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Resumen

Las panexinas son una familia de proteinas de tres miembros descubiertas recientemente
que forman canales de membrana. Aunque son estructuralmente similares a las
conexinas se diferencian de estas al no compartir homologia en sus secuencias. En varios
tipos celulares, se ha descubierto que la Panexina-1 (Panxl) cumple funciones de
mecanosensor, liberacion de ATP, entre otras. Al demostrarse que estan asociados a
receptores P2X; se ha relacionado la actividad de los canales de Panxl1 con la formacion
de complejos proteicos asociados a respuestas inmunoldgicas. En la retina se ha
demostrado una marcada expresion de Panxl en la mayoria de sus capas, en particular
en células ganglionares de la retina (CGR) donde se han relacionado con procesos
patofisiolégicos asociados con isquemia y glaucoma. En esta tesis, se propuso estudiar la
expresion de Panx1l mediante inmunomarcaje con microscopia confocal y su funcién en la
modulacion de respuestas eléctricas en CGR. Se utilizé un protocolo propuesto de voltage
clamp que por medio de rampas precondicionantes permitiria diferenciar corrientes de
Panx1. Como controles para la inmunohistoquimica de retina se usaron ratones KO de
Panxl1. Para los registros electrofisiolégicos se utilizaron ratones WT, bloqueadores de
canales de Panxl (carbenoxelona 5 puM y probenecida 200 pM) y células HelLa
transfectadas con Panx1l como controles positivos. En la inmunohistoquimica se observé
una marcaciéon especifica de Panxl en la retina de ratones WT en la capa de células
ganglionares (CCG) y la capa plexiforme interna (CPI). De manera controversial, se
observé marcacion especifica de Panx1 en el ratdbn KO en las mismas capas del WT. Esto
se puede atribuir a que la linea del raton KO presenta un fenotipo hipomérfico de Panx1

(aprox. 50% de expresion) y no un KO global.

En células HeLa y CGR el protocolo de voltage clamp no permiti6 observar corrientes
especificas de Panxl. Sin embargo, al aplicar los blogueadores de Panx1, se observaron
leves variaciones en las corrientes evocadas a potenciales despolarizados en células

Hela y diferencias significativas solo en algunas condiciones al registrar CGR.

En conclusion, los resultados de esta tesis indican que existe expresion de Panxl en
capas internas de la retina y que existe una leve modulacién mediada por los canales de

Panx1 de las respuestas eléctricas de CGR.
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Introduccion

Comunicacion celular.

La comunicacion celular es una caracteristica fundamental de organismos multicelulares,
permitiendo por medio de moléculas sefializadores regular y coordinar la actividad de
células con distintos motivos (e.g. respuesta inmune, mantencion de la homeostasis).
Estas moléculas sefalizadores pueden ser liberadas al medio extracelular por canales
presentes en la membrana plasmatica de las células y pueden generar una respuesta en
la misma célula donde son liberadas (sefalizacién autocrina), en células cercanas del

mismo tejido (sefalizacién paracrina) o en células mas alejadas (sefializacion endocrina).

Paralelamente, moléculas sefializadoras pueden ser transportadas a células adyacentes
por conexiones intercelulares llamadas uniones en hendidura (en inglés: gap junctions,
GJ). En vertebrados las GJ estan formadas por una familia de proteinas llamadas
conexinas (Cxs). Las Cxs estan formadas por cuatro dominios transmembrana, dos loops
extracelulares, un loop intracelular y tienen sus regiones terminales amino y carboxilo en
el citoplasma (Matsuuchi y Naus, 2013). Seis de estas proteinas forman un hemicanal y si
se ensamblan dos hemicanales de células adyacentes se forma la conexién intercelular.
Las GJ son permeables a iones metabolitos de hasta 1 kDa (Nielsen et al., 2012). De
mayor importancia en el sistema nervioso es su permeabilidad a IP; y Ca** permitiéndoles
formar sinapsis eléctricas que estan involucradas en la propagacion de ondas de Ca®" y

en la sincronizacion neuronal (Saez et al., 1989; Bennett and Zukin, 2004).

Los hemicanales de Cxs pueden ser abiertos por una baja concentracién de Ca®*
extracelular y cerrados por La**, y varios bloqueadores de GJ como octanol, heptanol,
carbenoxelona, entre otros. Algunas de las funciones de los hemicanales de Cxs son
regular el volumen celular y participar en una retroalimentacion negativa entre células
horizontales y conos en la retina de vertebrados. (Kamermans et al., 2001; Saez et al.,
2003; Séez et al., 2005; Bennett et al., 2012; Vroman et al., 2013).



Panexina-1: Descubrimiento, expresién y funciones.

En invertebrados existe una familia de proteinas formadora de GJ que no comparte
homologia con las Cxs, las que son llamadas inexinas. Panchin y cols. (2000) buscando
secuencias homologas con las inexinas en el genoma humano identificaron una familia
formada por tres proteinas y las llamaron panexinas, las que se abrevian como Panxl,
Panx2 y Panx3 (Panchin et al., 2000; Panchin, 2005; Penuela et al., 2013). Se predice
que las panexinas y las inexinas comparten la topologia estructural de las Cxs aunque no
tengan homologia en sus secuencias (Barbe et al., 2006; Sosinsky et al., 2011). Boassa y
cols. (2007) demostraron: (1) que la proteina Panx1 esta glicosilada en el residuo Asn-254
de uno de sus loops extracelulares; (2) que la glicosilacién es un paso importante para
que la proteina realice un correcto tréfico celular; (3) que prevenir la glicosilacion induce
retencién en el reticulo endoplasmico e inhibe expresién de Panxl1 en la superficie de la

célula; y (4) que el canal de Panx1 es formado por un hexamero de Panx1.

Bruzzone y cols. (2003) expresaron Panxl en oocitos de Xenopus y observaron una
robusta corriente de salida activada por voltaje sobre -20 mV. Ademas, la conductancia de
un canal de Panx1 expresado exdégenamente fue determinada ser entre 470 y 540 pS con
varios niveles de conductancia intermedia (Bao et al., 2004; Kurtenbach et al., 2013).
Actualmente existe controversia sobre si las panexinas forman GJ o no. Las
conductancias de acoplamiento observadas en oocitos pareados expresando Panx1l son
minimas comparadas a las observadas en oocitos aislados indicando una mayor actividad
de hemicanales de Panx1l que de GJ (Bruzzone et al., 2003). Asi mismo, evidencias en
contra de la funcién de GJ de Panxl segun Dahl y Keane (2012) incluyen: (1) no se ha
observado la tincién tipica de GJ en estudios de inmunohistoquimica y microscopia
electrénica, observando distancias de 20 a 50 nm en las células con Panxl marcada
(Boassa et al., 2007; Sosinsky et al., 2011); (2) su expresién en células aisladas como
eritrocitos (Locovei et al., 2006) que no forman GJ; (3) su expresion en la zona apical de
células polarizadas del epitelio de las vias aéreas, a diferencia de las conexinas que se
expresan en la zona basolateral formando GJ (Ransford et al., 2009); (4) en neuronas del
hipocampo se ha encontrado expresién de Panxl solo en la membrana postsinaptica

(Zoidl et al., 2007); y (5) la presencia del arbol glicosilado impide la formacion de GJ por



interacciones estéricas, es decir, aumenta la formacion de GJ de Panxl al escindir el

arbol glicosilado (Boassa et al., 2008).

Se ha determinado que los canales formados por Panx1 son permeables a cationes (e.g.
K" y aniones (e.g. ATP*) (Bao et al., 2004). Mayor evidencia de que el canal de Panxl
puede liberar ATP se ha observado en experimentos con ensayos de absorcion y
liberacién de colorantes (Bao et al., 2004; Locovei et al., 2006; Silverman et al., 2008;
Ransford et al., 2009). Esta liberacion puede ser inhibida por altos niveles de ATP lo que
permitiria formar un circuito de retroalimentacion negativa. ElI ATP cumple muchas
funciones de sefializacién paracrina en el sistema nervioso mediada por receptores
ionotrépicos P2X; y metabotrépicos P2Y (Burnstock, 2006; Baroja-Mazo et al., 2013). Los
receptores de purinas P2X;R, un tipo de canales idnicos especiales que dejan pasar
pequefios cationes como Ca®" y moléculas de hasta 900 Da cuando son expuestos a
constante estimulacién de agonistas. La apertura de estos poros de gran conductancia y
poco selectivos provocaria una liberacibn de metabolitos e iones que conduciria a la
célula a apoptosis, siendo en consecuencia, el ATP una molécula toxica en
concentraciones altas. Al observar una absorcién de colorantes y corrientes por activacion
de P2X;R suprimibles por bloqueadores de GJ se demostrdé que existia una asociaciéon
entre P2X;R y canales de Panxl (Pelegrin y Surprenant, 2006; Locovei et al., 2007). La
apertura de este poro de permeabilizacion se ha asociado con la formacién del
inflamasoma, complejo proteico que media respuestas inmune que pueden terminar en
muerte celular al mediar la activacibon de caspasas-1 (Silverman et al.,, 2009;
Dvoriantchikova et al., 2012). Otras vias de activacion de los canales de Panx1 incluyen
estiramientos de la membrana celular (Bao et al., 2004; Reigada et al., 2008) y alto K"
extracelular (Santiago et al., 2011).

Las corrientes dependientes de voltaje de Panxl han podido ser aisladas al ocupar
diferentes blogqueadores de GJ que a concentraciones especificas han demostrado ser
bloqueadores especificos de Panxl. Entre ellos se encuentra carbenoxelona (CBX) con
un ICso = 5 pM para bloquear reversiblemente los canales de Panxl (Bruzzone et al.,
2003, 2005) y probenecida (PBN) con ICs, reportados entre 150 uM (Silverman et al.,
2008) y 352 uM (Ma et al., 2009). Otros blogueadores incluyen péptidos miméticos como
Panx y el colorante Brilliant Blue (Thompson et al., 2006, 2008; Wang et al., 2013).



Por otra parte, analisis en ratones de expresion de mRNA por RT-PCR revel6 expresion
de Panxl en distintas areas del sistema nervioso de raton, incluyendo: la corteza, el
cerebelo, el bulbo olfatorio, el tallo cerebral, la espina dorsal y la retina (Bruzzone et al.,
2003; Baranova et al., 2004; Ray et al., 2005; Vogt et al., 2005). Fuera del sistema
nervioso central se ha encontrado expresion de Panxl por RT-PCR en el pulmén y el
bazo y menor expresion en el corazon, los rifiones y los testiculos (Ray et al., 2005).

Como se menciond anteriormente, existe expresion de Panxl en la retina pero existen
pocos estudios que hayan investigado sus posibles funciones en ese tejido. A
continuacion se explicara muy brevemente la anatomia y fisiologia de la retina y luego la
evidencia que existe hasta el momento de la expresiébn y posibles funciones de los

canales de Panx1 en la retina.

Expresion y funciones conocidas de la Panx1 en la retina

La retina de vertebrados estd compuesta principalmente de 5 capas que forman el circuito
encargado de recibir y procesar la informacion visual. La capa més externa de la retina, o
capa nuclear exterior (CNE), es donde se agrupan densamente los fotoreceptores: conos
y bastones. Los bastones participan mayoritariamente en la transduccion visual cuando
existen condiciones de muy poca iluminacion (condiciones escotopicas) y los conos
participan cuando existe mayor cantidad de luz como durante el dia (condiciones
fotopicas). La siguiente capa de la retina, llamada capa plexiforme externa (CPE),
representa la sinapsis que ocurre entre fotoreceptores, células horizontales y células
bipolares. A continuacién viene la capa nuclear interna (CPI) donde se agrupan los somas
de las células bipolares y amacrinas, ademas de procesos de células horizontales. La
siguiente capa es la capa plexiforme interna (CPI) donde hacen sinapsis células bipolares
y amacrinas con las células ganglionares ubicadas en la capa de células ganglionares
(CCG). Protegiendo a las células en la parte interna de la CCG se encuentran los "pies"
de las células de Mduller formando una membrana basal. La luz es captada por los
fotoreceptores que convierten esta sefial a una eléctrica, la que es transmitida a las CGR.
Se han clasificado las respuestas a luz observadas en células de la retina como: ON,

aumento de la actividad neuronal frente al aumento de la intensidad de luz; OFF aumento
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de la actividad neuronal al disminuir la intensidad de luz; y ON-OFF al combinarse ambas

situaciones.

Los axones de las células ganglionares de la retina (CGR) forman el nervio éptico que es
el encargado de transmitir la informacion procesada en la retina hacia areas superiores
del cerebro. Se han identificado 22 CGR en ratdn en base a caracteristicas morfolégicas
como son el diametro de su soma, el diametro de su &arbol dendritico, y su estratificacion
en la CPI. El diametro de sus somas varia entre 10 a 25 um y el de su arbol dendritico
desde 130 a 400 um (Sun et al.,, 2002; Badea y Nathans, 2004; Coombs et al., 2006;
Volgyi et al., 2009). El gran tamafio del didmetro de las CGR permite diferenciarlas en la
CCG de células amacrinas desplazadas que poseen un diametro de soma no mayor a 10
um (Pérez De Sevilla Miller et al., 2007).

En la retina se expresa una gran cantidad de Cxs en forma de GJ y de hemicanales (Sohl
et al., 2005). En particular, en células horizontales de la retina se ha observado expresion
del hemicanal de Cx26. Se ha propuesto que la apertura de estos hemicanales llevaria a
una despolarizacion de las dendritas de células horizontales permitiendo modular por un
mecanismo de retroalimentacién negativa la actividad de canales de Ca®, y en
consecuencia, la liberacion de glutamato desde los conos (Kamermans et al., 2001;
Vroman et al., 2013).

Varios laboratorios han estudiado la expresion de Panxl en la retina pero no todos
coinciden en los resultados. Aun asi, si existe concordancia respecto a una disminucion
de la expresion de Panx1 en la retina de ratones durante el desarrollo (Ray et al., 2005;
Dvoriantchikova et al., 2006a). Estudios de hibridacién in situ y inmunohistoquimica han
encontrado expresion de Panxl en la capa de CCG, CPI, CNI y CPE (Ray et al., 2005;
Dvoriantchikova et al., 2006, 2012; Kranz et al., 2013). Las células marcadas en la CPE
se identificaron como células horizontales y las marcadas en la CNI como células
bipolares tipo 3a OFF (Kranz et al., 2013). Al ocupar una tincion retrégrada inyectada en
el coliculo de ratas, se observo colocalizacién de Panx1 con la tincion retrograda en el
soma y en las dendritas de CGR (Dvoriantchikova et al., 2006). Sin embargo, todavia

queda por confirmarse si existe expresion de Panx1 en las células amacrinas.

Dvoriantchikova y cols. (2012) generaron una linea de ratones KO de Panx1 y verificaron

por medio del electroretinograma (ERG) la presencia de las ondas a y b, indicando que la
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actividad de fotorreceptores (onda a) y células bipolares de tipo ON (onda b) no se vio
afectada con la delecion de los canales de Panxl. Kranz y cols. (2013) en otra linea de
ratones KO de Panx1 midieron en el ERG un aumento la amplitud de las ondas ay b en
condiciones escotépicas, especialmente al estimular con mayores intensidades de luz
(Kranz et al., 2013). No observaron diferencias en la propiedades temporales de la
transmision de la sefial. Los autores atribuyen las diferencias observadas con el estudio
de Dvoriantchikova y cols. (2012) a que estos ultimos ocuparon intensidades menores de
estimulacion con luz. Para asegurarse de que sus resultados eran correctos realizaron
ERG in vitro y observaron también mayores amplitudes de la respuesta, confirmando la
alteracion en las respuestas causadas por la deficiencia de Panx1l (Kranz et al., 2013).
Kranz y cols. proponen en su discusion que los canales de Panxl expresadas en células
bipolares 3a OFF y en células horizontales generarian una disminucién de las corrientes
extracelulares, y por lo tanto, (como fue observado) un raton KO de Panxl presentaria

ondas a y b mayores.

Por otra parte, los receptores P2X; estan expresados en distintas capas de la retina y en
particular en la CGR (Reigada et al., 2008; Mitchell et al., 2009). Se ha observado un
aumento en la liberacibn de ATP al aumentar la presion retinal suprimible por
bloqueadores de Panxl (Reigada et al., 2008; Dvoriantchikova et al., 2012; Xia et al.,
2012). Ademas, se encontr6 que la supresién de la expresion de Panxl protege a las
CGR de la muerte celular en un modelo de isquemia de deprivacién de glucosa y oxigeno
(Dvoriantchikova et al., 2012). Esta relacién de los canales de Panxl con glaucoma y
isquemia retinal, dos causas importantes de ceguera en el mundo, hacen que su estudio
sea importante y que sea necesario avanzar en conocer sus formas de activacion y

funciones en la retina.

En esta tesis se aportan resultados sobre la expresion, activacion y modulacion de
respuestas eléctricas de los canales de Panxl en las CGR. Por una parte, se realizaron
estudios inmunohistoquimicos para comprobar la expresion de Panxl observada en las
CGR. Ademas, se estudié en células HelLa transfectadas con Panxl la posibilidad de
ocupar un protocolo de patch clamp propuesto para la diseccion de las corrientes de
Panxl (Grindken et al., 2011) ocupando carbenoxelona y probenecida como
bloqueadores relativamente especificos de Panxl. Este protocolo se basa en rampas

precondicionantes despolarizantes que abririan canales de Panxl observadas como
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aumento en las corrientes de salida y de entrada junto a aumento en las corrientes de las
colas y constantes de tiempo, 1 (Grundken et al., 2011). Por ultimo, se aplicé este
protocolo en la retina como un primer acercamiento al estudio de las corrientes voltaje-

dependientes de los canales de Panx1 expresados en CGR.
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Hipotesis

Los canales de Panxl presentes en células ganglionares de la retina estan involucrados
en la modulacién de respuestas eléctricas de estas células.

Objetivo General

Estudiar la expresién de Panx1 en la retina y analizar si los canales de Panx1l modulan las

propiedades eléctricas de células ganglionares de la retina.

Objetivos especificos

1. Observar la expresion de Panxl en la retina de ratbn por medio de

inmunohistoquimica utilizando ratones KO de Panx1 como controles negativos.

2. Verificar que el protocolo propuesto permite diferenciar corrientes de Panxl en

células Hela transfectadas con Panx1.

3. Analizar si los canales de Panxl modulan respuestas eléctricas de células

ganglionares de la retina, utilizando bloqueadores de canales de Panx1.
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Materiales y métodos

Cultivo de células HeLa Panx1 YFP

La linea celular HeLa Panx1-YFP ya transfectada fue facilitada por el Dr. Agustin Martinez
(Universidad de Valparaiso) y el Dr. Juan Carlos Saez (Pontificia Universidad Catdlica de
Chile). Estas células fueron cultivadas a 37 °C en medio HAM-F12 con el pH ajustado a
7.2. Antes de realizar los registros electrofisioldgicos fueron lavadas con PBS 1X (Tabla
1), despegadas utilizando tripsina y transferidas a cubre objetos de vidrio redondos. Se
dejaron minimo 3 horas en el medio HAM-F12 y en la estufa a 37 °C para asegurarse que
se adhirieran a los cubre objetos.

Tabla 1. Composicién PBS.

Compuesto Concentracién (mM)
NacCl 137

KCI 2.7

Na,HPO, 10

KH,PO, 2

Animales

Ratones C57/BL6 wild type (WT) y Knock-Out (KO) de Panxl, de 3 a 6 meses de edad,
fueron mantenidos en el bioterio de la Facultad de Ciencias de la Universidad de
Valparaiso en ciclos de 12 horas de dia y 12 horas de noche. El ratén KO fue creado por
el "Knock-Out Mouse Proyect" (www.komp.org) y se ha determinado que la disminucion
de mRNA de Panxl corresponde a aproximadamente el 50% del WT, por lo que solo
representaria un fenotipo hipomorfico (Hanstein et al., 2013). La eutanasia de los ratones
se realizO de acuerdo a un protocolo de acuerdo con el comité de bioética de la
Universidad de Valparaiso anestesiandolos profundamente con Halotano (2-bromo-2-

cloro-1,1,1-trifluoroetano, Sigma) y luego decapitdndolos.
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Preparacion de laretina

Después de la decapitacion del animal, los ojos fueron extraidos cortando el nervio 6ptico
y colocados en solucién extracelular (SEC, composicion en la Tabla 3) burbujeada con
95% 0O, y 5% CO,. Los ojos se cortaron en copa Yy se extrajo la retina cuidadosamente
para ser trozada en cuadrados de 2-5 mm? Los ratones utilizados para registros
electrofisiologicos fueron adaptados a la oscuridad durante 20 minutos. La diseccién de
las retinas y los registros de CGR se realizaron en condiciones escotépicas bajo luz roja.

Una seccion central de la retina se colocé con las CGR hacia arriba en la camara de
registro con SEC burbujeada (Tabla 3) o en SEC con HEPES como tampén (Tabla 4) y
fue estabilizada con un ancla de platino con hilos de nylon. Los registros en SEC con
HEPES fueron los primeros en realizarse en un momento donde no existia en el montaje
del set-up un cilindro de oxigeno (O,) y diéxido de carbono (CO;) que permitiera fijar el pH
de la solucion extracelular con carbonato. Debido a que en la parte interna de la retina la
capa de los pies de las células de Miiller (CPCM) protege a las CGR, es necesario romper
pequefias areas de esta capa para acceder a las células. Se despejoé con una pipeta de la
misma resistencia utilizada para registrar y llenada con solucién intracelular (SIC, Tabla
2). Con leve presion positiva se atraveso la CPCM y se aumentd la presion positiva hasta
observar una onda expansiva que evidencia la separacion de las células con los pies de
las células de Miller. Moviendo la pipeta cuidadosamente en direccion horizontal sin
dafar los somas de células que se observan se aumenta la separacioén. Para exponer los

somas de las células de la CCG se movi6 bruscamente hacia arriba la pipeta.

Tabla 2. Composicion solucién intracelular (SIC).

Compuesto Concentracion (mM)
Gluconato de potasio 125

KCI 10

HEPES 10

EGTA 2

Na,-ATP 2
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Tabla 3. Composicién solucién extracelular (SEC). * Estos compuestos fueron agregados cada dia

de experimentos. El resto se almacené a 4 °C.

Compuesto Concentracién (mM)
NaCl 119

NaHCO; 23

NaH,PO, 1.25

KCI 2.5

CaCl,* 2.5

MgSO,* 15

Glucosa anhidra* 20

Acido piravico sal de sodio* 2

Tabla 4. Composicién solucion extracelular con HEPES como tampon. La solucion se almacend

alicuotada a -20 °C.

Compuesto Concentracion (mM)
NacCl 119

HEPES 24

NaH,PO, 1.25

KCI 25

CacCl, 25

MgSO, 15

Glucosa anhidra 20

Acido piravico sal de sodio 2
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Electrofisiologia

Pipetas de parche con una punta de resistencia de 6-12 MQ fueron hechas en un puller
(Sutter Instruments) a partir de capilares de borosilicato de 1 mm de grosor externo, 0.75

mm de grosor interno y 4 pulgadas de largo (WPI, Florida, USA).

Los registros en modo whole-cell de patch clamp fueron hechos con un amplificador A-M
Systems modelo 2400. Se utilizé un filtro de paso bajo de 5 kiloHertz (kHz) y los datos
fueron digitalizados a 10 kHz por una Digidata 1440A (Molecular Devices) antes de ser
almacenados en un computador para analizarlos utilizando Clampex 10.3 (Molecular
Devices). Utilizando un micromanipulador MP-225 (Sutter Instrument) se realizaron sellos
de alta resistencia al mover cuidadosamente el electrodo de parche sobre la membrana
de la célula, aplicar una succion leve y fijar el voltaje a -60 mV. Las corrientes transientes
causadas por la resistencia en serie (Rs) y la capacitancia de la membrana (Cm) se
compensaron electronicamente por el circuito del amplificador A-M Systems modelo 2400.
Al aplicar una succién un poco més fuerte se abrieron los sellos permitiendo el contacto
de la solucién intracelular (SIC) del electrodo de parche con el citoplasma de la célula.
Fueron descartados aquellos sellos con una resistencia de sello menor a 1 GQ. Se utilizé
el circuito de compensacion whole-cell del amplificador para compensar hasta 80% la Rs

y la Cm, para compensar mejor las corrientes transientes.

Se esperé minimo 3 minutos antes de comenzar a registrar para asegurarse de la
formacion de un buen sello y evitar sesgos en las corrientes debido a la evidencia de que
los canales de Panx1 se abren con estrés mecanico de la membrana celular (Bao et al.,
2004; Reigada et al., 2008).

Para registrar células HelLa se coloc6 un cubre objeto con células en la cAmara de registro
con medio HAM F-12 recirculando constantemente por gravedad. Se buscaron células
fluorescentes y desacopladas. Para fotografiar y registrar las células se observaron en la
pantalla de un computador utilizando una camara digital (Nikon DS-Qi1lMc) conectada a
un microscopio Olympus BX51 con un objetivo de inmersion 40x utilizando microscopia
Nomarski. Se eligieron aquellas células que presentaban fluorescencia, un citoplasma
poco granulado y aisladas para evitar posibles conexiones en hendidura formadas por la

Panx1 (ejemplo en Fig. 3A). Las pipetas de parche fueron llenadas con SIC (Tabla 2).
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Los registros de patch clamp en modo whole cell en CGR se realizaron ocupando las
mismas pipetas, amplificadores, filtros y procedimientos que en los registros
electrofisiologicos de células HelLa. En los registros en que se ocup6é SEC con HEPES se
utilizé la SIC sin bloqueadores (Tabla 2). En los registros en SEC con carbonato como
tampon se utilizé una solucion interna (Tabla 5) de las pipetas de parche con los
blogueadores metanosulfonato de cesio (125 mM) y cloruro de tetraetilamonio (TEA-CI, 15
mM) que permiten bloguear canales de potasio activados por voltaje en especial aquellos
de rectificacion lenta (Hille, 1967; Hille, 1991: Armstrong, 1971). De esta manera, se
pueden aislar levemente las corrientes de Panxl. La solucién con bloqueadores de

canales de potasio fue ocupada solo en los registros con SEC tamponada con carbonato.

Acido p-(dipropilsulfamoil)benzoico (Probenecida. PBN, 200 uM, Sigma) preparado en
NaOH 1 M 'y acido 3B-Hidroxi-11-oxoolean-12-en-30-oico  3-hemisuccinato
(Carbenoxolona, CBX, 5 uM, Sigma) fueron disueltos el mismo dia de los experimentos en
la solucién extracelular utilizada y administradas durante 10 minutos utilizando el sistema
de perfusion por gravedad. Para intercambiar entre las soluciones del bafio y de drogas

se utilizé el mismo sistema de perfusion por gravedad (Bioscience Tools).

Se ha determinado que la carbenoxelona (CBX) bloquea con un ICsq de 3 pM los
hemicanales de Cx43, valor levemente inferior a los 5 UM usados en este trabajo (Ye et
al., 2009). Se ha encontrado expresion de Cx43 solo en las células Miller (Kihara et al.,
2006) por lo que el efecto de la CBX sobre la Cx43 no seria de importancia a nivel de las
CGR. También se ha encontrado que bloguea otras Cxs con concentraciones de ICsg
sobre los 20 pM (D’hondt et al., 2009) y canales de Ca* activados por voltaje presentes
en la retina con un ICs, de 48 uM (Vessey et al., 2004). En células piramidales del
hipocampo aisladas se ha observado una inhibicién de los receptores de NMDA por la
CBX con un ICsq de 104 uM (Chepkova et al., 2008).
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Tabla 5. Composicion solucion intracelular con bloqueadores de canales de potasio.

Compuesto Concentracién (mM)
Metanosulfonato de Cesio 125

HEPES 10

EGTA 5

Na-ATP 6

MgSO, 1

TEA-CI 15

El protocolo utilizado para estudiar la activacién por voltaje de los canales de Panxl se
cre6 en Clampex 10.3 y fue dividido en 3 protocolos distintos: (1) pasos de voltaje "I" de -
80 a +50 mV de 250 ms; (2) 3 rampas de voltaje precondicionadoras de -80 a 50 mV y 10
s de duracién cada una; y (3) pasos de voltaje "lI" con las mismas caracteristicas que el 1
(Grundken et al., 2011). Cada etapa del protocolo fue programada para activarse en
secuencia y el voltaje fijado entre cada etapa fue -60 mV. Un trabajo publicado
recientemente imité parte del protocolo y logro observar aumentos en las corrientes de
salida en Panxl de ratdén y pez cebra expresadas en células de neuroblastoma (N2a)
(Kurtenbach et al., 2013), al igual que lo observado previamente por Griindken y cols.
(2011).

|20 mv
60 mV

S —_— \ J
250 ms 10 250 ms

Figura 1. Esquema del protocolo propuesto por Griindken et al. (2011) para activar las corrientes
de Panx1. Figura modificada de Grundken et al. (2011).
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Para poder observar la morfologia de las células parchadas se agregd a la solucion
interna de bloqueo Lucifer Yellow (1 ug/mL) o Alexa Fluor 594 hidrazida, sal de sodio (10
uL/AmL). Se descartaron aquellas que células que no presentaran un arbol dendritico y
que el diametro de su soma fuera menor a 10 um para evitar registrar células amacrinas
desplazadas (Pérez De Sevilla Miller et al., 2007). Se tomaron fotografias con la cAmara
digital montada en el microscopio (Nikon DS-QilMc) y se realiz6 una fusion con el
programa EZ-C1 Gold Version 3.90 (Nikon) entre las distintas imagenes ya que muchas
veces el arbol dendritico estuvo fuera del alcanze del sensor de la camara o las dendritas

estratificaban muy profundo en la capa plexiforme interna.

Al terminar los registros en una retina esta se retiré de la cAmara de perfusion y se fijé en
PFA al 4% durante 20 minutos. Luego de la fijacién se lavé 3 veces con PBS y guardé a 4
°C en PBS. Para poder obtener mejor resolucion de las células registradas, las retinas se
llevaron a un microscopio confocal Eclipse C1 80i Nikon fabricado en Jap6n para poder
observar las células marcadas. Para evitar que la retina fuera aplastada al colocar un
cubre objeto se colocé en un porta objeto dos cubre objetos de 22x22 mm en cada
extremo pegados con vaselina para crear un pequefio canal donde se colocé la retina
(capa de células ganglionares hacia arriba) sobre el que se apoyd un cubre objetos de
50x24 mm.

Inmunohistoquimica de retina

Una rata Sprague-Dawley de 28 dias, anestesiada profundamente por inhalacion con
Halotano, fue fijada mediante perfusién intracardiaca con PFA al 4%. Paralelamente, se
extrajo la retina de un ratén C57 BL/6 WT (3 meses, hembra) y de un KO (2 meses,
hembra), previamente anestesiados profundamente con Halotano y decapitados. Las
retinas de rata y de ratdon se mantuvieron durante 1 a 2 horas en PFA al 4%. Luego se
lavaron 3 veces con PBS (Tabla 1) ajustado a pH 7.4. Las retinas fueron incubadas toda
la noche a temperatura ambiente con sacarosa al 30% (diluida en PBS). Posteriormente,
las retinas fueron embebidas con OCT (Tissue-Tek) en la tapa de un tubo eppendorf de

1.5 mL y congeladas a -20 °C en un criostato. Criosecciones de 18-20 yM se colocaron en
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cubre objetos, tratados el dia anterior con una solucion de poli-lisina (Sigma-Aldrich) y
triton X-100 (Amresco) al 0.1%, almacenados a 4 °C.

Para realizar la incubacion con los anticuerpos las criosecciones de retina se rehidrataron
con PBT (PBS + 0.2% triton X-100). Se lavaron 3 veces durante 15 minutos con PBS y
luego se aplicd solucién de bloqueo (PBT + 1% BSA + suero de caballo) durante 30
minutos a temperatura ambiente. El anticuerpo primario usado fue el RbCT-395 que es
monoclonal de conejo y tiene su epitope entre los residuos aminoacidicos 395 y 409
(QRVEFKDLDLSSEAA) de la Panx1 de raton, cerca del final del carboxi-terminal . Este se
diluyé 1:100 en la solucién de blogueo. Se agregd 100 pL del anticuerpo diluido a cada
porta objeto con las criosecciones y se dejo incubando por 24 horas a 4 °C en un
contenedor cerrado y humedecido.

Luego del periodo de incubacion las criosecciones fueron lavadas 4 veces con PBT
durante 20 minutos para luego agregar 100 uL del anticuerpo secundario Rabbit CY3,
diluido 1:800 en PBT a cada portaobjeto. Se dejé incubando por 2 horas a temperatura
ambiente bajo oscuridad en un contenedor cerrado. Las criosecciones fueron lavadas
nuevamente 4 veces por 20 minutos con PBT para aplicar por 10 minutos, 100 uL del
intercalante de ADN, DAPI (0.25 pg/mL, 4',6-diamidino-2-fenilindol, Sigma-Aldrich), a
cada portaobjeto. Luego se lavé 3 veces por 10 minutos con PBS, se agreg6 el medio de
montaje para muestras fluorescentes DAKO junto con los cubreobjetos. Las criosecciones
se mantuvieron a 4 °C durante 2 horas antes de fotografiar. Se fotografiaron las
criosecciones con un microscopio confocal Eclipse C1 80i Nikon. Se utilizaron 2 laser de

excitacion: diodo violeta 408nm y He-Ne 543nm, con filtros de emisién: 450/35 y 605/75.

22



Analisis

Las corrientes para realizar curvas de corriente-voltaje fueron medidas y promediadas
utilizando Clampfit 10.3 (Molecular Devices) entre los 230 y 249 ms de los 250
milisegundos (ms) que duraban los pasos de voltaje del protocolo para la caracterizacion
de corrientes de Panx-1 (Fig. 1). Los datos de las corrientes fueron luego pasados a
Microsoft Office Excel para agrupar registros de varias células, calcular promedios y
realizar normalizaciones. El promedio de las corrientes voltaje-dependientes se realizd
con minimo 3 registros de cada condicion. Para estudiar las corrientes de salida separada
de las de entrada se restaron las corrientes obtenidas a -80 mV a las obtenidas a 0 mV'y
las medidas a 0 mV a aquellas obtenidas a +50 mV. Estos datos se normalizaron respecto
al paso | de voltaje (Fig. 1). Utilizando Prism 6 (GraphPad Software, Inc) se realizd un
ANOVA de una direccion de los datos normalizados y un post-test de Bonferroni para
encontrar diferencias significativas entre las distintas condiciones. Las comparaciones
realizadas fueron: I vs ll; I vs | + CBX + PBN y Il vs Il + CBX + PBN.

Los registros representativos fueron importados a Origin 8.5.0 SR1 (OriginLab
Corporation) para ser graficados a la misma escala. Las figuras fueron editadas en Adobe
Photoshop CS5 V12.0 (Adobe Systems Incorporated).
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Resultados

Inmunohistoquimica

Para estudiar la expresiébn de Panxl en la retina se realizé una inmunohistoquimica
utilizando un anticuerpo especifico para la Panxl de ratén C57 BL/6 WT y KO. Como
controles negativos se realizaron ensayos sin el anticuerpo primario, ademas de una
inmunohistoquimica en rata Sprague-Dawley para determinar la especificidad inter-
especie del anticuerpo. En la Fig. 2 se muestran las fotografias tomadas con el
microscopio confocal de la inmunohistoquimica realizada en criosecciones de retinas. En
azul se observan los nucleos marcados con DAPI y en rojo las Panx-1 expresadas. En el
raton WT se observa una marcacion especifica de células solo en aquellas ubicadas en la
capa de células ganglionares (CCG) e incluso se marcaron algunos procesos de las
neuronas que extienden sus procesos hacia la capa plexiforme interna (CPI) (Fig. 2A, B).
En el raton KO se observa una marca muy similar a la observada en el ratbn WT que
parece ser especifica (Fig. 2A, C). Incluso en algunas criosecciones se observd mas
marcacion de Panxl en la capa plexiforme interna que en el ratbn WT. Como era
esperado, en rata no se observé marcaje especifico del anticuerpo de Panx1 (Fig. 2E).
Esto se puede deber a que el anticuerpo fue creado a partir de una secuencia de la
proteina Panxl expresada en raton que podria presentar diferencias en su secuencia
aminoacidica a la expresada en ratas Sprague-Dawley. Los controles negativos sin el
anticuerpo primario demostraron que la marcacion observada en rata y en algunas zonas
de las criosecciones de ratén corresponden a marcacién no especifica (Fig. 3F, ratén; Fig.
3G, rata).
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Panx1/DAPI

. “

Controles negativos

Raton WT

Raton KO Panx1

Rata

Figura 2. Micrografias confocales de la inmuhistoquimica realizada en retinas de ratéon C56 BL/6
WT (A, B, F) y KO de Panxl1 (C, D), y en una rata Sprague-Dawley (E, G). En rojo el anticuerpo
RbCT-395 para Panxl1 de ratén y en azul el marcador de niicleos DAPI. (A) Seccién de la retina
completa de un ratén WT. (B) Zoom de la misma micrografia de (A) sin la imagen de transmision.
(C) Retina completa de un ratén KO de Panx1 con su zoom (D) a la derecha. (E) Retina de rata. (F)

(G) corresponden a los controles negativos sin anticuerpo primario de ratén y rata,
respectivamente. Barras de escala, 20 um en (A, C, E-G) y 10 um en (B, D). CNE = capa nuclear
externa; CNI = capa nuclear interna; CPl = capa plexiforme interna; CCG = capa de células

ganglionares.
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Registros electrofisiolégicos en células HeLa Panx1 YFP.

Se registraron en total 10 células HeLa Panx1 YFP no acopladas e identificadas por su
fluorescencia (Fig. 3A). Para activar y poder diferenciar los canales de Panxl expresados
se utilizé el protocolo propuesto por Griindken et al, (2011) de 3 rampas consecutivas de -
80 a +50 mV de 10 s de duracién cada una; precedidas y antecedidas por pasos de
voltaje ("I" y "lI") de la misma diferencia de potencial y de 250 ms de duracién cada una
(Fig. 3B). Este protocolo se sustenta en la evidencia de que los canales de Panxl se
abren frente a despolarizaciones del potencial de membrana (Bruzzone et al., 2003) y que
la inactivacién de estos canales seria lenta (Grundken et al., 2011), similar a lo observado
en hemicanales de Cx46 (Trexler et al.,, 1996). De esta manera, las rampas
precondicionantes permitirian observar corrientes residuales de canales de Panxl al
ocurrir la hiperpolarizacion desde +50 mV a - 80 mV antes del segundo paso de voltaje.
Se ocuparon drogas que a las concentraciones utilizadas, son considerados bloqueadores
bastante especificos de Panx1 (carbenoxelona, CBX, 5 uM y probenecida, PBN, 200 uM)

Del total de células registradas se observd en 7 células una disminucién de las corrientes
de salida al administrar los bloqueadores de Panxl (Fig. 3) y en 3 células se observé un
aumento de las corrientes de salida al aplicar la misma concentracién de drogas (Fig. 4).

En la Fig. 5 se hace un promedio de todas las células HeLa Panx1 YFP registradas.

Para analizar las respuestas de corriente dependientes del voltaje se utilizaron graficos de
relaciones corriente-voltaje al medir las corrientes entre los 230 y 249 ms de los pasos de
voltaje (Fig. 3C). Se realizaron curvas de las diferencias a cada potencial estudiado entre
los pasos de voltaje antes y después de las rampas precondicionantes, y antes y después
de aplicar las drogas. Asi, al realizar las restas se puede observar con mayor claridad la
diferencia de corrientes dependientes de voltaje afectadas por el protocolo o las drogas
utilizadas (Fig. 3D). Para comparar estadisticamente las corrientes a potenciales de
membrana hiperpolarizados, se le rest6 a las corrientes medidas a 0 mV, aquellas
medidas a -80 mV. Para comparar las corrientes a potenciales de membrana
despolarizados se le resto a las corrientes obtenidas a +50 mV, aquellas obtenidas a 0
mV.
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Para poder encontrar las células en forma esférica y no estirada tipica de las células
Hela, se transfirieron las células a los cubre objetos 3 0 18 horas antes de realizar los
registros. En células redondas y de poco tamafio es mas féacil fijar el voltaje ya que la
corriente inyectada para fijar el voltaje en una célula va disminuyendo con la distancia que

recorre. En las Fig. 3-4A se muestran ejemplos de células registradas.

En la Fig. 3B se muestra un registro representativo de los obtenidos en el modo whole-cell
con el voltaje fijado a -60 mV en las 7 células mencionadas previamente. No existen
diferencias estadisticamente significativas entre los pasos de voltaje | y Il en las corrientes
hiperpolarizadas y despolarizadas (Fig. 3E; Tabla 6; p > 0.1).

Tabla 6. Normalizacion respecto al paso de voltaje | de la diferencia entre las corrientes registradas
a potenciales hiperpolarizados (0 - -80 mV) y a potenciales despolarizados (+50 - 0 mV) de 7
células HeLa mPanx1 YFP en condiciones sin drogas y con 10 minutos de CBX 5 uM y PBN 200

UM. DS = desviacion estandar; SEM = error estandar de la media; IC = intervalo de confianza.

Corriente (% de |)
-80 a0 mV 0 a+50 mV

| + Drogas | Il Il + Drogas | | + Drogas | Il Il + Drogas
Promedio 88 99 88 76 99 76
DS 10 5.0 10 16 7.5 16
SEM 2.0 1.0 2.1 3.3 15 3.3
IC 95%
inferior 84 97 84 69 95 69
IC 95%
superior 92 101 92 83 102 83
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La aplicacion por 10 minutos de los bloqueadores de Panx1 CBX (5 um) y PBN (200 pm)
produjo una reduccion en las corrientes de salida que se observa en la curvas de
corriente-voltaje (Fig. 3C, circulos blancos), en las curvas de diferencias (Fig. 3D,
triangulos) y en los gréaficos con valores normalizados (Fig. 3E). Para las corrientes
evocadas por hiperpolarizacion se registraron diferencias significativas entre el paso los
pasos | y | + CBX + PBN (p < 0.05) y Il vs Il + CBX + PBN (p <0.0001; Fig. 3E)
evidenciando una disminucion de las corrientes de entrada al aplicar las drogas. En el
caso de las corrientes evocadas por despolarizacion diferencias significativas son
reflejadas en una disminucién de las corrientes de salida solo luego de la perfusion de los
blogqueadores de Panx1 (p < 0.005 para | vs | + CBX + PBN; p < 0.0001 para Il vs Il + CBX
+ PBN) (Fig. 3E; Tabla 6). Este efecto de disminucién de las corrientes de salida al aplicar
los bloqueadores de Panx1l 1 CBX (5 um) y PBN (200 um). No se observaron diferencias
al realizar un lavado de los blogueadores aplicados sobre las corrientes observadas
(datos no mostrados). Mayor informacién sobre las corrientes registradas a cada potencial
y las diferencias entre cada paso de voltaje se pueden encontrar en las Tablas 1-3 de la

seccion Anexos.

Figura 3. Registros en 7 células HelLa Panxl YFP. (A) Fotografia de una célula HeLa Panx1 YFP
en que se registr6. Notese que se encuentra alejada de otras células cercanas para evitar
acoplamiento eléctrico. Barra de escala = 20 um. (B) Arriba se muestra el protocolo utilizado y
abajo un ejemplo de los registros obtenidos en las distintas condiciones. (C) Relacién corriente-
voltaje del promedio de las 7 células en las distintas condiciones estudiadas. (D) Curvas de las
diferencias entre los distintos pasos de voltaje. (E) Valores normalizados respecto a | y separados
en corrientes evocadas por hiperpolarizacion restando las obtenidas a -80 mV de las obtenidas a 0
mV y las evocadas por despolarizacién restando las medidas a 0 mV de la medidas a +50 mV.
Valores de p < 0.05 (*); p < 0.005 (**); p < 0.0001 (***).
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En las 3 células restantes (registro ejemplo en Fig. 4B) tampoco se observaron diferencias
significativas entre los pasos de voltaje antes (I) y después (II) de las rampas de
precondicionamiento (Fig. 4C-E; Tabla 7). Con la aplicacion por 10 minutos de los
bloqueadores de Panxl CBX y PBN se observd un aumento significativo de las corrientes
a potenciales de membrana hiperpolarizados al compararlas con los valorse obtenidos sin
drogas (p < 0.0001 para | vs | + CBX + PBN y Il vs Il + CBX + PBN; Fig. 4C-E; Tabla 7).
En las tablas 4-6 de la seccién de anexos se encuentra un detalle de los promedios y los

datos de las curvas de diferencia realizadas.

Tabla 7. Diferencia normalizada en 3 células HelLa Panxl1 YFP respecto al paso de voltaje | entre
las corrientes registradas a potenciales hiperpolarizados (0 - -80 mV) y a potenciales
despolarizados (+50 - 0 mV) en condiciones sin drogas y con 10 minutos de CBX 5 uM y PBN 200

UM. Abreviaciones igual que en la tabla 6.

Corriente (% de 1)
-80 a0 mV 0 a+50 mV
| + Drogas | I Il + Drogas | | + Drogas | Il Il + Drogas

Promedio 134 102 136 167 105 166
DS 8.5 10 11 11 16 16
SEM 2.8 34 3.7 3.7 5.2 54
IC 95%

inferior 127 94 128 159 93 154
IC 95%

superior 141 109 145 176 117 179

Figura 4. Registros en 3 células HelLa Panxl YFP. (A) Fotografia de una célula HeLa Panx1 YFP
en que se registro. Barra de escala = 20 um. (B) Se muestra un ejemplo de los registros obtenidos
en las distintas condiciones. (C) Relacién corriente-voltaje del promedio de las 3 células en las
distintas condiciones estudiadas. (D) Curvas de las diferencias entre los distintos pasos de voltaje.
(E) Valores normalizados respecto a | y separados en corrientes evocadas por hiperpolarizacion
restando las obtenidas a -80 mV de las obtenidas a 0 mV y las evocadas por despolarizacion

restando las medidas a 0 mV de la medidas a +50 mV. p < 0.0001 (***).
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Al realizar un promedio de las corrientes dependientes de voltaje registradas en las 10

células HeLa Panxl YFP se observa en las curvas corriente-voltaje y en las curvas de

diferencia que no existen diferencias entre las distintas condiciones estudiadas (Fig. 5A,

B). Al normalizar y comparar los datos respecto al primer paso de voltaje con y sin

blogueadores no se observaron diferencias significativas (Fig. 5C, D; Tabla 8; Tablas 7-9

de Anexos).

Tabla 8. Diferencia normalizada en 10 células HeLa Panx1 YFP respecto al paso de voltaje | entre

las corrientes registradas a potenciales hiperpolarizados (0 - -80 mV) y a potenciales

despolarizados (+50 - 0 mV) en condiciones sin drogas y con 10 minutos de CBX 5 uM y PBN 200

UM. Abreviaciones igual que en la tabla 6.

Corriente (% de 1)

-80a 0 mV 0 a+50 mV
| + Drogas | Il Il + Drogas | + Drogas | Il Il + Drogas

Promedio 101 100 101 101 100 100
DS 23 6.7 24 44 10 44
SEM 4.0 1.2 4.2 7.6 1.8 1.7
IC 95%

inferior 93 97 93 85 97 85
IC 95%

superior 109 102 110 116 104 116
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Figura 5. Registros en 10 células HeLa Panx1 YFP. (A) Relacién corriente-voltaje del promedio de
las 10 células en las distintas condiciones estudiadas. (B) Curvas de las diferencias entre los
distintos pasos de voltaje. (C-D) Valores normalizados respecto a | y separados en corrientes a
potenciales de membrana hiperpolarizados restando las obtenidas a -80 mV de las obtenidas a 0
mV (C) y a potenciales de membrana despolarizados restando las medidas a 0 mV de la medidas a

+50 mV (D). ns = no estadisticamente significativo.
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Registros electrofisiolégicos en células ganglionares de la retina.

Las CGR son células con arboles dendriticos que pueden tener 400 um de diametro y el
didmetro de sus somas varia desde 15 a 25 um (Sun et al., 2002; Badea and Nathans,
2004; Kong et al., 2005; Coombs et al., 2006; Volgyi et al., 2009). Debido a que en la CCG
las células amacrinas desplazadas representan un poco mas de la mitad del total de
neuronas (Jeon et al., 1998), se eligieron para registrar aquellas células con somas mas
grandes (diametro aproximadamente mayor a 15 um), ya que las amacrinas desplazadas
presentan somas que alcanzan como didmetro maximo los 10 um (Pérez De Sevilla
Muiller et al., 2007).

Sumada a la expresion de canales de Panxl1 en la retina de ratdn que se observé (Fig.
2A, B) estudios previos ya habian visto expresion en CGL y en algunas células de la CNI
y CPE (Dvoriantchikova et al., 2006b; Kranz et al., 2013). Es por esto que se decidi6
aplicar el protocolo propuesto por Griindken y cols. (2011) para observar si en un modelo
distinto es posible observar corrientes activadas por voltaje de canales Panxl y poder
avanzar en entender la modulacién de respuestas eléctricas de los canales de Panx1 en
la retina. Como los bloqueadores de Panxl probaron ser relativamente efectivos, se

utilizaron a las mismas concentraciones usados en células HeLa (CBX, 5 uM y PBN, 200
UM).

Los primeros registros de whole-cell con el voltaje fijado en la retina de ratones C57 BL/6
realizados fueron una solucién extracelular con HEPES como tampdn (composicién en
tabla 4) y utilizando una solucién de intracelular sin bloqueadores (Tabla 5). En esta etapa
de experimentos no se ocup6 Lucifer Yellow o Alexa Fluor para marcar las células y se
eligieron solo aquellas de somas grandes. En la Fig. 6A se muestra un ejemplo de los

registros obtenidos en células ganglionares de la retina.

Al realizar un promedio de las corrientes obtenidas a cada potencial en 3 sellos de 3
ratones distintos no se observaron a potenciales mas negativos diferencias
estadisticamente significativas en ninguna de las condiciones estudiadas (con y sin
bloqueadores). Se observa una leve disminucién en las corrientes a potenciales positivos

en el Il paso de voltaje respecto al paso I, reflejada en la disminucion de la pendiente de la
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curva (Fig. 6B, C) que es significativo (p < 0.05; Fig. 6D; Tabla 9), indicando que las

rampas precondicionantes en estas condiciones provocaron el cierre de algunos canales.

Con la perfusién por 10 minutos de los blogueadores de Panxl CBX (5 uM) y PBN (200
UM) se produjo una reduccién en las corrientes de salida normalizadas que se observa
con claridad en la curvas de corriente-voltaje (Fig. 6B), que es de aproximadamente 200
pA (Fig. 6C) y que representa el 60% + 2.3% (promedio + error estdndard de la media,
SEM) del normalizador en el paso de voltaje | + CBX + PBN; y 49% +1.6% en el segundo
paso de voltaje luego de la aplicacion de las drogas (Il + CBX + PBN) (Fig. 6D; Tabla 9),
ambas significativas (p < 0.0001).
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Figura 6. Registros en 3 CGR con solucion extracelular tamponada con HEPES y solucion
intracelular sin bloqueadores. (A) Ejemplo de los registros obtenidos en las distintas condiciones.
(B) Relacion corriente-voltaje del promedio de las 3 células en las distintas condiciones
estudiadas. (C) Curvas de las diferencias entre los distintos pasos de voltaje. (D) Valores
normalizados respecto a | y separados en corrientes evocadas por hiperpolarizaciéon (0 - -80 mV) y

evocadas por despolarizacion (+50 - 0 mV). Valores de p < 0.05 (*); p < 0.0001 (***); ns = no
estadisticamente significativo.
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Tabla 9. Analisis de 3 registros en soluciéon tamponada con HEPES. Datos presentados como la
diferencia normalizada respecto al paso de voltaje | entre las corrientes registradas a potenciales
hiperpolarizados (0 - -80 mV) y a potenciales despolarizados (+50 - 0 mV) en condiciones sin

drogas y con 10 minutos de CBX 5 uM y PBN 200 uM. Abreviaciones igual que en la tabla 6.

Corriente (% de 1)
-80a 0 mV 0 a+50 mV

I + Drogas | Il Il + Drogas | | + Drogas | Il Il + Drogas
Promedio 86 108 86 60 85 49
DS 31 25 40 9.4 15 6.8
SEM 7.6 6.4 9.7 2.3 3.9 1.6
IC 95%
inferior 70 94 66 55 76 45
IC 95%
superior 102 122 107 65 93 52

De 17 registros de células ganglionares de la retina en solucion burbujeada se logré
fotografiar 2 exitosamente en el microscopio confocal y 12 con la camara montada en el
setup de registro. De estas 17 células se descartaron aquellas que no se logré observar
su arbol dendritico con los marcadores intracelulares y/o que presentaron muchos
potenciales de accién que hacian imposible realizar curvas corriente-voltaje, quedando en
total 11 células registradas en 5 ratones C57 BL/6 wild type. En la Fig. 7A se muestra una
de las células marcada con Lucifer Yellow fotografiada en el microscopio confocal en el
plano horizontal de la retina (Fig. 7A) y al realizar una reconstruccién en tres dimensiones
de las fotografias tomadas (Fig. 7B). Se observa claramente su arbol dendritico y su
proyeccion hacia la capa plexiforme interna. En la Fig. 7C se presenta un registro modelo
de los obtenidos al parchar células ganglionares de la retina ocupando el protocolo de
rampas precondicionantes y la solucién que bloquea los canales de potasio. Realizando
un promedio de las corrientes registradas en las 11 células en los 5 ratones se observa
gue esta disminucion en las corrientes de salida no es significativa entre los pasos de
voltaje 1y Il (Fig. 7D, F).
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Al aplicar los blogqueadores de Panxl no se observaron diferencias significativas a
potenciales hiperpolarizados entre los pasos | + CBX + PBN (95% = 3.1% del
normalizador) y 1l (111% % 2.3% del normalizador) (Tabla 10). Se observa una
disminucion en las corrientes de salida luego de la perfusién de los bloqueadores en el
segundo paso de voltaje (Il + CBX + PBN; Fig. 7D). Esta disminucion no es
estadisticamente significativa entre los pasos | y | + CBX + PBN (89% + 2.6% del
normalizador). De nuevo se hace notar los intervalos de confianza del 95% pero en este
caso para el paso | + CBX + PBN que son de 84 a 94% del normalizador (inferior-
superior) con un SEM de 2.6% y un n = 11 de CGR registradas (Tabla 10) se puede decir
gque a estas concentraciones los bloqueadores bloquean una muy pequefia parte de los
canales de Panx1l. Tampoco se observan diferencias significativas entre los pasos Il (87%
+ 1.2% del normalizador) y Il + CBX + PBN (81% * 1.9% del normalizador) (Figura 7F;
Tabla 10). En este caso, los intervalos de confianza del 95% del paso Il + CBX + PBN
estan dentro de 77 y 85% con un SEM de 1.9% por lo que no se podria decir que existen

disminuciones leves de las corrientes de salida.

Figura 7. Registros en 10 CGR de 5 ratones C57 BL/6 en solucién extracelular tamponeada con
carbonato y con bloqueadores de Kv en la solucién intracelular (A) Fotografia tomada en un
microscopio confocal de una CGR marcada con Lucifer Yelow. Barra de escala = 50 um. (B)
Reconstruccion 3D de la misma célula en (A). Barra de escala = 20 pm. (C) Ejemplo de los
registros obtenidos en las distintas condiciones (D) Relacion corriente-voltaje del promedio de las
10 CGR registradas. (E) Curvas de las diferencias entre los distintos pasos de voltaje. (F) Valores
normalizados respecto al paso de voltaje | y separadas en evocadas por hiperpolarizacién y

despolarizacion.
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Tabla 10. Andlisis de 10 registros en solucion extracelular tamponeada con carbonato y con

blogueadores de Kv en la solucion interna. Los datos representan la diferencia normalizada

respecto al paso de voltaje | entre las corrientes registradas a potenciales hiperpolarizados (0 - -80

mV) y a potenciales despolarizados (+50 - 0 mV) en condiciones sin drogas y con 10 minutos de

CBX 5 uM y PBN 200 uM. Abreviaciones igual que en la tabla 6.

Corriente (% de 1)

-80 a0 mV 0a+50 mvV

| + Drogas | Il Il + Drogas | | + Drogas | I Il + Drogas
Promedio 95 111 103 89 87 81
DS 17 13 15 14 6.8 11
SEM 3.1 2.3 2.7 2.6 1.2 19
IC 95%
inferior 88 107 97 84 85 77
IC 95%
superior 101 116 108 94 90 85
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Discusioén

Inmunohistoquimica en retina

Se observé marcacion especifica de Panxl solo en la capa de células ganglionares
(CCG) y en la capa plexiforme interna (CPI) de ratones WT (Fig. 2A, B). La marcacion en
los somas se ubicd principalmente alrededor de los nucleos indicando que los canales
estan expresados en la membrana celular de las células. Sin ocupar marcadores
neuronales especificos para CGR, no es posible descartar que las células marcadas sean
células amacrinas desplazadas, sobre todo cuando representan aproximadamente la

mitad de las neuronas en la CCG (Jeon et al., 1998).

Esta evidencia de la expresién de Panxl en la CCG se suma a estudios previos que han
identificado expresién de Panxl en la retina y en particular en las CGR. En nuestro caso,
no se observé expresiéon en la capa nuclear interna (CNI), ni tampoco en la capa
plexiforme externa (CPE) donde se han identificado que células bipolares 3a OFF y
células horizontales expresan Panxl utilizando el mismo anticuerpo de esta tesis (Kranz
et al., 2013). Sin embargo, todavia queda por demostrarse con marcadores especificos si
las células amacrinas expresan Panxl, como se hipotetiza en Dvoriantchikova y cols.
(2006).

La marcacion de Panx1 que se observo en el raton KO fue muy similar a la observada en
el raton WT (Fig. 2 C, D). Como se mencion6 previamente, se ha demostrado que la linea
de ratones KO de Panxl ocupados expresa aproximadamente el 50% de los mRNA de
Panx1 al compararlo con el ratbn WT y que el porcentaje de expresion depende del tejido
(Hanstein et al.,, 2013). Lamentablemente Hanstein et al. (2013) no estudiaron la
expresion de Panx1 en la retina en esta linea de ratones por lo que no es posible saber si
en la retina existe una mayor o menor expresion. Segun lo observado en la Fig. 2 Cy D
es posible pensar que en la retina de la linea de ratones KO usados, la expresién de
Panx1 disminuyd menos del 50% medido por Hanstein et al. (2013) en otros tejidos. Otra
razén de la marcacién observada en el raton KO podrian ser que el anticuerpo usado

(RbCT-395) no es especifico para Panx1 aunque trabajos previos han demostrado su alta
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especificidad (Penuela et al., 2007; Cone et al., 2013) incluso en la retina (Dvoriantchikova
et al.,, 2006). Como no se observé marcacion del anticuerpo RbCT-395 en las
criosecciones de retina de rata Sprague-Dawley (Fig. 2E) es probable que existan
diferencias en la secuencia genética de la Panxl entre ambas especies en la region
epitope del anticuerpo RbCT-395, entre los residuos aminoacidicos 395 y 409 cerca del
fin de la region C-terminal de la Panx1.

Electrofisiologia en células HeLa Panx1 YFP

En los registros realizados en células HeLa Panxl YFP no se observaron diferencias
significativas en las corrientes dependientes de voltaje entre los pasos | y Il del protocolo
usado (Fig. 3, 4 y 5). Grindken y cols. (2011) y posteriormente Kurtenbach y cols. (2013),
ocupando protocolos de pasos de voltaje con rampas despolarizantes
precondicionadoras, similar al ocupado en esta tesis, lograron observar una activacion de
las corrientes de salida y de entrada de Panxl en células de Neuroblastoma (N2a)
expresando Panxl1. Se ha propuesto que las diferencias observadas tienen que ver con el
cierre retrasado de los canales de Panxl luego de las rampas precondicionantes
afectando su cinética de repolarizacion (Grindken et al.,, 2011), similar al efecto
observado en hemicanales (Trexler et al., 1996). Al observar un aumento de las corrientes
de las "colas" luego de los pasos de voltaje mas despolarizados y de la constante de
tiempo de las corrientes generadas por los pasos hiperpolarizantes comprueban esta
hip6tesis. Este aumento en las corrientes hipo- y despolarizadas fue inhibido por el
blogueador de Panx1 mefloquina indicando un efecto especifico de la Panxl (Iglesias et
al., 2009; Griundken et al., 2011). Razones de porque nosotros no observamos este efecto
probablemente tienen que ver con que el protocolo se tuvo que dividir en 3 partes distintas
en Clampex 10.3 provocando que entre cada protocolo el voltaje fijado volviera por unos

milisegundos a -60 mV.

La aplicacion por perfusion de los bloqueadores de Panxl (CBX, 5 uM y PBN, 200 uM)
provoco diferentes efectos en 2 poblaciones de células HeLa Panxl YFP. En 7 de 10
células registradas se observéd una disminucion significativa de las corrientes de salida y

de entrada (Fig. 3), indicando el cierre de canales activados por voltaje, probablemente
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canales de Panxl ya que los bloqueadores son bastante especificos a las
concentraciones usadas (Bruzzone et al., 2003; Silverman et al., 2008; D’hondt et al.,
2009; Ma et al., 2009) . En otra poblacion de células HeLa Panx1 YFP (n = 3) se observo
un aumento significativo en las corrientes de salida y de entrada, evidenciando la apertura
de canales activados por voltaje al aplicar los bloqueadores (Fig. 4). Existe evidencia de
que la activacion receptores P2X7 por ATP 5 mM y la aplicacion de CBX 50 uM provoca
un aumento de las corrientes registradas en células HEK293 coexpresando Panxl vy
receptores P2X7 (Ma et al., 2009). Esto sugiere que no es posible descartar que este sea
el efecto observado sobre todo con la evidencia de que las células HelLa expresan

endoégenamente receptores P2X7 (Feng et al., 2006; Welter-Stahl et al., 2009).

Electrofisiologia en células ganglionares de laretina

Grundken y cols. (2011) también observaron la activacion de las corrientes de salida y de
entrada en células CA1 del hipocampo lo que permitiria decir que el efecto observado no
tiene que ver con una caracteristica especial de las células N2a, si no que la aplicacion
del protocolo seria extrapolable a distintas lineas celulares y tejidos. Es por esto que se
partid ocupando el protocolo registrando células ganglionares de la retina (CGR) en una
solucion extracelular tamponada con HEPES y una interna sin bloqueadores. Se ha hecho
hincapié en que se utiliz6 HEPES para controlar el pH por los cambios que se han
observado en distintas propiedades fisiolégicas de células CAl del hipocampo de rata al

cambiar entre una solucién tamponada con HEPES o carbonato (Church, 1992).

En los registros de CGR con solucién extracelular con HEPES como tampdn se observo
una disminucion significativa solo de las corrientes entre los pasos | y Il de voltaje (Fig. 6).
Esta disminucion refleja el cierre de canales provocados por las rampas
precondicionantes y que es probable tenga que ver con un agotamiento de metabolitos
intracelulares. La aplicacion de los bloqueadores CBX y PBN disminuyeron ain mas las
corrientes de salida (Fig. 6) indicando que canales de Panxl se habian abierto con al
aplicar el protocolo sin las drogas y también que podria existir una contribucién de los

canales de Panx1 a la modulacion de respuestas eléctricas en CGR.
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Aunque los resultados obtenidos en células HeLa Panx1l YFP no permitieron definir si
realmente el protocolo propuesto permite la diferenciacion de corrientes de Panxl, se
decidié continuar ocupando el protocolo para determinar si en la retina existen diferencias
ya que los registros en células ganglionares de la retina (CGR) realizados en solucion
extracelular tamponada con HEPES fueron los primeros en realizarse de toda la tesis y en
ellos se observé una diferencia significativa entre los pasos | y Il de voltaje (Fig. 6). Se
prefirid continuar estos experimentos en la retina ocupando solucion extracelular
tamponeada con carbonato para imitar condiciones mas fisioldgicas de registro.
Asimismo, para intentar aislar las corrientes de Panxl de las corrientes de canales de

potasio (Kv) se agreg6 a la solucién interna bloqueadores establecidos de estos canales.

No se observaron diferencias significativas entre ninguna de las comparaciones
realizadas de los registros de CGR en solucion externa tamponada con carbonato y
solucién interna de bloqueo (Fig. 7). Haciendo un analisis de los intervalos de confianza
del 95% inferior y superior observados para los pasos Il y | CBX + PBN se puede decir
que existen leves disminuciones en las corrientes de salida pero que no fueron
identificadas como estadisticamente significativas por el test de comparaciones multiples
ocupado. Si se asume que las CGR registradas fueron elegidas al azar y que los valores
de la poblacion presentan una distribucion Gaussiana los intervalos de confianza permiten
saber que hay un 95% de probabilidad de que el intervalo de confianza del 95% contenga
el verdadero promedio de la poblacion (Gardner y Altman, 1986; Poole, 2001). Por esto es
posible y necesario analizar con mayor detalle y sacar conclusiones a partir de los

intervalos de confianza aunque no existan diferencias significativas.

Por la forma constante de las corrientes mas tardias, tipicas de los canales Kv, se puede
decir que la solucion intracelular de bloqueo con metanosulfonato de cesio (125 mM) y
TEA-CI (15 mM) dejo una gran cantidad de canales Kv sin bloquear. Esto probablemente
se deba al gran tamafno de las células registradas, impidiendo el bloqueo efectivo de
todos sus canales Kv. La subunidad Kv33 de los canales Kv fue relacionada con la Panx1
proponiéndose que existe una modulacién de los canales de Panxl por la subunidad
KvB3 (Bunse et al, 2009). La subunidad KvB3 disminuye la accién inhibitoria
carbenoxelona y probenecida sobre las corrientes de Panx1l (Bunse et al.,, 2009). No
existe hasta el momento evidencia de la expresion de esta subunidad en particular en la

retina pero si de otras subunidades de canales de Kv. Si existiera expresion de esta
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subunidad en las CGR se podria explicar la poca inhibicion de canales de Panx1 por CBX
y PBN.

Un problema mayor del estudio de Cxs y la Panx1 en la retina es la poca especificidad de
sus blogueadores. Esto lleva a que muchas veces se mal interpreten resultados al existir
efectos secundarios no tomado en cuenta en otras proteinas. En esta tesis se tomo en
cuenta este problema y se eligieron bloqueadores de Panx1l que a las concentraciones
utiizadas se ha probado que son bastante selectivos para los canales de Panxl
(Bruzzone et al., 2003; D’hondt et al., 2009; Ma et al., 2009).

Por ultimo, como no hay evidencia de la expresion de Panxl en todas los tipos de CGR,
tampoco es posible descartar la posibilidad de que algunas células registradas

simplemente no expresen canales de Panx1.
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Conclusion

En conclusion, en esta tesis se entrega mas evidencia de la expresion de Panxl en la
retina, en especial en la capa de células ganglionares y en la capa plexiforme interna. La
expresion observada en el raton KO probablemente se deba al fenotipo hipomérfico de
este ratdén. Por su parte, el protocolo propuesto por Grindken et al. (2011) no permitié
diferenciar las corrientes de Panxl en células HeLa Panxl YFP al no observarse
diferencias significativas entre los paso de voltaje | y Il. Se observaron diferencias
significativas en las corrientes hiper- despolarizadas con efectos inversos en dos
poblaciones de células HeLa Panxl YFP disminuyendo significativamente en una y
aumentando en la otra. Futuros trabajos deberan estudiar si existe un efecto de los
receptores P2X; expresados endégenamente en las células HelLa sobre los bloqueadores

de Panx1.

En la retina, el protocolo permitié diferenciar corrientes de salida de los canales de Panx1
sobre todo al ocupar HEPES tampén de la solucién extracelular y una solucién interna sin
los bloqueadores de canales de potasio. El efecto de las rampas precondicionantes fue
cerrar canales en la célula al disminuir las corrientes de salida en el paso de voltaje Il a
diferencia de lo observado en estudios anteriores (Griindken et al., 2011; Kurtenbach et
al., 2013) reflejando un mecanismo que debe ser estudiado en mayor profundidad. Se
demostré que estos canales cerrados por las rampas precondicionantes no correspondian
a los de Panx1 al existir una disminucion significativa de las corrientes de salida luego de
la aplicacion de CBX y PBN. Los resultados obtenidos en retina con solucién extracelular
tamponada con carbonato y una solucién interna con bloqueadores de potasio no

mostraron diferencias significativas en todas las condiciones estudiadas.

Por ultimo, los resultados indican que existe una leve modulacién mediada por los canales
de Panxl de las respuestas eléctricas de CGR. Futuros trabajos deberan resolver si con
una estimulacion mas fisiolégica (e.g. respuestas a glutamato o luz) se observan efectos

de los canales de Panx1 sobre las respuestas eléctricas de estas células.
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Anexos

I.  Andlisis de los registros en células HeLa Panx1 GFP.

1. Promedio de células donde se registro una disminucién de las corrientes de salida.

Tabla 1. Relacion voltaje-corriente en el primer (I) y segundo (I) paso de voltaje en 7 células HeLa

Panx1 YFP registradas. El promedio se realizo con minimo 3 registros. SD = desviacién estandar;

SEM = error estandar de la media.

I ]
Voltaje Promedio Promedio
(mV) (PA) DS (pA) SEM (pA) | (PA) DS (pA) SEM (pA)
-80 -47.214 17.989 5.996 -47.583 19.073 6.358
-70 -20.551 9.256 3.085 -20.854 11.206 3.735
-60 6.459 3.181 1.060 5.944 2.442 0.814
-50 34.058 11.222 3.741 33.406 9.752 3.251
-40 61.193 21.986 7.329 58.864 21.737 7.246
-30 90.789 35.919 11.973 87.329 34.326 11.442
-20 119.278 47.140 15.713 117.115 47.619 15.873
-10 151.937 60.678 20.226 148.214 62.588 20.863
0 183.024 77.591 25.864 179.391 79.192 26.397
10 215.950 95.097 31.699 210.464 97.018 32.339
20 250.711 114.972 38.324 245.994 116.175 38.725
30 288.506 135.610 45.203 283.480 138.793 46.264
40 329.181 157.689 52.563 321.753 161.592 53.864
50 371.373 181.226 60.409 363.296 183.712 61.237
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Tabla 2. Relacion voltaje-corriente en el primer (I) y segundo (ll) paso de voltaje luego de la
aplicacién de Carbenoxelona (5 uM, CBX) y Probenecida (200 uM, PBN) por 10 minutos en 7
células HelLa Panxl YFP registradas.. El promedio se realizo con minimo 3 registros. SD =

desviacién estandar; SEM = error estandar de la media.

| + Drogas Il + Drogas
Voltaje Promedio Promedio
(mV) (PA) DS (pA) SEM (pA) | (pA) DS (pA) SEM (pA)
-80 -43.436 15.439 5.146 -41.830 15.764 5.255
-70 -18.256 8.241 2.747 -16.464 8.591 2.864
-60 6.554 2.058 0.686 8.227 2.763 0.921
-50 30.917 8.485 2.828 31.385 9.019 3.006
-40 54.175 17.811 5.937 55.342 17.705 5.902
-30 78.081 27.005 9.002 79.860 27.333 9.111
-20 103.805 36.368 12.123 103.896 38.038 12.679
-10 128.445 47.635 15.878 129.409 48.698 16.233
0 152.519 58.886 19.629 154.554 59.755 19.918
10 177.001 70.479 23.493 177.601 72.087 24.029
20 201.453 82.570 27.523 202.847 84.549 28.183
30 228.050 95.677 31.892 229.109 97.625 32.542
40 255.656 109.446 36.482 256.809 111.748 37.249
50 286.060 122.453 40.818 287.147 124.878 41.626
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Tabla 3. Diferencias entre pasos de voltaje en condiciones sin drogas y con 10 minutos de CBX 5
MM y PBN 200 pM en 7 células HeLa Panx1 YFP registradas.

I - 1 ambos en Il sin drogas - Il en
Voltaje (mv) - 11 (pA) drogas (pA) drogas (pA)

-80 0.370 -1.606 -5.754
-70 0.303 -1.792 -4.390
-60 0.515 -1.673 -2.283
-50 0.652 -0.468 2.021
-40 2.329 -1.167 3.522
-30 3.460 -1.779 7.469
-20 2.163 -0.091 13.219
-10 3.724 -0.963 18.805

0 3.633 -2.035 24.837
10 5.486 -0.600 32.863
20 4.717 -1.394 43.147
30 5.027 -1.058 54.371
40 7.429 -1.152 64.944
50 8.077 -1.087 76.149
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2. Promedio de células donde se registro un aumento de las corrientes de salida.

Tabla 4. Relacion voltaje-corriente en el primer (I) y segundo (I) paso de voltaje en 3 células HeLa

Panx1 YFP registradas.. El promedio se realizo con minimo 3 registros. Abreviaciones igual que en

la tabla 1.
I I

Voltaje Promedio SD (pA) SEM (pA) | Promedio SD (pA) SEM (pA)

(mV) (PA) (PA)
-80 -31.414 18.824 6.275 -30.863 49.414 16.471
-70 -2.600 15.288 5.096 -19.104 44.975 14.992
-60 27.275 15.696 5.232 -5.677 47.400 15.800
-50 55.763 17.835 5.945 7.866 53.582 17.861
-40 86.823 15.984 5.328 20.936 63.556 21.185
-30 116.087 16.123 5.374 34.070 74.679 24.893
-20 145.013 17.225 5.742 47.413 86.550 28.850
-10 177.429 16.587 5.529 61.339 101.412 33.804

0 210.015 20.204 6.735 76.740 115.861 38.620

10 240.597 25.031 8.344 91.876 129.015 43.005
20 271.932 32.552 10.851 108.161 141.968 47.323
30 301.163 41.222 13.741 124.128 153.419 51.140
40 334.493 48.453 16.151 140.982 167.639 55.880
50 367.246 59.325 19.775 158.857 180.531 60.177
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Tabla 5. Relaciéon voltaje-corriente en el primer (I) y segundo (ll) paso de voltaje luego de la
aplicacién de Carbenoxelona (5 uM) y Probenecida (200 uM) por 10 minutos en 3 células HelLa

Panx1 YFP registradas. El promedio se realizo con minimo 3 registros. Abreviaciones igual que en

la tabla 1.
| + Drogas Il + Drogas

Voltaje Promedio DS (pA) SEM (pA) | Promedio DS (pA) SEM (pA)

(mV) (PA) (PA)
-80 -51.927 28.115 9.372 -51.927 28.115 9.372
-70 -14.456 23.173 7.724 -14.456 23.173 7.724
-60 22.709 21.748 7.249 22.709 21.748 7.249
-50 59.534 14.930 4.977 59.534 14.930 4.977
-40 99.338 10.624 3.541 99.338 10.624 3.541
-30 140.331 8.658 2.886 140.331 8.658 2.886
-20 181.771 5.121 1.707 181.771 5.121 1.707
-10 224.799 2.880 0.960 224.799 2.880 0.960

0 270.947 3.129 1.043 270.947 3.129 1.043

10 319.882 9.766 3.255 319.882 9.766 3.255
20 367.725 19.661 6.554 367.725 19.661 6.554
30 419.134 30.186 10.062 419.134 30.186 10.062
40 475.041 39.234 13.078 475.041 39.234 13.078
50 531.097 53.794 17.931 531.097 53.794 17.931
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Tabla 6. Diferencias entre pasos de voltaje en condiciones sin drogas y con 10 minutos de CBX 5

UM y PBN 200 pM en 3 células HeLa Panx1 YFP registradas.

Voltaje (mv)

-1 (pA)

I-1 ambos en drogas
(PA)

Il sin drogas - Il en

drogas (pA)

-80 7.523 4.541 17.531
-70 6.553 4.132 9.435
-60 5.507 3.390 2.448
-50 4.123 -0.230 -8.125
-40 6.027 1.453 -17.090
-30 4.256 1.660 -26.839
-20 -0.149 -0.247 -36.855
-10 0.935 -1.018 -49.323

0 2.872 -0.652 -64.456
10 1.135 2.337 -78.083
20 -0.108 1.656 -94.029
30 -4.453 1.190 -112.328
40 -3.974 2.298 -134.276
50 -6.926 2.169 -154.755
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3. Promedio de todas las células HeLa Panx1 YFP registradas.

Tabla 7. Relacién voltaje-corriente en el primer (I) y segundo (ll) paso de voltaje en todas las

células HelLa Panx1 YFP registradas. El promedio se realizo con minimo 3 registros. Abreviaciones

igual que en la tabla 1.

I I
Voltaje Promedio Promedio
(mV) (PA) DS (pA) SEM (pA) | (pA) DS (pA) SEM (pA)
-80 -42.474 19.567 6.522 -44.990 20.651 6.884
-70 -15.165 13.862 4.621 -17.344 14.092 4.697
-60 12.704 12.781 4.260 10.691 10.892 3.631
-50 40.569 16.618 5.539 38.876 14.077 4.692
-40 68.882 24.022 8.007 65.443 22.872 7.624
-30 98.379 34.383 11.461 94.680 33.066 11.022
-20 126.999 43.604 14.535 125.530 44.387 14.796
-10 159.585 54.839 18.280 156.698 56.841 18.947
0 191.121 69.406 23.135 187.717 71.301 23.767
10 223.344 84.392 28.131 219.163 86.970 28.990
20 257.077 101.601 33.867 253.807 104.087 34.696
30 292.303 119.580 39.860 290.121 124.112 41.371
40 330.775 138.865 46.288 326.767 144.163 48.054
50 370.135 159.797 53.266 366.559 164.251 54.750
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Tabla 8. Relacion voltaje-corriente en el primer (I) y segundo (ll) paso de voltaje luego de la
aplicacién de Carbenoxelona (5 puM) y Probenecida (200 uM) por 10 minutos en todas las células
HelLa Panx1 YFP registradas. El promedio se realizo con minimo 3 registros. Abreviaciones igual

que en la tabla 1.

| + Drogas Il + Drogas
Voltaje Promedio Promedio
(mV) (PA) DS (pA) SEM (pA) | (pA) DS (pA) SEM (pA)
-80 -45.983 19.307 6.436 -46.221 18.367 6.122
-70 -17.116 13.208 4.403 -17.102 11.047 3.682
-60 11.400 13.006 4.335 11.554 8.474 2.825
-50 39.502 17.203 5.734 39.899 16.198 5.399
-40 67.724 27.271 9.090 68.105 26.015 8.672
-30 96.756 38.476 12.825 97.503 37.428 12.476
-20 127.195 49.375 16.458 127.333 50.608 16.869
-10 157.352 62.490 20.830 158.331 63.343 21.114
0 188.048 77.006 25.669 189.667 77.204 25.735
10 219.865 92.671 30.890 219.584 92.623 30.874
20 251.334 108.430 36.143 251.813 108.361 36.120
30 285.376 125.411 41.804 285.759 125.297 41.766
40 321.472 144.009 48.003 321.589 143.640 47.880
50 359.571 161.580 53.860 359.681 160.752 53.584
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Tabla 9. Diferencias entre pasos de voltaje en condiciones sin drogas y con 10 minutos de CBX 5

MM y PBN 200 pM en todas las células HeLa Panx1 YFP registradas.

Voltaje (mv) I-11 (pA) I-1l ambos en Il sin drogas - Il
drogas (pA) en drogas (pA)

-80 2.516 0.238 1.232

-70 2.178 -0.015 -0.242

-60 2.013 -0.154 -0.864

-50 1.693 -0.397 -1.023

-40 3.439 -0.381 -2.661

-30 3.699 -0.747 -2.823

-20 1.469 -0.138 -1.803

-10 2.887 -0.980 -1.633

0 3.405 -1.620 -1.951

10 4.181 0.281 -0.421

20 3.270 -0.479 1.994

30 2.183 -0.384 4.361

40 4.008 -0.117 5.178

50 3.576 -0.110 6.878
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I.  Andlisis de los registros en células ganglionares de la retina (CGR) de raton
C57 BL/6.

1. Promedio 3 CGR registradas en solucién extracelular tamponada con HEPES.

Tabla 10. Relacion voltaje-corriente en el primer () y segundo (Il) paso de voltaje en 3 CGR
registradas en solucién extracelular con HEPES como tampén. El promedio se realizo con minimo

3 registros. Abreviaciones igual que en la tabla 1.

| Il
Voltaje Promedio DS (pA) SEM (pA) | Promedio DS (pA) SEM (pA)
(mV) (PA) (PA)
-80 -81.134 16.903 11.952 -161.252 42.028 29.719
-70 -39.412 23.404 16.549 -102.876 41.858 29.598
-60 3.655 28.974 20.487 -51.053 49.730 35.165
-50 35.846 42.945 30.366 1.519 56.435 39.906
-40 67.391 47.729 33.749 48.969 65.599 46.385
-30 103.972 54.589 38.600 101.005 78.130 55.246
-20 158.966 85.400 60.387 171.594 116.033 82.048
-10 271.595 153.440 108.498 291.616 177.520 125.525
0 449.777 241.454 170.734 450.953 248.254 175.542
10 669.895 332.092 234.824 638.570 301.878 213.460
20 925.774 418.547 295.958 857.322 365.847 258.693
30 1184.094 486.645 344.110 1062.114 404.158 285.783
40 1420.863 549.979 388.894 1260.732 448.826 317.368
50 1632.894 606.856 429.112 1436.908 494.859 349.918
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Tabla 11. Relacion voltaje-corriente en el primer (I) y segundo (ll) paso de voltaje luego de la
aplicacién de Carbenoxelona (5 uM) y Probenecida (200 uM) por 10 minutos en 3 CGR registradas
en solucién extracelular con HEPES como tampén. El promedio se realizo con minimo 3 registros.

Abreviaciones igual que en la tabla 1.

| + Drogas Il + Drogas
Voltaje Promedio DS (pA) SEM (pA) | Promedio DS (pA) SEM (pA)
(mV) (PA) (PA)
-80 -115.639 92.215 65.206 -139.926 103.369 73.093
-70 -71.818 86.190 60.945 -92.865 96.677 68.361
-60 -29.896 81.080 57.332 -46.137 90.046 63.672
-50 5.706 76.818 54.319 -4.848 82.736 58.503
-40 45.425 69.844 49.387 38.727 75.280 53.231
-30 93.656 72.812 51.486 93.193 76.082 53.798
-20 166.273 107.017 75.672 164.783 102.368 72.385
-10 269.391 153.670 108.661 258.206 135.996 96.163
0 402.306 213.063 150.658 376.203 181.520 128.354
10 555.787 277.436 196.177 510.519 231.307 163.559
20 706.926 334.586 236.588 635.047 270.951 191.591
30 845.386 370.804 262.198 752.236 294.370 208.151
40 973.482 394.957 279.277 865.541 307.280 217.279
50 1096.439 399.638 282.586 972.322 309.197 218.635
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Tabla 12. Diferencias entre pasos de voltaje en condiciones sin drogas y con 10 minutos de CBX 5

UMy PBN 200 uM en 3 CGR registradas en solucién extracelular con HEPES como tampon.

Voltaje (mv) I-11 (pA) I-1 ambos en Il sin drogas - Il
drogas (pA) en drogas (pA)

-80 80.117 24.287 -21.326

-70 63.465 21.047 -10.011

-60 54.708 16.240 -4.916

-50 34.327 10.554 6.367

-40 18.422 6.699 10.242

-30 2.967 0.463 7.812

-20 -12.628 1.490 6.811

-10 -20.021 11.185 33.410

0 -1.177 26.103 74.750

10 31.324 45.268 128.051

20 68.453 71.879 222.275

30 121.980 93.150 309.877

40 160.131 107.941 395.191

50 195.986 124.117 464.586
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2. Promedio CGR registradas en solucion extracelular tamponada con carbonato.

Tabla 13. Relacion voltaje-corriente en el primer (l) y segundo (ll) paso de voltaje en 11 CGR

registradas en solucion extracelular tamponada con carbonato y solucion interna con bloqueadores

de Kv. El promedio se realizo con minimo 3 registros. Abreviaciones igual que en la tabla 1.

I I
Voltaje Promedio DS (pA) SEM (pA) | Promedio DS (pA) SEM (pA)
(mV) (PA) (PA)
-80 -16.184 31.423 8.715 -27.910 29.669 8.229
-70 13.992 26.382 7.317 2.423 27.248 7.557
-60 39.997 23.370 6.482 31.979 22.862 6.341
-50 56.522 34.999 9.707 48.939 30.579 8.481
-40 57.318 53.471 14.830 66.094 37.411 10.376
-30 72.942 62.302 17.280 94.604 33.224 9.215
-20 135.701 61.183 16.969 158.016 38.506 10.680
-10 230.852 87.186 24.181 248.247 63.157 17.517
0 329.821 115.444 32.018 350.961 90.171 25.009
10 437.890 144.790 40.157 450.874 119.763 33.216
20 556.368 173.418 48.098 549.520 145.796 40.437
30 675.067 205.977 57.128 648.711 175.466 48.666
40 785.439 241.333 66.934 748.134 203.727 56.504
50 895.867 273.339 75.811 837.671 230.300 63.874
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Tabla 14. Relacion voltaje-corriente en el primer (I) y segundo (ll) paso de voltaje luego de la
aplicaciéon de Carbenoxelona (5 uM) y Probenecida (200 pM) por 10 minutos en 11 CGR

registradas en solucion extracelular tamponada con carbonato y solucion interna con bloqueadores

de Kv. El promedio se realizo con minimo 3 registros. Abreviaciones igual que en la tabla 1.

| + Drogas Il + Drogas
Voltaje Promedio DS (pA) SEM (pA) | Promedio DS (pA) SEM (pA)
(mV) (PA) (PA)
-80 -15.601 34.492 9.566 -25.561 36.364 10.086
-70 11.328 31.736 8.802 4.189 32.760 9.086
-60 34.744 28.016 7.770 29.445 28.413 7.880
-50 51.935 28.496 7.903 47.737 29.398 8.154
-40 67.361 36.427 10.103 68.230 33.186 9.204
-30 82.000 49.060 13.607 99.386 32.895 9.123
-20 138.356 65.325 18.118 156.361 38.523 10.684
-10 221.881 92.983 25.789 235.383 54.681 15.166
0 311.788 107.312 29.763 319.612 67.184 18.634
10 410.989 121.612 33.729 412.385 85.865 23.815
20 510.180 139.823 38.780 505.861 111.162 30.831
30 608.881 159.394 44.208 594.788 136.836 37.952
40 711.596 186.679 51.776 683.168 164.194 45.539
50 800.707 214.706 59.549 767.378 192.934 53.510
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Tabla 15. Diferencias entre pasos de voltaje en condiciones sin drogas y con 10 minutos de CBX 5
UM y PBN 200 uM en 11 CGR registradas en solucion extracelular tamponada con carbonato y

solucién interna con blogueadores de Kv.

Voltaje (mv) I-11 (pA) I-1 ambos en Il sin drogas - Il
drogas (pA) en drogas (pA)

-80 11.726 9.960 -2.349

-70 11.569 7.139 -1.766

-60 8.018 5.299 2.534

-50 7.583 4.198 1.202

-40 -8.776 -0.869 -2.136

-30 -21.663 -17.386 -4.781

-20 -22.315 -18.005 1.655

-10 -17.395 -13.502 12.864

0 -21.140 -7.824 31.350

10 -12.984 -1.396 38.489

20 6.848 4.319 43.659

30 26.356 14.094 53.924

40 37.305 28.428 64.965

50 58.196 33.329 70.292

67



