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L. INTRODUCCION

Durante el desarrollo folicular de mamiferos, se ven implicados una
serie de eventos fisiologicos por medio de los cuales los foliculos primordiales
que resultan de la diferenciacién de las células germinales, sufren
transformaciones hasta alcanzar el estado de madurez suficiente para que se
lleve a cabo la ovulacion de un ovocito (Figura 1.1) (Baird & Mitchell, 2002). EI
desarrollo del foliculo ovarico involucra el reclutamiento de los foliculos
primordiales, el continuo crecimiento del foliculo, la maduracién meidtica, la
seleccion de un foliculo, la ovulacion y finalmente la luteinizacion
(Vanderhyden, 2002).

Durante la vida fetal se comienza la diferenciacién de las células
destinadas a formar el foliculo ovarico. Las células germinales primitivas (CGP)
provenientes del epiblasto extraembrionario migran hacia la cresta genital
donde proliferan para formar ovogonias las cuales inician la meiosis (ovocito
primario) y comienzan a organizar a las células sométicas vecinas derivadas de
células epiteliales que mas adelante daran origen a células de tipo escamoso
{(pregranulosa). Esta Gnica capa de células aplanadas junto con el ovocito
constituyen un foliculo primordial o primario que seran reclutados a lo largo de
toda la vida reproductiva del organismo. Posterior al nacimiento, los foliculos
primarios son arrestados en la profase de la primera divisién meiética que se
caracteriza por presentar intacta la membrana del nacleo conocido como
vesicula germinal (GV) y mas tarde, ya en el ovario adulto la meiosis reiniciara
unas horas antes de la ovulacién dandose el rompimiento de la vesicula
germinal (GVB) (Baird & Mitchell, 2002; Vanderhyden, 2002; Velazquez &
Mendieta, 2005). El desarrollo del foliculo esta caracterizado morfolégicamente
por un incremento en el didmetro del ovocito y una proliferacién sihcrénica de
las celulas de la granulosa que rodean completamente a cada ovocito
(Vanderhyden, 2002).

Hacia el final de esta etapa, el ovocito inicia la sintesis de las
glucoproteinas que formaran la zona pelticida. Las células cuboidales de la
granulosa (CG) y el ovocito (OO) inician el desarrollo de extensiones
citoplasmicas que atraviesan la zona pelicida para mantener una



comunicacion intercelular a través de uniones de tipo gap; ademas, se inicia
una regulacion continua de tipo paracrina que involucra productos, tanto del
ovocito como de las CG, que son secretados hacia el espacia intercelular
(Velazquez & Mendieta, 2005).

LB
cs

A f >

»‘,V'S"L%"c 2

¥ SO g RS
DG i
%‘:’o‘-’c 34

b 280,

AR,

Foliculo primordiat Foliculo secundarto
Foliculo primarto Foliculo terciarie Foliculo de Graff

Figura 1.1. Etapas del desarrollo del foliculo ovarico en mamiferos. El foliculo
primordial esta compuesto por una Onica capa de células
somdticas (CS) rodeadas de la lamina basal (LB) .El foliculo
primario representa el crecimiento del ovocito que segrega una
capa de glucoproteinas ltlamada zona pelticida (ZP) que separa al
ovocito (OO) de las células de la granulosa (CG). El foliculo
secundario marca la etapa final del crecimiento del ovocito (120
pm) y la diferenciacién de las células de la teca (CT). El foliculo
terciario se caracteriza por la formacion del antro (A) y la
praliferacion de las células de la teca interna (CTI) y externa (CTE).
La maduracion del foliculo De Graff es promovido por las
gonadotropinas y en esta fase el ovocito se encuentra rodeado de
las células del cimulo (CC) (Modificado de Bulun et al., 2009),

Durante la transicién a foliculo secundario las CG proliferan hasta
completar de 2 a 3 capas que rodean el ovocito, ademas se inicia la
diferenciacion de las células estromaticas préximas a la lamina basal, para dar
origen a las céiulas de ia teca (CT) que serdn capaces de responder a la LH
(homona luteinizante) y producir andrégenos utilizados por las CG mediante la
accion de la aromatasa para sintetizar estradiol ya en la fase antral. En estas
etapas tempranas del desarrollo folicular las gonadotropinas parecen no estar




implicadas, por el contrario, se encuentran diversos factores paracrinos locales
provenientes de foliculos adyacentes en diferentes etapas del desarrollo, que
interactdan con la FSH (hormona foticulo estimulante) y la LH modificando su
accion, para influenciar el crecimiento y el desarrollo de los foliculos preantrales
(Baird & Mitchell, 2002; Sanchez-Criado, 2005; Veldzquez & Mendieta, 2005)
Cuya poblacién homogénea de CG va ir adquiriendo receptores para la FSH y
esteroides desde este momento (Vanderhyden, 2002).

La capa de CG que rodea directamente al ovocito comienza a
diferenciarse en las células del cimulo y las capas més alejadas daran origen a
las células murales, las cuales adquieren diferentes funciones. En presencia de
la FSH que induce la biosintesis de estrégenos, se da la formacién del antrum
determinando la fase de foliculos terciarios o antrales, que implica la
maduracién meidtica es decir, la reanudacién de la meiosis la cual sera
detenida nuevamente en la metafase de la segunda divisién meiética (MII)
hasta la fertilizacién. Durante las siguientes etapas, el crecimiento de los
foliculos seleccionados depende de la accién combinada de las gonadotropinas
(LH y FSH) y de los esteroides ovaricos (andrégenos y estrégenos) sobre las
CT y las CG, cuya sintesis es influida también por las gonadotropinas. La LH
induce la maduracién meidtica y la expansién del cumulus necesaria para la
extrusién del complejo ovocito-células del cumulus y la fertilizacién. Los
foliculos considerados dominantes (foliculos preovulatorios o de Graaf)
lograran terminar su desarrollo y el pico preovulatorio de la LH iniciara la
rediferenciacion de las CG y de las CT hacia células liteas, la cual se
completara una vez que se haya liberado el ovocito del foliculo al término del
ciclo ovarico. Los foliculos influenciados por una baja sefial de FSH, no ilegan a
terminar su desarrollo por lo que degeneraran, conviertiéndose en atrésicos
(Baird & Mitchell, 2002; Vanderhyden, 2002; Sanchez-Criado, 2005; Velazquez
& Mendieta, 2005).

Una vez llevada a cabo la ovulacién, 1a LH estimula la luteinizacién de
los foliculos postovulatorios originando la formacién de un cuerpo lGteo o
cuerpo amarillo, considerado como la etapa final del desarrollo folicular (Baird &
Mitchell, 2002; Veldzquez & Mendieta, 2005).



Desarrollo folicular en anfibios

Las etapas fundamentales que ocurren durante el desarrolio folicular
son similares en la mayoria de las especies y en la rana Xenopus laevis se
requieren ocho meses para que se lleven a cabo, siendo distinguibles seis
fases caracterizadas por la morfologia del ovocito. En la rana la maduracién del
ovocito es un proceso asincrénico continuo lo cual quiere decir, que todas las
etapas de crecimiento pueden ser encontradas en el ovario de un individuo
adulto a un tiempo determinado (Dumont, 1972).

Las ovogonias en el ovario de la rana contindan dividiéndose durante
toda la vida del organismo y se transforman en ovocitos una vez terminada su
ditima divisién mitstica (Wyndham, 2008). En Ia etapa previtelogénica (1) el
ovocito se encuentra rodeado de varias capas celulares y acelulares, siendo la
mas externa el epitelio ovarico debajo del cual se encuentra la teca que
consiste en fibras de colageno, fibroblastos y vasos sanguineos, después se
encuentra una monocapa de células foliculares que comienzan a proyectar
unas extensiones citoplasmaticas llamadas macroveliosidades que atravesaran
la membrana vitelina formada en la etapa lil, y que contactan con el ovocito el
cual desarrolla al igual microvellosidades, aumentando el area de contacto con
la células foliculares (Dumont, 1972; Arellano et al., 1996).

Durante las etapas vitelogénicas (ll-V) se da la formacién de la
membrana basal formada principalmente por fibras de colageno que recubren a
fa monocapa de células foliculares, también comienza la sintesis de pigmento y
el ovocito aumenta su tamario volviéndose ademas, opaco por la acumulacion
de granulos de yema (vitelogénesis), la cual finaliza en fa etapa V. En la etapa
Ill, los nutrientes de reserva (vitelo) se empaquetan en plaquetas vitelinas que
definen la etapa de diferenciacion de los polos animal y vegetal y son
necesarias para mantener un adecuado desarrolio embrionario. El vitelo es
transportado al ovocito a través de los vasos sanguineos presentes en la teca
interna pero también, la produccién de estas sustancias ocurre a nivel de las
celulas foliculares. El ovocito principalmente sintetiza e incorpora lipidos,
proteinas y &cido ribonucleico (ARN) y en su citoplasma son evidentes las



vesiculas periféricas llamadas grénulos corticales y los granulos de pigmento
(Dumont, 1872; Wyndham, 2008). En la etapa posvitelogénica (VI) el ovocito
alcanza un tamafio de 1300 um, esta etapa se caracteriza por la aparicion de
una banda ecuatorial sin pigmento (Dumont, 1972). Al igual que en otros
vertebrados, los ovocitos de Xenopus laevis son arrestados en la profase de la
primera division meibtica (Baulieu & Schorderet-Slatkine, 1983), y seran
madurados por la progesterona que es producida por las 5000 células
foliculares que lo rodean, luego de ser estimuladas con gonadotropinas
(Baulieu & Schorderet-Slatkine, 1983; Miledi & Woodward, 1989 a).

De manera paracrina, la cascada de eventos celulares promovidos por
la progesterona parece iniciar en la membrana del ovocito donde se da la
inhibicion de la adenilato ciclasa para finalmente inducir el reinicio de la
meiosis. Compuestos como el cortisol, |a testosterona y factores de crecimiento
también pueden ser inductores de la meiosis in vitro o in vivo (Baulieu &
Schorderet-Slatkine, 1983).

Durante el proceso de maduracién del foliculo ovarico, el potencial de
membrana se despolariza drasticamente (Kusano et al., 1982) y un incremento
en la concentracion intracelular de los iones Ca®* y Mg?* en ovocitos en la
etapa VI, parece promover la reanudacion de la meiosis (Baltus et al., 1977).
Estas alteraciones electro-quimicas que implican una adecuada comunicacién
entre el ovocito y las células foliculares, parecen ser dirigidas por canales no
selectivos presentes en ambas células y que permean iones, metabolitos y
moléculas mensajeras (Shestopalov & Panchin, 2007) determinando asf, un
acoplamiento eléctrico y metabdlico que promueve el desarrollo del foliculo
ovarico.

Interaccion entre las células de la granulosa y el ovocito durante el
desarrollo folicular

A través de las diferentes etapas del desarrollo folicular es
imprescindible el establecimiento de una comunicacién bidireccional entre las
células somdticas y las ovogonias, ésta comunicacidon esta fuertemente



influenciada por factores de crecimiento y hormonas generadas por el eje
hipotalamo-hipéfisis-ovario.

Los factores producidos por el ovocito (e.g.: GDF-9, BMP-1 5, BMP-6)
actuan de manera paracrina sobre las células vecinas para organizar al foliculo
desde etapas tempranas del desarrollo sin embargo, no se conoce con
exactitud el mecanismo de accién de estos factores que dirigen la formacién
folicular. Se sabe que en los foliculos preantrales, Ia diferenciacion de las €G
en células del cumulus solo se logra en presencia del ovocito y que los factores
derivados del ovocito son supresores de la luteinizacidon de las células de la
granulosa, ya que los foliculos De Graaf se transforman espontaneamente en
unh cuerpo luteo al remover los ovocitos (Eppig et al., 2004).

Los mecanismos precisos por medio de los cuales tanto el ovocito
como las células de la granulosa determinan el grado de desarrollo folicular son
desconocidos, pero se sabe que el ovocito es el responsable del tiempo de
desarrollo, ademas determina la proliferacién y diferenciacién de las CG, la
expansion de las células de cumulus, la produccidn de hormonas estercideas y
la organizacion folicular, mientras que las células de la granulosa que rodean al
ovocito, regutan la maduracién meibtica, el arresto meiético, el crecimiento del
ovocito y proveen de sustratos metabolicos (Eppig et al., 2002; Vanderhyden,
2002). También, las células de la granulosa modulan tanto la actividad
transcripcional como la expresién de proteinas en el ovocito en respuesta a
interacciones paracrinas y endocrinas (Vanderhyden, 2002; Eppig et al., 2004).

Comunicacion intercelular en el foliculo ovérico

Ademas de la comunicacién paracrina, el desarrolio folicular depende
de ta comunicacion intercelular a través de uniones comunicantes (UC's).

Las primeras evidencias de la presencia de UC’s en el foliculo ovérico
de mamifero, fueron mostradas por Bjorkman (1962) y por Albertini y Anderson
(1974), quienes describieron la estructura de conexiones intercelulares
ampliamente distribuidas entre las CG de rata y de conejo (Larsen et al., 1991).



Mas tarde, surgieron diversos estudios que apoyaban la idea de que la
comunicacion intercelular establecida a través de UC’s desemperfiaba un papel
muy importante en la coordinacién de la actividad celular dentro del foliculo
ovérico (Vanderhyden, 2002), permitiendo a las CG proveer de componentes
esenciales al avocito durante su crecimiento.

La cooperacion metabdlica entre el ovocito y las células del cumulus es
evidente cuando la estimulacién con gonadotropinas incrementa el uso de la
glucosa que es metabolizada por las células del cumulus en piruvato o ATP
{trifosfato de adenosina), productos utilizados por el ovocito y que son
transferidos a través de las UC's a éste (Eppig et al., 2004). Recientemente, en
mamiferos ha sido demostrada de forma directa el acoplamiento eléctrico entre
el ovocito y las células del cumulus que lo rodean; en estos estudios se mostrd
ademas que respuestas eléctricas generadas por transmisores quimicos en las
celulas sométicas son transmitidas al ovocito a través de las UC's (Arellano et
al., 2002).

Las UC'’s no solo permiten la difusidn de iones y sustratos metabéficos,
ademas, median las sefiales involucradas tanto en el mantenimiento del arresto
meidtico del ovocito como en la reanudacion de la meiosis inducida por la LH y
que se manifiesta por fa GVB (Vanderhyden, 2002). La meiosis es un proceso
discontinuo que ocurre exclusivamente en las células geminales y comienza
desde el desarrollo fetal deteniéndose alrededor del nacimiento en la profase
de la primera divisibn meiética y continuando hasta la vida adulta, donde
nuevamente es detenido en la metafase de la segunda divisén meidtica y va a
depender de la fertilizacion para completarse. La division reduce el nimero de
cromosomas de un numero diploide (2n) a uno haploide (n) en mamiferos y
marca la transiciobn de ovogonias que se dividen por mitosis, a ovocitos que
comienzan la meiosis (Eppig et al., 2004; Edry et al., 2006).

"Los ovocitos aislados de foliculos antrales de mamiferos maduran
espontaneamente en ausencia de la LH (Eppig et al., 2004). Las primeras
observaciones al respecto fueron hechas por Pincus y Enzman en 1935,
quienes sugirieron que el foliculo ovarico proveia un ambiente inhibitorio que



mantenia al ovocito en arresto meidtico (Edry et al., 2006). Mas adelante se
llegd a la conclusion que el acoplamiento metabélico del complejo células de la
granulosa-ovocito era el responsable del arresto Yy que los ovocitos maduraban
espontaneamente debido a la interrupcién de la comunicacién intercelular con
las células de la granulosa mediada por las UC’s (Eppig et al., 2004). Et AMPc
(monofosfato de adenosina ciclico) producido por las células de la granulosa
difunde al ovocito a través de ias UC's para mantener al ovocito en amesto
meibtico y mediante el surgimiento de la LH se da la activacion de las MAPK
(proteinas cinasas activadas por mitdgenos) que fosforilan a las proteinas
encargadas de formar los canales intercelulares y con ello se interrumpe la
comunicacion mediada por UC’s por lo que el nivel de AMPc dentro del ovocito
disminuye y a falta de esta sefial la meiosis reinicia hasta Mil. Ademas de esta
respuesta inmediata, se encuentran procesos de regulacién a nivel
transcripcional y traduccional que inhiben la expresién de las protefnas que
forman las UC’s para la reanudacién de la meiosis (Granot and Dekel, 1994;
Kalma et al., 2004).

Comunicacion en el complejo celular ovocito-células foliculares mediada
por uniones comunicantes: Las conexinas

Las interacciones celulares que ocurren a nivel del ovocito y de las
células foliculares en el foliculo se mantienen durante todo el proceso de
ovogénesis para asegurar un adecuado desarrollo del gameto.

A través de las macro y microvellosidades desarrolladas en las células
foliculares y en el ovocito respectivamente, se establecen puntos de contacto
desde etapas tempranas de la maduracion folicular que continian hasta etapas
tardias. De este modo, s€ mantiene una comunicacién intercelular mediada por
uniones comunicantes que es la responsable de que el complejo celular
formado por el ovocito y las células foliculares, esté acoplado eléctrica y
metabdlicamente (Browne & Werner, 1984).

Las primeras observaciones que proponian la existencia de ciertas
estructuras que mediaban la comunicacion entre las células fueron realizadas



por Engelmann (1877) quien con base en sus estudios electrofisiolégicos e
histolégicos observé que “las células cardiacas se encontraban en contacto
directo unas con otras durante su vida pero se volvian independientes en la
medida en que éstas morian y el rescate de las células sanas dependia de las
barreras idnicas que se establecian en sus limites”. Weidmann (1952) en este
contexto, observo en el misculo cardiaco de mamifero la propagacion de una
corriente electrica a través de una “via de baja resistencia”. Lo que sugirié que
las fibras de Purkinje que estudiaba, no se encontraban subdivididas por
barreras i6nicas como se creia y que los iones intracelulares se movian
libremente bajo la influencia de un campo eléctrico (Weidmann, 1952). Una
evidencia que sostenia la existencia de tal via, fue el descubrimiento de la
‘transmision eléctrica en las sinapsis motoras gigantes del acocil (Furshpan &
Potter, 1959).

Robertson (1963) realizé observaciones importantes de estructuras que
presentaban un arreglo hexagonal en el cerebro de pez, las cuales se repetian
cada 95 A y contenian un centro cuyoe diametro era menor a 25 A (Robertson,
1963). Fue hasta 1964 cuando a través de estudios de microscopia electrénica,
Barr y colaboradores propusieron el término de “nexus” para nombrar a estas
estructuras hexagonales, las cuales eran “regiones entre las células del
mascula cardiaco de rana donde las membranas celulares opuestas se
encontraban fusionadas”. Al parecer los “nexus” eran sitios de acoplamiento
eléctrico entre células adyacentes favorecidos por una via de baja resistencia
que permitia un flujo de corriente apreciable entre el interior de las células.
(Barr et al., 1965). Regiones similares fueron encontradas en la sinapsis
eléctrica entre neuronas y células gliales (Kensler et al., 1977). Revel y
Karnovsky (1967) observaron también subunidades empaquetadas
hexagonalmente en higado y corazén de ratdn, introduciendo el témino de
“uniones intercelulares” (Revel & Kamovsky, 1967).

Las UC’s estan formadas por canales de membrana intercelulares que
conectan directamente los compartimentos citoplasmaticos de células vecinas
(Figura 1.2) permitiendo un intercambio rapido de iones, aminoacidos y
metabolitos incluyendo segundos mensajeros como el i6n calcio, el 1P,












proteinas (Arellano et al., 1990). Los sitios que responden a los cambios de pH
se encuentran en el dominio intracelular y el carboxilo terminal, regiones que
muestran bajo grado de homologia entre las diferentes conexinas. De aqui, que
la composicion de conexones de las UC’s sea un factor determinante en la
respuesta a los cambios de pH (Hirst-Jensen et al., 2007). Por ejemplo, en las
UC’s del axén gigante de acocil, la fosforilacién y la disminucién del pH de
manera independiente no producen cambios significativos sobre la
conductancia de unién mientras que, en presencia de calcio pueden modular el
efecto de este i6n sobre el cierre de las UC'’s probablemente por el aumento de
afinidad del Ca** al canal, cuya unién produce un desacople eléctrico (Arellano
et al., 1986,1990). Dentro de las funciones que desempefian las conexinas se
encuentran: la sincronizacion de la contraccidn del miusculo cardiaco, la
diferenciacion y proliferacién celular durante la vida embrionaria y adulta, la
propagacion de las ondas de calcio durante los procesos de muerte celular, el
rescate de las células con dafio mediante el paso de sustancias como ATP,
glucosa, acido ascérbico y mediante la inhibicién del paso de agentes
citotdxicos como el éxido nitrico (Saez et al., 2003).

Las inexinas y las panexinas, dos familias de proteinas que también
‘forman UC’s

Ademéas de las conexinas, en invertebrados se ha identificada atra
familia de proteinas con la misma funcién. El andlisis de las secuencias
génicas, junto con el estudio de la topologia y de las propiedades funcionales
de ciertas proteinas presentes en Caenorhabditis elegans (Bossinger &
Schierenberg, 1992) y Drosophila melanogaster (Curtin et al.,, 19989), ha
revelado la existencia de las inexinas (INX) (Figura 1.4), proteinas que en la
evolucion surgieron en un periodo mas temprano que las conexinas (de Boer &
van der Heyden, 2005).

Empleando como base las secuencia de las inexinas, se hizo un
andlisis en la base de datos de humanos, pollo y raton y se identificaron
secuencias con un nivel importante de identidad. Apoyandose en estas
evidencias, se propuso el término “panexinas” (Px) (Figura 1.4) para nombrar a
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2003; Baranova et al., 2004). La expresién de la Px3 se limita casi a la piel
donde no se encuentran transcritos de Px1 ni de Px2 (Bruzzone et al., 2003).
Se han identificado transcritos de Px3 en hipocampo humano, y de manera
particular, en humano, la Px1 presenta un nivel bajo de expresién en cerebro,
placenta, timo, préstata e intestino delgado mientras que, presenta un nivet alto
de expresion en corazén, génadas y musculo esquelético. A diferencia de
roedores, la expresion de Px2 en humano se restringe al cerebro (Baranova et
al., 2004). El patron de expresién de Px1 y Px2 en cerebro de rata se encuentra
regulado de manera inversa a través del desarrollo y maduracién de los
circuitos neuronales. Px1 muestra un nivel alto de expresiéon en la vida
embrionaria, el cual comienza a decrecer en el organismo aduito, por el
tontrario se observan bajos niveles de expresién de Px2 en el cerebro de
embrién y una abundante expresion durante el desarrolio posnatal (Bruzzone et
al., 2003).

Cuadro 1.1. Distribucién de la expresién de Px1, Px2y Px3 en
diferentes tejidos de humano y roedores.

Panexina Expresion Referencia

Humano | Cerebro, placenta, timo, préstata, intestino Baranova et al., 2004.
delgado, rifibn, corazén, musculo
Px1 esquelético y gbnadas.

Roedor Glandula adrenal, vejiga, ojo, médula Bruzzone et al., 2003.
espinal, cerebro, tiroides, estémago,
préstata, intestino delgado, rifién, higado y

pulmén.
Humaneo | Cerebro adulto. Baranova et al., 2004,
Px2
Roedor Ojo, médula espinal, cerebro, tiroides, Bruzzone et al., 2003.
prostata, testiculo, rifién, higado y corazén.
Humano } Hipocampo. Baranova et al., 2004.
Px3
Roedor Piel. Bruzzone et al., 2003.

A través de la expresién de panexinas exoégenas en el ovocito de
Xenopus laevis, se ha demostrado la formacién de canales intercelulares y
panexones funcionales tanto en configuraciones homoméricas como
heteroméricas (Bruzzone et al., 2003, 2005; Bao et al., 2004). La participacién
de las panexinas en la formacién de uniones comunicantes no ha sido
establecida in vivo sin embargo, Bruzzone y colaboradores (2003) reportaron la
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primera caracterizacién farmacoldgica de los canales de panexina mediante
registros eléctricos en ovocitos de X. /aevis aislados o0 en pareja, demostrando
que Px1 era capaz de formar tanto panexones funcionales como canales
intercelulares ya sea sola o en combinacién con Px2, y que probablemente
participaban en una nueva clase de sinapsis eléctrica. En sus estudios
Bruzzone y colaboradores, observaron que los canales homomeéricos de Px1
de rata podian generar corrientes salientes activadas por voitaje mientras que,
los canales intercelulares funcionales de Px1 no mostraban alta sensibilidad al
voltaje. En caontraste con Px1, cuando se expresa solo a la Px2 o ata Px3 nose
forman canales homoméricos funcionales (Bruzzone et al., 2003). Con base en
evidencia bioquimica y electrofisiolégica se ha propuesto que Px1 interactia
con Px2 para formar panexones heteromeéricos caracterizados por la reduccién
en la amplitud de la corriente y por modificaciones en la cinética de apertura al
voltaje con respecto a los panexones homomeéricos conformados por Px1
(Bruzzone et al.,, 2003, 2005). La existencia de canales homomericos y
heteroméricos de panexina y las diferencias en la cinética de sus corrientes
sugiere que ambos canales desempefian funciones diferentes y algunos han
propuesto también que Px2 actia como un modulador de los canales de Px1. A
diferencia de los canales compuestos por Cx’s, la apertura de los canales de
Px's es totalmente insensible a cualquier concentracién del calcio extracelular.
Por otro lado, los canales de panexinas son altamente sensibles a ciertos
bloqueadores de canales y UC’s formadas por conexinas como la
carbenoxolona (CBX 5 yM) y moderadamente ai &cido flufenamico (FFA 300
MM, que reduce 40% de la corriente) el cual es un bloqueador inespecifico de
canales de cloro. Al parecer el mecanismo de accién de estos dos farmacos es
distinto, la CBX inhibe tanto la amplitud de la corriente y la cinética de cierre del
canal, mientras que el FFA solamente decrece el pico de la corriente (Bruzzone
et al., 2005). Hasta ahora la falta de conocimiento de bloqueadores especificos
para canales de panexina ha dificultado el estudio de la farmacologia y de la
cinética del canal, lo cual ha conducido al emplec de ARN; y secuencias
antisentido para inhibir selectivamente la expresion de la proteina.

Par otro lado, la coexpresién de panexina y receptores purinérgicos
P2Y1 y P2Y2 ha demostrado que el ATP es capaz de activar los canales
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constituidos por panexinas como consecuencia de un incremento en los niveles
de calcio intracelular (Dahl & Locovei, 2006). En este contexto, varios estudios
han propuesto un modelo que explica la propagacion de ondas de calcio
(Venance et al.,, 1997), una forma de sefalizacién intercelular observada en
diferentes érganos, incluido el cerebro, que es inducida por una estimulacién
mecanica, donde los canales de panexina podrian constituir el canal mas
adecuado para la liberacién de ATP (Stout et al., 2002; Bao et al., 2004). En
este modelo se propone que los receptores purinérgicos metabotrdpicos (P2Y)
al ser activados por ATP conducirian a la sintesis del 1P; y con ello la liberacion
de calcio de los reservorios intracelulares. El incremento de calcio intracelular,
a través de un mecanismo poco estudiado, activaria a los canales de panexina
permitiendo la liberacién de ATP al medio extracelular y la difusion del caicio
via UC's, propagandose de este modo una sefial a las células vecinas en forma
de onda. Por lo tanto, este modelo sugiere que los canales de panexina
podrian estar desempefiando un papel importante en la homeostasis
intercelutar del calcio (Bao et al., 2004; Locovei et al.,, 2006). Una evidencia
més a favor de la participacién de panexones en la onda de propagacion del
calcio es que bloqueadores de panexinas como CBX y FFA pueden abolirla
completamente. Por estas caracteristicas y debido a su sensibilidad de
apertura ante una elevacion de calcio dentro de la célula, por estrés mecanico,
potencial de membrana positivc y ATP extracelular, se ha sugerido que
posiblemente las panexinas funcionen principalmente como panexones en la
membrana celular, ademas de su funcién en la formécién de UC’s (Bruzzone et
al., 2005; Daht & Locovei, 2006; Locovei et al., 2006; Pelegrin & Surprenant,
20086).

Respuestas eléctricas generadas en el foliculo ovarico de Xenopus laevis

El foliculo ovarico de rana en las etapas IV y VI mantiene un nivel
constante y alto de acoplamiento entre el ovocito y las celulares foliculares que
lo rodean. Esta propiedad permite monitorear corrientes iénicas generadas en
las células foliculares a través del empleo de microelectodos implantados en el
ovocito. Estas cormrientes de membrana son provocados al estimular el foliculo
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con diferentes hormonas y neurotransmisores que activan canales y receptores
nativos presentes en las células foliculares o en el ovocito.

Entre las sustancias a las que responden los foliculos se encuentran,
los agonistas colinérgicos (Arellano & Miledi 1993), catecolaminérgicos
(Kusano et al.,, 1982), agonistas purinérgicos (Arellano et al., 1998),
gonadotropinas, péptido intestinal vasoactivo y prostaglandinas (Miledi &
Woodward, 1989 b; Arellano & Miledi, 1993). Los agonistas mencionados
anteriormente actian sobre poblaciones diferentes de receptores especificos
expresados en la membrana de las células foliculares que se acoplan a canales
idnicos a través de diferentes vias de segundos mensajeros. Por ejemplo, la
activacion de la enzima adenilato ciclasa (AC) provoca un aumento en la
sintesis de AMPc el cual a través de mecanismos intracelulares, genera
corrientes de potasio (Arellano & Miledi, 1993). Por otra parte, la acetilcolina
(ACh) y la angiotensina II (All) actuan sobre receptores presentes en el ovocito
0 en células foliculares, que al ser estimulados activan la via del IP; para
generar corrientes oscilatorias de cloro que dependen de un aumento de la
concentracién del Ca™ intracelular (Figura 1.5) (Kusano et al., 1982; Lacy et
al., 1989; Sandberg et al., 1990; Woodward & Miledi, 1991).

Podemas de este modo dividir las respuestas foliculares en corrientes
que dependen de la presencia de las células foliculares y corrientes que se
generan por completo en el ovocito (Figura 1.6), aunque debemos aclarar que
algunos agonistas como la ACh pueden liegar a tener receptores en ambas
membranas sin embargo, debido a las respuestas que genera se puede
distinguir de su origen (Arellano & Miledi, 1993; Arellano et al., 1996, 1998). A
continuacién se describen las caracteristicas de algunas corrientes foliculares
descritas en Xenopus laevis.
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Figura 1.5. Diagrama que representa las capas que conforman al foliculo
ovéarico de Xenopus laevis. La uniones comunicantes (UC)
permiten el establecimiento del acoplamiento metabélico y eléctrico
entre las células foliculares y el ovoegite. Se muestra también
algunos de los receptores membranales, canales idnicos y las vias
que activan al ser estimulados. VS: vasos sanguineos; AlL
angiotensina 1I; G: proteina G; PLC.: fosfolipasa C; IPs: inositol 1, 4,
5- trifosfato; PKA: proteina cinasa A; AC: adenilato ciclasa; AMPc:
monofosfato de adenosina ciclico; NA: noradrenalina; FSH:
hormona foliculo estimulante y ACh: acetilcolina (Modificada de
Arellano et al., 1996).

Corrientes que requieren la presencia de las células foliculares

Corriente de potasio mediada por AMPc (I ampc)

La corriente de potasio mediada por AMPc ha sido ampliamente
estudiada y fue descrita en un inicio por Kusano y colaboradores (1977) por su
activacion a través de neutrotransmisores como la adrenalina, la dopamina y la
serotonina. Otras sustancias que generan esta repuesta folicular son la
adenosina, las gonadotropinas (LH y FSH), prostaglandinas, el péptido
intestinal vasoactivo, la oxitocina, entre otras (Miledi & Woodward, 1989 b;
Greenfield et al., 1990a, b; Arellano et al., 1996). Todos estos agonistas activan
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a la AC promoviendo asi la sintesis de AMPc y la activacion de la PKA, para
generar una corriente saliente hiperpolarizante de potasio (Kusano et al., 1982).

En varios estudios se ha observado que la acumulacién de AMPc y las
corrientes de potasio son eliminadas al remover la capa de células foliculares
que rodea al ovocito, lo que sugiere que los receptores que intervienen en fa
generacion de la corriente Ik ampe S€ localizan exclusivamente en las células
foliculares y que posiblemente la corriente de potasio en estas células se
transmite al ovocito a través de uniones de tipo gap (Miledi & Woodward, 1989
a, b; Greenfield et al., 1990b).

Esta respuesta hiperpolarizante de larga latencia, asociada a un
incremento en la conductancia de la membrana, se desensibiliza con la
aplicacién prolongada del agonista y puede reducirse significativamente por la
aplicacion externa de bloqueadores inespecificos de canales de potasio como
el Ba®* y TEA*. Por otro lado, agentes activadores de la AC pueden mimetizar
la corriente de potasio y los inhibidores de fosfodiesterasas son capaces de
potenciar la respuesta (Arellano et al., 1996).

Existe una posible participacion de la activacion de los canales de
potasio durante el proceso de maduracion del ovocito puesto que, sustancias
que ahren este tipo de canales y que mimetizan algunos aspectos de las
corrientes de Ik ampc, incrementan el porcentaje de rompimiento de la vesicula
germinat en ovocitos tratados con progesterona o gonadotropinas (Wibrand et
al., 1992).

Corriente de cloro transitoria (F¢)

La respuesta folicular inducida por la aplicacién de acetilcolina (ACh)
consiste en una corriente que presenta varios componentes, algunos de los
cuales san eliminados al remover la capa de células foliculares, tal es el caso
de la corriente transitoria de cloro con corta latencia o F¢ (Kusano et al., 1982;
Miledi & Woodward 1989 a; Arellano & Miledi, 1993). La F¢; es una corriente
entrante de curso temporal rapido que se genera por la activacion de
receptores muscarinicos y purinérgicos que inducen la apertura de canales de
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cloro despolarizando la membrana. Los canales al igual que los receptores, se
localizan en la membrana de las células foliculares (Arellano & Miledi, 1993;
Arellano et al., 1998). Los mecanismos de activacién de fa Fg no han sido
estudiados en detalle pero se sabe que el sistema de acoplamiento receptor-
canal no depende de la presencia de calcio intracelular (Arellano & Miledi,
1993).

Corriente de cloro dependiente de calcio (Icycq)

La descripcion original de las corrientes de cloro dependientes de
calcio (Icica) fue realizada por Miledi y colaboradores (Kusano et al., 1977,
1982; Miledi, 1982). La Iccq) S€ genera como resuitado del incremento en la
concentracion intracelular del i6n calcio, cuando este incremento es promovido
por [a accién de transmisores extracelulares, induce una corriente bifasica con
un pico rapido inicial, seguido de dos componentes que decaen con diferentes
constantes de tiempo (Miledi et al., 1589).

Esta respuesta bifasica es una corriente entrante de cloro asociada con
un incremento en la conductancia de la membrana y presenta un curso
temporal oscilatorio caracteristico de respuestas endégenas mediadas por la
activacion de la via del IP3; (Kusano et al., 1982; Miledi et al., 1989), porello a la
Icycay activada a través de este mecanismo se le denomina comunmente
corriente oscilatoria. Las corrientes oscilatorias de cloro son generadas por la
estimulacion con ACh, cationes divalentes, acido lisofosfatidico y angiotensina
II, cuyos receptores especificos y componentes del mecanismo de respuesta
pueden encontrarse en la membrana del ovocito y al ser activados estimulan la
via de la PLC, causando un incremento en Ja sintesis del [Ps/diacilglicerol y con
ello el aumento de fa concentracién de cailcio intracelular activando canales de
cloro dependientes de caicio. Al parecer, el calcio regula su propia liberacién a
través de una retroalimentacién negativa que actia sobre alglin componente de
la via de sefializacion generando asi las caracteristicas corrientes oscilatorias
(Parker & Yao, 1991).
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Para el caso especifico de los receptores de All, estos aunque se
pueden encontrar localizados en las dos membranas, tanto en el ovocito
(Woodward & Miledi, 1991) como en las células foliculares (Sandberg et al.,
1990), es mas comun que se encuentren expresados exclusivamente en las
células sométicas. Cuando los receptores a All se encuentran localizados en
las células foliculares, la Icycq) €8 generada también a través de sintesis de IPs.
Este segundo mensajero difunde hacia el citoplasma del ovocito a través de las
uniones comunicantes, promoviendo la liberacién de calcio de los reservorios
intracelulares el cual activa a los canales de cloro presentes en el ovocito
{Sandberg et al., 1992).

Ciertas evidencias plantean la posibilidad de que los canales vy
receptores de las células foliculares influyen de alguna manera socbre el
proceso de maduracién del ovocito (Arellano et al., 1996). Por ejemplo, la Jeyca)
mediada por AIl es mayor en ovocitos en etapas tardias del desarrollo folicular
(estadiobs IV-VI; Woodward & Miledi, 1991) y su activacién parece promover el
rompimiento de la vesicula germinal inducida por progesterona. Por otro lado,
esta respuesta llega a detectarse en la etapa Il por lo que esto sugiere, que la
funcion fisiologica de los receptores de AIl interviene también en procesos
durante etapas tempranas del desarrollo (Woodward & Miledi, 1991). Ademas
de la corriente de Icica), algunos estudios han mostrado que la corriente Jx ampe
modiula de forma positiva la eficiencia de maduracién de los foliculos, un efecto
que parece depender directamente de la apertura del canal de K' y no solo de
la produccién de AMPc (Wibrand et al., 1992).

Corrientes originadas en la membrana del ovocito

Corriente I,

Los ovocitos que son perfundidos en una solucién Ringer con una baja
concentracién de cationes divalentes (principaimente Ca™ y Mg*"), generan
una corriente endogena entrante con una cinética de activacion exponencial
lenta que es mantenida en presencia del agonista y es reversible al perfundir
con una solucidén normal de Ringer (RN). Esta corriente asociada con un
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incremento en la conductancia de la membrana es liamada /. y su amplitud es
incrementada al despolarizar la membrana. Los canales involucrados en la
generacién de la I, son canales catidnicos no selectivos, presentes en la
membrana del ovocito, que permean principalmente Na* y K" y en menor
proporcion aniones como Ci” (Arellano et al., 1995). Los canales responsables
de esta respuesta fueron identificados por Ebihara (1996) como conexones
formados de conexina 38 (Cx38).

ATP B Al
[ﬁ IC'(CB)
g lcucz)
[0
40 gac
o] D
- —
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I, l.‘.“:"
é0s
NA D A PGE;

Figuta 1.6. Algungs de las respuestas eleotticas generadas en la membrana de
las células foliculares y en el ovocito de Xenopus laevis. A.
Corriente Fo activada por 50 uM de ACh y ATP en foliculos en RN.
B. Corriente oscilatoria fcicey mediada por 600 nM de AIl en
foliculos en RN. C. Corrientes de Jk awec generadas en los foliculos
expuestos ante 10 pM de noradrenafina (NA), dopamina,
adenosina y 1 uM de prostaglandinas (PGE1) en RN (Modificado
de Arellane et al., 1996). D. Corriente I, generada en ia membrana
del ovocito por Ia exposicidon de Ringer libre de calcio (RzCa™)
(Modificado de Saldafia et al., 2009).

En este estudio, se demostrd que la inhibicidn de la expresién de Cx38
provocaba un efecto especifico sobre la [, la cual se elimina completamente,
mientras que la sobrexpresion de Cx38 incrementa la amplitud de la corriente
(Ebihara, 1996). Poco se sabe de la participacién de los conexones de Cx38 en
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la membrana del ovocito, por ejemplo, fue propuesto que dichos canales
estaban involucrados en la liberacion de ATP (Bahima et al., 2006) sin
embargo, estudios realizados en el laboratorio mostraron que su participacion
en este fendmeno es nulo o indetectabie (Saldana et al., 2009). Por esto ultimo,
se piensa que la expresion de Cx38 en la membrana del ovocito obedece a
otras necesidades, por ejemplo, la necesidad de mantener un pool de
conexones, que permitiran eventualmente ser utilizados en la formacién de
UC’s con las células foliculares.
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il. ANTECEDENTES

El desarrollo del foliculo ovéarico depende de la comunicacién quimica y
eléctrica que se da entre las células que lo conforman. El ovocito y las células
somaticas establecen una comunicacién metabdlica y eléctrica a traves de
uniones intercelulares conocidas como uniones de tipo gap © uniones
comunicantes (Baird & Mitchell, 2002). Las uniones comunicantes que proveen
un sistema complejo de comunicacién directa entre el citoplasma de células
adyacentes, son esenciales para el transporte de diversas moléculas e iones,
que brindan al foliculo los elementos necesarios para su crecimiento y
maduracién (Shestopalov & Panchin, 2007).

Mediante el uso del modelo exprimental de ratones y ratas deficientes
de estas UC’s, varios estudios han podido demostrar in vivo el papel esencial
que desempefian la uniones gap durante el desarrollo del foliculo ovarico
(Simon et al., 1997; Juneja et al., 1999; Ackert, et al., 2001; Gittens & Kidder,
2005; Tong et al., 2007). Por ejemplo, ratones a los que les fue bloqueada la
expresion de la conexina 43 (presente a lo largo de todo el desarrolio folicular
en las CG), mostraban gdnadas de tamano reducido y solo un 10% de células
germinales comparadas con el grupo control. La baja cantidad de foliculos
encontrados solo llegaba a desarrollarse hasta el estadio primarioc y no se
presentaba la proliferacion de las células de la granulosa. Los pocos foliculos
secundarios que se desarrollaban eran significativamente mas pequefios y
presentaban hasta siete capas de células de la granulosa y un pequefio antrum
provocando ovocitos incompetentes (Juneja et al., 1999; Ackert et al., 2001;
Gittens & Kidder, 2005). Por otro lado, en foliculos que expresaban conexones
funcionales de Cx43 pero que no tenian la capacidad para formar UC’s, la
foliculogénesis no se rescataba mas allé de los primeros estadios del desarrollo
(Tong et al., 2007).

Ofro de los trabajos efectuados en roedores, mostré que al inhibir la
expresion del gen que codifica para la conexina 37 (Cx37), la principal conexina
en el ovocito de ratdn, no se logra el desarrollo de los foliculos De Graafy la
ovulacion no puede ser inducida por la estimulacién con gonadotropinas.
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Ademas las células de la granulosa se diferencian a céiulas liteas antes de fa
ovulacion por lo que los ratones llegan a ser infértiles (Simon et al., 1997). La
agregacion de ovocitos deficientes de Cx37 con células de la granulosa que no
habian sido ailteradas en la expresién de conexinas, producian foliculos
primarios pequeilos que solo desarrollaban tres capas de células de Ia
granulosa y que no llegaban a las ultimas etapas del desarrolio folicular
(Gittens & Kidder, 2005). Estas evidencias ponen de manifiesto la importancia
de las UC’s en la transmisién de sefiales quimicas entre el ovocito y las células
del cumulus para promover la completa maduracién del ovocito y que éste
pueda ser ovulado y fertilizado para continuar el proceso de embriogénesis.

Actualmente diversos estudios nos han permitido conocer parte de los
mecanismos involucrados en el desarrollo del foliculo ovarico (Arellano et al.,
1996; Simon et al., 1997; Juneja et al., 1999; Ackert, et al., 2001; Eppig et al,,
2002; Vanderhyden, 2002) sin embargo, aun no se ha detallado mucho acerca
de las moléculas que participan en el acoplamiento de las células de ia
granulosa y el ovocito, ademas no se ha descrito puntualmente el papel de las
UC’s en este complejo celular. Una manera de aproximarnos a conocer como
ocurren los procesos implicados en la maduracion del foliculo es empleando un
modelo de estudio que pemmita evaluar el acoplamiento eléctrico que se
establece entre las estirpes celulares que conforman al foliculo, accediendo al
estudio de la accion de una variedad de transmisores sobre sus receptores gue
se encuentran presentes en las células foliculares o de la granulosa, y la
observacion de las respuestas eléctricas generadas a través de su
estimulacion.

Los foliculos de Xenopus laevis han sido ampliamente utilizados como
modelo de expresion heterdlogo para el estudio de canales, receptores o
farmacos mediante técnicas de electrofisiologia y de biologia molecular. El gran
tamarfo del ovocito (1-1.4 mm), su amplia y constante produccién en el ovatio
de la rana y la sencillez para su mantenimiento en cultivo, han favorecido su
uso como un modelo de expresién, pero también nuestro laboratorio y otros, lo
han empleado exitosamente para entender procesos del complejo folicular que
implican comunicacién celular (Arellano et al., 1996; Klein et al., 2006).
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Con el descubrimiento de la co-expresidn de conexinas y panexinas en
diversos tejidos de vertebrados varias preguntas sobre el papel presuntamente
redundante que juegan ambas proteinas en la comunicacién celular, han sido
planteadas. Sin embargo, hasta ahora no se ha aportado informacion acerca de
la expresién de panexinas nativas en el foliculo ovarico de la rana, ni sobre el
papel fisioldgico que podrian estar desempefiando en dicho complejo.

De manera particular, se desconoce si existe la participacién de las
panexinas en la comunicacion que se establece entre las células foliculares y el
ovocito de la rana, aun cuando existen evidencias que muestran la expresion
de las panexina1-3 en las células de la granulosa de ovario de ratén (Tong et
al., 2007). Estudios mas recientes a través del analisis de secuencias en la
base de datos, sefialan la presencia de la Px1 en el ovocito de X. Jaevis (de
Boer & van der Heyden, 2005).

Nuestro grupo de trabajo ha evaluado el papel de la Cx38, la conexina
mas abundante y exclusiva en el ovocito de X laevis (Ebihara et al., 1989;
Gimlich et al., 1990), en el establecimiento de la comunicacion eléctrica entre el
ovocito y las células foliculares y también el papel de esta conexina en la
maduracion del ovocito. Los resultados obtenidos muestran que esta proteina
no participa en la comunicacion eléctrica (Vega, 2001) sin embargo, otras
evidencias parecen mostrar que modula la maduracién del ovocito (E. Garay &
R.O. Arellano, datos sin publicar). Con refacion a la expresion de Cx’'s en el
ovario de Xenopus laevis, la Cx38 (Ebihara et al., 1989; Gimlich et al., 1990) y
la Cx43 (Landesman et al., 2003) se encuentran presentes a lo largo de todo el
desarrollo del ovocito; también las células foliculares expresan la Cx41
(Bruzzone et al.,, 1995) y la Cx43 y el ovocito Cx31 en la etapa Vi de la
maduracién (Landesman et al., 2003). Estas conexinas no han sido estudiadas
en el contexto en el que se plantea el presente estudio por lo que, ain no
queda clara su participacién en el acoplamiento metabdlico y eléctrico del
foliculo de X /aevis.

Si como indican nuestros resultados previos, la Cx38 no es la
responsable del acoplamiento eléctrico entre el ovocito y las células foliculares
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gue lo rodean, entonces es posible sugerir que las panexinas podrian estar
implicadas en esta comunicacion. Es por ello que se plantearon las siguientes
preguntas: ¢Las panexinas son expresadas en las células foliculares y en el
ovocito de Xenopus laevis? y si se expresan, ¢Son las panexinas las proteinas
que estan interviniendo en el acoplamiento eléctrico en el foliculo ovarico de X.
laevis? y finalmente ¢la comunicacién entre el ovocito y las células foliculares
se ve alterada al inhibir la expresién de las panexinas y/o la Cx387?
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. HIPOTESIS

Las panexinas estan presentes en el foliculo ovarico de la rana

Xenopus laevis y participan en la comunicacién celular establecida entre el
ovocita y las células foliculares.

<&

2]

IV. OBJETIVO GENERAL

Determinar la expresién de las panexinas en el foliculo ovarico de

Xenopus laevis.

V. OBJETIVOS PARTICULARES

Determinar la expresiéon del ARNm que codifica para las panexinas en
los ovoctitos desfoliculados y las células foliculares.

Inhibir la expresién de las panexinas en los ovocitos de Xenopus laevis
empleando oligonucledtidos antisentido.

Determinar la participacion de las panexinas en ei acoplamiento eléctrico

y metabdlico entre las células foliculares y el ovocito, analizando las
respuestas eléctricas del modelo celular mediante control de voltaje.
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VI. METODOLOGIA

Andlisis de Secuencias

Para el disefio de los cebadores que se emplearon en ensayos de RT-
PCR, se buscO en la base de datos del NCBI (National Center for
Biotechnology Information) las secuencias descritas para panexinas en
diversos organismos (Homo sapiens, Ratfus norvegicus, Mus musculus), las
cuales fueron comparadas con las secuencias de Xenopus laevis, mediante el
uso del NCBI-Blast:Xenopus sequences, para analizar la posible homologia.

Para el alineamiento de secuencias se utilizé6 el programa Clustal W2.
En el programa NCBI-BLAST:Primers se introdujeron las secuencias de
Xenopus laevis homoblogas a las tres panexinas de los diferentes organismos
para el disefio de los cebadores (ver cuadro 6.1) que se utilizaron en la
amplificacién del ADNc (DNA complementario a una cadena de ARNm) de
dichas proteinas. Para la Px2 se disefiaron cebadores en base a una secuencia
encontrada en la base de datos de Xenopus fropicalis. No se lograron disefiar
cebadores para Px3 debido a que no se encontré una secuencia homoéloga en
la base de X laevis.

Cuadro 6.1. Parametros de la RT-PCR.

Gen Cebadores Temperatura de Amplicén
alineamiento ‘°cz esBerado stl
Px1 § GCC ACC GAG TAC GTC TTC TC® 53 561
¥ GCT CCA CEGA TTG GGT ACT TG *
Px2 5 ACT TAAAGA ACT GAT ACTGC*® 53 360
5 TG CGG GTATGTACATTATT?
Cx38 5 CTG CAG TTTCTC TTTGTC AGT A® 55 610
$ CCC AGA CAT TTT GTTATAAGC T?
P2Y8 § GTT CCC TTG TCATGA GTC® 53 575
S TGC TGC CGG TCT CCT ACA®
Ribosomal S5 ° TGG TAA CAG GGG AGG TTT CCGC® 53 500

5 ATA CCA GCC ATC ATG AGC AGC *
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Tratamiento de foliculos ovaricos

Ranas Xenopus laevis adultas, fueron anestesiadas por hipotermia y
sometidas a una ovarectomia para aislar I6bulos ovaricos que se mantuvieron a
20 °C en medio normal de Barth (BN: NaCl 88 mM, KCl 1 mM, NaHCO, 2.4
mM, Ca(NOs), 0.33 mM, CaCl, 0.41 mM, MgSO, 0.82 mM, gentamicina 70
Mg/ml (pH:7.4) y HEPES 5§ mM). Luego, foliculos independientes fueron
aislados manualmente mediante el uso de pinzas finas. Esta preparacion
denominada w.f (whole follicle), conserva el epitelio interno, la teca, la
membrana basal y la monocapa de células foliculares, asi como la capa vitelina
que rodea al ovocito (Miledi & Woodward, 1989 a).

Para la extraccion del ARN total (ARN;) los foliculos fueron tratados
con colagenasa tipo | (Sigma), 0.5 mg/ml por 30 minutos en solucién normal de
Ringer (RN: NaCl 115 mM, KCI 2 mM, CaCl; 1.8 mM, HEPES 5 mM, pH: 7.0).
Las capas celulares que rodean al ovocito se removieron mediante una
diseccién manual con pinzas finas y posteriormente fueron incubados a una
temperatura de 18°C a 20°C en BN. A esta preparacion se le llama c.t
(collagenase treated) o de ovocitos desfoliculados, la cual mantiene solo la
capa vitelina cubriendo al ovocito (Miledi & Woodward, 1989 a).

Para el registro electrofisioldgico se obtuvieron foliculos etr
(epithelium and theca removed) y se mantuvieron en solucién modificada de
Barth (solucién BM: NaCl 88 mM, KCl 0.2 mM, NaHCO3 2.4 mM, Ca(NO3)2 0.33
mM, CaCl, 0.41 mM, MgSO, 0.82 mM, KH.PO, 0.88 mM, NaHPO,4 2.7 mM,
glucosa 5 mM, gentamicina 70 pg/mi, pH 7.4, y suero bovino fetal al 0.2%).

Para el cultivo primario de células foliculares se empled una cuarta
preparacion llamada ovocitos ‘unzipped”, en la cual se diseca del w.f. el epitelio
intemo, la teca externa y la membrana basal de las células foliculares; esta
diseccidn expone a las células foliculares en la capa mas externa. Los foliculos
unzziped se mantuvieron en solucion BM y posteriormente se trataron con
tripsina 1 mM y EDTA 0.53 mM por 15 minutos a temperatura ambiente,
después de este tratamiento las células foliculares fueron separadas del
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ovocito a través de agitacion gentil de los foliculos con una pipeta Pasteur en
solucion BM con 5% de suero bovino fetal (SBF), y finalmente se recuperaron

las células en la solucién BM con 0.2% de suero bovino fetal (Miledi &
Woodward, 1989 a).

Extraccién de ARN;

La extraccién de ARN7 total se llevd a cabo a partir de foliculo completo
w.f, ovocitos c.t y de células foliculares aisladas, mediante la técnica de
Chomczynski y Sacchi (Chomezynski, 2001), y fue conservado a -20°C para
evitar su degradacion. Posteriormente el ARN; se cuantific6 en un
espectrofotdmetro Pharmacia Biotech, modelo Ultrospec 3000 y se analizé por
electroforesis en un gel de agarosa-formaidehido al 1.4% mediante un
transiluminador de luz UV UVP modelo LMS-20E.

Sintesis de! ADN complementario (ADNc)

Para demostrar la expresion de panexina en el foliculo ovéarico de rana,
se llevé a cabo una transcripcién reversa con la que se obtuvo el ADNc. Para la
sintesis del ADNc fueron necesarios 2 g de ARNy, 1 pl de buffer 10X para
ADNasa (que contiene 200 mM Tris-HCI pH 8.4, 20 mM MgCl. y 500 mM KCI),
1 pl de de ADNasa y agua estéril para llevarlo a un volumen final de 10 pl.
Posteriormente se incubd a temperatura ambiente por 15 minutos. Mediante
este procedimiento se aseguré la eliminacion previa a la sintesis del ADNc, de
ADN contaminante que pudiera encontrarse en las muestras de ARN.
Subsiguientemente se aftadié 1 pl de EDTA 25 mM y se calenté a 65 °C por

cinco minutos.

Se adicion6 1pl de oligo-dT y 0.5 ul de hexanucleétidos y se calentd a
65°C durante cinco minutos. La mezcla se colocé en hielo y se afiadié 1 pl del
inhibidor de ARNasa, 8 pl de buffer 5X, 2 ul de dNTP’s (deoxinucleétidos
trifosfatados), 6 pl de MgCl, y 9.5 pl de agua esteril. De esta mezcia, sin la
enzima transcriptasa reversa (TR), se recuper6 6 pl que sirvieron como los
cantroles negativos (-RT) en la amplificacién del ADNc. Al resto de la mezcla se
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le agreg6 1.5 ul de la transcriptasa reversa ImpromlI (Promega) y se mantuvo
por una hora y media a 42 °C. El ADNc obtenido se almacené a -20 °C para su
uso posterior.

Amplificacién del ADNc mediante la Reaccion en Cadena de la Polimerasa
(PCR)

En los ensayos de PCR se emplearon oligonucledtidos (cebadores)
previamente disefiados contra la Px1 y Px2, la conexina més abundante en el
ovocito Cx38, el receptor purinérgico metabotrépico P2Y8 y contra la proteina
ribosomal S5 (control positivo). Las distintas parejas de oligonucledtidos
utilizados se muestran en la cuadro 6.1.

Las reacciones se llevaron a cabo en 20 ul siendo necesario, 2 pl de
buffer 10X (10 mM Tris-HCI pH 8.4, 25 mM KCI), 0.5 pi de MgCl> 50mM, 2 yl de
dNTP’s, 2ul de los primers especificos, 0.3 ul de la enzima Taq polimerasa
platinum (Invitrogen), agua (la necesaria) y 2 ul del ADNc, agua o —RT como
controles negativos. La PCR se efectué en un temmociclador Perkin Elmer,
modelo Gene Amp PCR System 2400, bajo las siguientes condiciones: dos
minutos a 94°C, por 35 ciclos 45 segundos a 94°C, 50 segundos a 53°C 6 55°C
(temperatura de alineamiento, ver cuadro 6.1) y 50 segundos a 72°C,
finalmente a 72°C por cinco minutos. Para la PCR del ADNc de Px2 fue
necesario hacer un gradiente de temperaturas para determinar las condiciones
6ptimas de amplificacion. Las muestras de ADN fueron analizadas en geles de
agarosa al 1% mediante un transiluminador de luz UV UVP modelo LMS-20E.

Las bandas visualizadas se purificaron del gel utilizando el kit QAquick
(Qiagen), y se clonaron en el vector TOPO-A (Promega). Posteriormente se
hizo una extraccién del plasmido mediante una miniprep (Px1) y una maxiprep
(Px2) para ser secuenciados los fragmentos obtenidos.
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Inhibicién de la expresién de Px1y Cx38

Se disefaron oligonucleétidos antisentido (ver cuadro 6.2) dirigidos
contra el ARNm que codifica para Px1 y Cx38. El uso de oligonulebtidos
antisentido permite suprimir selectivamente la expresidén de proteinas blanco.
El disefio se basa en una secuencia complementaria del mensajero de Px1 que
corresponde al codén de inicio de la traduccion.

Cuadro 6.2. QOligonucledtidos antisentido.

YGBT GEL GAT ATC AGC TAT GGC CAT GGC TGGY

aPx1

aCx38 ¥GCT TTA GTA ATT CCC ATC CTG CCA TGT TTC?
38X SCTT TTG ACC GCT CAT CCC TAT AGT ATT TGC*
Control } STGG GAC TGG AAG GTG TGT TCY

Los foifcuios e.t.r. fueron microinyectados con 50 ng de oligonucieétido
antisentido contra la Px1 (aPx1), los cuales se incubaron durante 48 horas a
20°C en solucién BM con 0.2% de SBF. Para comparar su efecto, otro grupo de
foliculos e.tr. fueron inyectados con el antisentido de Cx38 (aCx38), asi como
dos diferentes grupos control que fueron inyectados con una secuencia
modificada al azar del aCx38, llamada 38X, o un oligonucledtido con la
secuencia sentido del P2X5 de ratén (todos a la misma concentracién de
aPx1). Un dltimo grupo de foliculos fue co-inyectado con aPx1 y aCx38.
Posteriormente se llevd a cabo el andlisis electrofisiolégico para evaluar el
grado de comunicacion entre los ovocitos y sus células foliculares.

Registro electrofisiolégico

La actividad electrofisiolégica fue medida a través de la técnica de
control de voltaje en foliculos e.tr. control o microinyectados con
oligonucleétidos antisentido dirigidos contra uno de los mensajeros de las
proteinas enddégenas, Cx38 o Px1 del ovocito, 0 una mezcla de los antisentidos
para cada uno.

Para los registros de corriente transmembranal fueron utilizados dos
microelectrodos fabricados a partir de capilares de vidrio de borosilicato y
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llenos con una solucidén de KCI 3M con una resistencia de 1-2 MQ. Una vez
insertados en el ovocito uno de los microelectrodos mide continuamente el
potencial de membrana, mientras que el segundo inyecta la corriente necesaria
para mantener el potencial de membrana en el valor deseado. El amplificador
de control de voltaje empleado fue el GeneClamp Axon 500B, y fue utilizado
para el registro continuo de la corriente transmembranal visualizada utilizando
un osciloscopio marca Gould D50-602. Esta sefal fue almacenada
digitaimente y analizada utilizando el convertidor A/D Digidata 1200A y el
programa pClamp 9 de Axon Inc. E! registro electrofisiolégico de los diferentes
grupos de foliculos efr se llevé a cabo 48 horas después de la
microinyeccién. E| potencial de membrana fue controlado en este estudio a -60
mV 6 40 mV dependiendo del experimento y la corriente a registrar. Los
ovocitas fueron mantenidos con una perfusion continua de solucién RN y se les
dieron pulsos cortos despolarizantes de 20 mV cada 40 segundos con el fin de
evaluar el comportamiento de la conductancia de la membrana durante la
respuesta. Una vez evaluada la actividad eléctrica basal de los foliculos se
prosiguid a la aplicacién de los distintos agonistas durante 40-80 segundos
mediante el sistema de perfusion. Los agonistas fueron diluidos en solucidn de
RN y las corrientes con origen en las células foliculares evaluadas fueron: 1) la
corriente /k ampc activada por adenosina (ADO 100 uM); 2) la corriente Fg
activada por acetilcolina (ACh, 100 uM) o ATP (100 pMy); y 3) la Icica) Oscilataria
generada por angiotensina II (AIl 1 uM), en este uitimo caso se verificd en
todos los donadores que los receptores se encontraban en las células
foliculares, ya que la desfoliculacién de los ovocitos eliminé las respuestas. Una
cuarta respuesta que fue analizada sistematicamente fue la amplitud de /;, esta
corriente fue activada por la perfusién de Ringer cero calcio (RzCa';
conteniendo la misma formulacidn del RN sin agregar CaCly), ya que la
generacion de I, es una medida directa del grado de expresidén de conexones
de Cx38 en la membrana del ovocito.
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Anélisis estadisticos

Los analisis estadisticos fueron hechos utilizando el programa Origin
7.0 (Northampton, MA). Todos los resultados son expresados como la media
el error estandar. Para obtener la comparacion entre las medias de los
diferentes grupos bajo estudio, se utiliz6 un analisis de varianza. (ANOVA)
seguido de la prueba de Tukey y/o de Bonferroni. El valor de *P por debajo de
0.05 se considerd como diferencia significativa, la cual se muestra en cada
grafica.
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Vil. RESULTADOS
Exprasion de Px1, Px2 y Cx38 en el foliculo de Xenopus laevis

Con el fin de determinar la expresién de panexinas en el foliculo de
Xenopus laevis y corroborar la de Cx38, se realizaron ensayos por RT-PCR. A
partir de los foliculos extrafdos de diferentes donadores, se obtuvieron los
distintos tipos celulares y a partie de &liss 61 ARNr. Ura véz putifieads, &l ARNt
fue analizado por electroforesis en geles de agarosa-formaldehido al 1.4%. El
resultado de la electroforesis se muestra en la figura 7.4. En cada muestra
analizada se observan dos bandas bien definidas que corresponden al ARN
ribosomal 28S y 18S, esto es indicativo de la calidad del ARN el cual no se
encontré degradado.

Una vez verificada la calidad del ARNy éste se empled para sintetizar el
ADNc que posteriormente serfa utilizado para realizar los ensayos de PCR. Los
cebadores especificos utilizados en el presente estudio fueron disefiados
segun se describe en la seccion de metodologia (ver cuadro 6.1).
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°¢<~° &

& o & &

Figura 7.1. ARN total obtenido de faliculo campleto (w.f.), avacita desfaliculade
(c.t), de células foliculares (c.f) y de ovocito sin teca externa y
sin epitelio interno (e.t.r.).

Una ver realizada la PCR, los productos de amplificacion fueron
analizados por electroforesis en geles de agarosa al 1%. En la figura 7.2 se
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muestran la imagen del gel correspondiente a los productos de amplificacién
por PCR utilizando los cebadores para la secuencia de Px1, en éste se puede
observar un producto de aproximadamente 560 pares de bases (pb) en los
carriles correspondientes al ADNc de cerebro, en el foliculo completo, el
ovocito desnudo, y en células foliculares aisiadas. El tamario de este producto
de la amplificacidén corresponde con el esperado para la secuencia de Px1.

Ceon ¢l fin d& eorrobdrar gue 168 productas amplificados comespandian
a Px1, estos fueron purificados del gel y clonados en el vector TOPO-A. Los
plasmidos recombinantes asi obtenidos, fueron empleados para transformar
células competentes. Posteriormente, se seléccionaron algunas bacterias
transformadas portadoras de los plasmidos recombinantes para purificar el
plasmido y secuenciar el fragmento de DNA clonado.
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Figura 7.2. Anélisis por RT-PCR de los ARNm que codifican para panexina 1
en los distintos tejidos y células de Xenopus laevis. Amplificacién
del ADNc de Px1 de cerebro, corazén, higado, musculo, pulmén,
foliculo completo, ovocito desfoliculado y células foliculares. 1 Kb:
Margader de pase malaeular; Gantrol -: gentral negativo.

Al comparar la secuencia de los fragmentos clonados con la base de
datos del Genbank, empleando el algoritmo BLAST (Altschul et al., 1997), se
encontrd que ésta era 100% idéntica a la secuencia de Px1 de Xenopus laevis
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y que compartia 91% de identidad con el ARNm de una proteina hipotética de
X. tropicalis.

En el caso de los carriles correspondientes al ADNc de corazén, higado
musculo y pulmoén diferentes bandas de amplificacion fueron observadas. Estas
bandas no han sido analizadas con detalle.

Pafa &l nsayd pér RT-PCR dé Px2 fué netesaro hace? U gradiente
de temperaturas para detemminar las condiciones optimas de amplificacion.
Para elio, se empled el ADNc de cerebro de rana y un gradiente de
temperatura de 50 a 59 °C. Se eligi6 este tejido ya que la Px2, se expresa de
manera importante en el mismo. Los resultados obtenidos de esta amplificacion
son mostrados en la figura 7.3, donde se puede observar que dos fragmentos
de DNA de ~360 y 500 pb fueron amplificados preferentemente a las
temperaturas entre 50 y 53°C. De estos fragmentos, el de 360 pb corresponde
al tamafo esperado, mientras que el de ~500 pb podria representar un
producto de amplificacion inespecifico o bien una version alternativa del
mensajero para Px2. Para corroborar la identidad de los fragmentos de
amplificacién, estos fueron purificados del gel de agarosa, clonadas y
secuenciados.
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Figura 7.3, Ensaye de RT-PGR per gradiente de temperatura; de les ARNmM
que codifican para panexina 2 en cerebro de rana. 1 Kb: Marcador

de peso molecular; Control - control negativo.
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Figura 7.6. Ensayo por RT-PCR de los ARNm que codifican para Px2 en
cerebro, ovocito desfoliculado y células foliculares de Xenopus
laevis. 1 Kb: Marcador de peso molecular; Control - . control
negativo.

Con el fin de verificar que los resultados de la expresion de Px1 en
ovocito y células foliculares y de la ausencia de expresion de Px2 en e foliculo
ovarico de rana correspondian a la calidad de los ADNc empleados, se
realizaron ensayos de PCR con oligonucleétidos especificos para amplificar
las secuencias codificantes de la proteina ribosomal S5 la cual es muy
abundante y se encuentra presente en todos los tipos celulares, la de la Cx38
cuya expresion es especifica del ovocito y la del receptor purinérgico P2Y8 que
solo se expresa en las células foliculares del foliculo de Xenopus laevis.

Los resultados obtenidos en las amplificaciones anteriormente
mencionadas, se muestran en las figuras 7.7, 7.8 y 7.9, respectivamente.
Productos de amplificacion de tamafios esperados, fueron obtenidos en cada
caso. Todos estos fueron clonados y secuenciados, para verificar la identidad
de los mismos.

42



oD
W
¥ o © N
> F L »F & o&“&

Figura 7.7. Analisis de la expresién génica de la proteina ribosomal S5 por RT-
PCR en foliculo completo, ovocito desfoliculado y células
foliculares de Xenopus lagvis, mostrando sus respectivos controles
negativos y el control de agua (control -). 1 Kb: Marcador de peso
molecular; -RT: control negativo porque la muestra empleada para
dicha amplificacién proviene de una reaccién en ausencia de la
transcriptasa reversa.

Como sa esperaba, en todas las muestras analizadas empleando los
oligos especificos para la proteina ribosomal 58, se amplificé un producto cuya
cantidad es equiparable en todas las muestras. En la figura 7.8 se observa que
solo se amplificé un producto que correspondia a la secuencia que codifica
para la proteina Cx38 en las muestras de ovocito y en la figura 7.9 un
producto que corresponde a la secuencia que codifica para P2Y8 amplificado
solo en la muestra de las células foliculares.

Estos resultados en su conjunto muestran que el ovocito y las células
foliculares expresan la Px1 pero no asi la Px2.
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Figura 7.8. Amplificacién del ADNc de conexina 38 de ovocito desfoliculado y
células foliculares de rana. 1 Kb: Marcador de peso molecular;

Control - : control negativo.
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Figura 7.9. Amplificacion del ADNc del receptor P2Y8 de foliculo completo,
ovocito desfoliculado y células foliculares. 1 Kb: Marcador de peso

molecular. Control - : controf negativo.
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Estudios Electrofisiol6gicos

Debido al fuerte acoplamiento entre las células foliculares y el ovocito,
las corrientes membranales que tienen origen en el compartimento de las
células somaticas, pueden ser detectadas al registrar la actividad eléctrica
desde el interior del ovocito. Tomando ventaja de esta propiedad, una parte
importante de este estudio, correspondi6é con la evaluacién del acoplamiento
entre estos dos tipos celulares a través de monitorear las respuestas
generadas en la membrana de las células foliculares mientras registramos
eléctricamente desde el ovocito; implantando para ello microelectrodos que nos
permiten medir la corriente ibnica generada usando Ja metodologia de control
de voltaje con dos microelectrodos.

Para la evaluacion de todas las respuestas eléctricas anteriormente
descritas se emplearon 28 foliculos e.tr. de tres ranas (0 donadores)
mantenidos a 20°C en solucién BM (SBF 0.2%). Posteriormente, se registraron
en solucién RN, donde presentaron en promedio un potencial de reposo de
-33 £ 1 mV. Estudios electrofisiolégicos adicionales fueron realizados en 19
ovocitos desfoliculados (un donador) con el proposito de corroborar los
resultados obtenidos en los foliculos e.tr. con respecto a la respuesta activada
por RzCa"", la I.. Este grupo de ovocitos desnudos tuvieron un potencial de
reposo de -39 £ 3 mV. En general, los valores mostrados corresponden a
foliculos cuyo potencial de membrana se mantuvo a -40 mV sin embargo,
también se realizarébn pruebas adicionales en foliculos mantenidos a -60 mV
(datos no mostrados). Los parametros de control de voltaje y aplicacién de los
diversos agonistas fueron igual para todas las corrientes estudiadas y se
encuentran descritos anteriormente en la seccidén de metodologia.

La observacién de la actividad eléctrica basal de los foliculos en RN,
fue fundamental para evaluar el estadc en que se encontraban dichos foliculos
antes de llevar a cabo el registro ante la presencia de varios agonistas. Entre
los diferentes grupos bajo estudio no fueron observadas diferencias con
respecto al potencial de reposo, lo cual resulta ser un buen indicador de que las
inyecciones de los distintos oligonucleétidos antisentido empleados, parecen no
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provocar efectos inespecificos sobre el estado basal de la conductancia en las
diferentes preparaciones. Los grupos de foliculos e.t.r. registrados fueron: 1)
foliculos control inyectados con 38X (no mostrado) o sP2X5, 2) foliculos
inyectados con el antisentido de Cx38 (aCx38), 3) foliculos inyectados con el
antisertida de Px1 (aPx1), y 4) foliculos co-inyectados con ambos antisentidos.
Los grupos de foliculos control fueron utilizados como indice de referencia
contra el que se compararon las respuestas de los grupos experimentales para
cada una de las corrientes evaluadas. Las pruebas electrofisiologicas se
realizaron 48 horas después de la microinyeccion, tiempo definido para
asegurar la actividad de los oligonucledtidos y para no alterar de manera
significativa las respuestas eléctricas endégenas de los foliculos. Los diferentes
farmacos utilizados se usaron a concentraciones que generan respuestas
maximas en los foliculos.

Corrientes con origen en la membrana del ovocito

Corriente I,

Como ya se menciond la corriente endégena I, es generada al
perfundir los foliculos controlados a -60 mV 6 -40 mV con una solucidn de
Ringer con una baja concentracién de cationes divalentes y es reversible al
perfundir con RN. Esta corriente estd asociada con un incremento en la
conductancia de la membrana e involucra la activacibn de canales no
selectivos, presentes en la membrana del ovocito, canales de Cx38 que
permean principaimente Na* y K y en menor proporcién CI” (Arellano et al.,
1995).

La I. activada por RzCa™ (Arellano et al., 1995) se presents en el
grupo de foliculos e.t.r control como una corriente entrante de curso temporal
lento que se mantuvo por varios segundos en presencia de la solucién de
prueba, y en ausencia de ésta, se desactivé rapidamente (Figura 7.10. A, B).
Las respuestas obtenidas en 6 foliculos controf de 2 ranas fueron de 5§78 + 365
nA (a 40 mV) y 941 £ 235 nA (a -60 mV). Esta misma respuesta fue evaluada
en ovocitos desfoliculados donde el grupo control (5 avocitos, 1 rana) fue
mantenido a un potencial de membrana de -60 mV (Figura 7.11. A, B) y la
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corriente generada a través de la estimulacion con RzCa"" no present6 ninguna
variacion en su cinética con respecto a los foliculos e.tr. Estos datos
corroboran que la I, se origina en la membrana del ovecito y que no depende
del acoplamiento con las células foliculares puesto que sin ellas continua
activandose (Arellano et al., 1995; Ebihara, 1996). La aparente disminucién en
la amplitud de la corriente en los ovocitos desnudos (288 + 91 nA) que se
muestra en la figura 7.11. A, no fue consistente en todos los casos. Por
ejemplo, en un caso particular la /; fue de 802 nA mientras que, én foliculos
etr. se obtuvieron respuestas de 315 nA, menor que en ovocitos
desfoticulados.
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Figura 7.10. A) Gréfica que muest la media y el error estandar de la Ic
generada en foliculos e.t.r. en respuesta a una solucion RzCa""
(n=3 por grupo; 1 donador; F<0.05, ANOVA). B) Trazo de una
corriente tipica generada en un foliculo control, C) en un foliculo
inyectado con aCx38 y D) en un foliculo inyectado con aPx1 en
respuesta a la misma solucion que A.
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Con el fin de determinar el nivel de inhibicion de la expresion de Cx38
con el oligonuclettido antisentido aCx38, se monitoreo la /. en la membrana del
ovocito. Una vez identificada en el grupo control fa I que fue comparada con la
descrita anteriormente en la literatura, se estudio el efecto de la inhibicion de
Cx38 sobre la misma. Los resultados obtenidos (Figura 7.10) muestran que la
corriente I, fue inhibida hasta en un 83% a las 48 horas de la microinyeccion
con aCx38 comparado contra el grupo control, de este modo la amplitud de la
corriente en tres foliculos e.tr. (una rana) inyectados con aCx38 fue de 174 +
30 nA (a 40 mV) {Figura 7.10. C) y en foliculos de un segundo donador la
respuesta fue de 164 nA cuando el potencial se controlé a-60 mV.

Con respecto a los resultados obtenidos en un experimento similar
utilizando ovacitos desfoliculados controlados a -60 mV, se mostrd que la I se
mantenia inalterada (288 £ 91 nA en 5 ovocitos, 1 rana) en el grupo control
mientras que, en ovocitos a los que se les fue inhibida la Cx38 se observé una
notable reduccidn de la I. cuya amplitud fue de 38.33 + 9 nA (3 ovocitos, 1
rana) (Figura 7.11. C), lo que equivale con respecto al control a una inhibicién
del 87% de la respuesta por lo que, la secuencia antisentido es capaz de
bloquear la traduccion de Cx38 y reducir considerablemente la amplitud de la
Ie.

En todos los foliculos inyectados con aPx1 que fueron evaluados para
la generacién de la I, se observé una potenciacién en la corriente (Figura
7.10. D). Los valores obtenidos a un potencial de -40 mV fueron de 2006 £ 705
nA (3 foliculos, 1 rana) y de 1750 400 nA a -60 mV (2 foliculos, 1 rana),
valores que sobrepasan el doble de los del grupo control (578 £ 365 nAy 941 &
235 nA respectivamente en 6 foliculos, 2 ranas). Para descartar la idea de que
las subunidades de Px1 pudieran actuar como un modulador de los conexones
de Cx38, se prosiguid a realizar el mismo experimento pero en ovocitos
desnudos que se trataron con colagenasa. Los ovocitos desnudos no
presentaron modificaciones en la amplitud de la corriente (Figura 7.11. D) por
el contrario, los ovocitos inyectados con aPxi controlados a -60 mV
presentaron amplitudes de 281.75 # 55 nA (8 ovocitos, 1 rana) semejantes a
las del grupo control que fueron de 288 + 81 nA (6 foliculos, 1 rana).
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Figura 7.11. A) Gréfica que muestra la media y el error estandar de la Ic
generada en ovocitos desnudos, en respuesta a una solucién
RzCa* (n=19 por todos los grupos; 1 donador; P<0.05, ANOVA).
B) Trazo de una corriente tipica generada en un ovocito control,
C) en un ovocito inyectado con aCx38 y D) en un ovocito
inyectado con aPx1 en respuesta a la misma solucién que A.

Experimentos adicionales empleando foliculos a los que se les fue
bloqueada la expresion tanto de ¢x38 como la de Px1, se llevaron a cabe con
el fin de evaluar el efecto de la eliminacion de estas dos proteinas
transmembranales sobre las corrientes que tienen origen en el ovocito. Esta
prueba sirvi6 como un control para verificar que las inyecciones fueran
realizadas de la manera correcta y para corroborar los datos anteriormente
analizados. Como era de esperarse en el grupo de foliculos e.t.r como en el
grupo de ovocitos desnudos co-inyectados la I. disminuyé en un 90% (8
foliculos, 3 ranas).

Corrientes con origen en las células foliculares

Las respuestas con origen en las células foliculares representan un
buen indicador del grado de acoplamiento entre éstas y el ovocito, esto es: a
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mayor grado de acoplamiento la corriente generada sera transmitida con mayor
amplitud al ovocito, a menor acoplamiento las respuestas generadas en las
células foliculares disminuiran en amplitud al ser registradas desde el ovocito.

Corriente de potasio mediada por AMPc¢ (I ampc)

Dentro de las corrientes foliculares que dependen def acoplamiento
eléctrico, la kawp. generada a través de la estimulacion con diversos
transmisores es una de las mas conspicuas y es producida por la activacion de
la AC que promueve la sintesis de AMPc y la activacion de la PKA, esto genera
una corriente saliente hiperpolarizante al promover la apertura de canales de
potasio (Greenfield et al., 1990a) que parece intervenir en el proceso de
maduracién meibtica del foliculo (Wibrand et al., 1992). La alta conductancia a
potasio en estas células se transmite al ovocito a través de las uniones
comunicantes (Woodward & Miledi, 1990 a).

La corriente de /k ampc activada por adenosina 100 uM fue observada
en foliculos control (6 foliculos, 2 ranas) como una corfiente saliente con un
curso temporal lento, y presentdé un retraso de activacion de ~10 s. La
respuesta se mantuvo por varios segundos y comenzé a decrecer lentamente
en presencia del agonista (Figura 7.12. A, B). El tiempo de recuperacion de la
corriente- basal del foliculo luego de regresar a la perfusién con RN, fue de 60-
90 s. Ef grupo control que se empled durante estas pruebas fueron los foliculos
inyectados con oligonucleétidos que no se complementan con ningun
mensajero del ovocito, como sP2X5 (secuencia sentido de un receptor
purinérgico ionotrépico de ratén) y 38X, secuencia modificada al azar del
antisentido de Cx38 que no altera la traduccién de dicha proteina. Ef potencial
de membrana de estos foliculos fue mantenido a -40 mV o 60 mV,
obteniéndose respuestas de 379 + 67 nA (3 foliculos, 1 rana) y 63 £ 12 nA (3
foliculos, 1 rana) respectivamente. Esto es indicativo de que el acoplamiento
entre el ovocito y las células foliculares fue suficiente para registrar la corriente
originada en las células somaticas aun después de 48 horas desde la
microinyeccién. Como es de esperarse la corriente de potasio mediada por
AMPc resulté ser mayor en los foliculos mantenidos a -40 mV comparada a la
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obtenida a -60 mV, y sus caracteristicas generales corresponden a las
descritas previamente en la literatura (Arellano et al., 1996).

Luego de verificar por medio del registro de la I, la efectividad de la
secuencia antisentido de Cx38 sobre la inhibicidn de su expresién, se prosiguid
con el registro de estos foliculos para corroborar la participacion de Cx38.en la
comunicacion eléctrica y metabdlica usando como indice de ésta, corrientes
con origen en las células foliculares que dependen del acoplamiento provisto
por las UC’s. Ademas, esta serie de experimentos nos sirvié de control para
demostrar que la inyeccion per se no induce efectos inespecificos. La & ampc €n
este grupo de foliculos (Figura 7.12. C) no presentd variacién alguna en la
amplitud o en la cinética de la corriente (494.66 + 94 nA en 3 foliculos, 1 rana)
con respecta al grupo control (379 + 67 nA en 3 foliculos, 1 rana) en foliculos
controlados a 40 mV.

Con el fin de analizar la participaciébn de Px1 entre el ovocito y las
células foliculares se hicieron registros electrofisiolégicos en foliculos e.tr.
microinyectados con un oligonuclestido antisentido que bloquea la expresion de
Px1. Los resultados del efecto de la inhibicion de la expresion de Px1 sobre las
respuestas foliculares son mostrados en las figuras 7.12-7.15. En el caso de la
corriente Ixampc, €l grupo de foliculos aPx1 a -40 mV mostré una tendencia a
aumentar Ja amplitud de fa corriente (1033.66 + 401 nA; Figura 7.12. D) con
respecto al grupo control sin embargo, la variaciéon entre cada foliculo es amplia
y la diferencia no es significativa. Por ejemplo, en un foliculo del grupo aPx1 la
corriente fue de 441 nA y en otro caso la amplitud alcanz6 hasta 1800 nA. Los
ovocitos registrados en un potencial de -60 mV mostraron resultados
semejantes. Por otro lado, la cinética de la corriente de potasio mantuvo las
caracteristicas anteriormente descritas para el grupo control.

Las respuestas obtenidas en el grupo de foliculos co-inyectados no
fueron diferentes de aquellas presentadas por el grupo de foliculos inyectados
con el aCx38, la Ik ampc mediada por ADO fue de 464.33 x 111 nA (3 foliculos, 1

rana).
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Figura 7.12. A) Gréafica que muestra la media y el error estandar de la cormriente
Ik ampc €N respuesta a una concentracion de 100 pM de ADO (n=3
por grupo; 1 donador; P<0.05, ANOVA). B) Trazo de una
corriente tipica generada en un foliculo control, C) en un foliculo
inyectado con aCx38 y D) en un foliculo inyectado con aPx1 en
respuesta 100 uM de adenosina.

Cotriente de cloro transitoria (Fc;)

La Fq se genera por la activacién de receptores muscarinicos y
purinérgicos que inducen la despolarizacion de la membrana del ovocito. Los
mecanismos de activacién de la Fo no han sido estudiados en detalle pero se
conoce que los canales que generan esta corriente al igual que los receptores
que la activan, se localizan en la membrana de las células foliculares (Arellano
& Miledi, 1993; Arellano et al., 1998).

Las respuestas generadas por ATP 100 pyM correspondieron con la
corriente Fq (6 foliculos, 2 ranas), ésta es una corriente entrante acarreada por
iones cloro de curso temporal rapido (Kusano et al.,, 1982; Arellano & Miledt,
1993; Arellano et al, 1998) y presenta un retraso de activacién de
aproximademente 900 ms. En aproximadamente 2 s de activacién esta
corriente comenzé a decrecer rapidamente en presencia del agonista (Figura
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7.13. A, B). Los valores de la Fc, fueron de 459.66 + 58 nA cuando el potencial
de membrana se mantuvo a -40 mV y cuando la misma respuesta fue evaluada
en foliculos mantenidos a -60 mV la corriente se incrementd a 512 + 194 nA
(datos no mostrados), este comportamiento esta de-acuerdo a lo esperado para
una corriente acarreada por iones cloro (Arellano et al., 1898).

En el caso de los foliculos inyectados con aCx38 la F¢ activada por
ATP (3 felieuids, 1 rand) (Figura 7.43. C) nd presents diférencia dignificativa en
la cinética de la corriente (446.66 £ 74 nA) con respecto al grupo control. Esta
respuesta evaluada entre los potenciales de -40 y -80 mV tampoco se vio
modificada en los foliculos inyectados con aPx1 (502.33 £ 128 nAy 776 + 116
nA respectivamente en 6 foliculos de 2 ranas; Figura 7.13. D) ni en el grupo de
foliculos co-inyectados (471.33 + 202 nA en 3 foliculos de 1 rana).

Fe (nA)

A B
ATP100 pM
Control
E l—
1 8
600 40509
500 c ATP 100 pM
m_
aCx38
m-
s
a0 8
40 seg
1004
D ATP 100 pM
0+ —_
Controi aCx38 aPx1 Coinyectados aPxt l |

ATP 100 uM

200 nA

-

Figura 7.13. A) Gréfica que muestra la media y el error estandar de la corriente
B, en respuesta a una concentracién de 100 pM de ATP (n=3 por
grupo; 1 donador; P>0.05, ANOVA). B) Trazo de una corriente
tipica generada en un foliculo control, C) en un foliculo inyectado
con aCx38 y D) en un foliculo inyectado con aPx1 en respuesta a
100 uM de ATP.
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La aplicacion de ACh (100uM) generd en los foliculos e.f.r una
respuesta multifasica que incluyd a la corriente Fc; y corrientes oscilatorias de
cloro (Icyca)) que parecen ser generadas a través de un mecanismo semejante
al estimulado por AIl en las células foliculares. La F¢ generada en el grupo
control mantenido a -60 mV fue de 740.33 + 203 nA (3 follculos, 1 rana) y para
foliculos mantenidos a <40 mV se obtuvieron respuestas de 452.33 £ 179 nA (3
foliculos, 1 rana). Las corrientes oscilatorias fueron en promedio de 1084 + 341
nA y se mantuvieron por varios segundos. Estos foliculos llegaron a presentar
respuestas de 602 nA a 1750 nA cuando el potencial de membrana se
mantenia a 40 mV (3 foliculos, 1 rana). En algunos casos evaluados se
presentaron corrientes oscilatorias de mayor amplitud que la F¢), por ejemplo,
en un foliculo control mantenido a 40 mV se generé una F¢; y una corriente
oscilatoria de cloro (Igica) de 650 y 1750 nA respectivamente. Las corrientes
oscilatorias tienen una latencia de varios segundos y contintian generandose
aun después de varios segundos de lavado con RN (Figura 7.14 A, B).

La Fq activada por 100 uM de ACh monitoreada en el grupo aCx38 (4
foliculos, 2 ranas) (Figura 7.14. C) no present6 variacion en la amplitud o en la
cinética de la corriente (563.33 + 83 nA) con respecto al grupo control en
foliculos controlados a ~40 6 -60 mV. Esto sugiere junto con los resultados
obtenidos al evaluar la corriente de potasio y la Fc, activada por ATP, que la
comunicacién eléctrica entre los dos tipos celulares no disminuye en forma
concomitante con la disminucion en la expresion de conexones de Cx38.

En el grupo de foliculos inyectados con aPx1 la Fc: fue de 633.33 £ 201
nA cuando el voltaje se control6 a -40 mV y cuando éste se mantuvo a 60 mV
la respuesta fue de 482 + 133 nA (8 foliculos, 3 ranas) (Figura 7.14. D). Con
respecto al grupo de foliculos co-inyectados con aPx1 y aCx38 la amplitud de
la corriente fue de 636 + 202 nA 'y 129.5 1 50 nA (5 foliculos, 2 ranas). Como se
observa en la gréfica mostrada en la figura 7.14. A, la corriente de cloro en
estos dos grupos se generd sin modificaciones significativas en la amplitud de
la corriente cuando fueron comparadas con su grupo control.
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Figura 7.14. A) Gréfica que muestra la media y el error estandar de la corriente
Fc en respuesta a una concentraciéon de 100 UM de ACh (n=3 por
grupo; 1 donador; P>0.05, ANOVA). B) Trazo de una corriente
tipica generada en un foliculo confrol, C) en un foliculo inyectado
con aCx38 y D) en un foliculo inyectado con aPx1 en respuesta a
100 uM de ACh.

Coarriente de cloro dependiente de calcio (Jcica)

Las corrientes oscilatorias de cloro (Icyca)) provocadas por ACh son
muy semejantes a las Icica) generadas por angiotensina II (Al 1 uM), que en
los foliculos control se mostré como una corriente oscilatoria entrante que se
activa lentamente y se mantiene por varios segundos durante el lavado del
agonista con RN. Su ampilitud varia mucho entre cada foliculo y tiene un retraso
de activacion de ~16 segundos. Las respuestas en éstos foliculos mantenidos
a -B0 mV fueron de 109 x 59 nA en promedio (3 foliculos, 1 rana) (Figura 7.15.
A, B). Estas dos carrientes oscilatarias, la activada por ACh y la de All, son de
especial interés en este estudio, ya que implican el establecimiento de
comunicacién metabdlica puesto que, el respectivo agonista que las activa
tiene sus receptores en la membrana de las células foliculares y se encuentran
acoplados a una proteina G que activa directamente a la PLC, lo que provoca
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un aumento en la sintesis de un segundo mensajero, IPs que difunde de las
células foliculares al ovocito a través de las UC’s en donde induce la liberacion
de Ca** de los reservorios intracelulares, con la consecuente activacion de los
canales de CI' dependientes de Ca™ en la membrana del ovocito (Sandberg et
al., 1990, 1992; Woodward & Miledi, 1991).

Los resultados mostraron que las corrientes oscilatorias de cloro
inducidas por la aplicacion de 100 uM de ACh en el grupo aCx38 (4 foliculos, 2
ranas) se vieron considerablemente disminuidas mostrando una inhibicién del
97 al 100% (amplitud promedio de 26.66 % 26 nA, ver Figura 7.14. C). Esto
altimo fue consistente con los efectos sobre las respuestas foliculares
generadas por 1 uM AIl (1 uM), que presentaron una disminucidn consistente
del 99% en tados los foliculos evaluados a los que se les inhibié la Cx38. Por
ejemplo, en el grupo control las respuestas obtenidas fueron de 109 + 59 nA (3
foliculos, 1 rana) mientras que en el grupo de foliculos inyectados con aCx38 la
amplitud de 1a Jcycq) fue eliminada en todos los casos (Figura 7.15. C). La
pérdida de esta respuesta sugiere que los conexones de Cx38 podrian
participar de manera importante en la comunicacién metabdlica que se
establece en el foliculo.

En resumen, las respuestas eléctricas foliculares dependientes de la
adecuada comunicacién ovocito-células foliculares no se ven alteradas en su
amplitud con fa disminucién de la L, esto corrobora que el nivel de expresion de
Cx38 no guarda relacién alguna con el grado de acoplamiento eléctrico puesto
que, las respuestas de origen folicular no presentaron modificaciones
importantes cuando la expresion de Cx38 fue blogueada, con la clara
excepcion de las respuestas que requieren de la difusion de 1P (acoplamiento
metabolico) para activar la corriente oscilatoria en el ovocito.

En el caso de la respuesta Icyca mediada por 1 uM All que fue
generada en foliculos a los que se les inhibié la Px1 (2 foliculos, 1 rana)
(Figura 7.156. D) no presento modificaciones en la cinética o amplitud de las
corrientes oscilatorias (135 + 10 nA) en el potencial de -60 mV cuando fue
comparada contra su grupo control. Sin embargo, las corrientes ascilatorias
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activadas por 100 uM de ACh sufren una disminucién semejante a la
observada en el grupo inyectado con aCx38, y fueron atenuadas en un 98%, e
incluso en la mayoria de los casos se pierden por completo (8 foliculas, 3
ranas). Si las comientes oscilatorias activadas por ACh se generan por la
sintesis de IP, el cual difundiria desde las células foliculares hacia el ovocito,
entonces, podriamos sugerir con respecto a este Gitimo resultado que Px1 tiene
una participacion en el acoplamiento metabdlico. Sin embargo, se han
pfopucdte diverses meeanidfies que podtian aetivar esta respUesta
muscarinica por lo que se requiere de estudios méas amplios para discernir
entre varias posibilidades.
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Figura 7.15. A) Gréfica que muestra la media y el error estandar de la corriente
Icica) €N respuesta a una concentracién de 1 pM de All (n=8 por
todos los grupos; 1 donador; P<0.5, ANOVA). B) Trazo de una
corriente tipica generada en un foliculo control, C) en un foliculo
inyectado con aCx@8 y D) en un foliculo inyectada con aPx1 en
respuesta a 1 M de AIL

En ios follculos co-inyectados con a€x38 y aPxi fas corrientes
oscilatorias activadas por la aplicacién de ACh o AIl disminuyeron
considerablemente en un 98% o en algunos casos fueron eliminadas por
completo (3 foliculos, 1 ranay 2 foliculos, 1 rana respectivamente).
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VIii. DISCUSION

‘Expresion de Px1 en el foliculo ovarico de Xenopus laevis

El primer objetivo de este estudio fue la deteccién de los transcritos de
las diferentes panexinas en el foliculo ovarico de X. /aevis, para lo cual se
realizaron ensayos por RT-PCR y se determind la expresién de Px1 en el
foliculo pero no de la Px2. De manera particular, Px1 se encontré expresada
tanto en el ovacito como en las células foliculares. También en diferentes
tejidos de rana como cerebro, corazén, musculo, higado y pulmén se identificé
la expresion de la Px1 lo cual es coincidente con los datos obtenidos por
Baranova y colaboradores (2004), quienes demostraron la expresion de Px1 en
estos mismos tejidos de humano (Baranova et al., 2004).

Nuestros datos también son consistentes con los obtenidos por Tong y
colaboradores (2007) quienes demostraron la expresién de Px1 en las células
de la granulosa de ovario de ratdn (Tong et al., 2007) y con los resultados de
De Boer & van der Heyden (2005) quienes por analisis de secuencias en la
base de datos de X Jaevis sugirieron la expresion de Px1 en el ovocito (de
Boer & van der Heyden, 2005). La expresiéon de Px1 tanto en las células
foliculares coma en el ovocito de X. /aevis, nos sugiere la posible formacién de
canales intercelulares compuestos por panexones presentes en cada tipo
celular.

La formacién de canales intercelulares conformados por subunidades
de Px1 expresadas en el ovocito de X. /aevis ya ha sido confirmada in vitro
(Bruzzone et al, 2003) y sugiere junto con nuestros resultados un papel
fisioldgico importante, no redundante al de las conexinas puesto que, la
conexina mas abundante y exclusiva del foliculo no es la responsable del
acoplamiento eléctrico. De ahi que, la funcién que desempeiia Px1 podria estar
interviniendo en el acoplamiento que se establece entre {as estirpes celulares
que forman al foliculo ovarico de la rana.
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Efecto de la inhibicion de Px1 sobre la comunicacién celular en el foliculo
de X. laevis: Participacion en el acoplamiento eléctrico y metabélico

Con respecto a la participacién de Px1 en el acoplamiento del 'foliculo,
las respuestas foliculares como la corriente de Ik ampe, Icyca) activada por Al y
la Fc; se mantienen inalteradas alin en ausencia de Px1, este dato sugiere que
los canales Px1 no juegan un papel importante en fa comunicacion eléctrica
entre el ovocito y las células foliculares puesto que, ante su inhibicién el foliculo
sigue manteniendo un alto grado de acoplamiento. Sin embargo, donde se
observé un cambio considerable fue en las corrientes oscilatorias de cloro Ioyca)
activadas por ACh, las cuales se cree que forman parte de una via activada por
el aumento de IP; el cual difunde al ovocito a través de uniones comunicantes
establecidas con las células foliculares, provocando una liberacién de calcio del
reticulo endoplasmico activando canales de cloro dependientes de calcio en la
membrana del ovocito. Sin embargo, esta misma via activa las corrientes
oscilatorias Icyce) mediadas por All, las cuales no se ven modificadas ante la
carencia de Px1, lo que sugiere que las corrientes oscilatorias de cloro
activadas por ACh se generan por la activacion de otra via que posiblemente
no involucre la sintesis del IP3 como en el caso de las Icicq) activadas por ALl

La activacién de estas corrientes a través de la via del IP; ha sido
ampliamente estudiada en el ovocito de X. /aevis sin embargo, en otros tipos
celulares se ha estudiado la liberacion de Ca™ mediante la difusién de otro
segundo mensajero, el ADP-Ribosa ciclico (ADPRc) molécula que activa los
receptores de riancdina (RyRs) de los reservorios intracelulares para liberar
Ca"". Este sistema no se encuentra presente en el ovocito de X. /aevis debido a
la ausencia de los RyRs (Yamasaki-Mann et al., 2009) no obstante, no se ha
estudiado su expresion en las células foliculares por lo que no se puede
descartar la presencia de este mecanismo en este compartimento folicular.
Aunado a esta idea, la posible activacién de la via del ADPRc¢ en las células
foliculares podria generar las corrientes oscilatorias donde este mismo
nucledtido podria modular de manera negativa la liberacion de calcio a través
de la bamba ATPasa-Ca'" del reticulo endoplasmica (SERCA) presente en el
foliculo para secuestrar el calcio y generar las oscilaciones observadas en esta
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respuesta. Por otro lado, se cree que la poblacién de células foliculares no es
del todo homogénea. Posiblemente al igual que en mamiferos se encuentren
células foliculares que presentan distintos receptores, algunas podrian
responder mas a All y otras a ACh y compartir diferentes uniones gap que
pemitan el paso selectivo de segundos mensajeros para desencadenar la
respuesta sin embargo, no hay estudios al respecto en ef foliculo de rana que
pongan en evidencia la heterogeneidad de este compartimento folicular y de ia
expresién diferencial de proteinas que forman parte de las UC'’s.

Expresién de Px2 en Xenopus laevis

En relacién a la Px2, esta no se expresa ni en el ovocito, ni en las
células foliculares. Sin embargo, el transcrito de Px2 fue detectado en el
cerebro de X Jaevis donde se encontré una versidn altemativa de dicha
proteina. El producto amplificado de 360 pb corresponde al fragmento
esperado de Px2 y la banda de ~500 pb corresponde a una secuencia que
presenta la inserciébn de un exén adicional de ~104 pb que produce en su
traduccion una proteina truncada justo en una de las regiones mas
conservadas (los primeros dominios transmembranales y el asa extracelular
intermedia a ellos) (Panchin et al., 2000; Baranova et al., 2004) y presenta
aproximadamente 80 residuos a diferencia de la Px2 de 360 pb conformada por
125 aminoéacidas. La isoforma de Px2 podria jugar un papel importante en la
regulacién de la expresién de la proteina. Con respecto a este dato, estudios
anteriores han detectado mediante el analisis de secuencias en la base de
datos la presencia del ARNm de Px2 en cerebro de rana (de Boer & van der
Heyden, 2005) ademas, en humano (Baranova et al., 2004) y ratén (Bruzzone
et al., 2003) se ha demostrado su expresion y la presencia de una isoforma de
Px2 en cerebro de humano, cuya secuencia contiene un exén suplementario
“A” que reduce el marco de [ectura y que presenta un bajo grado de homologia
en los sitios mas conservados de la proteina (Baranova et al., 2004).
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Efecto de la inhibicién de Cx38 sobre la comunicacion celular en el
foliculo de X. laevis: Participacion en el acoplamiento eléctrico y
metabdlico

Coma ya se menciond anteriormente, se pudo corroborar mediante
ensayos por RT-PCR que Cx38 se expresaba en el ovocito de la rana en la
etapa VI del desarrollo folicular (Ebihara et al., 1989) y no en las células
foliculares (Bruzzone et al., 1995; Vega, 2004). Estos datos junto con los
estudios electrofisioldgicas de Cx38, podrian confirmar el papel de dicha
proteina en la formacién de canales funcionales que son responsables de la
generacion de la I, (Ebihara, 1996; Saldafia et al., 2008) y su posible capacidad
para ensamblar canales heterotipicos con Cx’s presentes en las células
foliculares como Cx43 y Cx41 (Bruzzone et al., 1995), los cuales podrian
participar mas en el acoplamiento metabdlico como lo muestra la pérdida de la
respuesta folicular generada por la estimulacion con All y el mantenimiento de
las respuestas I avpe Y 12 Fe en foliculos que no expresan Cx38.

Efecto de la inhibicién de Px1y Cx38 sobre la comunicacién celular en un
sistema acoplado

A pesar de la inhibicion de la expresion de Cx38 y de Px1 en los
foliculos co-inyectados, el acoplamiento eléctrico respansable de la generacion
de las corrientes foliculares se mantuvo inalterado mientras que, las corrientes
oscilatorias Icycq) activadas por ACh y All fueron atenuadas hasta en un 98%.
Esta observacién sugiere que tanto Cx38 como Px1 funcionan como canales
que intervienen en la comunicacion metabdlica mas que en la comunicaciéon
eléctrica durante el desarrollo folicular. Sin embargo, no es posible descartar
por completo la participacion de estas proteinas en el acoplamiento celular ya
que se ha propuesto que el complejo folicular de X. laevis de alguna manera
activa sistemas de compensacion para reemplazar la ausencia de una proteina
que interviene en la comunicacion eléctrica y metabdlica por otra que cumple
con funciones similares es decir, la falta de Px1 o de Cx38 en el foliculo puede
ser compensada por otra conexina, manteniendo el acoplamiento entre las
células sin alteraciones evidentes lo que nos impediria ver el efecto de la
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inhibicién de ambas proteinas. De hecho, esto podria explicar los resuitados
obtenidos cuando se inhibe la expresién de Px1. En este caso, se observé la
potenciaciébn de la corriente I, en foliculos e.tr. debida tal vez, a la
sobreexpresion de Cx38 en un complejo acoplado para atenuar el efecto de la
falta de Px1. Tal fendbmeno de potenciacién no sucede cuando el mismo
experimento es realizado sobre ovocitos desnudos sugiriendo que. estos
mecanismos de rescate para sustituir la falta de alguna proteina no se activan
en un sistema que no se encuentra acoplado o cuando las células foliculares
son eliminadas. Estos datos sugieren que estas hipdtesis deberan ser
confirmadas con ensayos de PCR en tiempo real para detectar el nivel de
expresion de Cx38 y de Px1 en foliculos previamente registrados donde se
observe la potenciacién de la I.. Con respecto a esto, algunos estudios han
demostrado en el foliculo ovarico de raton la inalteracién de los niveles de
expresion de panexinas cuando suprimen la expresion de una de las conexinas
mas abundantes y esenciales de las células de la granulosa (Tong et al., 2007).

Si Px1 y Cx38 no intervienen de manera importante en el acoplamiento
eléctrico establecido dentro del complejo folicular, es imprescindible el estudio
del papel que desempeifian las distintas conexinas expresadas en el ovocito.
Ademas se requieren estudios posteriores que demuestren in vivo la formacion
de canales intercelulares formados por panexinas y la formacién de canales
heterotipicos y heteroméricos con conexinas. Pese a la presencia de Px1 en
las células foliculares y en el ovocito, otro aspecto importante a considerar en
este estudio es que Px1 podria no estar involucrada en el ensamblaje de
uniones comunicantes entre estos dos tipos celulares sino que, podria
desempefiar un papel fundamental como un canal no selectivo como lo han
demostrado estudios anteriores (Bruzzone et al., 2005).

El hecho de que los ovocitos de X. /aevis sean utilizados ampliamente
como modelo experimental para el estudio de diversos canales, receptores o
farmacos debido a que es un sistema de expresion heterbloga facil de
manipular (Klein et al., 2006), obliga a conocer mas sobre su fisiologia. Es
fundamental comprender como se lleva a cabo el desarrollo folicular y las
relaciones celulares que se establecen en este complejo folicular ya que esto
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permitiria considerar las caracteristicas fisiologicas del sistema cuando, por
ejemplo, se analizan las funciones de proteinas exdgenas expresadas en el

ovocito.
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IX. CONCLUSIONES

1. Con base en los resultados obtenidos se puso en evidencia la
expresion de Px1, pero no la de Px2, en las células foliculares y en el ovocito
de Xenopus laevis.

2. Los estudios funcionales indican que la inhibicién de la expresion de
Px1 en el ovocito, no disminuye de manera significativa el acoplamiento
eléctrico y metabdlico de este complejo celular.

3. Corroboramos que la Cx38 juega un papel importante en la
comunicacion metabdlica establecida entre el ovocito y las células foliculares y
que sus conexones son los responsables de la generacién de la corriente /.

4. Los resultados indican que existe un efecto sobre la comunicacién
metabdlica por parte de Px1 similar al observado con Cx38, que fue mas
evidente cuando los receptores de ACh son los responsables de la

comunicacion.
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