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PARTICIPACION DEL CANALE DE POTASIO GIRKS EN EL PROCESO DE MADURACION
DE LOS OVOCITOS DE XENOPUS LAEVIS.

INDICE
RESUMEN
1. INTRODUCCION

2. ANTECEDENTES

2.1 Xenopus laevis
2.2 Ovocito de Xenopus laevis

2.2.1 Ovogénesis
2.3 Ciclo celular del ovocito

2.3.1 Arresto el ciclo celular
2.4 Activacion de la AC por proteinas G
2.5 El arresto se mantiene por proteinas Gas y GBy
2.6 Maduracion del ovocito.

2.6.1 Andrégenos como activadores de la maduracion

2.6.2 Maduracion mediada por progesterona

2.6.3 Factor promotor de la maduracion (MPF)

2.6.4 Inhibicion de la proteina cinasa dependiente de AMPc (PKA)
2.7 Segundo arresto meiotico

2.7.1 Reanudacién de la meiosis II

2.8 Canales idnicos en el ovocito de Xenopus laevis.
2.8.1 Canales idnicos
2.8.2 Canales de potasio rectificadores entrantes(Kir)
2.8.2.1 Subfamilia Kir 3 (GIRK5)
2.9 El canal endégeno GIRKS en los ovocitos de Xenopus laevis

2.9.1 Regulacién de la expresion funcional del canal
2.10 Canal GIRK5-Y16A y GIRK5-K13AR14A.
2.11 Otros canales end6genos

3. HIPOTESIS
4. OBJETIVOS
4.1 Generales
4.2 Particulares
5. METODO
5.1 Estrategia experimental.

5.2 Transcripcion in vitro del mRNA

5.3 Ovarectomia y manejo de los ovocitos de Xenopus laevis.



5.4 Ensayos previos con la progesterona en ovocitos.

5.4.1 Curva dosis-respuesta para determinar la dosis eficaz 50 de progesterona en
ovocitos.
5.5 Microinyeccion del mRNA de los canales GIRKS5 y sus mutantes.

6. RESULTADOS

6.1 Obtencion de la Curva dosis-respuesta para determinar la dosis eficaz 50 de
progesterona en ovocitos de Xenopus .

6.2 Efecto de la expresion del canal GIRKS5 y del canal GIRK5Y16A en la maduracion
del ovocito, con progesterona.
6.3 Efecto de la expresion del canal GIRKS5 y del canal GIRK5Y16A en la maduracion del
ovocito, sin progesterona.
6.4 Resultados de la prueba estadistica

7. DISCUSION
7.1 La mutante GIRK5Y16A acelera la maduracion
7.2 Maduracion sin progesterona
7.3 La mutante GIRK5Y16A4, las subunidades GBy y Gas.
7.4 Participacion del canal GIRK5 en la maduracién de los ovocitos.
7.5 Canales de potasio y progresion del ciclo celular en células cancerosas.
8. CONCLUSIONES
9. PERSPECTIVAS
10. BIBLOGRAFIA



RESUMEN

El ovocito de la rana Xenopus laevis es un modelo ampliamente utilizado en la investigacion biolégica
como un sistema de expresion heteréloga, 6ptimo para el andlisis de las vias de sefializacién celular. El
ovocito tiene la propiedad de sintetizar proteinas de membrana plasmatica exdgenas, como son los

transportadores, canales idnicos y receptores.

Durante la ovogénesis, el ovocito se encuentra arrestado en la primera profase meiética del ciclo celular
(PD). El ovocito se mantiene en el estado arrestado por la existencia de una poza endégena de dimeros Gy
libres de proteinas G heterotriméricas del tipo inhibitorias (Sheng et al, 2001), las cuales activan a la
adenilato ciclasa (AC) y elevan el AMPc. La reanudacién de la meiosis se caracteriza por la ruptura de la

envoltura nuclear, GVBD por sus siglas en inglés (Germinal Vesicular Break Down).

La maduracién del ovocito in vitro puede inducirse con la hormona progesterona, la cual provoca la
disminucion del nivel del AMPc y genera la activacién del factor promotor de la maduraciéon (MPF), el
principal regulador del arresto. Sin embargo, los andrégenos son los principales activadores fisioldgicos

de la maduracién in vivo (Lutz et al., 2001).

El ovocito tiene canales de cloro Cl- dependientes de calcio CaZ" (Barish et al, 1983), de calcio Ca?"
dependientes de voltaje (Miledi, 1982); de potasio K* del tipo rectificador tardio (Lu et al, 1990) y de
potasio del tipo rectificador entrante (Bauer et al., 1996). En 1996, David Clapham aisl6é el cDNA de un
canal de potasio rectificador entrante endégeno, activado por el dimero Gy de una proteina G
heterotrimérica del tipo inhibitoria, (canal GIRK5). De acuerdo a su secuencia de nucleétidos, el canal
tiene 3 posibles sitios de inicio, originando con ello tres posibles isoformas (GIRK5, AS5GIRKS y
A25GIRK5) (Hedin et al, 1996). En nuestro laboratorio de investigacion se realizé el estudio de las tres

isoformas y s6lo la mas corta resulté ser funcional (Salvador et al. 2001).

Investigaciones posteriores demostraron que la fosforilacién de un residuo de tirosina que se ubica
dentro de los 25 primeros aminoacidos de la regién amino terminal del canal, regula su trafico a la
membrana (Mora I & Escobar L, 2005). La mutacién de este residuo de tirosina (Y) por alanina (A) GIRK5-
Y16A, le permite que se exprese en forma funcional en la membrana plasmatica (Mora et al. 2005), a
diferencia del canal wild type (WT) que se encuentra retenido en el reticulo endoplasmico del ovocito
(Diaz-Bello et al, 2013). Durante los ensayos funcionales del canal, se observé que habia una aceleracién

en la maduracion de los ovocitos cuando éstos expresan el canal mutado GIRK5Y16A.

En este trabajo se plante6 determinar el efecto de expresar el canal GIRK5 y su mutante Y16A en la
maduracién del ovocito mediante el conteo de la formacién del GVBD. Las dos formas del canal
recombinante: GIRK5-WT y GIRK5-Y16A favorecieron la aparicién del GVBD, sin embargo, el efecto de la

expresion del canal mutado Y16A fue mucho mayor.



1. INTRODUCCION

Uno de los mejores modelos experimentales para la investigacion biolégica es el ovocito de la rana
Xenopus laevis (X. laevis). Estas células se han convertido en una herramienta sumamente til para el
estudio del ciclo celular, para fendmenos relacionados con el transporte intracelular, transduccién de
sefiales, para el estudio de la biologia del desarrollo y para la expresion funcional de proteinas de
transporte. Los ovocitos de Xenopus I son células de gran tamafio, miden cerca de 1 mm, requieren

de un mantenimiento relativamente simple y su manipulacion es facil y asequible.

Uno de los usos mas frecuentes es el del sistema de expresion heterdloga, basado en la inyeccién in
vitro de DNA o mRNA en el ovocito. Cuando el mRNA traducido produce un receptor o una proteina
de transporte, exhibe todas sus propiedades farmacolégicas y electrofisolégicas. Sin embargo el

ovocito posee un complejo sistema de transporte (Weber, 1999).

Los ovocitos se introdujeron como un sistema de expresion heteréloga por John Gurdon en 1977 y
posteriormente por Ricardo Miledi en 1982. El reticulo endoplasmico del ovocito permite la sintesis
de proteinas de membrana plasmatica exdgenas (transportadores, canales i6nicos, receptores). Un
ejemplo de este sistema, es su uso en la inyeccion del mRNA para la transcripcion de canales idnicos,
su caracterizacién funcional por registros electrofisiolégicos y el estudio de su localizacién con

quimeras fluorescentes.

La maduraciéon de los ovocitos inducida por hormonas esteroideas es independiente de la
transcripcion, ocurre por acciéon no genémica mediante receptores a esteroides (Boonyaratanakornkit

& Edwards, 2007) esto los hace un modelo éptimo para estudiar los procesos de sefializacion celular.

Durante el proceso de ovogénesis, los ovocitos permanecen arrestados en la fase de transicion de
G2 a Meiosis I (Profase I). La reanudaciéon de la meiosis en el ovocito inducida por hormonas,
involucra la activacién de distintas vias de transduccion de sefiales que convergen en la activacion

del factor promotor de la maduracién (MPF) (Schmitt & Nebrada, 2002).

La maduraciéon comienza con la accién de una hormona esteroidea. La progesterona, la hormona
utilizada para provocar la maduracion in vitro, actia reduciendo el nivel de AMPc en la célula. El
mecanismo preciso de la maduracién en Xenopus laevis ain no estd resuelto en su totalidad;
probablemente la progesterona actia mediante un receptor membranal acoplado a Gi. La reduccién

de AMPc inhibe la PKA y se favorece la cascada de sefializacién que conduce a la activaciéon del MPF,



promoviendo la meiosis y la aparicion de la vesicula de rompimiento (GVBD). Aunque la
progesterona es el la hormona mas utilizada para inducir la maduracién in vitro, los activadores

fisiolégicos in vivo son los andrégenos. (Deng et al ,2008)

El ovocito posee una poza enddégena de proteinas GPy libres. Estos dimeros actian como
inhibidores de la maduracion (Lutz et al., 2000; Sheng et al, 2001). Al parecer tanto el dimero Gy
como el Gaos, estan involucrados en la estimulacién de la adenilato ciclasa (AC); esta enzima sintetiza y
mantiene altos los niveles de cAMP intracelular, lo que mantiene en el estado arrestado a los ovocitos

(Gallo et al., 1995; El-jouni et al., 2007).

El canal de potasio GIRKS5 es un canal enddgeno del ovocito de Xenopus laevis. GIRK5 pertenece a la
familia de canales de potasio rectificadores entrantes y a la subfamilia de canales Kir activados por
proteinas G. Los canales GIRK5 se activan por ligandos de receptores metabotrépicos acoplados a
proteinas Gi. La proteina Gi heterotrimérica consta de tres subunidades: la alpha (ai), 1a beta () y la
gama (y). La proteina se disocia y el dimero Gy se une al canal de potasio GIRK y de esta manera lo
abre con lo cual promueve que los iones potasio difundan de dentro hacia fuera de la célula,
regulando el equilibrio electroquimico. Al abrirse los canales GIRK se hiperpolariza la membrana

celular.

Durante el estudio de la regulacion del canal GIRKS5 se identificéd que la fosforilacion del residuo de
tirosina 16 en el amino terminal, regula su expresion funcional. El canal silvestre GIRK5 no es
funcional mientras que la mutante GIRK5-Y16A (Y/A) se expresa en la membrana plasmatica y es

funcional (Mora & Escobar, 2005).



2. ANTECEDENTES

2.1 Xenopus laevis

La rana de garras sudafricana Xenopus laevis es una de las 17 especies de anuros pertenecientes al
género Xenopus, incluidos en la familia Pipidae (Tinsley & Kobel, 1996). Es un animal acuatico, de
actividad predominantemente nocturna, carrofiero y depredador activo, que habita en aguas
estancadas y turbias (Fig 1). Se distribuye naturalmente en Africa del Sur y partes de Zimbabwe
(Solis et al., 2004). Actualmente Xenopus se reconoce como una especie potencialmente invasora en

distintas regiones del mundo, incluido el suroeste de México.

X. laevis es un organismo modelo para estudios de biologia molecular, celular y del desarrollo
(Gurdon, 1996); su gran tolerancia y facil manipulacién en condiciones de laboratorio permitieron
ampliar su uso en diversos centros de investigacion, consolidando a Xenopus como uno de los

vertebrados mejor estudiados en la actualidad.

Una caracteristica importante de Xenopus es que es una especie tetraploide, es decir con 4 juegos
de 36 cromosomas. (Evans et al. 2004; Hughes & Hughes, 1993). Su condicién de organismo
poliploide ofrece un excelente modelo de estudio para el entendimiento de los efectos evolutivos de

la duplicacién genética.

Figura 1. Rana sudafricana Xenopus laevis.
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2.2 Ovocito de Xenopus laevis

El éxito del modelo de X. laevis radica principalmente en las caracteristicas que presentan sus
ovocitos: son células de gran tamafio que se pueden manipular con facilidad y que no necesitan de
una infraestructura costosa para su mantenimiento, ni de condiciones de esterilidad absoluta, con
respecto a los cultivos de células de mamifero. De acuerdo a la clasificacién de Dumont pertenecen a
las células individuales mas grandes del reino animal (Dumont, 1972). Ya en el estadio VI tienen un
didmetro que va de 1 a 1.3 mm y una membrana plasmatica altamente plegada con un area de entre
18 y 20 mm2 (Sobczak et al. 2010). Los huevos y embriones tempranos de este anfibio han permitido
el avance de estudios embrioldgicos en funciéon de su tamafio que permite estudiarlos y manejarlos

mas facilmente que los de cualquier otro organismo.

La produccion de huevos en condiciones naturales estd determinada por la disponibilidad del
alimento; puede ocurrir en cualquier época del afio siempre y cuando las ranas dispongan de los
recursos necesarios. En el laboratorio, la ovulaciéon puede inducirse con la inyecciéon de hormonas,
como la gonadotropina corionica humana (Reed, 2005); por tanto, la disponibilidad de los huevos no
estd restringida y se pueden obtener en el momento que se requiera. De igual forma la obtencién de
ovocitos, es decir de huevos inmaduros, no esta limitada; se pueden extraer mediante ovarectomia
parcial, procedimiento que no requiere del sacrificio de las ranas. Sin embargo, ain en condiciones
de laboratorio, el efecto estacional puede impactar tanto en el éxito reproductivo, como en la calidad

de los ovocitos cuando son extraidos del ovario.

Xenopus fue el primer animal vertebrado en ser clonado (Gurdon et al, 1975) y durante los ultimos
afios aument6 su uso continuo con el advenimiento de las tecnologias genéticas. Una técnica en auge
que ha ampliado el conocimiento de la biologia celular es el de “expresién heter6loga”, que se basa en
la inyeccidn in vitro de mRNA o DNA de una proteina de interés para que sea traducido y expresado

en el ovocito.
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2.2.1 Ovogénesis

Los ovocitos se encuentran dentro de los ovarios de la rana; estos son los érganos mas grandes de
una rana adulta, simulan ser sacos transparentes que estan divididos en multiples “lébulos”
(aproximadamente 24 por ovario); cada uno contiene cientos de ovocitos en distintos estadios de
desarrollo (Rasar & Hammes, 2006) (Fig. 2). Los ovocitos se encuentran rodeados de una capa de

células foliculares que los irradia de hormonas y proteinas necesarias para su crecimiento.

Figura 2. Saco de ovocitos de Xenopus laevis.

La ovogénesis es el proceso de transformacién de ovogonias a ovocitos y requiere
aproximadamente de ocho meses. Una ovogonia crece y se diferencia en ovocito primario y continua
su ciclo celular hasta detenerse en una profase mei6tica muy prolongada. Durante este periodo de
crecimiento, los ovocitos acumulan ribosomas, vitelo, glucégeno, lipidos y mRNA materno que
posteriormente serd utilizado para la regulacion de la sintesis de proteinas y el desarrollo
embrionario temprano. (Rasar & Hammes, 2006). En X. laevis 1a ovogénesis comprende los estadios
de crecimiento del I al VI y es de tipo asincronica, es decir que todos los estadios pueden presentarse
al mismo tiempo en el ovario (Weber, 1999) (Fig. 3). El tamafio de los ovocitos varia desde 35 micras

en el estadio [ hasta 1.3 mm en el estadio VI (Fig. 4).
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germinal

Nucleolo

Nucleolo
condensado

Figura. 3. Representacién esquematica del ovario y ovogénesis de X. laevis
(Modificado de Rasar & Hammes, 2006).

En el estadio VI el ovocito esta separado por una banda o cinturén ecuatorial que lo divide en dos
hemisferios: el polo animal de color oscuro que contiene el ntcleo y el polo vegetal de color amarillo
palido que alberga la mayor parte del vitelo y proteinas (Fig.5). El ntcleo almacena el RNA ribosomal

indispensable para la sintesis de proteinas y se le conoce como la vesicula germinal (GV) (Fig.4).

Ovocito sin fertlizar
{1200-1300um)

Ovogonia Estadio0  Estadio | Estadio I Estadio II-11I

Figura 4. Ovogénesis de Xenopus. Estadios por los que atraviesa el ovocito durante la ovogénesis, se muestra la

vesicula germinal en color azul. (Modificado de Selenko & Wagner, 2007)

13



.

Figura 5. Ovocito de X. laevis en el estadio VL.

/

Los ovocitos que se encuentran en esta etapa final de desarrollo, han completado la vitelogénesis y

son competentes para la ovulacion y la fertilizacién (Fig. 5) (Rasar & Hammes, 2006).

2.3 Ciclo celular del ovocito

La meiosis comprende la division de células especializadas para producir células germinales
haploides, 6vulos o espermas (Nebreda & Ferby, 2000). En X. laevis se producen células germinales
diploides, debido a su ploidia (4n).

La primera profase de la meiosis se divide en varias etapas durante las cuales ocurren procesos de
reorganizacion de los cromosomas; estas son: leptoteno, cigoteno, paquiteno, diploteno, y diacinesis.
El diploteno es una fase muy prolongada de la ovogénesis durante la cual ocurre la mayor parte del
crecimiento del ovocito, es un periodo de intensa actividad metabdlica en el cual se detiene el ciclo
celular meiédtico y el ovocito permanece arrestado. En ésta ultima etapa de crecimiento (estadio VI)
los ovocitos son descritos como inmaduros; (Karp, 2005). En este momento se producen todos los
rRNA y tRNA necesarios para la sintesis de proteinas hasta el estadio de blastula media y todos los

mRNA maternos necesarios para el desarrollo temprano (Gilbert & Singer, 2006).

La reanudacion de la meiosis conlleva el rompimiento de la vesicula germinal (GVBD). En este
evento ocurre el desensamble de la envoltura nuclear, los nucléolos se desintegran para migrar hacia
el polo animal y para comenzar la divisién, comienza la condensaciéon de cromosomas y la formacién

del huso.

La transicién entre meiosis [ y meiosis Il incluye la inhibicién de la fase S y el bloqueo del ovocito

por un segundo arresto en metafase II, que es ocasionado por la actividad del factor citostatico (CSF)
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(Schmitt & Nebreda, 2002). Posteriormente la meiosis Il termina una vez que el ovocito se fecunda

(Fig. 6)

LH

Metafase I Metafase IT
Arresto

/;\ Fertilizacion
—- — —-
r_- Desarrollo
VI VI

Maduracicn meiotica

Arresto en Arresto

profase 1 profase 1

Estadios—>=> [ IV VI

Figura 6. Diagrama del ovocito en la transicién de meiosis I meiosis II. La reanudacion de la meiosis I comienza
con la acciéon de la hormona luteinizante (LH) que desencadena la accién de una hormona esteoridea (Pg
progesterona) provocando el GVBD.

2.3.1 Arresto del ciclo celular

El arresto de la maduracién meiotica se caracteriza principalmente por el incremento en el nivel de
adenosin monofosfato ciclico (AMPc) intracelular. E1 AMPc funciona como un segundo mensajero en
muchas vias de comunicacién celular, en respuesta a un estimulo externo, generando la amplificacion
de una sefal (Karp, 2005). Es un nucleétido que se sintetiza a partir de adenosin trifosfato (ATP) por
la accion de la adenilato ciclasa (AC). La AC es una enzima transmembranal que es activada por
proteinas G heterotriméricas; su activacion y la produccién de AMPc pueden estar moduladas por la

accion de muchas hormonas y neurotransmisores. (Garcia, 1996).

2.4 Activacion de la AC por proteinas G

Las proteinas G heterotriméricas constan de tres subunidades, la alfa (c.), la beta () y la gama (y).
Las dos ultimas forman un dimero estable (GBy) que inicamente se disocia cuando se desnaturaliza
la proteina. La subunidad Go. tiene sitios de unién para el GDP y el dimero GBy, cuando el receptor
acoplado a las proteinas G se activa, se promueve el intercambio de GDP por GTP y la separacién de
la subunidad GaGTP tanto del receptor como del dimero GBy. Las subunidades GaGTP y Gy libres
modulan la actividad de una amplia variedad de efectores como las enzimas y los canales i6nicos. La

seflalizacion termina debido a la actividad GTPasa intrinseca de la subunidad Go. que convierte el
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GTP en GDP. El trimero se asocia nuevamente y se regresa al estado basal. Las proteinas reguladoras

de la sefializacién mediada por las proteinas G, RGSs (regulador de la sefializacién de proteinas G) o

GAPs (proteina activadora de GTPasa) incrementan la actividad GTPasa de la subunidad Ga, (Fig.7)

(Wettschureck y Offermanns 2005).

B n

|
basal
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Figura 7. Ciclo funcional de la actividad de la proteina G. Cuando
el receptor se activa por el agonista (Ag) se producen cambios
conformacionales en las proteinas G que permiten el intercambio de
GDP por GTP en la subunidad Go, y 1a liberacién del dimero GBy de la
proteina G heterotrimérica. La hidrélisis espontanea de GTP a GDP
se puede acelerar por las proteinas GAPs o RGS. El trimero se asocia
nuevamente al receptor y se reinicia el ciclo. (Modificado de
Wettschureck y Offermanns, 2005)

La subunidad Ga confiere las propiedades basicas de las proteinas G heterotriméricas y se

subdividen en cuatro subfamilias Gas (activan a la adenilato ciclasa), Gaq/Gall (Activan a la

fosfolipasa C), Gal12/Gal3 (activan a la fosfolipasa A2) y Gai/Ga0 (inhiben a la adenilato ciclasa).

Cuando las proteinas heterotriméricas Gai/Ga0 se activan, la subunidad Ga inhibe a la adenilato

ciclasa.

Adenilato
ciclasa

Cau

Qian (Ca,2.1-3)
5 (Kir3.1- >a,2.1-3
Ag Kir3.4)

K‘

Figura 8. Via de seiializacion de las proteinas Gai/Go0. Cuando el receptor se activa por el agonista (Ag) se

producen cambios conformacionales en las proteinas G que permiten el intercambio de GDP por GTP en la
subunidad Ga, el trimero Gofy se disocia y la subunidad Gai inhibe la cascada de sefalizacion de la
adenilatociclasa. Por su parte, el dimero Gy puede provocar la apertura de algunos canales idnicos, en éste caso
se ejemplifica uno de potasio y uno de calcio (Modificada de Wettschureck y Offermanns, 2005).
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2.5 El arresto se mantiene por proteinas Gas y Gy

Se ha demostrado que la sobre-expresion de las subunidades Gas inhiben la maduracién inducida
por progesterona en los ovocitos de X. laevis (Romo et al., 2002). A su vez, la sobre-expresion de Gy
inhibe la maduracidn y la via MAPK, mientras que el secuestro de las subunidades GBy enddgenas, la
incrementa. (Lutz et al, 2000; Sheng et al., 2001). Con estos resultados se concluyé que existe una
poza de proteinas Gy endégenas libres, responsable de mantener el arresto en G2. La reanudacion
de la meiosis puede inducirse por reclutadores de GBy in vitro, o naturalmente, con progesterona,

mediante un mecanismo en el que se suprime la liberacion de las GBy (Sheng et al., 2001)

Aunque las subunidades Gas y GBy contribuyen a mantener el arresto meidtico, GBy parece ser
esencial para este proceso (Lutz et al, 2001). Sin embargo, la accién de esta subunidad parece estar
condicionada a la presencia de las subunidades Gas (Guzman et al, 2005). A pesar de que Gas y Gy
son los reguladores principales del arresto, ain no se determina cdmo estas subunidades entran en
estado activo en los ovocitos inmaduros. El equipo de Romo en 2008 sugirié que existe un factor
intercambiador de nucleétido de guanina (GEF) para las subunidades Gas de X. laevis (xRic) que
activa a las Gas y mantiene la sefializaciéon Gas- GBy-AC activa (Romo et al., 2008).

Por otra parte, las subunidades Gas al igual que las Gai regulan la actividad de la proteina cinasa de
tirosina Src (Yong-Chao et al, 2000). La proteina Src en los ovocitos de Xenopus (xSrc) acelera la

maduracién por medio de la via MAPK (Tokmakov et al, 2005).

2.6 Maduracion

2.6.1 Androgenos como activadores de la maduracion.

Desde 1960 la progesterona ha sido la hormona utilizada para activar la maduracién in-vitro del
ovocito (Liu et al, 2006). Sin embargo muchos otros esteroides son iguales o mas capaces de
promover la maduracién. Aunque la progesterona es un potente promotor de la maduracién in vitro,
poco se sabe acerca de la maduracién en condiciones in vivo. Se ha demostrado que los ovocitos son
mas sensibles a la sefalizacién por los andrégenos testosterona y androstenediona que por
progesterona. Si un receptor de andrégenos (AR)se bloquea por un antagonista como la flutamida, la
maduracién inducida por andrégenos y la cascada de sefializacién via MAPK que activa el MPF, se

ven atenuadas (Lutz et al, 2001).
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La progesterona se metaboliza a androstenediona por la enzima enddgena CYP17 en los ovocitos
aislados (Lutz et al, 2001). Por consiguiente, los andrégenos son los principales mediadores
fisiolégicos de la maduracidn in vivo y juegan un papel importante en la maduracién mediada por

progesterona in vitro. (Fig. 9)

C‘I'F'1T

' Progesterona Androstenedlona Testosterona
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\h MAPK, Maduracmn

Figura 9. Modelo de la maduracién por la accién de esteroides. La progesterona induce la maduracién via MAPK

por medio de dos vias; por un lado actiia mediante un receptor de progesterona (atin no identificado) y por otra
parte se metaboliza en androstenedieona por la accidon del citocromo CYP17; a su vez, la androstenediona se
sintetiza en testosterona; ambas hormonas inducen la maduracion mediante un receptor de androégenos
(Modificado de Lutz et al, 2001).

2.6.2 Maduraciéon mediada por progesterona

La maduracién mediada por progesterona esta determinada por una cascada de sefializacién que
comienza con la secrecion de la progesterona por las células foliculares que rodean al ovocito, en
respuesta a la hormona gonadotréfica secretada por la hipo6fisis (Yamashita, 1998).

A diferencia de los receptores de progesterona de mamiferos, los cudles son factores nucleares de
transcripcion, se piensa que en los ovocitos de Xenopus la progesterona funciona acoplandose a un
receptor en la membrana plasmatica. (Smicht & Nebreda, 2001; Rios et al, 2008). Ya que es
indispensable un receptor acoplado a proteinas G (GPCR) para mantener el arresto (El-jouni, et al,
2007), es posible que la progesterona funcione como un agonista que activa a una proteina Gi, que
inhibe la AC por medio de Gai. No obstante los estudios de Lutz (2000) sugieren que la inhibicién de
la AC en los ovocitos de X. laevis esta determinada mas bien por el descenso de los dimeros GBy
libres, los cuales mantienen el arresto, debido probablemente a su secuestro por parte de las Gai
cuando se sobre-expresan (Lutz et al, 2001). Algunos estudios sugieren que las subunidades a de las

proteinas Gi no estan involucradas en la inhibicién de la AC, y apoyan esta teoria por medio de
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experimentos en donde la inyeccién de subunidades o de tres tipos de proteinas Gi de mamiferos (Gii,

Giz, y Giz), no causa el GVBD en los ovocitos (Sheng et al, 2001).

A pesar de que el mecanismo de accién de la progesterona es aun desconocido, lo que esta
demostrado es que la AC se inhibe y el AMPc deja de sintetizarse, en consecuencia, distintas vias de

sefializacion actian para activar el MPF, con lo que se promueve el GVBD.

2.6.3 Factor promotor de la maduracién MPF

Aunque son distintas las vias de sefializacién involucradas en la maduracion, todas ellas convergen
en la activacién del factor promotor de la meiosis, conocido también como factor promotor de la
maduracién (MPF). En 1971 Yoshio Masui y Clement Markert inyectaron citoplasma de ovocitos de
rana maduros en el citoplasma de ovocitos arrestados en la fase G2, los ovocitos en estado arrestado
pasaban a la fase M después de someterse a la inyeccidn; estos experimentos demostraban que
existia una factor en el citoplasma responsable de reanudar el ciclo, a esta supuesta sustancia la

llamaron maturation promoting factor (MPF)(Masui & Market, 1971) .

El MPF es un complejo que esta constituido por dos subunidades, la ciclina B y una cinasa
dependiente de ciclina (Cdc2) (Standfor et al, 2003). En X laevis el MPF se encuentra de forma
inactiva (pre-MPF) y su accién esta regulada por la fosforilacién y desfosforilaciéon en residuos de
tirosina (Y15) y treonina (T14) de la cinasa Cdc2 (Yamashita, 1998). La actividad del MPF puede ser
catalizada por la fosfatasa Cdc25 que lo activa, o por la proteina cinasa Myt1, que inhibe a Cdc2 y lo

inactiva (Nebreda & Ferby, 2000).

2.6.4 Inhibicion de la proteina cinasa dependiente de AMPc (PKA)

La proteina cinasa dependiente de AMPc (PKA) es uno de los reguladores mas importantes en la
maduracién del ovocito. La inhibicién de la PKA puede inducir la maduracién ain en ausencia de la
progesterona (El-Jouni et al, 2007). El decremento en el nivel de PKA conduce a la activacién de dos
vias principales por las cuales el pre-MPF se activa (Figura 10). Por una parte, la proteina cinasa
serina/treonina (PLK1 o su homologo en Xenopus PLx1), fosforila y activa la Cdc25; esta desfosforila
la cdc2 del MPF y entonces lo activa (Kishimoto, 2003). Por otro lado, se inicia la maquinaria de
sintesis de la proteina Mos; la cinasa Aur-A induce la poliadenilacion y la traduccién del mRNA

almacenado que codifica la proteina mos que activa la via MEK-MAPK-90Rsk. Al traducir la proteina
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cinasa mos, una cinasa especifica de la MAPK cinasa (MEK) permite la activaciéon de la proteina
p90Rsk; ésta en cambio fosforila e inhibe la cinasa Myt1, una cinasa inhibitoria de la subunidad Cdc2
del MPF. (Schmitt & Nebrada, 2002)(Fig.10). Esta proteina Mos es detectable inicamente durante la
maduracién del ovocito y se destruye rapidamente en la fecundacién (Gilbert & Singer, 2006).
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Figura 10. Cascada de seiializacion que conduce a la activacion del MPF (cyclin B/cdc2). (Standfor et al., 2003)

Las subunidades GRy parecen estar involucradas en la via MAPK, estudios revelan que el secuestro
de GBy incrementa la expresion de la proteina mos (Lutz et al, 2000). Ya que esta demostrado que
GBy mantiene el arresto del ovocito, es posible que éstas subunidades tengan influencia directa

sobre la via de la proteina mos.
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2.7 Segundo arresto meidtico
Poco después de que se reanuda la meiosis y el gameto femenino es liberado del ovario, el ovocito
encuentra un segundo bloqueo en la metafase II. Este bloqueo de la metafase es causado por las
acciones combinadas de las proteinas c-mos y la cinasa 2 dependiente de ciclina (cdc2). Estas dos
proteinas son subunidades que conjuntamente forman el factor citsotatico (CSF) que puede
bloquear el ciclo celular en metafase. Se piensa que el CSF impide la degradacion de la ciclina CdC2

(Gilbert & Singer, 2006).

2.7.1 Reanudacion de la metafase II

El ciclo celular que se detiene en metafase Il se reanuda en el momento de la fecundacion. La
evidencia sugiere que el flujo de iones de calcio que se genera en la fecundacién, permite que la
proteina calmodulina que une calcio se active. La calmodulina, a su vez puede activar a dos enzimas
que inactivan al CSF: la proteina cinasa II dependiente de calmodulina, que inactiva la cinasa cdc2 y
calpaina II, una proteasa dependiente de calcio que degrada a c-mos (Figura 11). Esta accién
promueve la divisiéon celular de dos modos. En primer lugar, sin el CSF, la ciclina puede ser
degradada y se completa la division meidtica. En segundo lugar, la proteina cinasa Il dependiente de
calcio también permite la duplicacién del centrosoma, formando de este modo los polos del huso
meidtico. La fecundacion y la meiosis parecen estar intimamente relacionadas a la liberacion y

union de iones de calcio. (Gilbert & Singer, 2006).

[T [y
Bioque an diplotens ; Progesterona flujo de a2t  Fertilizaci
MFFimzsivs) | i
W | _r.,{ Blodueo e H
| £-M0s Csl Calmodulina
! en Metafaze |
i Active /8/ P34 \\ qu‘_h_'l.‘::nm-[-’}i[l Calpain 11
Vesicula ‘\1[-’F -
germinal
| MPF inactive
] ® L ]
\ / B _._-F - . — |
meittica Terminacidn de la meiosiz
1s profase ) T

Figura 11. Esquema de la progresién de la meiosis del ovocito. Se muestran los dos bloqueos en profase I y en

metafase Il y las proteinas principales que participan en el arresto y la reanudacién del ciclo (Gilbert & Singer,
2006).
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2.8 CANALES IONICOS EN EL OVOCITO DE Xenopus laevis.

Como un modelo de expresion heteréloga, la traduccién de proteinas a canales idnicos para
estudios electrofrisiolégicos, es uno de los usos mas frecuentes que se le da al ovocito, ello ha
permitido al mismo tiempo conocer sus propios canales endégenos y como éstos regulan el potencial

de membrana.

2.8.1 Canales ionicos

Los canales i6nicos dependientes de voltaje, son proteinas integrales de membrana a través de las
cuales se da el transporte selectivo de iones en respuesta a cambios en el voltaje transmembranal
(Chaves et al. 2003). Estos canales permiten la difusion selectiva de un tipo de ién: Na*, K* Ca* o Cl" a

favor de su gradiente electroquimico.

La apertura de los canales ocurre en respuesta a un estimulo especifico. Los principales estimulos
son cambios en el voltaje a través de la membrana (canales regulados por voltaje) o la unién de un
ligando (canales regulados por ligando) El ligando puede ser tanto un mediador extracelular (canales
regulados por neurotransmisor) o un mediador intracelular, o un nucledtido (canales regulados por
nucleotidos). La actividad de muchos canales también se encuentra regulada por fosforilacién y

desfosforilacion. (Alberts et al., 2004)

Durante la maduracién del ovocito, sus propiedades bioeléctricas cambian considerablemente, el
potencial de membrana (Um) se despolariza drasticamente con valores que van de -50mV hasta -
10mV, esta despolarizacién causa una regulacion negativa de los canales i6nicos y de los sistemas de

co-transporte en la membrana (Weber, 1999).

2.8.2 Canales de potasio rectificadores entrantes (Kir)

Los canales idnicos que permiten el intercambio de iones K* en la célula, son cruciales para el
mantenimiento del potencial de membrana en reposo y para controlar la fase de repolarizacién en

las células excitables.

De entre los distintos tipos de canales de K*, aquellos que constan de dos segmentos

transmembranales (M1 y M2) pertenecen a la familia de canales de potasio rectificadores entrentes
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(Kir). Entre sus dos segmentos, se encuentra la regiéon que forma el poro, la cual presenta un filtro de
selectividad para el i6n potasio. (Fig. 12). Estos canales se agregan en tetrdmeros para formar un
canal funcional y se les llama rectificadores porque permiten el movimiento de los iones en un solo

sentido y no en el otro.

Figura 12. Canales de K*2TM/P. Constan de dos segmentos transmembranales (M1 y M2) con la region del poro

(P) entre ellos.

El papel fisiolégico de los canales Kir es mantener el potencial de reposo celular cercano al
potencial de equilibrio para el ion potasio (Ek). En consecuencia, regulan la excitabilidad celular, la

secrecion de hormonas y mantienen el balance electrolitico (Lu, 1990).

Algunos de estos canales pueden ser modulados en forma indirecta por receptores sensibles a
hormonas, neurotransmisores y otros metabolitos celulares (Hille, 2001). También son regulados
por elementos intracelulares y membranales como son los nucleétidos ciclicos, los fosfolipidos, el
ATP, las cinasas, el pH y las proteinas G heterotriméricas, entre otros. (Bichet, et al. 2003;

Ruppersberg, 2000).

2.8.2.1 Subfamilia Kir 3 (GIRK).

Los canales Kir 3 juegan un papel importante en la regulaciéon del ritmo cardiaco y en la
neurotransmision inhibitoria del cerebro (Miillner et al. 2000). Esta familia de canales es activada
por subunidades Gy de proteinas G heterotriméricas, (Zhang et al, 2008).

Los canales GIRK se expresan en el corazdn, el sistema nervioso (central y periférico), las plaquetas

y las células cancerosas de mama y pulmoén. Cinco miembros de la subfamilia GIRK se han clonado

hasta la fecha. Los canales GIRK1 (Kubo et al, 1993) y GIRK4 (Krapivinsky et al, 1995) se clonaron
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de auricula de ratén mientras que GIRK2 y GIRK3 del cerebro de mamiferos (Lesage et al, 1994 ) La

isoforma GIRKS5 se cloné de los ovocitos de la rana Xenopus laevis (Hedin et al, 1996).

Los receptores acoplados a las proteinas Gi/Go que activan a los canales GIRK son: el muscarinico
m2, el adrenérgico a2, el dopaminérgico D2, el de serotonina (5HT1A), el de adenosina A1, el de
acido y-aminobutirico B (GABAB), el de esfingosina 1-fosfato, el de somatostatina y los opioides k, py
0 (Werner, et al. 1996; Yamada, et al. 1998; Smith, et al. 2001; Hille, 2001). Ademas del dimero Gfy,
la actividad de los canales GIRK estad regulada por un gran nimero de moduladores intracelulares
como el fosfatidil inositol 4-5-bifosfato (PIP2), Na+, eicosanoides, ATP, Mg2+, y por fosforilacién
(Mark & Herlitze , 2000; Bichet, et al. 2003).

2.9 El canal enddégeno GIRKS5 en los ovocitos de Xenopus laevis.

El canal GIRKS5 localizado en los ovocitos de X. laevis forma homomultimeros funcionales que son
activados por una poza enddgena de subunidades Gy (Lutz et al, 2000).

En 1996 el grupo de David Clapham aislé el cDNA del canal de potasio rectificador entrante
enddgeno de los ovocitos de la rana Xenopus, Kir 3.5 o GIRK5 (XIR); en su secuencia determiné que
tiene tres posibles sitios de inicio correspondientes a las metioninas localizadas en la posiciéon 1, 6 y

26 del amino terminal.

M'IPERM®APSPQWKRLY*ESPQLIQTIM**AR (GIRK5)
----------- M°APSPQWKRLY'®ESPQLIQTIM**AR (A 5GIRK5)

M?AR (25GIRKS5)

En nuestro laboratorio se produjeron en forma recombinante las tres isoformas del canal GIRK5
(GIRK5-WT, GIRK5-A5 y GIRK5-A25) y se estudid su expresion funcional en los ovocitos de la rana
Xenopus. Unicamente la isoforma mas corta fue funcional (Salvador et al. 2001). Al comparar la
secuencia de los aminoacidos de la regién amino terminal de las tres isoformas, determinaron que en
los primeros 25 aminoacidos se encuentra un residuo de tirosina (Y16) que se ubica dentro de una

secuencia consenso de fosforilacion (I/L-Y-D/E_X-L) (Figura 13).
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MIPERMAPSPQWKRLYESPQ LI QTIMAR... GIRKS-WT
MAR... GIRKS5-A25
A-- GIRKS-Y16A

Figura 13. Secuencia de los primeros 25 aminoacidos del canal GIRKS5. Se muestra el
residuo de tirosina ubicado dentro de una secuencia de fosforilacion (Tomado de
Diaz Bello et al. 2013)

2.9.1 Regulacion de la expresion funcional del canal.

La accion de fosforilacién por cinasas en residuos de treonina y serina regulan el trafico y la
activacion de muchos canales de potasio. Los canales GIRK son modulados por la fosforilaciéon en
residuos de tirosina, mediante cinasas de tirosinas (PTKs) del tipo receptor y no receptor (Src). En
los canales GIRK4 la fosforilacion de residuos de tirosina (Y32 y Y53) por cinasa TrkB pone al
descubierto los aminoacidos glutamina (Q28 y Q51) y a la arginina (R30 y R52) que forman un
dominio catalitico GAP (GTPase-Activating Proteins), lo cual induce la hidrélisis del GTP y por lo

tanto, la disminucién de las proteinas Gy y la inactivacién del canal (Ippolito et al. 2002).

Mora y Escobar (2005) determinaron mediante la accién de un inhibidor de cinasas de tirosinas,
geldanamicina, que el trafico del canal GIRK5-wt y su expresion funcional, estan regulados por PTKs

(protein tirosin kinase) endégenas.

2.10 Canal GIRK5-Y16A.

La mutacién en del residuo 16 de tirosina por alanina Y16A promueve la expresion funcional del
canal GIRKS5. Lo anterior se determiné utilizando quimeras de las isoformas GIRK5-A5 y GIRK5-A25
y la mutante GIRK5-Y16A con la proteina verde de fluorescencia aumentada (EGFP), expresadas en
los ovocitos de X laevis. Mora y Escobar (2005) observaron que tanto la isoforma A25GIRK5 como la
mutante GIRK5- Y16A se encontraban en la membrana plasmatica y eran funcionales. (Mora &

Escobar 2005).
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2.11 Otros canales enddgenos.

Los ovocitos poseen una gran variedad de transportadores membranales endogenos y ya que se
utiliza como un herramienta éptima para el sistema de expresion heteréloga, es muy importante
diferenciar entre las corrientes enddgenas de las heterdlogas (Sobczak et al. 2010). Las corrientes
enddgenas pueden registrarse con protocolos de voltaje y condiciones idnicas especificas. El ovocito
tiene canales de Cl dependientes de Ca*2 (Barish et al, 1983), de Ca*? dependientes de voltaje (Miledi
etal, 1982), de K* del tipo rectificador tardio (Lu et al, 1990) y de K* del tipo rectificador entrante
(Bauer et al, 1996); Sobczak et al. 2010). No todos los canales enddgenos producen corrientes en el
rango de microamperios, como son los canales GIRK5 y los canales de cloro. Las condiciones de
registro de los canales de potasio GIRK5 no interfieren con las condiciones de registro de los canales

de cloro.
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3. HIPOTESIS

® Los canales GIRKS5 que son funcionales favorecen la formacién del rompimiento de la

vesicula germinal (GVBD).

4. OBJETIVOS

4.1 General:

° Determinar si la expresion del canal GIRK5-wt y sus mutante Y16A intervienen

en la maduracion del ovocito de Xenopus laevis.

4.2 Particulares:

e Obtener los mRNAs del canal GIRK5-WT y de las mutantes GIRK5- Y16A.
e Microinyeccion in vitro del mRNA del canal GIRKS5 y las mutante Y16A en el ovocito.

e Determinar si la maduracién se ve favorecida con la expresion del canal WT y con

cada una de sus mutantes.
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5. METODO

5.1 Esquema de la estrategia experimental.
El procedimiento experimental que se realizo para este trabajo se puede resumir en el esquema

(Fig.15) y diagrama de flujo.

OBTENCION in vitro DEL
mRNA

OVARECTOMIA
PARCIAL

OBTENCION Y MANEJO DE
OVOCITOS

MICROINYECCION in vitro DEL mRNA
DEL CANAL GIRK5-WT y GIRK5-Y16A

ADICION DE
PROGESTERONA

CONTEO DE OVOCITOS

PRUEBA ESTADISTICA

I‘I‘I‘I.I.I.I

Plasmido |~ Lineal DNA — "‘B-NA-‘
Corte In vitro
Transcription

Micro
*, inyeccion

\
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Figura 14. Esquema del procedimiento experimental.
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5.2 Transcripcion in vitro del mRNA

Previamente en el laboratorio se obtuvieron los cDNAs del canal WT y el canal mutado mediante

amplificacién por la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR).

A partir de los cDNAs se realizé la transcripcion in vitro para sintetizar los mRNA de GIRK5-WT y
GIRK5-Y16A con el kit mMessage mMachnine (Ambion Corporation, Austin, TX) siguiendo las

especificaciones del proveedor.

Los distintos mRNA se analizaron en geles de agarosa al 1%. El mRNA que se obtuvo se diluyé con
agua y se almacenaron alicuotas de 1pul a -70°C. La concentraciéon del mRNA se determind por

espectofotometria UV a una longitud de onda de 260nm con 0.061 de ABS.

5.3 Ovarectomia y manejo de los ovocitos de Xenopus laevis.

Se realiz6 una ovarectomia parcial a las ranas Xenopus laevis hembras para extraer los sacos de
ovocitos (Figura 16). La rana se coloca en hielo por lapso de 1 hora, previa a la cirugia. La
ovarectomia parcial consiste en un corte de la piel y musculo en la zona del vientre
aproximadamente un centimetro arriba del anca de la rana. Una vez que se extraen los ovocitos se
colocan en medio ND96 sin Ca*2 y se sutura el corte, la rana se coloca en agua nuevamente para que
salga de la anestesia. Posteriormente los ovocitos se incuban con colagenasa tipo Il - [0.5mg/mL] -
en agitacion moderada durante 45 minutos, con el fin de eliminar el exceso del saco vitelino, romper

las células foliculares y dejar al descubierto los ovocitos.

Figura 16. Fotografia y esquema de la extraccion de ovocitos mediante ovarectomia parcial.
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Una vez libreados los ovocitos, se lavan cuidadosamente con medio nutritivo ND96 con Ca*? y se

incuban a 18 ° C con gentamicina en el medio (80mg/ml] para evitar contaminacion.

5.4 Ensayos previos con la progesterona en ovocitos.

La maduracion in-vitro de los ovocitos se indujo con progesterona (>99% sigma-aldrich). Previa a
la micro inyeccion in vitro del RNAm de los canales, se realizaron varias pruebas para determinar a

qué concentracion maduraba el 50% del total de los ovocitos en un lapso de 24 horas.

Los ovocitos se escogieron en el sexto estadio de la ovogénesis. Se us6 un total de 175 ovocitos por
ensayo, 125 con progesterona y 50 para el control. Para los ensayos con progesterona se usaron 5
cajas de Petri con 25 ovocitos cada una. A cada caja se le anadié una concentracion diferente: 20, 40,
60,80y 100 nM (Tabla 1). Se emplearon dos cajas mas como controles: Control 1: S6lo medio ND96,
se empled para saber si algin ovocito maduraba en ausencia de la progesterona. Control 2: se

emple6 para verificar que el etanol (solvente) no tuviera algtin efecto en la maduracién (Tabla 1).

Tabla 1. Cajas de prueba con su respectiva concentraciéon de progesterona.

Caja Progesterona (nM] Etanol 100%
Control 1

Control 2 - 40 pL

1 20 8 pL

2 40 16 pL

3 60 24 pL

4 80 32 uL

5 100 40 pL

Los ovocitos se incubaron por un lapso de 48 horas y se revisaron cada 12 horas para identificar
los ovocitos maduros. El GVBD se observa como un punto blanco que se forma del lado del polo
animal del ovocito. Cuando existia duda sobre si el punto blanco era causa de la maduracién o no, se
realizaba el corte del ovocito del lado del polo animal para identificar la presencia del nucleo celular.

La ausencia del niicleo corroboraba la maduracion del ovocito.
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5.4.1 Curva dosis-respuesta para determinar la dosis eficaz 50 de progesterona.

Se realizaron 3 ensayos con el procedimiento anterior, con 3 lotes diferentes de ovocitos, es decir,
de 3 ranas distintas. Se disefié una grafica que muestra las concentraciones y la cantidad de ovocitos
que maduraron respecto al tiempo transcurrido (Grafica 1). Con estos ensayos se logro establecer la
concentracidon de progesterona que produce la maduraciéon del 50% de los ovocitos en un lapso de
24 horas. Una vez obtenida la concentracién indicada, se procedié a las pruebas con la

microinyeccién del canal GIRKS5.

5.5 Microinyeccion del mRNA de los canales GIRKS5 y sus mutantes.

La microinyeccidn in vitro del mRNA del canal GIRK5-WT y de la mutante GIRK5Y16A4, se realizo

con un total de 100 ovocitos, 25 para cada mRNA y 25 mds como control (Tabla 2).

Los ovocitos se inyectaron bajo el microscopio estereoscépico mediante el uso de un microinyector
cargado con mRNA diluido con TE (Tris-EDTA). Cada ovocito se inyect6 en el polo vegetal con 20 ng
de mRNA en 50 nL. [1ng/2,5nL]) (Fig-18). Se mantuvieron en el incubador a 18°C por un lapso de
48 hrs, para asegurar la expresion del canal. Estudios previos en el laboratorio demostraron,
mediante la técnica de Fijacion de Voltaje (Voltage-Clamp), que los ovocitos expresaban los canales

dos dias después de la microinyeccién del mRNA (Figura 19).

Figura. 18. Micro-inyeccion in vitro del mRNA mediante un manipulador fijo y un microinyector.

31



mV

-200 -150 -100 -50 50

Control GIRK5 GIRK5Y16A  A) P R
B) GIRK5 jZ‘ L,

T L4
(R — . B
7 pAI_ r,_ﬁ.d-_mwr“' jL
L6
20 ms % 7
GIRK5Y16A —,/

(i *

Figura 19. Expresion funcional del canal GIRK5Y16A. A) Registro de las corrientes de los ovocitos inyectados con mRNA
del canal GIRK5 y GIRK5Y16A. B) Relacion corriente voltaje (1/V) del canal GIRKS5 y GIRK5Y16A. La amplitud de las
corrientes se midié a -160 mV. Los ovocitos inyectados con 50 nL de H,O se utilizaron como control. El incremento en el
nivel de la corriente entrante de K* que se registra con el canal Y16A demuestra su expresion en la membrana plasmatica
del ovocito. Los registros se realizaron con la técnica fijacion de voltaje con dos microelectrodos en una solucién de registro
de 118 mM de K* dos dias después de la microinyeccion. (Tomada de Mora & Escobar 2005).

Tabla 2. Pruebas aplicadas a un total de 100 ovocitos.

Caja | # de ovocitos Tipo de prueba Ovocitos

1 25 Control En medio ND96

2 25 GIRKS5 Inyectados con mRNA del canal GIRK5

3 25 GIRK5Y-16A Inyectados con mRNA del canal GIRK5Y16A

Los ovocitos se observaron cada 12 horas. Posterior a la expresion del canal, los ovocitos se
trasladaron al medio nutritivo con la concentracién de progesterona que se eligié previamente (20
nM); se hizo un conteo de los ovocitos maduros a las 24 y 48 horas posteriores a la adicion de

progesterona.

El procedimiento anterior se realizé en diversos lotes de ovocitos, es decir, obtenidos a partir de

distintas ranas.
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6. RESULTADOS
6.1 Obtencidn de la Curva dosis-respuesta para determinar la dosis eficaz 50 de progesterona.

Cuatro lotes de ovocitos se incubaron con concentraciones distintas de progesterona (Tabla 1).

Se determind la dosis a la cual maduraba el 50% del total de ovocitos utilizados (Tabla 3).

Tabla 3. Frecuencia de GVBD ocurrida bajo distintas concentraciones de progesterona. Nimero de
ovocitos maduros generado por cada concentraciéon de progesterona, por el control 1 (ND96) y por el

control 2 (etanol). Se muestran 4 lotes, cada uno con 30 ovocitos en total. Las concentraciones de
progesterona iban de 10 a 60nM.

( )nM Lote I Lote II Lote III Lote IV Promedio
c1 0 0 0 0 0
Cc2 0 0 0 0 0
10 17 19 16 15 17
20 14 20 14 20 17
30 21 21 17 21 20
40 18 19 21 20 20
50 5 20 18 22 16
60 15 21 20 19 19

La dosis eficaz 50 aproximada que gener6 la maduracion de los ovocitos a las 24hrs fue la de 10

nM (Grafica 1) y la mas baja que se probo.

90 ~
80 -

Promedio

70 -

60 -
% de

Ovocitos >0
maduros 40 - = Promedio

30 -
20 -
10 -

0 T T T T T T T 1
C1 C2 10 20 30 40 50 60

Concentracion nM

Gréfica 1. Curva dosis-respuesta para determinar la dosis eficaz 50 de progesterona. Porcentaje de ovocitos maduros
respecto a cada concentracion de progesterona. La linea muestra el promedio de cuatro lotes.
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6.2 Efecto de la expresion del canal GIRKS5 y del canal GIRK5Y16A en la maduracidon del ovocito.

Una vez realizada la microinyeccion de los mRNAs (20 ng por ovocito), se dejaron transcurrir
48hrs para su expresion. Se agregd la progesterona al medio y 24hrs después se realizé el conteo de
los ovocitos con la formacién del GVBD. En la tabla 4 y grafica 2 se muestra el total de ovocitos
maduros generados por cada muestra, en un total de 3 lotes.

Tabla 4. Frecuencia observada de la formacién del GVBD bajo tratamiento con progesterona. Se muestra el

ndmero de ovocitos maduros generados por cada muestra (control, GIRK5 y Y16A) que fueron sometidos al
tratamiento con progesterona. Se utilizé un total de tres lotes.

Muestra inyectada
Control GIRKS GIRK5Y16A Lote
Frecuencia de 5 5 10 1
formacion del GVBD 4 5 6 2
en ovocitos. 5 ) 10 3
14 18 26 Total

30

25

20 Ty

-
15 14 /
Ovocitos
con
5 .
0 1 T T
Control GIRK5 GIRK5Y16A

Muestra inyectada

Gréfica 2. Grafica de la frecuencia de la maduracion con progesterona. Total de ovocitos maduros
generados por cada muestra (control, GIRK5 y Y16A). Se muestra la suma de tres lotes.
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La muestra que provocé una cantidad mayor de ovocitos maduros fue la del canal Y16A, con 26
ovocitos con formacion del GVBD a diferencia de 18 ocasionados por el canal WT y 14 de la muestra

sin inyeccidn.

6.3 Efecto de la expresion del canal GIRKS5 y del canal GIRK5Y16A en la maduracion del ovocito,

sin tratamiento de progesterona.

En algunos lotes ocurrié la maduracidn de los ovocitos a las 48 hrs después de la microinyeccion
del mRNA de los canales sin la progesterona. Se hizo el conteo del GVBD en los lotes que no
requirieron someterse al tratamiento con la hormona. (Tabla 5 y Grafica 3).

Tabla 5. Frecuencia observada de GVBD sin tratamiento de progesterona. NUmero de ovocitos maduros

por cada muestra. Se realiz6 el conteo a las 48 hrs después de la inyeccion de los canales, previo a la
adicion de la hormona. Se muestran cinco lotes.

Muestra inyectada
Control GIRK5 GIRK5Y16A Lote

Frecuencia 2 4 12 1
de formacién 4 9 2
de GVBD en 2 0 6 3
ovocitos. 0 1 3 4

0 2 3 5

Total 8 12 33
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Gréfica 3. Frecuencia de maduracién, sin progesterona. Total de ovocitos con formacién de GVBD
generados por cada muestra en ausencia de la progesterona. Se muestra la suma de cinco lotes.
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En las pruebas sin tratamiento de progesterona, la muestra que obtuvo un mayor nimero
de ovocitos con GVBD fue con el canal mutante Y16A, con un total de 33 ovocitos maduros, a
diferencia de los 12 ocasionados por el GIRK5 y sé6lo 8 por la muestra control, ocurridos en un
total de cinco lotes. Es importante subrayar que la expresion del canal enddgeno GIRKS sin la
tirosina Y16 fosforilada, también contribuiria a que los ovocitos sin inyectar favorezcan la

presencia de la GVBD.

En las pruebas sin tratamiento de progesterona, la muestra que obtuvo un mayor niimero
de ovocitos maduros fue la Y16A. Se obtuvieron 33 ovocitos con GVBD ocasionados por el
canal Y16A, a diferencia de 12 por el canal GIRKS5 y s6lo 8 por la muestra control, ocurridos

en un total de cinco lotes.

Es importante tomar en cuenta que estos resultados ocurrieron a las 48 hrs después de la
inyeccion de los mRNAs y sin el efecto de la progesterona in vitro, es decir 24 horas antes del
tiempo fijado para el conteo. Si se comparan los resultados entre las pruebas con
progesterona (Grafica 2) y sin progesterona (Grafica 3) se puede apreciar que en los ovocitos
sin la hormona la discrepancia entre el efecto del canal Y16A y el control es mucho mayor que

en los ovocitos con progesterona.

6. 4 Prueba estadistica

Debido a que los datos obtenidos por la formaciéon del GVBD son datos de tipo cualitativos,
se decidi6 utilizar la prueba chi cuadarada (X2) para el andlisis de frecuencias de variables
cualitativas; es decir la frecuencia de GVBD generada por las variables: Control, GIRK5-WT y
GIRK5Y16A. Se compararon las frecuencias observadas con las esperadas, para determinar si

se acepta o se rechaza la hipdtesis nula (Ho).
Contraste de hipotesis:

Hipotesis nula (Ho): No existen diferencias significativas en la maduracién de los ovocitos

sin y con los canales GIRK5.

Hipotesis alterna (Ha): Existen diferencias significativas en la maduracion de los ovocitos en

funcion del canal GIRKS5 inyectado.
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Muestras:
A) Control y GIRK5-WT

B) Control y GIRK5Y16A

C) GIRK5-WT y GIRK5Y16A.

Aplicando la férmula:

X2 = XHY N-1 (fo-fe)?=
fe

Grupo 1: Con progesterona

Grupo 2: Sin progesterona

Se hizo la comparacién entre el valor calculado (X2c) de cada muestra y el valor tabulado

(X2t) para cada caso (Tabla 6), con un nivel de significancia de a =0.05. Los grados de libertad

para todos los casos fue gl=1 y el valor de tablas X2t= 3.841.

Aceptar Ho

Rechazar Ho

X2

3.841

Figura 19. Zona de aceptacién y rechazo para la prueba X2. El valor de tablas fue de 3.841,
conun o =0.05y 1grado de libertad.

6.4.1 Prueba estadistica para las muestras del grupo 1.

Tabla 6. Comparacion estadistica entre las muestras Control, GIRK5 y GIRK5Y16A, con tratamiento de

progesterona. A) Control y GIRKS5: El valor X% fue menor que el valor X?t, por lo que se acepté Ho. B) Control y
GIRK5Y16A: X*> X; se rechaza Ho C) GIRK5 y GIRK5Y16A: X*> X°t; se rechaza Ho.

A) GVBD B) GVBD q) GVBD
Si No | Total Si No | Total Si No | Total
Control 14| 44 58 | | Control 14| 44 58 | | GIRKS 18| 42 60
GIRKS 18| 42 60| | GIRK5Y16A 26| 18 44 | | GIRK5Y16A 26| 18 44
Total 32 86 118 | | Total 40 62 102 | | Total 44 60 104
X2c =0.512760626 < X2t= 3.841 X2c = 12.82323289> X2t= 3.841 X2c = 8.801322314>X2t= 3.841
Se acepta Ho Se rechaza Ho Se rechaza Ho
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Interpretacion de la prueba:

Entre las muestras control y GIRKS5 el valor X2c fue menor al valor X2t, cayendo en la zona
de rechazo (Figura 19), por lo que se acepté Ho (Tabla 6, A), es decir que no existen
diferencias significativas en el nimero de ovocitos maduros ocurridos en ambas muestras. Ya
que se considera que la muestra GIRKS5 no es diferente de la muestra control, quiere decir que

el canal WT no intervino acelerando la maduracién.

Para el grupo B el valor X2c fue mayor al valor X2t, por lo que se rechazé Ho; el efecto en la
maduracién por las muestras control y GIRK5Y16A fue significativamente diferente uno del
otro. Esto indica que el canal mutante Y16A intervino acelerando la maduracién de los

ovocitos (Tabla 6, B).

Para el grupo C se rechazo6 Ho, es decir que el efecto de los canales en la maduracién de los

ovocitos fue significativamente distinto uno del otro. (Tabla 6, C).

6.4.2 Prueba estadistica para las muestras del grupo 2.

Tabla 7. Comparacién estadistica entre las muestras Control, GIRK5 y GIRK5Y16A, sin tratamiento de
progesterona. A) Control y GIRK5: El valor X% fue menor que el valor X?t; por lo que se acepté Ho. B) Control y
GIRK5Y16A: X*> X?; se rechaza Ho C) GIRK5 y GIRK5Y16A X2> X; se rechaza Ho.

A) GVBD B) GVBD Q) GVBD
Si | No Total Si | No Total Si | No Total
Control 8 88 96| | GIRK5 11 86 97| | Control 8 88 96
GIRK5 11 86 97 | | GIRK5Y16A | 33 44 77| | GIRK5Y16A 33 44 77
Total 19 174 193 44 130 174 | | Total 41 132 173
X2c = 0.491504564< X2t= 3.841 X2c =28.16356949 > X2t=3.841 X2c=28.3450776 > X2t=3.841
Se acepta Ho Se rechaza Ho Se rechaza Ho
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Interpretacion de la prueba:

Para el grupo de muestras sin progesterona se obtuvieron los mismos resultados que para el
grupo con progesterona: Se aceptd Ho para el grupo A (Tabla 7, A) y se rechaz6 Ho para los
grupos By C (Tabla 7, By C).

Grupo A: Se aceptd Ho.- No existen diferencias significativas entre las muestras.

Grupo B: Se rechaz6 Ho.- Existen diferencias significativas en el efecto en la maduracién por
las muestras.

Grupo C: Se rechazé Ho.- Existen diferencias significativas en el efecto en la maduracién por
las muestras.
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7. DISCUSION
7.1 La mutante GIRK5-Y16A favorece la maduracion de los ovocitos.

Recientemente nuestro laboratorio publicé que el canal GIRK5-WT se encuentra retenido en
el reticulo endoplasmico a diferencia del canal GIRK5-Y16A, que es funcional y, por

consiguiente, se expresa en la membrana plasmatica.

En todos los casos el canal que gener6 un mayor nimero de ovocitos maduros fue el Y16A. A
los resultados se les aplicé una prueba estadistica. En ambas pruebas se obtuvo que entre la
muestra control y el canal GIRK5-WT no hay diferencias significativas en el efecto sobre la
maduracién, en cambio, entre el control y el canal Y16A el efecto fue significativamente
distinto. El hecho de que el canal Y16A sea funcional y el WT esté retenido, indica que la

maduracion se ve afectada cuando el canal es funcional.

7.2 Maduracion sin progesterona

En la mayoria de los lotes utilizados para las pruebas, ocurrié el GVBD de los ovocitos previo
a la adicion de la hormona. Como se mencioné anteriormente, el proceso de maduracién se
regula por vias intracelulares distintas que no dependen solo de la progesterona. Por ejemplo,
esta la via de los receptores de insulina IGF1 (Schmitt & Nebreda, 2002) o la de los receptores
de androgenos AR (Lutz et al, 2001). Aun en la via de la maduracién inducida por
progesterona, la hormona es la que desencadena la cascada de sefializacidn, pero no es un

elemento indispensable para reanudar la meiosis.

Esto sugiere que la expresion del canal puede provocar la activacion de alguna de las vias
que regulan la reanudaciéon de la maduracién, lo que permite que los ovocitos salgan del

estado arrestado, sin la necesidad de una hormona.

A pesar de que no se puede descartar la posibilidad de una exposicién previa a alguna otra
de las hormonas esteroideas producidas por las células foliculares, o a la accién de la
colagenasa como factores que pudieron provocar la maduracién anticipada, finalmente todos
los ovocitos utilizados fueron tomados al azar, por lo que tuvieron la misma probabilidad de
madurar por alguna de estas causas. Al final, para todos los casos, el canal que provocé mas

ovocitos con GVBD en un tiempo menor, fue el Y16A.
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En ambas pruebas, con y sin progesterona, el efecto del canal Y16A en la maduracion fue
significativamente diferente del control, pero en particular, en las pruebas sin tratamiento
esta discrepancia fue considerablemente mayor (grafica 3), esto indica que atn en el caso de
que los ovocitos hubiesen madurado por el efecto de la progesterona in vitro y no por la
expresion del canal, en las pruebas sin progesterona sf ocurri6 la maduracién de los ovocitos,
en una cantidad mayor y en un tiempo mas corto, lo que comprueba que fue efecto del canal y

no de la hormona lo que provocé que salieran del estado arrestado.

Quiza la frecuencia de formaciéon del GVBD tan similar entre las tres muestras para las
pruebas con tratamiento de progesterona, puede explicarse en funciéon del efecto de la
hormona por sf sola, pero el efecto diferente que se obtuvo para los ovocitos sin tratamiento,
comprueba que la maduraciéon ocurrié por la expresion del canal y no por efecto de la

progesterona.

Esto sugiere que la expresion del canal Y16A participa acelerando la maduracién en algin

punto de la via, independiente de la progesterona.
7.3 La mutante GIRK5-Y16A y las subunidades Gy y Gas.

Ya que la maduracion del ovocito depende de una compleja red de vias y de mensajeros
intracelulares, es dificil determinar con exactitud en qué punto interviene la expresion del
canal. No obstante, lo que se conoce sobre la activacion de los canales GIRK, sus propiedades
biofisicas y sus moduladores, nos puede ofrecer una idea mas clara de cdmo participa en este

proceso.

Los canales GIRK son activados por las subunidades Gfy. Las proteinas Gfy se necesitan
para su activacién por lo que los canales GIRK5 actiian como agentes “secuestrantes” del
dimero, disminuyendo su concentracion en el medio intracelular. Por consiguiente, aumentan
las subunidades Ga; libres. Si hay mas proteinas Gai en el espacio intracelular estas pueden
inhibir a la adenilato ciclasa (AC), lo cual provoca el descenso de la concentraciéon de AMPc vy,

con ello, aumenta la velocidad de la maduracién.

Por otra parte, al activarse los canales GIRK5-Y16A, la membrana del ovocito se
hiperpolariza y la actividad de las subunidades Gas decrece. Si esto ocurre, la AC no sera
estimulada y el AMPc dejara de sintetizarse, provocando la activacion del MPF y la formacion

del GVBD.
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A su vez, el decremento en el nivel de las subunidades Gas puede afectar la regulacién de la
cinasa de tirosina enddégena xSrc, la cual esta involucrada en la aceleraciéon de la maduraciéon

por medio de la via MAPK (Tokmakov et al, 2005).

Estas propuestas sugieren un modelo en el que el canal interviene en la via de la maduracién
cuando se expresa en la membrana plasmatica, favoreciendo la reanudacién de la meiosis

(Figura 20).

GIRK GIRK GIRK
e Y16A Y16A Y16A
—] Adenilato Adenilato
e cichasa -, 0 o o ciclasa
«/Q Q v ,V. \;\ __1
ATP ;
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Rsk cyc B l 1’—" cyc B 1
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Figura 20. Modelo de la participacion del canal GIRK5-Y16A en la_maduracién. Al activarse los canales
Y16A, las subunidades Gy reclutadas para su activacion dejaran libres las subunidades Gai, éstas a su vez
inhibiran la AC dejando de sintetizar el AMPc, conduciendo a la maduracién. Por otra parte la disminucién
de las Gas conduce a la activacion de la proteina cinasa Src, la cual puede acelerar la maduraciéon por
medio de la via MAPK.
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7.4 Efecto del canal GIRK5-WT en la maduracion.

El efecto ocasionado por el canal WT no se consideré significativo, sin embargo, la
maduracién ocurrida en algunos ovocitos puede explicarse en funcién del efecto de las
fosfatasas enddégenas. Ya que la fosforilacion del residuo de tirosina Y16 mantiene la retenciéon
del canal, algunas fosfatasas endogenas podrian desfosforilar al canal y hacerlo funcional,
provocando la maduracion de los ovocitos. Una vez que el canal esta desfosforilado, se podra

expresar en la membrana plasmatica, lo que provoca el GVBD.

La abundancia de las fosfatasas enddgenas puede variar entre los lotes, es por ello que en

algunos casos ocurri6 el GVBD de los ovocitos con el canal WT.

El uso de un inhibidor especifico de fosfatasas como el acido okadaico, evitaria que las
fosfatasas endogenas provoquen la desfosforilaciéon del canal WT. Sin la intervenciéon de las

fosfatasas, se podra evaluar mejor el efecto del canal.

7.5 Canales de potasio y progresion del ciclo celular en células cancerosas.

Los canales de K* juegan un papel importante en una gran variedad de procesos celulares y
su funcién anormal esta relacionada con diversas enfermedades (Ouadid & Ahidouch, 2013).
La investigacion de los canales de K* y su participacidn en el ciclo celular se ha incrementando

en las ultimas décadas por su importante relacion con el desarrollo del cancer.

La expresion, regulaciéon o localizacion irregular de los canales de K* puede alterar la
actividad de la maquinaria del ciclo celular, estas perturbaciones resultan en una ilimitada

proliferacion, confiriendo resistencia a apoptosis y permitiendo el desarrollo del cancer.

Los iones de K* son importantes para el mantenimiento del potencial de membrana, la
fuerza conductora del flujo de Ca*? y regulan el volumen de las células en crecimiento; tales

funciones estan relacionadas con la proliferacion celular.

Diversos experimentos han demostrado que la inhibicidn genética o farmacolégica de los
canales de K* detienen el crecimiento celular (Ouadid & Ahidouch, 2013) pues son
necesarios para controlar puntos especificos en la progresion del ciclo, en las transiciones:

G0/G1, G1/Sy G2/M. La inhibicién de la actividad de ciertos canales de K* puede inducir el
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arresto en la fase GO/G1 en células cancerosas, y son esenciales para la transicién de G1/ S

(Lansu & Gentil, 2013).

El estudio de los canales de K* y su intervencion especifica en la regulacidn del ciclo celular,
ofrece la oportunidad de desarrollar herramientas mas especificas para la terapia contra el

cancer.

Los resultados obtenidos en este trabajo muestran que el canal de potasio GIRK5 podria
participar en la progresién del ciclo celular, en la transicién de G2/M. El modelo propuesto
para la activacion del canal GIRK5 involucra un cambio en el potencial de membrana, una
hiperpolarizacion que altera la regulacion de las proteinas G, implicadas en la sefializacién de

la reanudacion de la fase M.

El estudio de la participaciéon de un canal de K* en el ciclo celular de una célula germinal,

como el ovocito, resulta trascendente y ofrece un amplio campo de estudio por investigar.

El ovocito de la rana Xenopus es una herramienta versatil que brinda mudltiples
oportunidades de investigacion. Esta célula ha ampliado el conocimiento biolégico de manera
contundente y aun ofrece numerosas técnicas por explotar que seguiran impulsando el

conocimiento cientifico.
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8. CONCLUSIONES

Los resultados sugieren que el canal GIRK5 funcional favorece la maduracion del ovocito de
Xenopus laevis., La maduracion de los ovocitos de X laevis ocurrida en ausencia de la
progesterona in vitro, sugiere que la expresion del canal mutante Y16A puede intervenir en
algiin punto de la via de la maduracién. La maduracién sin hormona sugiere que el canal

participa en una via alterna a la via activada por progesterona.

9. PERSPECTIVAS

Para complementar los resultados de este trabajo, en futuras investigaciones se tiene como

perspectiva:

. Silenciar la expresion del canal endégeno mediante un RNA de interferencia o
morfolino RNA anti sentido. Se evaluara el efecto que tiene la inhibicidon del canal

enddégeno en la maduracién.

. Utilizar un inhibidor de fosfatasas enddgenas para poder evaluar mejor el

efecto del canal y sus mutantes en la maduracién.
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