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1. ABREVIATURAS

A
ACTH
DNA
cDNA
RNA
mRNA
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Hormona adrenocorticotrépica
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Acido ribonucleico
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Conexinas
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Deshidroepiandrosterona
Sulfato de deshidroepiandrosterona
Dia postcoito
Dia postparto
Alcohol etilico
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lon sodio
Noradrenalina
Amino terminal
Nandmetro
Reaccion en cadena de la polimerasa
Potencial de hidrégeno
Factor esteroidogénico 1
Semana de gestacion
Uniones comunicantes
Diferencia de potencial
Zona fasciculada
Zona glomerulosa
Zona reticular
Zona transicional



2. RESUMEN

Los canales intercelulares permiten la transferencia directa de iones y segundos
mensajeros entre células adyacentes. En los vertebrados, estos canales estan
formados principalmente por una familia de proteinas llamadas conexinas (Cxs),
integrada por 20 genes en el raton y 21 en el humano. El hemicanal o conexon esta
formado por seis conexinas y dos conexones forman un canal intercelular. Se sabe
que las células cromafines del raton adulto estan interconectadas por la conexina
36 (Cx36). Ademas la expresion de la proteina Cx36 en la rata se incrementa
durante el estrés en las glandulas suprarrenales, lo cual indica que ésta proteina es
relevante para la funcion de la glandula suprarrenal. También, es bien conocido que
la corteza y la médula se organizan durante la etapa fetal temprana y que su funcién
es fisiolégicamente relevante durante el desarrollo perinatal. Por estudios de
inmunofluorescencia (IF) se sabe que la proteina Cx36 se expresa durante la etapa
embrionaria y fetal sugiriendo que ésta se modula con el desarrollo perinatal no
obstante, éste posible cambio no ha sido cuantificado. OBJETIVO: Demostrar que
el transcrito de la Cx36 se modula durante el desarrollo fetal y perinatal en la
glandula suprarrenal de ratén. METODOS: Para determinar los niveles del transcrito
de la Cx36, se realizaron estudios de PCR en tiempo real a partir de la transcripcion
reversa del mRNA de grupos de glandulas suprarrenales a los 13 y 18 dias
postcoitum (dpc) y a los 3 dias posparto (dpp). RESULTADOS: Encontramos que el
transcrito de la Cx36 ya se expresa al dia 13 dpc y 18 dpc y que ésta expresion
aumenta al dia 3 dpp, alcanzando a esta ultima edad una significancia estadistica.
CONCLUSIONES: Lo anterior demuestra que la Cx36 se modula en una forma
dependiente del desarrollo fetal al perinatal, lo que sugiere el papel de esta conexina

en la maduracioén de las células cromafines.



3. INTRODUCCION.

3.1. Sistema Nervioso Auténomo.

El sistema nervioso periférico se divide en dos: el sistema nervioso autbnomo (SNA)
y el sistema nervioso somatico. EI SNA se forma de un conjunto de neuronas
eferentes que regulan la actividad cardiovascular, digestiva, endocrina, respiratoria
y urogenital. El SNA a su vez se divide en el sistema simpatico y parasimpatico. Las
funciones de estos dos sistemas ejercen un efecto contrario generalmente en sus
organos blanco. La divisidon simpatica regula el gasto de las reservas energéticas
almacenadas en el cuerpo. Las neuronas pre-ganglionares simpaticas se localizan
en la sustancia gris de la médula espinal en las regiones toracica y lumbar. Las
fibras pre-sinapticas se ramifican y se dirigen hacia los ganglios simpaticos
espinales donde hacen relevo sinaptico con las neuronas post-ganglionares. Estas
ultimas hacen sinapsis después con diferentes 6rganos blanco. Las neuronas post-
ganglionares migran de las crestas neurales durante el desarrollo. La médula
adrenal constituye un ganglio modificado, ya que las células cromafines reemplazan

a las neuronas post-ganglionares (Pocock y Richards, 2002).

3.2. Laglandula suprarrenal.

Las glandulas suprarrenales son 6rganos pareados que cubren la parte superior de
cada rindn. Cada glandula suprarrenal consta de una corteza externa y una médula
interna que llevan a cabo diferentes funciones. La corteza constituye alrededor del
80 % del volumen total de cada glandula, y en un sujeto adulto esta constituida por
tres zonas; una zona glomerulosa (ZG) externa, una zona fasciculada (ZF) media 'y
una zona reticular (ZR) interna. Las células de la ZG estan dispuestas en forma de
racimos, de ahi que ésta zona se llame glomerulosa (del latin glomerulus: mora).
Las células de la ZF se agrupan formando largos cordones celulares y es por ello

que esta zona se llama fasciculada (del latin fasciculus: haz). Las células de la ZR



presentan una distribucion espacial que asemeja una red. El nombre de esta zona
proviene del latin reticularis, que significa red (Fox 2008; Figura 1).

La corteza suprarrenal aunque recibe inervacion es principalmente estimulada por
hormonas. La corteza esta dividida en tres estratos celulares o capas. Su capa mas
externa o ZG constituye el 15 % del total de la glandula y produce la hormona
aldosterona la cual es importantemente regulada por el sistema renina-
angiotensina. También es regulada por la concentracion de Na* y K* extracelular.
La capa media o ZF, constituye el 50 % y produce glucocorticoides y es regulada
principalmente por la hormona adrenocorticotropina (ACTH). La capa interna o ZR,
constituye el 7 % y es productora de andrégenos sexuales. Por su parte la médula
constituye alrededor del 28 % de la glandula. Las células cromafines de la médula
adrenal estan inervadas directamente por los nervios esplacnicos de la sustancia
gris de la médula espinal. Los nervios simpaticos penetran a través del tejido
conjuntivo de la corteza de la glandula suprarrenal y hacen sinapsis directamente

con las células de la médula suprarrenal (Pocock y Richards, 2002).

Las glandulas reciben una importante irrigacion de las arterias suprarrenales, que
son ramas de las arterias diafragmaticas inferiores y de las arterias renales. Las
venas suprarrenales drenan en la vena renal y a la vena cava inferior. El drenaje

linfatico se dirige a los ganglios linfaticos para-adrticos (Debuse 2004).

Las células de la corteza suprarrenal se diferencian de las células de la médula,
porque suelen permitir la visualizacidon de mas de un nucleo y en su citoplasma se
observa un gran numero de cuerpos lipidicos que almacenan colesterol, que es el
precursor de las diferentes hormonas lipofilicas que se producen en la corteza
(Debuse 2004, Figura 1).

Las células cromafines de la médula en contraste contienen un gran nimero de
vesiculas o granulos citoplasmaticos que almacenan catecolaminas que son
hormonas peptidérgicas hidrofilicas y no liposolubles (Figura 1). Los granulos

citoplasmaticos de las células cromafines se tifien especificamente de un color



marron amarillento cuando son fijadas con soluciones que contienen sales de
cromo. Esta reaccion cromafin o feocrémica se debe a la oxidacion y polimerizacion

de las catecolaminas en el interior de éstos granulos (Debuse 2004).
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Figura 1. Esquema de la glandula suprarrenal. Muestra la ubicacién de la glandula,
las regiones morfo-funcionales (corteza y médula) y zonas que constituyen la

corteza. La médula constituye el 28 % de la glandula. Modificado de Fox 2008.

3.3. Secreciéon de hormonas esteroideas en la corteza suprarrenal.

La corteza suprarrenal secreta hormonas esteroideas (Figura 2). Todas proceden
del mismo precursor que es el colesterol. Los tres principales grupos de hormonas
producidas son:

1) Mineralocorticoides. La aldosterona, que se produce en la capa granular o
mas externa, es el mineralocorticoide mas potente. Los mineralocorticoides
estimulan a los rifiones para que retengan Na* y agua, al tiempo que
incrementan la eliminacién de K* en la orina. Estas acciones son utiles para
aumentar el volumen y la presidon sanguineos y para regular el equilibrio

electrolitico en la sangre (Ganong 2006).




2)

Los glucocorticoides se producen en la capa media o fasciculada. En el
humano el principal glucocorticoide es el cortisol (hidrocortisona). La
secrecion de cortisol es regulada por el eje hipotalamo hipdfisis a través de
la hormona ACTH secretada por la hipdfisis anterior. El cortisol y otros
glucocorticoides favorecen la disponibilidad de los nutrimentos. Para esto
ejercen numerosas acciones sobre el metabolismo; estimulan la
gluconeogénesis (produccion de glucosa a partir de aminoacidos y acido
lactico) e inhiben la utilizacion de la glucosa, lo que es util para incrementar
el nivel de glucosa en sangre; ademas estimulan la lipdlisis (degradacién de
las grasas) con la liberacion consiguiente de acidos grasos libres hacia la
sangre (Ganong 2006).

Las hormonas sexuales, son producidas en la capa interna o reticular. Su
principal producto hormonal es la androsterona. La diferente producciéon de
hormonas de la corteza suprarrenal depende de que en sus diferentes capas
se producen en forma diferencial grupos de enzimas que permiten que los

productos finales sean diferentes (Ganong 2006).
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Figura 2. Biosintesis de las hormonas de la corteza suprarrenal y enzimas

involucradas (Payne y Hales, 2004).

3.4. Produccion de hormonas y otros transmisores quimicos en

las células cromafines de la médula suprarrenal.

Las células de la médula son consideradas como células neuroendocrinas ya que
secretan catecolaminas principalmente adrenalina (A) y noradrenalina (NA) también
conocidas como epinefrina y norepinefrina asi como dopamina en menores
cantidades. Aproximadamente el 80 % de las catecolaminas liberadas por la médula
es A, y el 16 % es NA. Cabe destacar que en la médula también se producen
diversos péptidos opioides como: met-encefalina y leu-encefalina, asi también las
vesiculas secretorias contienen ATP, cromograninas y neuropéptido Y (Ganong
2006).

La acetilcolina (Ach) que liberan las neuronas pre-ganglionares simpaticas activa a
las células cromafines para que sinteticen y secreten catecolaminas por exocitosis

al torrente sanguineo.



También las células cromafines tienen otras propiedades fisiologicas semejantes a
las neuronas post-ganglionares simpaticas, entre las que se incluye la capacidad de
generar potenciales de accion tanto por actividad espontanea o secundariamente a
la estimulacion por Ach, lo cual es determinante para la secrecion de éstas

hormonas (Pocock y Richards, 2002).

3.4.1. Biosintesis de catecolaminas.

Las catecolaminas son sintetizadas a partir del aminoacido L-tirosina. La figura 3
muestra que el primer paso en la sintesis de catecolaminas es catalizado por la
enzima tirosina hidroxilasa que es el paso limitante en la ruta biosintética. Esta
permite la sintesis de la dihidroxifenilalanina (DOPA). Posteriormente por la accién
de la enzima dopamina descarboxilasa se sintetiza la dopamina. El paso de
dopamina a NA lo cataliza la enzima dopamina B-hidroxilasa, y en el ultimo paso, la
transformacién de NA a A es llevada a cabo por la enzima feniletanolamina N-
metiltransferasa (PNMT). Las catecolaminas son acumuladas dentro de vesiculas
por el transportador de monoaminas que utiliza el gradiente de H* generado por una
bomba H*-ATPasa. Por esta razén el pH de las vesiculas es acido con un valor
aproximado de 5.5. Existen dos tipos de transportadores, llamados VMAT1 y
VMAT2 (por Vesicular Monoamine Transporter) y las cromafines expresan ambos
(Erickson et al., 1996).
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Figura 3. Biosintesis de las catecolaminas en la médula suprarrenal y enzimas

involucradas. Modificado de Fox 2008.



3.4.2. Secrecion de Catecolaminas.

La secrecion de catecolaminas permite preparar al organismo para afrontar el estrés
permitiendo asi la respuesta de lucha o huida. Son diversas las situaciones
estresantes que conllevan a la liberacion de catecolaminas como por ejemplo: el
ejercicio, la hipoglucemia, el frio, las hemorragias, aunque la secrecion también
puede darse como respuesta a reacciones emocionales como el miedo, el dolor y

la excitacion sexual (Pocock y Richards, 2002).

La Ach es el neurotransmisor pre-sinaptico principal liberado del nervio esplacnico.
La Ach se une a su receptor nicotinico (hnAChR) en la célula cromafin. La Ach activa
receptores nicotinicos y muscarinicos. Los receptores nicotinicos son inotropicos,
es decir, cuando se activan abren canales sensibles a cationes que despolarizan la
membrana y al hacerlo activan los canales de Na* sensibles a voltaje. El incremento
del influjo de Na* despolariza mas a las células con lo cual también se incrementa
la probabilidad de apertura de los canales de Ca?* dependientes de voltaje. Lo
anterior genera un potencial de accién cuya repolarizacion se produce por la
apertura de canales de K* dependientes de voltaje. El influjo de Ca?* durante los
potenciales de accion incrementa la concentracidn de calcio intracelular [Ca?*]i. Ante
un cambio determinado en la [Ca?']i las vesiculas secretorias adquieren la
capacidad de fusionarse a la membrana. El proceso de liberacién incluye la
participacion del complejo SNARE (por soluble, N-ethylmaleimide sensitive factor
attachment receptors) que es el complejo proteico involucrado en la fusion de la
membrana vesicular y la membrana plasmatica. La fusiéon vesicular ocurrira
solamente con alta probabilidad cuando el aumento en la [Ca?*]i supere cierto valor
umbral .La proteina sinaptotagmina monitorea el Ca?*, con lo cual se produce una
modificacion conformacional del complejo SNARE resultando en la fusién de las
membranas. La finalizacién de este proceso conduce a la liberacién del contenido
vesicular a la circulacién sanguinea por parte de las células cromafines (Acuna et
al., 2014).
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3.4.3. Efectos fisiolégicos de las catecolaminas.

La Ay NA a dosis fisiologicas tienen algunos efectos similares y otros antagonistas.
Los cambios fisiolégicos inducidos por las catecolaminas estan mediados por su
interaccién con receptores especificos, denominados receptores adrenérgicos, que
se localizan en la superficie de las células efectoras. Los efectos de las
catecolaminas en diversos tejidos se llevan a cabo en segundos, en contraste con
los minutos, horas o dias que caracterizan a las acciones producidas por las

hormonas de la corteza.

Se conocen dos tipos de receptores adrenérgicos principales, los receptores ay los
B, que a su vez tienen variantes. Estos receptores son heptahelicales y su ocupacion
activa a proteinas G triméricas (de subunidades a, By y). La A tiene una accién mas
potente sobre los receptores 3 que sobre los receptores a. Mientras que la NA es
mas eficaz en la activaciéon de las receptores a, que los receptores . Tanto los a
como los 3 tienen los subtipos 1y 2. Estos subtipos se expresan en los diferentes
tejidos en los cuales la A como la NA tienen sus acciones (Ver tabla 1). Los
segundos mensajeros que estos receptores movilizan pueden clasificarse en dos
grupos generales. En esencia los receptores tipo alfa activan a proteinas Gq con lo
cual se activa la fosfolipasa “C” y la cinasa “C”, asi como inducen la liberacién de
Inositol trifosfato (IP3) y consecuentemente liberan Ca?* de pozas intracelulares,
mientras que los de tipo B activan (a través de proteinas Gs) o inhiben (a través de
proteinas Gi) a la proteincinasa “A” (PKA) que genera fosforilaciones de diversas

proteinas sefalizadoras (Ganong 2006).

Tanto la A como la NA aumentan la presion arterial sistolica estimulando la
frecuencia cardiaca y la contractilidad, y por tanto, aumentan el gasto cardiaco.
Algunos de los efectos metabdlicos producidos por la adrenalina son: a) favorece la
disponibilidad de nutrimentos al estimular la degradacion de glucégeno en el higado
(glucogendlisis) b) aumento de la lipdlisis c¢) inhibicion neta de la secrecion de

insulina. d) aumenta el metabolismo porque estimula el consumo de oxigeno al

11



favorecer la formacién de mitocondrias y enzimas respiratorias, y e) favorece la

fuerza de contraccion cardiaca. La NA también es un potente estimulador de la

lipdlisis. Lo anterior, permite el mantenimiento de sustratos nutritivos durante la

reacciones de estrés, como la hipoglucemia o enfrentamiento o huida. Las

catecolaminas también causan contraccién de la musculatura lisa de otros tejidos,

como el de las pupilas induciendo su dilatacion, o el de los vellos induciendo la pilo-

ereccion. La respuesta de determinado tejido frente a la A o hacia la NA circundante,

dependera de las proporciones relativas de los diferentes subtipos de receptores

adrenérgicos que expresen (Fox 2008).

Organo Efectos adrenérgicos del sistema | Receptor
simpatico-suprarrenal adrenérgico
Ojo La contraccion de las fibras radiales del | a1
iris dilata la pupila
Corazon Aumento de la frecuencia cardiaca y de | Principalmente B1
la fuerza de contraccién
Piel y  vasos | Constriccion arteriolar con contraccion | ax
viscerales del musculo liso
Vasos del musculo | Constriccion arteriolar por constriccion | ax
esquelético del nervio simpatico
Las arteriolas se dilatan debido a la | B2
hormona adrenalina
Pulmones Dilataciéon de los bronquiolos (vias | B2
respiratorias) por relajacion del musculo
liso
Estdmago e | La contraccion de los esfinteres retrasa | a1
intestino el paso de alimento
Higado Glucogendlisis y secrecion de glucosa | a1,32

Tabla 1. Receptores adrenérgicos expresados en algunos tejidos. Tomado de

Kronenberg 2009.
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3.5. Desarrollo fetal de la glandula suprarrenal.

La formacion de la corteza externa y una médula interna se genera durante la etapa

temprana de la vida embrionaria.

3.5.1. Corteza fetal.

Las células progenitoras (células adrenogonadales) que dan origen a la corteza
suprarrenal provienen del epitelio celémico situadas en el mesenterio dorsal. Estas
migran a partir del dia 9 dpc a la cresta urogenital. Los precursores corticales
suprarrenales se separan de los precursores gonadales al 10.5 dpc y terminan por
acumularse en el extremo craneano del mesonefro al 11 dpc, donde se condensan
para formar la primera manifestacion reconocible de la corteza suprarrenal. La
corteza es encapsulada por tejido conjuntivo en el dia 14 dpc en el ratdn (Hammer
et al., 2005).

En el humano la migracién de las células precursoras de la cabeza del feto
comienza alrededor de la cuarta semana de gestacion (SG). Para el segundo mes
o la octava SG, el feto ya adquirié una corteza suprarrenal rudimentaria (Hammer
et al., 2005). En los humanos la corteza suprarrenal fetal esta compuesta de dos
zonas distintas; una zona fetal y una zona definitiva. La zona fetal representa la
mayor parte (del 80 % al 90 %) de la corteza, y es el sitio primario de la
esteroidogénesis. La zona definitiva ocupa del resto de la corteza y comprende una
banda estrecha de células que rodean a la zona fetal. No obstante, a través de
estudios ultraestructurales, se ha demostrado que existe una tercera zona entre la
zona fetal y la definitiva, cuyas células tienen caracteristicas intermedias y se ha
denominado zona transicional (ZT). Alrededor de la 30 SG, la zona definitiva y la
zona transicional comienzan a adoptar el aspecto de la ZG y de la ZF
respectivamente (Mesiano y Jaffe, 1997). Existe la idea de que la zona fetal
degenera por apoptosis alrededor del primer mes de vida postnatal (Kiiveri et al.,
2002), no obstante otros autores piensan que la ZR es un remanente de la zona

fetal (Chamoux et al., 2005). Sin embargo, no hay indicio alguno de insuficiencia
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cortical suprarrenal durante el periodo perinatal y el proceso de remodelacion
postnatal, por lo que es probable que las zonas corticales que presenta un individuo
adulto, estén ya presentes y sean funcionales antes del nacimiento. De hecho,
estudios morfoldgicos han identificado una especie de ZG y ZF en etapas tardias
de la gestacion del humano (Yen et al., 2001).

En contraste con la glandula suprarrenal fetal de los humanos, en la glandula
suprarrenal fetal del raton no se ha descrito la presencia de una zona fetal. Diversos

estudios solo se remiten a describir la presencia de la corteza.

3.5.2. Médula fetal.

En cuanto a la médula, ésta deriva del ectodermo de la cresta neural (Hammer et
al., 2005). Se ha propuesto que las neuronas simpaticas y células cromafines se
derivan de un linaje celular comun llamado simpatico-adrenal, que se desarrolla de
células de cresta neural localizadas en la vecindad de la aorta dorsal. En respuesta
al ambiente local estas células adquieren propiedades neuronales vy
catecolaminérgicas. Posteriormente las células simpatico-adrenales migran hacia
los ganglios simpaticos al primordio de la corteza adrenal. En éste ultimo se
localizan hacia su centro y se diferencian en células cromafines (Huber 2006). En el
raton la migracion de las células de la cresta neural comienza alrededor del 12 dpc
y para el 13 dpc las células que daran origen a la médula suprarrenal ya se localizan
en la parte central de la corteza suprarrenal (Hammer et al., 2005). En el humano la
migracion de las células simpaticoadrenales se presenta alrededor de la novena SG
(Hammer et al., 2005).
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3.6. Produccion y efectos de hormonas esteroidogénicas y

catecolaminicas de la glandula suprarrenal fetal y perinatal.

Durante la vida fetal las glandulas suprarrenales desempenan funciones
importantes; regulan la homeostasis intrauterina, su intervencion en el desarrollo de
muchos sistemas organicos fetales es clave, como por ejemplo los pulmones (ver
adelante), preparando de esta manera al organismo para la vida extrauterina, y

también son reguladoras del inicio del parto (Kiiveri et al., 2002).

3.6.1. Hormonas esteroidogénicas.

La zona fetal produce los precursores necesarios para la sintesis de estrégenos
placentarios. El principal esteroide secretado por la zona fetal es la
dehidroepiandrostenediona sulfatada (DHEA-S), el cual es un precursor en la
sintesis de estrégenos en la placenta (Fox 2008). En el humano, la esteroidogénesis
suprarrenal fetal inicia de la sexta y octava SG, cuando las células del primordio
suprarrenal se diferencian y adquieren caracteristicas esteroidegénicas. Los
estrégenos, sobre todo el estriol, en la circulacion materna son indicadores de la
actividad esteroidogénica suprarrenal fetal. La placenta que constituye la fuente
principal de estrégenos durante el embarazo, utiliza andrégenos exoégenos
aportados en mayor grado por la corteza suprarrenal fetal y en menor grado por la
corteza suprarrenal materna. A la 8 SG, pueden detectarse concentraciones bajas
de estriol en la circulacion materna que resultan en la produccion de DHEA-S en el
feto. Alrededor de las 12 SG, las concentraciones de estriol aumentan con rapidez
alrededor de 100 veces. Este aumento coincide con el inicio del crecimiento de la
zona fetal. La produccién de DHEA-S durante el segundo y tercer trimestre aumenta
de manera considerable. Al término de la gestacion la glandula suprarrenal fetal
produce unos 200 mg/dia de DHEA-S (Yen et al., 2001). Después de la mitad del
periodo de gestacion (22 SG), las células de la ZT tienen enzimas que les permiten
sintetizar cortisol y, por lo tanto pueden ser analogas a las de la zona fasciculada

de la glandula suprarrenal de un adulto (Mesiano vy jaffe, 1997).
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3.6.2. Cortisol fetal.

El cortisol fetal desempefa varias funciones: 1) aumenta la sintesis de surfactante
(sustancia compuesta principalmente por fosfolipidos y que evita el colapso alveolar
durante la espiracién) por parte de las células pulmonares alveolares de tipo Il, 2)
acelera la diferenciacion funcional del higado, 3) induce enzimas relacionadas con
la sintesis de glucogeno hepatico entre las cuales se encuentran: la tirosina
aminotransferasa, aspartato = aminotransferasa, arginina  sintetasa vy
fosfoenolpiruvatocarboxilasa 4) también puede estimular la maduracion de las
células 3 del pancreas, 5) aumenta la actividad adrenomedular de fenilenatolamina
N-metiltransferasa (PNMT), que, a su vez aumenta la metilacion de NA a A
(Kronenberg 2009).

En las glandulas suprarrenales de fetos humanos de 18 a 21 SG la via metabdlica
de los mineralocorticoides esta localizada en la zona definitiva, aunque su actividad
es baja (Yen et al., 2001). Cerca del nacimiento, la sintesis de mineralocorticoides
como aldosterona es mas importante, ya que se necesitan para el enfrentamiento a

la vida extrauterina (Chamoux et al., 2005).

Se sabe que la sensibilidad de la glandula suprarrenal a la hormona
adrenocorticotropica (ACTH) aumenta durante el segundo y tercer trimestre del feto.
Las acciones de la ACTH estan mediadas por su interaccion con receptores
especificos heptahelicales sobre la superficie de la corteza suprarrenal (Yen et al.,
2001).

Por lo que respecta a la esteroidogénesis suprarrenal del raton, se sabe que la
enzima desmolasa de colesterol, que lleva a cabo la conversion de colesterol a
pregnenolona, se expresa al 11 dpc en el primordio suprarrenal. La enzima CYP17
que lleva a cabo la conversion de pregnenolona y progesterona a 17a-
hidroxipregnenolona y 17a-hidroxiprogesterona respectivamente se expresa en las
células suprarrenales fetales entre el 12.5 y 14.5 dpc en el ratén (Payne y Hales,
2004).
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3.6.3. Catecolaminas fetales.

Se tiene registro de que en el tejido medular fetal de humano y oveja se expresa la
enzima PNMT que es la enzima que lleva a cabo la conversion de NA a A (Cohen
et al., 1984). También se sabe que la NA y A estan presentes en la médula adrenal
y en la circulacion fetal antes del nacimiento (Cohen et al., 1984). Asi mismo, por
estudios de HPLC se ha encontrado que la médula adrenal es la principal fuente de
A y NA circulantes durante una hipoxemia aguda fetal; en particular en estos
estudios se registré un aumento en la A y NA conforme se disminuia la presion
parcial de oxigeno a intervalos de 10 minutos, con lo cual se simula diferentes
grados de hipoxia aguda en fetos de oveja entre la edad de 124 a 129 dias de
gestacion (Cohen et al., 1984). Lo anterior es evidencia de que las células
cromafines monitorean los niveles de oxigeno y que estas ultimas regulan la
produccion de catecolaminas durante el periodo fetal a término.

También se ha reportado un incremento del transcrito de la PNMT durante el
desarrollo fetal de la oveja (Adams et., 1998). Mas aun, dado que el cortisol aumenta
en la rata durante la etapa fetal se sabe que este regula a la alza el transcrito de la
enzima PNMT, regulacién que en el adulto ocurre (Wong et al., 2006).

Durante el parto se desencadena una respuesta adrenérgica inducida por el estrés
hipéxico en el feto y en el recién nacido. En grupos de nifos después del parto se
han determinado en la sangre del cordén umbilical concentraciones de NA de 15
nmol/L (2.500 pg/mL) y adrenalina de 2 nmol/L (370 pg/mL). En contraste, en nifios
prematuros, se ha detectado que estos valores aumentan, siendo para la NA de 25
nmol (4.200 pg/mL) y para la adrenalina de 35 nmol/L (640 pg/mL) (Kronenberg
2009). Aunque la glandula suprarrenal libera mas A que NA, las concentraciones
plasmaticas de NA exceden los niveles de A debido a que esta ultima es liberada
tanto a nivel periférico, adrenomedular y para-aértico. Estos cambios hormonales
inducen diversas adaptaciones para la maduracion del feto requeridas a su
nacimiento como: a) cardiovasculares, que incluyen el aumento de la presion
sanguinea y de los efectos inotrdpicos cardiacos, b) aumento de la secreciéon de

glucagdén y disminucion de la secrecion de insulina, asi como el aumento de las
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concentraciones plasmaticas de acidos grasos libres que favorecen la nutricion del
feto y ¢) la movilizacion del liquido pulmonar y el aumento de la liberacién de

surfactante que es determinante para la maduracion pulmonar (Kronenberg 2009).

3.7. Mecanismos celulares que incrementan la produccion de

catecolaminas perinatales inducida por la hipoxia.

Se sabe que los cambios en la [Ca?']i son criticos para la secrecion de
catecolaminas inducida por la hipoxia que ocurre durante el parto.

Se ha encontrado que la hipoxia aguda estimula la liberacién de catecolaminas en
las células cromafines de hembras y neonatos de rata a través de la inhibicion de la
actividad de los canales de K*. En estudios de fijacion de voltaje, las corrientes de
potasio se muestran disminuidas por la hipoxia, lo que sugiere que el cierre de las
canales de potasio resulta en la despolarizaciéon y consecuente activacion de los
canales de calcio sensibles a voltaje (Mochizuki-Oda et al., 1997). La inhibicién
hipdxica de los canales de K* inician la despolarizacion del potencial de reposo de
las células cromafines hasta un valor umbral al cual se activan los canales de Ca*
dependientes de voltaje (~ - 50 a - 40 mV) principalmente los tipo T y L. Al activarse
estos canales se incrementa la [Ca®']i y consecuentemente la secrecidén de
catecolaminas. También en experimentos de Outside Out Patch se demostré que la
probabilidad de apertura de los canales de potasio dependientes de voltaje
disminuye por hipoxia. Al parecer el canal de potasio en la célula cromafin es
sensible al oxigeno, pero el mecanismo no ha sido elucidado (Seidler y Slotkin,
1985).

En el caso de hipoxia intermitente (IH, 15 s a 10% de Oz, seguido por 5 min a 21%
de Oz, 8 h por dia por 5 dias), ha sido bien establecido que los niveles de especies
reactivas de oxigeno (ROS) también son modificados incrementandose. La IH en
neonatos de rata de 0-5 dias de edad aumenta las corrientes de [Ca?*]i y la
secrecion de catecolaminas; antioxidantes (como pentacloruro de manganeso (lll)

tetrakis(1-metil-4-piridil) porfirina (MNTMPyR), compuesto que es permeable a la
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membrana y actua como superéxido dismutasa; Apocinina, inhibidor de NOX)
impiden la anterior respuesta a hipoxia lo que sugiere la implicacién de sefalizacion
por ROS. Esto indica que ROS participa en forma critica en la respuesta secretora
de las células cromafines durante la hipoxia. En la IH se regula a la alza los niveles
de mRNA de NADPH oxidasa 2 y 4 (NOX2, NOX4), aumenta la actividad de NOX
(generador de especies reactivas de oxigeno), aumenta el mMRNA de los canales de
Ca?* tipo T Cav3.1 y Cav3.2, aumenta la corriente de Ca?* a través del canal tipo T
y también aumenta el mMRNA de los receptores de rianodina (RyRs) 2 y 4
(Souvannakitti et al., 2010). La activacién de los RyRs por ROS induce el eflujo de
calcio del reticulo endoplasmico al citosol, contribuyendo asi también a amplificar la

sefial de Ca?* en las células cromafines (Murayama et al., 1999; Figura 4).

19



Hl en neonatos (0-5 dias )

! NADPHoxidasa(NOX2/4)

|

|ROS
I |
4 BExpresion mRNA 4 Expresion meEMNA y
Tipo T Cav3.l y 3.2 prr::’refn:::lde RyR 2y 3
I Flui e Movilizacion de almacenes
Flujo de Ca™ extracelular f de Ca® intracelular

! Elevacién de [Ca™]
Hipoxia
Aguda

TSecrecién de Catecolaminas

Figura 4. Presentacion esquematica de las vias de sefializacion durante los efectos
de la hipoxia intermitente (HI) en la secrecion de catecolaminas en las células

cromafines de ratas neonatas (Souvannakitti et al., 2010).
3.8. Uniones comunicantes.
3.8.1. Estructura y composicion.

Las uniones comunicantes (UC) son estructuras proteicas especializadas de la
membrana, que se encuentran formando conglomerados de canales intercelulares.
Los canales intercelulares permiten que haya comunicacion directa de iones y
segundos mensajeros entre dos células adyacentes. Las UC fueron observadas por
primera vez a través de microscopia electrénica y se observo que en estas regiones
el espacio que separa a ambas células es de 2-4 nm. Este espacio es un orden de
magnitud menor al observado en otras regiones de la membrana entre células

adyacentes. Los modelos tridimensionales de éstas estructuras se han elucidado a
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partir de preparaciones de membranas enriquecidas en UC por métodos

bioquimicos, a través de estudios de difraccibn de rayos X y de electrones

(Goodenough y Stoeckenius, 1972).

Estos canales intercelulares estan formados por un par de conexones o

hemicanales. Cada uno de estos conexones es proporcionado por una de las dos

células. Cada conexén esta formado de 6 proteinas transmembranales formadas

por proteinas homologas llamadas conexinas (Cxs). Estos conexones establecen

contacto en el espacio que separa a las dos membranas celulares ensamblando un

canal intercelular entre el citoplasma de ambas células (Figura 5).

conexdn Conexinas
pe = -
& : o )
« ' l > Citoplasma
’ de célula A
B A Espacio
2 4 nm P
extracelular

: Cltoplasma
moléculas pequeiias de célula B

Tipo de conexén Homomérico Heteromérico Homomeérico Heteromérico
Tipo de canal Homotipico Homotipico  Heterotipico Heterotipico

Figura 5. Estructura de los canales de unién comunicante (Bloomfield y Valgyi,

2005).
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Figura 6. Microscopia electrénica de placa de unién comunicante (GJ) en
hepatocitos de raton. A) Imagen amplificada que revela la “brecha” de 2-4 nm
(flechas blancas) que hay entre membranas plasmaticas de dos células adyacentes
conectadas por uniones comunicantes. B) Criofractura de placa de union
comunicante (Goodenough y Paul, 2009).

Cada Cx de las doce que incluyen un canal intercelular esta constituida por cuatro
dominios transmembranales, dos dominios extracelulares y tres dominios
intracelulares (Figura 7). Los cuatro dominios transmembranales (M1, M2, M3 y M4)
son hidréfobos y atraviesan completamente el espesor de la membrana. De estos,
el dominio menos hidrofobico es el M3, por lo que se cree que este forma el poro
del canal. Los dominios extracelulares (E1 y E2) son regiones hidrofilicas que
participan en el reconocimiento de las conexinas que formaran el conexoén de las
células adyacentes. Los dominios intracelulares citoplasmaticos estan constituidos
por un amino terminal (NHz), una asa intracelular (CL) que une el segundo con el

tercer segmento transmembranal y una region carboxilo terminal (COOH-). Las dos
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ultimas, son las regiones que mas varian entre las diversas Cxs. La diversidad
molecular que presentan estos segmentos esta implicada en la regulacion
especifica de la actividad funcional de los diferentes tipos de canales intracelulares
(Nicholson et al., 2003; De Maio et al., 2002).

Citoplasma

Asa citoplasmatica ———— ="

~coo-

Figura 7: Esquema que muestra los dominios intracelulares, transmembranales y

extracelulares que tienen todas las conexinas (Sohl et al., 2005).

Las conexinas estan codificadas por una familia de genes que comprende 20
miembros en el genoma humano y 23 en el genoma del raton. Para nombrar a cada
una de las Cxs identificadas se utiiza el prefijo Cx seguido de un nimero que indica
el peso molecular tedrico aproximado en kilodaltones (kDa) para cada Cx (Oyamada
et al., 2005).

A través de la implementaciéon de técnicas moleculares se han logrado aislar y
clonar varias Cxs. Las Cxs se clasifican en tres clases o grupos: a, B y y (Tabla 2).
Estos grupos estan conformados con base en la homologia de las secuencias de
aminoacidos de las distintas Cxs. Las caracteristicas fisicoquimicas entre las Cxs
de los grupos a, B y y difieren, mientras que las caracteristicas fisicoquimicas dentro
de cada grupo se conservan (Segretain y Falk, 2004; Evans y Martin, 2002;
Nicholson 2003).
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Conexinas del grupo a Conexinas del grupo B
mCx30.2 hCx31.9 mCx26 hCx25
mCx33 hCx37 mCx30 hCx26
mCx37 hCx40 mCx30.3 hCx30
mCx40 hCx43 mCx31 hCx30.3
mCx43 hCx46 mCx31.1 hCx31
mCx46 hCx50 mCx32 hCx31.1
mCx50 hCx62 hCx32
mCx57 hCx59

Conexinas del grupo ¥ Conexinas no agrupadas
mCx45 hCx45 mCx23 hCx23
mCx47 hCx47 mCx29 hCx30.2

mCx36 hCx36
mCx39 hCx40.1

Tabla 2. Muestra las distintas Cxs expresadas en el humano (hCx) y en ratén (mCx),

y como se han clasificado en grupos (a, B y y) (Modificado de Nicholson et al., 2003).

Dado que una sola célula generalmente expresa mas de una Cx, puede haber los
siguientes canales intercelulares: canal intercelular homotipico, cuando cada
conexon que constituye a las UC esta formado por un solo tipo de Cxs (Conexon
homomérico); canal intercelular heterotipico, cuando cada conexon de la UC esta
conformado por conexones homomeéricos, pero cada uno de ellos formados por
diferentes conexinas; Canal intercelular heteromérico, cuando ambos conexones de
la UC estan formados por mezclas de conexinas (Oyamada et al., 2005; White y
Paul, 1999). Se sabe que las cisteinas de las asas extracelulares determinan la
interaccién entre conexones formados por diferentes conexinas. Por ejemplo se ha
demostrado que la Cx43 forma canales heteroméricos con Cx37, Cx40 y Cx46
(todos del tipo a), pero no con Cx32 (tipo B). La Cx46 forma canales heteroméricos
con Cx50 (ambos del tipo a), mientras que la Cx32 con Cx26 (ambos del tipo a)

también forma canales heteroméricos (Segretain y Falk, 2004).

24



3.8.2. Funciones generales que llevan a cabo las uniones

comunicantes.

Actualmente se sabe que las UC se encuentran expresadas propiamente en todos
los tejidos animales, a excepcion de los eritrocitos y las plaquetas. Las UC permiten
el movimiento directo de moléculas de una célula a otra. Las sustancias que pueden
ser intercambiadas a través de las UC incluyen iones y metabolitos intracelulares,
como los nucleoétidos, aminoacidos, oligosacaridos y segundos mensajeros. Dado
que permiten el acoplamiento intercelular ionico, las UC proveen un mecanismo
eficaz para propagar potenciales de accién, permitiendo que la comunicacion
intercelular sea casi instantanea; esto es mucho mas rapida que la comunicacion
que ocurre a través de sinapsis quimicas. También existen evidencias de que
participan en la regulacion del desarrollo embrionario, contribuyendo asi al
mantenimiento de la homeostasis de tejidos, regulando aspectos de morfogénesis,

diferenciacion y proliferacion celular (Oyamada et al., 2005).

En cuanto al estudio funcional de los canales que forman las UC, se sabe que éstos,
al igual que otros canales de membrana, presentan cambios conformacionales que
les permite pasar del estado abierto al estado cerrado, en el orden de milisegundos.
También el que su estado de apertura o cierre puede ser modulado por cambios en
el pH intracelular. Otro ejemplo es la concentraciéon de [Ca?']i la cual en
concentraciones mayores a 1 uM provocan el cierre del canal. También los cambios
del voltaje (Vj) aplicado entre las células o potencial de transunién determinan el

cierre del canal (Pérez et al., 1994).

Los canales intercelulares también se cierran en respuesta a factores asociados con
el incremento de la divisidbn celular. Entre estos se encuentran factores de
crecimiento como PDGF (factor de crecimiento derivado de plaquetas) y EGF (factor
de crecimiento epidérmico). También su estado de apertura puede ser afectado por
oncogenes tales como el oncogen aislado del virus del Sarcoma de Rous (v-Src),

proteina cinasa “A” (PKA) y cinasas dependientes de ciclina 2 (Cdc2). Estos factores
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inducen una fosforilacion directa o indirecta del carboxilo terminal de los canales de
UC (Nicholson 2003).

Las Cxs exhiben una vida media corta (2-3 horas), indicando que estas presentan
una alta tasa de recambio en la membrana o que pueden expresarse
transitoriamente, permitiendo también la regulacion de la comunicacion intercelular
(Saez et al., 2003).

3.8.3. Patologias asociadas a conexinas.

La lista de las enfermedades causadas por defectos genéticos en distintas
conexinas ha ido creciendo hasta implicar a once genes de los veintiuno que tiene
el hombre (Pfenniger et al., 2011). La primera conexinopatia que se descubrié fue
la enfermedad de Charcot-Marie-Tooth ligada al cromosoma X, un tipo de
neuropatia que afecta las fibras mielinicas motoras y sensoriales, causada por
mutaciones en el gen de la Cx32 (Bergoffen et. al., 1993). Las conexinas no solo
desempenfian un papel relevante para mantener la funcién de la mielina a nivel del
nervio periférico, también son criticas en el mantenimiento de la mielina del sistema
nervioso central. Las mutaciones recesivas en el gen de la Cx47 causan un cuadro
de hipomielinizacion severa conocido como la enfermedad tipo Pelizaeus-
Merbacher. La Cx47 se expresa fundamentalmente en los oligodendrocitos, las
células de la glia que forman la mielina a nivel central. Si esta via de comunicacién
intercelular entre las células de la glia se interrumpe, como ocurre cuando no se
forman los canales de Cx47, el potasio (K*) y el agua se acumula en la region
periaxonal generando bloqueo de la conduccion eléctrica, edema y la destruccion
de la mielina (Orthmann-Murphy et. al., 2007).

En los miocardiocitos del ventriculo solo se expresa la Cx43. En el modelo del ratén
se sabe que la Cx43 desempefia un papel importante en el desarrollo embrionario
del corazén y, en adulto, en la conduccion del impulso cardiaco. El raton deficiente
en esta conexina muere al nacimiento por falla en el bombeo cardiaco. Sin embargo,

en el hombre solo una de las mas de sesenta mutaciones identificadas en el gen de
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la Cx43 en pacientes con displasia oculo-dendro-digital cursa con taquicardias
ventriculares recurrentes y bloqueo auriculoventricular (Paznekas et. al., 2009). La
delecion de Cx36 induce alteraciones en la secrecion de las células beta
pancreaticas e intolerancia a la glucosa (Pérez-Armendariz 2013). También se sabe
que hay cambios de expresion de conexinas en células tumorales o en cancer de
diversos tejidos, asi como el que la delecion de conexinas especificas facilita el

crecimiento tumoral inducido por carcinogenos (Yamasaki et al., 1995).

Se sabe que la expresion de UC es alterada en los procesos tumorales (Willenberg
et al., 2006; Yamasaki et al., 1995). En el tejido medular adrenal, los tumores mas
frecuentes son los feocromocitomas. En la linea celular tumoral cromafin de rata,
PC-12, la expresion de la Cx36 ha sido reportada (Lu et al., 2007). Con respecto a
médula adrenal humana, mientras que la Cx50 es la conexina de mayor expresion
en la médula normal los feocromocitomas también aparecen como inmunoreactivos
para Cx26 (Willenberg et al., 2006). Esto sugiere que la adquisicidon de un fenotipo
tumoral en la médula adrenal humana puede ser acompafiada por un cambio en la
expresion de conexinas. Aun mas interesante, se ha encontrado que la expresion
de Cx50 en feocromocitoma maligno humano es significativamente regulada a la
baja en comparacién con la médula normal y también comparada con la expresion
en feocromocitoma benigno humano. En resumen, hay un cambio en el nivel de
expresion o isoformas de conexinas durante la tumorogénesis en la médula adrenal,
aunque falta demostrar que estos cambios contribuyan a la tumorogénesis y/o a la

hipersecrecion de catecolaminas (Colomer et al., 2009).
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3.9. Uniones comunicantes en la glandula suprarrenal.

3.9.1. Expresiéon de conexinas en células cromafines del

sujeto adulto.

Las células neuroendocrinas cromafines constituyen el tipo celular dominante en el
tejido medular adrenal. Hasta ahora se han identificado tres conexinas que pueden
acoplar células cromafines en médula suprarrenal en las especies de ratdn, rata y
humano. Las células cromafines de rata expresan el transcrito de la Cx36 y Cx43
en la misma célula cromafin (Martin et al., 2001). En contraste, en las células
cromafines de raton se expresa predominantemente la Cx36 (Degen et al., 2004).
En la médula humana se ha descrito por estudios de inmunofluorescencia (IF) que
las células cromafines estan acopladas a través de Cx50 (Willenberg et al., 2006).
La expresion de la Cx36 no ha sido investigada en glandula suprarrenal de humano
(Willenberg et al., 2006).

3.9.2. Acople eléctrico entre células cromafines adultas.

Como se ha mencionado se ha encontrado por estudios electrofisiolégicos que la
mayoria de las células cromafines de agregados disociados de la médula de ratén
asi como de rebanadas de médula suprarrenal de rata estan acopladas
eléctricamente.

En condiciones normales, se ha demostrado al registrar pares de células cromafines
de glandula suprarrenal de rata macho, que el 40 % esta acoplada eléctricamente
con conductancias de union promedio de 0.2 nS lo que se considera como un acople
eléctrico débil (Colomer et al., 2008). En condiciones basales caracterizadas por
una baja frecuencia de descarga del nervio esplacnico, algunas células son
estimuladas con Ach. Esta excitacion eléctrica puede propagarse a las células
vecinas y de esta forma inducir un influjo simultaneo de calcio en grupos de células
cromafines lo que amplifica la liberacién de catecolaminas, aun cuando no todas las

células cromafines estén inervadas por un boton sinaptico (Martin et al., 2001). Esto
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abre la posibilidad de que la despolarizacidn de una célula pueda activar potenciales
de accion en células adyacentes como consecuencia de este acoplamiento eléctrico

(Desarmenien et al., 2013).

3.9.3. Expresidén de conexinas en las células cromafines

durante el desarrollo fetal y perinatal.

Se sabe por estudios de microscopia electrénica que las UC estan presentes en la
médula suprarrenal fetal. Ademas se ha encontrado que las proteinas de la Cx36
se expresan ampliamente entre las células cromafines embrionarias y fetales de
ratdn ex vivo (Pérez 2007). Lo anterior indica que las células cromafines inicialmente
estan coordinadas entre si principalmente a través de UC cuya formacion precede
a la formacion de sinapsis quimicas entre el nervio frénico y la médula suprarrenal.
No obstante estos estudios aun no han demostrado que la expresion de la Cx36 sea

modulada durante el desarrollo pre y perinatal.

En el periodo neonatal las células cromafines de rata estan intercomunicadas
eléctricamente y este acople se modula con la inervacion (Figura 8).
Interesantemente el grado de acople eléctrico entre las células cromafines
disminuye durante el desarrollo postnatal coincidiendo con el establecimiento de las
sinapsis quimicas funcionales. Especificamente, en estudios de doble fijacién de
voltaje de pares aislados de células y en rebanadas de médula se ha encontrado
que las células cromafines de ratas machos recién nacidos estan acopladas
eléctricamente en un 65 %, mientras que su numero disminuye al 40 % en el estado
adulto (Colomer et al., 2009).

También este acoplamiento fue determinado por difusion de amarillo de lucifer (LY),
la probabilidad de observar la difusion de este colorante entre las células cromafines
fue significativamente mayor en neonatos que en adultos (0.6 vs 0.4,
respectivamente; P < 0.01) También la distribucion espacial del LY es mayor en las
células cromafines de neonatos comparada con ratas adultas, después de

microinyectar el colorante en un agregado celular. Este numero fue de 4 a 5 células
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cromafines adyacentes tefiidas en neonatos, mientras que el acoplamiento fue
confinado a 1 6 2 células en las ratas adultas (Martin et al., 2003). Las uniones
comunicantes estan implicadas en la propagacion de eventos eléctricos célula-
célula con el subsecuente incremento de Ca?* simultaneo en las células cromafines
vecinas. En un estudio con un colorante de calcio, se observo que el numero de
células en las cuales habia un incremento simultaneo de calcio intracelular fue mas
alto (5 a 6) en neonatos con respecto a adultos (2) en rebanadas de células

cromafines (Martin et al., 2001).

Desarrollo posnatal adrenal

Médula neonata > Meédula adulta

-Transmisidn sindptica inmadura -Transmision sindptica competente
-Acoplamiento robusto por conexinas entre células cromafines -Acoplamiento débil por conexinas entre células cromafines
-Control no-neurogénico de la secrecion de catecolaminas Control neurogénico de la secrecién de catecolaminas

Figura 8. Esquema que muestra el remodelado de la comunicacién por canales de

conexinas durante el desarrollo posnatal. Tomado de Desarmenien et al., 2013.

Por estudios de acople eléctrico se ha propuesto la hipotesis de que en ausencia de
inervacion durante la etapa perinatal existe un posible mayor numero de uniones
comunicantes, mientras que este numero se reduce en la etapa posnatal temprana
cuando ocurre la inervacibn a través de sinapsis quimicas (Guérineau y

Desarmenien, 2010).
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3.9.4. Canales de unién comunicante y exocitosis de

catecolaminas en la médula suprarrenal.

En glandulas endocrinas se ha postulado que las UC regulan la liberacion hormonal
(Meda et al., 1993). Esto ha podido ser analizado en mayor detalle en las células
beta pancreaticas en las cuales se ha demostrado que la delecién de la Cx36 inhibe
la formacién de UC, lo que a su vez induce un aumento en la secreciones basales
y secundarias de insulina como consecuencia de alteraciones en la coordinacion de
cambios en la [Ca?*]i inducidos por glucosa y en los respectivos pulsos de secrecion
de insulina de un islote. Mas aun, genera animales intolerantes a la glucosa
demostrando la relevancia de las UC en la funcion endocrina-pancreatica (Pérez-
Armendariz 2013).

En las células cromafines falta demostrar el impacto de las UC en la funcion. No
obstante las evidencias reportadas permiten postular que las UC también son
reguladoras de la secrecion. La estimulacion de una sola célula cromafin provoca el
incremento simultaneo de [Ca?']i en células adyacentes. Esto resulta de la
propagacion de la despolarizacién a las células vecinas y la activacién respectiva
de los canales de Ca?* dependientes de voltaje en las células vecinas, como se ha
observado in vitro (Colomer et al., 2012), con el respectivo influjo simultaneo de
calcio en mas de una célula. Esto es, se genera una onda de calcio entre las células

cromafines vecinas a aquella que recibe la inervacién sinaptica quimica.

En cuanto a la secrecion basal, las células cromafines tienen un potencial de
membrana relativamente bajo de -65 a -55 mv (Nassar-Gentina et al., 1997). En
condiciones basales existe una activacion espontanea de los canales de Na* y Ca?*
dependientes de voltaje de estas células lo que induce cambios pasajeros en la
[Ca?*]i y consecuentemente la liberacion espontanea de catecolaminas de éstas
células. En condiciones in vivo, es posible que los cambios eléctricos generados en
una célula se transmitan a algunas vecinas y generen un cambio secretorio conjunto

que determine la secrecion basal. Esta posibilidad es sugerida por los estudios en
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condiciones fisioldgicas-patoldgicas en las cuales se ha encontrado que cambios en
la secrecion de catecolaminas ocurren asociados a cambios en los niveles de
expresion de Cxs. En particular, como se describio arriba hay un aumento en los
niveles de expresion de las Cx36 y Cx43 normalmente expresadas en la médula de
la rata asociado a un incremento en la secrecion de catecolaminas en condiciones
de estrés (Colomer et al., 2008) También, como se sefialé6 anteriormente, por la
alteracion de conexinas en tumores de la médula suprarrenal asociados a
incrementos en la produccion de catecolaminas, en los cuales se ha observado una
disminucién de la Cx50 y una aparente expresion de novo de la Cx26 (Willenberg
et al., 2006).

3.9.5. Interaccion entre la transmisién sinaptica y el

acople por unién comunicante.

En el roedor la inervacion colinérgica madura en la vida temprana durante los
primeros 7 dias de vida posnatal. Existe la hipétesis de que las sinapsis quimicas
inhiben el numero o actividad de las uniones comunicantes. Esta idea proviene
como ya se citd, de la reduccion en el porcentaje de acople eléctrico registrado entre
las células cromafines de animales recién nacidos a adultos. Esta inhibicién esta
determinada por la accion de la Ach en su receptor nicotinico. En células cromafines
de rebanadas de médula suprarrenal de rata incubadas por 30 min en presencia de
bloqueadores farmacoldgicos de los receptores postsinapticos nicotinicos como
hexametonio (200 M) y a-bungarotoxina (1.5 pM) se han encontrado diferentes
evidencias que indican esta inhibicion. En particular a) se registrdé un incremento en
el acople eléctrico por estudios de fijacion de voltaje a -80 mV b) también un
aumento en la transferencia del colorante fluorescente amarillo de Lucifer (LY) entre
las células cuando fueron expuestas a hexametonio y a-bungarotoxina, determinado
por microscopia confocal c) y aumento el numero de células cromafines que
presentaron un cambio de calcio intracelular cuando una de estas fue expuesta a

agonistas de Ach como nicotina por aplicacién iontoforética.
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En respuesta al estrés cronico, la comunicacion sinaptica y por union comunicante
se somete a un remodelado funcional, resultando en un incremento de actividad
sinaptica en células cromafines. Lo anterior se ha demostrado en ratas estresadas
por frio, que la densidad de inervacion aumenta, éste aumento es detectado por IF
del neurofilamento de 200 kDa que es especifico de las fibras neuronales que
inervan las células cromafines, ademas de que los potenciales de accién
espontaneos se registran en el 82.6 % de las células de ratas estresadas mientras
que solo el 27.5 % de las células en ratas control registran potenciales de accion
espontaneos. Ademas hay un incremento en la frecuencias de descarga
espontaneas (4.42 +/- 0.16 Hz, n = 209 contra 2.85 +/- 0.11 Hz, n = 142 en
condiciones de estrés y control, respectivamente), esto refleja un incremento en la
excitabilidad celular y por lo tanto un incremento en la inervacion de la médula
suprarrenal (Colomer et al., 2008). Bajo éstas condiciones, el acoplamiento mediado
por conexinas puede estar implicado en ayudar a las células cromafines en
coordinar sus actividades eléctricas y de calcio, esto puede representar un
complemento eficiente de la transmisién sinaptica para amplificar la liberacion de

catecolaminas (Colomer et al., 2009).
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3.9.6. Uniones comunicantes y glandula suprarrenal en

condiciones de cambios en el estrés fisiolégico.

3.9.6.1. Durante el parto.

Durante la transicion de la vida intrauterina al nacimiento, los sujetos estan
expuestos a varios factores de estrés. Estos incluyen hipoxia, hipoglucemia o
glicopenia. Durante este periodo la médula adrenal ejerce una funcion protectora
muy especifica permitiendo sobrevivir a los recién nacidos, en particular contra la
hipoxia. Se sabe que la hipoxia induce cambios en el flujo membranal de iones de
Ca?* debidos a la existencia de diferentes tipos de canales de Ca?* dependientes
de voltaje en las células cromafines. En el adulto éstas incluyen a los canales tipo L
y a los canales tipo R, Q y T (Carbone et al., 2006). Estos canales tienen diferente
umbral a los cambios de voltaje. Los mas sensibles o que se activan al voltaje menos
depolarizado (-55 mV) son los canales tipo T. Se ha demostrado que la hipoxia
induce una mayor expresion de canales tipo T en las células cromafines de rata
fetales (Carabelli et al., 2007), en tal forma que la hipoxia induce un influjo mayor de
iones calcio al interior de las células con lo cual se induce una mayor secrecion de
catecolaminas. Otros segundos mensajeros que se incrementan durante la hipoxia
son las especies reactivas de oxigeno (ROS) favoreciendo la secrecion de
catecolaminas. Estos dos mensajeros son difusibles a través de las uniones
comunicantes, por lo que su aumento puede ser distribuido a través de las UC e
inducir una mayor secrecién de catecolaminas. Por lo tanto, se ha propuesto que la
comunicacion a través de canales formados por conexinas pudieran estar facilitando
la difusion de calcio intracelular asi como de otras sefales de hipoxia (ROS puede
ser un candidato) a la poblacion entera de células cromafines, contribuyendo a

desencadenar una masiva liberacion de catecolaminas.
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3.9.6.2. En condiciones de estrés por frio.

En modelos de estrés pseudo-crénico en los cuales se ha expuesto a ratas por 5

dias a 4 °C se ha reportado que existe un aumento en la secrecion de

catecolaminas. Asociado a este cambio también las siguientes evidencias indican

que el acoplamiento por uniones comunicantes también esta incrementado entre las

células cromafines en animales estresados (exposicion al frio):

)

ii)

La expresion de Cx36 y Cx43 determinada por Western blot se
incrementa en ratas estresadas con respecto a ratas control (Colomer et
al., 2008).

Hay un incremento en el numero promedio de células cromafines a las
cuales difunde el trazador fluorescente intercelular LY en rebanadas de
glandula suprarrenal de animales estresados (n= 382 pares de células,
82.2 % del total registrado) con respecto a aquéllas de animales control
(n=122 pares de células, 18 % del total), cuando éste colorante es
expuesto en secciones de rebanadas de médula suprarrenal (Colomer et
al., 2008).

El estrés pseudo-cronico induce un incremento en los porcentajes de
células fuertemente acopladas con respecto a las débilmente acopladas
eléctricamente en ratas. Por estudios de doble fijacion de voltaje en pares
aislados de células cromafines se ha encontrado que los porcentajes de
células cromafines fuertemente acopladas (5 nS) y débilmente acopladas
(0.25 nS) son del 50 % y 50 %, respectivamente. En contraste en los
animales control estas fracciones son del 1 % y 98 % respectivamente
(Colomer et al., 2008).

El incremento en la [Ca?*]i provocado por la aplicacién iontoforética de
nicotina sobre una sola célula cromafin de rebanadas de médula adrenal
ocurre simultdneamente en un numero promedio mayor de células
vecinas (n = 55, 81.8 % del total de grupos determinados) en rebanadas
de ratas estresadas que en ratas control (n = 27, 63 % del total de grupos

determinados) (Colomer et al., 2008) .
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Lo anterior, permite considerar que el incremento en la comunicacion intercelular
esta interrelacionado con el aumento en la secrecion de catecolaminas que se ha

determinado en animales estresados (Colomer et al., 2008).

4. ANTECEDENTES.

Estudios previos realizados en la glandula suprarrenal del raton adulto han
documentado que las células cromafines de la médula generan potenciales de
accién y estan acopladas eléctricamente tanto en acumulos in vitro como en
glandulas completas micro-disecadas (Nassar-Gentina et al., 1997). Se sabe que
en el roedor (ratén y rata) adulto este acople resulta de la expresién de la Cx36 en
forma semejante a las células excitables del sistema nervioso central; incluyendo la
médula espinal, el talamo, el hipocampo (Degen et al., 2004) asi como las células 3
del pancreas (Moreno et al., 2005) que también son excitables. También, este
acople resulta de la expresion de la Cx43 en la médula suprarrenal de la rata. Mas
aun se ha documentado que la estimulacion de un célula de un agregado de células
cromafines inducida por un agonista del receptor nicotinico aplicado a través de una
micropipeta, induce cambios de [Ca?*]i coordinadores en varias células cromafines
(Martin et al., 2001). El acople eléctrico y la sincronizacion de sefiales de calcio en
grupos de células cromafines en principio favoreceria la secrecion coordinada de
adrenalina (Martin et al. 2001). Ademas como se ha resumido anteriormente, se ha
encontrado que condiciones que inducen incrementos en la produccion de
catecolaminas, como el estrés del nacimiento o el estrés inducido por frio asi como
en el crecimiento anémalo de las células cromafines o feocromocitoma ocurren
asociadas a cambios en los niveles de conexinas o tipos de conexinas que
expresan. Lo anterior sugiere que las UC estan implicadas en la regulacion de la

secrecion de catecolaminas.
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5. JUSTIFICACION.

Durante la etapa fetal, se sabe que tanto el cortisol como las catecolaminas juegan
un papel fisiolégico determinante para la sobrevida del producto al nacimiento. A
diferencia del animal adulto, existe escasa informacién sobre las UC en la médula
suprarrenal del sujeto prenatal y perinatal. En estudios previos, se encontr6 que la
proteina y el transcrito de la Cx36, pero no la Cx43, se expresan en las células
cromafines de glandula suprarrenal del raton desde las etapas mas tempranas del
desarrollo fetal al dia 13 dpc (Pérez 2007; Pérez et al., 2008) esto es, al tiempo que
son englobadas por el tejido mesodérmico que genera la corteza suprarrenal. Mas
aun, se encontrd evidencia de que su expresion aumenta con el desarrollo fetal por
estudios de IF. Su expresiéon tan temprana y su incremento aparente durante la
etapa fetal sugieren que la Cx36 ademas de regular la secrecién de catecolaminas
puede jugar un papel en la diferenciacion o maduracion de las células cromafines.
No obstante, estos cambios en la expresidon de esta conexina no fueron
cuantificados, dado el tamafio pequefio de las glandulas durante el periodo
embrionario y fetal. A fin de cuantificar y demostrar que su expresién es modulada
durante el desarrollo fetal y perinatal en la presente tesis se cuantificaron sus niveles

utilizando la técnica de Reverso transcripcion-PCR en tiempo real (QRT-PCR).

También a fin de tener mayores evidencias que apoyen la idea de que su expresion
puede estar correlacionada con la diferenciacidon y o maduracién de las células
cromafines en esta tesis se investigd en paralelo el cambio en la expresion del
transcrito de la PNMT por gRT-PCR, ya que es la enzima responsable de la
conversion de la noradrenalina a adrenalina durante la vida fetal y perinatal, como

un marcador de la diferenciacion y maduracién de estas células.
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6. HIPOTESIS.

La Cx36 es un gen de expresion temprana en las células cromafines fetales que es
regulado a la alta durante la vida fetal y perinatal en forma correlacionada a su

diferenciacion y/o maduracion en la glandula suprarrenal de raton.

7. OBJETIVOS.

7.1. Objetivo general.

Cuantificar la expresion del transcrito de la proteina de unién comunicante Cx36 y
de la enzima PNMT durante el desarrollo embrionario y después del parto en las

células cromafines de la glandula suprarrenal del ratén.

7.2. Objetivos particulares.

a) Determinar los niveles relativos de expresion del mRNA de la Cx36 utilizando
la técnica de qRT-PCR a los 13 dias post coitum (dpc), 18 dpc y 3 dias
después del parto (dpp).

b) Determinar los niveles de expresiéon del mRNA del gen especifico de las
células cromafines feniletanolamina N-metiltransferasa (PNMT) normalizado
con respecto al gen constitutivo Rn 18s utilizando la técnica de qRT-PCR a

los 13 dpc, 18 dpc y 3 dpp.
c) Analizar si existe una correlacion en los niveles de expresion de los

transcritos de la Cx36 con la expresion del gen de diferenciacion de las

células cromafines Pnmt.
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8. MATERIALES Y METODOS.
8.1. Diseccion de animales y obtencién de las muestras.

Se utilizaron ratones hembras de la cepa CD1 del bioterio de la Facultad de
Medicina, UNAM. Los animales se mantuvieron y manejaron de acuerdo con las
guias y principios nacionales e internacionales para la Investigacion Biomédica en
Animales, promulgadas por la Sociedad para el Estudio de la Reproduccion. Las
hembras prefiadas mostraron un tapén vaginal después de 2 a 3 horas después del
apareamiento, en estas hembras se considerdé esta condicion como dia 0 de
embarazo.

Las hembras de 13 y 18 dpc fueron anestesiadas por medio de inhalacion de éter
en un contenedor para posteriormente ser sacrificadas por decapitacion. A
continuacion se obtuvieron por microdiseccidn glandulas suprarrenales de
embriones y fetos, las cuales fueron separadas de la grasa envolvente y agrupadas
en tubos con trizol mantenidas a 4 °C. Para la edad de 13 dpc se incluyeron 6
muestras; cada muestra compuesta de 16 glandulas provenientes de 8 embriones.
Para la edad 18 dpc cada muestra incluydé 16 glandulas provenientes de 8 sujetos
diferentes; la edad también compuesta por 6 muestras. Para las edades posnatales
se registro el dia del parto como el dia 0 y se sacrificé por decapitacién a los
neonatos al 3 dpp, cada muestra incluyo un total de 6 glandulas que provenian de
6 diferentes animales. También se utilizaron ratones adultos de tres meses de edad
de los cuales se obtuvo RNA para realizar las curvas de calibracion de los genes.
Cada una de estas muestras incluyo las dos glandulas de cada animal. Para cada
edad de desarrollo en el estudio se analizaron 6 muestras. Una vez disecadas las
glandulas se homogenizaron en 300 pL de trizol (Invitrogen) y se congelaron en

nitrégeno liquido para la posterior extraccion de RNA.
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8.2. Extraccion de RNA.

Las muestras a -70 °C se descongelaron y se les agregaron 700 uL de trizol e
incubaron a temperatura ambiente por 5 min. A cada tubo se le adicion6 200 pL de
cloroformo y enseguida se agitaron vigorosamente por 15 s en vortex. Se incubaron
a temperatura ambiente por 3 min, se centrifugé la muestra a 12000 rpm por 15 min
a 4 °C. Después de la centrifugacion de la mezcla (fenol-cloroformo) se separo la
fase acuosa (superior) que contiene al RNA de la fase organica (fondo del tubo) y
de la interfase. Se transfirié la fase acuosa a un nuevo tubo. Se agregaron 500 pL
de 2-propanol para precipitar el RNA agitando por inversion del tubo. Las muestras
se dejaron reposar a temperatura ambiente por 10 min, después se centrifugaron a
11000 rpm por 10 min a 4 °C con lo que se elimind el sobrenadante. Posteriormente
se agrego 1 mL de etanol al 70 % v/v para lavar el RNA y en seguida se agitd por
inversion. Se centrifugaron las muestras a 9000 rpm por 5 min a4 °C. EI RNA quedé
precipitado en el fondo del tubo. Se eliminé el sobrenadante y el RNA se seco en la
campana de flujo laminar por 10 min. EI RNA se disolvidé en 40 uL de agua tratada
con dietilpirocarbonato (DEPC). Las muestras se incubaron en el termoblock por 10
min a 55 °C. Antes de guardar las muestras de RNA a -70 °C, se tomaron 10 uL

para su posterior verificacion de integridad y cuantificacion.

8.3. Verificacion de la integridad del RNA y cuantificacion.

De las muestras de RNA aislados se cargaron 3 pL en un gel de agarosa al 1.2 %
p/v en buffer Tris-Acetato-EDTA (TAE) 1X. El RNA fue separado en una camara
horizontal a la cual se le aplicé una diferencia de potencial de 75 V. Los geles fueron
analizados en el transiluminador donde se observaron dos bandas intensas que
corresponden a las subunidades 28 S y 18 S de RNA ribosomal. Los RNA que se
encontraron integros se cuantificaron en un espectrofotometro (Beckman Coulter),
programado para la cuantificacion de acidos nucleicos en las longitudes de onda de
260/280 nm. Se prepararon por triplicado las diluciones de RNA (1:50) en un
volumen final de 100 pL. El cero del equipo se ajustd leyendo inicialmente agua
destilada. El volumen total de las muestras de RNA diluido fue colocado en la

microcelda y leido por triplicado. Previo lavado de la microcelda se procedid a leer
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la siguiente muestra. Las muestras de RNA que presentaban una relacion de
absorbancia (A) de 260/280 de 1.8-2.1 fueron consideradas con un alto grado de
pureza y por lo tanto utiles para su transcripcidn reversa. Para determinar la

concentracion de los RNA se multiplicé la A260 x 40 x 50 (factor de dilucién).

8.4. Transcripcion reversa.

A fin de prevenir la contaminacion por DNA genomico, el RNA fue previamente
tratado con DNasa. Para esto cada reaccion se llevo a cabo en un volumen final de
20 pL que contuvieron: 2 ug de RNA, 2 uL de DNasa | (1 U/uL, Invitrogen) 2 uL de
buffer de DNasa | (Tris-HCI 200 mM (pH 8.4), MgCl2 (20 mM), KCI (500 mM), 1 uL
de inhibidor de RNasas (10 U/uL, Invitrogen) y el volumen necesario de agua tratada
con dietilpirocarbonato (DEPC) para completar el volumen final. Se incubaron las
muestras a temperatura ambiente por 15 min, tiempo al cual se agregaron 2 pL de
acido etildiaminotetraacético (EDTA, 25 mM pH 8.0, Invitrogen) y después se llevo
al termoblock a 65 °C por 10 min.

Posteriormente el RNA se reverso-transcribié utilizando el kit SuperScript Il First-
Strand Synthesis Supermix for gqRT-PCR (Invitrogen). Brevemente; en un volumen
final de 20 uL, 1 ug de RNA se mezclé con 8 uL de buffer de reaccién que incluye:
Oligo (dT)20 (2.5 uM), oligonucledtidos al azar (2.5 ng/uL), MgCl2 (10 mM) y dNTPs
y 2 uL de la mezcla de enzimas reverso transcriptasa e inhibidor de ribonucleasa.
Se us6 un termociclador GenAmp PCR System 9700 de Applied Biosystems, el
programa de ciclaje utilizado fue de: 25 °C por 10 min, 50 °C por 30 min 'y 85 °C por
5 min. Al final las muestras se incubaron con un microlitro de RNasa H (2 U/uL) a
37 °C por 20 min.
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8.5. PCR de punto final de Gapdh.

Como un control para verificar la calidad del cDNA sintetizado se realizé un PCR de
punto final amplificando el gen de expresion constitutiva Gapdh. Las secuencias de

los oligonucledtidos utilizados son las siguientes:

GAPDH sentido 5-GGAGAAACCTGCCAAGTATGATGAC-3
GAPDH antisentido 5-TGGGAGTTGCTGTTGAAGTCG-3’

Se realizaron reacciones que contenian MgCl2 (25 mM), dNTPs (200 uM),
oligonucledtidos sentido (forward) y antisentido (reverso) (10 uM), Taq polimerasa
(5 U/uL), 2 uL de cDNA (50 ng/ pL) y se aforé a un volumen final de 20 uL con H20
DEPC (11.8 pL). A fin de reducir el error en el pipeteo se realizé una sola mezcla de
los reactivos anteriores, cuyo volumen dependia del numero de reacciones que se
realizaban. Una vez hecha la mezcla se agregaban a cada tubo 18 uL y al final se
agregaban los 2 pL de cDNA correspondiente. Para su amplificacién se utilizé el
siguiente programa de ciclaje: un paso inicial de activacion de 90 °C por 2 min,
seguido de 40 ciclos constituidos por cambios de 94 °C por 15 s (desnaturalizacion
del cDNA), 60 °C por 30 s (hibridacion) y 72 °C por 1 min (extension), asi como por
un paso final de 72 °C de 10 min. Como equipos y reactivos para los PCR de punto
final de Gapdh se utilizé un Termociclador GeneAmp PCR System 9700, Gold
Amplitaq polimerasa (Applied Biosystems): contiene Amplitaq (5 U/uL), Buffer 10X
y MgClz; dNTPs (Applied Biosystems) y H2O DEPC (Ambion). Posteriormente, se
verificd que las muestras de cDNA hubiesen amplificado un producto de 115 pares
de bases correspondiente al peso esperado para el amplicon de la Gapdh. Para
esto, los productos de PCR se mezclaron con 5 pL de buffer de carga y en un gel
de agarosa al 1.2 % se corrieron los productos cargando 10 pL de producto de PCR
por pozo asi como 3 puL de marcador molecular en otro pozo y una muestra de una
reaccion en la cual en lugar de cDNA se agrego6 solo agua y que por lo tanto fue el

control negativo.
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8.6. qRT-PCR.

La expresion de los genes se cuantific6 mediante qRT-PCR utilizando sondas
Tagman (Applied Biosystems): Cx36 (Mm00439121m1), Pnmt (Mm00476993_m1),
RNA ribosomal 18S (Mm03928990_g1) y Gapdh (Mm99999915 g1). El cDNA de 6
muestras diferentes de glandulas adrenales se exploré en reacciones por duplicado,
en un volumen final de 10 pL, el cual incluyé 2 uL de cDNA (50 ng/uL), 5 uL de
Tagman Gene Expression Master Mix, 0.5 yL de sonda Tagman 20X y 2.5 uL de
agua DEPC (Ambion). La cuantificacion del mRNA se realiz6 en un equipo
StepOnePlus™ Real-Time PCR System (Applied Biosystems), el programa de
ciclaje fue de: 2 min a 50 °C, 10 min a 95 °C, y 40 ciclos consistiendo de 30 s a 95
°Cy 1 mina60 °C. El analisis de los genes se realiz6 con curvas estandar relativas
para cada gen, construidas a partir de diluciones seriadas (175 a 0.0175 ng) de
cDNA de glandulas suprarrenales de animales adultos. Los valores relativos del
transcrito se obtuvieron interpolando los valores de Ct en las curvas de calibracion.
La expresion de los genes se normalizé respecto al gen constitutivo Rn 18 S y
Gapdh.

8.7. Preparacion de la curva estandar relativa.

Una vez que se verifico que los cDNA amplificaron bien el gen constitutivo Gapdh
mediante PCR de punto final, se procedié a hacer la curva estandar relativa. Para
que esta fuese una curva representativa se hizo una mezcla de los cDNA de
glandula suprarrenal de adulto (n = 6). De esta se obtuvieron diluciones sucesivas
de la mezcla de cDNA de 1:10 en agua DEPC, a fin de obtener los siguientes
concentraciones: Punto A (175 ng), punto B (17.5 ng) punto C (1.75 ng), punto D
(0.175 ng) y punto E (0.0175 ng).

Dependiendo de las reacciones a realizar se utilizaron las siguientes cantidades de

reactivos:
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Punto curva Curva patrén por Muestra
Reactivo | patrén (pL) duplicado (pL) (uL) Muestras (uL)
5 reacciones por
1 reaccidn duplicado 1 muestra |6 muestras por duplicado (4 grupos)
Tagman 0.5 5.25 0.5 24.25
GEx 20X
Master mix | g 525 5 2425
2X
cDNA 3.5 - 2 -
H.O DEPC 1 10.5 2.5 121.25
Volumen 10 _ 10 -
final

Tabla 3. Reactivos para PCR en tiempo real.

8.8.

Analisis estadistico.

A los datos obtenidos se les realizé un analisis estadistico, primero a través de la

prueba Shapiro-Wilk para determinar si los datos eran de distribucion normal, al

comprobarse que no son de distribucion normal se compararon los grupos de datos

con la prueba no paramétrica de Mann Whitney. Se utilizé el programa SigmaPlot

12.0. En todas la pruebas estadisticas se utilizé un intervalo de confianza del 95 %

por lo que se consideraron como estadisticamente significativos aquellos datos que

tuvieron un valor de p < 0.05.
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9. RESULTADOS.

9.1. Extraccion de RNA total.

En los primeros aislamientos se trabajo en la estandarizacion del método de
extraccion por trizol, ya que los RNAs se mostraban degradados. (Figura 9: carriles
1, 2, 3 y 4 que contienen RNA total de glandula suprarrenal de raton adulto). La
figura 10 y 11 muestran que tras la adecuada estandarizacién del protocolo de
extraccion y purificacion todas las muestras de RNAs aislados estaban libres de

degradacion ya que las bandas 28 Sy 18 S presentan buena preservacion.

MM ADULTO CD1

Figura 9. Gel de agarosa al 1.2 % mostrando RNA degradado de glandula

suprarrenal de raton adulto.
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MM 13 dpc 18 dpc 3 dpp Adulto

Figura 10. Gel representativo de 4 muestras de RNA, una muestra por edad 13 dpc,

18 dpc, 3 dpp y Adulto en su carril respectivo.

Figura 11. Gel de agarosa representativo del RNA utilizado para cada edad (4

carriles correspondientes a 13 dpc, 3 carriles de 18 dpc, 4 carriles de 3 dpp y 3

carriles correspondientes a RNA de Adulto).
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9.2. PCR de punto final.

Como un control para verificar la calidad del cDNA sintetizado se realizé un PCR de
punto final amplificando el gen de expresién constitutiva Gapdh. En la figura 12 se
muestran amplificados de tres muestras de cada edad, notando que las bandas
corresponden aproximadamente en tamaro a la banda de 115 pares de bases del

gen constitutivo Gapdh.

13 dpec 18 dpc 3 dpp Aduito

Figura 12. Amplificados del gen constitutivo Gapdh en geles de agarosa al 1.2 %.
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9.3. Niveles de expresiéon de Cx36.

La figura 13 muestra que la expresion relativa del mRNA de Cx36 en glandulas
suprarrenales de ratdén es similar entre las edades 13 y 18 dpc, no obstante, se

puede apreciar que ocurre un aumento significativo en la edad 3 dpp.
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Figura 13. Incremento en la expresion del mRNA de la Cx36 en las células
cromafines de la médula suprarrenal del ratén durante el periodo fetal (13 y 18 dpc)
al neonatal (3 dpp). Cada barra representa la expresion de la Cx36 normalizada
respecto a los genes constitutivos 18 S (A) y Gapdh (B). Los datos se expresan

como la media * el error estandar. * =p <0.05y ** =p < 0.009, n = 6.
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9.4. Niveles de expresion de Pnmt.

La figura 14A muestra que que existe un incremento progresivo de los niveles de
expresion del mRNA de PNMT en de este gen en una forma correlacionada con la
edad con se normaliza con 18 S. La misma tendencia se observa en el panel B al
normalizar los datos con el gen Gapdh. Estas diferencias son estadisticamente

significativas entre todas las edades del estudio.

200

180 A
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120
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404
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Unidades relativas de mRNA

o
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Edades
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o
o

13dpc  18dpc  3dpp
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Figura 14. Incremento en la expresion del mRNA de la PNMT en las células
cromafines de la médula suprarrenal del raton durante el periodo fetal (13 y 18 dpc)
al neonatal (3 dpp). Cada barra representa la expresion de la PNMT normalizada
respecto a los genes constitutivos 18 S (A) y Gapdh (B). Los datos se expresan

como la media * el error estandar. * = p <0.001, n = 6.
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10. DISCUSION DE RESULTADOS.

Se sabe que los granulos de catecolaminas son detectados ya en etapa fetal a partir
del dia 13 dpc. No obstante no hay informacion clara sobre cuando comienza esta
glandula a liberar sus productos a la sangre fetal. Los resultados aqui obtenidos
utilizando la técnica de qRT-PCR demuestran claramente que el transcrito de la
Cx36 se esta expresando en células de la médula suprarrenal desde las edades
embrionarias/fetales mas tempranas del desarrollo de la glandula adrenal fetal. Este
resultado es consistente con detecciones de su transcrito y RTPCR de punto final
(Pérez 2007). Esto aunado a la deteccion de la proteina a este mismo periodo
(Pérez 2007), lo que indica que esta conexina es requerida por las células
cromafines en alguna funcién muy temprana de su desarrollo. Lo anterior sugiere
que su expresion mas bien esta asociada al desarrollo de estas células. Estudios
previos han propuesto que la Cx36 puede estar aumentando la diferenciacion y
maduracién de las células excitables. Esto se propuso con base a resultados en las
células beta pancreaticas fetales en las cuales ocurre un incremento en la expresiéon
de este gen en una forma que depende de la edad fetal y perinatal asociada a una

mayor sintesis de insulina (Pérez-Armendariz 2013).

También, estudios previos de nuestro laboratorio en vias de publicacion
documentaron que la marca fluorescente anti-Cx36 Isotiocianato de fluoresceina
(FITC) aumenta progresivamente en la médula suprarrenal de glandulas de raton
entre los dias 13, 16 y 18 dpc. Sin embargo, este cambio no se habia cuantificado
a nivel de mRNA. En este trabajo buscamos demostrar este aspecto y cuantificar
este cambio. También buscamos contestar si el incremento en la expresion de la
proteina de la Cx36 observado por IF durante el desarrollo fetal y perinatal, resultaba
de un aumento en la transcripcidn del gen de la Cx36. Para investigar este aspecto
utilizamos qRTPCR a partir del RNA de glandula suprarrenal total a dos edades de
desarrollo fetal; una temprana a los 13 dpc y una tardia a los 18 dpc. Nuestros
resultados indican que en este periodo no se alcanza una diferencia

estadisticamente significativa en la expresion del mRNA de este gen. El tamafio de
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nuestra muestra de RNA fue suficientemente grande ya que incluyé 48 animales al
dia 13 dpc (seis muestras con 16 glandulas u ocho animales cada una) y 48 ratones
al dia 18 dpc (seis muestras de ocho animales cada una). La calidad del RNA
utilizado se corroboré que fue adecuada por estudios de electroforesis y
espectrofotometria. Mas aun, utilizando este grupo de RNAs pudimos documentar
por primera vez que el gen de la PNMT también se expresa desde el dia 13 dpc en
la glandula suprarrenal del raton y que su expresién aumenta con la edad fetal y
perinatal al dia 3 dpp. Lo anterior, ademas de demostrar por primera vez la
expresion de este gen desde la etapa mas temprana del desarrollo de la médula
suprarrenal en el raton, documenta que al igual que en la oveja (Adams et al., 1998)
su expresion aumenta con la edad. De lo anterior, la falta de deteccion de un cambio
en la expresiéon del gen de la Cx36 en el periodo fetal sugiere que el cambio de
expresion en la proteina detectado por estudios de IF en la etapa fetal (Pérez 2007)
resulta de un cambio postraduccional. En contraste con la etapa fetal los resultados
de esta tesis demuestran que si hay una diferencia estadisticamente significativa
entre los niveles de expresion del transcrito de la Cx36 de la edad fetal (13 dpc) a
término (18 dpc) con respecto al dia 3 dpp. Este aumento en la expresion del
transcrito en la Cx36, correlaciona con el aumento en la expresion de su proteina
detectado por estudios de (IF) (Pérez 2007; Pérez et al., 2008). Lo anterior indica
que hay un cambio en la transcripcidn de este gen en esta etapa de desarrollo.
Encontramos que este cambio esta asociado con un incremento mayor en la
expresion del gen de la PNMT. La enzima PNMT como se ha citado antes, es la
enzima encargada de sintetizar la A a partir de la NA. Lo anterior sugiere que esta
modulacién esta asociada a la maduracion de las células cromafines. Dado que se
ha documentado que durante el parto aumenta importantemente la liberacién de
catecolaminas y cortisol, es dificil en este momento proponer cual de los diferentes
cambios fisiolégicos que ocurren durante el parto es el que esta determinado el
cambio en la expresién tanto de la PNMT como de la Cx36. El incremento en la
Cx36 esta correlacionado con esta mayor demanda de secrecion de catecolaminas
requerida durante el parto. Este resultado esta de acuerdo con hipétesis previas de

que las UC participan como un factor amplificador de las sefiales intracelulares que
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favorecen la secrecion de catecolaminas y de esta forma pueden contribuir a
generar una mayor coordinacion entre las células cromafines a fin de tener una

mayor secrecion a un tiempo dado.

Estos cambios ocurren relacionados al estrés provocado por la hipoxia que sufre
este mamifero durante el parto, ya que estudios anteriores y recientes demuestran
que la expresion de las uniones comunicantes aumenta en modelos de estrés, tales
como exposicion al frio y la propia hipoxia. En el mismo contexto, al nacimiento la
transmision sinaptica entre las terminales nerviosas y las células cromafines madura
hasta una semana después, el aumento en la PNMT durante el desarrollo
embrionario y perinatal indica la maduracion de las células cromafines fetales ya
que su aumento es necesario para incrementar la sintesis de adrenalina y su
secrecion durante el parto. Como hecho inherente a la secrecién de catecolaminas
se encuentra el aumento de los niveles de calcio intracelular, niveles que se ven
mayormente coordinados al aumento del acoplamiento entre células cromafines por
uniones comunicantes, ya que esta establecido que el Ca?* puede atravesar el canal
intercelular formado por conexones de Cx36. Por lo anterior es razonable proponer
que el parto, ademas de otros factores, de alguna forma induce el aumento de la
expresion de canales de unidon comunicante, canales implicados en el acople
eléctrico y en el aumento de la actividad de calcio intracelular, actividad

imprescindible para la secrecion de catecolaminas.
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11. CONCLUSION.

Las células cromafines embrionarias y fetales expresan el transcrito de Cx36, los
datos muestran que su expresion esta principalmente incrementada con el
desarrollo perinatal en una forma asociada a la diferenciaciéon y/o maduracién de
estas células. Dado que tanto el transcrito de la Cx36 y PNMT aumentan durante el
periodo del nacimiento, estos resultados indican que la Cx36 esta participando en

el incremento de la produccion de catecolaminas que ocurre durante el parto.
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