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Resumen de tesis

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

medicinalis.

La comunicacion interneuronal desempefia un papel critico durante el proceso de
neurogénesis. Este acoplamiento se origina a través de uniones Gap, las cuales permiten la
transmision de impulsos eléctricos asi como el intercambio i6nico y metabdlico entre
celulas contiguas. La formacion de estas uniones permite la estructuracion de tejidos y el
establecimiento de sinapsis eléctricas. Estos complejos proteicos se componen de un
arreglo hexamérico de proteinas sefializadoras llamadas conexinas (Cx) en vertebrados o
inexinas (Inx) en invertebrados. Por medio de la inhibicion de estos componentes
transmembranales resulta viable el estudio de la dinamica 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 aplicacion de péptidos miméticos
y ARNip como mecanismos de inhibicion.

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

Durante el desarrollo del sistema nervioso, la comunicacion interneuronal resulta
esencial para la formacion, estructuracion y modulacion de circuitos funcionales (Baker y
Macagno, 2017). Esta comunicacion entre neuronas se lleva a cabo por medio de uniones
Gap, las cuales estan presentes en casi todos los tejidos, sélo estando ausentes en musculo

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

Union Inexona Inexina

Figura 1. Ubicacidn 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 pequefias y iones de hasta 1kDa
(Dermietzel y Spray, 1993) entre células estrechamente unidas (Curti y Brien, 2016). Cada
unién Gap consta de dos semi canales hexaméricos (figura 1), los cuales permiten la
comunicacion célula a célula (Hervé et al., 2007). Estas uniones son un tipo importante de
comunicacion intercelular entre las neuronas y las células de la glia durante el desarrollo
del sistema nervioso en la sanguijuela Hirudo medicinalis (Kandarian et al., 2012; Todd,

Kristan & French, 2010).
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Extracelular

Intracelular

Figura 2. Disposicidn estructural de las proteinas transmembranales.

De acuerdo con la literatura, pese a que comparten similitudes en cuanto a la
topologia, existen tres familias distintas de proteinas transmembranales formadoras de
uniones gap en el reino animal. En vertebrados, las proteinas responsables de la formacion
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 proteinas similares a las inexinas, se encuentran presentes en

algunos linajes de cordados (Panchin, 2005).

En relacion con las conexinas, se sabe que juegan un rol importante en los seres
humanos, ya que mutaciones en el gen que codifica estas proteinas pueden conducir a
deficiencias en la audicion, vision, condiciones cardiacas, fertilidad (Hervé et al., 2005) y

ademas verse relacionadas con desordenes dermatolégicos (Hervé et al., 2007).

Dado que la expresion de ciertas inexinas interviene en la formacion de circuitos
neuronales especificos (Baker y Macagno, 2017), resulta importante estudiar su expresion
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 bioldgico a la sanguijuela Hirudo medicinalis.
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Antecedentes

Como bien se menciond, las unidades basicas formadoras de uniones Gap son las
proteinas transmembranales conocidas como conexinas (en vertebrados) e inexinas (en
invertebrados). Existen reportes de aproximadamente 20 conexinas codificadas en
mamiferos, 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 proteina es esencial para la morfogénesis epitelial
en los embriones de Drosophila spp. Su trabajo evidencié que tanto la pérdida de funcién
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 inyeccion de ARNm
de Dm-Inx2 genera la formacion 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
superposicion de varios dominios a lo largo de la embriogénesis, sobre todo en las células
epidérmicas bordeando cada uno de los segmentos. Ademas, en su trabajo se mostro que la
expresion ectopica 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 alimentacion 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

sefializacion 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 proteina de 398
aminoacidos con una masa tedrica 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 desempefian un rol critico en la respuesta neuro-inmunolégica
de H. medicinalis en respuesta a intervenciones traumaticas como lesiones en los nervios a

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

Figura 3. Representacion estructural de la Hm-inx2 modelada en PYMOL.
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Hipotesis

Experimentos preliminares sugieren que la inexina 2 de Hirudo medicinalis (Hm-
Inx2) juega un papel fundamental para la gangliogénesis (resultados no publicados;
comunicacion privada de A.S.G.). En experimentos relacionados, la expresion de un
transgen mutante de Inexina 2 que bloquea la expresion de la inexina 2 enddgena 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 inhibicién de la expresién de la Hm-Inx2 generard defectos en el sistema nervioso,
probablemente al nivel morfo-fisioldgico, asi afectando el génesis normal de los ganglios

segmentarios.

Objetivos

Obijetivos generales

e Identificar los efectos de la inhibicién de la expresion de la inexina 2 durante el
desarrollo temprano del sistema nervioso central en el modelo de estudio Hirudo
medicinalis.

Obijetivos especificos

e Reprimir la expresion de la Inx2 de H. medicinalis utilizando ARNip especifico y
péptidos miméticos.
e Generar el patréon de expresion de Hm-Inx2 por medio de la técnica de tincion

inmunohistoquimica.
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Materiales y métodos

Modelo bioldgico

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 seccion de Biologia
Celular y del Desarrollo de la Division de Ciencias Bioldgicas de la Universidad de
California, San Diego (UCSD). Los capullos recolectados se mantenian dentro de cajas de
plastico agujereadas y rellenas con musgo de turbera humedo, hasta que los embriones
cumplian 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 solucion de Wennings 1X (40 mM acido malico, 4
mM Cloruro de potasio, 10 mM &cido succinico, 10 mM Tris—HCI, 1.8 mM Cloruro de

calcio, pH 7.4).

Sintesis de péptidos miméticos

La secuencia de aminoacidos utilizada fue obtenida de la base de datos de Uniprot
(Q816U1_HIRME). Esta fue sometida a un analisis de prediccion de segmentos
transmembranales utilizando la plataforma PRED-TMR (figura 4). Posterior a esto, se
utilizo el algoritmo BLASTP 2.6.1+ (Altschul et al., 1997) para confirmar que la secuencia
no coincidiera con alguna otra proteina de nuestro modelo de estudio (H. medicinalis).

Finalmente, se mando sintetizar a la compafiia GenScript USA Inc.
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Purificacion de ADN

Se tom6 1 ml de bacterias portadoras del plasmido pEGFP-N1 resistente a
kanamicina y se centrifugd durante 2 minutos a 14,000 rpm. Después, se eliminé el
sobrenadante por inversion de tubo, procurando dejar el pellet lo més seco posible. Acto
seguido, se resuspendio el pellet en 250 ml de tampon de resuspension (50 mM Glucosa, 25
mM Tris-HCI pH 8.0, 10 mM EDTA pH 8.0) y se incubd durante 2 minutos a temperatura
ambiente. Cumplido el lapso de tiempo, se afiadieron 250 ml de solucion de lisis (0.2 M
NaOH, 1% SDS) y se agito el tubo por inversion suave. Posteriormente, se incubé durante
5 minutos a temperatura ambiente. Se afiadieron 300 ul de acetato de potasio 3 M y se
mezcl6 el contenido del tubo y se incub6 durante 10 minutos en hielo. Concluido este
periodo, se centrifugd durante 10 minutos a 14,000 rpm para después transferir la fase
acuosa sobrenadante a un tubo nuevo. Hecho esto, se afiadieron dos volimenes de etanol
absoluto frio, se mezcl6 por inversion y se guardo a -20 °C durante 20 minutos. La mezcla
se centrifugd durante 30 minutos a 14,000 rpm a 4 °C y posteriormente se elimino todo el
sobrenadante. El pellet se lavo con 500 pl de etanol al 70% frio y se centrifug6é durante
veinte minutos a 14,000 rpm. Finalmente, se elimino el sobrenadante para después disolver

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

Transformacion

Se tomaron 50 ul de células DH5a quimicamente competentes y se anadié 1 pl de
plasmido (50 ng/upl) en un tubo de microcentrifuga estéril. La mezcla se dejo en hielo
durante 45 minutos en agitacion constante. Luego, se dio un shock térmico durante 20

segundos a una temperatura de 42 °C e inmediatamente después se paso a hielo durante 2
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minutos. Acto seguido, se agregaron 500 ml de medio LB liquido y se incubd a 37 °C
durante una hora en agitacion constante. Finalmente, las células se sembraron en placas con

medio LB y kanamicina (0.1 mg/ml).

Amplificacion de ADN

Los fragmentos de interés fueron amplificados en reacciones que contenian un
volumen final de 25 pl, siguiendo el protocolo descrito por Ausubel (1995) [45 ciclos de
30sa94°C, 30 sa36°Cy2min.a72°C, con una extension final de 10 min. a 72°C; y una

desnaturalizacion 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), tefiidos con GelRed (Biotium) y visualizados en un

transiluminador UV.

Sintesis de ARNip

La sintesis de ARNip se realiz6 por medio del MEGAscript® RNAI Kit de Thermo
Fisher. La secuencia del promotor T7 se afiadi6 al ADN amplificado previamente
utilizando primers disefiados especialmente para generar templetes e incluirlos
directamente a la reaccion de transcripcion por medio de PCR (Forward-
AAGCTTTAATACGACTCACTATAATGGACAAGATTCTCGGAG; Reverse-
CTGCAGCTCAGGCAGACTTAATACGACTCACTATAGGATCC). Ambos primers
corresponden a los primeros y dltimos 17 nucle6tidos de la secuencia de ARN mensajero de
la Hm-Inx2. Finalmente, el producto de ese PCR fue sometido a las reacciones de

transcripcion, digestion y purificacion que utiliza el kit para sintetizar el producto final.
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Microinyeccion de péptido mimético y ARN de interferencia

Se prepard una solucion 20 mM con el péptido mimético liofilizado y agua
ultrapura. Despues, se mezclé una solucion de microinyeccion (4 ul de la solucion con
péptido mimético o ARN de interferencia, 0.5 pl del tinte fluorescente Alexa Fluor 568 y
0.5 pl de Solucién de Wenning 10 X), para proceder con la microinyeccion a embriones de

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

24,72 y 96 horas posteriores a la microinyeccion, los embriones tratados fueron
anestesiados con una solucion 8% v/v ETOH/Wenning’s, para después abrirlos a lo largo
de la linea media dorsal y quitar los remanentes del vitelo. Una vez abiertos, se aseguraron
individualmente en placas cubiertas con Sylgard de aproximadamente 35 mm. Después,
inicio la fijacién de los embriones por medio de un bafio de 4% v/v paraformaldehido en
PBS. Concluido el tiempo, las muestras se enjuagaron tres veces cada treinta minutos con
una solucién 0.3% v/v Triton X-100 en PBS (PBX). Hecho esto, los embriones fueron
cubiertos con solucién de bloqueo (PBX combinado con suero de cabra al 5% v/v) y se
dejaron en agitacion aproximadamente cuatro horas. Para finalizar el primer dia de
tratamiento, se removid la solucion de bloqueo y se afiadieron 50 pl de anticuerpo primario
(dilucién 1:200 de o-tubulina en ratén y solucion de bloqueo). Estas se dejaron dentro de
una caja oscura a una temperatura de 4 °C con fondo humedecido con el proposito de evitar
la desecacion. Para el segundo dia, bastd con remover la solucion del anticuerpo primario y
dar lavados de PBX con agitacion cada media hora. Al final de este dia, se agregaron 50 pl

de anticuerpo secundario (dilucion 1:200 de anticuerpo Alexa 568 cabra anti-raton/ 1:200
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de Alexa 488 cabra anti-raton y PBS). Las muestras se dejaron bajos las mismas
condiciones que la noche anterior. Al dia siguiente, se retiré la soluciéon de anticuerpo
secundario para proceder a lavar las muestras cada media hora con PBX con agitacion
durante un minimo de tres horas. Alcanzado este tiempo, el tejido se removio de las placas
de sylgard para preparar las laminillas con glicerol al 80%, se tifieron con DAPI y proceder

a observarlas bajo el microscopio confocal.
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Resultados

Sintesis de secuencia para péeptidos miméticos

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

prediccion de segmentos transmembranales, dando como resultado lo siguiente:

aaaa
868
alie
alsa
@248
a30a
@368

1 2 3 4 5 &
123456780981 23456789812345678901234567898123456758981 234567896
T T T T T
MDKILGVLGGVYPHNTKPRNDDDFADRLVYKTTVGMFILFAIVISTKOQYVGDPIQCWNYPAEF
TGNQEEY THNY CWIKNTYYLPYEKNIPKEHEAEKRKITPYYQWAPLILGVQAL TCYLPIT
LWRY LNKKSGIDVNAIVEAGEKFTNAEAAENRDKTLNFMTELMDRY LANQRDVPTGLCTLS
L KHVFSRTCFEWCGRKRGNYLTTLYLFSKFLLLVSVLGOLFALNFFLGODFHMYGFDATR
NMFMGEDQAASDRFPRVTMCDFEVRR LGHVORY TVOCWLPINLFNEKIYLFIWFWLAFTA
SVMTFSIVNWMFRFFYSHNDRRRYVEKHLE LMDE IGKDPSEKKALAKFVEDY LKQDGIFVL
RMVGHNTNAITATEFVOQLWDNYRTKPFVERVEDVESY

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

Las regiones transmembranales predichas estan resaltadas en color azul.

Utilizando la informacién del segundo loop extracelular:

GQDFHMYGFDAIRNMFMGEDQAASDRFPRVTMCDFKVRRLGNVQRYTVQCVLPI

NLFNEKIY

El péptido mimético resultante es el siguiente: MGEDQAASDRFPRVTMCDFK
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() Secuencia PM_Inx2

360
190 370

OOH
98

160 350
H2N— 180 380

Figura 5. Prediccion grafica de la Hm-Inx2. En azul se resalta la secuencia elegida para la

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

coincidencia con alguna otra inexina presente en la sanguijuela medicinal.

Putative conserved domains have been detected, click on the image below for detailed results.
1 5 10 15 20
l . . ] i , \ . \ 1 . \ \ | T \ | \ . |
Query seq, i} G E 1} Q i} A § D R F P R W T M © 1} F K

Superfanilies Innexin superfamily

Color key for alignment scores

W40 W40-50 50-80 W 30-200 W==200
Query
| | | | | |
1 4 8 12 16 20
dh

| inNexin 2 [Hirudo medicinalis]
Score: 70 Evalue:6.5e-13
Accession:CADSE802 1

Figura 6. Resumen grafico de la alineacion del algoritmo BLASTp. Los resultados

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

representan los valores de alineacion (Hm-Inx2=70).
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Tabla I. Tamizado de la alineacion 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.




Transformacion de E. coli DH5a (técnica de shock térmico)

La eficiencia de transformacion de DH5a con Inx2 GFP fue la siguiente:

(1145)(10711)(50 pul)
25 ul
Donde 1145 corresponde al nimero de colonias observada en la placa después de incubarla

= 22.9x1013 ufc

ufc transformadas =

toda la noche, 10~ corresponde al coeficiente de dilucién, 50 pl se refiere al volumen de
células competentes sembradas y 25 pl al medio utilizado para llenar la placa. Asi,

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

229x 1013
0.05 ug

Eficiencia de transformaciéon = = 45.8x10* ufc/ug

Figura 7. Colonias bacterianas resultantes de las pruebas de
transformacion.
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Purificacion 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.

IR 124453 4890 13151 s

INX2 GFP 2 16947 33.895 16.194

N T

I\ ¥ GFP (3 25347 5069 2.498

----
261.75 5.235 2.555 2.0

Tabla Il. Cuantificaciones de ADN. Los resultados fueron obtenidos por medio de analisis
de Espectrofotometria (NanoDrop ND-1000).

26



Microinyeccion e inmunohistoquimica

Con el fin de comprobar la accion de los péptidos miméticos y del ARN de
interferencia, las pruebas de microinyeccion se realizaron en distintos intervalos de
inyeccion. Como punto de comparacion, consideramos un ganglio como el control Sham
(Fig. 8), que fue inyectado solamente con solucién de Wennings 10X y colorante para
poder visualizar al momento del procedimiento de microinyeccion. Este muestra un patron
de ramificaciones en buen estado, asi como la conexion de cada célula nerviosa hacia la
zona del neurdpilo. Las conectivas no muestran nada fuera de lo comun. EI DAPI denota
una buena distribucién de nucleos celulares (Fig. 8A) y de igual manera se observa la

distribucion de la tubulina (Fig. 8D).

Los resultados a las 72 horas posteriores a la inyeccion (Fig. 8) mostraron algunos
cambios: en el ganglio inyectado con inexina 1, las células marcadas con DAPI (Fig. 8B)
muestra una mayor difusion de nucleos celulares en comparacion con el Sham. Ademas, la
capsula se ve mas opaca y no se ven definidas las proyecciones dentro del ganglio (Fig. 81).
Con el fluor6foro Alexa 488 no se observa algin cambio significativo en la cuestion de las
ramificaciones laterales (incluso se observa un patrén de ramificacion muy concentrado
entre este tratamiento y los controles), asi como la definicion 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 capsula no opaca, también
se observa cambio en cuanto a la integridad de las conectivas (se ven menos densas y mas

fréagiles). Las ramificaciones laterales se ven distintas.
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Sham PM INX1 PM INX2

DAPI

Alexa 488

Merge

Figura 8. Resultados inmunohistoquimicos 72 horas post inyeccién. 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 tenidas con Alexa 488 para a-tubulina + DAPI y revisadas bajo microscopio

confocal a un aumento de 20X. Barra de escala= 50 um. PM= Péptido mimético.

28



Para las 96 horas, con péptido mimético de inexina 1 (Fig. 9G) si se observa diferencia en
cuanto a la definicion de todas las estructuras (conectivas, ramificaciones, proyecciones).
Ademaés, la capsula no muestra la misma opacidad. Por otra parte, la concentracion de
ndcleos 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. 9l). También se observa un mayor contraste de concentracion

nuclear en comparacion con las muestras Sham y PM Inx1 (mayor concentracion; Fig. 9C).
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DAPI

Alexa 488

Merge

Sham PM Inx1 ARN1p Inx2

Ci

Figura 9. Resultados inmunohistoquimicos 96 horas post inyeccion. 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
teflidas con Alexa 488 pra a-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 microinyeccion de
péptido mimético para la Hm-Inx2 después de 24 horas (Figura 10). Se observa que la

integridad de la capsula 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).
Ademas, en dicho ganglio se muestra como las neuronas se encuentran distribuidas a lo
largo del espacio que deberia corresponder a los limites de la cépsula ganglionar. Las
conectivas se mantienen visibles en ambos casos, asi como es el caso con las

ramificaciones laterales.

Fase Alexa 568

Sham

PM Inx 2

Figura 10. Resultados inmunohistoquimicos 24 horas post inyeccién. Filas de arriba hacia
abajo: (A) ganglio Sham (24 horas post inyeccion; tefiido con Alexa 568 para a-tubulina) y
(B) ganglio inyectado con péptido mimético de inexina 2 (24 horas post inyeccion; tefiido
con Alexa 568 para a-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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Discusion

Para que el desarrollo del sistema nervioso se concrete de manera exitosa, es
necesario que las células involucradas en el proceso actlen de manera sumamente
organizada. Ademas del papel desempefiado en las redes neuronales, las uniones gap estan
involucradas tanto en la homeostasis como en el desarrollo embrionario del organismo, ya
que median el paso de moléculas de sefializacion 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, asi como de ARNip para
el caso de la HmInx-2; y posteriormente fueron teflidos con la técnica de

inmunohistoquimica.

La técnica de péptidos miméticos ha sido ampliamente utilizada con el fin de
evaluar la funcionalidad de proteinas como las conexinas en diversos procesos (Dora et al.,
1999; Evans y Boitano, 2001; Wang, 2007). Estos péptidos son derivados de secuencias de
proteinas transmembranales como las conexinas e inexinas, y se ha demostrado que atentan
los procesos actividad de las uniones Gap. (Warner et al., 1995). Por otro lado, la
implementacién de técnicas como el ARN de interferencia ha sido usado para el estudio de
la interaccion de conexinas y su papel regulador de otras proteinas (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

inhibicion.

Se sabe que inexina 2 esta 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 mostrd signo de alteracion vital. No obstante, se pueden observar ciertos
cambios morfoldgicos en los ganglios inyectados, asi como algunos patrones consistentes
presentes s6lo en ciertos casos. Los rasgos visibles incluyen cambios en la opacidad de la
capsula y en la forma del ganglio cuando se inyectd con péptido mimético de inexina 1y
ARNip (figura 9). Para el caso particular de inexina 2, observamos un cambio dréstico en la
morfologia del ganglio, asi como de las conectivas (figura 9). Esto podria deberse a que
HmInx-2 se encuentra directamente relacionada con el neurdpilo y la glia conectiva (Dykes
y Macagno, 2006) y ya se ha comprobado que la glia es necesaria para dar inicio al
ensamblaje del sistema nervioso, pues se encarga de guiar neuronas y axones a traves de

diversas sefiales (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 inyeccion de péptido mimético o SiARN, dependiendo del caso.
Anteriormente se ha demostrado que la técnica con péptidos miméticos homélogos a una
region especifica 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 fendmeno de reciclaje de Inexinas por parte de las Uniones
Gap, pues se ha reportado que, en conexinas, la mas antigua que reaparece en la superficie
celular actia como sitio de nucleacion para la formacion de nuevas placas de union de las

células hijas (Boassa et al., 2010).
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Ademas, descartamos que la edad de los embriones haya causado algin problema,
pues se ha reportado que no es sino hasta el onceavo dia de desarrollo en el que el sistema

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

Conclusion

Como ya se ha demostrado, la inexina 2 juega un papel fundamental para el
desarrollo de diversos organismos. Especificamente en el caso de la Hm-Inx2, ésta es una
proteina que sélo se expresa en células gliales, por lo que la inhibicion de la misma podria

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 logré una inhibicion contundente en las células gliales de los

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

microinyeccion de ARN de interferencia 'y péptidos miméticos para fines terapéuticos.

Pese a que lo obtenido de este trabajo podria 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 introduccion de péptidos miméticos y ARNip, ya sea por microinyeccién o con el uso de

biobalistica, ademas de la repeticion de ensayos que corroboren estos resultados.
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