después de la estimulaciór:i hormonal. Una 

explicación para estas observaciones es ... --·· ... ., 
que los tres tipos celulares, épiteliol luminal, 

glandular y miometrio son blaps;q ~e la 

acción de los estrógenos. Traba¡~s previos 

han sugerido que no solo las células de 

epitelio luminal responden a dicho estímulo, 

sino también las del epitelio glandular 

(Williams y Rogers 1980). Además, una 

acción postranscripcional de los estrógenos 

ha sido documentada y receptores hor­

monales han sido encontrados en los tres 

tipos celulares {Vázquez-Nin et al., 1991 ). 
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Modelaje de los patrones moteados 
intranucleares (SFCs) de distintos tipos 

celulares. Estereoimágenes 
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Figura 16.- Hepatocito 

Figura 17.- Célula f3 pancreática 

:".- .. 1 i 
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Figura 18.- Epitelio Bronquial 

Figura 19.- Epitelio Intestinal 
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Figura 20.- Epitelio luminal de útero. A) Proeslro, B) Diestro 1 
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Figura 21- Epitelio glandular de útero. A) Proestro, B) Diestro 1 
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Figura 22- Miometrio de útero. AJ Proestro, B) Diestro 1 
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Conclusiones 

los resultados obtenidos en el presente estudio conducen a las siguientes conclusiones: 

- los factora~ ~e.skt/c/~gho-snRNPs en células diferenciadas de tejidos se organizan en 

motas. (SFCs),'d~;rTíci~·~ra ~imilar a lo observado en células en cultivo. la distribución del 

patrón ~ot~ad~'.J~;¡(] 'dependiendo del tipo celular, lo que sugiere que depende de su pro­

grama trari;cripdorial final. 

- En células de epitelio luminal uterino, el patrón moteado varia dependiendo de la activi­

dad transcripcional, en respuesta al estímulo hormonal cíclico fisiológico o natural a través 

de las etapas del ciclo estral, así como en respuesta a tratamientos hormonales (castración 

y administración de 17-B eslradiol) 

~ Eri epitelio glandular y miomelrio de útero, los factores de splicing se organizan de la 

misma manera qu~ ~n las células luminales y responden de manera similar al estado trans­

, cr.iP,cional induéi~Ó'por hormonas. 

'.:;;·~~estro resultados sustentan el modelo del reclutamiento de los factores de splicing, 

de'p.endiente de la actividad transcripcional propuesto para células en cultivo. 
! . .. : ~ 

·· Debido a que los factores de splicing están distribuidos en patrones moteados en varios teji-

dos de rala, incluyendo epitelio luminal de útero, y además estos patrones son modificados 

por acción hormonal, varias preguntas quedan planteadas, como por ejemplo; aCómo es 

adquirido el patrón moteado durante la diferenciación celular?. 
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Perspectivas 

Los resultados presentados en este estudio: de.muestra'n que la organización in situ de los 

factores de splicing que no forman snRNPs en .un patrÓn moteado en las células diferencia­

das de diversos tejidos de mcÍmíferos;;esV~Ímilar a I~ reportado previamente en células en 

cultivo. Lo anterior plantea éritonc~S ¡:~·¡:i1i*ar· un~ exploración de dicha organización en 

células de distintos órganos def()rgcihi~~·os tanto vertebrados (peces, anfibios, reptiles y 
aves) como invertebradÓs (cís¿idiÓ~).':Adicionalmente, se propone analizar los cambios en el 

patrón moteado en distint~s tejld~~ d~ 'mamíferos en condicones patológicas, por ejemplo 

en la Diabétes Mellitus 

La confirmación experimental presentada en este estudio, en el sentido de que la mor­

fología de las .molas dentro del patrón moteado cambia dependiendo de la actividad 

transcripcional de la célula, abre la posibilidad de analizar dicho patrón de acuerdo a la 

función de la célula diferenciada, ya que ésta condición refleja el programa final de trans­

cripción. Por ello, se podría estudiar si las características de los patrones son específicas 

para cada tipo celular y reflejan estados de actividad de expresión génica propios. 

·De acuerdo .a los resultados obtenidosy,a evidencias adicionales, surge la hipótesis de que 

los patrones moteados .son cidquiridoi(dUrante etapas tempranas del desarrollo del organis­

mo; por lo qufse propohé,i~enlificar en que momento se establece la organización de los 

· foctoré~,d~·spllci~:~ren 19:~-:~qh1inios nucleares "motas"; analizando células de embriones en 

'etÓpas de blóstJla·~:gógtr~ICI.'. Una vez establecida la gástrula, se podrían rastrear líneas 

celulares dédvada~ ,él~ 'i,6~'fres capas blastodérmicas (endodermo, ectodermo y mesoder­

mo) hasta la diferenciaC:iÓn del tejido. 

Todo lo anterior contribuirá a conocer y por lo tanto entender desde un punto de vista inte­

gral y dentro de un contexto evolutivo, el significado de la compartamentalización del pro­

ceso de sp/icing del pre-mRNA dentro del núcleo celular. 

53 



Referencias 

- Anderson, \f\/. A., Kong, Y. H., De-Sombre, 

· E. R. ( 1975). Estrogen and antagonist 

induced changes in endometrial topogra­

phy of immature arid cycling rats. J. Cell 

Biol. 64, 692-703. · 

- Bauren, G., Wieslander, L. ( 1994). 

Splicing of Balbiárfr ring l gene pre -

mRNA occurs simultarieouslywith transcrip­

tion. Cell 7Ó, 183-1_92. · , 
. \ . ',, :' 

- Beyer, ¡.;. L, ~ndÓsh~im, Y. N. (1988). 

Splice ·si te seiledi6~ii~até ~of; splicing, and 

alternativ~.spii~·íri~i·o.n,)1b5C:ént transcription. 

Ge~e' ~~4A~~j ;~Éf~;;;: •. · 
Burgeh;C'.: ~f~;Jusé:f:Ht\T:11an<:l Sharp, P. A. 

.. :~¡{~f itf 1;~;f ~i~~~~;A 
Press,·. New •. ,York... ''·'·' <. ...... , .. '"."''·" , ...... 

···~f ~~lilitf f lil!~i:h~:~· 
trcinscripHon<.éo!l;ip.1~.>úby··phospho­

. ~yla'tion oFth~~-~Ng.~p~lymerase 11 

carboxy-te~mi'n'a'f ;d8;,,ain; Genes 

Dev. 11: 33 l 9~332Ó.· 

54 

- Dreyfuss G. Matunis M.J., Pinol-Roma S. 

and Burd C.G. 1993. hnRNP proteins and 

the biogenesis of.mRNA. Annu Rev. 

Biochem. 62:289-321. 

- Echeverría, M. 0:1 Zavala, G., Benítez, A., 

and Vózquez-Nin, H. G.( 19800). Changes 

during estrus cycle in the nucleus of 

endometrial cells of the rat. Biol. Cell. 39, 

139-142 . 

- Echeverría, M.O., Vózquez-Nin, H. G. 

(1980b). A rapid method far the isolation 

and culture of endometrial epithelial cells 

responsiva to estradiol. Acta Anal. 106, 

45-56. 

- Economides IV, and Pederson T. 1983. In 

vitre assembly of a pre·messenger ribonu­

cleoprotein. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 

80:4296-4300. 

- Fakan, S. ( 1994). Perichromatin fibrils are 

in situ forms of nascent transcripts. Trens Cell 

Biol. 4:86-90. 

- Fakan, S. and Puvion E. 1980. The ultra­

structural visualization of nucleolar and 

extranucleolar RNA synthesis and distribu­

tion, lnt. Rev. Cytol. 65,255-299. 



~Gall}j;'(:;.~2000.'Cojal bodies: The first 
,, ]OÓ,y~ar~; A.nnu.:Rev Cell Dev. Bici. 

16:273"300. 

, - G~r~ki ,J a~d Gannor, ( 1976). Estrogen 

aclion in the:~teru~: the requisite for sus-

. tai~ed est~~gen bi~ding irí' the nucleus. Gyn. 
:o~e:ol:,;2,~:248-258:> ·· 

". :··º~~;:;_~·'.:~~(-~~~~:~r;~::~_,¡r~~- :.:._ -. , 

- ~Hamil.t6n)::T'):.fi:,,¡ 19681. Control by estro­

gen ofg;·~~ti~·tr~h·s¿ription and translation. 

Scienci:i!' 161 °:'~49;'f-'66o. · 
-~ .. ·' 

'• .. ._:<'.\'.~t· ' v,_:_;--,:::¡•¿; 

- Matera, A. G. ( 1999). Nuclear bodies. 

Multifaceted subdomains of the interchro­

matinian space. Trends Cell Bici. 9,302-

309. 

- Matunis E.L:;•Matunis M.j. and Dreyfuss G. 

1993. Associalion of individual hnRNP pro­

teins and snRNPs with nascent transcripts. J. 
Cell Bici. 121 :219-228. 

- Melcók, l., Cermanovó, •. , Jirsovó, K., 

Koberna, K., Malínsk •, J., and Ro• ka, l. 

(2000) Nuclear pre-mRNA 

Compartmentalization: Trafficking of 

Released Transcripts to Splicing Factor 

Reservoirs, Mol. Bici. Cell 11, 497-510. 

-Mintz, P., S. D. Patterson, A. F. Neuwald, C. S. 

Spahr, and D. L. Spector. ( 1999). Purification and 

biochemical chorocterization of interchromotin gran­

ule clusters. EMBO J. 18, 43084320. 

55 



- Minvielle-Sebastia, L. and Keller, W. 

( 1999): mRNA polyadenylalion and its cou­

pling lo olher RNA processing reaetions 

and lo transcription. Curr. Opin, In Cell Biol. 

11 :352~357. 

i'··· 

. - Misleli, T.1:Cóceres, F. J., andSpecto'r,'D. 

· ~;·(1997).·Jhe dynamics of pre ~,m:RNA 
. splidng factor In ;living cells.'Nature. 387, 

. '523_527{;,_,k••'; · .. · '' '' 
\ '< .. ~.·.:.·,; •... ··.·.-.•'.:.;,,t: -.··.·.: ' : .;.- • -- - ·~ ~ ~;-.:. : ''. . ' 

- . Misleli, T., and Spector, D. L. ( 1996). 

·.· Seí:ine/threonine phosphatase 1 modulates 

lhesubnuclear distribútion of pre - mRNA 

splicing.factors Mol. BioL.Cell 7,1559-

1572.· 

- Misleli, T., and Spector, D. L. ( 1999). RNA 

polymérase'll largels pre-mRNA splicing 

· faci9rs1<J tfanscription siles in vivo .. Mol. 

. Cell 3,69;7,:705>;, 
. "'..'.,'.~'~. . ' 

-fv1is1e@T:;(2Üoo). Cell Biology of !ron-

· .. ~C:ri~'1iorit~Fd,~re-niRNA splicing: ·nuclear 
. Clrch.iie"2i~r~fm~eís,?úcleadunction. J. Cell 

scr?¡~)j(Jfi,(f,~r:~9j, < .· .... • 
· - M~nneron,i/\~1 and Bernhard, W. ( 1969). 

Fine ;lrÜ¿tú;~·l orgOnization of lhe inlerphase 

nucleus In ~om~ mammalian cells. J. 
Ultraslrüct. Res. 27, 266-288. 

- Neugebauer, K., and Rolh, M. B. { 1997). 

Dislribution of pre - mRNA splicing factors 

al siles of RNA polymerase 11 lranscription. 

56 

Genes Dev. 11,Jl48-1159. 

- Peris, J., Mrena E., Lanquelin, A., Marchal, 

G. M., and Thevenot, R. { 1984). The 

endomelrium of inlact or castrated rals. 

Effecls of hormonal stimulalion. A scanning 

eleclron microscopy sludy. Bull. Assoc. Anal . 

68, 211 -221. 

- Phair, R.D. and Misteli, T. {2000). High 

mobility of proteins in lhe mammalian cell 

nucleus. Nature 404, 604-609. 

- Phelan, A., Carmo-Fonseca, M., 

Mclauchlan, J., Lamond, A. l. { 1993). A 

Herpes simplex virus type 1 immediate-early 

gene product, IE63, regulales small nuclear 

ribonucleoprotein distribution. Proc. Nat. 

Acad. Sci. USA 90, 9056-9060. 

- Pena, E., Berciano, T. M:, Fernóndez, R., 

O¡eda, L. J., and Lafarga, M. (2001 ). 

Neuronal body size correlales with the 

number of nucleoli cajel bodies, and with 

the organization of the splicing machinery 

in rol trigeminal ganglion neurons. J. Comp 

Neurol. 430:250-263. 

- Potten, C.S. { 1997). Stem Cells. Springer. 

291 p. 

- Rombo, C. O., and Szego, C. M. ( 1983). 

Estrogen action al endometrial membranes: 

alteralions in luminal surface detectable 

within seconds. J. Cell Biol. 97, 679-685. 



_ - Reed, R,~(2000):;·Me'éhB_nisn1s 'Of fi:delií)íin' -Tacke; R~,:cheñ';i~Y:cMahley, J;L 1997. 

-p
12

re:·
3
m
4
R

0
N __ •

3
A
4
_._ .• 5~P. ___ :_,._1. __ 1 __ -~_--•-··-'--.~---~_ ••• _ •. _.:'-g··-·.--·.-.-.·_:_._'._·~-•-·_c_._-_---_-_-•_ .• •_u __ ·:;_·_~_--.· ___ r_._:_ .• _.-.• -••. --_º.-_·-·_-_-_}_.,_.:_it.~n'3'é1_1 __ L_·~i-~I._._ __ S~quence:s·p~~ific:RNAbinding by an SR 

- · ... -p-roteiAs'rEiqt.Jiefre.sRSdomain phosphoryla-

,.~81d;~~~gf G~~l!~1~;~~~1UJiJ(1~(¡,, ; ,;:~~:?:.f';::i~::~R~:~P~~:cu':!dng 
( 1982).'"furtlíer-·evideríceítha1:1110:ma¡oril'f'of' . 94,114871153. 
:.- : ; =:.·;, --:_, ,''.·. '.~ .-·~;· >,<¡:f..::,~~;::-y '¡·'.:···~t:·, :: ,~:¡:;~·~>~):::1~~[;· ·: ... ~!.-·'· .. :· '~:',:.::: '.~::' ':·-.•,_:, · .. · .. -
prima'iy nucl~ar':Rl'-JNfr'_Cbseripts:~r¡'mam-· -• -.· 

-- ,;,_~all9~:~;11-~d_:_-~-"~7gt}[o_'.~Atri~~t~ lo m-RNA. 
Mol Cell•Biol~2:701~707.· :~-i-/ --

j[ot:~r~.l~f~1~~;2on; · K, s1,ondbe•g, 
B'.·.andDÓ·~·~·~:~lt;>B.~( 1986). Three-dimen­

sf()~eif;sfi;úttGf~jbf 'aspecific pre-messenger 

R~P/~dfaí~l~!~~teblished by electron micro­
sco'pe'í6ijic;9íclphy/Nature. 319:560-564. 

,, -~·) ;~i:~~,~1~:{füf (;} • . . . . 
~Sleeman/J.~E./,andtamopd,A. l. (1999);· 

·. ~];~~~~l~f.~í~~~~~~ii~~~-
~: Spector,.: o+i;i 1-.~~3 )i\Ma'do111olecular . 

. doma¡~¿ :fi_t~foit~~;p'~1~i' ryGde~s:: Annu .. Rev. 

- Tachi, S; ( 1984). Electron microscopic 

anolysis of the effect of progesterone upon 

the hormone '- sensitive solitary cilio and 

centriolar complexas in the luminal epithelial 

cells. Acta Anal. 169, 45-58. 

- Thiry, -M: ( 1993): Diferential localization of 

nucleié- acids wilrin interchromalin granule 

dusters. E0r. f c~u. Biol: 62; 229 -240. 

-Trbnch~re, H'. \A.long; f Fu, X. D. ( 1997). A 

protein related lo splidng factor U2AF35 

that interacts with U2AF65 and SR proteins 

in splicing of pre-mRNA. Nature 388:397-

400. 

Cell'·Biol?9/265~31.5Iéi('. ;> 
., .... - .- ·;;':Y:~···\:;:',·' -Tomomi, Sato., Yugo, Fukazawa., Hiromi, 

"Spector;Ó:,·ü'.Jq~~;fe,R. T., and Jimenez- Kojima., Masato, Enari., Taisen, lguchi., and 

·Gorda; L F.· (·19.93)!;Dynamicsof transcrip- Yasuhiko, Ohta. ( 1997). Apoptotic Cell 

tion and~·pre·~ ~RNAispli~Íríg.~ithin-the .-; . _Death During the Estrus Cycle in the Rat 

'.~~;;;~t~llt!ill~ ··~;;;~~~;~;;¡~~ii~~;;~~:~~;~;: 
Ultrastructure as a, B'<J;¡~' forXDdti~á"bfRat·:. . chromatin granules in both interphase and 

Endometrium. Anal. R~c;~:2:fª/]'63:1'76.'' mitotic cells. J. Cell. Sci. 87, 269 - 282. 

57 



. . : 

- Vózquez-Nin, H., Echeverrfa, M. O., 

Molino; E. and. Fragoso; J. ( 1978 J. Effects 

of ovarioectomy and estradiol injection on 

nuclear structures of endomelrial epithelial 

cells. Acta Anal. 102, 308-318. 

tive conl~ol of splicing. Genes & Dev 

11,334-344; 

-Williams, T., and Rogers, A. W. (1980). 

Morph~melric studies of the response of .the 

lumlnal ephitelium in the:rat uterus.to exoge~ 

-Vózquez-Nin, H., Echeverría, M. O., and . noushormones. J. Anal. 130, 867 -881. 

. P;,dron, J.·(19l~Ú.~:l~ffe~ts of estradiol on the / > .. ,. 
ribonudeopr~t~J~~~~n{Íitu.E;}hts. of ,the nucleUs :. < e· Wurtz, T., Kiseleva, E., N acheva, G., 

) Alzhanova-Ericsson, A.T., Rosén, A. and 

Daneholt, B. ( 1996). ldentification of two 

· RNA-binding proleins in Balbiani ring pre­

messenger ribonucleoprotein granules and 

presence of these proleins in specific sub­

sets of heterogeneous nuclear ribonucleo-

scopic,k)é:ali.zati.?ríJóf;~~IÍ"ogen receptor.en protein particles Mol. Cell. Bici. 16:1425-

··•.P,r~ ~i;±.1~~f:fggt:~J~Vi·~··¿~nstituents of Rat 1435 . 
. utériri'c¡i;~C.E!H iíú.él~if E~p¡l:·Cell Res .... 192, 

3;~z~~W;l~l~ffe~;',· . 
-Visa;;t>JiHAlz~anova7Ericsson, T., Sun,X, 

- Wang, J; ,·Xiao;qSÜ-l. M~~ley; J.L. ( 1998). 

Genetic analysis orSR p~~t~in ASF /SF2: 

lnterchangeability of RS domains and nega-

58 

. - Yeakley, J.M., Tronchere, E., Olesen, J., 

·. Dyck, J.A., Wang, H.Y. and Fu, XD. ( 1999). 

Phosphorylation regulates in vivo interaction 

and molecular targeling of serine/ arginine 

. rich pre-mRNA splicing factors. J. Cell Bici. 

145,447-455. 

- Zamore, P. D. and Green, M. R. ( 1991 J. 
Biochemical characterization of U2 snRNP 

auxiliary factor: an essential pre mRNA 

splicing factor with a novel intranuclear dis­

tribution. EMBO J. 10,207-214. 



Agradecimientos 

•••••••••••••••••••••••• 

59 



Al Dr. Luis FelipeJiménez Gorda por haberme permitido formar parte de su grupo de traba­

jo, canta~ cori s.u a~óyÓ, a~so!~tc:> en todos los aspectos a lo largo de estos años y princi­

palmente !e C19radezco.su.ar;ni~~qd y ~I ser excepcional como tutor . 

. ·:: . :_::i: '·;;:'.;'::f:-fii,t:f:~,.;'.v2:·'.~~::n . . · 
Al Dr,Alf~~~'O';Cór(]be.i}réjo, que ha estado presente a lo largo de este proyecto, apoyan-

d~ eri ~~~~~~'.t~-~~:~·dé~ic~ypersonal siempre que lo necesité. 

Al Dr. Alfr~CJ() Feria Velasco por haber aceptado ser parte de mi comité tutorial y colaborar 

_en el ~escfrrollo del proyecto. 

A la Dra. Lourdes Segura Valdez por toda su enseñanza y apoyo en el desarrollo del traba­

jo experimental y por revisar y comentar acerca del escrito. 

A los doctores rríiemb_ros delJurado por el tiempo dedicado a la revisión de la tesis y haber 

aportado comentc.ui8s ~~ro mejorarla, les agradezco particularmente la disposición que 

presentaron en · t?cl~t~·5-¡¡; proceso. 

~~i~::e~~t~~1t 
Abraham'Ldnda Piedra 

Maiia l~~Ída López Villaseñor 

Cristina Revilla Monsalve 

Roman Vida! Tamayo 

A Claudia Alarcón por su apoyo como Traductora y Lingüista en el trabajo de publicación 

de los resultados. 

A Guadalupe Hiriart y Rafael Favila, por que además de apoyar con gran capacidad a 

nivel técnico, son las personas mas amables dispuestas y colaboradoras. 

60 



A Adriana Mendoza porpropordonarme muestras del material biológico que fue utilizado 
en este trób()¡6}: . . ·.. . . . .· .. .·.. ), ·· ... · 

.:: , :: .. ~- ·/~' , . ·-l~~.- ··_/_·,. __ ,:,-- .... ~,;_:¿:~·- ~·-=f.·----~::~~~~ - · 

: . :.:.·.~· - .~·- '. :_-:{6:,:~ :-·(_ ~ ~,._ .. ;_" ~ '.~.-~ -~ _,), -." -:'. ~:~ -: ,;. >-:~: ~<-.-' '1 .. , ' 

AlaDrai.Mar~k:i::Hfric:ir"lf!~iO[Mó)d~l:C:drmen·Sónchez Soto, M. en C. Remedios Ramírez 

· Rangel/~1\B1f.{i~·rii~~.·,Yi_¿Ú~1:·ra~·6~é~'c,r}nstruirme y asistirme en l~s técnicas de cultivo 

. c~í'ul6~.y;:¡;,gp;'~¡~;-~f~Í Micibs~b~i~ de ·Barrido Lasser Confocal respectivamente. 
- .. '~_-; . ·;.• ':. ·>.::,: ,- · __ ·,, ... ·~; ,- :. '' '• -~J . ··- : ' - • ; -

A Roiario .Ürtiz y a Gabriel López, por entender mi manera de ser, por ser mis amigos y 

por supuesto por colaborar conmigo académicamente cada vez que se presento la oportu~ 

nidad. 

Al resto de los integrantes del laboratorio de Microscopia Confocal del Departamento de 

Biología Celular de la Facultad de Ciencias, a Claudina, Lourdes, Reyna, Thelma. 

Aleopold9' .. ssmtos y al personal del Departamento de Reconstrucción de lmógenes del 

CNB,Juri~0iJiA 0NAM: 
· .. ····.' .:1;.;'.·tf~:{:< < 

·.A't6do·\;;1:·~~i~6-nbl del ·[~boratorio de Microscopía Electrónica del Departamento de 

Biblci~ici}z~f&lcu~·de la Facultad de Ciencias por mantener la infraestructura del laboratorio 

·•· y ~~í~itírfii~··h()cer uso de ella. 

Al personal del Bioterio de la Facultad de Ciencias 

A mis amigos de siempre, Samuel y jesús 

Agradezco muy especialmente y dedico con todo mi amor al resto de mi familia 
Claudia A/arcón, a Alma Rebollo, Derick, Homero, Horacio, Hugo, ]oanidka, Lulú (todos 
George), Martín y Sebastián Rigoleta y William Larson 

El desarrollo de este trabajo fue posible gracias a 
CONACyT-DGEP, por una beca doctoral otorgada 
y a fondos del proyecto de CONACyT No. 28002-N 

. .:,. _ _:_. :.:___._..............__._ ..:.: __ ._ 

61 



DOCTORADO EN CIENCIAS BIOMEDICAS 

V.'ilVEj\'.DAD NA(,10."<AL 
AV°F.'i"1-IA DE 

MEXIC:,O 

Bio/. Francisco Javier lncera Ugalde 
Jefe de la Unidad de 
Administración del Posgrado 
Presente. 

No. EXP. 3931133 

Por este conducto me permito enviar a usted la publicación del (a) alumno (a) 
ROCIO GEORG.E TELLEZ, requisito indispensable para obtener el grado de 
Doctora en Ciencias Biomédicas (Plan 5002). 

El artículo del (a) alumno (a) George se denomina "Cellular Organization of 
pre-mRNA Splicing Factors in Several Tissues. Changes in the Uterus by 
Hormone Action". En dicho artículo la alumna George aparece como primer 
autor en la Revista Biology of the Cell. 

Sin otro particular, aprovecho la ocasión para enviarle un cordial saludo. 

.: 
· ,..,¡ ¡; .:;O OV:.i:::íl 

Atentamente 
"POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITU" 

Cd. Universitaria, D.F., a 31 de Octubre de 2 lO. 

Cf>-l\.. --t.. . ........ -· 

Dr.\Gabriel Roldán Roldán 
Re!ponsable 
Facultad de Medicina 

Dr. Abel or Cárcamo 
e ordinador 

Doctorado en Ciencias Biomédicas 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

.. :··•-'1 

'l\•lffonos: <1!!-JX-'J! \' 6!.2-J8.J7 Fax: <1.2!-JS.tJ.2 l'cm:til: pddl<:!'Sl'l"\·icfor.1111:1111.111' lnll"rnl"I: 11" 11.ptkh.111u1111.111' (o'2.., ' . 



~v Sri s· 1 
Soclété Francaise des Microscopics 

SoclétédeBlologieCcllulaircdcfrancc 1 o o gy of the Cell 
REFEREE 2 - 1 st reading 

TITLE: Ccllular Organizalion orprc-mRNA Splicing Faclors in Severa! Tissucs. Changcs in 
lile Utcrus by 1 lormonc Action 

AUTHORS: Gcorgc-Tcllcz R, Scgura-Valdcz ML, Gonzalcz-Santos L, Jimcnez-Garcia LF 

19 pagcs (32 Ret), 6 Fig 

The Ms of Gcorgc-Tcllcz a11d col deals with the dynamic and distribution pattern of 
splicing factor donrnins, speckles, in rclation to transcription rates in a wide variety of 
materials using immulluoresccnce assays ami CLSM. This is a relevan! topic, the paper 
is well planned and contains inlercsting rcsults aboul the changes that are undergone in 
the SFCs domains. The list of rcfcrcnces is well documcnted. Then the paper in my 
opinion can be acccpted for publication in Biology of thc Cell but somc rcvision should 
be made heforc publication. 

In general thc images are of quite good quality reílecting the rcsults described. 
However Figs lC and ID, should he treated in another way to obtain better 
resolution bccause the pixels are too prominent; also decreasing the 
magnification in the printed pictures as well as the contrasl, will help. 

The contents of the ms are interesting and well wrillen but the english needs to 
havc a sligth revision as is indicated in page 2. The resl of the text should be 
reviscd in similar manner. Sorne tcrms e.g."roundcd"to dcscribed the shapc of 
thc spcckels are not adcquatc. 

Thc papcr merits publication but 1 suggcsl thecsc commcnts are laking into account 
which will improvc 1.hc understa_nding of this Ms. 

~- ACCEPT 

D REJECT 

~ Minor rev1sions 

O Too preliminary 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

r--¡.. . . . LJ 1v1a1or rev1s1011s 

O Low interest 

O Requires re-review 

O Scientifically flawed 

Co3 



Ccllular Organization of prc-mRNA Splicing Factors in Sevcral Tissucs. Changcs in thc 

Utcrus by Hormonc Action 

Gcorgc-Téllcz R1
, Scgura-Valdcz ML1

, Gonzálcz-Santos L2
• and .Jiméncz-García LF 1 

.. 

1Electron Microscopy Laboratory and Confocal Microscopy Laboratory, Department ofCell 

Biology, School ofSciences; National Autonomous Univer~ity ofMexico (UNAM), Mexico 

City 0451 O, Mexico; ~Images Reconstruction Depa.rt~~1~J/N~~róbiology Center, Campus 
. ,,_ .... -': -..'.;··\'~· ·-'~:>' 

UNAM~UAQ,• A;P. 1.;11.41, C.P. 76001:JuriquÚia; Quérét~~o, México. 
'. ·' .' .. · ·. - .. ··· .. · .. '' 

Running titlc: Speckles in tissues 

*Corresponding author: 

Dr. Luis F. jimén~~-~~rcía 
LobOraíociO'déLi§li¡c<>P1a El·~~Óicay LabomtOdÓ de Micco"opia Confocal 

·oep;;j~~~j~1~~l~ti~f ~~Tu*·\!{i··)~~~~·ddeci~ci", UNAM 
Circuito Exterior/O: Ul'Méxiccí, D.F; 0451 O; México 

T.r;p~·~~?~i~~1~~(i~f~i)'' • ... · · ..... . 
Fax.(5)6.22482.S'i · 
' ' ·. . . '. . '. .... ····-,c •. ',,:· ... ·-~ . _. -~ ..... ._ 

,. ·-/:_':.· 



SUMMARY 

In the mammalian cell nucleu~, splicing factcírs are distributed i~ nuclear dolTiains known as·. 
¡ • • ".•'. • ·,- ·: ' ' ;-, :. :,. ' .. '.~ •" ·"., ··. •", • ( ';, I• •• • • • • •, ', •, • • 

speckles or splicing factor comparúri~~is (SFCs). In ctilforeci.ceils, these do~1aink are dyn~rnic . : !. 
- . . ---~·'.·. :_ ·~_>'~-:~- : . --~ ;,'~~- ___ : .:·_: /.':. -~-,::~---\~~~-.'~f~.(~}-it~ .. ~2:t~ :~;-/:;~~~~~(~·~.;J.:0:~~i~~~ '.~~?:~:~~~:t~t~:~.~~~~ii-~~:~f ~~fr~{~t~~J;{~~j_(/_-->··~::~ :~· t? .:· --~~,:~~ --- ~-- :,_; 

and reflect transcriptional and spliéing activities::"We\1sed)nli(i.ürlof1üor~sée11ce iifidAoilfocal, '> />' 
- . ·: -:": - ~ _. - - .· · ·. _·. -; :_:· ~-,~ ~~-:·:· _:'. _\~ ,:;~:~~~-:t:~;;¡~~~,~{~~:Jif:ú~}~:~f H!~r~;~J~'.if~~;'t~~~~f ',~~)::r~~-~~?~~~:~~~~~<S{) X~-.-~<:::·'.'>: : , ... <·-º · .. -? :::·-:;~'.(' 

microscopy to monitor whether splicil~g facto~s Ii(~if:(er~n!.iat~.d;c~lli(:gispt~ ·;sirriilarSéá~úres .. o:· , ::·.é ' 

. . . . o </ :; "X•· . > ···. ·· . · · .· . •, > ···:·· ;JN,:;~rfl}~~1\\~;;1qfWK]I;~:~~m·;i!t:i\~\~W zs·i/>''. ''.i'(" ;:,;e :· 
, · Speckled patterris are observed in rat hepato~ytes}, íFCeUs;'-bfonchiaI,filld iütestme epitheHa ánd · ', : ,. 

al~ ;"'h'.~ oell types of ilie ute~:·.~ó~liÍ~á~lt~11~w~~~~ir f~~f~i'?:f ¡~· •reckle; .. ,···· ! i 

vary' among.· them. · Iri ad di tion, .we st~die9:Yar,!íit~é@;J~ fü.e .. :~iJc:41a~;f óriú (~l}~peY ofspeckl.es. in 

···"···1~~~!:· .~jtb· '.;r'J~"'It(i~l&,!t~mít1~11~1iJ1t~i~ililj~~~~~r· 0.:;·h; 
· esfral éyC!e;. speékles·aré; ifregülarúi{s11ape\vhi1e'/fü'cüé'S'irus:1, úieY.'.ar~''circ:ii1ar:· Experimental ly, 

in.castraiéd'ra'tsJtúnina1·'eµitheiía1."ce11ssll'owapatterri;\V11éré.isi)edk1¡;5·\are~élralnatica11y:roUnC!ed, 
· •.. :•····-.. ·/ •· ::,·"~:;,~.'_{fx{}i!:·:•~;'·'• ) •.') ' i•.\~:.:···~ ''.;;, 'ª•· ·.:;11.· ;''?" :':)';, ;f';}~'Aif(~~':'t'~';'':>.f:·'.'j};~'t'c;'J?.> · · :>.'·.·.· , .. 

·· büt tl'Íéyfeé:over,th,éfr:frreg'ülar:'shapé rapjdlyafter all_ irijeétim1 of e.sfradiol. The · sáme results · were 
¡:,,·,· --'t,,;._;;~-t ,;-:::. ;:·--~ ·~';;.·.-.':.'.· ·-, ~... . . .... . 

·• obse;~~d i'ri'riit~~Í'e'~~X'~i~ci 6~it~eiialc~Íls ~f~he uter~s. We concluded that different speckled 
,··. . - _,' : '_'. . - . _.,_., ';· ... ~' :··_,.-~;__ . \l : ,., ___ .... · ". ----· : ' . 

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

patterns ílre present in vari?'us c~ells types in differentiated tissues and that these patterns change 

in the uterus depending upoii the presence or absence ofhormones such as estradiol. 

Kcy words. Splicing factors, cell nucleus, speckles, hormone, uterus, 
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INTRODUCTION 

Pre-mRNA splicing is a predominanily co-transcriptionaLe.~ent (J3eyer and SJsheim, 1988; 

Báuren and Wieslander, 1994; Neugebauer ánd Roth, 199.Í}:whiCh iri~olye~~·Iárgenumber of 

'pHdng facto}. ~i~~~,;~\Í,.~cl;us th;,~v';'~d~~;;~¡~~i~f ~~~~,¡~~~~;~,f JO~ callcd 
the spliceosome· (Burge;etaL;l 999),Withinihe n'iámínaliar(cell;riúcieüs)j:Il:e;splicirig factors are 

concentrated. iú· ahout i207?0 )1µc:.Iear):(>mpártrneiits.·knO\Vn. .. as :spepklei(o~;sp}foi11'gjfactors ... 

compartine11ts' (~FJ:1. .> t.1E.tt~c()ffesp9fr~:J9 .:an.\1! tf asfructural donfaint~frined ·. ifü1ir'~hf<':)rnat.i n • •. · 
·- ,:-~:·:.: ':/!:'.;-~::~.'/~~-J:}i:·:;~;~~r}:i.~:~t·.:~~~n~~'.:::{~}~~~·~~Jt~;~~;J-~~~\r~·~.:~~{:-.~P: r~~.'.9}<'. '.'.~;·/. ,~ ~~:_: . · · , · . · .- · __ .·._ :: ;'.·;~:-~':qrt~.~--~(~r~·:·::::_.:,:.:'.:··'. _ ,, .. -.. _ 
grarii.ile 9luster((lq,(;s):(~pect~r;• 19~3): Inaddition to being distributed in specldés;'spliCing 

-.,... --~<:~\:,~~:~~út:·::~{:;t/fi~f~::t;]~~~~.J~~~:~::r~{,:·;1:~s·;-:J:;:i,~>~: ·--~<\'·· · . ' ..... ·: < :.: . : . · ·:~ ·: . ": ...... 
faé:tors a.ré;cÍiffí(S,~íy'pi'e~en(ií{thé núcleoplasm, in structures that correspond tó'perichromaÚn 

... :~·. - . ..:.· . >:. :r:·. ~::·-:·.~~\·?,_~rrt:{~~,~~:.;.~~.~~·:~·,~i~:·::;-,:~::~Y~: ?··~··~_; ~: ._: .. _. . -;.·.· .. - . _· 
.· fibers<\Vh~riicib~'.ªfy~~f;'~y:,e1edtron microscopy and that incorporate tritiated urid,ine very rapidly 

_.,:_ .. ·;.: ·. \-:.\ ?;· )_~\~~-~s;·'.A~;;~:!i~~;~~:.':t\.;·~.:;.··:~· -.'· · .· 
(Spéctor e(aL;J993; fakan; 1994). 
, ' - . '' --~' ::~~~~·~:·:·:':;:~i::~(:::;,.: .,::::_.' . 

: ~ --.. _.·:.- :_ :·;s:>:¿;.'.~;'.~:- ~~ .~:: 

A dynan~i~:~¿~~if~irJtJ1.e' coo~dination oftranscription and spÚcing propases that splicing factors 

ares,;~1·~t~51r~!l;•j;f"';'º :,::~:~f:~l'~:~:~:)¡.·i~:::.f :~;.,~ ~; . . . . 
phosphory l~ti~i1l,.ciep,n,~spil.oryJat~on 9f,l:ioth;'' spli~ingjfr1~téírs.fü1Ci thé ·carboxy. terrriinal dómain 

-· .. -·. -'. "·~· ... -.'.~': :~-,i~::.'.{-~~Y~'.-~;t;fffe:~~~~~llt~~~~~1·;1~%~f~)~t~\i;?~-~~:;}}~;1~~i;~~~;~~-;;~:.1¡#i}~t~t~Ji~~}~~~i~:If~~f~~~W;~~)~~~;_~~~;t~~\:~(;y:· ·:·.·: ~:,:·. 
(CTD)of ti1e:l~füe~f s·ublihif of RNAfpolyn1'e,i'a~é'Il;(Mistéii_;áH'd • Specfor;>l 999); A fami !y of 

, _ · .. · -~· :·~-'.'-~.:.y{':,!:/ [:\~:.\~;.~~t~r;~~)At:~-}~i~l~·-::· <~:j.~; \<\ > ::)?:··~\;·~y::-:-.. ·~~}-,;·~~- :~~: />:~;.~::~f );·~{{r~~·.:'~·~~·~:?~;\~ :~_:;:~'_.::~y;: '.·.y·:·--.~\::,.--~,_ '_: · · 

· splicing'.'fac,!c:)rs'~erfü~q the SR (Serine/ArgiÍline) proteins are involved in this mechanism through 
' ' '' · ·.:~~; l~.V.::.c~'.•:,~'i'·"',::,-·'>'''.'(--.·>' · '.. ', ,"· · -·::· ·' - ··, .. · 

a cotisé~ved "~tr~i:éh~f ~erine/threonine residues (Misteli et al., 1997) which are phophorylated by 
' -·-·; .... 
. - ·-·.- .. , 

• specific'kin~ses such as SRPKs, CLKs, PITSLRE, PIKs or dephosphorylated by phosphatases 

like PPI, PP2A, PP2C (see Misteli, 2000). 
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In this context, a prop.osed function for speckles or SFCs is that they actas assembly sites ofthe .• 

transcription/prncessing ma~hinery' althbugh they alsb may regulate recycli~g,. coricentrátion or, 
n"', 

associáÚollÍétii~b~iation ~ffactors between the nucleoplasm and the speckles (Phair and Misteli, 
. . ' 

20ÜO). 

Supporting this model, it has been shown that changes in the transcription leve! of a cell cause a 

redistribution of splicing factors in the nucleus (Specto~ et al.;J 993);J.Jpon adenovirus infection, 
•. •-l". :.:;;;,;'···--" : ·r ' ; .. ,., ..... ·····.•·· . . 

or by transiently.transfection with a plasmid co1~t~i~i~k·¡;:pÓrti~'n:6fi1~~·¡3;tr6p~~~y6si~ ge~e, the 
. .··.·.·. ,_ •.• · ··.•·· · .. · · •.. · .... · •• > • ·.· ..•. > i •• J.1,·:-~0~:*'.:Y.óM:1it¡t:¡fil¡::i\i{:j¿·;:0~~;::;.~¡;S;,g~;: • . ,.;.,_:·~ •- . ·.. · 

disti'ibution and morphologyof speékl es chaiige' (foiiéffez:oárcía; aiiCi:Sjie'etcir; 1993 ), This data 
... : ._ .. -. -.::·_---: ·:_r.:-·_ ---~:~..'.: ;· ~~\/:~·_:;---~~::t:~.:~~:·;::-/z ·: rs\;~;:::: 5t~~{;Ji~}.-:'.%~~;~xt_~~~:i::-~-~~ff :-~x\~{( ;/?.~-~: '.~?~::,< ~-:"\; '. .. ~\~-~/ _, ~,_ -~:,_ :::-~-~- -~- · : ~-~ --- · · · 

. suggested arécrúitmérifriiechahisriülúinégúlatés the localization of the transcription and 
'· · ·_-, : "_\ -._ - :-~ <:::: \ ;~:· :::/:-' i~~}i_:;;d;~~G~}~~~tS:~~¡~i~\~}1~f~~;?F1.~/:';~~~.ii·~>~~j~/ !- : {',~:·:. · ... <: -.. · 

splicing faetors iri'resfü:lri'~~',t())llie;initlaiiónof active transcription (Jiménez-García and Spector, 
·· · . ·.· ····•····,.;.,!}%~"~~;;;};;:~w;::~_,;;~&J"¿(?-:·· ·· .. 

1993; Misteli étal.; 19,9})f•In' fáct;' it ha_s. been shown that the process depends on the presence of 
- .... ·. . '·::.::'. ;:~/:·:~é~~~~!J,~~~i:~~~.~1.~l~~~::i~~'.). ~~-:~.:- . ' .. · ;: 

introns (Huahgand Spectori)J9,96)arid the phosphorylation-dephosphorylation offactors (Misteli 
--. :· ·/;:_; :i~·:.::~~i{il:~~~?f~Wt{t;f;~~:y ;~:;·~:>-:- ·~·: 

and Spector, 1996)!éldf6'óíit~~t;:·i'r~~criptional silencing of endogenous genes by treatment with 
-' :'. :" _;' . .-~~~;;::·~~-/t::::)~~~:~:i;~~~fe;!1~}t~~~~'.-;5}(J(:(~·:: .. ·-. :'.-., 

inhibitors oftrarisc~ipÍ.io'i~·,~uc_h;ás'ci:amanitin, or by microinjection of oligonucleotides against 
: . > :~\".. ~-~.~:~~~-._:\:fi'.~\>::t:·;~.~0~~:(~~:;~y'.~i~;f~<-- . :'_:·: ">; ~"-·· '~ 

the spliceosomal,Ups~.~A ~?)~~\}i~it ~plicing, causes the rounding and enlargement of speckles 
- ·• ·:: -~-''.o/·:··· ·-<~<··,::-·;:,~::,..'..~~, Í."·' -.- ~:,¡e - . 

and the accumlliaÜori o{spl,icip1rfa~ior .. withinthem (Spector et al., 1993). 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 
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Until now, most studies on the dynamic organization of splicing factors have been made using 
cell lines growiri~ in culti.ire. Her~ we study the distribution ofsplic.ing fa;ctors in diff~rentiated ··. ~<. 

ce11s· pres~nt ¡? .r~t.;~~~l1'i~.~~J!\f ~~~;Iay.~i;ffereüt. ~:ansc~iptiO~jr~t.~~I{f .f !·1r1*r~ffit¡0~~~~[~}Y t~e''. . · ... ·:·. •''.•'_:.: 

pres~nce.·of ~P{i~'.~~t~~{;~R4;4J/,'.4~r·f~~~reas .. 1.~ti~I!~t~~~~~fü~ffe!~k!~~~:~i~rl~~l~~;~~ii1~&.i~¡~(;;.f e&··.. . ·.·:; 

mon1tore~ .• ~~~; ~0;:~Ji~.~¡;.·;;~}tl1<~(~~}fr~~. ~s··~ con~.f';~[.i~z;~;~&~,j~~1!d;l$:¡~~~~'.~i;~it~~~~&~efI~N;~\tu:·.> .·· ··.·.·: ·;·); 
to .the .. av~~.1~~:~~~~~~.~~~J'~~~Jf;fI\~~pr{~r.1~;t1o~s .. ~.(d:[2!fl~8;~~l~6}~~~~$.)i~~flW;~~·~~t~~~~;~};~;~r~~'.~11•.~•~··'···· ···e,./ .. ~·.: 
hormones in the uforus;\We show that spéckles or SFCs are:préseiif irú;éveral différéritiafed 'rat. ; .'. 

· . · ·.•.• :~ ;.···:;,,,;,~\~ít¡,r:,,f1¡.jit:;2x1::·Pi,~t ·. E ~: .. • <. · ... ··. · 5 ···• .•. ·~:;;• · ::;;::~A\; ;t{.t~r~;~11f ::;;;;~;:~·¡t,')J¡'•~~~··.ti:i;qfisu~p;:y:?:. ::r;.·H.'< ·· .. · , ·.·· 
. tissues ,and. that: sclme2featiii-e's ofsp'eckles vary·iÚncirig!'tlíéírl!:ili{additióri}ispeckle.d'patteríis· in ihe . ··.< ,-.,-

uterus vary depehdirt~ óh'the presenc~ or abse11ce' ofl1orli1'0nes·s~ichas esitadiol that are known 
toind8ce'tj~B~~·~1~l;~~;:':/; .,.> ,. . ... . . . . . . . . .. • 
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MATERIALS ANO METHODS 

Animals 

Samples from pancreatic, Iung, intestine and hepatic tissue were taken from six male rats. The 

samples were fixed with freshly prepared 4% paráformaldehyde in PBS (Phosphate BÍ.1ffered 

Saline ), pH 7.4 for 15. min ai' room temperatur:.~~mples ~ere then procéssed for histological 

tecl111iques.··.s~i6íl1~iitff~"·~~*'.~f~·~,·~ere d~hydrat~d····in a•·ier·i~~.;~f grad.~ci··et1~a~o1.·at room 
: -_:.~_!·.+, , >~~-~+~]~·~({f~~tt::~~~5lt~~.~f~t~:/~t~:~;: ... g~·.'.. ·< · .. ~ :-- -· . . '__ , :·,,-·' .. ,j;~-;---~-\-_'.··_~:~:i.~;~~)~j'.;'.~~~--;l·;~~{:·~·~!~)X:j'.)3.~;:5:::,::··::_> . ...:.:. _:;:_--_ .. , 

. temperature ajid émbeadéd in paraplast. 3 µm· thickness ·s:é~~i~n~LWt!í;e;'.qbtai~ed •a.nd mounted on 
-_:, ~-\ :/: ~~~:'::·:.'.·?;:~?;~J~~;;~~rJl~~~):;~;~~~:f; {~~;?'. :r ~~: ~-. · >... . . · · -. : ·: · ·._~i_-~, :~::--~~·r~'..:jt~'.~~-~-~~;1R~~xft:~!.;l~~:t~~~~::~1t~±i;,~~1 <::~~-~:~ -. · .. : ·.: :.·_ -, . 

poly~L~Iysiii~''sli(Iésíof'·¡ffirininofluorescence micr~J"~c91Jx'.:~ÁMiti§:nallyi'!\\'~nty~éight normally 
.· .~> ~·: .. -:'.·.~; ·::'.'· ·f t<, ::'·:~·t:;1::'.:-)_;ff0:f.~~-t\::::~~? ~~ -\~_·:.; .. ~ -~- ~_, :. =~r{}~~t~ ~:.~H'.{'.ii:·-~1~~;ff~~!}:~:~-~:~;~;~;~t)~¡~~9ff r?J.'.~;g::;.,~:._~:f:.\ ;·::--~;: '-:>:-::-. \ .... --- .... -· 

. cycling femaJe rats c200 ::2so g) kept uncter standard éónctitiOrisY~with '.ffee!!iccéss to food anct 
. · . . · · .··.·? > ~::L<~· /;i;: :';:';. (; · .... ·..•. ..· . .•.· . . . .· · · .. • • .. •. ·;.,: : i.f&i. ,~~;]}.~!:ti\~~;%\ 'Í~~¡ii¡~:if tf ;1:~~t~i~Í!i).;f;;i~1:1i/iW:;; L' :. ~ .. · 'Y .. ·. 

·water were .used 'iri'.tliis·stúdy: ·Vaginal smears'wereJaken"afterrioori"at~hPMarid'they were:i.tsed .. · 
<-: · - .... -.-· ·t:'~-~ ~--:::_;,~~(--; ~ '. ~r~:.~:r~~/~t~.::>: l;. ~; -~-·. _;:,.>_·. ~ -~ ·.{ ~:. :·-- ~. . . ;· .~?:-:-: · ;::·-.!~ ;.::..:rf .;~+rum:t&i~l~A~f ;~r~;:~~~~~xz~;:i11~~~f :~;}Z;~t~~:i1~~~ - . ·_:.:º?;·.:j: :: .. ~{:> .</ · 

as indicatori:¡ o(e$trüi(cyéJe .stage:After.th~t;J~~rífüañiffüiI,s;;'.fü@f.of:each,,cyc ~ stage,(próestrus; 

estrus; d1estrusJ;·and·d1estrus II)were anaesthet1zeél w1th pentobarb1tal and samples ofuterus 
···. · .... ··• :·• •····. . '.:Jh ·~if ;{;";qy~t~~{~;'l~l~;\'Fi5%;;~.:·R;i2•·;:~t:~'\#J!i:~i21'I.! 't~!1!:~ ¡;;,2f 'i'iz,~-::;':,tJ;~('.:{~~i~i~tt~~1('¡tS::~~:g~f ~~;~¡,~1,-.~ '5. ····. ; .. ·· .. 
were •. ta~en:-,··In •. ~rder;t<>cs!ü?y{sp'eckl.es·.:y~riatió!l,und.er~~iffere.n~·horn.10.n~L'co~dition~;·eight rats 

were. bi}a~e~;~:ity'·~~~li~~~~~~~~d·;t·~ay~· ;~t:)-J;~~~1~~~~.~~1J'.~):~~;:.thrÜi~;~· ~er~. fixed wl1i le 
-~'., ,··.·.". 

the rem. ai!ling flve wer~ injected intraperitoneally witi1 4 µg estradiol; 17 13, and uterus samples . . 

were fixed 30 min after the treatment. 

TESIS CON 
FALLA DE OHIGEN 

lmmunofluorcsccncc 

The tissue samples utilized in this study were deparafinized and rehydrated. They were 
. . 

mantained in TBST (TRIS-Buffered Salin(! »'.ith 1"\Veeh 20). Afterwards, a procedure of antigenic 
.. , ~ ~~ '.. ' ··. -·- .. ·_ . _, -

"•'\. 

recovery was performed with proteinaseK (Proteina~.é Kready to use, Dako 53020) for 5 
l r,,· ",:.,' 

; - (: : .. -~, ,-·, __ ¡''.··>·:_~;.:;,·' '' •. ~ .:·. 

minutes at room teinperature. Then, two rirt~~s'qfS fh¡fi each with TBST were performed and 
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tissues were incubated with the3C5 primary monoclonal antibody against proteins ofthe SR 

family at a dilution of 1 :20 for 24. hrs at 4° C. 

Followingtw~additional S min rins'es, the saniples were incubated with anti IgG secondary 

antibody cri~:PiJd tb FITC (Jákson Írilmul1oResearch Laboratories, Inc 41845) diluted 1 :20 in 
' : _,.·;:._.:··"·"·· ·:·:· .. ,, ,,,, ·.·,,·- · ... , ..... _.:· . 

. ' .-

PBS; for ohe ahcl ~ balfh~urS.at'room temperature. Subsequently, the samples were rinsed 3 
- ·- - - - . . -- ., - ·- .,. . . .: . . . . ,~ ' -

times a~ 5 rnin~'ach with TBST, and then mounted in an aqueous medium. The samples were 

analyzed with a Zeiss epifluorescence microscope and pictures were taken with a confocal 

microscope. 

Confocal Lascr Scanning Microscopy 

Immunolabeled samples were analyzed using a Nikon PCM 2.000 or a Zeiss 51 O confocal laser­

scanning microscope. For three dimensional reconstructimi .afld modeling, 100 nm optical 

sections were generated. Sections were then analyzed and iinages were produced by using Iplab, 

med-x, and t3d software from Nikon and the software Pascal from Zeiss microscopes. 

Spccklc Shapc Quantitativc Analysis 

In order to quantitatively determine the shape ofthe speckles, a computer program was designed 

to evaluate the circularity (MC) of each speckle, that is, how close to a circle a speckle shape is. 
:·;-

This measure is defined by a 47tA/P2 function, were A is the area of the region of interest and P is 

the region perimeter. For a circle, MC= l. Therefore, the MC for any region shape is O< MC < 1. 

100 digital images for each assay were analyzed. 

----------
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RESULTS 

Spccklcd pattcrns are prcscnt in scvcral diffcrcntiatcd cclls from diffcrcnt organs 

To test if the speckled pattern described for culture ce lis is also present in differentiated 

cells in a variety oftissues, we perform immunofluorescence studies by detecting the SR 

family ofsplicing factors with the monoclonal antibody 3C5. Intranuclear speckled 

patterns are obser:ved in all cell types analyzed, i.e. hepatocytes and. ~....:cells (Fig. l ), 
, • . • ' '. ' ~ ' . . . . • ~ <·' •.. ' . . ' - . . ' 

the pal1creas contain between 5 to 12 speckles, with m~as'u'res ofcirc¡1larÍty (MC) of an 

average value of0.479584. 

Spccklcd pattcrns are prcscnt in scvcral diffc1·cntiatcd cclls from thc samc organ 

To analyze if speckled patterns are present in severa! cell types within the same organ, we 

sectioned severa! rat uteri and performed immunofluorescence studies with the 3C5 

antibody. Fig. 3 shows that speckled patterns are present in the nuclei of every cell type in 

the organ, and that they seem to be morphologically different from each other. In fact, the :- .~ . ' ·:. ;,'. ,: . . . . 

. · differen~ ~JII types can be distinguished il1 the·.'fi¡_¡~~~~8~d~~ifa1rig6; clearly defining the 
~ -. ·: ~>~~~;~_ ~-~~-·~~?;iE;:;: :':\~;-~t<,:~ =:···:~::/~:'.. _; ~- -:- ;::: · ... ~ -~\··_: ~-~ --,:. :-~;_·,\-/ ;:~<~~:;~r;f,;1~f~~~~W~~!,~R.t.:{i~;~~~~f~:~-~~~~i~~~~~~~~~~i;;;:,~·~2;:·"~ .·.: .: ·-. . 
. lummal and'gland;ep1theha, a11d,tl1e:111ussI~)itY:<::r. Q!Jantltat1ve am1lys1s evaluatmg the 
~ · .... __ :. ·> '· .:~· .. :·:·/,: ;-:. <~:~·~r·~::::;~~~~:~:_\~-:{~~i~-;;: -?<:~·~,,.~;~~\:l;-.:;):t-:-:._-1.:~~1/,~#f'.i:i~~\~~:4~~~.:.~~~:t.~s~1i~t~t~~·;~~f ~;~\:\~1;1~::~ .~~ .. :.·:, ·· · · 
. number and.shape of speckles is shciwri'iri Table' 1 u· ... · : ·: 

.•.·. ,··· .. ·<'/- '· .... ·: ... _.,. ', :·.' . ',,, ; ~ .. ·,i ~:. -" '.';, . ,_., ... :~, : ': <:-•,,. ··"· -·, : . 
; ' 
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Spccklcd pattcrn varíes in cpithclial ccll nuclci at diffcrcnt stagcs of thc cstrus cyclc 

In the uterus, luminal and gland epithelia as well as muscle cells present speckled patterns (Fig. 

3). To analyze ifthe pattern varíes at different transcriptional stages in cells present in tissues, we 
. '·-· .:· .. <¡~·~ ... 

Interestingly, we observ~d the same,chélngesin gla11d epitheli~l cells cPréÍéstrÚs MC~oA.56616; 

diestrus 1 MC=824835)and·musclé ce'{is (;r~e.StfllS MC=O.~·si182/diest~ús1' Mc~·o:s34ci37) 
. ·. ' . . . ' .- ,_.,,· '. ·· ... ,, ' . ., , . ··'"· .. ·.·· .. . -.. ,-.· 

. ·.' 

(Figs. 4, SA ), Le.· speckies are i~reg1Jl<1T, ii:t shape :fo pr0estrus and sp~~rical during diestrus l. 
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Spccklcd pattcrn varics in utcrinc cclls a.ftcr castration and injcction of cstradiol 

To see ifthe changes in speckled patterns were dueto the action ofspecific hormones, 

occurring during estrus cycle, we evaluated the speckled pattern variations in luminal 

epithelial cells after castration and injection of estradiol. Fig. 6 shows that 21 days after 

castration oftherats, ~plié:ing factors distribution in epithelial cell nuclei are.similar to 

diestrus Í, i{.;'.'fhe~~:¡í-~'~~iy rol.ll1ded (MC,,,0.894 769) speckles. hnth~ ~ontrciry, after 
~- . -,::,-;. :·'·-:·.· __ j::-:i</h~:;:!:¡~;::~:-~j}f~;-~;~f~~:·t~~;f;~J1~.-: __ ·:~¿~·(:~;:)}_·;: '.;·/,.,:,. __ ~ ··:_ _'.~ .· . ..·.' -_-;_-,:(> ·. :~:.;-:}·:::::::--:(:~'.-~)j~;-_::?~j~~-(~~t~~\~t:~i:{?-~.~:~_:·.~·;.(. __ '.¡ :·' 

'áctri1inistring a sirigie'dosé of estradiót 17 p, speckles re~ó'ver the,irreg1:l!ar-shape . 
. :·-·. '• . . < . ·-. ; ' .... . . -·. - _:· ·. ,. -. :. . :: .· -- ; ,- . '; .,· ',-· .. ·. 

(MC=0.470394) and the nucleoplasm shows diffuse staining within 30 minutes (Figs. SB, 

6). 

Also throughout the estrus cycle, gland epithelial and muscle cells also show similar vadations 

(Fig. 6). After castration speckles in gland epithelial cell nuclei are sp~erical {l'..f.C:=0.873050),and . 

recover the irregular shape (MC=0.699574) after the estradiol inj~ction.Jn n1us6i~ cells, after 

castration, MC=0.879004 and after the estradiolinjectiÓn MC=0.468~23';'. 
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DISCUSSION 

Speckled pattcrns are prcscnt in diffcrcntiated cclls of diffcrent tissucs 

We have shown that splicing factors are distributed in speckled patterns within the nuclei of 

differentiated cells from different tissues, similar to what is observed in cultured cells. These · 

patterns however, sho~. differences in number, shape and distribution of speckles or SFCs. 

Hepatocytes, 13-cells, ~eyeral epithelial (small intestine, uterine gland, bronchial) and ~rnsc!e cells 

contain a speckled patterri that is dirferent from one another. Previous studies on cultures of 

mamrrialian ceUs 6ave demonstrated that the splicing factors for pre-mRNA processing are 

enriched iri ~peckled domains (see Sp~ctor, 1993; S!eeman and Lamond, 1999; Misteli, 2000), 
- . ~,· -·" . . . . . - . ' ~,; ·.-· ', 

and thát 3) th~Í;e is é~Íd~iice Óf spebk!ed pattétrí' il1 n1otÍse liver cells (Mintz et al., 1999), 
·- ·. ·.· - . ; \ - . . . - ' - •[ . • ·' .. , "<. -· - - ' 

•• - ' ', -- - , o - _' ' '. • 

prompted us to explore if in fact different cell tissues in an organism display a characteristic 

pattern. It is known that ali cells in a·tissue have a similar tanscriptional program (Loeffler and 
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Potten, 1997) .that is acquired during differentiation and is expressed during the differentiated 

stage. Theref~re; it-is plausible to expect that the nuclear s¡:i!icing factors pattern are arranged 

depénding J~oll'.th~ fil1alfranscriptionprogramin specifictiss~es.·In this ~ap6fwe.have .shown. 

·· ·. '~"c'l~J1'.;~~JJlt1,~;c~f :~;f ~'0~'·A~l~J~ºr,·.'tti~;':~·''.i.f ;¡),~f~;~t~hk,,d ·.·· . 
-pattefr1 arid :secorid;\a:quahtitativé'study of;aiffererif pattems· iiidicated diffürénces ;iri the nuinber 

.-.. '. ~ ... :f~tzr;;,;,~'.~,;~:~~;;1:}~~~~;(1i~t;;;;;~t\Y~:;'.; ~;ar~~:;:f {.~~;;fJf ¿'~:::~.,¡;,~·;;·.~;;((.' $:':J-1';ó•::fii{.f :y'.?S'1f: F~·,·· t'--.> _·.-. · ·; • •·· ·. , ; ...... •··'.'·.··· · . . . . 
·and shapé'o_fspeé_kle~/Qfü,!iypothesis'iS;thafdifféi:enfpai:téfos'are'o_btairied.dúring differentiatiori'. 

··· .from e.very early)ri: thé'. development;'where sphcmg;factcírS::would ha ve· a more general , _ ·. . 

distril:ititiéifü;Jn fact;ifpre:\íious'siildiesshówed thafat.earlfembryOnic stages such as theone~C:éll· 

embryo; bpti_l'pr9nu~li;:1;f!1spl_ay.an apparent s11111lar arrange_me~t,of sphcmg factqrs as a punctate, .. 
: <;_:·. ·~ .. :-.~' :;~·!:· .. ~;.~~~t~~·Y}fJ:f/~0>~J~m~w?:.1~~~{~?r~t~~~.1,~_;_;'.:-·'.:, : .. : . . · · . .. ~ -:.;: \ ,.~.~·:.>:~~~:)F+.'. ·.·'_!.-.~,-.: ~ :: .. 

1

:_ ..•..• ~<:;::.:_:,::.: .. : -.- ,'::.:,,: ·:·:/'.~.\\~: ~:.-:-~··r{:-.·~ .. ~; ~:;·;(~~:!.<·{·~./·'.:.:·.~-~-:>,. 
or spéékl~a 'p_attern!.fferjeira and Carmo-Fonseca, l 9Q6)/(Ivlosfrecéiltly (~ena,ét'.alf:; ·~00 L)/it has' .. 

' - '' ••• • •, .;.',' .. , J\ '• ',·:~·/.·,::; :~~~~~' ": '·~f¡·::;; • "_' ' ' ', ) ' • • '~\<' ~. ;~;·.'' :~ '·; J' ~~· •• -,· :~,· '• ; T '<' • :.,~ ~- '

1 

•• ~::-. ":" ~~;~;[¿:\~ •' <' :·:;¡~ ·.' •, • -, ~:¡ ' 

·. been shown tl1at,rat'trig'eminal ganglion neurons also 'displ~y:speckÍc;:d-paiterns_:biusing'linti~ 
~; __ · . .:-:::~. ·-: .. .::~~'.·-:< -~~.\i:\? -~~, ::·:·_<\t;:": :._\,~> ·-~ ... ·:·_;::- _· · · -· . . ·. ~:. \-::_:_·::.~~~::i;-~.;~~~;~~;B~~~wr~i~i{~NJ.;~~~ J-~~;}f;X~_;.~~~:~~:~~~r::¿;~(~¿~~:i~_~;~}i'~~:~;g~;}~.::.:::t; 

.. snRNPs antibodies;~Therefore, our results·agree witl(thoseby;Pc~ria'.efaL'(200J);;'fü':shówirig 
•. - . • . -º' ·e-..···; r ~-~~~~~·~:·~~~ ·:-~ff_:;i:~··~:~/~:~:~,:~~:~:~ .. Jt•?' :~~2•t ;~;·,~;~{ ~?~ 1~ ,' ,.t _, - • • ', 

speckles in severa! cell tissues and that dif~erences amq!lg'patterns ari;:,_~~~e'ctéa. It woüld be .· . 
· .. · ~~~ .. '..;, i i::~~~,~::·~-:~.~;/~f\)\ti~t{~~~-:.'t;~~~rY~~f~~:;;~~~}f~N~~t~1~1rfhH3f~~~~;;1.füj~:;.:r~~~,:~.~~-~},-:;~,: :·:; · .~· : .. 

interesting to analyze if the characteÍ'istics:~r.fü~;P,aü~rn'S:'ai:ef sp.~9ifi~J~(t;i\ie"rJ;j~celft)ipe.: Sine e 
. . .· .. -:: ,· ... -_~f/>:_~ ;.;~i.~~~··rr~~/~~füi~?~:~~J¡}~f~~2~f f JA~:J;::~;0j;ft?~~~;i:~~rJ:~tf :~~~~~~:~~-~tt)~i}:J~il¿~~.~:r~~-.:;:, -·-,:~··~,. : . 

splicing factors are enriched ,in these rit1clear,aomáifü;Jnc~l~ui:éand:ti~stie cé!Js; i(w,oU!d be, 
· ·:"<." ,-.c:~?~-:J >:(~t;>:i~<.· :: :·~t,.o- .. :;·:x~~;L u:'.h ~\~·!:V:~':\:~:?;:<· j>)'.,>:{?-f ~//_~~:"t··~·,·~~?<~ .. ·t~:;/, :·: _:.: ·: 

interesting to study which factors maintail1 sÜéhpatterns ano to fost if pl10sphÓrylation 

/dephosphorylation of splicing factors take an active role. 

Spccklcd pattcrn changcs by hormones affccting transcription 

We showed here that speckled pattern in rat uterus epithelial cells changes upon modification of 

transcription by hormone action, similar to what occurs in culture cells in different experimental 

conditions where transcriptional activity is modified. Uterine cells are target cells for action of 

the ovarían hormones. It is known that estrogens play a very important role in the 
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synchronization ofmultiple cellular events and induce the expression ofmRNA ofspecific genes 

(Spomitz et al., 1994; Tomomi et al., 1997). 

First, we tested thevariations in speckled patteriis during estrus cycle. In rats and other 

vertebra tes, úterinee~i~heliaÍ.ceUs ·a.~~~ndi~diffet~ntleve~s.Úh~rmonal stimuli throughout the 

stagés of t~e esÚusc~~i;e\Ai~d~¡~;;~·,;;t·~¡:;Ik7;; ~~iis·,~;'ifa:t~84; Ram.bo and Szego, 1983; 
o • ~ • ·_-·.- •• <, ·\:~;';':. · ~/~~ri .. ;~~=¡~t~?~{~~>},~.:0:;1r{~~~;~:.\: .. ~.':f :;;~·~J.~~~·:/s;;cf;: .. :.:J~~J}J~~;~lw;··~~-:::~:~;:~:nxr~.:~±':;:~-:)/:·:':~_.>,~'.'/:_.-._~;: :·.-:: .,. ,· · ~ .. -_ ~-;_:·: -'. · · ... - " - · 
Tachi,' 1984, Vázquei'Nfri et"al:;';l 978; .197.9~1 ~91 ;'.:Echevéfría: et al:, l 980a,' b ); During the 

. ,~ -.; · · .t/~ :·-~--~.;~iJ~:;;_ts~:~~;'.;~~t~ü}_~;~;~~-'.g~t~~~l~t~5J~~)~:::g1·n~:~1;~1;r~~~~--~-~;~;::\~vf~t\:~f ;~~~~:;;~~i¡!{~~:~,~F}i:~/i{~~;: .. :~L <~--:r2. \·:::_;:- , :.>·~ :· : . ~; ''. :::_:.: · 
proestrus stage;,tl1,éil,~'.y,:~If pf cit~u.J.áti~g (!~.tf.(>geli is)t(its high~st.y~lüe/whilf!.~l!fing diestrus I is 

, : .. :~ ·:.:: .· -~·:.:\j:.~::~.f~::(~~R@:ü~~:?;'.:.~~t~ tU'.g~~t~Y{?,~1f~;}~ef S~-~lt~;:~:~t&~;.~~}J:1~~:,·)J~f,~:~::~f ,~~~:t!.~'.~c;,~:,~f ~~;t{ff ,~~{}¡~~,//~:/~~-: :;;: :~:-~? ~; .. -::.~) , ·:, . · 
at its lowes(val.lle;','.~n¡ t.~e·p~e.~en(study ;·'Z~;V,(~ou~d. t~át'the .riuiri,bér; ~ sh~pi:¡:,an~ siz,e of the. speckles 

~ . ; .;~::Y;,·:;:;:~~ f ?~~,~~~ ?~:ff 1 ~~:~~s.I::{~~~ti:~~; .~{ .~;\}~'~.e;igy:~i~,E~{~5~~~(~¡~·;.~~/~~;;:'.,:· .'f /;;~{·;: ~; -~t/~'_., ~.~~ '.)f ;f .:;1;~ii:~:~i, ;:~:~·~j~.~/~,~}~.l:·~:~\:.~f ~.,:.··~-: x;~~ -·: : ·.. . .. . 
change duririg'the.~s~tr~s 'éypl(!:>.;In pi:oestrustspeckles •are. iqegt!lai':.i,n .fe>rn1J.butthey. beé()me 

rounded afdiesfrusJ/Speckled pátterri js recovéred •di.írin'g; the' 'rlexfpróesfrús stáge; These . .· . 

o bservations: 1ea .us fo .conélude tli.at; irí'úforirie · epithd iál ce U s;.speckl éa pattefo .·varies dépend ing 

upon thé.fránscriptiOriaFaCtivity, iíi. response to the)fafüral:',cycl!cal;h9tiri9nál¡stifuuli. ···• .• 

'.,,': ,,'.~': ,~i;'~' ''f ;:~;,i:1'¡1:::· ~ ':. \ , . . <i . \;fa#~~;: ... :.:.' .. ~,:·,~.:_:.~.:.~:·,~.~.·.,.··.~,: .. ~.·.·.:· .. '·:··.;·:.-.·:·'..·.:.;:.~.':.¡.-·.i.: •. _•.·.'::.~.·.',~.f .. :.·.·.'.·.:~ii~;¡~'.~1 u,,; .,:;F·>':,,· ... ·. '. · .•.. 
-. . - '.:.~<t.:.\,::::·-,., , e• ~ ;'.' •• , , ,- • '~ ' .·:· .• ',·.·.'.,:·.~.{.·,:.~.',-.'~',~~.·'.·; " 

~·:- :.:-,":;"·~<:;-.·,-~:~.,~~/;:[{~\~:·~;Ji~: _.1?~i:~:·~~~;:~ ~:·.·~':·: __ .· , -. ·· . .- - · ·.-· ~~·'; :. ,~_:;.:. ··~;F~~~~;~\'._i~~¿:~;~. .. ...... ~'.-·:;:':·//.'.'"~; .. -.·. . : 
Secónd;-tó exp'enménta y~c:'onfirrú that variations in speckled pa:tforns o served dtidtig esfrus 

.. ·" -. ·.::;~:·~.-: :,.~:~r::~~1?:~.~é~l;~~;tt~Xft{~;r~t~:'·\:.;,:}· :~· </ ... _.,._ . ... . ,\. :;":;.;~~j~2r'.~7~t~:\r~~~¡;~,~~'.~~~:~.~·-::/'.f.:':···-.~i ··: . 
. cycle were dúe)ci specific' hormones and not to other factors present' iiúhefbloód, we castrated 
: , ... .-: . ;._ .. : :~.·~:.:::·-' ;;.~~~:·~:;~{~~~10;~Ttzff ~~~~~·z~J~if~;.: L . .-::. ;:-- · . : ,· ·. º."·· ,~~j.:.<~:~+r~~~~·t1~;\~ .. ·.;:::: ;.· · .. , 
· rats fo suppr~ss},h§~m911~ action in the uterus. In these conditions rifte(21: days; splicing factors in 

_. '/:..- < . ·:: .. :l:~/\(~~-~~~\~!~f:~: .. ~1~~~~0:;J;~;~}:~-:::..~~·- /:. , .-.:?~ ,:;·>)!X.-::.'.~4::;..:.--:.:·;~" . 
thé epithelialcélls\:Vere:distributed in a very rounded pattern of sp'eckles; 'dueto the absence of 

_.' ·~ ~:. :· !;<.:~.·:· .. ::>~~·~¡'.~~.i:;~~~·:·:>~Y:~:~~~~~~~·~;~~,:r,,~::;:.- :, '.· .. :· '' '. . . : .'; ~'.:~ . :.· .... -.. -· ~· ~: -~.- ' 
... t;~ns~~ibtió~;yí~d~d1i~'6j:¡it;~~ri10nes, similar to what is observed d~ririg':~Ú~~trus l. In order to 
· ·· . . ·~·'1~·,·:,,2\\\!j~~;ff~üx~rit~:;~;~l~>::+ · ... :·': , · ;.··· < . · 

activate frariscdption,by'.hórinones; we injected a single dose ofestrádfol 17 13, a very soluble 
.. ... \:> ;~ .. ~ .... : ... ~ .. ~~h~·~<~r}j~!~~~~~~W:t-t~f;~~0t1~~}>~~~.t:·: ·:· . . . 
forni ófestfaaiol;\and::an'alyzed the speclked pattern in Iuminal epithelial cells of the uterus. 

~· > ~,.J<• ~-\~_:··::-) , .. \~:\>~:· '.! ¡~~~::~'.f~~~·~·./1~;~1~':·~?·~~~~: .::. -';. ~-
>. Splicfn~ f~~i'¿j¡Ji¡l.ti~·kly re~over their distribution in to irregular speckles and an intense diffuse 

" . . ' • ~.. • .:'.'.!," :-,,.,, ·;-,\:~·"' 

·_·;\h2·" 
· stairiing,}vithiÍí.;30 minutes after estradiol administration. Again, this recovery of the patterns - .... ;.;··' 

. ' ·: -<~<:: 
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parallels the one during the proestrus stage; It is known that transcription is rapidly induced after 

intraperitoneal injection in cast~~~ed rats (seey~~quez Nin et aL, 1979); It isi,nterestingto .not(! 
· ... ,:.:.;·, /·,,.' 

that, in the uterus, gland epitheiiaFartd in~scle ce lis al~o show the 'saliie v'aiiaHCír{ ofi"i1i:ranuclear 
: ...... - >.:·. _¿ .... ~ ~~·· .• ;·/:< ... -i'.~:<:~:~~(; }/!t.: :,:i<·-~; :".::<:~::-.. -. :_:-- : . · _ - .:- _ -_: . -·.: ,_ :~\:(~:'.;/~:t·;_'.:::5~;_:~~~,_:~/<;~~·:·'.-'..;: __ e<,:\~{?~~?::;.~:~. )\·:. 

splicing factors patterns,Le·.::they·are' róunded during diestrus I ánd iri cas'frated ritt's;·andfüey . 
---- - . ---~-·, :·- -i~/~~-~.~-;-~\--~~:\~~~F~.~}5~;~-~~(~~~~.i~~q.~~~~~-;:1::~\:'.f'.~;{~:-· :>·-:::~-.. ---: \ . -_-. -·· . -- :-: >~ -~-~f.:~_~f~~~~~~~{~:tif~~~lf~~~!0~/~;~f:~,~~~X'.-\'.~~·:::_ ~~~'( ~-- - -
. recover •their. irré'gúial.);lÍapé'duffng proestrus and after hormone· stiÍnÍ.llifA'1i\explanaiion.fc:ir .these. 

_ -· . :;-~-:~----:·.·.~~:·.(::~:-~::~:~~'.:~z,j~~?ft·~~~·::Ht~~.·~;:{~.\-~-~~·s.J:_·:':--·· · . · · -· ;:: .. :-;:·::? 1:.;tü~f.~~~~~f;:}:~,~;1~:':k)~:~'.t>~:;?("·::·.= . : 
observat10.ns.1s'that·áll three-cel.l types are responsive to. estrogens:•·.Prev.i.ous·~tud1es•.have· 

• '"~"~~'~.{~{~f~~~Jf~;nal epithelial ce11, are ind'.º.~'f P~~~:r~~~!ilÑ~~' '"" g)and 
cells.al~oshow.tl1is:feature (Williams and Rogers:l.980) ...•. In'ad~.it.ióri;'··a.postranscriptional action 

of º~l\f ~~~l'~~%;[a'~umented ond ho.,,;One ,oCePt~<~h~~·~i~~ }¿\}~~'.~~11'1hree cell typ" 

· cvázquei~.r~nn•efaL; :1991). 
-.. ' . "-_-;, :; ~· ; 1-:t!.;. l 1 • • ' • -,~ 

·· · -<-- ... --··:~f~%_·;-r~·;~/·:.~ ~-U::· /<·_ ...... -

Therei~~e}~'~:~~~¡~~· ~foi~f ng factors ar~ dis~ributed in speckled patterns in s~veral rat tissues, 
; · :_:·. : --><:·: ~~:F .. ·f·,~~t~~.~!>~;-.~.~~~~:~:r:_~·;·"~.\~:~--~:~.~(:-; .-/ 1r· -~ · ;:· _;~~- ,_ :'.:·~ ·_ ?·:. ,_ .. ~::,;{ :;· )·-·>;, -~·;_1 : .. ~~i:_~·:.':\_ -: < .-.-~ . . ~ ·. -.. _ . . . ~· · ~ . · 
· iÍlcludirig Iúminal epitheliíim in the Utenis, where ii1 addition .the patterns are modified by 

l~orlTione action; severa! questions remaintobe~xplmed, as to how a speckled pattern is acquired 

during cell differentiation, or how speckl~shave evolved. 
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Figure lcgcnds 

Figure 1. Optical sections after imnmnofluorescence of SR proteins in rat hepatocytes (A) and 13 
;..,-·, 

cells (C). Intranuclear speckled patter~s ri~e ~bs~ry~d in both cell types (arrows) .. B~r is 15 µm. 

Three-dimensi()~al r~c,ory~t~~5tI~n'.8r;spec¿i:~~p;tt~~1::--i1~·;hepatocytes (~) and• 13·· .. cells (D) by 

confocal micro~copy',"i•;¡Z~iegfa~,,~1; ~ar.is.··~ ;~¡;ri,. 
, , , ,.: .... ··,_ ·:-· .... /~;·: .. :·;.-~-- .'.·~-~:-._.'r:~···.'-/', ... ··, - , , ... 

.. ; e'_·:_;~·::/: • ·:-,. • 
·_, : . ;- ' ,_ .:_._,~·:: ' ··. :';-:.-:·.: .. 

. Figure 2. Optica1(J~~·tfü~rkfi~~ i~~:unofliidrescence of SR proteins · and the corresponding · phase '·.:_ ~-- ·' ...... -~::.:: .. ~;-::s .. :~._ .. ··=-~.,-~-~-:-:-:·~-/<<.'¡·,~ .,-;._-.. ,, '~--· :-.:. -_ . . . . 

contrast iá1~gés;bl.thi~;~·;~t'fipitl:Íelial cciJLtypes.(A,A') small intestine, (B,B')bronchius and (C, 
. ,··: :i··~ ·,,:~·,:._::·,~:~~->-'.:.):;._;;~:-·>:~.:::·,: ... ';·:_ . ., .. -:-,·-~<.:,-_.,-~·:·_e''·' :·-. ·- - . . ' ··:·.·· -~; " . ,· 

C') éndom~triurn:SA:~pecik1ed p~ttern'is pr6sent in the nuclei of all cell types (arrows): Bars are 
, ' . - . ,. ~: ' ' . ; ·-.-: . , . ~ ' ~ ,:· . " . ¡: ' .· .- . ' . > ' ' • • -

;'.·.:r·:.,-, ... ,--_.,. 
~·'·' 

;:~;~if ¡¡,1~tt~lllíll!lll~!~;~::~:::~:~:~~:~ 
(arrows):·A)Jiemafoio m~eosm stüiriin ;'. ar;isAb ¡Iiiliii'; . ''rid:B}/Bar is 5'¡.lm in a), b), ande) . 

.. . . ··.•.• :a~'.ji: ,.~J :L,·~~;~*i . ·Y <:· > \ .,. ·· .· 
Figure 4. Optical-sec t0ns'after.1mmunofluoieséence•óf,SR·protems m·rat uterus during the estrus 

.· . 1;~~~~,~~~?l~l\~~,Z~~ñ~<~filf ~~~~~Jit!':,,h 1~egu1.,.,h•ped 
speékles.(arro~s)'..~M,(¿_~Q:,s,f{pdbng dies.trüs'I,· all. thre¡: c~lt types show intranuclear pattern 

!,' ........ :.:,;:, :./::5-, .:;;;-:-: 

where sped<les are i:ounded (arrows) (MC=0.8). Bar is 1 O µm. . ' 
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Figure 5, Quantitative analysisofthe shape ofspeckles in three uterine ceil types at 

different stag~s of tl1~ estr.us cydle (Prcíestr~1s and Óiestrus l) (A); and 21.days after 
. . . ·' '··· . ' ' , .. '.,·' . ' .. ' 

castratiori ancl • ad~ii~Ütratióri ()[a slngl~ closb of esÚadibÍ •i 7 ... j3 (B); •. 
... ·/.>(::r·~is'i<'·;;;1;:w.·;.: .• ·· i)/.:\~::ij~ __ :j":':_f.j: ;.;·:' .1 . •··.. < . 

. ':.,<·:>.'.:::·: J::~~~<~~;'.;>J/,:/< :~··~>.,;: \; ,. •' .. ··.: .. ·.~;~:t~:<:~··.:~ :'.;.~··:.~-¡ ·;::; 

• ·. · • · · .. ·!'.,i ~! : •'i.~·0t;:~~~t~~~¡'.ií'•f".:·~~~~:~f '. t~t·','.~!{~~/ffSt'.•~~tfd ~':C:":ifii'.c:f ~'? ;.;(ti'. Y< ; ~e; • .; '. ,· • • .·? ·, ; ..••.•... :· • . . 
·Figure .6;;.0ptiCal\fseétionsi°afteriimmunóflii'orescence50f·SR'proteiris'iÍ1 uterus• óf castrated and 

estradiól ~treate'él 'i:ais;~;AftéF¡ castratiorí ~nudear:!Splicing ;factors .disfribution ·in) umiiúil . and gland 

·.: epithelia, and'.ftjió~eFritim ·display .y(!ry,,i-óunctspecklés (arrows) .. (MC=0.9);·After 30 minutes of 

·.•·'estradi.~'.i•••Xz:<~ij~~~¡~~ekf Jf~~-~:~6~1;t~'.:;~:~~J;;· 111eir. ir~~gÜ1ar .. shape _(a;rows)•.····~~b=o.5) anct .. · the 

núcleoplasffi s11o~s diffü~e súiiriing.'. Bar is 1 O '.~1111 • 
. _- ,._' .... _,. ,_,.-. ,.. . - ·.· -,, 
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Table 1.- Speckles fea tu res of several cell types. 

Cellular type 
Pancreatic 13 Cell 

Hepatocvtes 
UTERUS 

Luminal Epitelial Cell 

Gland Epithelial Cell 
Miometrium 

MC= Me¡¡sure ofcircularity 
P= Proestrus ; .';.· '· 
DI= Diestrus 1 

Speckles number 

p 

2-3 large 
9-25 
small 
6 - 23 
9-16 

6 - 1-1 
5 - 12 

DI 
1-1 - 19 

-1 - 21 
3 - 6 

Speckles shape (MC) 
0.581167 
0.47958-1 

P DI 
0.512963 

0.456616 
0.457182 

o. 7995-17 

0.82-1835 
0.83-103 7 
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