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RESUMEN

En este trabajo estudiamos la proteina 1 de interaccion semejante al factor 6 de
ribosilacion ADP (Arl6ipl). EI nombre se deriva de la homologia con las proteinas de
ribosilacion 6 de la familia Arl. La proteina Arl6ipl estd implicada en diversos procesos
celulares como; trafico de membranas, diferenciacion, sefalizacion, proliferacion y
apoptosis. En las ratas, para continuar su estudio, utilizamos ovarios de animales neonatas
dado que la foliculogénesis ocurre durante la primera semana de vida y en ella ocurre
diferenciacion y proliferacion de las células para formar los foliculos primordiales,
primarios y secundarios siendo un buen modelo de estudio de la expresion de las proteinas
implicadas en estos procesos. A continuacion explicaremos algunos estudios realizados
sobre el gen y la proteina Arl6ipl, la mayoria de ellos realizados en lineas celulares en

cultivo.
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1. INTRODUCCION

1.1 Familia de las proteinas reticulon (RTN)

En el afio 2003 Luna y colaboradores reportaron un nuevo transcripto expresado en
el ovario de las ratas (Figura 1A) (GenBank: AY316590.1), se trata del gen Arl6ipl que
estd constituido por 6 exones (Figura 1B) que codifican la proteina de interaccion 1
semejante al factor 6 de ribosilacién ADP también Ilamada proteina Arl6ipl que posee 203
aminoacidos (Figura 2A) que en la region c-terminal posee el dominio KKNE que
identifica a la proteinas reticulon (RTN) (Figura 2B). Se trata de una proteina especifica

neuroendocrina (NSP) que en células en cultivo se ha identificado en las membranas del

reticulo endoplasmatico.
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Figura 1. A. Secuencia genémica del ARNm de Arl6ipl de rata. Estructura gendmica del gen
Arl6ipl. B. El gen tiene 6 exones (cuadros de color verde). GeneBanK AY316590 (Luna et al.,
2003).
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Figura 2. A. Secuencia de aminoacidos de la proteina Arl6ipl con el dominio KKNE en el extremo
c-terminal. B. Dominio conservado reticulon en la proteina Arl6ip. AY316590, GeneBanK.
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi?seginput=NP_942032.1

La familia de proteinas RTN incluye nuevas secuencias de eucariontes que tienen
amplia distribucion filogenética. Sin embargo se han identificado a 250 proteinas
semejantes 0 RTNL, los genes que se han identificado en muchas especies de animales
vertebrados, también en hongos y en plantas (Figura 3). La proteina Arl6ipl también tiene
homdlogos en diversas especies. Se compard la secuencia de aminoécidos presentes en
cuatro vertebrados y vemos que las secuencias humanas, de rata y de ratdbn muestran alta
homologia, solo tienen cuatro sustituciones de aminoacidos pero con dominio conservado
(Figura 4). La secuencia completa de la rata diverge solo en un aminoacido con la del raton
(No mostrado) sin embargo, las secuencias tienen el 99 % de homologia. Existen
secuencias parciales del pez cebra, Xenopus laevis, y Brugia malayi, pero también con alta
homologia. Cabe sefialar que homologia significativa pero mas distante se encuentra en las

moscas Drosophila melanogaster (Figura 4) [Lui et al., 2003].
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Figura 3. Parte del arbol geneal6gico del gen Arl6ipl. Se trata de genes conservados que se
expresan en las diferentes especies de vertebrados e invertebrados. En todos ellos codifica una
secuencia de 203 aminoacidos. TreeFam. http://www.treefam.org/viewtree/TF105477
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Figura 4. Secuencias homologas de aminoacidos de la proteina Arl6ipl de varias especies. Humano
(203 aas), raton (203 aas), pez cebra (1-154 aas ), X. laevis (51 aas ), B. malayi (118 aas) y D.
melanogaster (157 aas). La proteina esta representada en cddigo de letras; las iguales estan en caja,
las homologas estan sombreadas. Con barras negras se marcan los dominios transmembrana [Lui et
al., 2003].

Las proteinas RTN tienen longitud variada, van de 200 a 1200 aminoé&cidos, la mayoria
presentes en los vertebrados. Todos ellos comparten en la regién carboxilo-terminal de 150-
201 aas, un dominio de homologia (Figura 5) compuesto por dos regiones hidrofébicas con
una asa de aproximadamente 66 aminoacidos [Oertle et al., 2003]. La proteina RTN1 fue la
primera identificada, se expresa en el sistema nervioso central (CNS) y en las células
neuroendocrinas de los vertebrados. Las funciones de RTNL1 y otras reticulon como RTN2
y RTN3 y RTN4/Nogo son desconocidas, pero todas son abundantes en las membranas del

reticulo endoplasmatico. La nomenclatura "RTN" proviene del simbolo del gen chordata

10



reticulon, mientras que se ha designado "RTNL" para las proteinas homologas de no
cordados. En meatazoarios se designan como RTNL, en hongos como RTNLA, en las
plantas como RTNLB vy en protistas como RTNLC (Figura 5) [Schwab, 2003].

Fuglenozoa
RINLC

RTHLC
Mycetozoa

Pelobiontida
RTNLC

Platyhelmintes

Urochordata
Insecta

2

Vertebrata

Viridiplantae RINLH13 Metazoa
Nictaz

BN Nematoda

—

e

RTYNLA

Fungi

Figura 5. Diagrama de arbol de la distribucion taxondémica de los genes reticulon. EI gen Arl6ipl es
conservado y se encuentran en invertebrados y vertebrados. Existe en los nematodos, peces cebra,
ratas y porcinos entre otros [Modificado de Oertle et al., 2003].

1.2 Localizacion de la proteina Arl6ipl en membranas intracelulares

La proteina Arl6ipl tiene 4 segmentos transmembrana con estructura alfa-hélice
(Figura 6). El sitio 2 interacciona con conofilina (CNP), farmaco utilizado en el tratamiento
de cancer ya que es un inhibidor de la funcién de Ras. Para probar esta interaccion se
usaron mutaciones y vectores de expresion DPA, NPA y SSS. Los resultados sugirieron
que la secuencia del sitio 2 es importante para la interaccion con CNP ademas del segmento
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transmembrana 1 (TM1). Los autores concluyeron que el dominio TM1 y TM2 son
dominios estructurales transmembrana [Kuroda et al., 2013]. En el extremo C-terminal, la
proteina Arl6ipl tiene la secuencia KKNE, se ajusta al motivo KKXX que se encuentra en
las proteinas de membrana del reticulo endoplasmico que median su retencion en ese
organelo. Para investigar si la secuencia KKNE C-terminal también funciona como una
sefial de retencién en el reticulo endoplasmico se construyeron mutantes marcados con
luciferasa Gausia, en estos se ha eliminado el péptido sefial, viendo asi que el dominio

KKNE no funciona como un motivo de retencion [Kuroda et al., 2013].

™1 ™2 T™M3 TM4
(42-62) (66-86) (134-154)(155-175)

X7/ 7/ TR 7 7 2 [

2CKKNENN
Site 2

aydiasy COOH

Figura 6. Dominios transmembrana putativos de la proteina Arl6ipl (cajas rayadas, TM 1-4) y
regiones no transmembrana (cajas abiertas; Sitio 1-4). La area de color negro indica la secuencia
KKNE [Modificado de Kuroda et al., 2013].

La traduccion de Arl6ipl se ha estudiado in vitro en reticulocitos por el sistema de
transcripcion-traduccion acoplado. EI peso molecular de la proteina es de 23 kDa, el ARN
mensajero tiene el AUG en la posicion 60 de la secuencia de nucledtidos siendo el sitio de
inicio de la traduccién (Figura 7A). La secuencia unida al AUG coincide con la secuencia
Kozak sugerida para la iniciacion de la traduccion en células de eucariotas [Pettersson et
al., 2000]. Debido a la falta de anticuerpos especificos para localizar la proteina en las
membranas se introdujo un péptido de 9 aminoacido de la hemaglutinina (HA) del virus de
la influenza en el extremo N-terminal, junto al sitio hipotético de inicio de transcripcioén
observando la sobreexpresion por co-precipitacion de HA-Arl6ip1 en la linea celular COS y
3T3. La localizacion de la proteina se determiné por inmunofluorescencia indirecta usando
un anticuerpo antiHA. La proteina fue expresadas en células COS estando distribuidas en el

citoplasma, una fraccion significativa de ella fue encontrada en membranas del reticulo
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endoplasmico (Figura 7B), en los fibroblastos de raton 3T3 se observé un patron similar de
distribucion. Aunque la localizacion de la proteina en las membranas no es completa, estos
resultados sugieren que la proteina Arl6ipl es una proteina integral de la membrana del

reticulo endoplasmico [Pettersson et al., 2000].

Figura 7. A. Expresion del gen Arl6ipl. Linea 1, cDNA de Arl6ipl. Linea 2, Arl6ipl HA-
etiquetado cDNA. Como marcador de peso molecular se usé la proteina 14C-metilada (M). La
flecha indica la banda para la proteina Arl6ipl con peso molecular de 23-kDa. B. Células COS (a) y
células 3T3 (b). La expresion predominante esta en las membranas del reticulo endoplasmico
[Modificado de Pettersson et al., 2000].

1.3 Estudios previos de las funciones Arl6ipl

En los ratones, la transcripcion y la traduccion del gen Arl6ipl se ha estudiado en
células mieloides en diferenciacion. El gen, se ha llamado proteina de interaccion 1
semejante al factor de ribosilacién 6 (Arl6ipl). En los ratones, es un gen homélogo por su
interaccion con factor de ribosilacion 6. Se expresa en todas las lineas de células
hematopoyéticas, pero el mas alto nivel de expresion se encuentra en las células
progenitoras mieloides (Figura 8). Por inmunofluorescencia se ha mostrado que la proteina
Arl6ipl estd predominantemente en membranas intracelulares, lo que se ha sugerido estar
implicada en la sefializacion que ocurre durante la maduracion hematopoyetica, el trafico
de membranas y en el transporte de las proteinas y en la diferenciacion en la proliferacion

de células hematopoyéticas [Pettersson et al., 2000].
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Figura 8. Northern blot para evaluar el peso molecular del mMRNA de Arl6ipl en diferentes lineas
de células hematopoyéticas. Se utilizaron células indiferenciadas, células diferenciadas a los cinco
dias, células de la linea mieloide y células de la linea linfoide. El nivel del mensajero fue alto en
celulas indiferenciadas mieloides [Modificado de Pettersson et al., 2000].

La relacion que hay entre la proteina Arl6ipl y la apoptosis se estudié en células
HT21080 de fibrosarcoma. En este articulo le llamaron ARMER (Arl6ip) por su relacion con
la apoptosis (regulador de apoptosis) [Lui et al., 2003]. Para esto las células HT1080 fueron
privadas de suero para inducirlas a apoptosis celular y se utilizo el vector cep4F, el cual fue
introducido a las células, pero también utilizaron el mismo vector unido a ARMER para
observar el fendmeno de apoptosis. Se observo que el porcentaje de células que no
sufrieron apoptosis fue mayor en las que tenian cep4F-ARMER a diferencia de las que
tuvieron el vector sin el inserto. Esto se debe a que ARMER inhibe la actividad de la
casasa-9 que induce apoptosis, estos resultados los obtuvieron de un lisado de células HelLa
y posteriormente midieron la cantidad de caspasas a través de western blot viendo una
disminucion de éstas, por lo que se ha sugerido que la proteina Arl6ipl interviene en la
supervivencia celular al poseer la capacidad de inhibir a la caspasa 9 (Figura 9) [Lui et al.,
2003]. Partiendo de este hallazgo hipotetizamos que la expresion de Arl6ipl es importante
en el proceso de diferenciacion celular debido a que las celulas en canasta presentes en
foliculos primordiales tienen que separarse y algunas de ellas sufren de apoptosis, por lo

que la expresion de Arl6ipl tendria que disminuir para que estas células en canasta se

14



separen. Ademas se ha probado que la proteina Arl6ipl inhibe la apoptosis inducida por

cisplatino, un farmaco usado en el tratamientos del cancer [Fengjie et al., 2010].
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0 3 i q
Figura 9. La proteina Arl6ipl/ARMER inhibe la apoptosis en las células HT1080 privadas de
suero. Las células HT1080 se transfectaron con el vector (Cep4F) o vector que expresa F-ARMER

(CepdF-ARMER). Se mostr6 que la presencia de Arl6ipl aumenta el porcentaje de células no
apoptoticas. [Lui et al., 2003].

En otro estudio se ha reportado que la proteina Arl6ipl participa en el proceso de
diferenciacion celular. En el desarrollo del embrion de peces cebra, el gen Arl6ipl tiene alta
expresion en las células primordiales de los ojos. La disminucion de la expresion de la
proteina Arl6ipl indujo microftalmia, desorganizacion del patron de pigmento, cabeza
plana, tectum defectuos, ademas de edema en el pericardio. La diseccion histolégica de las
retinas revel6 que la diferenciacion neuronal se retrasa y faltan capas de células en la retina
(Figura 10) [Hsing-Yen et al., 2008; Hsing-Yen et al., 2012]. El estudio se realizd con
secuencias de nucledtidos de Arl6ipl-modificado (MO), en donde el Arl6ipl-MO1 se
dirige a la region codificante del mMRNA de Arl6ipl y el Arl6ip1-MO?2 se dirige a la region
no traducida. El Arl6ip1-control-MO sirvido como control negativo siendo una secuencia de
MO invertida de Arl6ipl-MO1 (Figura 10A). También se realiz6 el analisis de
transferencia de proteinas totales extraida de individuos salvajes (WT) y de los embriones

modificados (MO) con Arl6ipl-MO1-inyectado, como control positivo se usé tubulina.
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Encontraron que el Arl6ipl de los Arl6ipl-modificado estaba ausente (flecha) (Figura
10B). En los embriones inyectados con Arl6ip1-MO1 hubo defectos fenotipicos como
microftalmia (ojos pequefios), edema del pericardio, cabeza plana, tronco deformado,
pigmento irregular y defecto morfoldgico en las aletas (Figura 11 C-N). La proteina
Arl6ipl-modificada (Figura 11Q) fue purificada (Figurall P), también hicieron co-
inyeccion de Arl6ipl-ARNmM salvaje y Arl6ipl-MO2. Las secciones histologicas para los
embriones de tipo salvaje y de arl6ip-modificados fueron examinadas usando la tincion de
hematoxilina-eosina (figura 11R, S). En comparacion con la morfologia de los tejidos de
embriones de tipo salvaje, los Arl6ipl-modificado muestran anomalias del desarrollo de

diferentes tejidos, incluyendo la retina, encéfalo, faringe, vejiga natatoria e intestino.
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""" CCGAGGAACCTAACTCTCAAGTAACATCTAATAAACCATGUCTGAGGGCGACAATAAAAGTGCA «++++ 36+ :
""" GGCTCCTTGGATTTGAGAGTTCATTGTAGATTATTTGG TACCGACTCCCGCTGTTATTTTCACGT -+vee 28+

TR T TTE— * Arléip
17
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Figura 10. A Secuencias de nucleétidos de Arl6ipl-modificado (MO). Arl6ip1-MO1 se dirigio a la
region codificante y Arl6ip1-MO2 se dirigi6 a la region no traducida. El Arl6ipl-control-MO fue el
control negativo MO. B: Western de proteinas totales extraidos del tipo salvaje (WT) y de los
embriones (MO) Arl6ipl-MO1-inyectados. EI Arl6ipl enddgeno esta marcado con la flecha
[Hsing-Yen et al., 2012].
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Figura 11. Defectos fenotipicos de los embriones de peces. Con flechas punteadas en color se
sefialan los embriones inyectados con Arl6ip1-MOL1. Las flechas continuas representan el fenotipo
normal. Flecha azul: se observa microftalmia. Flecha verde: edema pericardico. Flecha negra:
cabeza plana y tronco deformado. Flecha roja: trastorno en el patron de pigmento y pectoral con
defecto de la aleta. Corchetes: indican la longitud de los diferentes grados de defectos. Tincion de
hematoxilina y eosina para comparar la morfologia de los tejidos embrionarios salvajes y Arl6ipl-
modificados (R, S) [Hsing-Yen et al., 2012].

Otro estudio ha mostrado que la proteina Arl6ipl esta implicada en la formacion de los
tubulos del reticulo endoplasmico. Se observd que la sobreexpresion de Arl6ipl altera la
morfologia del reticulo endoplasmico. El estudio fue realizado en células HelLa, las cuales
fueron transfectadas con HA-Arl6ipl y con HA-Vapa, se visualizaron por
inmunofluorescencia usando el anticuerpo anti-HA mAb y el anti-PDI mAb. En las células
gue sobre-expresaron HA-Vapa, la proteina ER estuvo en el lumen marcadas con HA-Vapa
y PDI, mostraron un patrén caracteristico del reticulo endoplasmico (Figura 12) indicando
que la sobreexpresion de Vapa no tenia efecto sobre la morfologia celular. Por el contrario,
la sobreexpresion de HA-Arl6ipl indujo extenso marcaje de los tubulos del RE y
disminuyd significativamente la tincion de PDI, lo que sugirio que Arl6ipl constituye los
tubulos del ER y excluye PDI de ellos (Figura 12), demas, las estructuras aberrantes en el

reticulo endoplasmico también se formaron. De estos reportes deducimos que Arl6ipl
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estabiliza la estructura tubular del reticulo endoplasmico y participa en la formacion de

vesiculas de transporte [Yasunori et al., 2013]

anti-HA anti-PDI

HA-Arl6ipl

zoom

200m

Figura 12. Induccion de la formacion de tubulos del reticulo endoplasmico por la sobreexpresion
de Arl6ipl. Las células HeLa fueron transfectadas con HA-Arl6ipl o HA-Vapa.
Inmunofluorescencia con mAb anti-HA y mAb anti-PDI. Alguna éareas se agrandan para ver los
tibulos del reticulo endoplasmico. Las puntas de flecha indican las estructuras aberrantes inducidos
por la sobreexpresion de Arl6ipl [Yasunori et al., 2013].

1.4 Interaccion de Arl6ipl con otras proteinas por analisis in silico

Por los estudios realizados hasta ahora con Arl6ipl se comienzan a establecer sus
funciones (trafico de membranas, sefalizacion, diferenciacion celular, apoptosis vy
proliferacion celular) sin embargo aun no sin suficientemente claras. Por lo que se
realizaron ensayos in silico para abundar en las posibles interacciones de Arl6ipl con otras
proteinas. Encontramos que interactla con proteinas de la familia ARF, proteinas
implicadas en los inicios de la formacion de vesiculas, con una identidad del 95.8 %. La
proteina Arl6ipl interacciona con la proteina Rab la cual esta implicada en union y fusion
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de vesiculas. También interactia con la proteina Desert hedgehog con una identidad del
96.8 %, con la ubiquitina con probabilidad de interaccion del 100 % y con la proteina
Sonic hedgehog con 99.4 % de probabilidad la cual interviene en los procesos de
transcripcion (Figura 13). Estas interacciones nos ayudan a entender el comportamiento de
la proteina Arl6ipl y dan directrices sobre las posibles funciones en la célula. Estos datos
fortalecen su participacion en el trafico de membrana por su relacion con las proteinas ARF
debido a que se encuentran formando parte de la membrana de vesiculas de trasporte
[Cooper et al., 2007 A] Otra posibilidad es que participe en la apoptosis y el desarrollo
celular por la interaccion con la ubiquitina, regulando el nivel de proteina Arl6ipl presente

en las membranas intracelulares.

LRRC17

Figura 13. Interaccion de Arl6ipl con otras proteinas. Ubiquitina C, factor de combinacion 0.97
(UBC), Proteinas semejantes a los factores de ribosilacion, factor de conbinacién 0.97 (ARR4D,
ARLIP5 y ARLS6), Proteina Sonic Hedgehog, factor de combinacion 0.80 (SHH), Proteina nexina 1,
factor de conbinacion 0.74 (SNX1) y Proteina con repetidos de leucina, factor de combinacion 0.62
(LRRC17). Programa String 10 (Szklarczyk et al., 2015).
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1.5 Evaluacién de transcripto en el ovario de ratas Sprague-Dawley

En ovarios de rata neonata se ha determinado el nivel del transcripto por
transcripcion reversa (RT) y reaccion en cadena de la polimesasa (PCR). Al amplificar el
transcripto del gen Arl6ipl se encontré que aumenta 62 % a 96 horas de edad y se mantiene
alto a las 144 horas en relacion a su nivel basal obtenido a los 21 dias de gestacion. En el
adulto hay alto nivel de transcripto sin embargo es menor que a los 4 dias de edad (Figura

14) [resultados aun no publicados].
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Figura 14. Transcripto del gen Arl6ipl en ovarios de rata Sprague-Dawley a la edad fetal 21 dias,
24, 48, 96 y 144 horas postnatales y adultos jovenes evaluados por RT-PCR. A los 4 dias (96
horas) el transcripto aumenta en relacion con la edad fetal 21 dias (Laboratorio de
neuroendocrinologia, FCQB, Datos no publicados)

Considerando que la proteina Arl6ipl se ha considerado como una proteina
neuroendocrina, pensamos que un buen modelo de estudio son los ovarios de ratas neonatas
ya que son Organos neuroendocrinos en ocurren procesos de trafico de membrana,
diferenciacion, sefializacion y apoptosis celular en el mismo intervalo del desarrollo de los

ovarios.
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1.6 Regulacion de los ovarios por el eje hipotalamo-hipofisis-ovario

Los ovarios de la rata se localizan en la cavidad abdominal y en posicion posterior con
relacién a los rifiones, estan unidos por el mesoovario al ligamento ancho, al que también se
une el Utero en la cavidad pélvica dorsal. Los ovarios presentan dos zonas; la corteza en la
periferia y la médula en la region central. En la corteza se localizan los foliculos inmaduros,
y su numero y tamafio depende de la edad del animal y del ciclo reproductivo (Luna y
Martinez, 2005; Hofstetter et al., 2006). Durante el desarrollo folicular el hipotalamo
produce la liberacion pulsétil de la hormona liberadora de las gonadotropinas (GnRH) que
estimula en la hipdfisis la liberacion de la hormona luteinizante (LH) y de la hormona
estimulante de los foliculos (FSH). Estas gonadotropinas estimulan el crecimiento de los
foliculos y la sintesis de estradiol el cual aumenta gradualmente en esta fase del desarrollo
folicular. La concentracion maxima de estradiol provoca la liberacion de GnRH, que a su
vez induce la liberacion de LH y FSH. Al final de la fase folicular, el foliculo maduro libera
su ovocito a la cavidad peritoneal. Después de la ovulacion inducida por el aumento de la
LH, el estradiol disminuye a su nivel basal (3 a 12 ng/mL) (Figura 13) (Maeda et al.,
2000). Las funciones fundamentales de los ovarios son la maduracion del ovocito y la
secrecion de las hormonas esteroides y peptidicas. Los ovarios proporcionan las células
fertilizables y producen hormonas como el estradiol y la progesterona. Durante el
desarrollo de los foliculos, sus células se transforman caracterizando a los diferentes
estados de desarrollo de los foliculos, después de la ovulacion, las células remanentes se
transforman formando al cuerpo liteo. Durante este proceso también de desarrollan las
arterias y las venas siendo fundamentales para el aporte de nutrientes a las células del
ovario [Pinilla et al, 2010].

1.7 Foliculogénesis en los ovarios

La foliculogénesis se lleva a cabo en la corteza del ovario y ayuda a la maduracion vy al
desarrollo de los ovocitos. En las ratas es un proceso que inicia antes del nacimiento; los
ovocitos se rodean de una capa de células planas llamadas células pregranulosas
estableciendo estrecho contacto entre ellas. Estas células se encuentran envueltas a su vez

por la ldmina basal que las separa de las células intersticiales, de los vasos sanguineos, de
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los capilares y de los nervios periféricos. Los foliculos tienen tres estadios de desarrollo:
primordial, primario y secundario [lrusta, 2008]. Los foliculos primordiales tienen un
ovocito que estd rodeado de una capa de células planas, son estructuras que se encuentran
por debajo de la tunica albuginea y constituyen la reserva de foliculos en reposo, su nimero
disminuye progresivamente durante el periodo reproductivo de la hembra. Los foliculos
continuamente abandonan el reservorio para convertirse en foliculos primarios. Esta
transicion implica diferenciacion del ovocito, en las células foliculares y en el tejido
intersticial adyacente. Inicialmente, el ovocito aumenta de tamafio y la capa de células
pregranulosas se transforman a células cubicas y cilindricas, también hay mitosis con lo que
aumentara el espesor del epitelio estratificado del foliculo. Entre el ovocito y las células
granulosas circundantes, se originan espacios donde se deposita la zona pellcida que se
forma por mucopolisacaridos secretados por las células de la granulosa, después originaran
un halo translticido que rodea al ovocito. Ademas, hay glicoproteinas y su presencia es
caracteristica del foliculo primario y preantral (Figura 15) [Elviny Matzuk, 1998].

El foliculo primario (uni-laminar) pasa secundario (multilaminar). Los foliculos
secundarios poseen arteriolas que forman una red vascular fuera de la ldmina basal, por esta
via, las células del foliculo entran en contacto con diversos factores tréficos que se
encuentran en la sangre. En este estadio del desarrollo folicular, las células de la granulosa
forman una poblacion homogénea y adquieren receptores de alta afinidad para la FSH y al
estradiol. Simultaneamente a la proliferacion de las células de la granulosa, se desarrolla
otra capa de células a partir del estroma que forma la teca, la aparicion de las células de la
teca se asocia a mayor vascularizacion del foliculo. A medida que se forman los capilares,
las células teca-intersticiales comienzan a diferenciarse y adquieren receptores a LH, a la
vez que aumenta la sintesis de esteroides. La capa de células de la teca se diferencia en
interna y externa y junto a ellas hay abundante tejido conectivo. Algunos los vasos
sanguineos penetran la teca externa y después forman el plexo capilar de la teca interna.
Dado que estos capilares no penetran la membrana basal, la capa de células de la granulosa
permanece libre de ellos durante todo el crecimiento del foliculo [Geva y Jaffe, 2004]. Al
final de la fase de desarrollo de los foliculos preantrales, el ovocito detiene su crecimiento
pero mantiene su competencia para posteriormente reiniciar la meiosis. En las mujeres,

cuando el foliculo alcanza un didmetro aproximado de 0.2 milimetros tiene de seis a doce
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capas de células de la granulosa, aparecen espacios irregulares entre ellas que se llena de
liquido folicular. Este liquido aumenta en volumen a medida que crece el foliculo y los
espacios irregulares que se forman entre las células de la granulosa confluyen para
constituir el antro. Con la aparicion del antro, el foliculo se convierte en foliculo terciario, a
esta fase del desarrollo se denomina fase antral. El foliculo antral ademas tiene epitelio
estratificado de células granulosas que se engrosan en uno de sus lados Ilamado cumulus, lo
forman células de la granulosa que se unen al ovocito mediante uniones estrechas. Después,
la relacion con estas células se vuelve laxa debido a la aparicion gradual del liquido que
Ilena los espacios intercelulares. Al desprenderse el ovocito, una 0 mas capas de las células
del cumulus permanecen unidas a él junto con la corona radiada, envoltura celular que
persisten alrededor del ovocito ain después de la ovulacion. Ademas, estos foliculos se
caracterizan por tener baja tasa mitdtica y alta relacion estrégenos/androgenos y
estrégenos/progesterona en el liquido folicular. Un fendmeno contrario se observa en los
foliculos atrésicos donde las células de la granulosa pierden su capacidad de aromatizacion.
Desde que el foliculo se ha seleccionado, aumenta notablemente de tamafio dando origen al

foliculo dominante [Kumar et al., 1997].

1.8 Diferenciacion y proliferacion celular en los foliculos ovaricos

El desarrollo de foliculos primordiales requiere de la capacidad de los ovocitos de
desprenderse de los "nidos" y asociarse a las células pregranulosas. Los ovocitos en estos
nidos sufren apoptosis al azar hasta que se aislan y luego se asocian a las células
pregranulosas planas para formar el foliculo primordial. En un principio, el desarrollo
folicular sera guiado por el ovocito y posteriormente las células planas y granulosas
regularan el crecimiento del ovocito [Rajkovic et al., 2006; Palma et al., 2011]. El
conocimiento de proteinas que regulan este proceso es aun fragmentario, sin embargo
apoyados en el experimentos realizados en células del fibrosarcoma se propone que la
inhibicién y expresion de Arl6ipl regula este proceso. Por otra parte, células de la
granulosa son indispensables para el crecimiento de los ovocitos, la diferenciacion, la
meiosis, la maduracion citoplasmatica y el control de la transcripcién en el ovocito. Cuando

el ovocito alcanza un determinado de tamario, secreta factores que inhiben el crecimiento
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de las células de la granulosa. Esto indica que el ovocito determina no sélo el crecimiento

del foliculo, sino también su propio crecimiento [Rajkovic et al., 2006; Palma et al., 2011].

1.9 Transicidn de foliculo primordial a foliculo primario

En los foliculos primordiales, el ovocito detenido en la fase | del diploteno expresa
el factor de transcripcion (Figo) que participa en la formacion del foliculo primario. Figa
regula la expresion de genes que codifican para algunos componentes de la zona pelucida y
células de la pregranulosa que rodean al ovocito desnudo, son proteinas quimiotacticas y
proteinas de adhesion. Otras moléculas que intervienen en este proceso son el ligando Kit
(KL), el factor inhibidor de la leucemia (LIF), el factor de crecimiento basico derivado de
fibroblastos (bFGF) y la insulina. El ligando KL y el factor LIF se producen en las células
pregranulosas y su accion aumenta por la insulina, mientras que el bFGF se produce en el
ovocito y actla sobre las células pregranulosas contribuyendo a la supervivencia de los
foliculos primarios, de esta forma se establece un circuito de retroalimentacion entre ambos
tipos de células del foliculo. También interviene la hormona anti-Mulleriana (AMH),
producida por las células de la granulosa ya diferenciadas, esta hormona inhibe el
desarrollo de los foliculos primordiales. Otro regulador es el receptor de hidrocarburos de
tipo arilo (AhR) que regula el nimero de ovocitos reunidos antes de su diferenciacion,
aungue su mecanismo de accion se desconoce (Figura 15) [Veldzquez y mendieta, 2002A].
Las primeras fases del desarrollo folicular no dependen de las gonadotropinas, su desarrollo
de regula por sefiales paracrinas entre el ovocito y las células circundantes (Tabla 1)
[Rajkovic et al., 2006].

1.10 Transicion de foliculo primario a foliculo secundario

Los mecanismos que inician el desarrollo no se comprenden en su totalidad, sin
embargo el ovocito tiene un papel clave en la maduracion folicular, lo hace a través de
diversos factores que estan implicados en la proliferacion de las células de la granulosa y en
el reclutamiento de las células de la teca. Se ha reportado que los factores que intervienen
para la transicion de foliculo primario a foliculo secundario son el bFGF, el factor de
crecimiento y diferenciacion 9 (GDF9), la proteina morfogenica del hueso 15 (BMP15), el
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KL, el LIF, el factor de crecimiento derivado del tejido conjuntivo (CTGF), la activina y el
factor de crecimiento derivado de queratinocitos (KGF). Los tres primeros los sintetiza el
ovocito, mientras que el KL, el LIF, el CTGF y la activina los producen las células de la
granulosa, mientras que el KGF la producen las células de la teca. En esta etapa del
desarrollo, el bFGF primero actta estimulando la mitosis y posteriormente favoreciendo la
diferenciacion de las células de la granulosa que rodean al ovocito, un efecto reforzado por
el GDF9 y el BMP15. Por otra parte, KL y LIF favorecen la supervivencia del ovocito y su
maduracion citoplasmatica estimulando su crecimiento y desarrollo. Mientras que el CTGF
permite el mantenimiento del fenotipo de las células en el foliculo primario, contribuye al
reclutamiento de las células de la teca y a su proliferacion. Finalmente, las activina y el
KGF junto con el bFGF y el estradiol promueven el crecimiento y proliferacion de los
foliculos a traves de sus receptores.

Un modelo para estudiar la participacion de los factores producidos por los ovocitos o
por las células de la granulosa son los foliculos en crecimiento y es caracteristico de cada
estadio del desarrollo folicular. EI KL producido por las células de la granulosa estimula el
crecimiento del ovocito y la sintesis de sus productos reguladores, por su parte, el GDF9
produce regulacién negativa, suprime la sintesis del primero y disminuye el crecimiento del
ovocito. Si bien este modelo parece funcionar en foliculos preantrales, la presencia de
gonadotropinas altera este equilibrio dindmico (Figura 15). Al final de esta transicién
celular, las células del foliculo comienzan a expresar caracteristicas fenotipicas que las
preparan para el desarrollo folicular dependientes de las gonadotropinas circulantes
[Veldzquez y mendieta, 2002 B]. Una lista de las proteinas que intervienen en este proceso
se presenta en la tabla 1 [Velazquez et al., 2002 B].
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DIFERENCIACION Y PROLIFERACION CELULAR EN
FOLICULOS OVARICOS
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Figura 15. Esquema de los foliculos primordiales, primarios y secundarios del ovario. En el
esquema también se indican proteinas que participan en la diferenciacion del ovocito y en la
diferenciacion y proliferacion de las células de la granulosa. (Modificado de Ross y Pawlina,

2007).
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Tabla 1. Factores que participan en la foliculogénesis

FACTOR ORIGEN FUNCION

Ligando c—kit Células somaéticas Migracion y proliferacién de células germinales

BMP4 y BMP8b | Ectodermo Generacion de células germinales

Conexina 43 Ectodermo Generacion de células germinales

Figa Ovocito Coordinacion de genes estructurales que codifican la zona
pellcida

BMP15 Ovocito Diferenciacion y proliferacion de las células de la granulosa

GDF9 Ovaocito Diferenciacion y proliferacion de las células de la granulosa

bFGF Ovaocito Estimulacion de la mitosis y diferenciacion de las células de
la granulosa

KL Células pregranulosa Promocién de la transicion de foliculo primordial a foliculo
primario

LIF Células pregranulosa Promocién de la transicion foliculo primordial a foliculo
primario

Insulina Endocrino Promocién de la transicion de foliculo primordial a foliculo
primario
Estimulacion de la esteroidogénesis en células de la granulosa
y células de la teca

AMH Células de la granulosa | Inhibicién del desarrollo de los foliculos primordiales

AhR Células de la granulosa | Regulacion del tamafio de la poza del ovocito

CTGF Células de la granulosa | Mantenimiento del fenotipo y reclutamiento de las células
tecales

Activina Células de la granulosa | Proliferacién celular y estimulacion de la esteroidogénesis

KGF Células de la teca Proliferacién celular y crecimiento folicular

1.11 Atresia folicular

En los foliculos en desarrollo pueden ocurrir dos fendmenos; crecer hasta foliculo
preovulatorio o degradarse por atresia. Hay atresia tipo A y B. En la atresia A se degenera
el ovocito, siendo comun en los foliculos preantrales, mientras que en la atresia tipo B, la
degeneracion afecta a las células de la granulosa y es frecuente en los foliculos antrales.
Ambos tipos de atresia pueden presentarse en cualquier momento del desarrollo de los
foliculos [Rajkovic et al., 2006]. En la atresia folicular intervienen hormonas esteroides,
hormonas peptidicas, factores de crecimiento y diversa citocinas, entre otras. Lo hacen a
través de receptores especificos, algunos son ligandos de muerte celular que promueven la
apoptosis. Entre los factores que inducen atresia esta la hormona liberadora de

gonadotropinas (GnRH) de origen ovarico, los androgenos, factores pro-inflamatorios
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como la interleucina IL-6 y al factor de necrosis tumoral [TNFa]. Otros son los radicales
libres acopladas a la sintesis de ceramidas y a través del ligando Fas [Velazquez y
Mendieta, 2002 B].

1.12 La foliculogénesis en los ovarios de la rata

En la rata, los foliculos primordiales se forman al tercer dia de edad postnatal y son el
primer grupo que llegard al estadio antral. En el séptimo dia después del nacimiento ya hay
foliculos secundarios. La pubertad ocurre a los 34 dias en promedio y los ciclo
reproductivos contintan hasta aproximadamente 10-12 meses de edad, momento en el las
ratas empiezan a tener ciclos estrales irregulares. El tiempo que lleva el desarrollo de los
foliculos primordiales hasta foliculos preovulatorios es mayor a sesenta dias, equivale a 15
ciclos estrales del animal. Dentro de este periodo se necesitan més de 30 dias para que los
foliculos primordiales se desarrollen hasta foliculos secundarios e igual periodo para que
los foliculos secundarios lleguen al estado preovulatorio (Figura 16) [McGee y Hsueh,

2000; Parker y Schimmer, 2006].
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Figura 16. Periodos comparativos del desarrollo folicular en las ratas y mujeres. FP: foliculos
primordiales (Modificado de McGee y Hsueh, 2000).
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2. JUSTIFICACION

En la fisiologia del ovario, un tema complejo es la foliculogénesis y su mantenimiento,
son fendmenos que involucran tanto factores de diferenciacion como de proliferacion, sin
embargo también ocurre atresia de las células germinales y somaéticas. El conocimiento
sobre los genes que controlan los procesos de diferenciacion y maduracion de las células
del ovario es fragmentario, algunos estudios sugieren que la proteina Arl6ipl interviene en
la foliculogénesis participando en la sefializacion intracelular, en el trafico de proteinas en
la membrana, en la proliferacion, en la diferenciacion, incluso como regulador de la
apoptosis. [Pettersson y Cols, 2000]. La localizacion de la proteina Arl6ipl por
inmunohistoquimica en las células de los foliculos ovéaricos de ratas neonatas dara detalles

de su participacion en la diferenciacion y en la proliferacion del ovocito.
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3. HIPOTESIS
La proteina Arl6ipl se expresa en los ovocitos, células planas y células cubicas

foliculares del ovario de rata neonata.

4. OBJETIVO GENERAL
Evaluar la expresion de la proteina Arl6ipl durante la foliculogénesis del ovario de la

rata.

4.1. OBJETIVO PARTICULAR
Evaluar por inmunohistoquimica la presencia de la proteina Arl6ipl en loa foliculos

primordiales, foliculos primarios y foliculos secundarios en los ovarios de ratas neonatas
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5. DIAGRAMA DE TRABAJO

RATAS NEONATAS
SPRAGUE-DAWLEY
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Inmunohistoquimica Hematoxilina y Eosina
Contar células Arl6ipl-positivas Observar los ovocitos, células planas y
(ovocito, células planas y células cubicas) células cubicas de los foliculos
Anélisis estadistico Anélisis cualitativo

31



6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Animales

Se emplearon ratas neonatas de la cepa Sprague-Dawley del bioterio “Claude Bernard”
de la BUAP de las siguientes edades; al dia del nacimiento (P0), al dia 1 (P1), dia 2 (P2),
dia 4 (P4 y dia 6 (P6). De cada edad se usaron 5 animales (n=5). Los animales empleados
en este trabajo fueron tratados siguiendo los criterios para el cuidado y uso de animales en
experimentacion que estipula la norma oficial mexicana NOM-062-Z0O0-1999 [Secretaria
de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo rural, Pesca y Alimentacion. 2001]. Cabe mencionar
que esta norma esta en concordancia con criterios internacionales como los del NIH de
USA.

6.2. Obtencién y tratamiento de los ovarios

Las ratas fueron sacrificadas por decapitacion, posteriormente se obtuvieron los
ovarios que fueron fijados en paraformaldehido al 4% disuelto en buffer de fosfatos (PBS).
Después fueron incluidos en parafina siguiendo los protocolos convencionales de
deshidratacion, infiltracion y realizacion de los bloques de parafina. Finalmente con un
micrétomo de deslizamiento (Leica SM2010R) realizamos cortes histologicos del ovario

completo de 5 micras de espesor.

6.3. Tincion de Hematoxilina-Eosina

Seleccionamos cortes histoldgicos de los ovarios y tefiimos con la técnica de
hematoxilina-eosina. Los cortes fueron desparafinados con xilol 100%, hidratados con
soluciones de alcohol y agua. Posteriormente fueron coloreados con hematoxilina, eosina,
deshidratados con alcohol a concentraciones crecientes y aclarados en xilol. Finalmente,
fueron montados con resina sintética (Anexo 1) para finalmente ser fotografiados en un
microscopio Leica DM1000 LED.

6.4. Inmunohistoquimica para localizar células Arl6ipl-positivas

Los cortes histoldgicos se desparafinaron, se hidrataron y lavaron con buffer de
fosfatos-triton al 2%. La recuperacion antigénica se realizé con buffer de citratos (0.1 mM,
pH=6) y permeabilizaran con PBS-T. Los epitopes fueron bloqueados con albumina bovina
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libre de 1gG al 0.5% en PBS-T. Posteriormente fueron lavados con PBS-T por 10 minutos y
se afiadio el anticuerpo policlonal de raton ARMER (Santa Cruz, Biotechnology, Inc.) fue
diluido 1:50 y se dejado incubar por 20 horas a temperatura de 4 grados Celsius.
Transcurrido este tiempo y en oscuridad se realizé un lavado en PBS-T por 5-10 minutos y
se le afiadio el anticuerpo secundario anti-lgG de cabra acoplado a FITC (Santa Cruz,
Biotechnology, Inc.) diluido 1:200, se dejo en agitacion por 3 horas. Posteriormente se
realizaron lavados cada 15 minutos con PBS-T y 3 minutos en PBS. Los ndcleos fueron
teflidos con yoduro de propidio (Millipore) diluido 1:1000 por 1:30 minutos. En seguida se
realizaron dos lavados con PBS por 10 minutos y 5 minutos con PBS-T. Por ultimo, las
laminillas se sellaron con medio de montaje (Millipore) (Anexo 2). La fluorescencia se
observé con un microscopio Leica DM1000 LED.

6.5. Numero de células Arl6ipl-positivas

Para cada grupo experimental usamos 5 ovarios de ratas diferentes, de los cuales
realizamos ensayos independientes de inmunohistoquimica. De los cortes histologicos
contamos las células Arl6ipl-positivas en campos representativos usando la herramienta
“cell counter” software NIH ImagelJ. El resultado cuantitativo final fue medido usando
programa “measure” y las células fueron positivas cuando la medicion de color fue > a 50

unidades arbitrarias (AU), y negativas cuando tuvieron < a 49 AU de color.

6.6. Pruebas estadisticas
Los datos fueron sometidos a la prueba estadistica ANOVA de una via junto con
comparaciones multiples de Tukey. Se consideraron diferencias significativas cuando la p

fue menor a 0.05 %.
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7.0 RESULTADOS
7.1 Foliculos en los ovarios tefiidos con HE y visualizados por microscopia
optica

En la figura 17 se muestran los foliculos del ovario de rata en diferentes estados del
desarrollo, al dia del nacimiento (P0), al postnatal 1 (P1), P2, P4y P6. En el PO y P1 los
ovocitos estuvieron agrupados “en canasta” y estan sefialamos con una flecha, los ovocitos
estan unidos por membranas de las células pregranulosas, posteriormente, algunos ovocitos
sufren de apoptosis y los que quedan se separan y se rodean de células planas formando los
foliculos primordiales. Al P2 mostramaos foliculos primordiales (flecha), los cuales
comienzan a diferenciarse en células cubicas (triangulo). Mientras que al P4 mostramos
foliculos primarios (flecha), el ovocito estd rodeado de una capa de células granulosas
cubicas, y al P6 mostramos ovocitos rodeados de dos capas de células cubicas que
representan a foliculos secundarios (flecha).

Figura 17. Cortes histologicos representativos de los ovarios rata Sprague-Dawley a diferentes
edades posnatales 0, 1, 2, 4 y 6 dias de edad (PO, P1, P2, P4 y P6) tefiidos con Hematoxilina-Eosina.
Escala 25 micras.
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7.2 Células ovaricas Arl6ipl-positivas visualizadas por
inmunohistoquimica

El analisis cualitativo por inmunohistoquimica mostré que las células Arl6ipl-positivas
estuvieron en los ovarios de ratas neonatas a todas las edades estudiadas (PO, P1, P2, P4y
P6) (Figura 18). La inmuno-reactividad correspondié tanto a los ovocitos como en las
células pre-granulosas (planas) y granulosas (cubicas) del ovario en desarrollo (Figura 18).
En las figuras 19-20 se muestran los ovocitos agrupados formando ordenamiento descritos
como células “en canasta”. En la figura 21 foliculos primordiales, formados por el ovocito
y células pre-granulosas planas. En la figura 22 foliculos primarios y en la figura 23
foliculos secundarios. Estos ultimos estan formados por el ovocito y células granulosas
cUbicas. Estas imagenes corresponden a los diferentes estadios de la foliculogénesis, un
proceso independiente de las hormonas hipotaldmicas e hipofisiarias de los animales en
desarrollo.

El anélisis cuantitativo mostr6 que al PO, el nimero de ovocitos Arl6ipl-positivos fue
mayor (80 %) en comparacion con el nimero de ovocitos al P1, P2, P4 y P6
respectivamente (Figura 24A), el valor menor lo obtuvimos a los 6 dias de edad (Figura
24A). El nimero de células pre-granulosas Arl6ipl-positivas fue similar a lo encontrado en
los ovocitos, alto al dia del nacimiento y disminuye en los dias subsecuentes (Figura 24B).
Las células granulosas Arl6ipl-positivas es baja al nacimiento y después aumenta
significativamente al P4 (Figura 24C). A los 6 dias de edad (P6), el namero de células
granulosas Arl6ipl-positivas disminuyd en comparacién con el nimero de ellas obtenido al
P6 (Figura 24C).
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Figura 19. A la izquierda se muestran ovocitos pequefios agrupados “en canasta” de ovarios de rata
al PO teflidos con HE (flecha). Hay alto nimero de ovocitos, algunos sufren de apoptosis y los
restantes se separan rodeandose de células planas y formando los foliculos primordiales del ovario.
A la derecha mostramos por inmunohistoquimica los ovocitos Arl6ipl-positivos al PO (punta de
flecha). Escala 25 micras.
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Figura 20. A la izquierda se muestran los ovocitos agrupados “en canasta” al P1 tefiidos con HE
(flecha), el nimero de ovocitos disminuye por apoptosis y los ovocitos sanos continian su proceso
de maduracién. A la derecha mostramos por inmunohistoquimica los ovocitos Arl6ipl-positivos
(punta de flecha). Escala 25 micras.
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Figura 21. A la izquierda mostramos foliculos primordiales en los ovarios de rata al P2 tefiidos con
HE (flecha 1), son foliculos primordiales, los ovocitos estan rodeados de una capa de células planas.
A la derecha mostramos por inmunohistoquimica las células Arl6ipl-positivas (punta de flecha).
Escala 25 micras.

Figura 22. A la izquierda se muestran foliculos primarios de ovarios de rata al P4 tefiidos con HE,
los ovocitos estan rodeados de una capa de células cubicas (flechas). Las células planas cambiaron
a células cubicas por diferenciacion. En la fotografia de la derecha vemos ovocitos y células
granulosas Arl6ipl-positivas (punta de flecha). Escala 25 micras.
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Figura 23. A la izquierda se muestran foliculos secundarios de ovarios de ratas al P6 tefiidos con
HE (flechas). Los ovocitos estan rodeados por dos capa de células granulosas cubicas. A la derecha
se muestran las células Arl6ipl-positivas (punta de flecha). Escala 25 micras.

La diferenciacion y proliferacion celular en ovarios involucra mdltiples factores de
regulacion. Se ha reportado que Arl6ipl interviene en el trafico de membrana, sefializacion,
diferenciacion, proliferacion y apoptosis celular. Aunque no esta totalmente clara la forma
en como realiza estas funciones, se sabe que la proteina Arl6ipl es regulada por otras
proteinas como la ARF, Sarl, Rab, las cuales intervienen en la formacion de vesiculas y
son necesarias para que se lleve a cabo el trafico de membranas por las vesiculas. En los
ovocitos podemos ver que hay mayor namero de células Arl6ipl-positivas por campo a la
edad de PO, sugerimos que es debido a que el ovocito regula la diferenciacion de células
planas a células cubicas (Figura 24A). La alta expresion de Arl6ipl junto con la
participacion de las demas proteinas como ARF, Sar y Rab es necesaria para que sucedan
los procesos de sefializacion en la membrana y de esta forma la diferenciacion de las
células. En la misma grafica disminuy6 74 % la expresion de Arl6ipl en los ovocitos de las
ratas en las edades de P1, P2, P4 Y P6. Cabe sefialar que los ovocitos entran en apoptosis,
lo adn viables se rodeen de células planas y formen foliculos primordiales que observamos
al P2. La Arl6ipl al ser inhibida promoveria la apoptosis al ser degradada por la ubiquitina,
proteina a la cual se une la Arl6ipl. En la grafica B (Figura 15) correspondiente a células
pregranulosas vemos un patron similar, las células pregranulas o planas en un principio
muestran alta actividad pero no igual a la que presentan los ovocitos, esto debido a que

estas células también se van a diferenciarse.
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En el grafica 24C mostramos que las células granulosas aumentaron 90 % en relacion
con el PO y P1. En este estado de foliculogénesis, las células granulosas regulan el
crecimiento del ovocito. Los andlisis in silico sugieren que Arl6ipl interacciona con Nexina
1, Reticuldn 4, sonic hedgehog y desert hedgehog, proteinas regulan el crecimiento y la

transcripcion en los procesos de proliferacion celular.
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Figura 24. Células Arl6ipl-positivas en los ovarios de ratas Sprague-Dawley a las edades
postnatales 0, 1, 2, 4 y 6 dias de edad, n=5 (PO, P1, P2, P4 y P6). A. ovocitos. B, células pre-
granulosas o planas. C, células granulosas. Los graficos representan el promedio y el EEM de
células Arl6ipl-positivas, *p<0.05, ANOVA de una via seguida de la prueba de Tukey.
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8. DISCUSION

La proteina Arl6ipl fue reportada por primera vez por Ingley y colaboradores en 1999
en una la linea celular J2E de neoplasias de eritrocitos (Ingley et al., 1999). En un sistema
hibrido de levadura se ha probado que la proteina Arl6ipl interacciona con factores de
ribosilacion (ARL) y participa en la sefializacion intracelular. En otros organismos mas
evolucionados como las moscas, peces y roedores, la mutacion del gen Arl6ipl causa
importantes alteraciones morfoldgicas y funcionales como polidactilia, anormalidades en el
desarrollo de los rifiones, ceguera y obesidad. [Beales et al., 1999, Chiang et al., 2004; Fan
et al., 2004].

En general, las proteinas recién sintetizadas pueden ser secretadas al medio o ser
incorporadas a las membranas intracelulares como las del reticulo endoplasmico, la del
aparato de Golgi, la de los lisosomas o incluso a la membrana plasmaética. Cuando las
proteinas forman parte de las membranas intracelulares se insertan inicialmente en el
reticulo endoplasmico, las otras son liberadas a la luz de él. Desde la membrana del reticulo
endopladsmico continGan su transporte pasando por aparato de Golgi y los lisosomas,
siempre lo hacen como componentes de la membrana, las otras son proteinas solubles
[Cooper et al., 2007 A]. La diferencia entre proteinas que seran retenidas en el reticulo
endoplasmico y las que seran exportadas es que las primeras poseen un dominio especifico
de retencion. Las que serdn exportadas llegan al aparato de Golgi donde ocurre la
fosforilacion de los residuos de manosa siendo un paso crucial en la distribucion de las
proteinas a los lisosomas. La exportacién y distribucion de las proteinas se da por medio de
las vesiculas, donde la formacion de estas se regula por las proteinas de union a GTP a
través de proteinas adaptadoras que interaccionan directamente con las proteinas del
revestimiento vesicular. Especificamente se ha reportado que la proteina Arl6ipl es una
proteina de unién a GTP por lo cual también se ha propuesto interviene regulando la
formacion de vesiculas de transporte, de esta manera regula el trafico de las proteinas y la
sefializacion intracelular [Pettersson et al., 2000].

Hasta ahora se han reportado tres familias de proteinas de union a GTP implicadas en
la gemacion de las vesiculas: la familia de los factores de ribosilacion ADP, de la cual, la
mas conocida es la ARF1, otra es la Sarl y las proteinas Rab. La unién secuencial y

cooperativa de proteinas de union a GTP, proteinas adaptadoras y proteina efectoras
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establecen un complejo proteico sobre la membrana, especifico para el ensamble y la
gemacion de las vesiculas de transporte [Cooper et al. 2007 B]. Esta interaccion de las
proteinas es fundamental para entender la funcion de la proteina Arl6ipl en las células de
los ovarios.

Ademas, la proteina Arl6ipl interactla con proteinas de la familia ARF formando
parte de los tibulos que dan forma a la membrana en la region de transiciéon entre el
reticulo endoplasmico y el aparato de Golgi. Se ha reportado que la sobreexpresion de
Arl6ipl altera la morfologia del reticulo endoplasmico [Yasunori et al., 2013]. También, el
complejo ARF/GDP se une a proteinas de la membrana en el aparato de Golgi, y la proteina
ARF estimula el intercambio de GDP por GTP [Pettersson at al., 2000]. Cabe sefialar que
la unién de ARF/GTP inicia el proceso de gemacion reclutando a las proteinas adaptadoras,
donde estas funcionaran como sitios de union para el receptor de manosa-6-fosfato y
clatrina ensamblandose una reticula en forma de “cesta” que distorsiona la superficie de la
membrana conduciendo a la formacion de la vesicula. Especificamente, la union y la fusion
de las vesiculas de transporte a las membranas dianas especificas esta mediada por un
complejo proteico formado de manera secuencial en las que también intervienen las
proteinas Rab. Se ha sugerido que la proteina Arl6ipl interviene en este proceso, dando
forma a la membrana y por consecuencia a la célula en los proceso de diferenciacion
[Cooper at al., 2007 B]. Basandonos en estos datos experimentales y en la interaccion de
Arl6ipl con ARF, Rab y ubiquitina C [Szklarczyk et al, 2015] deducidos por los analisis in
silico fortalecen la idea de que la proteina Arl6ipl interviene en el trafico de membranas, en
la sefializacion y en el proceso de diferenciacon de las células.

El incremento de la proteina Arl6ipl que encontramos al nacimiento (PO) en los
ovocitos y en las células preganulosas del ovario de la rata coincide con el inicio de la
diferenciacion celular que ocurre para la formacion de los foliculos primordiales, es un
proceso fisiologico en el que el transporte vesicular de las proteinas aumenta. La mayor
expresion de la proteina Arl6iplcontribuiria a la formacion de los foliculos primordiales en
los ovarios de la rata. Considerando que la Arl6ipl puede unirse a uniquitina C, su
regulacién puede ser por ubiquitinacion. La ubiquitina se activa por la enzima E1, una vez
activada se transfiere a una de las distintas enzimas conjugantes de la ubiquitina o E2,

posteriormente se transfiere a la ubiquitina ligasa E3 y finalmente a una proteina diana
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especifica. De esta forma, se afiaden mas moleculas de ubiquitina y posteriormente se
degradan por proteolisis [Cooper at al., 2007 B]. Durante el desarrollo postnatal de los
ovarios, los ovocitos deben disgregarse y unirse a las células pregranulosas por lo que si
Arl6ipl es degradada por ubiquitinacion su expresion disminuye al P1 y P2 permitiendo asi
la unién con las celulas pregranlosas en los foliculos primordiales [Lui at al., 2003].
También, los ovocitos agrupados “en canasta” sufren apoptosis al azar, fendmeno que
contribuye a que se aislan y después se asocien a las células pregranulosas planas para
formar los foliculos primordiales [Palma at al., 2011]. En este proceso la proteina Arl6ipl
se degrada por ubiquitinacion, su ausencia tambien puede conducir a la apoptosis por lo que
la expresion de Arl6ipl disminuye en células preganulosas. Sin embargo, a los 4 dias de
edad ( P4) la expresion de Arl6ipl aumenta lo que contribuiria al proceso de proliferacion
celular, ya que pasan de foliculos primarios a foliculos secundarios. Es importante
considerar que la proteina Arl6ipl interacciona con otras proteinas como la “sonic
hedgehog” y “desert hedgehog”, proteinas que intervienen en la transcripcion de genes en
los tejidos en desarrollo. Especificamente, la proteina desert hedgehog es una proteina de
sefializacion que activa la transcripcion de genes durante la foliculogénesis del ovario y en
las células Leydig de los testiculos [Spicer et al., 2009].

Los analisis multiples del genoma de las secuencias expresadas “High-throughput” y
ensayos de co-expresion realizados con el Software String 10 (Szklarczyk at al., 2015)
fortalecen la idea que la proteina Arl6ipl interacciona con la ubiquitina C (UBC, 100% de
identidad), con nexina 1 (SNX1, 100% de identidad), con reticulon 4 (RNT4, 98.3 % de
identidad), con desert hedgehog(96.8% de identidad) y con sonic hedgehog (SHH, 97.8 %
de identidad). Estas interaccines permiten relacionar el comportamiento de la proteina
Arl6ipl con sus posibles funciones en las células. La interaccién con RTN4 fortalece la
idea de participar en el trafico de membranas, se trata de una proteina de las vesiculas de
trasporte [Cooper at al., 2007]. La interaccion con ubiquina C sugiere su participacion en
desarrollo y la apoptosis regulando la degradacion de Arl6ipl y el transporte de las
proteinas. Por su union a SNX1 sugiere regular la union al receptor del factor de
crecimiento epidérmico (EGFR), a las vesiculas y posteriormente a su degradacion, lo cual
intervendria en procesos de proliferacion. El factor de crecimiento epidérmico y su receptor

(EGF y EGFR) respectivamente aumentan su expresion durante la foliculogénesis del
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ovario dado que regulan la interaccion entre el ovocito y las células de la granulosa [Tse
y Ge, 2009]. Finalmente, la SHH es un factor de transcripcion esencial para la
organogénesis durante el desarrollo del ovario. Cuando aumenta la expresion de SHH hay
formacion de tumores y malformacion de los ovarios en desarrollo. Este resultado se ha
atribuido a aberraciones meioticas en las células germinales del ovario [Sabol at al., 2012].
En la figura 25A, indicamos la participacion de Arl6ipl en el tréfico de las membranas
intracelulares y en las figuras 25B y C su interaccién con otras proteinas identificadas
usando el software String 10 con los indices mas altos de probabilidad de unién (97.8-100
%) [Szklarczyk at al., 2015].

En la figura 26 se resume la localizacion y la posible acciéon de la Proteina Arl6ipl.
Con base en la interaccion de Arl6ipl con otras proteinas como ARF, Sar, Rab, nexinal,
reticulon 4, desert hedgehog, sonic hedgehog y ubiquitina hipotetizamos la funcion de
Arl6ipl. La proteina Arl6ipl forma parte de membranas vesiculares [Yasunori, et al.,
2013], asi como las proteinas ARF, Sar, Rab, las cuales participan en la iniciacion, union y
fusion vesicular y participan formando las vesiculas. Ademéas sugerimos que Arl6ipl
participa en el transporte de las proteinas que viajan al aparto de Golgi y posteriormente a
la membrana celular. Al fusionarse con la membrana celular, liberan las proteinas de
membrana que van en las vesiculas activando a otras proteinas como SHH y DHH

encargadas de la sefializaciéon celular.
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Figura 25. Sefializacion intracelular e interaccion de Arl6ipl con otras proteinas. A. Transporte
vesicular del reticulo endoplasmico (RE) al aparato de Golgi mediante vesiculas originadas por
gemacion de la membrana, fusion a otras y la interaccion con tubulos en la region trans-Golgi (RE-
Golgi, CIREG). B. Nivel 1 de interaccion de Arl6ipl con Ubiquitina C (UBC), factor 4D de
ribosilacion semejante a ADP (Arl4d), nexina 1 (SNX1) y sonic hedgehog (SHH), entre otras. C.
nivel 2 de interaccion con las proteinas. Programa, String 10 (Szklarczyk at al., 2015).
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Figura 26. Esquema hipotético que ilustra la localizacion de Arl6ipl en las membranas
intracelulares y su interaccion con otras proteinas.
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9. CONCLUSION

La proteina Arl6ipl se expresé en los ovocitos, en las células pre-granulosas y en las
células de la granulosa del ovario. En los ovocitos y células pre-granulosas, su expresion
fue alta al PO y disminuy6 en los dias postnatales subsecuentes (1-6 dias). Sin embargo, en
las células de la granulosa su expresion fue baja al PO y posteriormente aumentd
paulatinamente a un maximo valor a los 4 dias de edad. Sugerimos que la proteina Arl6ipl
interviene en la diferenciacion de las células pre-granulosas a granulosas, mientras que su
ausencia produce apoptosis, fendbmeno que ocurre en la formacién de los foliculos

primordiales y primarios del ovario.
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ANEXOS 1

TECNICA DE HEMATOXILINA'Y EOSINA
1- Desparafinar con xilol con dos lavados de 10 minutos cada uno.
2- Bafio de alcohol al 96 % por 10 minutos.
3- Hidratar con agua destilada por 3 minutos.
4- Tefir con hematoxilina por tres minutos.
5- Lavar en agua de la llave, cambiar hasta que el agua quede limpia.
6- Diferenciar en alcohol acido 2 veces e inmediatamente lavar con agua de la llave.
7- Lavar en bafio con solucidn saturada de carbonato de litio hasta cambio de color a
azul brillante. Inmediatamente lavar con agua de la llave.
8- Tefir con Eosina por 2 minutos.
9- Alcohol al 96% por 2 minutos.
10- Deshidratar con alcohol absoluto por 2 minutos.
11- Sumergir las laminillas en alcohol-xilol por 3 minutos.
12- Sumergir en xilol por 15 minutos.

13- Montar con resina sintética de cualquier marca comercial
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ANEXO 2

TECNICA DE INMUNOHISTOQUIMICA
DESPARAFINADO E HIDRATACION DE LOS TEJIDOS
1- Sumergir en xilol por 10 minutos.
2- Sumergir en alcohol-xilol por 10 minutos.
3- Sumergir en alcohol absoluto por 10 minutos.
4- Sumergir en alcohol absoluto por 3 minutos.
5- Sumergir en alcohol al 96 % por 10 minutos.
6- Sumergir en alcohol 70 % por 10 minutos.
7- Lavar con agua destilada por 5 minutos.
8- Enjuagar con buffer de fosfatos a pH 7.4 (PBS) por 5 minutos.
RECUPERACION ANTIGENICA
9- Incubar con el buffer de citratos por 30 minutos a 55 grados Celsius
10- Incubar con PBS-T al 2% por 10 minutos
BLOQUEO DE MARCAIJE INESPECIFICO
11- Incubar con albumina libre de 1gG al 0.5% por 30 minutos.
12- Lavar con PBS-T 2 % por 10 minutos.
INCUBACION CON EL ANTICUERPO PRIMARIO
13- Incubar con el anticuerpo primario ARMER diluido en PBS-T 1:50. La incubacion
es en camara himeda cerrada por 20 horas a 4 grados Celsius
14- Lavar 3 veces por 5 minutos con PBS-T
INCUBACION CON EL ANTICUERPO SECUNDARIO
15-Incubar con el anticuerpo secundario (marcado con FITC) diluido en PBS-T a
temperatura ambiente en cdmara himeda y protegido de la luz.
16- Lavar 3 veces por 5 minutos con PBS-T.
17- Lavar 1 vez por 3 minutos con PBS.
18- Tefiir nacleos con yoduro de propidio por 3 minutos.
19- Lavar 2 veces por 5 minutos con PBS agitando suavemente.
20- Lavar 2 veces por 5 minutos con agua bidestilada.
21- Lavar 1 vez por 5 minutos con PBS-T.

22- Montar los cubreobjetos con vectashield
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23- Observar al microscopio de fluorescencia.

Anticuerpos y marcador nuclear

Reactivos Dilucion
Anticuerpo primario policlonal ARMER 1:50
(Santa Cruz Biotechnology, Inc.)
Anti-1gG de cabra acoplado a FITC (Santa 1:200

Cruz Biotechnology, Inc.)
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