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Resumen de tesis 

Inhibición de la Hm-INX2 en el Desarrollo del sistema Nervioso central de Hirudo 

medicinalis. 

 

La comunicación interneuronal desempeña un papel crítico durante el proceso de 

neurogénesis. Este acoplamiento se origina a través de uniones Gap, las cuales permiten la 

transmisión de impulsos eléctricos así como el intercambio iónico y metabólico entre 

células contiguas. La formación de estas uniones permite la estructuración de tejidos y el 

establecimiento de sinapsis eléctricas. Estos complejos proteicos se componen de un 

arreglo hexamérico de proteínas señalizadoras llamadas conexinas (Cx) en vertebrados o 

inexinas (Inx) en invertebrados. Por medio de la inhibición de estos componentes 

transmembranales resulta viable el estudio de la dinámica de acoplamiento durante las 

etapas tempranas del desarrollo del sistema nervioso. De esta manera, este trabajo pretende 

determinar efecto de la inexina 2 durante el desarrollo del sistema nervioso en la 

sanguijuela medicinal (Hirudo medicinalis) a través de la aplicación de péptidos miméticos 

y ARNip como mecanismos de inhibición.   

Palabras clave: Uniones Gap, inexina, Hirudo medicinalis, péptido mimético. 
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Introducción 

Durante el desarrollo del sistema nervioso, la comunicación interneuronal resulta 

esencial para la formación, estructuración y modulación de circuitos funcionales (Baker y 

Macagno, 2017). Esta comunicación entre neuronas se lleva a cabo por medio de uniones 

Gap, las cuales están presentes en casi todos los tejidos, sólo estando ausentes en músculo 

esquelético y algunas células sanguíneas (Dermietzel et al., 1989).  

 

 

 

 

 

Figura 1. Ubicación y estructura de uniones gap en células adyacentes. 

También conocidas como “uniones de hendidura”, las uniones Gap son descritas 

como canales que permiten el intercambio de moléculas pequeñas y iones de hasta 1kDa 

(Dermietzel y Spray, 1993) entre células estrechamente unidas (Curti y Brien, 2016). Cada 

unión Gap consta de dos semi canales hexaméricos (figura 1), los cuales permiten la 

comunicación célula a célula (Hervé et al., 2007). Estas uniones son un tipo importante de 

comunicación intercelular entre las neuronas y las células de la glía durante el desarrollo 

del sistema nervioso en la sanguijuela Hirudo medicinalis (Kandarian et al., 2012; Todd, 

Kristan & French, 2010).   

 

Unión 

Gap 

Inexona Inexina 
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Figura 2. Disposición estructural de las proteínas transmembranales. 

De acuerdo con la literatura, pese a que comparten similitudes en cuanto a la 

topología, existen tres familias distintas de proteínas transmembranales formadoras de  

uniones gap en el reino animal. En vertebrados, las proteínas responsables de la formación 

de estos canales pertenecen a la familia de las conexinas (Cnx), mientras que en 

invertebrados encontramos a las inexinas (Inx) (Kandarian et al., 2012). Las panexinas 

(Panx), una familia de proteínas similares a las inexinas, se encuentran presentes en 

algunos linajes de cordados (Panchin, 2005).   

En relación con las conexinas, se sabe que juegan un rol importante en los seres 

humanos, ya que mutaciones en el gen que codifica estas proteínas pueden conducir a 

deficiencias en la audición, visión, condiciones cardiacas, fertilidad (Hervé et al., 2005) y 

además verse relacionadas con desórdenes dermatológicos (Hervé et al., 2007).   

Dado que la expresión de ciertas inexinas interviene en la formación de circuitos 

neuronales específicos (Baker y Macagno, 2017), resulta importante estudiar su expresión 

en neuronas durante su fase de desarrollo. Con base en lo anterior, en este trabajo se 

pretende determinar el papel y los efectos  de la inexina 2 durante el desarrollo del sistema 

nervioso central utilizando como modelo biológico a la sanguijuela Hirudo medicinalis.  
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Antecedentes 

Como bien se mencionó, las unidades básicas formadoras de uniones Gap son las 

proteínas transmembranales conocidas como conexinas (en vertebrados) e inexinas (en 

invertebrados). Existen reportes de aproximadamente 20 conexinas codificadas en 

mamíferos, 37 conexinas en el pez Danio rerio (Eastman et al., 2006) y 25 inexinas en el 

nematodo C. elegans (Altun et al., 2010).  

En el caso de la inexina 2 en Drosophila (Dm-Inx2), Bauer y colaboradores (2004) 

reportaron que en  las uniones Gap esta proteína es esencial para la morfogénesis epitelial 

en los embriones de Drosophila spp. Su trabajo evidenció que tanto la pérdida de función 

como la ganancia producen graves defectos del desarrollo debido a la muerte celular y el 

fracaso de la morfogénesis epitelial. 

Se ha demostrado que en pares de ovocitos de Xenopus sp., la inyección de ARNm 

de Dm-Inx2 genera la formación de canales sensibles al voltaje en el 40% de los pares de 

células (Stebbings et al., 2000). Por otro lado, las investigaciones de Stebbings y 

colaboradores (2000) sobre los genes Dm-Inx2 y Dm-Inx3 muestran que se expresan en 

superposición de varios dominios a lo largo de la embriogénesis, sobre todo en las células 

epidérmicas bordeando cada uno de los segmentos. Además, en su trabajo se mostró que la 

expresión ectópica de Dm-Inx2 in vivo tiene efectos limitados sobre la viabilidad de 

Drosophila melanogaster.  

Por otra parte, se ha confirmado que la ausencia de Dm-Inx2 en Drosophila genera 

el fracaso de las células epiteliales a migrar e invaginar durante la organogénesis, teniendo 

como consecuencia defectos de alimentación en el organismo (Bauer et al., 2002). Entre 
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otras cosas, Bauer y colaboradores (2003) han reportado que el gen que codifica para la 

Dm-Inx2 controla el desarrollo de la parte anterior del intestino en respuesta a la 

señalización del gen Wingless.  

En cuanto a la sanguijuela medicinal Hirudo medicinalis, se ha determinado que su 

genoma codifica un total de 21 inexinas (Kandarian et al., 2012).  Por lo que se refiere a la 

inexina 2 de H. medicinalis (Hm-Inx2; Figura 3), se sabe que es una proteína de 398 

aminoácidos con una masa teórica de 46.7 kDa (Dykes et al., 2004). Los trabajos de Dykes 

y colaboradores (2004; 2006) sugieren que la Hm-Inx2 (estructura mostrada en figura 3) se 

encuentra expresada en todas las células macrogliales del Sistema Nervioso Central (SNC) 

de las sanguijuelas embrionales y adultas (Dykes y Macagno, 2006). También, se sabe que 

las Uniones Gap de Hm-Inx2 desempeñan un rol crítico en la respuesta neuro-inmunológica 

de H. medicinalis en respuesta a intervenciones traumáticas como lesiones en los nervios a 

nivel inter-ganglionar (Samuels et al., 2010). 

Figura 3. Representación estructural de la Hm-inx2 modelada en PYMOL. 
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Hipótesis  

Experimentos preliminares sugieren que la inexina 2 de Hirudo medicinalis  (Hm-

Inx2) juega un papel fundamental para la gangliogénesis (resultados no publicados; 

comunicación privada de A.S.G.). En experimentos relacionados, la expresión de un 

transgen mutante de Inexina 2 que bloquea la expresión de la inexina 2 endógena resulta en 

el  desacoplamiento de las células gliales en el ganglio (Yazdani et al., 2013). 

Por ello, se postula que, durante el desarrollo embrionario inicial en H. medicinalis, 

la inhibición de la expresión de la Hm-Inx2 generará defectos en el sistema nervioso, 

probablemente al nivel morfo-fisiológico, así afectando el génesis normal de los ganglios 

segmentarios. 

Objetivos 

Objetivos generales  

● Identificar los efectos de la inhibición de la expresión de la inexina 2 durante el 

desarrollo temprano del sistema nervioso central en el modelo de estudio Hirudo 

medicinalis.   

Objetivos específicos  

● Reprimir la expresión de la Inx2 de H. medicinalis utilizando ARNip específico y 

péptidos miméticos.  

● Generar el patrón de expresión de Hm-Inx2 por medio de la técnica de tinción 

inmunohistoquímica.  
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Materiales y métodos 

Modelo biológico 

Se utilizaron embriones de edad E7-E10 y adultos de la colonia de H. medicinalis 

desarrollada en el laboratorio del Doctor Eduardo Macagno en la sección de Biología 

Celular y del Desarrollo de la División de Ciencias Biológicas de la Universidad de 

California, San Diego (UCSD). Los capullos recolectados se mantenían dentro de cajas de 

plástico agujereadas y rellenas con musgo de turbera húmedo, hasta que los embriones 

cumplían la edad requerida para los experimentos. Posteriormente, los capullos fueron 

disectados cuidadosamente de uno de los extremos con ayuda de una navaja y los 

embriones se colocaron dentro de una solución de Wennings 1X (40 mM ácido málico, 4 

mM Cloruro de potasio, 10 mM ácido succínico, 10 mM Tris–HCl, 1.8 mM Cloruro de 

calcio, pH 7.4). 

Síntesis de péptidos miméticos 

La secuencia de aminoácidos utilizada fue obtenida de la base de datos de Uniprot 

(Q8I6U1_HIRME). Ésta fue sometida a un análisis de predicción de segmentos 

transmembranales utilizando la plataforma PRED-TMR (figura 4). Posterior a esto, se 

utilizó el algoritmo BLASTP 2.6.1+ (Altschul et al., 1997) para confirmar que la secuencia 

no coincidiera con alguna otra proteína de nuestro modelo de estudio (H. medicinalis). 

Finalmente, se mandó sintetizar a la compañía GenScript USA Inc. 
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Purificación de ADN 

Se tomó 1 ml de bacterias portadoras del plásmido pEGFP-N1 resistente a 

kanamicina y se centrifugó durante 2 minutos a 14,000 rpm. Después, se eliminó el 

sobrenadante por inversión de tubo, procurando dejar el pellet lo más seco posible. Acto 

seguido, se resuspendió el pellet en 250 ml de tampón de resuspensión (50 mM Glucosa, 25 

mM Tris-HCl pH 8.0, 10 mM EDTA pH 8.0) y se incubó durante 2 minutos a temperatura 

ambiente. Cumplido el lapso de tiempo, se añadieron 250 ml de solución de lisis (0.2 M 

NaOH, 1% SDS) y se agitó el tubo por inversión suave. Posteriormente, se incubó durante 

5 minutos a temperatura ambiente. Se añadieron 300 µl de acetato de potasio 3 M y se 

mezcló el contenido del tubo y se incubó durante 10 minutos en hielo. Concluido este 

periodo, se centrifugó durante 10 minutos a 14,000 rpm para después transferir la fase 

acuosa sobrenadante a un tubo nuevo. Hecho esto, se añadieron dos volúmenes de etanol 

absoluto frío, se mezcló por inversión y se guardó a -20 °C durante 20 minutos. La mezcla 

se centrifugó durante 30 minutos a 14,000 rpm a 4 °C y posteriormente se eliminó todo el 

sobrenadante. El pellet se lavó con 500 µl de etanol al 70% frío y se centrifugó durante 

veinte minutos a 14,000 rpm. Finalmente, se eliminó el sobrenadante para después disolver 

el pellet resultante en 25 µl de agua estéril. El producto final fue almacenado a -20 °C. 

Transformación  

Se tomaron 50 µl de células DH5α químicamente competentes y se añadió 1 µl de 

plásmido (   ng/µl) en un tubo de microcentrífuga estéril. La mezcla se dejó en hielo 

durante 45 minutos en agitación constante. Luego, se dio un shock térmico durante 20 

segundos a una temperatura de 42 °C e inmediatamente después se pasó a hielo durante 2 
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minutos. Acto seguido, se agregaron 500 ml de medio LB líquido y se incubó a 37 °C 

durante una hora en agitación constante. Finalmente, las células se sembraron en placas con 

medio LB y kanamicina (0.1 mg/ml). 

Amplificación de ADN 

Los fragmentos de interés fueron amplificados en reacciones que contenían un 

volumen final de 25 μl, siguiendo el protocolo descrito por Ausubel  (1995) [45 ciclos de 

30 s a 94°C, 30 s a 36°C y 2 min. a 72°C, con una extensión final de 10 min. a 72°C; y una 

desnaturalización inicial de 2 min]. 

Los productos amplificados fueron separados por medio de electroforesis en geles 

de agarosa al 1.5 % (velocidad de corrimiento= 50 volts por 10 minutos y posteriormente 

100 Volts por 30 minutos), teñidos con GelRed (Biotium) y visualizados en un 

transiluminador UV.  

Síntesis de ARNip 

La síntesis de ARNip se realizó por medio del MEGAscript® RNAi Kit de Thermo 

Fisher. La secuencia del promotor T7 se añadió al ADN amplificado previamente 

utilizando primers diseñados especialmente para generar templetes e incluirlos 

directamente a la reacción de transcripción por medio de PCR (Forward-

AAGCTTTAATACGACTCACTATAATGGACAAGATTCTCGGAG; Reverse- 

CTGCAGCTCAGGCAGACTTAATACGACTCACTATAGGATCC). Ambos primers 

corresponden a los primeros y últimos 17 nucleótidos de la secuencia de ARN mensajero de 

la Hm-Inx2.  Finalmente, el producto de ese PCR fue sometido a las reacciones de 

transcripción, digestión y purificación que utiliza el kit para sintetizar el producto final. 
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Microinyección de péptido mimético y ARN de interferencia 

Se preparó una solución 20 mM con el péptido mimético liofilizado y agua 

ultrapura. Después, se mezcló una solución de microinyección (4 µl de la solución con 

péptido mimético o ARN de interferencia, 0.5 µl del tinte fluorescente Alexa Fluor 568 y 

0.5 µl de Solución de Wenning 10 X), para proceder con la microinyección a embriones de 

H. medicinalis a nivel extracelular (del octavo ganglio en adelante).  

Inmunohistoquímica 

24,72 y 96 horas posteriores a la microinyección, los embriones tratados fueron 

anestesiados con una solución 8% v/v ETOH/Wenning’s, para después abrirlos a lo largo 

de la línea media dorsal y quitar los remanentes del vitelo. Una vez abiertos, se aseguraron 

individualmente en placas cubiertas con Sylgard de aproximadamente 35 mm. Después, 

inició la fijación de los embriones por medio de un baño de 4% v/v paraformaldehído en 

PBS. Concluido el tiempo, las muestras se enjuagaron tres veces cada treinta minutos con 

una solución 0.3% v/v Triton X-100 en PBS (PBX). Hecho esto, los embriones fueron 

cubiertos con solución de bloqueo (PBX combinado con suero de cabra al 5% v/v) y se 

dejaron en agitación aproximadamente cuatro horas. Para finalizar el primer día de 

tratamiento, se removió la solución de bloqueo y se añadieron 50 µl de anticuerpo primario 

(dilución 1:200 de α-tubulina en ratón y solución de bloqueo). Éstas se dejaron dentro de 

una caja oscura a una temperatura de 4 °C con fondo humedecido con el propósito de evitar 

la desecación. Para el segundo día, bastó con remover la solución del anticuerpo primario y 

dar lavados de PBX con agitación cada media hora. Al final de este día, se agregaron 50 µl 

de anticuerpo secundario (dilución 1:200 de anticuerpo Alexa 568 cabra anti-ratón/ 1:200 
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de Alexa 488 cabra anti-ratón y PBS). Las muestras se dejaron bajos las mismas 

condiciones que la noche anterior. Al día siguiente, se retiró la solución de anticuerpo 

secundario para proceder a lavar las muestras cada media hora con PBX con agitación 

durante un mínimo de tres horas. Alcanzado este tiempo, el tejido se removió de las placas 

de sylgard para preparar las laminillas con glicerol al 80%, se tiñeron con DAPI y proceder 

a observarlas bajo el microscopio confocal. 
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Resultados 

Síntesis de secuencia para péptidos miméticos 

Una vez obtenida la secuencia de la base de datos, ésta fue sometida a un análisis de 

predicción de segmentos transmembranales, dando como resultado lo siguiente:   

 

 

 

 

 

Figura 4. Resultados de la predicción de segmentos transmembranales para la Hm-Inx2. 

Las regiones transmembranales predichas están resaltadas en color azul. 

Utilizando la información del segundo loop extracelular: 

GQDFHMYGFDAIRNMFMGEDQAASDRFPRVTMCDFKVRRLGNVQRYTVQCVLPI

NLFNEKIY 

El péptido mimético resultante es el siguiente: MGEDQAASDRFPRVTMCDFK 
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Figura 5. Predicción gráfica de la Hm-Inx2. En azul se resalta la secuencia elegida para la 

síntesis del péptido mimético a utilizar. 
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De acuerdo con los resultados de BLASTp, nuestra secuencia no mostró 

coincidencia con alguna otra inexina presente en la sanguijuela medicinal.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Resumen gráfico de la alineación del algoritmo BLASTp. Los resultados 

reconocen la secuencia como parte de la súper familia de inexinas. Las barras en colores 

representan los valores de alineación (Hm-Inx2=70). 
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Descripción Max 

score 

Total 

score 

Query 

cover 

E 

value 

Ident 

Innexin 2 [Hirudo medicinalis] 70.6 70.6 100% 6e-13 100% 

Hypothetical protein CAPTEDRAFT_21345 [Capitella 

teleta] 

47.3 47.3 95% 1e-04 84% 

Hypothetical protein CAPTEDRAFT_114804 [Capitella 

teleta] 

44.8 44.8 65% 8e-04 92% 

Hypothetical protein CAPTEDRAFT_174539 [Capitella 

teleta] 

44.8 44.8 65% 8e-04 92% 

Hypothetical protein HELRODRAFT_185033 [Helobdella 

robusta] 

44.3 44.3 65% 0.001 82% 

Hypothetical protein CAPTEDRAFT_214312 [Capitella 

teleta] 

43.9 43.9 85% 0.002 92% 

Hypothetical protein HELRODRAFT_73579 [Helobdella 

robusta] 

42.2 42.2 55% 0.006 100% 

Hypothetical protein CAPTEDRAFT_93311 [Capitella 

teleta] 

41.8 41.8 90% 0.009 78% 

Hypothetical protein A3Q56_03864 [Intoshia linei] 40.0 40.9 60% 0.018 92% 

Hypothetical protein A3Q56_02040 [Intoshia linei] 40.5 40.5 60% 0.026 92% 

Hypothetical protein C0Q70_01685 [Pomacea 

canaliculata] 

40.1 40.1 65% 0.036 92%  

Innexin [Chaetopterus variopedatus] 40.1 40.1 65% 0.036 92%  

Hypothetical protein A3Q56_02039 [Intoshia linei] 40.1 40.1 65% 0.036 92%  

PREDICTED: innexin unc-9-like isoform X3 [Biomphalaria 

glabrata] 

40.1 40.1 65% 0.036 92%  

PREDICTED: innexin unc-9-like isoform X2 [Biomphalaria 

glabrata] 

40.1 40.1 65% 0.036 92%  

LOW QUALITY PROTEIN: innexin unc-9-like [Pomacea 

canaliculata] 

40.1 40.1 65% 0.036 92%  

Tabla I.  Tamizado de la alineación realizada en BLASTp. En la tabla se observan las 

descripciones de las especies que muestran un valor de identidad cercano al de la Hm-Inx2.  
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Transformación de E. coli  DH5α (técnica de shock térmico) 

La eficiencia de transformación de DH5α con Inx2 GFP fue la siguiente: 

                  
                    

     
               

Donde 1145 corresponde al número de colonias observada en la placa después de incubarla 

toda la noche,       corresponde al coeficiente de dilución, 50 µl se refiere al volumen de 

células competentes sembradas y 25 µl al medio utilizado para llenar la placa. Así,  

eficiencia de transformación de ésta cepa de E. coli, es la siguiente: 

                             
           

       
                  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Colonias bacterianas resultantes de las pruebas de 

transformación. 
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Purificación de ADN 

Con las colonias transformadas resultantes de los experimentos previos, se 

realizaron un total de seis purificaciones con el fin de evaluar la cantidad de material 

genético.  

Sample ID ng/ul  A260  A280  260/280  

INX2_GFP_1 244.5 4.89 3.133 1.56 

INX2_GFP_2 1694.7

4 

33.895 16.194 2.09 

INX2_GFP_3 3509.5

9 

70.192 34.122 2.06 

INX2_GFP_4 253.47 5.069 2.498 2.03 

INX2_GFP_5 461.1 9.222 4.37 2.11 

INX2_GFP_6 261.75 5.235 2.555 2.05 

 

Tabla II. Cuantificaciones de ADN. Los resultados fueron obtenidos por medio de análisis 

de Espectrofotometría (NanoDrop ND-1000). 
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Microinyección e inmunohistoquímica  

Con el fin de comprobar la acción de los péptidos miméticos y del ARN de 

interferencia, las pruebas de microinyección se realizaron en distintos intervalos de 

inyección. Como punto de comparación, consideramos un ganglio como el control Sham 

(Fig. 8), que fue inyectado solamente con solución de Wennings 10X y colorante para 

poder visualizar al momento del procedimiento de microinyección. Éste muestra un patrón 

de ramificaciones en buen estado, así como la conexión de cada célula nerviosa hacia la 

zona del neurópilo. Las conectivas no muestran nada fuera de lo común. El DAPI denota 

una buena distribución de núcleos celulares (Fig. 8A) y de igual manera se observa la 

distribución de la tubulina  (Fig. 8D). 

 Los resultados a las 72 horas posteriores a la inyección (Fig. 8) mostraron algunos 

cambios: en el ganglio inyectado con inexina 1, las células marcadas con DAPI (Fig. 8B) 

muestra una mayor difusión de núcleos celulares en comparación con el Sham. Además, la 

cápsula se ve más opaca y no se ven definidas las proyecciones dentro del ganglio (Fig. 8I). 

Con el fluoróforo Alexa 488 no se observa algún cambio significativo en la cuestión de las 

ramificaciones laterales (incluso se observa un patrón de ramificación muy concentrado 

entre este tratamiento y los controles), así como la definición de las conectivas a lo largo de 

la muestra (Fig. 8F). Con péptido mimético de inexina 2 (Fig. 8J), se observa un cambio de 

forma estructural del ganglio totalmente evidente. Aun cuando la cápsula no opaca, también 

se observa cambio en cuanto a la integridad de las conectivas (se ven menos densas y más 

frágiles). Las ramificaciones laterales se ven distintas. 
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Figura 8. Resultados inmunohistoquímicos 72 horas post inyección. Columnas de 

izquierda a derecha: (A) ganglio sham, (B) ganglio inyectado con péptido mimético de 

inexina 1 y (C) ganglio inyectado con péptido mimético de inexina 2. Todas las muestras 

fueron teñidas con Alexa 488 para α-tubulina + DAPI y revisadas bajo microscopio 

confocal a un aumento de 20X. Barra de escala= 50 um. PM= Péptido mimético. 
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Para las 96 horas, con péptido mimético de inexina 1 (Fig. 9G) sí se observa diferencia en 

cuanto a la definición de todas las estructuras (conectivas, ramificaciones, proyecciones). 

Además, la cápsula no muestra la misma opacidad. Por otra parte, la concentración de 

núcleos celulares parece regresar a la normalidad (Fig. 9A). El ganglio inyectado con ARN 

de interferencia para inexina 2  muestra un cambio de forma estructural evidente (cambia 

de ovalada a globular; Fig.  9I). También se observa un mayor contraste de concentración 

nuclear en comparación con las muestras Sham y PM Inx1 (mayor concentración; Fig. 9C). 
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Figura 9.  Resultados inmunohistoquímicos 96 horas post inyección. Columnas de 

izquierda a derecha: (A) ganglio sham, (B) ganglio inyectado con péptido mimético de 

inexina 1 y (C) ganglio inyectado con ARNip de inexina 2. Todas las muestras fueron 

teñidas con Alexa 488 pra α-tubulina + DAPI y revisadas bajo microscopio confocal a un 

aumento de 20X. Barra de escala= 50 um. PM= péptido mimético. 

Finalmente, podemos observar cambios interesantes del ensayo de microinyección de 

péptido mimético para la Hm-Inx2 después de 24 horas (Figura 10). Se observa que la 

integridad de la cápsula se encuentra bien conservada en el control Sham (Fig. 10B), 
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mientras que el ganglio tratado con péptido mimético no alcanza a vislumbrarse (Fig. 10E). 

Además, en dicho ganglio se muestra cómo las neuronas se encuentran distribuidas a lo 

largo del espacio que debería corresponder a los límites de la cápsula ganglionar. Las 

conectivas se mantienen visibles en ambos casos, así como es el caso con las 

ramificaciones laterales. 

 

Figura 10.  Resultados inmunohistoquímicos 24 horas post inyección. Filas de arriba hacia 

abajo: (A) ganglio Sham  (24 horas post inyección; teñido con Alexa 568 para α-tubulina) y 

(B) ganglio inyectado con péptido mimético de inexina 2 (24 horas post inyección; teñido 

con Alexa 568 para α-tubulina). Ambas muestras fueron revisadas bajo microscopio 

confocal a un aumento de 20X. Barra de escala= 50 um..Pm= péptido mimético. 
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Discusión 

Para que el desarrollo del sistema nervioso se concrete de manera exitosa, es 

necesario que las células involucradas en el proceso actúen de manera sumamente 

organizada. Además del papel desempeñado en las redes neuronales, las uniones gap están 

involucradas tanto en la homeostasis como en el desarrollo embrionario del organismo, ya 

que median el paso de moléculas de señalización de bajo peso molecular de una célula a 

otra (Dykes et al., 2004). Para los fines de este trabajo, se inyectaron embriones E7-E10 

con péptidos miméticos correspondientes a cada inexina trabajada, así como de ARNip para 

el caso de la HmInx-2; y posteriormente fueron teñidos con la técnica de 

inmunohistoquímica.  

La técnica de péptidos miméticos ha sido ampliamente utilizada con el fin de 

evaluar la funcionalidad de proteínas como las conexinas en diversos procesos (Dora et al., 

1999; Evans y Boitano, 2001; Wang, 2007). Estos péptidos son derivados de secuencias de 

proteínas transmembranales como las conexinas e inexinas, y se ha demostrado que atenúan 

los procesos actividad de las uniones Gap. (Warner et al., 1995). Por otro lado, la 

implementación de técnicas como el ARN de interferencia ha sido usado para el estudio de 

la interacción de conexinas y su papel regulador de otras proteínas (Wei et al., 2005). Dado 

que los usos y beneficios de ambos protocolos se encuentran bien descritos en la literatura 

actual, nos apoyamos en estas dos innovadoras opciones para realizar los experimentos de 

inhibición.  

Se sabe que inexina 2 está presente en las células gliales del sistema nervioso de 

Hirudo medicinalis, mientras que inexina 1 se expresa en todas las neuronas de su sistema 

nervioso, e inexina 6 se localiza solamente en tres neuronas de los ganglios embrionarios 
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(Dykes et al., 2004; Dykes y Macagno, 2006). De acuerdo con los resultados, ninguno de 

los tratamientos mostró signo de alteración vital. No obstante, se pueden observar ciertos 

cambios morfológicos en los ganglios inyectados, así como algunos patrones consistentes 

presentes sólo en ciertos casos. Los rasgos visibles incluyen cambios en la opacidad de la 

cápsula y en la forma del ganglio cuando se inyectó con péptido mimético de inexina 1 y 

ARNip (figura 9). Para el caso particular de inexina 2, observamos un cambio drástico en la 

morfología del ganglio, así como de las conectivas (figura 9). Esto podría deberse a que 

HmInx-2 se encuentra directamente relacionada con el neurópilo y la glía conectiva (Dykes 

y Macagno, 2006) y ya se ha comprobado que la glía es necesaria para dar inicio al 

ensamblaje del sistema nervioso, pues se encarga de guiar neuronas y axones a través de 

diversas señales (Rapti et al., 2017). 

Por otro lado, también se observan cambios a través del tiempo en los individuos 

inyectados. Para estos experimentos, se tomaron en cuenta rangos de 24, 72, y 96 horas 

después de la inyección de péptido mimético o siARN, dependiendo del caso. 

Anteriormente se ha demostrado que la técnica con péptidos miméticos homólogos a una 

región específica del segundo bucle extracelular de Conexinas son capaces de inhibir 

selectivamente la actividad de las uniones gap (Kwak y Jongsma, 1999). Sin embargo, 

debemos tomar en cuenta el fenómeno de reciclaje de Inexinas por parte de las Uniones 

Gap, pues se ha reportado que, en conexinas, la más antigua que reaparece en la superficie 

celular actúa como sitio de nucleación para la formación de nuevas placas de unión de las 

células hijas (Boassa et al., 2010). 
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Además, descartamos que la edad de los embriones haya causado algún problema, 

pues se ha reportado que no es sino hasta el onceavo día de desarrollo en el que el sistema 

nervioso termina de formarse (Fernández y Stent, 1982).  

 

Conclusión 

Como ya se ha demostrado, la inexina 2 juega un papel fundamental para el 

desarrollo de diversos organismos. Específicamente en el caso de la Hm-Inx2, ésta es una 

proteína que sólo se expresa en células gliales, por lo que la inhibición de la misma podría 

tener un efecto en el ensamblaje del sistema nervioso en etapas tempranas del desarrollo.  

Aunque los resultados conseguidos durante estos experimentos no son suficientes 

como para afirmar que se logró una inhibición contundente en las células gliales de los 

ganglios tratados, sí contribuyen al perfeccionamiento de técnicas como a la 

microinyección de ARN de interferencia y  péptidos miméticos para fines terapéuticos.  

 Pese a que lo obtenido de este trabajo podría ser adjudicado a diversos factores 

(como la calidad de los animales utilizados para el estudio, problemas para estandarizar las 

técnicas experimentales, escasez de material, etc.), se recomienda el desarrollo de la técnica 

de introducción de péptidos miméticos y ARNip, ya sea por microinyección o con el uso de 

biobalística, además de la repetición de ensayos que corroboren estos resultados. 
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