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RESUMEN

Las conexinas (Cxs) son proteina que forman hemicanales (HCs; HCs-Cxs) en
la membrana celular, comunicando los medios intra y extracelulares,
permitiendo el paso de iones y moléculas pequefias. En este estudio se evaluo,
la participacién de los HCs en el ingreso de Ca**, la generacién de ERO vy la
muerte celular. Ademas, se evaluo si los antioxidantes Tempol, Resveratrol y
NAC bloquean los HCs formados por Cx43. Se utilizaron células HelLa
parentales o transfectadas con Cx39, Cx43 o Cx45, incubadas en solucion
salina con pH 8,5, y/o en ausencia 0 presencia de Ca*" extracelular, para
aumentar la probabilidad de apertura de los HCs-Cxs. En todas las condiciones
se evaluo la actividad de los HCs-Cxs (captacion de etidio, Etd"), la sefal
intracelular de Ca** libre (FURA-2), la generacién de ERO (TBARS) y muerte
celular (yoduro de propidio) en células HeLa no transfectadas o transfectadas
con Cxs (HeLa-Cx39, HeLa-Cx43 o HeLa-Cx45). Ademas, dichos parametros,
exceptuando la muerte celular, se evaluaron en musculos denervados y no
denervados de ratones silvestres y mutantes (deficientes de Cx43 y Cx45). Se
observé que los tres tipos de HCs son activados por alcalinizacién o ausencia
de cationes divalentes en la solucién extracelular, pero la sefial de Ca®'
intracelular aumento solo en las células HeLa-Cx43 y HeLa-Cx45 incubadas en
solucion salina con iones divalentes, lo que mas tarde se correlacioné con
formacién de ERO y muerte celular; la ausencia de Ca** extracelular o la
carbenoxolona (bloqueador de los HCs) previno la muerte celular. Por otro
lado, el contenido de TBARS en los musculos esqueléticos inervados de
ratones mutantes deficientes en Cx43 y Cx45 fue menor que en los musculos
denervados de animales silvestres. Ademas, los antioxidantes Tempol (500
MM) y Resveratrol (200 uM), pero no de NAC (5 mM), bloquearon los HCs-Cx43
en ceélulas expuestas a una solucion salina libre de cationes divalentes. Por lo
tanto, se propone que la muerte celular inducida por alcalinizacion es
favorecida por la apertura de HCs permeables a Ca?’. De este modo, la
sobrecarga de Ca*" intracelular seria el mediador directo de la generacién de
ERO y de la muerte celular. Ademas, se comprobo que la ausencia de los HCs
formados por Cx43 y Cx45 en musculos de raton, disminuye el estrés oxidativo,

sugiriendo que los HCs expresados en musculos denervados favorecen la



generacion de ERO posiblemente porque son permeables a Ca®*. En la misma
linea de pensamiento, como los antioxidantes Tempol y Resveratrol bloquearon
los HCs-Cx43, se sugiere que ademas de ser antioxidantes per se, previenen el
ingreso de Ca** a través de los HCs y por ende previenen que se gatille la
formacion de ERO. Esto ultimo podria explicar la mayor efectividad de ciertos
antioxidantes en el tratamiento de enfermedades asociadas a la generacién de
ERO.



ABSTRACT

Connexins are proteins that form hemichannels (HCs; HCs-Cxs) in the cell
membrane communicating the intra and extracellular spaces wherer they allow
transfer of ions and small molecules. In this study the participation of HCs was
studied on Ca** inflow, ROS generation and cell death. In addition, the possible
HC-Cx blocking effect of the antioxidant Tempol, Resveratrol and NAC was
evaluated. Parental HeLa and Cx39, Cx43 and Cx45 Hela cell transfectants
were incubated in saline solution with pH 7.4 or 8.5, or without divalente cations
to increase the open probability of HCs-Cxs. Under all conditions studied, the
activity of HCs-Cxs [etidio (Etd") uptake], intracelular Ca** signal (FURA-2),
ROS generation (TBARS) and cell death (propidium iodide labeling) was
evaluated in parental Cx39, Cx43 or Cx45 tranfected HelLa cells. In addition,
those parameters but cell death were evaluated in denervated and innervated
murine skeletal of wild type mice and skeletal muscle Cx43/Cx45 deficient mice.
All three HCs were activated by extracellular alkalinization or absence of
divalent cations en the extracellular saline solution, but the intracellular Ca?*
signal increased only in HelLa-Cx43 and HelLa-Cx45 cells bathed in saline
solution contain divalent cations, which later was correlated with ROS formation
and cell death. Moreover, alkalinization-induced cell death was prevented by
the absence of extracellular divalent cations or treatment with carbenoxolone, a
HC blocker. Moreover, the TBARS content in innervated muscles or denervated
Cx deficient muscles was significantly lower than that of denervated muscles
wild type muscles. In addition, Tempol (500 uM) and Resveratrol (200 uM), but
not NAC (5 mM), blocked HCs-Cx43 in cell exposed to divalente cations-free
saline solution. Therefore, it is proposed that cell death induced by alkalinization
is favored by opening of HCs permeable to Ca®*. Consequently, the intracellular
Ca’" overload induces generation of ROS and cell death. In addition, the lack of
HC-Cx43 and HC-Cx45 in murine skeletal muscles reduced the oxidative
stress, suggesting that HCs are likely an important membrane pathway for Ca*
inflow that triggers the denervation-induced generation of ROS. In the same line
of thought, Tempol and Resveratrol blocked HCs-Cx43, suggesting that in
addition to their antioxidant effect they also prevent the Ca®" inflow via HCs and



thus, prevent the generation of ROS. This could explain the efficacy of certain

antioxidants for treating diseases associated to ROS generation.



INTRODUCCION

Las conexinas (Cxs) comprenden una familia de proteinas que presentan 4
dominios transmembrana con los extremos NH,. y COOH-terminales

orientados hacia el interior de la célula (Saez et al., 2010) (Fig. 1).
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Figura 1. Diagrama que ilustra las estructuras basicas de los hemicanales
formados por conexinas, presentes en la superficie celular. Cada conexina
(Cx) consta de cuatro dominios transmembrana (M1-M4), dos asas
extracelulares (E1 y E2) y una asa citoplasmica (CL). Los grupos amino (-NH3)
y carboxilo (-COOH) terminales son intracelulares. Un hemicanal esta formado
por seis Cxs que oligomerizan lateralmente dejando un poro central. En las
células cultivadas en condiciones de reposo los hemicanales permanecen
preferentemente cerrados, pero pueden ser activados por diversas condiciones
fisioloégicas y patoldgicas, lo que ofrece una ruta transmembrana difusional
entre los ambientes intra y extracelulares (esquema extraido de Saez et al.,
2010).



Las Cxs también forman canales de union en hendidura (CUH) y
hemicanales (HCs). La funcion principal de los CUH es comunicar los
compartimentos citoplasmaticos de células adyacentes y la de los HCs es
comunicar los medios intra y extracelulares, permitiendo de este modo el paso
de nutrientes, la liberacion de productos metabdlicos y la liberacion de sefiales
autocrinas y paracrinas como el ATP, la prostaglandina E; y el glutamato (Saez
et al., 2010; Schalper et al., 2008; Kang et al., 2008).

Los HCs se forman por la oligomerizacion de seis subunidades de Cxs,
gue son codificadas por 21 genes diferentes en los seres humanos (Sohl &
Willecke 2004). En los musculos esqueléticos, tres conexinas (Cxs 39, 43 y 45)
son expresadas durante la ontogenia (von Maltzahn et al.,, 2006) y la

regeneracion muscular (Araya et al., 2005; Trovato-Salinaro et al., 2009).

Por otro lado, es sabido que la apertura de los HCs formados por Cxs
(HCs-Cxs) puede ser inducida por modificaciones covalentes de las Cxs como
la nitrosilacion inducida por oxido nitrico, la defosforilacion y también aumenta
con variaciones de las condiciones extracelulares como por ejemplo, el
aumento del pH extracelular y la reduccion extracelular de cationes divalentes
(Ca**/Mg®") (Séaez et al., 2010).

Para inducir la apertura de los HCs-Cxs in vitro, se puede utilizar la
exposicién de las células a soluciones libres de cationes divalentes (Ca** y
Mg®*) (Séez et al., 2010). De forma analoga, se ha demostrado que el aumento
de la concentracién extracelular de Ca®* disminuye la apertura de HCs-Cx43,
en diversos tipos celulares que expresan estas proteinas (Li et al., 1996). Sin
embargo, Schalper y cols. (2010) demostraron que los HCs-Cx43, en células
HelLa, son rapidamente activados por la alcalinizacion extracelular a pH 8,5, a
pesar de encontrarse en presencia de una alta concentracién de Ca?*
extracelular, que reduciria la probabilidad de apertura de los HCs (Saez et al.,
2010). Ademas, se demostré que los HCs-Cx43 son permeables a Ca*'y que
desempefian un papel relevante en el control del Ca** libre intracelular (Shalper
et al., 2010).



El aumento del ingreso de Ca** al medio intracelular puede activar
distintas vias metabdlicas, como la lipasas dependiente de Ca®" y
consecuentemente aumenta la generacion de acido araquidénico que es
metabolizado por oxidasas dependientes de oxigeno (lipoxigenasas vy
ciclooxigenasa) que generan ion superéxido (Saez et al., 1987). Ademas, el
aumento intracelular de Ca** estimula la conversion de la xantina
deshidrogenasa a xantina oxidasa, la que cataliza la formaciéon de radicales
superéxidos, que pueden reaccionar con Oxido nitrico (NOe) generando
peroxinitrito (ONOQ’), compuesto altamente reactivo (Powers et al., 2005). Por
otro lado, la entrada masiva de Ca** a la mitocondria induce la formacién del
poro de transicion en la membrana mitocondrial interna, llevando a un colapso
el potencial electroquimico de protones, lo que provoca una disminucion de
ATP y un aumento en especies reactivas de oxigeno (ERO) promoviendo la

apoptosis celular (Powers et al., 2010).

Las ERO pueden generarse en la célula, a través de procesos
enzimaticos y no enzimaticos. Cualquier proteina o sistema enzimatico que
transfiera electrones puede generar ERO como subproductos de la reaccion de
transferencia electrénica. Este es el caso del citocromo P450 (en el reticulo
endoplasmatico), los peroxisomas, la xantina oxidasa y la NADPH oxidasa. No
obstante, en condiciones normales la principal fuente de ERO en células no

fagociticas es la mitocondria.

Cuando aumenta el contenido intracelular de ERO o ERN (especies
reactivas derivadas del nitrdgeno) y se sobrepasan las defensas antioxidantes
de la célula, se produce un estado de estrés oxidativo, el cual tiene como
consecuencia principal la modificacion de biomoléculas como lipidos, proteinas
y acidos nucleicos, lo que afecta la estructura y frecuentemente la actividad
bioldgica de moléculas y organelos celulares. Estos cambios se manifiestan en
diversos estados patolégicos donde se alteran funciones celulares,

contribuyendo al desarrollo de diversas enfermedades (Valko et al., 2007).

Recientemente, se demostro que la atrofia muscular inducida por la

denervacion del masculo extensor digitorum longus (EDL), tiene relacién con
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un aumento de los niveles y la actividad de los HCs-Cxs, que se localizan en la
membrana celular de las fibras musculares. Segun Cea y cols. (2013) los
niveles relativos de las Cxs 39, 43 y 45 aumentan significativamente en
musculo EDL denervado en ratas Sprague-Dawley en comparacion con el
musculo inervado del mismo animal (musculo contralateral). Como resultado
final, la falta de expresion de los HCs-Cxs previene drasticamente el desarrollo
de artrofia muscular, sugiriendo que los HCs-Cxs participan en el desarrollo de
la atrofia muscular, posiblemente por ser canales que permiten la entrada de
Ca?*, y con ello, se activan vias de degradacién de proteinas. En otras células,
la apertura de los HCs-Cx promueve la muerte celular por apoptosis (Decrock
et al., 2009). Ademas, durante la ejecucion del presente trabajo se demostrd
gue mutaciones en la Cx31 generan HCs con ganancia de actividad, lo que se
asocia con la generacion de ERO y muerte celular por necrosis (Chi et al.,
2012).

Por otro lado, la suplementacion con compuestos antioxidantes ha
resultado eficaz para contrarrestar el estrés oxidativo en una amplia variedad
de tipos celulares vy tejidos afectos a condiciones patolégicas, y se especula
gue esto podria ser uno de los enfoques para reducir la degeneraciéon muscular
asociada a atrofia y envejecimiento (Appell et al., 1997). Sin embargo, la
administracion aguda de un conocido agente oxidante como es la vitamina E
(60 mg/Kg) en ratas Wistar, disminuye la expresion de ubiquitinas ligasas
(MuRF1) asociadas a la atrofia muscular, pero no afecta el nivel de especies
radicalarias (GSH/GSSG), indicando que la vitamina E, no estaria ejerciendo su
rol antioxidante en esta condicion, lo que sugiere un mecanismo de accion
desconocido de este antioxidante en la reduccion de la atrofia muscular
(Servais et al., 2007). Por otro lado, Estudios previos sugieren que el
Resveratrol, un polifenol natural presente en el mani, los pinos, la piel de las
uvas y el vino tinto (Soleas et al., 2001; Burns et al., 2002), protege el masculo
esquelético de la influencia de ciertas condiciones catabdlicas, incluyendo la
diabetes (Chen et al., 2011), la distrofia muscular (Hori et al., 2011) y el cancer
(Shadfar et al., 2011). Sin embrago, se han reportado resultados
contradictorios, donde la pérdida de masa muscular no fue impedida, o incluso

fue empeorado por el Resveratrol (Busquets et al., 2007), por lo que el
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mecanismo por el cual el Resveratrol protege el musculo esquelético de

pérdida de masa muscular no esta claramente establecido.

Considerando la evidencia anteriormente descrita, en la presente tesis
se propuso inducir la apertura de HCs formados por las Cxs 39, 43 0 45, con el
fin de determinar si el aumento de la actividad de dichos HCs induce la
generacion de ERO y la muerte celular. Ademas, se propuso estudiar si
algunas moléculas antioxidantes bloguean los HCs sensibles a cambios redox

como lo son los HCs-Cx43 (Retamal et al., 2007).
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HIPOTESIS

La activacién de hemicanales formados por las conexinas 39, 43 6 45,
induce la generacion de especies radicales y la muerte celular, lo que es

evitado por algunos antioxidantes.

OBJETIVOS

Objetivo general:

Evaluar si el aumento de estrés oxidativo es causado por la apertura de

HCs, lo cual precede la muerte celular.

Objetivo especificos:

1. Determinar si el pH 8,5 activa los hemicanales formados por las

conexinas musculares (Cx39 y 45).

2. Evaluar si el ingreso de Ca?* en las células HelLa que expresan
conexinas 39, 43 6 45 se produce a través de los hemicanales.

3. Evaluar si la activacion de hemicanales formados por las conexinas 39,

43 6 45 aumenta el estrés oxidativo en las células.

4. Determinar si la apertura de hemicanales formados por conexinas 39, 43

0 45 aumenta la muerte celular.
5. Determinar si el aumento de la actividad de los hemicanales formados
por conexinas musculares en ratones denervados se relaciona con la

generacion de ERO.

6. Determinar si algunos agentes antioxidantes son bloqueadores de HCs-
Cx43.

13



METODOS

Cultivos de células.

Se utilizo células HelLa transfectadas con Cxs 39, 43 o 45 que fueron
gentilmente donadas por el Dr. Klaus Willecke, Universidad de Bonn, Alemania.
Las células Hela transfectadas o sin transfectar (parental, grupo control) se
cultivaron en placas Petri de plastico Nunc estériles, con medio DMEM
suplementado con suero fetal de bovino al 10% y se mantuvieron en una

incubadora a 37°C en una atmosfera de 5% CO; y 98% de humedad relativa.

Protocolo de alcalinizacién extracelular.

Las células se incubaron en una solucion Krebs-Ringer [en mM: 145
NaCl, 5 KCI, 3 CaCl,, 1 MgCl,, 5,6 C¢H1206, 10 acido 2-[4-(2-hidroxietil)-1-
pireracinil-etanosulfénico (HEPES)] ajustado a pH 7,4 6 pH 8,5 con hidroximetil
aminometano (TRIS-base) y a una solucion libre de cationes divalentes
(Ca?*/Mg®") (en mM: 154 NaCl, 5,4 KCI, 5 CgH1,06, 10 HEPES y 0,5 EGTA)
donde también se ajustd a pH 7,4 y a pH 8,5 con TRIS-base.

Captacién de etidio.

Células HeLa sembradas sobre cubreobjetos de vidrio de 25 mm de
diametro se mantuvieron inmersas dentro de placas Nunc de 90 cm de
diametro. Luego de 48 h de cultivo alcanzaron una confluencia del 70% y se

utilizaron para evaluar la captacion de etidio (Etd").

La captacion de Etd” se evalud en células incubadas por 30 min en una
solucion Krebs-Ringer (pH 7,4 6 pH 8,5) o en una solucién Krebs-Ringer libre
de cationes divalentes (Ca®**/Mg**) (pH 7,4 6 pH 8,5) que contenia 5 pM
bromuro de Etd®. Para comprobar la participacion de los HCs en los cambios
de captacion de Etd” se aplicé 200 uM carbenoxolona (Cbx), un bloqueador de
los HCs. La fluorescencia fue registrada en regiones de interés que

correspondian a los nucleos de las células que fueron inspeccionadas en un
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microscopio invertido provisto de objetivos de inmersion en agua marca
Olympus modelo BX41TF. Las imagenes fueron capturadas cada 30 min con
una camara digital monocromatica de enfriamiento rapido. La captacion de Etd”

fue medida en una de longitud de onda de 595 nm de emision.

Entrada de Ca®*al citosol (sefial de Ca** intracelular).

Células HeLa sembradas y mantenidas como se describio en el parrafo
anterior fueron pre incubadas por 45 min al indicador de Ca** libre FURA-2 (2
uM). La entrada del ion calcio se indujo con la exposicibn a un solucion
extracelular alcalina (pH 8,5) y se registrd la sefial de Ca** libre intracelular
(F340 nm/F380 nm) con un microscopio Eclipse Ti Nikon (Japon) cada 3 s

durante 15 min.

Determinacién de estrés oxidativo.

Se utilizd células HelLa transfectadas con Cx39, Cx43 o Cx45 como
también células HelLa sin transfectar (parental, grupo control) sembradas en
placas Nunc de 35 cm de diametro (10° células por placa). Luego de 48 h de
crecimiento se incubaron por 1 h en una solucién Krebs-Ringer (pH 7,4 6 pH
8,5) 0 en una solucién Krebs-Ringer libre de cationes divalentes (Ca*/Mg?*)
(pH 7,4 6 pH 8,5). Posteriormente, las células fueron recolectadas con una
espatula de goma y en frio de hielo, se lisaron por sonicacion, se centrifug6 a
3000 r.p.m en un centrifuga de meson y en el sobrenadante se evalug el
contenido de especies reactivas al acido tiobarbitarico (TBARS) utilizando
como estédndar una curva de calibracién obtenida con malondialdehido (MDA)
(Esterbauer et al.,, 1982). EI MDA reacciona con el &cido tiobarbitarico
formando aductos cromogénicos y fluorescentes de MDA-TBA muy estables,
que son cuantificables por espectrofotometria de absorcion visible, cuya lectura

se realiz6 a 532 nm.
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Muerte celular.

La muerte celular se evaluo utilizando el ensayo de tincion con yoduro
de propidio. Se utilizaron cultivos de células HelLa transfectadas con Cx39,
Cx43 o Cx45 y las HelLa células parentales (grupo control no transfectado), las
cuales se incubaron por 3 h en una solucién Krebs-Ringer (pH 7,4 6 pH 8,5) o
en una solucién Krebs-Ringer libre de cationes divalentes (Ca?*/Mg®") (pH 7,4 6
pH 8,5) a 37 £ 1°C. Luego de las 3 h se incubaron por 5 minutos con 5 uM
yoduro de propidio. En un microscopio Olympus modelo BX41TF equipado con
iluminacién de epifluorescencia (595 nm de emision) se fotografié al menos en
los que se cuantificd el numero de células totales y las tefildas con yoduro de

propidio.

MuUsculo denervado de ratén.

Se utilizaron ratones machos C57BI/6, silvestres y mutantes (con
musculos deficientes en Cx43 y Cx45), los cuales se anestesiaron con una
mezcla de 3:1 de ketamina (10%): xylazina (2%) (1,3 ml/kg cada uno). A un
grupo de ratones se le extirpd una porcion (1 cm) del nervio ciatico izquierdo
(Delbono, 1992) y posteriormente, se suturd la region expuesta. EI musculo
derecho permanecié inervado como control contralateral. Un grupo de ratones
no denervados se utilizd como control. Posteriormente, todos los ratones se
mantuvieron por 7 dias con agua y comida ad libitum (Cea et al., 2013). Al
cabo de este periodo de tiempo, todos los ratones se sacrificaron por
decapitacion bajo anestesia y se les extrajo los musculos gastronecmios. Las
muestras de 25 mg de tejido muscular denervado o inervado fueron
homogeneizadas con 500 uL de PBS (1x). Luego se agregdé en un tubo
ependorf 100 pL de muestra homogeneizada mas TBA (0,8% pl/v), acido
acético (20% v/v) y SDS (8% p/v). Después estas muestras se calentaron a 100
°C por 1h y luego se dejaron enfriar y se centrifugaron a 3000 rpm por 45 min.
En el sobrenadante se evalu6é el contenido de especies reactivas al acido
tiobarbitirico (TBARS) utilizando como estandar una curva de calibracion
obtenida con malondialdehido (MDA) (Esterbauer et al., 1982). La
cuantificacion se realizé por espectrofotometria de absorcion visible a 532 nm.
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Ensayos del efecto de antioxidantes sobre la actividad de los HCs-Cx43.

Se utilizé células HelLa transfectadas con Cx43 sembradas sobre placas
Nunc de 90 cm de diametro que contenian cubreobjetos de vidrio de 25 mm de
diametro. Luego de 48 h de crecimiento y con una confluencia del 70%, se
evalud la captacion de Etd” en las células crecidas sobre los cubreobjetos de

vidrio.

Las células se incubaron 5 min en una solucion Krebs-Ringer (pH 7,4)
que contenia 5 uM Etd”. Posteriormente, la solucién extracelular se reemplazo
por solucién Krebs-Ringer (pH 7,4) sin cationes divalentes (0 Ca**/Mg?*) con 5
uM Etd" y se evalu6 la captacion del colorante. La fluorescencia fue registrada
en regiones de interés que correspondian a los ndcleos de 5 células por cada
experimento, las que fueron inspeccionadas en un microscopio invertido marca
Nikon modelo Eclipse TI, provisto de objetivos de inmersiébn en agua. Las
imagenes fueron capturadas con una camara digital monocromatica de
enfriamiento rapido cada 30 s (tiempo de exposicion = 30 ms, ganancia = 0,5).
Luego de 10 min de registro, fueron agregados por separado los antioxidantes
Tempol (500 uM), Resveratrol (200 pM) o NAC (5 mM).

Analisis de imagenes.
Para el andlisis de las imagenes se utilizé el software ImageJ 1.64r de
cuantificacion de fluorescencia (Bethesda, MD / Meriland, EE.UU.) y para

realizar los graficos y analisis estadisticos se uso el software GraphPad Prism 5
(San Diego, California, EE.UU.).
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RESULTADOS
Objetivo especifico 1.

1. El medio alcalino (pH 8,5) activa los hemicanales formados por las

conexinas musculares (Cx39, Cx43 y Cx45).

En las células HelLa transfectadas con el cDNA que codifica para la
conexina39, conexina43 o conexina45 (HeLa-Cx39, HelLa-Cx43 y HelLa-Cx45,
respectivamente) se determiné la expresién de cada Cx mediante ensayos de
inmunofluorescencia (dato no mostrado). Las células fueron incubadas con una
solucién salina que contiene cationes divalentes (Ca** y Mg®") y un pH alcalino
(pH 8,5), que aumento la captacion de Etd* 3,9 veces sobre el nivel basal en
las HeLa-Cx39. Ademas, las células HeLa-Cx39 fueron incubadas a pH 7,4 en
una solucién libre de cationes divalentes (DCFS), la cual aumento 4,29 veces
la captacion de Etd” sobre el nivel basal. A su vez, las células incubadas a pH
8,5 en ausencia de cationes divalentes la captacion de Etd” aument6 4,6 veces
sobre el nivel basal. En las células HelLa-Cx43 incubadas a pH 8,5 con
cationes divalentes en la solucién extracelular la captaciéon de Etd™ aument6 2,6
veces sobre el nivel basal, y en las células incubadas en solucion extracelular
con pH 7,4 y sin cationes divalentes la captacion de Etd” aumentd 3,1 veces
sobre el basal, mientras que en las células incubadas a pH 8,5 sin cationes
divalentes la captacion de Etd" aumentd 3,2 veces sobre el basal. Por otro
lado, las células HelLa-Cx45 incubadas a pH 8,5 con cationes divalentes
mostraron un aumento de captacion de Etd" igual a 2,6 veces sobre el basal, y
en las células incubadas a pH 7,4 sin cationes divalentes la captacion de Etd”
aumenté 2,5 veces sobre el basal y en las incubadas a pH 8,5 sin cationes

divalentes aumenté 3,0 veces sobre el basal (Fig. 1).

La captacion de Etd" observada en las células incubadas a pH 8,5 en
presencia de cationes divalentes, fue parcialmente bloqueada con
carbenoxolona (Cbx, 200 uM). En células HelLa-Cx39 la captacion de Etd*
disminuy6 2,1 veces, mientras que en células HeLa-Cx43 disminuy6 1,5 veces

y en células Hela-Cx45 disminuyo6 1,9 (Fig. 1).
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Figura 1. La alcalinizacién extracelular aumenta la captacion de Etd” en
células transfectadas con Cxs 39, 43 o 45. Se utiliz6 células HelLa
parentales o transfectadas con Cx30, Cx43 o Cx45 (HeLa-Cx39, HeLa-Cx43
0 HeLa-Cx45). Después de 30 min de incubacion a pH 8,5 en ausencia (-) o en
presencia (+) de cationes divalentes (0 Ca*/Mg®"), la captacién de Etd*
aumentd en las tres transfectantes evaluadas, lo que se previno con
carbenoxolona (Cbx, 200 uM), un bloqueador de HCs y no aumento en células
parentales (Parental). Los digitos en el interior de las barras indican el nimero
de réplicas. *** P <0,05, prueba de Kruskal-Wallis con un post-test.
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Obijetivo especifico 2. Entrada de Ca** al citosol.

2. Entrada de Ca** en células HelLa transfectadas con HCs formados por
las Cxs 39, 43 0 45.

Luego de exponer las células a una solucion salina alcalina (pH 8,5) con
cationes divalentes (Ca?’Mg?*) se evalu6 la sefial de Ca?* intracelular. Se
observé un aumenté significativo en la sefial de Ca** en las células HelLa
transfectadas con la Cx43 (~5,2 veces respecto al basal) o la Cx45 (~3,4 veces
respecto al basal). Sin embargo, no se observé un aumento significativo en la
sefial de Ca®" en las células HelLa transfectadas con la Cx39, cuyo
comportamiento fue similar al de las células HelLa parentales (Fig. 2B y C).
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Figura 2. La alcalinizacién extracelular no aumenta la sefial de Ca*
intracelular en células HelLa-Cx39. Se utiliz6 células HelLa parentales o
transfectadas con Cx30, Cx43 o Cx45 (HeLa-Cx39, HeLa-Cx43 6 HelLa-Cx45).
A) Curva de captacion de etidio (Etd") en células Hela-Cx39, Hela-Cx43,
HelLa-Cx45 y parentales (sin transfectar). B) En células Hela-Cx43 y Hela-
Cx45, pero no en las células HeLa-Cx39, la exposicién extracelular a medio
alcalino (pH= 8,5) aumentd significativamente la sefial de Ca®* (razén 340/380
nm) después de 3 min de exposicion. C) La sefial de Ca** intracelular se evalu6
luego de 15 min de exposicion al medio alcalino y esta fue significativamente
mas alta en las células HeLa-Cx43 y Hela-Cx45, pero no en células HeLa-Cx39
(n = 3). ** P <0,05, prueba de Kruskal-Wallis con un post-test.
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Objetivo especifico 3. Participacion de los HCs-Cxs en el estrés oxidativo

inducido por pH extracelular alcalino.

3. La activacion de hemicanales formados por las Cxs 43 0 45 aumenta el

estrés oxidativo en células.

El aumento de la concentracién de Ca®* libre intracelular ha sido asociado con
un aumento en el estado oxidativo de células (Powers et al., 2010). Por lo
tanto, se decidi6 evaluar si en las células HeLa-Cx43 0 HelLa-Cx45, que
mostraron un aumento en la sefial de Ca** al ser expuestas a pH alcalino (pH
8,5), aumentan los niveles de TBARS. Los niveles de TBARS determinados en
las células HeLa-Cx43 aumentaron de 0,53 (uM/10° células), en solucién salina
con cationes divalentes (Ca*/Mg?") y pH 7,4, a 15,10 (uM/10° células) en
solucién salina con cationes divalentes (Ca**/Mg®") y pH 8,5. Del mismo modo,
en las HelLa-Cx45 los niveles de TBARS aumentaron de 0,98 (uM/10° células)
en la solucién salina con cationes divalentes (Ca*/Mg®") y pH 7,4, a 14,90
(uM/10° células) en el solucién extracelular alcalina (pH 8,5) con cationes
divalentes. Este efecto no fue observado en las células incubadas en solucion
salina con pH 8,5 y libre de cationes divalentes (0 Ca?*/Mg®") y en las células
incubadas en solucion salina con cationes divalentes y pH 8,5 que ademas
contenia 200 pM carbenoxolona (Cbx), un bloqueador de HCs. Las células
HelLa-Cx39 incubadas en las diferentes condiciones no presentaron diferencias

significativas en relacion al grupo control (células HelLa parentales) (Fig.3).
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Figura 3. El pH alcalino aumenta los niveles de sustancias reactivas al
acido tiobarbiturico en cultivos de células HeLa-Cx43 6 HeLa-Cx45. Las
células HeLa-Cx43 6 HelLa-Cx45, incubadas por 1 h a una solucion alcalina
(pH 8,5) con cationes divalentes (0 Ca**/Mg?*), mostraron un incremento en las
sustancias reactivas al acido tiobarbiturico, lo que fue prevenido por 200 uM
carbenoxolona (Cbx). Las células HelLa-Cx39 no presentaron diferencias
significativas luego de ser tratadas con las diferentes condiciones en relacion a

las células parentales (Parental) (n = 3). ** P <0,05, prueba de Mann Whitney.
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Objetivo especifico 4. Participacion de la apertura de los HCs en la muerte

celular inducida por alcalinizacién extracelular.

4.- La apertura de los HCs formados por las Cxs 43 6 45 favorecen la
muerte de células expuestas a una solucion salina alcalina que contiene

cationes divalentes.

Es sabido que el aumento de la concentracién de Ca®" intracelular libre y el
estrés oxidativo inducen muerte celular (Decrock et al., 2009; Powers et al.,
2010). Por tal motivo se evalu6 la muerte de células, mediante la tincion con
yoduro de propidio en células incubadas por 3 h en una solucién salina alcalina
(pH 8,5) (ver Métodos) o fisiologica (pH 7,4), en ausencia o presencia de
cationes divalentes. Al término del experimento el 98,9% de las células HelLa-
Cx43 incorporé propidio y fueron contabilizadas como muertas. EI mismo
tratamiento indujo un 52,1% de mortalidad en las células HelLa-Cx45 (Fig. 4).
En cambio, las células HeLa-Cx39 solo presentaron un 7,9% de mortalidad y

las células HelLa parentales presentaron solo un 1,40% de mortalidad (Fig. 4).

Por otro lado, las células que expuestas a soluciones salinas libres de
cationes divalentes (0 Ca**/Mg®") y pH 7,4 6 pH 8,5 no mostraron un aumento
significativo en el porcentaje de mortalidad (Fig. 4). Las células HelLa-Cx39
presentaron un 10,9% de mortalidad (Fig. 4). Las células HelLa-Cx43
presentaron solo un 1,6% de mortalidad y las células HeLa-Cx45 mostraron

una mortalidad de solo un 0,8% (Fig. 4).

En células transfectadas con Cxs y expuestas a solucién salina alcalina
(pH 8,5) la presencia de Cbx (200 uM) previno un aumenté significativo en la
mortalidad, alcanzando un 1,6% en las células HeLa-Cx39, un 1,7% en las

células Hela-Cx43 y un 1,4% en las células HeLa-Cx45 (Fig. 4).
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Figura 4. La alcalinizacion extracelular induce muerte en las células HelLa-
Cx43 y HeLa-Cx45, pero no en las células HeLa-Cx39. Las células HelLa-
Cx43 y Cx45 mostraron un aumento importante en la mortalidad (%) sélo al ser
incubadas por 3 h en la solucién salina que contenia Ca**, mientras que en las
células HeLa-parental o HeLa-Cx39 no lo se afecto significativamente (n = 3).
** P <0,05, prueba de Mann Whitney.
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Objetivo especifico 5. La denervacion aumenta el estrés oxidativo en

musculos esqueléticos.

5. El aumento de la actividad de los HCs-Cxs en musculos esqueléticos

de ratones denervados aumenta la generacion ERO.

Es sabido que la denervacién aumenta la generacion de ERO en los musculos
esqueléticos (Abruzzo et al., 2010) y recientemente se demostro que la
denervacion induce la expresion de novo de las Cxs 39, 43 y 45 en musculos
EDL denervados y que los HCs formados por Cxs 43 y 45 favorecen el
desarrollo de la atrofia muscular, posiblemente porque permiten la entrada de
Ca®" (Cea et al., 2013). Por esto se evalu6 si los TBARS aumentan en los
musculos gastronecmio de ratones silvestres y ratones con musculos

deficientes en la expresion de Cx43 y Cx45 denervados.

Los niveles de TBARS de musculos denervados de ratones mutantes
(deficientes de Cx43 y Cx45) fue de 65,1 uM/g, cuyo valor fue menor que el de
musculos no denervados de ratones silvestres (81,8 uM/g). Los niveles de
TBARS del musculo denervados y deficientes en Cx43 y Cx45 fueron de 42,1
MM/g, cuyo valor también fue menor que el de musculos de ratones silvestres
denervados (70,8 uM/g) (Fig. 6).
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Figura 6. La ausencia de Cx43 y Cx45 impide el aumento de los niveles de
sustancias reactivas al acido tiobarbitirico en musculos esqueléticos
murinos denervados. Siete dias post-denervacion se aislaron los musculos
gastrocnemius, de los ratones deficientes en Cx43 y Cx45, y se compararon los
niveles de sustancias reactivas al acido tiobarbitlrico (TBARS) de musculos
inervados contralaterales (-) de musculos denervados (+) frente a los musculos
inervados de ratones controles (barra achurada) (n=3). * P <0,05, prueba de
Mann-Whitney U.
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Objetivo especifico 6. Algunos antioxidantes bloquean los HCs-Cx43.

6. Accion bloqueadora de HCs-Cx43 de ciertos antioxidantes.

Es sabido que algunos antioxidantes previenen la atrofia muscular inducida por
denervacion, pero no siempre ha sido asociado a una disminucién de las ERO,
lo que sugiere la participacion de un mecanismo de accion desconocido
(Servais et al., 2007). Por esto, se evaluo la posible accion bloqueadora de tres
antioxidantes sobre la actividad de los HCs-Cx43. En estos estudios se observo
que la captacion de Etd* de células HeLa-Cx43 inducida por la exposicion a
una solucion salina libre de cationes divalentes se reduce 4,8 veces con
carbenoxolona (Cbx, 200 uM; control positivo); 3,6 veces con Tempol (500 uM)
y 3,3 veces con Resveratrol (200 uM). Sin embargo, NAC solo disminuyo 1,4

veces la captacion de Etd" (Fig. 7).
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Figura 7. Los antioxidantes Tempol y Resveratrol bloquean los HCs-Cx43.
En células HelLa transfectadas con Cx43, 10 min de pre-incubacion en un
medio salino libre de cationes divalentes aumentd la captacion de etidio (Etd"),
efecto que fue bloqueado con Tempol (500 uM) o Resveratrol (200 uM). Sin
embargo, la preincubacion con mas alta de N-acetil cisteina (NAC) (5 mM) no
redujo significativamente la captacién de Etd” (n=3). ** P <0,05, prueba de
Mann-Whitney U.
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DISCUSION

En esta Tesis, se demostré que la activacion de HCs formados por Cx43 o
Cx45 se relaciona con el aumento del ingreso de Ca®" a las células, lo que lleva
a un aumento en el estrés oxidativo y la posterior muerte celular. Por el
contrario, las células que expresan HCs no permeables o muy poco
permeables a Ca?*, como es el caso de los HCs-Cx39, no presentan cambios
significativos en el estrés oxidativo ni en la mortalidad celular similar a las
células que no expresan Cxs. Ademas, la ausencia de HCs formados por Cx43
y Cx45 en musculos de ratdon sometidos a denervacion, previene el aumento
del estrés oxidativo, lo cual reduciria el ingreso de Ca?" en las fibras
musculares denervadas. Por otra parte, antioxidantes como el Tempol y
Resveratrol disminuyen la entrada de Etd” en las células HeLa-Cx43 expuestas
a solucion libres de cationes divalentes, lo que sugiere nuevo mecanismo de
accion de estos compuestos, y abre un nuevo foco de investigacion, ademas
de ofrecer una posible explicacion del efecto protector de algunos antioxidantes

sobre la atrofia muscular inducida por la denervacion.

Activacion de los HCs formados por Cx39 o Cx45 por alcalinizacion

extracelular.

La exposicibn a una solucién salina extracelular con pH 8,5 aumento
rapidamente la tasa de captacion de Etd" en células que expresan HCs
formados por Cx39 0 45, similar a lo previamente descrito para los HCs-Cx43
(Schalper et al., 2010).

Se ha demostrado, mediante estudios con inmunofluorescencia
confocal, que la captacion de Etd” en HeLa-Cx43, inducido por el pH alcalino,
no se debe a un aumento en los niveles de HCs en la membrana celular.
Siendo probable que el pH alcalino active un mecanismo de compuerta que
lleva a la apertura de los HCs (Schalper et al., 2010). Segun Harris (2001) en
algunas Cxs, la sensibilidad quimica al pH puede implicar interacciones entre
las regiones del dominio COOH-terminal y el asa citoplasmica, ya que el
truncamiento del dominio COOH-terminal elimina la sensibilidad al pH acido

que cierra los HCs, y la presencia del COOH-terminal de la Cx restaura la
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sensibilidad al pH. Por otro lado, Schalper y col. (2010) postulan que el dominio
COOH-terminal de la Cx43 no se requiere para la activacion de los HCs
inducida por alcalinizacion, debido a que el aumento en la captacion de Etd”
fue mas pronunciado en las células que expresan la Cx43 truncada
(Cx43A257) en comparacion con las células que expresan la Cx43 silvestre.
De este modo la regulacion por pH acido o pH alcalino parece obedecer a

mecanismos diferentes.

Entre otros estimulos que promueven la apertura de los HCs-Cxs se
encuentran los cambios de potenciales de membrana. Es asi como se ha
demostrado que los HCs de las células cultivadas en condiciones de reposo,
presentan una baja probabilidad de apertura cuando la membrana celular es
expuesta a potenciales negativos y la probabilidad de apertura se incrementa a
potenciales positivos (Saez et al., 2010). Por otro lado, el aumento de la
concentraciéon de Ca®" extracelular reduce la probabilidad de apertura de
muchos HCs formados por Cxs. A través de microscopia de fuerza atomica,
gue el vestibulo externo del poro de HCs-Cx43 posee un diametro de 1,8 nm
bajo condiciones control y que, la eliminacién del Ca?" extracelular aumenta el
diametro del vestibulo exterior del poro del HC a 2,5 nm (Thimm et al., 2005).
En HCs-Cx32 los iones Ca** se unen a un anillo 12 Asp en el exterior vestibulo
del poro o hemicanal. Alternativamente, los HCs-Cx37 pueden ser bloqueados
directamente por Ca®" extracelular pasando por el poro y llegando a sitios de
union localizados en el lado citoplasmico (Puljung et al., 2004). Sin embargo, el
aumento de la concentracién de Ca?* intracelular libre a valores de 500 nM
aumenta la apertura de los HCs-Cx32 y HCs-Cx43 y concentraciones mayores
inducen menor efecto hasta que finalmente inducen el cierre (DeVuys et al.,
2006; 2009).

El Mg®*, otro cati6n divalente extracelular, también afecta el estado
funcional de los HCs. El aumento de la concentracion de Mg?* extracelular
desplaza la dependencia de la activacion por voltaje, es decir, la apertura
ocurre a potenciales mas positivas, disminuyendo la conductancia maxima,

acelerando desactivacion y retardando la activacion (Saez et al., 2010).
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En el presente trabajo, el pH alcalino aumento la apertura de los HCs
incluso en presencia de los cationes divalentes (Ca®* y Mg?"). Por lo tanto, la
alcalinizacién extracelular en células HeLa-Cx39, -Cx43 y -45 es un método
aceptable para evaluar el papel de la apertura de los HCs-Cs en presencia de
concentraciones iénicas fisioldgicas. La ausencia Ca®* y Mg?* més el pH 8,5 del
medio extracelular aumentan ain mas la captacién de Etd” en células Hela-
Cx39, -Cx43 y -45, comparado con solo una de las condiciones, lo que puede
ser asociado a un aumento del numero de HCs abiertos. En apoyo a esta
interpretacion se ha visto que el diametro de un poro externo bajo condiciones
fisiologicas de 1,8 mM Ca?' extracelular es de 1,8 nm, que posiblemente
corresponde al estado cerrado, y una vez que se extrae el Ca?" del medio
extracelular el diametro de externo del poro aumenta a 2,5 nm (Thimm et al.,
2005). Mas aun, la probabilidad de apertura de los HCs-Cx43 aumenta
considerablemente al reducir la concentracién extracelular de Ca®* (Contreras
et al., 2003).

Permeabilidad al Ca**de los HCs formados por Cx39, Cx43 o Cx45.

Luego de inducir la apertura de HCs formados por Cx39, Cx43 6 Cx45, con una
solucién salina alcalina con cationes divalentes (Ca*/Mg?"), se observé que la
apertura de los HCs-Cx43 y —Cx45 permitieron el ingreso de Ca** a las células
desde el medio externo, lo que se demuestra debido a que las células
parentales, que no expresan HCs, no presentaron un aumento significativo ni
en la captacién de Etd*, ni en la sefial de Ca®" intracelular. Estos resultados
son consistentes con los descritos por Schalper y col. (2010), que previamente
demostraron que una solucién salina alcalina (pH 8,5) aumenta la captacioén de
Etd" y la permeabilidad de la membrana celular al Ca®*, en células HeLa-Cx43.
Schalper y col. (2008) ademas sugirieron que los HCs-Cx45 expresados en
células Hela tratadas con FGF-1 son permeables al Ca**, lo que implica que
mas de un mecanismo de apertura de los HCs favorece el ingreso de Ca®" a

las células a través de HCs-Cxs.

Es importante mencionar que la apertura de los HCs no es

necesariamente una condicién para el aumento de la sefial de Ca®" intracelular,
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ya que las células que expresan HCs-Cx39 a pesar de aumentar su captacion
de Etd+, no aumentan significativamente su permeabilidad al Ca**. En el caso
de los HCs-Cx39 no se ha descrito nada respecto a su permeabilidad a iones
incluyendo el Ca®*, lo cual aporta un nuevo conocimiento sobre este tipo de Cx,
que se podria replicar con otros estimulos, como por ejemplo cambios de
voltaje O inhibicibn metabdlica como ha sido demostrado para la Cx32
(Sanchez et al., 2009) y la Cx26 (Sanchez et al., 2010).

Estrés oxidativo y muerte de células HeLa-Cx39, Cx43 6 Cx45 expuestas a
pH extracelular alcalino.

En las células HelLa-Cx43 6 HelLa-Cx45 se visualizd la entrada de Ca?'
inducida por una solucién salina con pH alcalino (pH 8,5) las que mostraron un
aumento del estrés oxidativo (aumento de TBARS) y un incremento en la
mortalidad celular. Por el contrario, las células HeLa-Cx39, no mostraron un
aumento significativo en el estrés oxidativo ni en la muerte de células, lo que se
asocia a la ausencia o baja permeabilidad al Ca?*, ya que ha sido demostrado
que el aumento del influjo de Ca** al medio intracelular puede activar distintas
vias que aumentan la generacion de ERO y ERN, promoviendo la apoptosis
celular (Powers et al., 2010). Ademas ha sido reportado, que la apertura de
HC-Cx43 disminuye los niveles de antioxidantes enddgenos. Es asi como, en
una linea celular epitelial renal, LLC-PK1, que no expresa HCs-Cx43, y células
transfectadas con el gen de la Cx43, se comprob6 que la incubacién con 30
UM Cd?* genera apertura de los HCs-Cx43 y posterior a esta apertura se
genera un aumento del estrés oxidativo en las células, debido a que
disminuyen los niveles intracelulares de glutation reducido (GSH) y aumentaron
los niveles extracelulares de GSH, lo que finalmente se tradujo en muerte
celular (Fang et al., 2011). De este modo, seria interesante investigar en el
futuro si la apertura de HCs-Cxs en células expuestas a un medio con cationes
divalentes, se asocia a la pérdida de los niveles de GSH intracelular y un

aumento de los niveles extracelular de este compuesto antioxidante.
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Estrés oxidativo en musculo esquelético denervado y el papel de los

hemicanales formados por Cx43 o Cx45.

Dentro de esta investigacion se observé que los niveles de TBARS en el
musculo denervado de ratones mutantes (deficientes de Cx43 y Cx45) fue
menor que el de musculos denervados de ratones silvestres, lo que indica que
la ausencia de HCs-Cx43 y HCs-Cx45 en las miofibras disminuye
considerablemente el estrés oxidativo en musculos esqueléticos. Esto podria
explicarse segun la informacion planteada anteriormente, es decir por la
ausencia de canales que permiten el ingreso del Ca®" a las células. En apoyo a
esta observacion, se ha descrito que la ausencia de Cx43 y Cx45 en las
miofibrillas de ratones atenda drasticamente la atrofia inducida por
denervacion, ya que el area de seccidn transversal de miofibras es
considerablemente menor en musculos denervados de ratones silvestres que

en los de ratones con musculos deficientes en Cx43 y Cx45 (Cea et al., 2013).

Es importante mencionar que en los musculos gastronecmios
denervados y no denervados de los ratones silvestres o mutantes, los niveles
de TBARS fueron mayores en los musculos no denervados que en los
musculos denervados de los mismos animales, lo que puede deberse a que en
el musculo esquelético, la produccion de anién radical superoxido mitocondrial
es mayor durante el ejercicio muscular intenso cuando la necesidad de ATP es
alta y es mas bajo durante los periodos de inactividad muscular cuando el
requisito de ATP es minimo (Powers & Jackson 2008). Asi, durante los
periodos de baja actividad muscular o nula actividad muscular no existente (por
ejemplo, inmovilizacion o denervacion), la produccién de ERO mitocondrial es
baja. Por lo tanto, la contribucién mitocondrial por lesion oxidativa mediada por

desuso muscular puede ser menor (Powers et al., 2005).
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Efecto bloqueador de HCs de los antioxidantes en células HeLa-Cx43.

Respecto al efecto de distintos antioxidantes sobre la apertura de HCs-Cx43,
se determind que la actividad de los HCs se reduce principalmente con Tempol
(500 pM) y Resveratrol (200 uM), lo cual es un importante foco de investigacion
en el futuro, ya que ha sido descrito que el uso de algunos antioxidantes
previenen la atrofia muscular, pero no siempre ejerciendo su rol directo como
antioxidantes en la disminucion de ERO 6 ERN, lo que sugiere la participacion
de un mecanismo de accion desconocido de los antioxidantes en la reduccion
de la atrofia muscular (Servais et al., 2007). Ademas, estudios previos sugieren
gue Tempol y Resveratrol protegen al musculo esquelético de la influencia de
ciertas condiciones catabdlicas (Halter et al., 2010; Alamdari et al., 2012). Sin
embargo, los mecanismos por los que dichos compuestos reducen la pérdida
de masa muscular no ha sido aclarada y el efecto bloqueador de HCs-Cxs,
demostrado en el presente trabajo, ofrece una posible explicacion a los efectos
anti-atroficos. Sin lugar a dudas, es importante seguir realizando mas
experimentos para dilucidar con mayor exactitud en modelos in vivo el

mecanismo de accion del Tempol y Resveratrol sobre la atrofia muscular.

35



CONCLUSIONES

-Los HCs-Cx43 o0 HCs-Cx45, pero no los HCs-Cx39, son permeables a Ca**, al
ser activados con una solucion salina alcalina (pH 8,5).

-La apertura de los HCs-Cx43 o HCs-Cx45 inducida por alcalinizacion favorece

la generacion de TBARS y la muerte celular.

- La ausencia de HCs-Cx43 y HCs-Cx45 en musculos esqueléticos reduce los

niveles de TBARS inducidos por denervacion

- Los antioxidantes Tempol y Resveratrol, pero no NAC, son inhibidores de
HCs-Cx43.
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ANEXOS
Participacion en congreso internacional:

VIII International Congress, Society for Free Radical Biology and

Medicine, South American Group. Buenos Aires. Argentina. Octubre 2013.

Activation of connexin 43- or 45-based hemichannels allows the increase

of intracellular Ca®* inducing ROS production and cell death
'Urrutia C., “*Cea LA., "*Saez JC.

'Departamento de Fisiologia, Pontificia Universidad Catélica de Chile, Santiago
Chile.

%Centro Interdisciplinario de Neurociencias de Valparaiso, Valparaiso, Chile.

Connexin (Cx) proteins form hemichannels (HCs) at the cell membrane,
communicating the intra- and extra-cellular medium, allowing transfer of ions
and small molecules. Here, we evaluated the involvement of HCs formed by
Cx39, Cx43 or Cx45, in Ca*" influx, ROS generation and cell death. HeLa cells
not transfected (parental) or stably transfected with Cx39, Cx43 or Cx45 were
incubated in Kreb’s solution (pH 7.4 or 8.5) with or without divalent cations or
carbenoxolone (a HCs-blocker). We evaluated the activity of Cx HCs (ethidium
uptake), Ca*" influx (FURA-2), ROS generation (TBARS) and cell death
(propidium iodide staining). The extracellular alkalinization (pH 8.5, 30
minutes) induced opening of all HC types, and increased the intracellular Ca®*
concentration, only in HelLa cells transfected with Cx43 or Cx45, which was
correlated with ROS generation and cell death (~3 hours later). In addition, the
absence of extracellular Ca®" or inhibition of Cx HC prevented cell death.
Therefore, we propose that cell death induced by alkalization is favored by
opening of HCs permeable to Ca**. Furthermore, the intracellular Ca?* overload

would be direct mediator of ROS generation and cell death.
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Participacion en congreso nacional:

LV Reunién Anual Sociedad de Biologia de Chile XXVIl. Reunion Anual
Sociedad Chilena de Ciencias Fisioldgicas. Puerto Varas. Chile. Noviembre
2012.

La activacion de hemicanales formados por conexinas aumentan la

generacion de ERO y promueven la muerte celular.

Urrutia C., Cea LA., Hernandez R., Velarde V., Saez JC. Departamento de
Fisiologia. Pontificia Universidad Catdlica de Chile. chiomar@gmail.com

Las conexinas (Cxs) son proteinas integrales de membrana, que forman
hemicanales (HCs), los que comunican el medio intra y extracelular, al permitir
el paso de iones y moléculas pequefias. En el presente trabajo se estudid sila
activacion de los HCs formados por las Cxs (HCs Cxs) 43 6 45 induce la
generacion de especies reactivas de oxigeno (ERO) y la muerte celular. Se
utilizaron células HelLa transfectadas con Cx43 6 Cx45, y células HelLa no
transfectadas (parentales, grupo control), incubadas en medio extracelular a pH
7,4 6 pH 8,5, en ausencia o presencia de cationes divalentes (Ca®*/Mg®") o de
La®>*, como bloqueador de HCs Cxs. Se analizé la actividad de HCs Cxs
(captacion de etidio), el contenido de malondialdehido (TBARS) como indicador
de estrés oxidativo y la muerte celular (tinciébn con ioduro de propidio). Los
resultados indican que los HCs Cxs son activados por la alcalinizacion, lo que
aumenta las ERO e induce muerte celular, que es evitada por la ausencia de
cationes divalentes extracelulares. Por lo tanto, la apertura de los HCs Cxs
favorece el ingreso de cationes divalentes y precede la generacion de ERO y

muerte celular.
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