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1. RESUMEN 

ANTECEDENTES: Existe evidencia que indica que la proteína Panexina 1 (Panx1) 

modifica su expresión en el cerebro murino durante momentos puntuales del desarrollo. 

Más aún, estudios recientes en cerebros de roedores indican que tanto la ausencia como 

la sobreexpresión de Panx1 llevan a alteraciones en la función y estructura neuronal, por 

ello cambios en su nivel de expresión serian relevantes para el correcto funcionamiento 

cerebral. Sin embargo, no existe claridad en cuanto a su expresión a lo largo de toda la 

vida del animal.   

OBJETIVOS: comparar la distribución e intensidad de la expresión de Panx1 en los 

cerebros de ratones silvestres C57bl/6, entre las etapas del desarrollo joven y adulto.  

MATERIALES Y MÉTODOS: En el presente estudio se analizaron cortes de cerebros 

de ratón, previamente procesados para procedimiento histológico, provenientes de 

hembras y machos de la cepa C57bl/6 jóvenes (2 y 3 meses de edad) y adultos (10 y 12 

meses de edad). La localización célula-específica como la distribución sub-celular 

(membrana celular, citoplasma y núcleo) de Panx1 fue estudiada en diferentes regiones 

cerebrales que incluyeron la corteza retroesplenial (CR), diferentes regiones del 

hipocampo CA1, CA3 y giro dentado (GD) mediante la técnica de inmunohistoquímica 

y posterior visualización por microscopía de campo claro. 

RESULTADOS: Encontramos que Panx1 se expresa tanto en la CR como en el 

hipocampo de animales jóvenes y adultos. Interesantemente, su expresión fue 

significativamente mayor en la CR del grupo adulto comparado al grupo joven, mientras 

que en el hipocampo no se observaron diferencias entre los dos grupos etarios.  

DISCUSIÓN: es necesario continuar profundizando en el estudio de la expresión de 

Panx1 en cerebro de ratón, utilizando mayor cantidad de animales y el agregar un grupo 

etario de mayor edad con el propósito de determinar si se mantiene este aumento de la 

expresión de Panx1 en el tiempo, además de evaluar otras áreas cerebrales. 

CONCLUSIÓN: Existe un aumento en el patrón de distribución de la expresión de 

Panx1 en el cerebro de ratones silvestres C57bl/6 del grupo adulto. Principalmente en la 

porción CR del cerebro. 
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2. PALABRAS CLAVE 

Panexina 1, grupo etario, cerebro, ratón, localización regional, distribución celular, 

distribución compartimiento celular, corteza retroesplenial, CA1, CA3, giro dentado 

3. LISTA DE ACRÓNIMOS 

 

ATP: Adenosín Trifosfato 

Ca2+: Ion calcio 

CICUAL: Comité de cuidado y uso de animales de laboratorio 

CR: Corteza retroesplenial.  

Cxs: Conexinas 

DAB: Diaminobenzidine tetrahydrochloride hydrate  

EA: Enfermedad del Alzheimer.  

FAWC: Farm Animal Welfare Committee 

GD: Giro dentado 

IHC: Inmunohistoquímica 

Ixs: Inexinas 

LTP: Potenciación a largo plazo 

LTD: Depresión a largo plazo 

P2X: Familia de receptores purinérgicos P2x ligados al ATP 

P2Y: Familia de receptores purinérgicos P2y ligados al ATP 

Panx1: Panexina 1 

Panxs: Panexinas 

PFA: Paraformaldehído 
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ROI: Región de interés  

SI: Solución de incubación 

SNC: Sistema nervioso central 

UH: Unión en hendidura 

WT: Ratones de carácter wild type 
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4. INTRODUCCIÓN 

El envejecimiento es la única condición natural capaz de afectar a todos los organismos 

vivos pertenecientes a una misma especie. Se caracteriza por un declive progresivo en 

los factores asociados con la condición física de un organismo, sumado a un detrimento 

de los factores encargados de recuperar la homeostasis del mismo.  

En el cerebro el envejecimiento tiende a manifestarse como una disminución de las 

capacidades cognitivas, en particular en aquellas regiones involucradas en el 

procesamiento y almacenamiento de la información a causa de una atrofia progresiva. 

Generalmente las consecuencias asociadas a estas modificaciones se manifiestan con un 

aumento en el riesgo de padecer diferentes patologías que afectan al sistema nervioso 

central, entre ellas la demencia y síndromes neurodegenerativos y neuropsiquiátricos.  

Al ser el envejecimiento natural un factor de riesgo para diferentes patologías, las 

proteínas involucradas en la patogenia de estas diversas condiciones adquieren 

relevancia a la hora de estudiar el envejecimiento.  

Recientemente, la Panx1, una proteína de membrana que forma canales implicados en la 

comunicación celular y la señalización intracelular, ha destacado en este ámbito de 

investigación (1). Esta proteína juega un rol regulador en distintos procesos fisiológicos, 

como la plasticidad sináptica, la neurogénesis, y el tono vascular, todos procesos que de 

algún modo se ven modificados durante el envejecimiento natural (FIGURA 1). 

 

FIGURA 1: Esquema representativo de la participación de los canales de Panx1 en el sistema nervioso central. Los canales de 

Panx1 cumplen una función fisiológica en la regulación de la supervivencia de las células madre neural, la maduración neuronal y la 

plasticidad sináptica, con posible relevancia para el funcionamiento cognitivo normal. Además, un creciente cuerpo de evidencias 

avala la contribución de la actividad de Panx1 en diversos procesos patológicos, incluyendo convulsiones, derrames cerebrales, 

migraña y dolor crónico (Modificado de Yeung et al., 2020)(1). 
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PANEXINAS: ESTRUCTURA Y FUNCIÓN  

Las Panexinas (Panxs) son una familia de proteínas formadoras de canales no 

selectivos, constituida por tres miembros: Panx1, Panx2 y Panx3 (2). En relación a su 

expresión, las Panxs han sido identificadas en varias especies (3), incluyendo el humano 

y el ratón, quienes presentan una alta homología entre sus secuencias (4) siendo 

localizadas y expresadas diferencialmente. Panx1 y Panx2  son particularmente 

expresadas en distintas regiones del sistema nervioso central (SNC) (5). Se ha reportado 

que Panx1 y Panx2 son expresadas en la mayoría de las neuronas piramidales del SNC y 

en algunas interneuronas GABAérgicas (6), pero en particular, Panx1 ha sido 

identificada en los terminales dendríticos de las neuronas piramidales del hipocampo y 

la corteza cerebral (7). Además, Panx1 también es expresada por otros tipos celulares no 

neuronales como astrocitos, microglia, oligodendrocitos y células ependimarias (8)(9).  

No obstante, a nivel subcelular, Panx1 se distribuye preferencialmente en la membrana 

plasmática mientras que Panx2 demuestra una distribución predominante en la 

membrana reticular(10)(11). 

En términos de estructura, las Panxs presentan 4 dominios de transmembrana, 2 asas 

extracelulares y una intracelular, y sus extremos carboxi y amino expuestos hacia el 

lado citoplasmático (11) (FIGURA 2A). Esta misma topología se observa en las 

Conexinas e Inexinas (11), dos familias de proteínas involucradas en la comunicación 

intercelular mediante la formación de uniones en hendidura (UHs) en vertebrados e 

invertebrados respectivamente (11). Sin embargo, a diferencia de estas, las Panxs 

comparten una baja homología en su secuencia aminoacídica, forman heptámeros (12–

15) y además, presentan residuos glicosilados en sus asas extracelulares, lo que les 

confiere un impedimento para la formación de canales de UHs (16)(17).  

Dentro de los miembros de las Panxs, los canales de Panx1 han concitado gran interés 

por su capacidad de formar canales no selectivos en la membrana plasmática mediando 

la comunicación directa entre el citoplasma y el medio extracelular (2,3,5,17–20). Por 

ejemplo, los canales de Panx1 pueden liberar Adenosín trifosfato (ATP) y otras 

moléculas de señalización al medio extracelular (21–23) tales como uridín trifosfato 

(UTP), uridín difosfato (UDP), D-serina y ion calcio (Ca2+)(17).  
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FIGURA 2: Esquema representativo de la estructura y propiedades de los canales de Panx1. Los canales de A) Panx1 presentan 4 

dominios transmembrana (TM1-TM4), dos asas extracelulares, dos asas intracelulares y sus dominios amino (N-term) y carboxi (C-

term) terminales hacia el lado intracelular (modificado de Michalski et al., 2020)(15). B) El canal de Panx1 funcional consiste en 7 

subunidades que se ensamblan formando un poro central en la membrana plasmática. A través de ellos pueden pasar ATP, 

colorantes moleculares y aniones como el Cloro. Se indican diversos mecanismos de activación y bloqueadores. (Modificado de 

Yeung et al., 2020) (1).  

 

Diferentes factores han demostrado la capacidad de modular la actividad de estos 

canales, estos van desde la estimulación mecánica (21) clivaje por caspasas (24), calcio 

(Ca2+) citoplasmático (25) y despolarización de la membrana mediada por elevación de 

K+ extracelular (26) hasta el propio ATP extracelular(27–29) (FIGURA 2B). 

Por otro lado, se han identificado algunos elementos capaces de forzar el cierre de estos 

canales, como por ejemplo la acidificación citoplasmática mediada por CO2 (25), una 

retroalimentación negativa a partir de la liberación de ATP (30), péptidos miméticos 

(31) y bloqueadores de canales como la carbenoxolona, el probenecid y el ácido 

flufenámico (32)(33) (FIGURA 2B). El hecho que el ATP permita regular tanto su 

salida como su entrada, a través de los canales Panx1, involucrando también la 

participación de los receptores purinérgicos (25), han permitido determinar que la 

acción de este canal para liberar ATP resulta en un mecanismo de “liberación de ATP 

regulado por ATP” (34)(35), lo cual, le da a la Panx1 un rol importante durante la 

señalización purinérgica, debido a su interacción con los receptores purinérgicos P2X y 

P2Y (27)(25). Esto nos permite señalar que la Panx1 se encuentra de alguna manera 

involucrada en un número importante de funciones fisiológicas y patológicas donde la 

señalización purinérgica es relevante, entre las cuales destacan el control de la 
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plasticidad sináptica, la neurogénesis, y la regulación del tono vascular, factores que han 

presentado evidencia de estar relacionados con procesos fisiopatológicos exacerbados 

durante el envejecimiento como lo son la demencia y las enfermedades 

neurodegenerativas (8,23,36–47). 

 

PANX1 UBICACIÓN EN EL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL 

Se ha determinado que la proteína Panx1 posee una fuerte expresión en distintas 

estructuras cerebrales, entre ellas  la corteza y el hipocampo (5,6)(9), principalmente en 

los distintos grupos neuronales que los constituyen(5)(9). 

 

CORTEZA 

De las distintas estructuras estudiadas para su presencia, la corteza cerebral presenta una 

alta expresión de Panx1 (5,6,48) y al mismo tiempo se ha descrito como altamente 

susceptible a las diferentes alteraciones provocadas por la edad (49)(50). Esto en 

combinación con los resultados descritos en la literatura en relación a los cambios 

ocurridos con la actividad de Panx1 en relación al desarrollo en el cerebro (6,48,51), lo 

vuelven una estructura de alto interés para nuestra investigación. 

Morfológicamente la corteza cerebral es una compleja estructura organizada en capas 

con una desconcertante variedad de neuronas, y un importante número de conexiones 

tanto locales como externas. Las variaciones citoarquitectónicas presentes en la corteza,  

subdividen a la misma en distintas regiones o áreas cerebrales con características y 

funciones específicas  (52), Por ejemplo la mayoría de los movimientos se encuentran 

asociados a las zonas motoras de la corteza (FIGURA 3). 

Particularmente las áreas  relacionadas con el estudio de la función y expresión de 

Panx1 han sido la regiones corticales adyacentes al hipocampo, debido a su conexión 

con procesos cognitivos (6,48,51). En efecto, dentro de las diferentes porciones de la 

corteza, la corteza retroesplenial (CR) (FIGURA 3), además de poseer conexiones 

importantes con el hipocampo (53), también se ha determinado que parte de sus 

funciones están relacionadas con la memoria a largo plazo, la cognición espacial y el 

aprendizaje (54)(55)(56), funciones que a su vez han sido asociadas a la actividad de los 
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canales de Panx1(48)(47,57). Sin embargo, a la fecha no se ha descrito la presencia de 

Panx1 en la CR. 

 

FIGURA 3: Esquema representativo de la estructura y posición anatómica de las distintas estructuras que forman el cerebro de 

un ratón c57bl/6: Esquema general de las diferentes estructuras que conforman al cerebro de un ratón donde observamos a la 

corteza en diferentes tonos de verde representando distintas regiones corticales y la división de sus capas, al hipocampo debajo de 

esta con un color verde claro, el tálamo dividido en sus distintos núcleos con un color rosa, al hipotálamo con sus núcleos 

respectivos marcados con un tono rojizo, sumado a los ganglios basales con diferentes tonos de azul y los tractos fibrosos marcados 

con distintos tonos de gris. (modificado de http://mouse.brain-map.org/, 2020) (58). Principalmente destacamos la porción CR que 

se observa con un tono morado justo en la cisura interhemisférica.  

 

HIPOCAMPO 

Otra de las estructuras que presentan interés para esta línea de investigación es el 

hipocampo, ya que al mismo tiempo que es una de las estructuras con mayor tasa de 

expresión de Panx1 (5,6,9,48), también resulta ser de las más estudiadas en las 

diferentes investigaciones relacionadas tanto con la función como con la regulación de 

esta proteína (6,48,51). 

El hipocampo es una estructura fundamental para funciones clave como son: la 

memoria, el aprendizaje y la neuroplasticidad (59). Esto último consiste en distintos 

mecanismos encargados de la regulación de la actividad neuronal frente a diferentes 

estímulos, pudiendo estos ser de carácter externo como también interno, con el objetivo 
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de mejorar la eficacia de distintos procesos neuronales, como son el desarrollo cerebral 

y el aprendizaje, a partir de la formación de nuevas redes neuronales (60)(61). 

La anatomía del hipocampo consiste en 2 zonas principales: Cornu ammonis (CA1-

CA3) y GD, cada una con sus propias capas neuronales y funciones. La porción CA1 se 

relaciona con procesos de asociación de patrones temporales y memoria a largo plazo, la 

región CA3 participa en la asociación de patrones espaciales, la memoria de corto plazo 

y también en  la detección de sucesos y objetos, por último el GD se relaciona con el 

procesamiento de la información espacial. Cada porción del hipocampo se encuentra 

interconectada de una manera específica (62). 

 

FIGURA 4: Esquema representativo de la estructura del hipocampo mostrando las vías de conexión entre las distintas 

subregiones. La información proveniente desde la corteza (entorrinal) ingresa por el GD, continúa hacia la región CA3 y desde allí 

hacia CA1 para finalmente volver a la corteza.  (63). 

La importancia que tiene para nosotros esta porción, se basa en la localización como 

también por el nivel de expresión de Panx1(5,35) en conjunto con su fragilidad frente al 

proceso de envejecimiento(6,9,48,51) siendo la porción CA1 la más sensible a los 

cambios ocurridos durante el desarrollo, a diferencia de la región CA3 y GD, los cuales 

presentan una mayor resistencia a los cambios producidos por la edad (59) . 

 

ROL DE LOS CANALES DE PANX1 EN EL SNC 

Diversas evidencias destacan un rol fisiológico y fisiopatológico de los canales de 

Panx1 en diversos procesos, tales como la propagación de ondas de Ca2+, la regulación 

del tono muscular, apoptosis y la respuesta inmune (11). Sin embargo creciente 
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información relacionan su participación en procesos que ocurren en el SNC (17) 

(FIGURA 1). Por ejemplo, Panx1 ha sido asociada a la migración de precursores 

neuronales contribuyendo al proceso de neurogénesis en el cerebro de ratón (38). Más 

aún, se le ha atribuido una función reguladora negativa en la morfología y conectividad 

neuronal durante el desarrollo temprano. En este sentido, la ausencia de Panx1 o su 

bloqueo farmacológico induce un aumento en la formación de neuritas en precursores 

neuronales in vitro (39) y en la formación de espinas dendríticas en neuronas corticales 

de ratones en etapa embrionaria (64), ambos procesos dependientes del citoesqueleto de 

actina. Similarmente, en neuronas hipocampales de ratones adultos, la ausencia de 

Panx1 induce también cambios en la morfología dendrítica, observándose una mayor 

arborización y complejidad del árbol dendrítico y un mayor tamaño de las espinas 

dendríticas (65), estructuras especializadas que constituyen el principal lugar para la 

formación de sinapsis excitadora en el SNC (66). 

Se ha descrito un rol estabilizador de los canales de Panx1 en la plasticidad sináptica de 

animales adultos. La plasticidad sináptica se refiere a una serie de modificaciones en los 

circuitos neuronales como respuesta a determinadas circunstancias tales como el 

desarrollo, la experiencia o incluso condiciones patológicas, lo que se traduce en un 

aumento o disminución de la actividad neuronal (61). Esta capacidad de cambio en las 

sinapsis, las conexiones entre las neuronas, implica tanto cambios estructurales como 

funcionales que se manifiestan como modificaciones en la eficacia de la transmisión 

sináptica, proceso por el cual los neurotransmisores contenidos en vesículas de la 

neurona presinaptica, son liberados desde el terminal presináptico hacia el espacio 

sináptico donde difunden y alcanzan sus receptores en la membrana postsináptica 

generando la transmisión de la información (61). Estos mecanismos han sido descritos 

en distintas regiones del SNC de mamíferos, tales como el hipocampo, la corteza 

cerebral, el cerebelo, entre otras (12). En este sentido, se ha reportado que la ausencia o 

el bloqueo farmacológico de Panx1 aumenta la transmisión sináptica excitadora y 

facilita la inducción de la potenciación de largo plazo (LTP) en animales de 3 meses de 

edad (47) y 9-12 meses de edad (48), mientras que reduce la inducción de la depresión 

de largo plazo (LTD) (48), dos formas de plasticidad sináptica propuestas como los 

modelos celulares de la memoria y el aprendizaje (67). Más aún la ausencia de Panx1 ha 

sido asociada con ansiedad y una disminución en la memoria de reconocimiento de 

objetos en animales de 3 meses (47) y a una alteración en la flexibilidad cognitiva y en 
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el re-aprendizaje espacial (57) en animales adultos de 9 a 12 meses de edad. Sin 

embargo, ninguno de estos cambios fueron observados en animales juveniles (48), por 

lo que estos antecedentes avalan un rol modulador de los canales de Panx1 en la 

plasticidad y aprendizaje hipocampal en animales adultos. 

Junto con su función fisiológica, diversos estudios implican una función patológica de 

los canales de Panx1 en diversas condiciones que afectan al SNC (68)(69) (FIGURA 1). 

Por ejemplo, una aumentada actividad Panx1 ha sido involucrada con una desregulación 

de la actividad neuronal en condiciones de isquemia y daño cerebrovascular, lo que 

desencadena una serie de eventos que llevan a la muerte neuronal (40,70–72). También, 

una sobreactividad de Panx1 ha sido asociada a epilepsia (73)(74), esquizofrenia, 

encefalomielitis autoinmune (75), encefalopatía inducida por sepsis y esclerosis 

múltiple (76). En la mayoría de estos casos Panx1 ejerce un efecto pro-inflamatorio, el 

cual puede ser prevenido por el bloqueo farmacológico o la ablación de los canales 

Panx1 (70,75–80). 

Antecedentes de nuestro laboratorio indican que en el tejido cerebral de un modelo de la 

enfermedad del Alzheimer (EA), enfermedad neurodegenerativa que aparece durante la 

adultez mayor y corresponde a la principal causa de demencia en la vejez, existe un 

aumento en la expresión y actividad de estos canales durante el envejecimiento, los 

cuales se asocian con el deterioro de la estructura y función sináptica y pueden ser 

mitigados por el bloqueo farmacológico de Panx1 (65). Consistente con ello, estudios 

previos indican que Panx1 juega un papel relevante en la muerte neuronal inducida por 

el péptido β-A, sugiriendo la participación de Panx1 en la EA (81,82). Estos 

antecedentes contrastan con la reportada disminución fisiológica en la expresión de 

Panx1 durante la adultez en el ratón silvestre (6,48), lo que sugiere que una 

desregulación en el patrón de expresión de esta proteína se podría asociar a esta 

condición neurodegenerativa. Sin embargo, existe evidencia contradictoria en cuanto a 

los niveles de Panx1 durante la edad adulta y envejecimiento. Algunos autores aseguran 

que la proteína Panx1 aumenta sus niveles con la edad (51), mientras que otros señalan 

que disminuye (6)(48), por lo que se desconoce si los niveles de Panx1 cambian a lo 

largo de la vida del animal. Por tanto, es claro que cambios en los niveles de expresión 

de Panx1, ya sea en condiciones de ausencia como en situaciones de su sobreexpresión, 

determinan una serie de alteraciones en los circuitos neuronales que llevan a una 

pérdida de su rol modulador sobre la actividad neuronal. Sin embargo, no es claro si es 
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existe una regulación diferencial de Panx1 al largo de la vida del ratón y en particular 

durante el envejecimiento normal.  
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5. PROBLEMA DE INVESTIGACIÓN 

5.1. Pregunta de investigación 

¿Existen cambios en el patrón de distribución e intensidad de expresión de la proteína 

Panx1 entre los cerebros de ratones silvestres C57bl/6 jóvenes y adultos? 

5.2. Hipótesis 

El patrón de distribución e intensidad de la expresión de Panx1 varía entre los cerebros 

de ratones silvestres C57bl/6 jóvenes y adultos. Al mismo tiempo el patrón de 

distribución e intensidad sería diferente dependiendo de la región cerebral. 
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6. OBJETIVOS 

 

6.1. Objetivo general 

Comparar la distribución e intensidad de expresión de la proteína Panx1 en el cerebro de 

ratones silvestres C57bl/6, entre las etapas joven y adulto del desarrollo. 

6.2. Objetivos específicos 

1. Describir la localización regional (CR, CA1, CA3 y GD), celular y compartimiento 

celular de Panx1 entre los cortes histológicos del cerebro de ratones silvestres C57bl/6 

jóvenes y adultos. 

2. Describir el índice de densidad superficial de la señal en la expresión de la proteína 

Panx1 en el cerebro de ratones silvestres C57bl/6 jóvenes y adultos. 

3. Describir la densidad óptica de la señal en la expresión de la proteína Panx1 en el 

cerebro de ratones silvestres C57bl/6 jóvenes y adultos. 

4. Describir el índice de células positivas en un área determinada, de la proteína Panx1 

en el cerebro de ratones silvestres C57bl/6 jóvenes y adultos. 

5. Describir la densidad integrada de la señal en la expresión de la proteína Panx1 en el 

cerebro de ratones silvestres C57bl/6 jóvenes y adultos. 

6. Comparar la cantidad (índice de densidad superficial, índice de células positivas, 

densidad integrada) de la señal de Panx1 entre los cerebros de ratones silvestres C57bl/6 

jóvenes y adultos. 

7. Comparar la intensidad (densidad óptica) de la señal de Panx1 entre los cerebros de 

ratones silvestres C57bl/6 jóvenes y adultos. 
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7. METODOLOGÍA 

 

7.1. Tipo de investigación 

Se trata de una investigación de carácter observacional analítica. 

Posee un carácter observacional debido a que en ella se buscara describir lo sucedido en 

un proceso en el cual no efectuamos ningún tipo de influencia. 

El carácter analítico proviene al establecer una comparación entre diferentes grupos de 

estudio. 

7.2. Población de estudio 

La población de estudio corresponde a ratones silvestres C57bl/6 o WT entre 2 meses, 3 

meses, 10 meses y 12 meses de edad. 

 

7.3. Muestra 

La muestra de estudio corresponde a 10 ratones silvestres C57bl/6 o WT separados 

según su etapa de desarrollo, siendo estos definidos como jóvenes cuando poseen entre 

2 meses y 3 meses de edad y como adultos con 10 meses y 12 meses de edad, la muestra 

se divide en 5 animales por grupo. Los animales fueron obtenidos del Bioterio de la 

Escuela de Medicina de la Universidad de Valparaíso. (Anexo 1). 

7.4. Muestreo 

La obtención de la muestra fue realizada mediante un muestreo no probabilístico por 

conveniencia, puesto a que los ratones fueron seleccionados porque presentaban 

características adecuadas para las observaciones posteriores. 

7.5. Tamaño de la muestra 

El tamaño de la muestra (número  mínimo de animales necesarios para nuestra 

investigación) se determinó  utilizando la aproximación planteada por Dell et al., 2002 

(83) en donde a partir de un experimento piloto para estimar la desviación estándar (s) y 

la diferencia entre las medias de una variable continua evaluada entre dos grupos 

experimentales (d), sumado al nivel de significancia deseado (α) y el poder del 
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experimento o la probabilidad de que el efecto en la variable sea detectada (β), el 

tamaño muestral (n) estará definido por la siguiente ecuación: 

 

Donde C corresponde a una constante que depende de α y β definida en la siguiente 

tabla. 

 

Reemplazando con los datos obtenidos en experimentos previos: 

n=1+2*10.51*(264.6/545.8)^2 

n= (1+2*10.51*0.19)*(2= número de grupos a utilizar) 

n=10.30 

≈(n=10) animales en total 

 

7.6. Criterios de inclusión y exclusión 

Criterios de inclusión 

- Ratones WT de 2 meses, 3 meses, 10 meses y 12 meses de edad 

- Cortes coronales de cerebro de ratón de 7µm de grosor comparables entre sí. 

 

Criterios de exclusión 

- Ratones con algún signo de daño físico 

- Cerebros de ratón que presenten un procesamiento visiblemente inadecuado 

(mala fijación o inclusión) 

- Artefactos en los cortes de tejido (melladuras, roturas, dobleces) 
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7.7. Fuentes y métodos de recolección de datos 

 

- Bitácora de recolección de datos, que consiste en un registro de información 

sobre: edad, peso, talla y los resultados de la localización y niveles de expresión 

de Panx1. 

- Microscopio óptico (DM500, Leica) implementado con cámara digital 

(ICC50W, Leica). 

- Software de análisis de imagen Image J 1.8 programa desarrollado en el 

National Institutes of Health (USA). 

 

7.8. Variables 

- Etapa del desarrollo: (variable cualitativa ordinal) corresponde al grupo etario al que 

pertenecen los animales utilizados durante la investigación, determinado a partir de un 

rango de edad especifico, siendo de 2 a 3 meses joven y de 10 a 12 meses adulto. 

- Localización regional de Panx1 en el cerebro: (variable cualitativa ordinal) 

corresponde a la verificación y clasificación de la presencia de Panx1 en áreas 

específicas de la masa cerebral, correspondientes a corteza retroesplenial y las porciones 

CA1, CA3 y GD del hipocampo, clasificadas en las categorías de presencia y ausencia 

de señal. 

- Localización celular de Panx1: (variable cualitativa ordinal) corresponde a la 

verificación y clasificación de la presencia de Panx1 en las diferentes células que 

conforman las diferentes regiones cerebrales, correspondientes a células piramidales y 

gliales, clasificadas en las categorías de presencia y ausencia de señal. 

- Localización de Panx1 en compartimientos celulares: (variable cualitativa ordinal) 

corresponde a la verificación de la presencia o ausencia de Panx1 en los 

compartimientos celulares membrana plasmática, citoplasma y núcleo, además de su 

clasificación de presencia y ausencia de señal. 

- Intensidad de inmunomarcaje: (variable cualitativa ordinal) corresponde a la 

clasificación de la intensidad del inmunomarcaje de Panx1 en las regiones, células y 

compartimientos celulares mencionados anteriormente, en las categorías: leve, 

moderada e intensa. 
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Variables relacionadas con la cantidad de inmunomarcaje. 

- Índice de la densidad superficial del inmunomarcaje de Panx1: (variable cuantitativa  

continua) relacionada con la cantidad de inmunomarcaje de Panx1, corresponde a la 

cuantificación de la cantidad de señal de Panx1 por célula, en un área determinada del 

tejido cerebral, esta se calcula a partir de la data extraída a partir del software de análisis  

ImageJ (1.8) y el cálculo corresponde a una división entre el valor promedio del valor 

de grises  (Gray value) dentro de cada célula por el área ocupada por la misma célula 

(pulgadas^2) es decir la unidad de medida sería (Gray value/ pulg^2) (en si el objetivo 

de esta variable es cuantificar y presentar la cantidad de Panx1 por célula). 

- Índice de la densidad de células inmunopositivas a Panx1: (variable cuantitativa 

continua) corresponde a la cantidad de células positivas a Panx1 en un área determinada 

del tejido cerebral, los datos para este cálculo se extrajeron mediante el software de 

análisis Image J (1.8) y el cálculo utilizado corresponde a N° de células positivas/área 

utilizada, es decir, N° de células positivas/pulg^2. 

- Densidad integrada del inmunomarcaje de Panx1: (variable cuantitativa continua) 

cuantificación de la cantidad de señal de Panx1 presente en un área determinada del 

tejido cerebral. Esta se diferencia del índice de la densidad debido a la forma en que 

aborda los datos, donde el índice toma de forma individual los datos extraídos de cada 

célula y luego saca un promedio, mientras la densidad integrada aborda los datos como 

un todo evaluando el área total ocupada por las células inmunopositivas y luego 

multiplicándola por el promedio del valor de grises de las mismas. Los datos serán 

extraídos mediante el software de análisis Image J (1.8), el cálculo corresponde, como 

ya mencionamos, a la multiplicación entre el área total ocupada por la señal de Panx1 

por el promedio del valor de grises (gray value) de todas las porciones ocupadas por la 

misma, es decir pulg^2*valor de grises (gray value) (en resumen, la densidad integrada 

es la cuantificación de la cantidad de Panx1 a un nivel estructural). 

Variable relacionada con la intensidad del inmunomarcaje. 

- Densidad óptica del inmunomarcaje de Panx1: (variable cuantitativa continua). 

Corresponde a la cuantificación de la intensidad de la señal de Panx1 por célula, esta se 

determina a partir del índice de absorbancia del inmunomarcaje, la cual indica que a un 

grado de absorbancia alto, mayor es la intensidad de la señal. En el caso de nuestras 
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observaciones la densidad óptica indicará que mientras más alto sea el resultado menos 

intenso será la presencia de Panx1. Nuevamente los datos necesarios para este cálculo 

serán extraídos a partir del software de análisis ImageJ (1.8), el cálculo corresponde a 

Log (valor máximo del valor de grises para una imagen de 8 bits (255) /el valor de 

grises entregado por la célula) el resultado de esta ecuación no posee una unidad de 

medida (la densidad óptica en si es la cuantificación de la intensidad de Panx1 de cada 

célula a partir de la concentración de la misma en cada una). 

 

 

FIGURA 5: esquema resumen de la metodología a utilizada durante el proyecto. 

 

8. CONSIDERACIONES ÉTICAS 

La manipulación de los animales fue realizada de acuerdo con el protocolo de 

manipulación animal aprobado por el comité de cuidado y uso de animales de 

laboratorio (CICUAL) de la Universidad de Valparaíso (# BEA 064-2015). 
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8.1. No maleficencia 

El cuidado de los animales se realizó bajo la supervisión del médico veterinario Sr. 

Enzo Seguel, en el Bioterio de la Universidad Valparaíso, en las instalaciones del 

edificio Bruno Günther de la Facultad de Medicina de la Universidad de Valparaíso.  

Dentro de las instalaciones del Bioterio, el personal certificado se encarga del cuidado y 

manejo diario de los animales. Estos cuidados incluyen el control sobre el ciclo de 

luz/oscuridad, temperatura, agua y alimentación y la limpieza de las jaulas. Durante 

todo el proceso los animales serán monitoreados siguiendo una pauta de bienestar 

animal con el objetivo de mantener el resguardo y salud de los animales.  

Las condiciones en el Bioterio son las establecidas por el FAWC (Farm Animal Welfare 

Committee), conocidas como las 5 libertades, las cuales dictan: 

- Los animales no padecerán ni hambre ni sed 

- No sufrirán malestar físico ni dolor 

- No sufrirán heridas ni enfermedades 

- Se ajustarán a su comportamiento normal y esencial 

- No sufrirán miedo ni angustia. 

En cuanto al trabajo con los animales, se siguieron las normas ARRIVE (Animal 

Research: Reporting of In Vivo Experiments), del Centro Nacional para el Reemplazo, 

Refinamiento y Reducción de Animales en Experimentación (NC3Rs). Estas normas 

son utilizadas por el Comité Institucional para el cuidado y uso de animales de 

laboratorio de la Universidad de Valparaíso (CICUAL-UV) (BEA064-2015). 

La aplicación de las “3Rs” durante nuestro estudio, se basó en lo siguiente: 

- Reemplazo: para la estandarización de los anticuerpos, utilizaremos muestras del 

laboratorio, las que fueron obtenidos por tesistas anteriores. Estas muestras controles, 

presentan las características necesarias para nuestro estudio. 

- Reducción: buscaremos utilizar la menor cantidad de animales, para obtener una 

cantidad de muestra estadísticamente significativa. 
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- Refinamiento: se implementarán cambios en los protocolos establecidos dentro del 

laboratorio, relacionados con el manejo y procesamiento de las muestras, con el objetivo 

de maximizar la cantidad de muestra útil obtenida por animal. 

Además de lo anterior, durante todos los procedimientos, velamos por mantener a los 

animales en las mejores condiciones posibles, con la intención de reducir sus niveles de 

estrés. Para lo anterior, los animales fueron dispuestos en un rack ventilado con control 

de temperatura (21±2 ºC) y humedad (60%) y minimización de ruido. Además, se 

procurará una alimentación equilibrada con un pellet para roedores (PROLAB RMH 

3000) y agua ad libitum y ciclos de luz/oscuridad de 12/12 horas.  

Posterior al procedimiento quirúrgico de la perfusión intracardiaca, los animales fueron 

anestesiados con isoflurano (forane, B506, abbvie) (C3H2ClF5O), en una cámara de 

anestesia, Una vez sedado el animal, se corroborará su estado mediante la prueba de 

reflejo verificando el estado de inconciencia del animal. 

 

8.2. Beneficencia 

El objetivo principal de nuestro estudio es aportar información, con un estudio 

sistemático y detallado, Acerca de la regulación de la expresión de Panx1 en distintas 

etapas del desarrollo (joven y adulto). Esto con el propósito de entregar información a 

futuras investigaciones sobre el cambio que sufriría esta proteína con la edad, además de 

las regiones cerebrales, células neuronales y compartimientos celulares afectados por la 

regulación de Panx1. 
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9. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

9.1. Animales 

Se utilizaron ratones WT, obtenidos del Bioterio de la Escuela de Medicina de la 

Universidad de Valparaíso. Los animales son mantenidos bajo condiciones de 

luz/oscuridad 12h/12h, temperatura 21-22ºC con agua y alimento a libre disposición.  

9.2. Recolección de muestra 

 

9.2.1.  Eutanasia y perfusión de los animales 

Una vez se ha alcanzado la edad deseada, los animales fueron escogidos para realizar el 

proceso de perfusión. Todo el material de perfusión fue verificado previamente, tanto el 

sistema de perfusión como el material de vidrio, para uso exclusivo de 

paraformaldehido (PFA).  

 Los animales fueron anestesiados con isofurano (forane, B506, abbvie) (C3H2ClF5O), 

en una cámara de anestesia. Una vez sedado el animal, se corroboró su estado mediante 

la prueba de reflejo, verificando la ausencia de signos de conciencia. Inmovilizamos al 

ratón sedado sobre una bandeja quirúrgica para proceder con la perfusión. Usando 

pinzas quirúrgicas se levantó la piel sobre el xifoides realizando un corte en dirección 

paralela a la columna vertebral, revelando la pared abdominal exterior. Usando pinzas 

quirúrgicas se levantó el esternón exponiendo el diafragma, el cual es cortado para 

exponer las costillas, las cuales son seccionadas en dirección paralela a los pulmones 

formando un “colgajo” de pecho, este se dobla sobre la cabeza del animal sujetado por 

una tijera clampar dejando expuesto el corazón. En este punto todo el procedimiento 

tiene que hacerse de forma rápida y precisa. Se sujetó el corazón con la suficiente 

firmeza para permitir perforar el ventrículo izquierdo con la aguja de perfusión de 

calibre 19-21G. Ya perforado se sujetó la aguja con una tijera clampar pequeña para 

evitar su salida. Posteriormente se cortó la aurícula derecha y se continuo con el ingreso 

de la solución salina (NaCl 0.9%), utilizando 20 ml para sacar toda la sangre del ratón. 

Al terminar, se realizó la fijación con 40 ml de PFA (OH(CH2O)nH; n = 8 - 100) a 

través de la misma aguja de perfusión. Observando las contracciones de la porción 

superior e inferior del ratón nos aseguramos del correcto ingreso del fijador. 
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Al terminar el proceso de perfusión, se decapitó al ratón efectuando un corte en 

la región cervical con el uso del instrumental adecuado (guillotina para ratones), 

permitiendo disponer de la cabeza del ratón de forma rápida y eficiente, esta fue 

depositada en una capsula de Petri plástica. El resto del cuerpo del animal fue envasado 

y etiquetado como material biológico según los protocolos correspondientes para el 

tratamiento de este y su retiro posterior. 

 

9.2.2. Obtención del cerebro 

Se realizó un corte sagital en el cuero cabelludo del animal con una hoja doble filo (tipo 

Gillette). Con ayuda de una tijera quirúrgica se rompió y abrió el cráneo del animal y 

con pinzas quirúrgicas se abren las meninges dejando expuesta la masa encefálica. Con 

una espátula curva se extrajo el cerebro del animal, dejándolo sobre de una capsula 

Petri. Ya terminada esta parte del proceso, se almacenó el cerebro en un tubo falcón de 

50 ml con 25 ml de PFA durante 24 horas a 4 Cº, donde luego se reemplazó el fijador 

por buffer fosfato salino 0,1M (PBS 1x) por otras 24 horas. De ser necesario almacenar 

por más tiempo, se dispondrá en alcohol 70%. 

9.3. Procesamiento de la muestra 

 

9.3.1. Proceso de corte 

El cerebro fue posicionado sobre una matriz de vidrio, en la que se midieron los niveles 

de corte para el encéfalo, 5 milímetros desde el cerebelo en dirección rostral y 4 

milímetros desde el bulbo en dirección caudal. Al terminar, se dispuso la muestra en 

canastillos plásticos de procesamiento histológico, los cuales se registraron mediante un 

código. 
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9.3.2. Obtención del taco de parafina 

Una vez cortadas las muestras, estas fueron sometidas a un lavado con agua destilada 

por 30 minutos, para luego ser deshidratadas con alcoholes de graduación ascendente 

(50%,70%,80%,95% I, 95% II, 100%I, 100%II y 100%III), cada uno por media hora. 

Una vez deshidratada la muestra, esta fue sometida al proceso de aclaramiento con xilol 

en 3 etapas secuenciales, las 2 primeras de una duración de 15 minutos y la última dura 

toda la noche a temperatura ambiente. Al día siguiente, se evaluó la condición del tejido 

y se procedió a embeber las muestras mediante 3 pasos de parafina a 60Cº por media 

hora cada uno. Por último, se prepararon los tacos de parafina con los moldes 

correspondientes y se registró la fecha y la hora del inicio y el término del 

procedimiento. 

9.4. Cortes para análisis 

Las muestras fueron cortadas a 7µm, de forma seriada y montadas sobre portas con 

Poly-L-lysine. Manteniendo el orden y numeración adecuada de cada muestra. 

Buscando evitar daños en el tejido en procesos posteriores, los portas con muestra se 

dejaron secar toda la noche a 37 Cº. Al día siguiente, los cortes se secaron 60º durante 

media hora, para luego ser utilizados en las técnicas posteriores. 

Se escogieron cortes que incluyeran la CR, CA1, CA3 y GD del hipocampo, pues son 

las regiones de interés por la relación funcional de estas estructuras entre sí y al rol de 

Panx1 en su regulación.  Los cortes seleccionados son comparables entre los grupos de 

estudio, asegurando así tanto la semejanza como también la compatibilidad entre las 

imágenes obtenidas.  

 

9.5. Técnica de hematoxilina-eosina 

La técnica rutina hematoxilina-eosina (H&E) fue realizada con la intención de obtener 

una imagen general de la histología cerebral de los animales. La técnica de H&E tiñe los 

núcleos de las células de un color azul (hematoxilina de Harris) y el citoplasma de las 

células de un color rosa fuerte (eosina). 
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Los cortes fueron desparafinados en una batería de xiloles, por 10 minutos cada uno y 

rehidratados en alcoholes de grados descendente y posteriormente lavados en agua 

destilada, por 5 minutos cada uno. La tinción nuclear fue realizada con hematoxilina de 

Harris por 30 segundos y su viraje en agua corriente por 10 minutos. Posteriormente las 

muestras se lavaron en alcohol de 95% por 5 minutos y luego se tiñeron con eosina 

alcohólica durante 4 segundos. Finalmente se deshidrataron los cortes en alcoholes de 

graduación ascendente por 5 minutos cada uno, se aclararon en 3 xiloles por 10 min 

cada uno y se cubrieron los cortes con el medio de montaje hidrófobo Entellán (Merck, 

107961).  

 

9.6. Técnica de Inmunohistoquímica 

La técnica de inmunohistoquímica se utilizó con el propósito de analizar cualitativa y 

cuantitativamente la presencia (inmunomarcaje) de la proteína Panx1 en las diversas 

regiones, células y compartimientos celulares presentes en las muestras de tejidos del 

cerebro de ratones. A continuación, se detalla el procedimiento. 

Luego de desparafinar y rehidratar los tejidos, se realizó la recuperación antigénica con 

buffer Citrato de sodio (pH 6.0) en vaporera (Oster modelo 5711-052) a 95ºC. El buffer 

se precalentó en la vaporera a 95ºC por 20 minutos y luego se introdujeron los cortes de 

tejidos en la solución durante 20 minutos a 95ºC. Posteriormente, se dejaron enfriar las 

muestras durante 25 minutos en el mismo buffer fuera de la vaporera, con el objetivo 

que las proteínas tisulares recuperen su conformación original. 

Posteriormente, las muestras se lavaron 3 veces en agua destilada durante 5 minutos y 

se procedió a bloquear la enzima peroxidasa endógena, mediante el uso de peróxido de 

hidrogeno (H2O2) al 3% durante 30 minutos. Posteriormente, se realizaron 3 lavados 

con buffer fosfato salino 0,1M (PBS 1x) a pH 7.2, durante 5 minutos cada uno y se 

realizó un bloqueo de las proteínas inespecíficas, mediante el uso de Cas-block durante 

30 minutos y una solución de incubación (SI) conformada por PBS1x, BSA 4% tritón 

0.1% suero de cabra 5%, durante 60 minutos. 

Para estudiar la distribución de la proteína Panx1 se utilizó el anticuerpo anti-Panexina 

1, policlonal de conejo (ABN242, Sigma-Aldrich), a una dilución 1:200 en SI. La 

incubación de los tejidos con el anticuerpo primario se realizó durante toda la noche a 
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4ºC. Al día siguiente se realizaron 3 lavados con PBS 1x durante 5 minutos cada uno y 

se incubaron las preparaciones con el anticuerpo secundario anti-conejo hecho en cabra 

(Jackson inmunoresearch 111-035-003), durante 1 hora a temperatura ambiente en 

cámara húmeda a una dilución 1:250 en la SI. 

Para continuar, ser realizaron 3 lavados con PBS 1x, durante 5 minutos cada uno. Para 

revelar la reacción antígeno-anticuerpo, se utilizó una solución de 5 mg/ml de 3,3´-

Diaminobenzidine tetrahydrochloride hydrate (DAB; D5637, Sigma-Aldrich) durante 5 

minutos. Posteriormente se lavaron las muestras en agua destilada durante 5 minutos. 

Finalmente, los cortes de tejidos se deshidrataron en alcoholes a concentraciones 

ascendentes durante unos segundos, se aclararon en xiloles por 5 minutos cada uno y se 

cubrieron con el medio de montaje hidrófobo Entellán (Merck, 107961). 

9.7. Plan de Análisis 

 

9.7.1. Análisis de la presencia de Panx1  

Mediante el uso de microscopio óptico (DM500, Leica) implementado con cámara 

digital (ICC50W, Leica), se documentó el patrón de expresión y la distribución 

regional, celular y de compartimiento celular de Panx1 en los periodos específicos del 

desarrollo del ratón correspondiente a adulto y joven. De la misma manera, se describió 

tanto la presencia como la ausencia de Panx1, como también los niveles de intensidad 

del inmunomarcaje del mismo, siendo esta categorizada como: leve, moderada e 

intensa. Para cuantificar la cantidad e intensidad del inmunomarcaje de Panx1, se utilizó 

el software ImageJ 1.8, con el cual se extrajeron los datos necesarios para determinar: 

densidad superficial (cantidad de señal por célula), densidad óptica (intensidad de la 

señal por célula), densidad integrada (cantidad de señal por área de tejido) y densidad de 

células positivas (número de células positivas al anticuerpo Panx1en un área 

determinada de tejido). 
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9.7.2. Procedimiento de captura fotográfica y análisis de imágenes. 

 

Captura de imágenes 

Una vez terminada la inmunohistoquímica se prosiguió con el proceso de captura 

fotográfico. Durante este proceso se realizó la captura de imágenes en serie de la corteza 

como también de las distintas porciones del hipocampo denominadas CA1, CA3 y GD 

correspondiente a todos los individuos de los grupos joven y adulto. Cada fotografía se 

obtuvo con el microscopio óptico (DM500, Leica). El software incorporado permitió la 

captura de estas imágenes con un aumento de 20X. 

Análisis de imágenes 

Las imágenes fueron procesadas mediante el software de análisis ImageJ (versión 1,8). 

El análisis del inmunomarcaje se realizó mediante una evaluación de escala de grises, a 

partir de un proceso estandarizado para cada imagen. 

En primera instancia para cada uno de los tejidos cerebrales como ya mencionamos se 

corroboró que las imágenes tomadas de cada estructura fueran comparables entre 

grupos, junto con esto definimos y seleccionamos tanto las imágenes como también un 

área de trabajo dentro de las mismas que correspondiera a la misma zona donde 

realizamos los análisis posteriores en los distintos animales (FIGURA 6).  

 

FIGURA 6: Microfotografías representativa de las distintas áreas seleccionadas para cada estructura: CR (A), CA1 (B), CA3 

(C) y GD (D). 
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Al terminar con la selección de las imágenes y el área de trabajo de estas, realizamos la 

selección manual de la cada célula que presentaba una señal positiva a Panx1, esta 

selección consiste en rodear de forma manual el área correspondiente a la célula 

(FIGURA 7) definiéndola como una región de interés (ROI) para el programa. Esto fue 

repetido en todas las imágenes de las distintas estructuras para cada animal para su 

posterior análisis. 

 

FIGURA 7: Selección manual de la región de interés para el análisis de la señal de Panx1 en células positivas al 

inmunomarcaje. A-B, Imágenes de la CR antes (A), y después (B) de la selección manual de las regiones de interés (ROI) en 

células consideradas como positivas al inmunomarcaje de Panx1. C-D, Ampliación de las regiones mostradas en A y B antes (C) y 

después (D) de la selección manual realizada a cada una de las células. 

Ya terminado el proceso de selección de las imágenes, cada una se transformó a 8-bit, 

formato que asigna un valor en escala de grises (0-255) a cada pixel presente en la 

imagen (FIGURA 8). Esta escala asigna un valor todos los colores que existen en una 

imagen de 8-bits siendo negro=0 y blanco=255 (escala). 

 

FIGURA 8: Selección manual de neuronas de la corteza retroesplenial y posterior transformación de la imagen a 8-bits. 
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A continuación, se invirtieron los valores de los pixeles, de esta manera la 

inmunomarcación presente en la imagen pasa de ser de un valor de gris oscuro a uno 

claro.  

 

FIGURA 9: Selección manual de neuronas de la corteza retroesplenial e inversión de los colores en un formato de color de 8-

bits. 

 

Finalmente se realizó la medición de la imagen con la intención de obtener tanto los 

valores de grises (gray value) de cada célula como también el área de cada una. 

 

FIGURA 10: Data extraída y tabulada al realizar cada medición. La columna B contiene los datos de el área de cada una de las 

células seleccionadas, mientras la columna C contiene los valores de la señal en pixeles promedio para cada área. 
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Toda la data extraída por cada imagen se evaluó con el objetivo de determinar el valor 

de los índices de densidad superficial, índice de densidad integrada, índice de densidad 

de células positivas y por último la densidad óptica promedio de cada imagen. 

9.7.3. Análisis Estadístico 

El análisis estadístico se realizó mediante el software GraphPad 6 (Graphpad Software 

Inc, CA, USA). Los resultados se expresarán como promedio ± error estándar y la 

significancia estadística fue determinada utilizando la prueba Mann-Whitney para datos 

no paramétricos. El nivel de significancia para los resultados fue de P=0,05. 
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10. RESULTADOS 

10.1. Análisis inmunohistoquímico de Panx1 en el cerebro 

 

En relación al primer objetivo de esta investigación, para cada grupo de animales (joven 

y Adulto) se describió, mediante inmunohistoquímica, la localización de Panx1 en la 

CR y en las porciones CA1, CA3 y GD del hipocampo, al mismo tiempo se evaluó la 

presencia de Panx1 en las diferentes células de éstas regiones y en sus compartimientos 

celulares. 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 11: Regiones cerebrales de estudio mediante inmunohistoquímica para Panx1.  (A) Reconstrucción de un hemicerebro 

de un ratón joven de 3 meses de edad, en el cual señala la CR (recuadro negro) y el hipocampo (delimitado en rojo). (B) 

Reconstrucción de un hemicerebro de un ratón joven de 2 meses de edad, en donde se señalan con recuadros el área de CA1 (1), 

CA3  (2) y GD (3) del hipocampo. 

10.1.1. Localización de Panx1 en la CR 

 

En la CR de los ratones de ambos grupos, se observó localización de Panx1 en la 

membrana plasmática, en el citoplasma y en el núcleo de las neuronas piramidales 

(FIGURA 12). Tanto en la membrana como en el citoplasma, la intensidad de la 

señal fue clasificada como moderada en los ratones jóvenes (FIGURA 12 A, A1 y 

A2) e intensa en los adultos (FIGURA 12 B, B1 y B2), en ambos casos con un 

patrón de marcaje granular (puntiforme) homogéneo. 

En cuanto al inmunomarcaje de Panx1 en el núcleo, en ambos grupos de ratones el 

patrón de inmunomarcaje fue difuso homogéneo, sin embargo, fue clasificado 

como leve en los ratones jóvenes (FIGURA 12 A, A1 y A2) y moderado en los 

adultos (FIGURA 12 B, B1 y B2). 
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FIGURA 12: Inmunomarcación de Panx1 en la CR (20X). Se muestra la localización de Panx1 en la CR de animales jóvenes (A) 

y adultos (B). A1, A2, B1 y B2, corresponden a magnificaciones de las imágenes A y B, respectivamente. Nótese que Panx1 se 

localiza en la membrana, citoplasma, con un patrón granular homogéneo y en menor medida en el núcleo, con un patrón difuso 

homogéneo, de las neuronas piramidales de la corteza retroesplenial de ambos grupos de ratones, sin embargo, el inmunomarcaje es 

mayor en los ratones adultos (B, B1 y B2), en comparación al de los ratones jóvenes (A, A1 y A2). 

 

10.1.2.  Localización de Panx1 en el hipocampo  

En el caso del hipocampo, en los ratones jóvenes y adultos se observó 

inmunomarcaje de Panx1 en las regiones CA1, CA3 y GD del hipocampo 

(FIGURA 13, 14 y 15). 

 

En CA1 el inmunomarcaje de Panx1 se observó en la membrana plasmática, en el 

citoplasma y en el núcleo de las neuronas piramidales (FIGURA 13). Tanto en la 

membrana como en el citoplasma, la intensidad de la señal fue clasificada como 

moderada en los ratones jóvenes (FIGURA 13 A, A1 y A2) y de moderada a 

intensa en los adultos (FIGURA 13 B, B1 y B2). El patrón de marcaje fue 

homogéneo en los animales jóvenes y de un carácter granular heterogéneo en los 

animales adultos, observándose puntos de mayor intensidad (FIGURA 13 B2). 

En cuanto al inmunomarcaje de Panx1 en el núcleo, la intensidad fue leve tanto 

para los ratones jóvenes (FIGURA 13 A, A1 y A2) como adultos (FIGURA 13 B, 

B1 y B2). Además, en ambos grupos de ratones el patrón de inmunomarcaje fue 

puntiforme perinuclear, observándose la carioteca marcada. 
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FIGURA 13: Inmunomarcación de Panx1 en la región CA1 del hipocampo (20X). Se observa la localización de Panx1 en la 

región CA1 del hipocampo de animales jóvenes (A) y adultos (B). A1, A2, B1 y B2, corresponden a magnificaciones de las 

imágenes A y B, respectivamente. Panx1 se localiza en la membrana, citoplasma y núcleo de las neuronas piramidales de la región 

CA1, donde se observa una distribución homogénea del inmunomarcaje en los animales jóvenes (A, A1 y A2) y en los adultos una 

organización heterogénea, que al mismo tiempo posee puntos de mayor intensidad de inmunomarcaje (B, B1 y B2). 

Continuando con la región CA3 del hipocampo, el inmunomarcaje de Panx1 se 

observó con un patrón similar a la porción CA1, estando presente tanto en la 

membrana plasmática, el citoplasma y el núcleo de las neuronas piramidales 

(FIGURA 14). Tanto en la membrana como en el citoplasma, la intensidad de la 

señal fue clasificada como moderada en los ratones jóvenes (FIGURA 14 A, A1 y 

A2) y de moderada a intensa en los adultos (FIGURA 14 B, B1 y B2). Referente al 

patrón de inmunomarcaje este fue homogéneo en los animales jóvenes y de un 

carácter granular heterogéneo en los adultos, caracterizado por grupos de mayor 

intensidad ubicados principalmente de forma perinuclear (FIGURA 14 B2). 

Continuando con la señal presente en los núcleos, esta fue leve en los ratones 

jóvenes (FIGURA 14 A, A1 y A2) y se mantuvo leve en los ratones adultos 

(FIGURA 14 B, B1 y B2). 
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FIGURA 14: Inmunomarcación de Panx1 en la región CA3 del hipocampo (20X). Se observa la localización de Panx1 en la 

región CA3 del hipocampo de animales jóvenes (A) y adultos (B). A1, A2, B1 y B2, corresponden a magnificaciones de las 

imágenes A y B, respectivamente. Panx1 se localiza en la membrana, citoplasma y núcleo, con un patrón granular, siendo este 

homogéneo en los animales jóvenes (A, A1 y A2) y heterogéneo en los adultos donde la distribución adquiere una organización 

concentrada de forma perinuclear, que al mismo tiempo presenta un inmunomarcaje mayor (B, B1 y B2). 

 

En el GD del hipocampo el inmunomarcaje de Panx1 se observó con un patrón 

similar a las porciones anteriores, estando presente tanto en la membrana 

plasmática, el citoplasma y el núcleo de las neuronas piramidales (FIGURA 15). 

Tanto en la membrana como en el citoplasma, la intensidad de la señal fue 

clasificada de leve a moderada en los ratones jóvenes (FIGURA 15 A, A1 y A2) y 

de moderada a intensa en los adultos (FIGURA 15 B, B1 y B2). En relación con el 

patrón de inmunomarcaje, este fue homogéneo en los animales jóvenes y de un 

carácter granular heterogéneo en los adultos. De forma notoria observamos grupos 

de mayor intensidad en donde la inmunomarcación no sólo estaba presente de 

forma perinuclear, sino también se extendía revelando parte de las prolongaciones 

neuronales (FIGURA15 B2). Continuando con la señal presente en los núcleos, 

esta fue leve en los ratones jóvenes (FIGURA 15 A, A1 y A2) y leve con porciones 

de carácter moderada en los ratones adultos (FIGURA 15 B, B1 y B2). 
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FIGURA 15: Inmunomarcación de Panx1 en el GD del hipocampo (20X). Se observa la localización de Panx1 en la región GD 

del hipocampo de animales jóvenes (A) y adultos (B). A1, A2, B1 y B2, corresponden a magnificaciones de las imágenes A y B, 

respectivamente. Panx1 se localiza en la membrana, citoplasma y núcleo, con un patrón granular, siendo este homogéneo en los 

animales jóvenes (A, A1 y A2) y heterogéneo en los adultos donde la distribución adquiere un inmunomarcaje más intenso en un 

patrón perinuclear que se extiende a las prolongaciones neuronales, (B, B1 y B2). 

 

10.2. Índice de densidad superficial de Panx1 en la CR e hipocampo 

Para la realización del segundo objetivo, y con el propósito de cuantificar la cantidad de 

señal de Panx1, se determinó el índice de densidad superficial del inmunomarcaje de 

Panx1. Esto se realizó a partir del análisis de las microfotografías descritas 

anteriormente, de la CR y de las regiones CA1, CA3 y GD del hipocampo, en los 

grupos de ratones jóvenes y adultos. 

En concordancia con el análisis cualitativo descrito en la sección 10.1, la cantidad de 

señal de Panx1 fue mayor en la CR de ratones adultos en comparación a los ratones 

jóvenes, pues se encontró un índice de densidad superficial de 929,4 ± 74,36 en los 

ratones adultos y de 555,2 ± 58,82 P=0,0159* en los ratones jóvenes (FIGURA 16 A) 

cuyo resultado fue estadísticamente significativo. Sin embargo, no se observaron 

diferencias significativas en la cantidad de señal de Panx1 en las regiones CA1 (joven: 

572,7 ± 92,31 y adulto: 583,2 ±122,6; FIGURA 16 B), P=0,8016, CA3 (jóvenes 355,3 ± 
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66,98 y adultos 494,9±103,6; FIGURA 16 C), P= 0,3095 y GD (jóvenes 687,9 ± 105,2 

y adultos 964,8±148,7; FIGURA 16 D), P= 0,2222 del hipocampo. 

 

 

 

FIGURA 16: Cuantificación del índice de densidad superficial de Panx1 en la CR e hipocampo. Índice de densidad superficial de 

Panx1 en CR (A), CA1 (B), CA3 (C) y GD (D) del hipocampo. Los datos son expresados como promedio ± error estándar. *indica 

en el gráfico de la imagen A que existe una diferencia significa con respecto al grupo de animales jóvenes a p<0,05 evaluado 

mediante la prueba Mann-Whitney para datos no paramétricos. 
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10.3.Densidad óptica de Panx1 en la CR e hipocampo 

Para completar el tercer objetivo, relacionado con la cuantificación de la intensidad de 

la señal de panx1, se describió la densidad óptica de la señal en la expresión de la 

proteína Panx1, Esto se realizó a partir del análisis de microfotografías de 

inmunohistoquímica, en las porciones y grupos mencionados anteriormente. 

Si bien los resultados obtenidos en la evaluación cualitativa descritos en la sección 10.1 

indicaban un aumento de panx1 en los animales adultos, los datos obtenidos a partir de  

la densidad óptica, establecieron que ninguna de las estructuras estudiadas presentó 

cambios estadísticamente significativos CR (Joven 0,4444 ± 0,02852, Adulto 0,3599 ± 

0,02572; P=0,0556; FIGURA 17 A), CA1 (joven: 0,4611 ±  0,04170, adulto: 0,4409  ±  

0,05830; P=0,9444; FIGURA 17 B) CA3 (joven 0,4747 ±  0,04416  adulto 0,4373 ± 

0,05500; P=0,6667; FIGURA 17 C), GD (joven: 0,4767 ± 0,04025  adulto  0,4245 ± 

0,04549; P=0,4127; FIGURA 17 D).  

 

FIGURA 17: Cuantificación de la densidad óptica de Panx1 en la CR e hipocampo. Densidad óptica de la presencia de Panx1 en 

CR (A), CA1 (B), CA3 (C), GD (D). Estos son presentados como promedio ± error estándar. Evaluados mediante la prueba Mann-

Whitney para datos no paramétricos. 
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10.4. Índice de la densidad de células inmunopositivas a Panx1 en la CR e 

hipocampo 

Para la realización del cuarto objetivo, relacionado con la cuantificación de la cantidad 

de señal de panx1, se determinó el índice de la densidad de células inmunopositivas a 

Panx1, a partir del análisis de las microfotografías, en las porciones y grupos 

mencionados anteriormente. 

Al realizar el análisis de los datos, se determinó que ninguna de las estructuras 

estudiadas presento cambios estadísticamente significativos CR (Joven 0,5180 ± 

0,04587, Adulto 0,7620 ± 0,1060; P=0,0556; FIGURA 18 A), CA1 (joven: 0,3060 ± 

0,0140, adulto: 0,2820 ± 0,01655; P=0,3333; FIGURA 18 B), CA3 (joven 0,7560 ± 

0,07118 adulto 0,8540 ± 0,06306; P=0,3095; FIGURA 18 C), GD (joven: 1,006 ± 

0,08858 adulto 1,204 ± 0,09282; P=0,1508; FIGURA 18 D). 

 

FIGURA 18: Cuantificación del índice de la densidad de células inmunopositivas a Panx1 en la CR e hipocampo. Índice de la 

densidad de células inmunopositivas a Panx1 en: CR (A), CA1 (B), CA3 (C), GD (D). Estos son presentados como promedio ± error 

estándar. Evaluados mediante la prueba Mann-Whitney para datos no paramétricos. 
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10.5. Densidad integrada de Panx1 en la CR e hipocampo 

Para completar el quinto objetivo, relacionado con la cuantificación de la cantidad de 

señal de Panx1, se determinó la densidad integrada del inmunomarcaje, el cual a 

diferencia del índice de densidad superficial, que considera los datos célula a célula, la 

densidad integrada aborda los datos provenientes de todas las células al mismo tiempo, 

estimando la sumatoria de todas las áreas ROI definidas para cada células multiplicado 

por el promedio del valor de grises (gray value) de todas las células, Esto se realizó a 

partir del análisis de las microfotografías, porciones y grupos mencionados 

anteriormente. 

No se observaron cambios estadísticamente significativos dependientes de la edad en 

ninguna de las estructuras estudiadas, así la CR (Joven 4630 ± 540,6, Adulto 5811 ± 

881,0; P=0,0556 FIGURA 19 A), CA1 (joven: 3157 ± 265,0, adulto: 3172 ± 388,8; 

P=0,9444; FIGURA 19 B), CA3 (joven 8958 ± 600,1 adulto 9522 ± 870,8; P=0,6667 

; FIGURA 19 C), GD (joven: 5766 ± 732,1 adulto 6470 ± 916,4; P=0,6667; FIGURA 

19 D) mostraron valores similares. 

 

FIGURA 19: Cuantificación de la densidad integrada de la presencia de Panx1 en la CR e hipocampo. Densidad integrada de 

Panx1 en CR (A), CA1 (B), CA3 (C), GD (D). Estos son presentados como promedio ± error estándar. Evaluados mediante la 

prueba Mann-Whitney para datos no paramétricos 
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10.6. Comparación de la cantidad de inmunomarcaje de Panx1  

 Para realizar el objetivo número 6, se compararon las distintas variables medidas, es 

decir, índice de densidad superficial, densidad integrada e índice de la densidad de 

células positivas a Panx1, todas relacionadas con la cantidad de señal de Panx1 presente 

en: CR (TABLA 1), CA1 (TABLA 2), CA3 (TABLA 3) y GD (TABLA 4), entre los 

ratones jóvenes y adultos. 

Tal como describimos en las secciones anteriores, al realizar la comparación de estas 

variables, sólo la medición del índice de densidad superficial en la CR mostró 

resultados estadísticamente significativos (P= 0,0159*, TABLA 1), mientras que, el 

resto de las mediciones en la CR, Índice de la densidad de células inmunopositivas a 

Panx1 y la densidad integrada, no presentaron resultados estadísticamente significativos 

(P=0,0556, TABLA 1). Pese a esto existe una tendencia donde la cantidad de Panx1 es 

mayor en los ratones adultos como se muestra en las FIGURAS 16 A, 18 A y 19 A.  

 

Variables 

CR 

Grupo joven (2 a 3 

meses)  

n:5 

Grupo adulto (10 a 

12 meses) 

n:5 

P-value (*Mann-

Whitney) 

 SE  SE 

Índice de densidad 

superficial  
555,2 58,82 929,4 74,36 0,0159* 

Densidad integrada 4630 540,6 5811 881,0 0,0556 

Índice de la 

densidad de células 

inmunopositivas a 

Panx1 

0,5180 0,04587 0,7620 0,1060 0,0556 

 

Tabla 1: Cuadro comparativo de la cantidad de inmunomarcaje de Panx1 en la CR del cerebro. Se muestra una comparación de 

los valores del índice de densidad superficial, densidad integrada e índice de la densidad de células positivas a Panx1, en CR por 

grupo etario. Los valores corresponden a valor promedio ± erros estándar, además del P-value de cada una de las variables. * 

diferencias estadísticamente significativas (Mann-Whitney) 
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En el caso de la región CA1, ninguna de las mediciones otorgó resultados 

estadísticamente significativos (índice de densidad superficial P= 0,8016, densidad 

integrada P= 0,9444 e índice de la densidad de células inmunopositivas P= 0,3333, 

TABLA 2). Sin embargo, existe una tendencia donde la cantidad de Panx1 es mayor en 

los ratones adultos como se muestra en las FIGURAS 16 B y 19 B. Por el contrario, la 

FIGURA 18 B muestra una tendencia a una mayor cantidad de Panx1 en los animales 

jóvenes.  

 

Variables 

CA1 

Grupo joven (2 a 3 

meses)  

n:5 

Grupo adulto (10 a 

12 meses) 

n:5 
P-value 

 SE  SE 

Índice de densidad 

superficial  
572,7 92,31 583,2 122,6 0,8016 

Densidad integrada 3157 265,0 3172 388,8 0,9444 

Índice de la 

densidad de células 

inmunopositivas a 

Panx1 

0,3060 0,0140 0,2820 0,01655 0,3333 

 

Tabla 2: Cuadro comparativo de la cantidad de inmunomarcaje de Panx1 en CA1 de hipocampo. Se muestra una comparación de 

los valores del índice de densidad superficial, densidad integrada e índice de la densidad de células positivas a Panx1, en CA1 por 

grupo etario. Los valores corresponden a valor promedio ± erros estándar, además del P-value de cada una de las variables. 
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Para la región de CA3, ninguna de las mediciones otorgó resultados estadísticamente 

significativos (índice de densidad superficial P= 0,3095; densidad integrada P= 0,6667 e 

índice de la densidad de células inmunopositivas a Panx1 P= 0,3095; TABLA 3). Sin 

embargo, existe una tendencia donde la cantidad de Panx1 medida a través de estas 

variables es mayor en los ratones adultos como se muestra en las FIGURAS 16 C, 18 C 

y 19 C.  

 

Variables 

CA3 

Grupo joven (2 a 3 

meses)  

n:5 

Grupo adulto (10 a 

12 meses) 

n:5 
P-value 

 SE  SE 

Índice de densidad 

superficial  
355,3 

 
66,98 

 
494,9 

 
103,6 

 
0,3095 

 

Densidad integrada 8958 
 

600,1 
 

9522 
 

870,8 
 

0,6667 
 

Índice de la 

densidad de células 

inmunopositivas a 

Panx1 

0,7560 
 

0,07118 
 

0,8540 
 

0,06306 
 

0,3095 
 

 

Tabla 3: Cuadro comparativo de la cantidad de inmunomarcaje de Panx1 en CA3 de hipocampo. Se muestra una comparación de 

los valores del índice de densidad superficial, densidad integrada e índice de la densidad de células positivas a Panx1, en CA3 por 

grupo etario. Los valores corresponden a valor promedio ± erros estándar, además del P-value de cada una de las variables. 
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Finalmente, en el caso del GD, ninguna de las mediciones mostró resultados 

estadísticamente significativos (índice de densidad superficial P= 0,2222; densidad 

integrada P= 0,6667 e índice de la densidad de células inmunopositivas a Panx1 P= 

0,1508; TABLA 4). Sin embargo, existe una tendencia a mayores valores en los ratones 

adultos como se muestra en las FIGURAS 16 D, 18 D y 19 D.  

 

Variables 

GD 

Grupo joven (2 a 3 

meses)  

n:5 

Grupo adulto (10 a 

12 meses) 

n:5 
P-value 

 SE  SE 

Índice de densidad 

superficial  
687,9 105,2 964,8 148,7 0,2222 

Densidad integrada 5766 732,1 6470 916,4 0,6667 

Índice de la 

densidad de células 

inmunopositivas a 

Panx1 

1,006 0,08858 1,204 0,09282 0,1508 

 

Tabla 4: Cuadro comparativo de la cantidad de inmunomarcaje de Panx1 en GD de hipocampo. Se muestra una comparación de 

los valores del índice de densidad superficial, densidad integrada e índice de la densidad de células positivas a Panx1, en GD por 

grupo etario. Los valores corresponden a valor promedio ± erros estándar, además del P-value de cada una de las variables. 
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10.7.Comparación de la intensidad del inmunomarcaje de Panx1 

Para completar el objetivo número 7, se comparó la intensidad del inmunomarcaje de 

Panx1 (densidad óptica), en CR, CA1, CA3 y GD (TABLA 5), entre los animales 

jóvenes y adultos.  

Al realizar la comparación de la densidad óptica, ninguna de las mediciones en las 

diferentes estructuras entrego resultados estadísticamente significativos, CR (P= 

0,0556), CA1 (P=0,9444), CA3 (P= 0,6667) y GD (P= 0,4127) (TABLA 5). Pese a esto 

existe una tendencia donde la intensidad de Panx1 es mayor en los ratones adultos como 

se muestra en la FIGURA 17. 

 

Variables 

Grupo joven (2 a 3 

meses)  

n:5 

Grupo adulto (10 a 

12 meses) 

n:5 
P-value 

 SE  SE 

Densidad óptica 

(CR)  
0,4444 

 
0,02852 

 
0,3599 

 
0,02572 

 
0,0556 

 

Densidad óptica  

(CA1) 
0,4611 

 
0,04170 

 
0,4409 

 
0,05830 

 
0,9444 

 

Densidad óptica  

(CA3) 
0,4747 

 
0,04416 

 
0,4373 

 
0,05500 

 
0,6667 

 

Densidad óptica  

(GD) 
0,4767 

 
0,04025 

 
0,4245 

 
0,04549 

 
0,4127 

 

 

Tabla 5: Cuadro comparativo de la densidad óptica de Panx1 en la CR e hipocampo. Se muestra una comparación de la densidad 

óptica, en CR, CA1, CA3 y GD por grupo etario. Los valores corresponden a valor promedio ± erros estándar, además del P-value 

de cada una de las variables. 
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11. DISCUSION 

11.1. Efecto del envejecimiento sobre la expresión de Panx1 en CR 

La proteína Panx1 es una proteína que no solo permite la comunicación entre el medio 

interno y externo de la célula (5,32), también permite el paso a diferentes moléculas 

(5,17,21,23,44), las cuales cumplen distintas funciones dependiendo del órgano donde 

se encuentren. Existe evidencia que relaciona a la Panx1 con la regulación del SNC, esta 

tendría influencia tanto en la formación como en el desarrollo del mismo (38,39,64,66) 

y a su vez participaría en la modulación de funciones cognitivas importantes como son 

la memoria espacial (57) el aprendizaje (47) el reconocimiento de objetos y también en 

algunos de los mecanismos encargados de la plasticidad sináptica (LPD y LTD) 

(47,48,57). Por otro lado se ha demostrado que Panx1 exacerba los efectos adversos de 

diferentes condiciones patológicas en el SNC, como son por ejemplo las enfermedades 

neurodegenerativas y condiciones inflamatorias especificas (40,70–76,82,84). 

Escogimos analizar la CR junto al hipocampo, debido a la relación que existe entre 

ellos, tanto estructural como también funcional, que determina su papel en procesos 

cognitivos superiores como la navegación espacial (55) evaluados a menudo en modelos 

animales a través de pruebas que asocian la memoria espacial y la memoria de 

reconocimiento. Estos mismos procesos han sido mostrados para ser modulados por la 

expresión de Panx1, en particular en el hipocampo de ratón (47,48,57), Sin embargo, a 

la fecha no existe evidencia de la expresión de Panx1 en la CR. Por otro lado, tanto el 

hipocampo como la CR han sido identificadas como unas de las estructuras más 

susceptibles frente al proceso del envejecimiento (49,62,85), por lo que nos hace inferir 

que los cambios sufridos por Panx1 con la edad, podrían visualizarse en estas 

estructuras.  

Los resultados de nuestra investigación permitieron establecer y determinar la presencia 

de Panx1 en distintos grupos etarios de ratones, tanto en CR y las diferentes porciones 

del hipocampo (CA1, CA3 y GD). La presencia de Panx1 en estas estructuras concuerda 

con lo reportado en investigaciones anteriores, en donde se evaluó la presencia de Panx1 

a un nivel de estructura más general, considerando la corteza cerebral como un todo sin 

hacer distinción de las distintas divisiones que conformaban esta estructura  

(5,6,9,11,35,48,51,86). A pesar de que nuestros resultados coinciden en cuanto a la 

localización tipográfica de Panx1 con todos los estudios publicados de Panx1, existe 
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controversia en la literatura en cuanto a la intensidad del inmunomarcaje de Panx1 a lo 

largo de la vida del animal. 

En esta tesis hemos descrito un aumento del inmunomarcaje de Panx1 con la edad de 

los ratones, principalmente en las neuronas piramidales de la CR. Además, los 

resultados cualitativos presentaron una correlación con el índice de densidad superficial, 

donde el aumento de Panx1 resulta consistente con algunos estudios publicados (51), 

pero discordante con otros (6,48).  

Si bien los resultados de las otras mediciones de cantidad e intensidad de 

inmunomarcaje (densidad integrada, Índice de la densidad de células inmunopositivas a 

Panx1 y densidad óptica) no presentaron resultados estadísticamente significativos, la 

cercanía de estos con el límite establecido para ser considerados significativos, además 

de la tendencia de los resultados a presentar un aumento de inmunomarcaje en los 

animales adultos, nos sugiere que para obtener diferencias significativas a futuro se 

requeriría un número mayor de animales en cada grupo etario. No obstante, esta 

investigación puede representar la primera descripción de la presencia de Panx1 en 

neuronas de la CR.  

11.2.Efecto del envejecimiento sobre la expresión de Panx1 en el hipocampo 

El hipocampo ha sido y sigue siendo un objetivo de estudio sumamente importante para 

distintas investigaciones, esto se debe a las diferentes funciones que regula durante 

desarrollo cognitivo (48,62,85,87,88), las interconexiones que presenta (53,87) y los 

cambios que experimenta durante el desarrollo (48,59,62,85,89). A estas evidencias se 

suman las investigaciones que relacionan el desarrollo del hipocampo con la expresión 

Panx1, las cuales señalan diferentes comportamientos en cuanto a los niveles de 

expresión de esta proteína en relación con la edad aumentando en ciertos casos (51) y 

disminuyendo su expresión en otros (6,48). 

Directamente los resultados de nuestra investigación determinaron que no existen 

cambios de Panx1, estadísticamente significativos, en ninguna de las estructuras 

estudiadas del hipocampo (CA1, CA3 y GD), esto fue observado tanto en las 

mediciones de cantidad como también de intensidad del inmunomarcaje. Si bien los 

resultados fueron no significativos, observamos una tendencia a un aumento en el grupo 

de animales adultos, excepto en el Índice de la densidad de células inmunopositivas a 
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Panx1 en CA1, siendo consistente con la literatura (51) y discordante con otras 

investigaciones (6,48). Por su parte, en el caso del índice de la densidad de células 

inmunopositivas a Panx1 en CA1, estas mostraron una tendencia mayor en el grupo de 

animales jóvenes, consistente con investigaciones anteriores (6,48) y contrario con otras 

(51). 

La falta de diferencias estadísticamente significativas en las distintas estruFcturas del 

hipocampo, en comparación con los resultados obtenidos en la CR, sumado a la mínima 

diferencia observada, podría deberse a la mayor sensibilidad de esta estructura a los 

efectos del envejecimientos en comparación a la CR (53,62,87,90) sin embargo se 

requieren estudios complementarios para afirmar esta observación. 

Finalmente los resultados obtenidos en esta investigación complementan los resultados 

de investigaciones anteriores en las cuales demuestran que existe un tipo de relación 

entre el envejecimiento y la presencia de Panx1 (6,48,51). El problema de estas 

investigaciones surge cuando se comparan los métodos utilizados en las mismas. Todas 

muestran el uso de técnicas distintas para la evaluación y comparación de Panx1 entre 

los grupos etarios establecidos (northern blot, western blot e inmunofluorescencia). 

Sumado a esto existe una diferencia clave en todos los experimentos, pues la edad de 

los animales es diferente en cada una de estas investigaciones y no existe un consenso 

para determinar cuándo un animal es considerado viejo. Vogt et al. (grupos etarios que 

van desde embriones de 14 días hasta adultos de 12 meses)(6), Ardiles et al. (grupos 

etarios que van desde animales de 1 mes hasta 12 meses)(48) y Mawhinney et al. 

(grupos etarios se dividen en animales de 3 y 18 meses) (51). Nuestros datos tuvieron 

una fuerte relación con los obtenidos por Mawhinney et al  (51) en los cuales se 

determinó que existe un aumento de la expresión de Panx1 en los animales adultos, 

siendo en su caso animales de 18 meses de edad(animal considerado viejo bajo los 

estándares de investigación (91)). La semejanza de nuestros resultados y la obtención de 

resultados significativos en la CR, nos permite sugerir que tanto un aumento de la edad 

o el agregar un tercer grupo etario más longevo al estudio nos permitiría complementar 

aún más los objetivos de esta investigación. Al mismo tiempo la contradicción de 

nuestros resultados al compararlos con otras investigaciones (6,48) donde se observa 

una disminución de la Panx1en los grupos de animales adultos, pese a las similitudes 

entre las edades de los animales utilizados, puede deberse a la evaluación a un nivel más 

general de las estructuras en estas investigaciones.    
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Sumado a estos hallazgos y debido a las interconexiones existentes entre la CR y otras 

estructuras cerebrales como el tálamo (92) y la corteza visual, que contribuyen también 

a la navegación espacial, sería interesante verificar si el proceso de envejecimiento 

actúa sobre la expresión de Panx1 en estas estructuras y soporta de esta manera el 

declive cognitivo asociado a la memoria espacial observado durante el envejecimiento. 

En efecto, la observación de la mayor presencia de Panx1 en la corteza retroesplenial de 

animales adultos en comparación a los animales jóvenes, que no se observa en el 

hipocampo de estos animales, podría implicar por un lado un menor impacto del 

envejecimiento en términos de la expresión de Panx1 en esta estructura cortical y por 

otro un mecanismo que preserva la conectividad de la corteza retroesplenial con el 

hipocampo, de manera de que la presencia de Panx1 puede ser importante para la 

información que comparten estas dos estructuras. Esta observación puede ser relevante 

para el funcionamiento de este circuito, en particular en relación con la navegación y 

memoria espacial, lo que podría significar un mecanismo para preservar esta función 

durante el envejecimiento 
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12. CONCLUSIÓN 

- A partir del estudio inmunohistoquímico, se logró describir y comparar la 

localización de Panx1 en diferentes estructuras celulares y compartimientos sub-

celulares de la CR y las regiones CA1, CA3 y GD del hipocampo. Al comparar 

las distintas observaciones estas sugieren un aumento de la presencia de Panx1 

en el grupo de ratones adultos en todas las estructuras cerebrales. 

- Mediante la evaluación a través de la escala de grises (gray value) pudimos 

determinar que existe un aumento significativo de la cantidad de presencia de 

Panx1 en la CR en animales adultos a partir de la medición y evaluación de la 

variable índice de densidad superficial. No obstante, las estructuras del 

hipocampo no presentaron resultados estadísticamente significativos. 

- Ninguna de las estructuras presentó resultados estadísticamente significativos, 

en relación a la medición de: la densidad óptica, índice de células positivas en un 

área determinada y densidad integrada. Pese a esto la CR fue la única estructura 

cerca de obtener resultados estadísticamente significativos. 

- La comparación de los resultados de la intensidad de la señal de Panx1 entre los 

cerebros de ratones silvestres C57bl/6 jóvenes y adultos, ninguna de las 

estructuras presentó diferencias estadísticamente significativas, pese a esto los 

resultados obtenidos en la CR sugieren un aumento de la intensidad de esta 

proteína en animales adultos. 

- La variación en el patrón de distribución de la expresión de la proteína Panx1 

entre los cerebros de ratones silvestres C57bl/6 jóvenes y adultos en la porción 

retroesplenial de la corteza cerebral representa la primera descripción de la 

presencia de Panx1 en esta estructura. 
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15. ANEXOS 

 

ANEXO Nº 1: ANIMALES  

 

Código asignado Edad Género 

WT-C1 2 meses Macho 

WT-C2 2 meses Macho 

WT-R2 12 meses Macho 

WT-R3 3 meses Macho 

WT-R4 3 meses Macho 

WT-R5 10 meses Hembra 

WT-R7 10 meses Hembra 

WT-R9 3 meses Macho 

WT-R10 12 meses Hembra 

WT-R11 12 meses Hembra 

 

 

 

ANEXO Nº2: ANTICUERPOS UTILIZADOS 

TABLA DEL ANTICUERPO: nos especifica el anticuerpo utilizado, la marca del 

mismo y la ficha técnica del anticuerpo 

anticuerpo símbolo marca Epítope 
Isotipo y 

origen 
dilución 

Anticuerpo 

Secundario 

Anti-

Pannexin-

1/PANX1 

Antibody 

ABN242 

  

 

Panx1 

 

 

Sigma-

Aldrich 

 

Cadena 

c-

terminal 

 

IgG 

Anticuerpo 

policlonal 

de 

conejo 

 

1:200 

(solución 

de 

incubación) 

IgG 

de 

cabra, 

anti-conejo. 

Conjugado 

en 

HRP 

1:250 
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ANEXO Nº3: PROCESAMIENTO DE MUESTRAS  

DÍA Nº1: 

1) DESHIDRATACIÓN  

- Alcohol 50% 30 min  

- Alcohol 70% 30 min  

- Alcohol 80% 30 min  

- Alcohol 95% I 30 min  

- Alcohol 95% II 30 min  

- Alcohol 100% I 30 min  

- Alcohol 100% II 30 min  

- Alcohol 100% III 30 min  

 

2) ACLARAMIENTO  

- Xilol I 15 min  

- Xilol II 15 min  

- Xilol III toda la noche  

 

 

 

DÍA Nº2: 

3) IMPREGNACIÓN  

- Parafina I 30 min  

- Parafina II 30 min  

- Parafina III 30 min  
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ANEXO Nº4: PROTOCOLO HEMATOXILINA – EOSINA  

 

1) DESPARAFINACIÓN:  

- Xilol I (10 min)  

- Xilol II (10 min)  

- Xilol III (10 min)  

 

2) REHIDRATACIÓN:  

- Alcohol 100% I (5 min)  

- Alcohol 100% II (5 min)  

- Alcohol 95% (5 min)  

- Alcohol 70% (5 min)  

 

3) lavado en agua destilada durante (5 min).  

4) coloración con hematoxilina de harris (30 seg)  

5) viraje en agua corriente (10 min)  

6) preparación para la eosina alcohólica en alcohol 95% (5 min) 

7) eosina alcohólica (4 seg) (dipping) 

 

8) DESHIDRATACIÓN:  

- Alcohol 100% I (5 min)  

- Alcohol 100% II (5 min)  

- Alcohol /Xilol (5min)  

 

9) ACLARAMIENTO:  

- Xilol I (10 min)  

- Xilol II (10 min)  

 

10) Cubrir con medio de montaje Entellan. 
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ANEXO Nº5: PROTOCOLO INMUNOHISTOQUÍMICA  

 

DÍA Nº1 

 

1) Desparafinación:  

- Xilol I (10 min)  

- Xilol II (10 min)  

- Xilol III (10 min)  

 

2) Rehidratación:  

- Alcohol 100% I (5 min)  

- Alcohol 100% II (5 min)  

- Alcohol 95% (5 min)  

- Alcohol 70% (5 min)  

3) Lavado en agua destilada (5 min) 

4) Recuperación antigénica 

- Precalentar la vaporera (5 min) 

- Precalentar el buffer citrato (PH: 6.0) en la vaporera (20 min) 

- Placas en el buffer citrato (PH: 6.0) en vaporera (20 min) 

- Enfriar placas (25 min) 

5) 3 lavados de agua destilada (5 min C/U) 

 

6) Soluciones de bloqueo: 

- Bloqueo de peroxidasa endógena con h2o2 (30%) al 3% en pbs. a temperatura 

ambiente, durante (30 min).  

- 3 cambios en PBS 1X, (5 min C/U).  

- Bloqueo Cas – Block a temperatura ambiente durante (30 min).  

- Bloqueo mediante solución de incubación (SI) a temperatura ambiente durante 

(60 min)   

o Preparación solución de incubación (solución de 30 ml): 

 Suero de cabra 5% = 1.5 ml. 

 Tritón x100 0,1% = 30 µl. 

 BSA 4% = 1.2 grs. 

 PBS 1X = 30 ml – 1,530 ml = 28,470 ml. 

7) Incubación del anticuerpo primario:  
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Anticuerpo en la concentración apropiada de disuelto en SI, en oscuridad durante (toda 

la noche a 4º C.) 

  

DÍA Nº 2 

 

8) 3 cambios en PBS, (5 min c/u). 

9) Incubación del anticuerpo secundario:  

- Anti-IgG de conejo, hecho en cabra, conjugado con HRP, diluido 1:250 en SI, a 

temperatura ambiente en oscuridad Durante (1 hora). 

10) 3 cambios en PBS, 5 min C/u.  

11) Revelado cromogénico con DAB, en oscuridad durante (5 min) 

o Preparación DAB (solución 5 ml) 

 0.5 ml solución madre DAB 

 0.5 ml PBS 10X  

 4 ml agua destilada 

  Al momento de uso agregar 1,5 μl de H2O2 30% .  

 

12) Lavar en agua destilada durante 5 min.  

13) Contraste nuclear:  

- Teñir brevemente con hematoxilina. (30 seg)  

- Virar hematoxilina en agua corriente durante 10 min.  

 

14) Deshidratación:  

- Alcohol 95% (5 min)  

- Alcohol 100% I (5 min)  

- Alcohol 100% II (5 min)  

- Alcohol/Xilol (5 min)  

 

15) Aclaramiento:  

- Xilol I (10 min)  

- Xilol II (10 min)  

-  

16) Cubrir con medio de montaje Entellan. 
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