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RESUMEN

Los hemicanales (HCs) son estructuras hexaméricas formadas por conexinas (Cxs), que en
la membrana celular forman canales presentando una baja probabilidad de apertura en
condiciones de reposo; sin embargo, se abren bajo ciertas condiciones fisioldgicas o
patoldgicas contribuyendo a los cambios en la permeabilidad de la membrana celular
requeridas como vias de sefializacion y/o como parte de los mecanismos de muerte celular.
El carboxilo terminal (CT) de la Cx43 posee una gran cantidad de dominios de interaccion
de proteinas y sitios de fosforilacion que podrian jugar un rol importante en la regulacién
de los HCs. Por este motivo, se analizo el papel del CT en la permeabilidad de los HCs
formados por Cx43. Para responder a estos objetivos se analizo el efecto de la eliminacion
del CT de la Cx43 a partir de las posiciones 257 (Cx43Tr257) y 251 (Cx43Tr251). Se
utilizaron células HelLa transfectadas con Cx43, Cx43Tr257 y Cx43Tr251, y se determind
el grado de expresion y la localizacion de estas Cxs en la superficie celular por medio de la
expresion de reportero GFP, inmunocitoquimica y biotinilacion de proteinas de superficie.
Tanto la Cx43Tr257 como la Cx43Tr251 son detectadas en la membrana plasmatica de las
células, indicando que forman HCs libres. Sin embargo, ambas proteinas forman menos
Uniones en Hendidura que la Cx43 silvestre, siendo mucho mé&s escasas para la
Cx43Tr251. Se evaluo el grado de permeabilidad de la membrana plasmatica utilizando
diferentes marcadores de &cidos nucleicos de distinto tamafio, encontrando que la
permeabilidad de la membrana plasmatica en células que expresan Cx43Tr257 y Cx43Tr

251, es varias veces mayor que las células que expresan Cx43 silvestre. Estos resultados



sugieren que el CT de la Cx43 es esencial en la regulacién de la actividad y/o

permeabilidad de los HCs formados por Cx43.



SUMMARY

The hemichannels (HCs) are hexameric structures formed by connexins (Cxs), which in the
cell membrane form channels that communicates the cytoplasm with the extracelular
milieu. Under normal conditions, HCs present low open probability, however, under certain
physiological or pathological conditions these channels open increasing the cell membrane
permeability and signaling pathways, which, under extreme conditions, could activate cell
death mechanisms. The carboxyl terminal (CT) of Cx43 has a large number of protein
interaction domains and phosphorylation sites that could play important roles in the
regulation of HCs. However, the role of Cx43 CT domain in the permeability of HCs is
unknown. In order to respond to this question, | studied the effect of removing different
portions of Cx43 CT domain on permeability and plasma membrane localization of HCs.
HeLa cells were transfected with full length Cx43, or with Cx43 truncated at amino acid
257 (Cx43Tr257) or 251 (Cx43Tr251), and the degree of expression and localization of
these Cxs on the cell surface was determined by means of GFP reporter expression,
immunocytochemistry and biotinylation of surface proteins. Both Cx43Tr257 and
Cx43Tr251 were detected in the plasma membrane, indicating that they form HCs at non-
appositional cell membranes. However, both proteins form fewer Gap Junctions compared
to that observed in cell transfected with normal Cx43, being much scarcer for Cx43Tr251.
The degree of permeability of the plasma membrane was evaluated using different nucleic
acid markers of different size, finding that the permeability of the plasma membrane in

cells expressing Cx43Tr257 and Cx43Tr 251, is several times greater than cells expressing

Xl



wild Cx43. These results suggest that CT of Cx43 is essential in the regulation of the

activity and / or permeability of the HCs formed by Cx43.
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l.- INTRODUCCION

Las células animales interactan entre si en complejas redes formadas por vias de
comunicacion independientes, incluyendo un sistema de sefiales paracrinas, y el contacto
directo célula-célula (1). Un ejemplo de estas interacciones son los hemicanales (HCs) que
comunican el citoplasma con el espacio extracelular, y los canales de union en hendidura
(UH), que se forman al unirse dos HCs de células adyacentes en las membranas de
aposicion celular, permitiendo de esta forma una comunicacion intercelular directa entre las
celulas.

Las conexinas (Cxs) son proteinas codificadas por una familia de genes y hasta el
momento se han identificado 21 isoformas diferentes en humanos y 20 genes de Cxs en
ratones (2). Cada una de las Cxs se denomina segun su peso molecular teérico obtenido del
ADNCc para estas proteinas expresada en kilodalton (kDa), es asi como la conexina 26
(Cx26) se caracteriza por pesar 26 kDa (2). Se unen en hexdmeros formando HCs los cuales
pueden estar constituidos por solo un tipo de Cxs (homomeéricos) o bien por isoformas de
Cxs diferentes (heteroméricos) (3); siendo la estructura primaria de las Cxs y/o proteinas
asociadas las responsables de una u otra conformacion (4). Diferentes tipos de Cxs son a
menudo co-expresados en un tipo celular; por ejemplo astrocitos expresan

predominantemente Cx43 pero también Cx30 y oligodendrocitos co-expresan Cx32 y Cx47

(5).
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Figura 1: Esquema que ilustra la estructura béasica de las Cxs (A), la organizacién topolégica de la UH
formada por la unioén de dos HCs de células vecinas (B), y de una placa de UH (C). A.- La topologia de Cxs
consiste en cuatro dominios transmembrana (M1 al M4), dos asas extracelulares (E1 y E2) y un asa
citoplasmatica (LC). Tanto el amino terminal (NT) como el carboxilo terminal,(CT) se encuentran
orientados hacia el citoplasma. B.- Cada HC esta formado por seis Cxs que oligomerizan formando un poro,
el cual puede abrirse o cerrarse de acuerdo a ciertas condiciones fisiologicas o patolédgicas. C.- Varios
canales intercelulares se agrupan en las membranas de aposicion celular para formar una placa de UH.
Extraido de www.answers.com/topic/connexin.

Las Cxs comparten una arquitectura que es comun a todas ellas (figura 1). La region
extracelular estd compuesta por dos asas extracelulares (E1 y E2) conteniendo alrededor de
31 y 34 aminodcidos respectivamente. Estos dominios son altamente conservados y
covalentemente conectados por tres residuos de cisteinas unidas por uniones disulfuros,
esenciales para formar la estructura terciaria, e involucrados en el acoplamiento entre Cxs
de células adyacentes para la formacién de una UH. La region transmembranal posee cuatro
dominios (M1 al M4) con una conformacion a-hélice, los cuales son responsables del
acoplamiento a la membrana plasmaética. Los dominios transmembrana M1, M2 y M4
contienen principalmente residuos aminoacidicos hidrofobicos, mientras que M3 contiene

residuos aminoacidicos cargados positiva y negativamente, otorgandole una cara hidrofilica



al poro del canal. Por Gltimo presentan tres dominios intracelulares correspondientes a la
region amino terminal (NT), un asa intracelular o citoplasmatica (LC) que se encuentra
entre M3 y M4 y el dominio carboxilo terminal (CT) (1,3,5-8). Estos tres dominios
intracelulares son diferentes entre las Cxs, exhibiendo el LC y sobre todo el dominio CT,
una amplia variedad en tamafio y composicion aminocidica, lo cual es especialmente
importante en la interaccion proteina-proteina (3,4). Estos dominios contienen zonas que
participan tanto en uniones inter e intramoleculares, induciendo en algunos casos cambios
conformacionales que proporcionan un mecanismo para la regulacion de los canales (5).

Aunque hay probablemente algunas variaciones estructurales entre las isoformas de
las Cxs, una vision comun es que las areas que contribuyen a la formacion del poro del
canal son E1 en el extracelular; M1 en el espacio transmembrana; el NT y/o LC en el lado
citoplasmatico del poro (9).

En 1999 Unger y sus colaboradores, demostraron mediante electro cristalografia,
que la unién de dos HCs forman las UHs; presentando cada HC un diametro externo de ~70
Aenla region intracelular y de ~50 Aenla region extracelular; mientras que el poro del
canal present6 un diametro de ~40 A en el lado citoplasmico y ~15 A en la cara extracelular
de la membrana celular.

El apareamiento entre dos conexones es un ejemplo notable de una alta afinidad en
la interaccion proteina-proteina, ya que cuando una UH recién formada se abre, no hay
pérdida de iones hacia el espacio extracelular. Este cierre hermético en condiciones
normales es irreversible debido a los cambios conformacionales que se producen en la

union de los HCs (5).



Las UHs estan ampliamente distribuidas en las células de los vertebrados, tanto en
el desarrollo como en diferentes tejidos de un organismo adulto, a excepcion de
espermatocitos, eritrocitos, trombocitos y en el mdsculo esquelético adulto (6,8). La
comunicacion a traves de las UHs parece ser critica en el desarrollo de los organismos, ya
que ratones que carecen de Cx26 y Cx45 mueren en el Gtero, ratones hembras que carecen
de Cx37 son infertiles y ratones deficientes de Cx43 mueren rapidamente después del

nacimiento (7).

1) Formacion y trafico de Cxs a la membrana plasmatica

La formacion y degradacién de HCs y UH (figura 2) son procesos muy dinamicos,
reportandose una vida media de las Cxs de solo unas pocas horas en cultivo celular y en
tejidos (4,10). Como la mayoria de las proteinas integrales de membrana, la biosintesis de
las Cxs comienza con los mMRNAs que dejan el nicleo y son trasladadas al reticulo
endoplasmico rugoso. Sin embargo, dependiendo del subtipo de Cx, la oligomerizacion
para formar HCs puede ocurrir ya sea en los compartimientos intermedios entre RE y Golgi
como la Cx32, o como en el caso de la Cx43 que oligomeriza en el Golgi trans (3,4,10).

Durante la exportacion hacia la membrana celular los HCs permanecen cerrados,
debido posiblemente a un gradiente en los niveles de Ca®* generado por la separacion de
endomembranas y mantenidos por un grupo de receptores y bombas de iones (1); siendo
liberados dentro de vesiculas transportadoras, las cuales pueden viajar a través de dos vias:

microtubulos o filamentos de actina (3,4). Ambas vias también participan en el movimiento



de estos canales dentro de la membrama plasmatica y de regreso al interior de la célula para
su posterior degradacion (4).

Al llegar a la membrana plasmatica los HCs pueden permanecer transitoriamente
libres en la superficie de la célula en balsas de lipidos (subdominios de membrana
enriquecidos en colesterol y esfingomielina) o bien pueden dirigirse directamente a las
zonas de aposicionamiento celular en donde se acoplan con HCs de células adyacentes para
formar UHs (figura 2). La aglutinacion de muchos de estos canales forman las placas de
UHs caracterizadas por formas geométricas (3,4,8). Estas estructuras son muy dindmicas,
agregadndose permanentemente canales en los bordes de las placas, proceso que es
balanceado por la continua remocion de UHs desde el area central. EI nimero de UHSs en
las placas, varia enormemente de unos cuantos canales hasta 200.000 como en el 6rgano de
Corti del oido interno (11); sin embargo, en la mayoria de los tejidos este numero es mucho
menor.

La degradacion de la UH desde la membrana celular, ocurre a través de su
internalizacion por multiples métodos, incluyendo endocitosis y la formacién de doble
membrana denominada UHs anulares o conexosomas, los cuales son llevados hasta
lisosomas o proteosomas para su posterior degradacion (figura 2). La regulacién de estos
procesos, 0 por qué una via degradativa podria predominar sobre la otra ain no se ha
esclarecido, pero parece ser dependiente del tipo celular especifico, ya que en el mismo tipo
celular, el método utilizado podria depender del estado metabolico-patolégico de la célula

(3,4,10),
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Figura 2: Tréfico intracelular de Cx43. Cx43 es insertada en el reticulo endoplasmico. Un grupo de Cx43
puede ser enviado a degradacion protosomal. Las Cx43 no destruidas son transportadas al aparato de Golgi.
La oligomerizacion de la Cx43 en HCs ocurre después de la salida del reticulo endoplasmico, probablemente
en la red Golgi trans. Las vesiculas que contienen HCs son dirigidas hasta una regién de no
aposicionamiento celular de la membrana plasmatica, continuando con su difusién lateral en la bicapa
lipidica hasta fusionarse con los bordes de las UHs existentes. Ahi se unen con HCs de células adyacentes
para formar canales de UHs. Los mas antiguos son eliminados del centro de la placa por endocitosis;
durante la cual ambas membranas son internalizadas en una de las células adyacentes formando
conexosoma. Estos pueden fusionarse directamente a lisosoma o enviados a las vias endolisosomal y
autofagosomal. La primera via involucra el envio de la Cx43 a endosoma temprano (donde puede ser
reciclada hacia la membrana celular) y endosoma tardio, antes de su degradacion lisosomal. La via
autofagosomal involucra la formacion de una estructura de doble membrana conocida como fagofora que al
cerrarse forma un autofagosoma. Este luego se fusiona con lisosomas. El CT de la Cx43 tiene un importante
rol en la modulacion de la endositosis de las UHs y en la tasa de degradacion de la Cx43. Extraido de Leithe
(12).

La exportacion de los HCs a la membrana plasmatica, su trafico, ensamble para
formar UHs, la apertura, cierre y degradacion de estos canales, se encuentran reguladas por
modificaciones postranslacionales de las Cxs e interacciones con otras proteinas (7,10); por
lo que es de gran importancia en el analisis de las funciones de los HCs establecer donde y

con qué proteinas accesorias se asocian estando en la membrana plasmatica o durante el



transito hacia ésta. En el caso de la Cx43, el dominio CT interactla con varias proteinas
intracelulares tales como ocludina, claudina, tubulina, drebrina, p120 catenina, CIP150,

integrina a5, calmodulina, y el segundo dominio PDZ de ZO-1 (1).

2) Funcién de HCs

Hasta hace algunas décadas atrds se pensaba que los HCs solo se abrian cuando
formaban parte de las UHs (3); sin embargo, en 1991 Paul y colaboradores, describieron
por primera vez la apertura de HCs en ovocitos de Xenopus transfectados con Cx46, dando
como resultado el hinchamiento y posterior muerte de estas células en un medio con baja
concentracion de Ca?*. Este descubrimiento ha atraido creciente interés sobre el rol que
cumplen los HCs cuando se encuentran en la membrana plasmatica previa incorporacion en
las placas de UH, debido a su importancia en fisiologia (1); ya que si la apertura es lo
suficientemente breve y/o controlada en células normales, los HCs pueden ser beneficiosos,
suministrando un mejoramiento en la comunicacion intercelular a traveés de una via
paracrina en la liberacion o captacion de moléculas e iones.

Varios métodos han sido utilizados para investigar los HCs; algunos de estos sirven
para identificar y caracterizar las subunidades de los HCs, como la inmunofluorescencia,
biotinilacion de proteinas de superficie celular asociado con inmunoblot, microscopia
electronica y de fuerza atomica. Otros métodos como la electrofisiologia (13) variacion en
la concentracion de Ca?* extracelular (14,15), liberacion y captacion de moléculas
fluorescentes como Etd, amarillo lucifer (AL), Fura-2 y sustancias mensajeras como ATP,

NAD®, AL y glutamato (1,13) han servido para detectar y caracterizar las funciones de los



HCs, incluyendo el intercambio de iones, pequefias moléculas menores a 1 kDa como
aminoacidos individuales, segundos mensajeros (Ca?*, IPs, AMPc) y otros metabolitos
(3,7,16,17), la regulacion de varios procesos fisioldgicos como la liberacion de ATP y la
propagacion de las ondas de Ca®* en células gliales (17,18), compensar la pérdida de
comunicacion mediada por UH durante la division celular, estrés metabdlico, regulacion
del volumen celular, captacion de acido ascorbico y PEG; o en células epiteliales
pigmentadas, donde los HCs de Cx43 juegan un rol en la retinogénesis y proliferacion
celular a través de la liberacion de ATP, contribuyendo en la diferenciacion de la retina
neuronal (19). No obstante, estas funciones no se encuentran o estan muy reducidas en
lineas celulares que no expresan Cxs, como células HelLa y C6 (20).

La deficiencia o inapropiada funcién de estos canales ha sido asociada con la
patogenia de ciertos desordenes como sordera producida por mutaciones en el gen de la
Cx26, cataratas debido a la mutacion de la Cx50, enfermedad de la piel denominada
eritrokeratodermia asociada a defectos en los genes que codifican para Cx26, Cx30.3 y
Cx31, la enfermedad de Charcot-Marie Tooth relacionada con la mutacién de la Cx32, la
cual resulta de la desmielinizacion de las células de Schwann que rodean los nervios
periféricos, e incluso podrian aumentar el estrés metabolico y llevar a la muerte celular

(1,7,21,22).

3) Regulacion de la actividad de los HCs

Al igual que en las UHs, diferentes factores pueden regular el cierre o apertura de

los HCs. Es asi como se ha observado el cierre de HCs debido a una acidificacion del



medio intracelular, potenciales de membrana negativos o después de la aplicacion de
bloqueadores de UH como Lantano (La®'), octanol, heptanol, 18-o. y 18- 4cido
glicirretinico, carbenoxolona, oleamida y halotano.

A su vez diferentes condiciones fisioldgicas pueden aumentar brevemente la
probabilidad de apertura de HCs en variados tipos celulares. Ejemplo de esto se ha
observado con estimulos mecanicos (23), factores de crecimiento, cambios en el estado de
fosforilacion de HCs (20), bajo potencial redox intracelular (24), y alcalinizacion
extracelular (25). También se ha observado aumento anormal en la probabilidad de apertura
de los HCs en eventos patoldgicos como la inhibicion metabdlica producida por isquemia,
debido a sustancias que inducen inflamacién como lipopolisacaridos, especies reactivas de
oxigeno (ROS) (3,5,20,25), y S-nitrosilacion de los residuos de cisteina que se encuentran
en el lado citoplasmatico de los HCs (26), generando un colapso del gradiente
electroquimico, pérdida de valiosos metabolitos, recursos energéticos, moléculas de
segundos mensajeros difusibles y posible muerte celular (20,22).

Otro factor que puede regular la actividad de los HCs es la concentracion intra y
extracelular de Ca?*. En este sentido se ha observado una respuesta bimodal de los HCs de
Cx43 a la concentracion de Ca?* intracelular; es decir, a concentraciones en torno a los 500
nM hay un aumento en la apertura de los HCs, pero se cierran cuando aumenta esta
concentracion (23,27). En cambio, a concentraciones extracelulares fisiologicas los HC se
encuentran cerrados presentando una baja probabilidad de apertura, pero una disminucién
en esta concentracion puede aumentar la probabilidad de apertura de los HCs (14,28). Asi,
a través de HCs en condiciones de cero Ca?" extracelular, se produce captacion de

moléculas menores a 1 kDa como marcadores de &cidos nucleicos (29), liberacion de ATP



tanto en astrocitos (30) como en células C6 (31) y liberacion de glutamato en astrocitos en
cultivo (32). Sin embargo, de mantenerse esta condicion, comienza el proceso de muerte
celular observado en astrocitos (22) y cardiomiocitos (33) entre otros. Esto indicaria que la
actividad de los HCs puede determinar la extension del dafio celular en los tejidos (34).

Los dominios extracelulares hidrofobicos son areas claves en la regulacion de los
cambios conformacionales dependientes de Ca®" permitiendo la apertura o cierre de los
HCs (1,3,20); como lo sugieren estudios realizados en Cx32, donde se ha descubierto que el
dominio sensitivo al cual se une el Ca?*, parece ser un anillo de 12 residuos de Asp en el
vestibulo externo del poro del HC (28). Asimismo, recientes estudios realizados en
cristalografia (35) y dindmica molecular de la Cx26 humana (36), indican que cerca de la
entrada extracelular del poro de todas las Cxs, existe una red electrostatica altamente
conservada que presenta residuos cargados negativamente, jugando un rol critico en el
gating de los HCs y para la union del Ca?* (37).

Uno de los elementos més estudiados en la regulacion de la actividad de los canales
es el estado de fosforilacion de las Cxs en la membrana plasmaética (3); siendo el CT la
principal region que es fosforilada, aunque la Cx56 puede ser fosforilada en éste dominio
como en el LC. Sin embargo, no se ha informado de posibles sitios de fosforilacion en la
region NT. La Unica Cx que no es fosforilada es la Cx26, lo cual puede deberse a que es la
mas corta y solo posee unos pocos aminoacidos en el CT; sin embargo, puede formar UHs
funcionales, lo que indicaria que la fosforilacion no es necesaria para la formacion e
insercion de estos canales (7).

Una de las Cxs expresadas con mayor distribucion en los animales y mas

extensamente estudiada es la Cx43 (figura 3), la cual esta presente en al menos 34 tejidos
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diferentes y 46 tipos celulares. Esta proteina posee una region CT constituida por
aproximadamente 155 aminoacidos y contiene importantes sitios de union a proteinas y de
fosforilacion, donde actGan quinasas como PKA, PKC,CK1, MAPK y Src, pudiendo
regular la actividad de las Cxs (1,3,10); ya que al agregarles una carga negativa del fosfato,
podria afectar la permeabilidad de iones a través del poro, alterar la estructura de la alfa
hélice transmembrana que influencia el tamafio del poro, o modificar la afinidad de union

de molecular involucradas en la regulacion de la Cx43 (38).

Figura 3: Representacion topoldgica de Cx43 con detalles de los sitios especificos de fosforilacion, sitios de
interaccion a proteinas y los motivos implicados en la degradacion de la Cx43. Los sitios de union a
diferentes proteinas, son indicados por diferentes colores: Tubulina (violeta), CIP85 (verde), Debrina (azul),
c-Src (rojo), NEDD4 (celeste), AP-2 (verde oscuro), 14-3-3 (morado), ZO-1 (anaranjado). Ademés en
recuadro se muestran las enzimas que actuan en cuatro sitios de fosforilacion desde el comienzo del CT hasta
el aminoacido 257. * El amino&cido en posicion 253 en humanos es alanina, en cambio en raton y rata es
prolina. Extraido de Leithe (12).
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Es asi como la apertura de los HCs de Cx43 inducidos por baja concentracion de
Ca?" extracelular, puede bloquearse por activacion de una via dependiente de PKC,
sugiriendo la participacion de fosforilacion de proteinas como un mecanismo que mantiene
el HC cerrado (3). De hecho, cuando la Ser 368 de la Cx43, es fosforilada por PKC, se
producen cambios conformacionales que resultan en una disminucion en la permeabilidad
de los HCs (39). Asi mismo, al agregar cargas negativas al CT, la fosforilacion contribuiria
a la interaccion entre este dominio y la region L2 (aa 119- 144) del LC, la cual posee un
segmento de aminoacidos cargado positivamente, que pueden servir como un dominio
receptor del CT (40,41).

La interaccion entre el CT y LC fue propuesta como un modelo de cierre de las UHs
en respuesta a la acidificacion intracelular, denominado “bola y cadena” (42); sin embargo,
esta misma interaccion genera el efecto opuesto en HC de Cx43 produciendo un estado
“disponible para abrirse” (Figura 4), ya sea por estimulos eléctricos o quimicos (43). Esta
capacidad de actuar en forma contrapuesta entre UHs y HCs, se ha observado anteriormente
para lipopolisacaridos, citoquinas y factores de crecimiento (22,31,34,44), y seria parte de

un delicado equilibrio para mantener la homeostasis y comunicacion intercelular.
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UH de Cx43 wt HC de Cx43 wt

Abierto Cerrado Disponible para apertura

Cerrado

Figura 4: Gating de canales de Cx43 por interacciéon entre LC-CT. EI CT de Cx43 esta intrinsicamente
involucrado en el gating de HCs y UHs. En condiciones normales las UHs estan abiertas cuando el CT no
interactua con el LC. El cierre de las UHs ocurre cuando el CT se une el LC. Por el contrario, se ha
propuesto que la interaccion entre CT y LC, lleva a los HCs ha un estado ‘disponible para apertura”,
mientras en la ausencia de tal interaccion los HCs permanecen cerrados. Extraido de De Bock (43)

Para entender la regulacion funcional de los canales de Cxs, se han realizado
estudios con Cx43 truncada en el CT, encontrando que esta proteina es capaz de llegar a la
membrana plasmatica y formar UHs funcionales (45,46), pero estos manifiestan
propiedades electrofisioldgicas y de permeabilidad diferentes a los formados por Cx43
silvestre (7). Es asi como al estudiar la formacion de placas de UHs en Cx43 utilizando
truncadas en los aminoacidos Ser-257 y Tir-251, se encontr6 que las células que expresan
esta Ultima variante presentan una limitada transferencia de la célula microinyectada con
Amarillo Lucifer a las vecinas, lo cual indicaria que el CT es fundamental en la formacién
y permeabilidad de los canales de Cx43 (47).

Muchos trabajos se han realizado para entender el mecanismo de apertura y cierre
de las UHs, sin embargo, el conocimiento del funcionamiento del HC de esta Cx no esta

completamente esclarecido. Estudios recientes (29) han mostrado la cinética de la
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permeabilidad de los HCs de Cx43 a ciertos marcadores de acidos nucleicos como Etd,
DAPI y Prd en soluciones libres de cationes divalentes; sin embargo, poco se conoce sobre
el papel del CT en regular la permeabilidad de estos HCs. El presente estudio pretende
aportar mayor conocimiento con el fin de esclarecer cuél es el rol que cumpliria el CT de la
Cx43 en la permeabilidad de los HCs insertos en la membrana plasmatica.

En base a estos antecedentes se propone la siguiente hipotesis.

Il.-  PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
1) Hipotesis
El CT de la Cx43 juega un rol importante en la regulacion de la permeabilidad de la

membrana plasmatica mediada por HCs formados por Cx43

2) Objetivos
2a) Objetivo general
Estudiar la permeabilidad de la membrana plasmatica mediada por HCs formados por Cx43

0 por Cx43 truncadas en diferentes posiciones del CT en células HelLa.

2b) Objetivos especificos

1.- Determinar el grado de permeabilidad de la membrana plasméatica mediada por HCs en
células HelLa transfectadas con ADNc de la Cx43 o sus variantes truncadas en el
aminoacido 251 o 257, a través de la captacion de diferentes moléculas marcadoras de

acidos nucleicos.
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2.- Determinar niveles de Cx43 normal y sus variantes truncadas en la membrana

plasmatica, mediante biotinilizacion de proteinas de membrana.

I11.- MATERIALES Y METODOS

1) Cultivo celular: Se utilizaron células HelLa establemente transfectadas con Cx43 de rata
(HeLa Cx43) y células transitoriamente transfectadas con Cx43 truncada en el aminoacido
257 del CT (HeLa Cx43Tr257) y truncada en el aminoacido 251 de dicho extremo (HelLa
Cx43Tr251), realizadas en el Laboratorio de Conexinas del Centro Interdisciplinario de
Neurociencia de Valparaiso. El nivel de expresién de las truncadas, fue confirmado por
inmunofluorescencia indirecta utilizando anticuerpo policlonal de conejo. Como control se
usaron células HelLa parentales (HP) que no expresan Cxs o HelLa Cx43. Para su
identificacion inmunologica el constructo de ADNc de Cx43 cuentan con el epitope His y
las truncadas con el epitope hemaglutinina (HA; 9 aminoacidos), ambos unidos al CT.

Las células HeLa fueron mantenidas en medio MEM (Minimum Essential Medium,
GIBCO) a pH 7.2 suplementado con 10 % suero fetal bovino (Biological Industries), L-
Glutamina 2 mM (Hyclone), aminoécidos esenciales y Penicilina-estreptomicina 1X
(Invitrogen), en incubadora a 37°C con una mezcla de 5% de CO2 y cerca de un 100% de
humedad relativa. Las células crecieron hasta confluir en un 50% a 60% para la realizacion

de los experimentos.

2) Inmunocitoquimica: Las células transitoriamente trasfectadas con DNAc de Cx43HA,

Cx43Tr257HA y Cx43Tr251HA, se sembraron en placas con cubreobjetos para que se
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adhieran a éstos; fijandolas posteriormente con una solucion de PBS 1X mas
Paraformaldehido al 4% vy lavadas con PBS 1X. A continuacion se agregdé solucion
permeabilizadora (PBS 1X con 1% Tritdn X-100) por 30 minutos, reemplazandola por
solucion bloqueadora de sitios inespecificos (sol. permeabilizadora més 2% de Suero
Normal de Cabra) por 30 minutos. Luego las células se incubaron con anticuerpo primario
(ver tabla anticuerpos) en cdmara himeda por 12 hrs a 4 °C. Posteriormente las células se
lavaron con solucién permeabilizadora y se incubaron con anticuerpo secundario policlonal
conjugado con fluoréforo (ver tabla anticuerpos) en camara himeda por una hora a
temperatura ambiente y oscuridad. Las células fueron lavadas con solucion
permeabilizadora, montandose finalmente los cubreobjetos sobre portaobjetos de vidrio,
con medio de montaje (Dako). Una vez secos se pudieron observar al microscopio de
fluorescencia invertido Eclipse TE2000-U (Nikon), y luego se obtuvieron iméagenes
mediante una camara CCD (DS- MBWc Nikon).

Tabla Anticuerpos

Dilucién para

Primarios Marca inmunocitoquimica
Rabbit anti Cx43 Sigma 1:500
Rabbit anti HA Invitrogen 1:500

Secundarios

anti-Rabbit 1IgG-Cy2 | Jackson InmunoResearch 1:1000

anti-Rabbit 1IgG-Cy3 | Jackson InmunoResearch 1:1000

3) Obtencion de ADN de Cx43Tr257 y Cx43Tr251: Los ADNCc circular de Cx43Tr257 y

Cx43Tr251 se fusionaron por separado con pTracer-CMV2 (Invitrogen), un vector que
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contiene la informacion para expresar la proteina fluorescente verde (GFP) al introducirse
al material genético de las células HeLa; y de esta forma poder visualizar y evaluar en los
experimentos solo aquellas células que efectivamente se transfectaron. Para esto se
utilizaron las enzimas de restriccion Kpn | y Not |, con las cuales se liberaron las secuencias
de las proteinas del vector pcDNAS3.1 y se aislaron realizando extraccion del gel mediante
kit de extraccion QIA quick n° cat 28704. Al mismo tiempo se abrio el vector pTracer con
las mismas enzimas sefialadas anteriormente, para luego efectuar la union con el ADN de
las proteinas de interés. Esto se envia a secuenciar para tener la seguridad que la insercion

del material genético fue exitosa.

4) Transfeccion de células: Células HelLa se transfectaron en forma transitoria segun el
protocolo descrito para ‘“Lipofectamine 2000” (Invitrogen) con una concentracion
apropiada de ADNCc circular de Cx43Tr257, Cx43Tr251. A las 24 horas de realizada la

transfeccidn se pudieron llevar a cabo ya sea las biotinilaciones o los experimentos.

5) Electroforesis y Western blot: Placas con células HelLa crecieron hasta un 70% de
confluencia y luego transfectadas. Posteriormente fueron cosechadas y lisadas en frio
midiendo posteriormente la concentracion de proteinas totales. Para realizar electroforesis
(SDS-PAGE) se prepar6 gel resolvedor al 12% y gel apilador al 5% siguiendo los
protocolos descritos en minigeles (BioRad), corriendolo a 90 V por dos horas.
Posteriormente se efectu0 un Western blot, en el cual las proteinas fueron
electrotransferidas desde el gel a una membrana de PVDF (Amersham) en una camara

semiseca (BioRad) a 17 V y 300 mA por una hora. A continuacion la membrana se trato
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con solucién blogueadora (Tampon TBS 1X, 0.1% Tween 20 y 8% leche descremada)
incubandose a temperatura ambiente y agitacion durante una hora. Luego la membrana se
incubd con anticuerpo primario tres horas a temperatura ambiente con agitacion o toda la
noche a 4°C. Posteriormente la membrana fue lavada con Tampon TBS 1X con 0.1%
Tween 20, varias veces con el fin de descartar el exceso del anticuerpo primario que no se
unié. A continuacion se incubdé la membrana con anticuerpo secundario conjugado con
HRP (Jackson InmunoResearch) una hora a temperatura ambiente y agitacion.
Posteriormente, se lavd con Tampon TBS 1X con 0.1% Tween 20, cinco veces. Para la
deteccion de los anticuerpos la membrana fue incubada con ECL Plus (Amersham) en
oscuridad, visualizando las marcas en una camara de transiluminacion digital conectada a

un computador con el programa Labworks 46.

6) Biotinilacion de proteinas de superficie celular: Células HelLa fueron incubadas hasta
alcanzar la confluencia deseada y transfectadas con el ADN de interés. Luego se lavaron
con PBS frio sobre hielo, para posteriormente incubarlas en PBS con EZ-link Sulfo- NHS —
LC- Biotin (PIERCE) (0,5 mg/ml) a 4°C. Las células asi biotiniladas se lavaron con PBS
frio més 15 mM de glicina, para saturar los sitios de union de biotina libre, cosechandolas y
lisandolas; determinando posteriormente la concentracion de proteinas mediante
fluorometro Qubit (Invitrogen). A continuacion las proteinas biotiniladas fueron
precipitadas con estreptavidina-agarosa (ThermoScientific) por 30 minutos a 4°C en
agitacion y centrifugadas, rescatando el sobrenadante que constituye la fraccion no
biotinilada en otro tubo. El pellet se lavo con PBS y 0,25% Triton X-100 mas inhibidores

de proteasas y fosfatasas en frio y luego con PBS frio sin detergente. A los tubos que
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contenian las fracciones biotiniladas y no biotiniladas, se les agregd tampon de carga con
5% de B-mercaptoetanol y se hirvié a 95 °C por 3 minutos. De esta forma las muestras

quedaron aptas para electroforesis y Western blot.

7) Captacion de colorante: Para observar la cinética de difusion a través de la membrana
plasmatica en células HeLa Cx43 y sus variantes truncadas, se utiliz6: YOPRO, yoduro de
Propidio y bromuro de Etidio. Estos marcadores emiten fluorescencia al interactuar con
acidos nucleicos. La membrana plasmatica intacta es impermeable a estos marcadores, pero
son capaces de pasar a través de HCs. Asi mismo, estas moléculas poseen caracteristicas

distintivas como peso, forma, carga y espectro de absorcion y emision.

1.- YOPRO (YP) (Invitrogen): Molécula trazadora impermeable a la membrana plasmatica,
que al estar en contacto con ADN se une a éste permitiendo el analisis de células
apoptaticas sin interferir con la viabilidad celular. Posee un espectro de absorcién a 491 nm
y de emision a 509 nm.

Formula Molecular: C24H29loN30

0, - +
/>—CH N(CH ), N(CH),
N+
CH

3 21

Peso Molecular: 629.32 Da

2.- Yoduro de Propidio (Prd) (Invitrogen): Molécula trazadora que se puede unir al ADN y

ARN, es menos permeable a la membrana plasmatica que el bromuro de Etidio, aunque
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ambos son generalmente excluidos de las células viables. Es estructuralmente similar al
bromuro de Etidio. Posee un espectro de absorcion a 535 nmy de emision a 617 nm.

Formula Molecular: C27Hz3412N4

Peso Molecular: 668.40 Da

3.- Bromuro de Etidio (Etd) (Invitrogen): Molécula trazadora que se puede unir al ADN y
ARN. Es impermeable a la membrana plasmatica y excluido de las células viables. Posee
un espectro de absorcion a 518 nm y de emisién a 605 nm.

Formula Molecular; Co1H20BrN3

Peso Molecular: 394.31 Da

Antes de realizar registros, las células en placas fueron lavadas con una solucién
con Ca?* (Ham-F12) y durante el periodo de registro control las células se mantuvieron en
Ham-F12 mas las moléculas marcadoras (YP, Prd o Etd) por 10 min. Para el segundo
periodo de registro de 30 min, se indujo la apertura de los HCs lavando la misma placa
varias veces con la solucion salina balanceada de Hank’s (libre de cationes divalentes),

afiadiendo por ultimo Hank’s con las moléculas trazadoras (YP, Prd o Etd). Como
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bloqueador de la captacion a través de HCs, se utilizo carbenoxolona (cbx) a una
concentracion de 100 uM. Con el fin de visualizar la sefial fluorescente de YP, Prd y Etd,
se utilizaron filtros de epifluorescencia FGP (R)- LP (excitacion 450-490 nm.), G-2A
(excitacion 510-560 nm.) y TRITC (excitacion 545-565 nm.), respectivamente.

En ambos periodos de registro se obtuvieron imagenes cada un minuto en un
microscopio invertido Eclipse TE2000-U (Nikon) equipado con una camara digital Nikon
(DS- MBWCc) y el programa ACT-2U (Nikon), todo esto en cuarto oscuro.

En cada experimento se eligieron células de similar tamafio y forma; asi las
fluorescencias obtenidas fueron cuantificadas en unidades arbitrarias (U.A.) y analizadas
mediante el programa “Image J”. La representacion de los datos y visualizacion grafica de
los cambios de intensidad de fluorescencia de las células examinadas a través del tiempo,
fue realizado por el programa Exel de Microsoft. Con el fin de estandarizar los datos
obtenidos en cada uno de los tratamientos, se calculd la razon de Intensidad de

Fluorescencia (R1/R0), por medio del programa Origin 6.0 de Microcal.

8) Anélisis estadistico: Para cada grupo de datos, los resultados son expresados como el
promedio + el error estandar medio (SEM) y n expresa el nimero de experimentos
independientes. En cada grupo analizado se compard con el control respectivo y el nivel de
significancia se determino usando t-test. Las diferencias fueron consideradas significativas
a P < 0.05. Los célculos estadisticos fueron realizados usando Microsoft Exel y Origin 6.0

de Microcal.

21



IV.- RESULTADOS

1) Cx43, Cx43Tr257 y Cx43Tr251 se encuentran en la membrana celular

Para determinar la presencia y localizacion intracelular de Cx43 y sus variantes
truncadas, se realizd inmunocitoquimica, western blot y microscopia Confocal (figura 5).
Estos analisis indicaron que las células transfectadas expresaron la Cx43 y sus variantes
truncadas (A); sin embargo, la proporcion de células que expresaban Cx43Tr251 era menor.
Lo anterior se ve reflejado en el western blot que indica que la Cx43Tr251 muestra
menores niveles de expresion. Debido al corte del CT, las variantes truncadas pesan mucho
menos que la Cx43 (Cx43Tr257, 30 KDa y Cx43Tr251, 29,4 KDa aproximadamente),
cuyas sefiales se ven reflejadas en el western blot (B).

La localizacion inmunocitoquimica (C) de la Cx43, al igual que lo publicado
anteriormente (47,48), se encontrd principalmente en la membrana de aposicién formando
placas de UHs (a). La Cx43Tr257 (b) se encontrd tanto en compartimentos citoplasmaticos
como en membrana plasmaética formando UHs més pequefias y en menor cantidad que las
células que expresaban Cx43. En cambio Cx43Tr251 (c), se presenté mas concentrada en el

citoplasma y difusa en membrana celular de las células HP transfectadas.
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Cx43wtHA Cx43Tr257THA Cx43Tr251HA

Figura 5: Expresion y localizacion subcelular de la Cx43 y variantes truncadas Cx43Tr257 y Cx43Tr251
tranfectadas en células HeLa. Tanto la Cx43 como sus variantes truncadas tienen un epitope de
Hemaglutinina (HA) en el CT para poder hacer las comparaciones. (A) Esquema de la Cx43 indicando con
lineas rojas los lugares de corte en el CT que generan las variantes truncadas. (B) Western blot de Cx43 y
sus variantes truncadas, usando un anticuerpo que reconoce el epitope HA ubicado en el CT. (C) La
deteccion inmunofluorescente de Cx43 silvestre (a), Cx43Tr257 (b) y la Cx43Tr251 (c). La Cx43 forma
placas de UH, la Cx43Tr257 se encuentra tanto en citoplasma como en membrana plasmatica formando UHs
pero en menor cantidad; en cambio Cx43tr251 se presenta mayoritariamente en el citoplasma y en menor
medida en UH pequefias. Flechas en a, b y ¢ indican la presencia de placas de UH. Los nucleos estan
tefiidos de azul con DAPI y en verde la Cx43 y sus variantes truncadas con anticuerpo anti- HA. Barra 10

pm.

Debido a que tanto Cx43 como Cx43Tr257 y en menor grado Cx43Tr251,
exhibieron marcaje en UHSs, es posible sugerir que también pueden formar HCs libres en la
membrana, de no aposicién celular.

Luego, para determinar la proporcion de Cx43 y sus variantes truncadas presente en
citoplasma y membrana celular, se realiz6 biotinilacion de proteinas de membrana y luego
se midieron los niveles de cada una de ellas mediante Western blot utilizando un anticuerpo

que reconoce el epitope HA localizado en extremo del CT (figura 6). En la seccién A se
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puede apreciar que la Cx43 y sus variantes truncadas se encuentran tanto en la membrana
plasmatica (biotinilada) como en forma intracelular (no biotinilada), lo cual indicaria que
no hay problemas de transito celular para llegar hasta ella, reforzando lo visto por
inmunocitoquimica y Western blot previos. En la seccion B se puede apreciar que tanto
Cx43 como Cx43Tr251, presentan similar porcentaje de proteina biotinilada (35,4% vy
40,6% respectivamente) y por el contrario, del total de Cx43Tr257 un 66% se encontrd
biotinilada; lo cual indicaria que ésta Gltima se presenta en mayor proporcion que la Cx43 'y

Cx43Tr251 en forma de HC libre.
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Figura 6: Biotinilacion de Cx43, Cx43tr257 y Cx43Tr251 en la membrana plasmética de células HelLa. Las
células fueron cultivadas a similar densidad y los niveles de la Cx43 y sus variantes truncadas se midieron
mediante biotinilacion de estas proteinas en membrana y posterior Western blot usando un anticuerpo que
reconoce el epitope HA ubicado en el extremo del CT (A). La posicion de las marcas de los pesos
moleculares se encuentran a la izquierda del Western blot, expresadas en KDa. (B) Cantidad relativa de
proteina biotinilada y no biotinilada de Cx43, Cx43tr257 y Cx43Tr251 expresada en porcentaje.
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2) Células HelLa que expresan Cx43 y sus variantes truncadas captan Etd, pero no los

trazadores mas grandes, en medio con cationes divalentes

Para determinar si los HCs libres encontrados en superficie de células HelLa
transfectadas con Cx43 y sus variantes truncadas Cx43Tr257 y Cx43Tr251 son funcionales
0 no, se realizaron experimentos de captacion de trazadores en soluciones con y sin
cationes divalentes (Ham-F12 y Hanks" respectivamente). Esta Ultima condicion se utiliza
ya que la probabilidad de apertura de los HCs aumenta en soluciones libre de cationes
divalentes.

Para empezar, se estudio el estado funcional de HCs en condiciones con cationes
divalentes en el medio, mediante la captacion y union de Etidio (Etd), YOPRO (YP) y
Propidio (Prd) a acidos nucleicos en el interior de la célula.

Al observar el comportamiento de los tipos celulares estudiados en medio Ham-
F12, solo se detectd captacion de Etd, y no de las moléculas mas grandes YP o Prd, durante
los 10 minutos que durd cada uno de los experimentos (figura 7). Luego para comprobar
que estas captaciones se produjeron a través de HCs, se utilizé 100 uM del bloqueador de
HCs cbx, obteniéndose una reduccion de la captacion de Etd a niveles semejantes a los

encontrados en celulas que no expresan Cxs (HP; figura 7).
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Figura 7: Tasa de captacion de Etd, YP, Prd en células HeLa (A), HelLa transfectadas con Cx43His (B),
Cx43Tr257 (C) o Cx43Tr251 (D) en solucion con cationes divalentes mas 5 uM de Etd, 0,1 uM de YP o
1,5uM de Prd por 10 minutos. En cada tipo celular, se muestran micrografias representativas de la captacion
de Etd en la fase, inicio y final de los experimentos. Para bloquear HCs se utiliz6 100 uM de cbx. Las
captaciones obtenidas se graficaron como razon de intensidad de fluorescencia a través del tiempo. Cada
valor representa el promedio + S.E.M. Barra de calibracion en B: 10um.

Al promediar las pendientes de captacion (taza de captacion) de Etd para los
distintos grupos celulares en condicion control (Ham-F12), se aprecia un aumento
significativo del 34% en las células que expresaron Cx43 (figura 8; p< 0,001) en
comparacion con las HP; en cambio las células que expresan las variantes truncadas
Cx43Tr257 y Cx43Tr251, presentan un aumento en la captacion basal que es aun mayor

(62% y 54% respectivamente). Al analizar los resultados obtenidos con cbhx, se observa que
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las captaciones de las células que expresaron Cx43 y sus variantes truncadas se redujeron a
valores cercanos a los obtenidos en las células control (HP), indicando que esta captacion

se debe a la actividad de HCs.
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Figura 8: Promedio de las pendientes de captaciéon de Etd y su blogueo con 100 uM de cbx en HelLa
parenteral (HP), HeLa Cx43 (Cx43), y sus variantes truncadas (Cx43Tr257 y Cx43Tr251) en medio con
cationes divalentes durante 10 minutos. ***p<0.001

Analizando estas dos figuras en conjunto nos indican que pese a la presencia de
cationes divalentes las células que expresan las variantes truncadas captan Etd con mayor
velocidad en comparacion con las que expresan Cx43. b) Las células que expresan la Cx43

normal o sus variantes truncadas no captan los trazadores de mayor tamafio.
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3) Captacion diferencial de trazadores de acuerdo a la extension del CT en medio sin

cationes divalentes

Debido a que los HCs aumentan su actividad en soluciones sin cationes divalentes,
se evaluaron los diferentes tipos celulares estudiados en medio Hanks™ encontrando un
aumento en la captacion de los colorantes en las células que expresaron Cx43 en
comparacion con las células control (HP) (figura 9); siendo la captacion de Etd similar a lo
reportado por Schalper (49) y Orellana (29). En cambio en las células que expresaron
Cx43Tr257 y Cx43Tr251 la captacién de los tres marcadores fue mucho mayor, como se
observa en las imagenes captadas al comienzo y final de los experimentos (figura 9).

La magnitud del ingreso de los trazadores utilizados, se ve reflejada en los
promedios de las pendientes de captacion en los diferentes tipos celulares usados. Es asi
como comparando las captaciones de Etd en medios con y sin cationes divalentes, las
células que expresaron Cx43, Cx43Tr257 y Cx43Tr251, aumentaron su captacion en un
10%, 155% y 128%, respectivamente (figura 8 y 10). De igual forma, al comparar las tasas
de captacion de Etd entre las células que expresaron Cx43 con las truncadas Cx43Tr257 y
Cx43Tr251, se puede apreciar un aumento significativo de 2,8 y 2,2 veces respectivamente
(figura 10A; p< 0,001). Algo similar a lo encontrado para YP, donde se aprecia un aumento
significativo entre las células que expresaron Cx43 y Cx43Tr257 (3,6 veces); sin embargo,
no se observo una diferencia significativa entre las que expresaron Cx43 y Cx43Tr251
(figura 10B; p> 0.05). Es interesante observar que las velocidades de captacion de Prd
(figura 10C) en todos los tipos celulares estudiados, son claramente menores que las de Etd

y YP; no obstante, mantienen similar patron de comportamiento que para Etd,
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observandose un aumento significativo entre las que expresaron Cx43 y las truncadas

Cx43Tr257 y Cx43Tr251; siendo los HCs formados por estas ultimas, los que mejor

discriminan entre los trazadores usados (figura 10C; p< 0,001).
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Figura 9: Tasa de captacion de Etd, YP y Prd en células HP (A), HP transfectadas con Cx43His (B),
Cx43Tr257(C) o Cx43Tr251(D) por 30 minutos en solucién sin cationes divalentes mas 5 uM de Etd, 0,1 pM
de YP o0 1,5uM de Prd. Como bloqueador de HCs se utiliz6 100 uM de cbx. Micrografias representativas de
la captaciéon de Etd en la fase, inicio y final de los experimentos, se muestran en cada uno de los tipos
celulares. Las captaciones obtenidas se graficaron como razén de intensidad de fluorescencia a través del
tiempo. Cada valor representa el promedio + S.E.M. Barra en B:10um.

Para determinar si las captaciones se realizaron a través de HCs, se utiliz6 100 uM

de cbx conocido blogueador de UHs y HCs, produciendo un bloqueo total para YP y Prd en
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todos los tipos celulares estudiados y un bloqueo parcial para Etd en las truncadas
Cx43Tr257 y Cx43Tr251 (figura 9 y 10).

Tomados en conjunto, estos resultados sugieren que las células que expresaron
Cx43 y sus variantes truncadas, presentan HCs funcionales en membrana plasmatica, y que

las truncadas se encuentran mucho mas activas.
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Figura 10: Promedio de las pendientes de captacion para Etd (A), YP (B) y Prd (C) en células HelLa
parenteral (HP), HeLa Cx43 (Cx43), y sus variantes truncadas (Cx43Tr257 y Cx43Tr251) en medio libre de
cationes divalentes durante 30 minutos. Como bloqueador de HCs se us6 100 uM cbx ***p<0.001; NS, no
significativo.

4) Los HCs formados por la Cx43Tr257 presentan una mayor permeabilidad a

trazadores grandes que los HCs formados por la Cx43Tr251

En la Figura 11 se puede observar que existe una alta correlacion entre los niveles
de expresion de las Cxs truncadas y los niveles de captacion de todos los trazadores. Se
puede apreciar que para los trazadores Etd, YP y Prd existe una estrecha correlacion lineal
(R=0,92-0,96) entre los niveles de fluorescencia total de GFP (que refleja los niveles de

expresion de las variantes truncadas Cx43Tr257 y Cx43Tr251) y la captacion de éstos
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trazadores en solucion sin cationes divalentes. Ademas se puede apreciar que a similar
concentracion de proteinas, hay mayor captacion de Etd, YP y Prd por los HCs formados
con Cx43Tr257 que por los formados con Cx43Tr251. Esto se ve reflejado en la magnitud
de las pendientes, que para el caso de Etd son muy similares entre ambas truncadas (8,9 y
7,7 respectivamente) (A); en cambio las pendientes se discriminan mejor para YP (5,6 y 2,2
respectivamente) (B) y Prd, siendo ademéas estos valores muy bajos (2,0 y 0,9
respectivamente). Estos analisis indican que a un mismo nivel de expresion, la Cx43Tr257
presenta una mucha mayor captacion de los trazadores grandes (YP y Prd) que la
Cx43Tr251. Lo anterior sugiere que existe una mayor dificultad al paso de los trazadores a

través de HCs formados por Cx43Tr251 que por Cx43Tr257.
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Figura 11: Captaciéon de Etd, YP y Prd en células HeLa que expresan Cx43Tr257 y Cx43Tr251 en la
membrana plasmatica es directamente proporcional a la fluorescencia total de GFP. Cada uno de los tipos
celulares se expuso a 5 uM de Etd (A), 0,1 uM de YP (B) o 1,5uM de Prd (C) en solucién sin cationes
divalentes a los 20 minutos. Las fluorescencias totales como las captaciones de cada marcador fueron
graficadas como regresion lineal.
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VI.- DISCUSION

En un comienzo los HCs solo se percibian como parte del ciclo de formacion de las UHs,
pero esta vision ha ido cambiando con recientes estudios, en donde se ha podido establecer
los estimulos y moduladores que activan HCs, algunas de las funciones que cumplen y por
ende su importancia en la vida de las células. Pese al avance en esta materia, ain existen
algunos aspectos de estos canales que se desconocen, dentro de los cuales destaca el
mecanismo de participacion del CT en la regulacion de la permeabilidad de HCs. Esta Tesis
pretende aportar informacion que ayude a esclarecer la forma de participacion de este
dominio en la permeabilidad de la membrana plasmatica, abordando el problema a través
del estudio del CT de la Cx43. Se eligid esta Cx debido a que es una de las que se expresa
con mayor frecuencia en las células eucariontes, y dentro de esta proteina la region CT es la
zona con mayor variacion dentro de las Cxs, la cual contiene multiples sitios de regulacion

e interaccion con otras proteinas.

1) Inmunolocalizacion de Cx43y sus variantes truncadas

Al igual que lo descrito previamente (33), en esta tesis se pudo establecer que la
Cx43 forma HCs funcionales en membrana plasmatica sin contacto con otras células; sin
embargo la gran mayoria de ellas se encuentra en las membranas de aposicionamiento
celular formando placas de UHs como lo reportaron otros autores (23,46,47). De igual
modo, se pudo comprobar, mediante inmunofluorescencia indirecta y biotinilacion de

proteinas de membrana, que la falta del extremo CT hasta el aminoacido 257 o 251, no
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afecta la llegada de Cx43Tr257 o Cx43Tr251 a la membrana plasmatica formando HCs
funcionales; al igual que lo expuesto en estudios anteriores en los cuales algunas mutantes
de la Cx43 truncadas en el dominio CT, pueden llegar a la membrana plasmatica formando
HCs (47,49) y UHs funcionales (45,46,50). En cambio Cx43Tr239 pueden llegar a la
membrana plasmatica pero no forman HCs funcionales (23).

Ademas, en esta tesis se encontré una mayor proporcion de Cx43Tr257 biotinilada
en membrana plasmatica que Cx43 y Cx43Tr251. Esto podria explicarse debido a que
Cx43Tr257 carece de la mayoria de los sitios que regulan el ensamble de HCs de células
adyacentes para formar placas de UHs (47), su funcion, endocitosis y degradacion; por lo
que la falta de estos epitopes produciria una mayor dificultad para la formacién de UHs.
Cx43 y Cx43Tr251 presentaron similares proporciones de proteina no biotinilada. EI mayor
porcentaje de Cx43 no biotinilada puede explicarse por la presencia de grandes placas de
UH encontradas en este y otros trabajos, ya que al estar presente el CT completo, forma
rapidamente placas de UHSs, y en esta conformacion la biotina no pueden unirse a la Cx; en
cambio en Cx43Tr251 el mayor nivel de proteina no biotinilada se puede explicar por un
transito mas lento hacia la membrana plasmatica, acumulédndose temporalmente en
organelos citoplasmaticos como el aparato de Golgy, como se observo en las imagenes con

Confocal (figura 5).
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2) Captacion de marcadores de &cidos nucleicos en medio con cationes divalentes

La captacion de marcadores, ya sea en medio con o sin cationes divalentes, ha sido
anteriormente utilizada como un indicador de la actividad de HCs (14,29,49). Para poder
determinar el efecto de las deleciones del CT tanto en el aminoacido 257 como en el 251 de
la Cx43, sobre el grado de permeabilidad de la membrana plasméatica mediada por HCs,
primero se midieron las captaciones de moléculas marcadoras de acidos nucleicos con
diferente forma, carga y peso molecular (Etd, YP y Prd) en solucién con una concentracion
fisiologica de Ca?* extracelular. Como era esperable, en este medio no hubo captacion de
los trazadores Prd y YP en HelLa que expresaban Cx43 ni sus variantes truncadas; esto
debido a que, como se ha descrito antes (14,28), tanto Ca?* como Mg?* extracelular, pueden
generar cambios conformacionales en las inmediaciones del poro externo del HC
disminuyendo la probabilidad de apertura. Sin embargo, en estas mismas condiciones,
estudios previos (14,29,49) han observado captacién de Etd, al igual que en esta tesis. Las
captaciones de Etd a través de los HCs formados por Cx43Tr257 y Cx43Tr251, son
mayores que las registradas en células que expresaban Cx43, disminuyendo todas a nivel de
las células HP con la aplicacion de cbx, lo que refuerza la idea de captacion a través de

HCs.

3) Captacion de marcadores de acidos nucleicos en medio sin cationes divalentes

Al comparar los tipos celulares utilizados en medios con y sin cationes divalentes,

se observaron aumentos en las captaciones de los colorantes, siendo mayores en células que
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expresaron las variantes truncadas que en aquellas que expresaron Cx43. Estas captaciones
fueron blogueadas por cbx, demostrando que se realizaron por HCs funcionales. Ademas,
como se ha demostrado previamente, en la membrana plasmatica no hay cambios en los
niveles de Cx43 en una solucion sin cationes divalentes (13); por lo que el aumento en la
intensidad de fluorescencia de cada trazador, refleja un cambio neto del paso del trazador a
través de HCs, debido a un aumento en la probabilidad de apertura de los HCs (29). Es asi
como los resultados obtenidos en células que expresaron la Cx43 silvestre concuerdan con
trabajos previos llevados a cabo en soluciones sin cationes divalentes (29,49).

De igual forma, células transfectadas con Cx43Tr257 mostraron permeabilidad de la
membrana plasmatica significativamente mayor a los trazadores usados, que aquellas que
expresaron Cx43 silvestre; lo cual puede explicarse ya sea por una mayor proporcion de
HCs formados por Cx43Tr257 que por Cx43, como se observa en la biotinilacion de
proteinas de membrana; o bien por una mayor actividad de los HCs formados por esta
truncada, como lo registrado en una investigaciéon de Scharper el afio 2010 (25); en la cual,
a similares concentraciones de HCs formados por Cx43 o Cx43Tr257 en membrana
plasmaética, las sefiales de calcio fueron mayores en células que expresaron Cx43Tr257 que
aquellas que expresaron Cx43; y similar a lo obtenido por Kozoriz el afio 2010 (50)
observando una mayor captacion de Prd en HCs formados por Cx43Tr258 que por Cx43
en astrocitos de ratones. Sin embargo, trabajos anteriores utilizando células C6, no
registraron actividad electrofisiologica en HCs formados por Cx43Tr257 (51). Estas
diferencias se deben probablemente a que los factores que determinan la respuesta de los
HCs dependen del tipo de estimulo aplicado, el estado de fosforiliacion del CT y del tipo

celular estudiado (31).
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Por otro lado, llama la atencion el comportamiento de los HCs formados por
Cx43Tr251, ya que a pesar que la proporcion de esta proteina biotinilada es semejante a la
de Cx43, las captaciones de Etd y Prd son comparativamente mayores en Cx43Tr251 (al
igual que lo registrado entre Cx43 y Cx43Tr257) lo que indicaria una mayor actividad de
los HCs formados por Cx43Tr251; sin embargo las pendientes de captaciones de YP son
semejantes. Este contraste podria ser indicador de permeabilidad selectiva debido
probablemente, a la diferencia estructural, de carga y/o peso molecular entre los trazadores.

Los resultados encontrados también indican que los HCs no son la Gnica via de
ingreso de Etd a las células, ya que en concentraciones fisioldgicas de cationes divalentes y
usando cbx como blogueador de HCs, tanto las HelLa parental como las transfectadas con
Cx43 o sus variantes truncadas, presentaron captaciones indicando que otra via contribuye

en el ingreso de este trazador.

4) La captacion de trazadores se correlaciona con la expresion de Cx43 y sus variantes

truncadas en células HelLa

Investigaciones previas (14,29,49) han demostrado que, tanto en soluciones con y
sin cationes divalentes, la captacion de Etd a traves de HCs formados por Cx43-GFP, esta
correlacionada directamente con los niveles de fluorescencia total de esta proteina. Al
utilizar en esta tesis un vector capaz de entregar la informacion tanto de las Cxs truncadas
como del marcador GFP a las células transfectadas, permitié normalizar los niveles de

expresion de las Cxs truncadas, con las captaciones de cada marcador, en células con forma
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y tamafio similares. De esta manera, se pudo comprobar la existencia de una estrecha
correlacion entre los niveles de expresion de Cx43Tr257 y Cx43Tr251 con las captaciones
de Etd, YP y Prd inducida por un medio libre de cationes divalentes. Asi mismo, se pudo
constatar una diferencia entre las pendientes de Cx43Tr257 y Cx43Tr251 para YP y
pendientes muy pequefias para Prd. Una posible explicacion para este fendmeno, es que
existe una mayor dificultad al paso de YP y Prd por los HCs formados por Cx43Tr251, o
bien a un poro de diametro mas reducido.

Lamentablemente, debido a que se utilizaron células HelLa establemente
transfectadas con Cx43 que no cuentan con el epitope GFP, no se podia previamente
reconocer y cuantificar los niveles de expresion de Cx43 en aquellas células que la
producian. Por lo que al no contar con esta informacion para correlacionarla con los datos
de captacion de los trazadores realizada por HCs de Cx43, no se pudo comparar
adecuadamente con la informacion obtenida de las variantes truncadas.

Reunidos todos estos antecedentes se demuestra que el dominio CT de la Cx43 es
muy importante para la regulacion de la actividad de los HCs, ya que al cortarlo en dos
sectores diferentes pero cercanos (aminoacidos 257 y 251), se producen cambios
importantes en la cinética de permeabilidad y/o selectividad de la membrana plasmatica,
aumentando el tamafo del poro y/o probabilidad de apertura de los HCs (Cx43Tr257), y
comienza a disminuir cuando se corta un poco méas (Cx43Tr251), lo cual queda demostrado
al observar los promedios de las pendientes de captacion (figura 10).

Como se ha propuesto anteriormente, la interaccion entre el CT con el dominio L2
(aa 119-144) ubicado en la segunda mitad del LC de la Cx43, produciria cambios

conformacionales cuyas consecuencias llevaria al cierre de las UHs mediante la oclusion
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fisica del poro, en respuesta a la acidificacion intracelular (40). Posteriormente se
determind que la interaccién entre el dominio L2 del LC con los 10 Gltimos aminoacidos
del CT, es esencial pero no suficiente para la apertura de los HCs de Cx43, generando un
estado “disponible para la apertura”, siendo necesarios otros estimulos como depolarizacién
de membrana, disminucion de Ca?* externo o aumentos moderados de Ca?* interno (menor
a 500 nM), para lograr la apertura de los HCs (23). No obstante, Hirst-Jensen y
colaboradores el afio 2006 (52), estudiando la dependencia de pH en la interaccion entre CT
y el LC de la Cx43, descubrieron que multiples dominios aminoacidicos involucrados en la
dimerizacion del CT de la Cx43 (281-295, 299-304, 314-327, 342-348), también estan
involucrados en la interaccion entre éste y LC, por lo tanto teéricamente podrian producir
similar interaccion y efecto en los HCs. En cambio cuando el Ca?* interno aumenta por
sobre los 500 nM, activa el sistema contractil actino-miosina, el cual a su vez, causa una
contraccion del citoesqueleto, que tira al CT separandolo del LC, y produce de esta forma
el cierre de los HCs (53).

Con los resultados obtenidos en esta tesis, se sugiere que existe al menos otra zona
de union entre el LC y un sitio del CT ubicado entre los aa 239 y 257 (figura 12); ya que en
éste segmento del CT, existen 4 sitios especificos de fosforilcion en la Cx43 (Ser 244, Tyr
247, Ser 255 y Ser 257) los cuales al ser fosforilados por diferentes quinasas (54), pueden
generar cargas negativas contribuyendo con la interaccion entre la region L2 del LC y este
segmento del CT de las Cxs truncadas. Ademas, es muy probable que ésta interaccion no
sea regulada por el sistema actino-miosina del citoesqueleto, ya que aun en soluciones con
concentraciones fisiologicas de Ca®*, los HCs formados por las variantes truncadas se

encuentran mas activos. Esto también explicaria la mayor captacion de trazadores en

38



soluciones libre de cationes divalentes en las células que expresan Cx43Tr257 y
Cx43Tr251 comparadas con las que expresan Cx43 silvestre. Finalmente, al cortar ain mas
el CT (aa 239) no se produciria la interaccion entre el segmento resultante de este corte del
CT yel LC, y por lo tanto el HC permaneceria cerrado aun en soluciones libre de cationes

divalentes, como se ha descrito anteriormente (23,31).

HC de Cx43wt

Cerrado Disponible para apertura

LC

Coul

HC de Cx43Tr239 HC de Cx43T1r257-251

Cerrado y
refractario a apertura

Abierto

Cel CT

Figura 12: Diagrama que ilustra un posible modelo de regulacion quimica de la apertura y cierre de HCs de
Cx43. En condiciones fisioldgicas normales, el CT se encuentra apartado del LC, con lo cual el HC
permanece cerrado. Sin embargo, al entrar en contacto con el LC, lleva al HC a un estado “disponible para
abrirse”, lograndolo con estimulos apropiados (Ca?*, pH, etc). En cambio, cuando el CT es cortado a nivel
del aa 257 o 251, la unién con el LC permaneceria al no poder actuar el sistema actino-miosina del
citoesqueleto que tracciona al CT separandolo del LC para el cierre del canal. Un corte a nivel del aa 239
produce un HC cerrado y refractario a la apertura aun con estimulos apropiados, debido a la imposibilidad
de la interaccion entre LC y CT (Adaptacion de De Bock (43)).
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CONCLUSIONES

Se comprobo la presencia de HCs funcionales de Cx43, Cx43Tr257 y Cx43Tr251
en la membrana plasmatica, lo que indicaria que no hay problema en el transito
hacia la membrana; sin embargo, Cx43Tr257 se encuentra mayor proporcion que la
Cx43 y Cx43Tr251, lo que podria explicar en parte el aumento de captacion en las
variantes truncadas.

En soluciones con cationes divalentes los HCs formados por Cx43Tr257 y
Cx43Tr251, no pueden cerrarse correctamente al faltar parte importante del CT de
la Cx43.

La falta de una parte importante del CT produce un aumento gradual de la captacion
de marcadores de ADN; asi como también una permeabilidad selectiva entre los
distintos trazadores, la cual se hace evidente en Cx43Tr251 en ausencia de cationes
divalentes en el medio extracelular.

Las estrechas correlaciones entre las captaciones de los marcadores usados (Etd, YP
y Prd) y los niveles de expresion de las mutantes (Cx43Tr257 y Cx43Tr251),
indicaria la existencia de una relacion directa entre superficie y niveles totales de

HCs de estas proteinas en medio libre de cationes divalentes.
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VIII  ANEXO
Imagen complementaria de Biotinilacion

En esta imagen complementaria de la biotinilacién, puede observarse claramente las
fracciones biotinilada y no biotinilada de la Cx43 y Cx43Tr251, transfectadas en células
HelLa; asi como también la marca del anticuerpo contra tubulina utilizado como marcador

de proteina citoplasmatica, encontrandose como era de esperar solo en la fraccion no

biotinilada.
Proteinas Biotiniladas Proteinas No Biotiniladas
HP Cx43 Cx43 HP Cx43 Cx43
251 tr251
48 KDa-
46 KDa- ¢ —— oL Cx43
30 KDa- “ Ol HA

Ol Tubulina
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