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RESUMEN

Panexina 1 (Panxl) y Panexina 3 (Panx3) son proteinas integrales de membrana que
comparten homologia de secuencia con la familia de proteinas de uniones en hendidura
(UH), inexinas (Inxs). Ambas, se expresan en la piel de mamiferos. Para investigar el
papel de las Panxs en la migracion de los fibroblastos, se emplearon fibroblastos
dérmicos de embrionarios de rata de estadio 18 (E18), ratdn tipo salvaje y humano.

En este estudio, se determinaron los niveles de Panx1 enddgena en los fibroblastos de las
especies estudiadas. Mediante westernblot se detectd la expresion de Panx1 (~48 kDa) y
sus diferentes isoformas glicosiladas en los fibroblastos de todas las especies estudiadas.
Ademas, se observaron altos niveles de Conexina 43 (Cx43) en los distintos tipos de

fibroblastos.

Por otra parte, se realizaron analisis de RT-PCR, para estudiar la expresion de mRNA de
Panx1l y Panx3 en los fibroblastos, se observo que el mMRNA de Panxl se encuentra en
los fibroblastos de ratén tipo silvestre, por otra parte, se utilizd6 un control negativo que
fueron fibroblastos de raton knockout para la Panx1l (KO-Panx1), el mMRNA de Panxl1l no
se encontré en estos ratones. El mRNA de la Panx3 se encuentra en los fibroblastos tanto
de raton tipo silvestre y el KO-Panx1. Con estos resultados, se estudio el papel de los

hemicanales formados por conexina y panexinas en la migracion de los fibroblastos.

Mediante la utilizacién de bloqueadores especificos de hemicanales de Cx43 (péptidos
miméticos de asa extracelular, La®*") y de bloqueadores quimicos de Cxs, encontramos
que la migracién de fibroblastos no se afecta por accién de estos blogueadores. Por lo
tanto, en los ensayos de migracion de fibroblastos, los hemicanales de Cx43 no

participarian en las vias de regulacion de la migracion.

Por otra parte, utilizando estrategias experimentales similares a las descritas
anteriormente se estudid la participacion de los hemicanales de Panexinas, Panxl y
Panx3, en la migracion de los fibroblastos. Al bloquear los hemicanales de Panx existe un
aumento en la migracion de los fibroblastos, y a las ocho horas de tratamiento con el

péptido mimético °Panx (que tiene 100% de homologia con la primera asa extracelular de



la Panx1 y un 80 % de homologia con la de la Panx3) hay un ~60% de disminucién del
area de la herida del cultivo. Se determino que la Panx3 podria tener un rol en la
migracion de los fibroblastos ya que en los ensayos de migracion de fibroblastos de raton
KO-Panx1, también el tratamiento con el °Panx mejora la migracién en un ~60%. Por
Gltimo, se determind que el bloqueo de los receptores purinérgicos P2X; no afecta la
migracién de los fibroblastos; por lo tanto, el ATP no cumple una funcién principal en la

migracién de los fibroblastos.



MARCO TEORICO

La familia de proteinas de canal llamadas Panexinas (Panxs), es una nueva clase de
glicoproteinas integrales de membrana que se han identificado por compartir homologia
de secuencia con las proteinas de invertebrados llamadas inexinas (Inxs), y se propuso
que las Panxs comparten caracteristicas funcionales con las proteinas de unién en

hendidura (UH), llamadas conexinas (Cxs) (Panchin, Kelmanson et al. 2000).

A diferencia de la familia de Cxs que se compone de 21 miembros, la familia de Panxs se
compone soélo de tres genes (Panxl, Panx2 y Panx3) (Baranova, Ivanov et al. 2004).
Estas proteinas tienen similitud topoldgica, pero homologia minima de aminoacidos en
comparacion a las otras proteinas de UH. Esta familia de proteinas integrales de
membrana se identificd por primera vez en mamiferos en el afio 2000 por Panchin y sus

colegas (Panchin, Kelmanson et al. 2000).

Si bien, no existe homologia de secuencia entre Panxs y Cxs, las tres familias de las
Panxs exhiben una topologia similar a Cxs, con cuatro dominios de transmembrana, dos
asas extracelulares (EL), y un asa intracelular (IL), un amino terminal (NT), y un carboxilo
terminal (CT) expuesto al citoplasma (Baranova, Ivanov et al. 2004; Boassa, Ambrosi et
al. 2007) (Figura 1). Entre los miembros de la familia de Panxs, la region del NT es el
dominio més altamente conservado, mientras que la méas alta variabilidad de secuencia se

encuentra en el dominio CT (Yen and Saier 2007).

Los oligdbmeros de Panxs a menudo son llamados panexones (Figura 1) (Boassa, Ambrosi
et al. 2007), siguiendo la nomenclatura establecida para Cxs donde los oligbmeros se
denominan conexones o hemicanales (HC) (Saez, Berthoud et al. 2003).



Panexina 1 (Panx1)

Distintos niveles de Panxl se expresan de forma ubicua en tejidos de mamiferos,
determinados mediante andlisis de Northernblots (Baranova, Ivanov et al. 2004).
Especificamente se expresa en el sistema nervioso central, también se expresa en el
corazoén, pulmén, cartilago de la oreja y cola de ratones, etc. Ademas de expresarse en la
piel, especialmente en los queratinocitos y miofibroblastos (Bruzzone, Hormuzdi et al.
2003; Baranova, Ivanov et al. 2004).

Se ha demostrado que Panxl se activa por estrés mecanico, lo que indica que podria
funcionar, en parte, en el proceso de mecanotransduccién (Bao, Locovei et al. 2004).
Dentro de otras de las funciones en las cuales podria participar Panx1, es en la ruta de
sefializacion paracrina mediante la formacion de canales de membrana que son

permeables a ATP (Locovei, Scemes et al. 2007),

Participa en la respuesta inmune mediante la asociacion con el receptor P2X
desencadenando una cascada de sefializacion (inflamasoma) involucrada en la activacion
de la caspasa-1 y el procesamiento de la interleucina 13 (1L-1p) proveniente de
macrofagos (Pelegrin and Surprenant 2006). Ademas, Panx1 ha sido implicada en la fuga

de Ca** desde el reticulo endoplasmatico (Vanden Abeele, Bidaux et al. 2006).

Por otra parte, Panxl se encuentra predominantemente en la superficie celular y en la
superficie intracelular de los queratinocitos humanos. Lo que sugiere que esta Panx
podria tener distintas funciones en la diferenciacién de la piel, el mantenimiento o la

regeneracion de esta (Penuela, Bhalla et al. 2007).

Panexina2 (Panx2)

El transcrito de Panx2 parece mas restringido a varias areas del cerebro humano adulto.
El analisis de Northenblot revela altos niveles de transcripcién de Panx2 en el cerebro de
roedores, la medula espinal y de los ojos, y bajos niveles en tiroides, rifion e higado
(Bruzzone, Hormuzdi et al. 2003).



Panexina3 (Panx3)

Panx3, se encuentra expresada en células como los osteoblastos, fibroblastos sinoviales,
ademas de tejidos como cartilago del oido interno, en bajos niveles transcripcionales en
extractos de hipocampo humano (Baranova, Ivanov et al. 2004).

Se ha demostrado que Panx3 exhibe dos formas de ~43 kDa y ~70 kDa en la piel
(Penuela, Bhalla et al. 2007).

Por otra parte, al igual que Panxl, Panx3 se encuentra predominantemente en la
superficie celular y en localizaciones intracelulares en los queratinocitos, o que podria
implicar que Panxl y Panx3 estarian participando en diversas funciones en la
diferenciacién de la piel, mantenimiento o regeneracién de esta, Panx3 participa en la
diferenciacién de los queratinocitos (Celetti, Cowan et al. 2010). Sin embargo, no se

conoce si Panx3 se expresa en fibroblastos.



Panx1 Panx2 Panx3

Panexon

Figura 1: Topologia membranal de los tres miembros de la familia de Panxs y formacién de
panexones. Las Panxs son proteinas con cuatro dominios de transmembrana, tienen dos asas
extracelulares (EL1-EL2), ademas de un asa intracelular (IL), amino terminal (NT) y carboxilo

terminal (CT) (Penuela, Gehi et al. 2012).



Modelos genéticamente modificados

Para los estudios de las funciones fisiologicas de Panxs, diversos grupos cientificos han
generado modelos de ratones con delecion de genes especificos (knockout (KO)). Dada
la expresién ubicua de Panx1 en muchos tejidos de raton, en el caso del ratébn KO-Panx1
mayoritariamente los autores no reportan alteraciones importantes en la anatomia y en la
salud general de estos ratones. Con el primer estudio con KO-Panxl, se realizaron
cultivos cocleares, en los cuales se demostré que los HC de Cx26 y Cx30, y no en los HC
de Panxs, son responsables de la propagacion de ondas Ca?* intracelular inducidas por
ATP (Anselmi, Hernandez et al. 2008).

Se han estudiado otros ratones KO-Panx1 en los que se ha demostrado que la Panx1 no
se requiere para la activacion de inflamasoma pero si es necesaria para la liberacion de
factores quimiotacticos como sefiales para activacion de las células fagociticas y para la
apoptosis (Scemes, Suadicani et al. 2007). Dada la aparente morfologia y fisiologia
normal que presentan los ratones KO-Panx1, es posible que la compensacién de otros

miembros de la familia de las Panxs esté en juego (Penuela, Gehi et al. 2012).

Bloqueadores de Panxs y Cxs

Ambas proteinas, Panxs y Cxs, tienen una alta sensibilidad a farmacos de uso habitual,
los cuales bloguean HC como lo hace, por ejemplo carbenoxolona (CBX). La CBX es una
molécula conocida por ser capaz de inhibir algunos subtipos de proteinas formadoras de
HCs; actla con gran eficacia sobre HCs de Panxs (en el rango UM de concentracion) y en
altas concentraciones también puede inhibir los HCs de Cxs. Ademas, CBX también
inhibe el receptor P2X; en concentraciones micromolares (Benfenati, Caprini et al. 2009).

Probenecid, es otro farmaco utilizado para bloguear Panxs, es utilizado para el
tratamiento de la gota; el mecanismo de accién es desconocido, aunque se pensaba que
actuaba sobre los transportadores de aniones organicos, sin embargo, no se descarta que
el mecanismo sea a través del bloqueo de los HCs de Panxs. Se ha demostrado que
Probenecid afecta la liberacién de ATP, lo cual conduce a la sugerencia de que la



liberacion de ATP ocurre por un transportador de aniones organicos, aunque el ATP
también podria liberarse a través de HCs de Panxs. Probenecid inhibe las corrientes
mediadas por canales de Panxl, pero este farmaco no afecta los canales formados por
Cxs (Silverman, Locovei et al. 2008).

Ademas, existen péptidos miméticos que corresponden a partes especificas de la proteina
a estudiar, muchos de estos péptidos miméticos corresponden a secuencias de
aminoécidos de las asas extracelulares, y son capaces inhibir de manera mas especifica
a los canales formados por Cxs y Panxs (D'Hondt, Ponsaerts et al. 2009). Sin embargo,
Pelegrin y cols. (2006) describieron que el péptido mimético °Panx, también bloquea los
canales de Cx46, pero a concentraciones muy altas, estos datos con consistentes son la

homologia estructural entre Cxs y Panxs.

En esta unidad de investigacion se utilizaran los péptidos; P5 y *°Panx, donde el P5
corresponde a una secuencia de aminoacidos de la segunda asa extracelular de la Cx43
(Davidson, Green et al. 2012). El péptido mimético de Panxl (llamado °Panx),
corresponde a una secuencia de aminoacidos de la primera asa extracelular de la Panx1,
este péptido bloqguea UH y HC de Panxl (Pelegrin and Surprenant 2006). Finalmente, se
utiliza La®*", que bloquea HC de Cxs pero no de Panxs (Pelegrin and Surprenant 2006).

Receptor P2X; y Panxs

Los receptores de nucledtidos extracelulares (los receptores P2) son un foco de creciente
de atencién en la biologia. Por ejemplo, el ATP extracelular causa la vasodilatacion,
probablemente mediada por la liberacion de 6xido nitrico, o, alternativamente, la
vasocontraccion, probablemente mediada por la estimulacion directa de receptores
purinérgicos en las células musculares lisas. Ademas, el ATP induce la secrecion de
citoquinas, la quimiotaxis de células inflamatorias, proliferacion de células musculares

lisas, o citotoxicidad (Boarder and Hourani 1998), entre muchas otras funciones.

Efectos de nucledtidos extracelulares estdn mediados por la activacion de dos familias
distintas de receptores de superficie celular, P2X y P2Y. Recientemente se ha investigado
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la expresion y funciéon del receptor P2X; en fibroblastos humanos, ademas se ha
descubierto que las respuestas mediadas por P2X; en fibroblastos humanos se potencian
cuando estas células se cultivan en presencia de glucosa (Ralevic and Burnstock 1998).

El receptor P2X; es un receptor P2 mas intrigante por su capacidad para experimentar
una transicion de poro que genera una membrana selectiva permeable a moléculas

hidréfilas de masa molecular de hasta 900 kDa (Solini, Chiozzi et al. 2000).

Al parecer Panx1 se expresa en todas las células que liberan ATP a través de canales. Un
ejemplo notable, es el sistema vascular periférico, en el que se desencadena la liberacién
de ATP. El mecanismo de liberacion de ATP se debe activar por unién del ATP al receptor
purinérgico. El canal de Panxl cumple con este criterio, ya que, se activa por ATP
extracelular, a través de receptores purinérgicos (Pelegrin and Surprenant 2006). Tanto
los receptores metabotrépicos P2Y y el receptor ionotrépico P2X; son capaces de activar
canales de Panxl. La activacién de HC de Panx1 por ATP a través del receptor P2X; no
requiere calcio extracelular. Ademas el receptor P2X; co-inmunoprecipitado con Panx1,
sugiriendo que el mecanismo de activacién puede ser por interaccién proteina-proteina

(Anselmi, Hernandez et al. 2008)

Migracién Celular

La migracion celular es un proceso fundamental que no sélo tiene un papel crucial en la
vida temprana que se produce cuando ocurre la embriogénesis. También es esencial para
muchas funciones fisioldgicas del organismo adulto, por ejemplo para la vigilancia inmune,

la angiogénesis y la cicatrizacion de heridas, etc. (Kameritsch, Pogoda et al. 2012).

Estudios han demostrado que una disminucién en la expresién Cxs, especialmente Cx43,
es necesaria para la cicatrizacién eficiente de heridas (Goliger and Paul 1995). Agentes
gue reducen la expresion del gen de Cx43, en incisiones en ratones normales aceleran el
cierre de la herida (Kretz, Euwens et al. 2003; Qiu, Coutinho et al. 2003; Mori, Power et al.
2006).
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En ratones KO-Cx43, al reducir la expresion de los genes de Cx43 se produce un cierre
acelerado de la herida en la piel de estos ratones (Kretz, Euwens et al. 2003).

La utilizacion de péptidos miméticos aumenta las tasas de migracion celular y cierre de la
herida en los queratinocitos epidérmicos de raton (Kandyba, Hodgins et al. 2008), los

gueratinocitos y los fibroblastos dérmicos de humanos (Wright, van Steensel et al. 2009).

Antecedentes previos sobre la migracién, muestran que el bloqueo de UH favorece la
migracion celular. Utilizando los péptidos miméticos para la Cx43, GAP 26 y GAP 27, se
observé que donde las UH se encontraban bloqueadas, la migracion se vio favorecida
(Churko, Shao et al. 2011). Otros estudios sugieren que la modulacion de la Cx43 de la
direccion de la migracién de las células consiste en la regulacion de la dinamica de
tubulina, mientras que la comunicacién celular mediada por canales de uniones en
hendidura (GJCh) de Cx43 puede ser prescindible (Francis, Xu et al. 2011). Sin embargo,
hay quienes sugieren que existe un aumento de la expresion de Cx43 en la migracion
celular de fibroblastos (Huang, Cooper et al. 1998). No se ha estudiado el papel de los

HCs de Panxs en este proceso de migracion celular.

En esta unidad de investigacidon, estudiaremos la expresion de las Panxs en los
fibroblastos dérmicos, y el rol que podrian tener los HC de Panx1 en la migracion de los
fibroblastos, para esto se utilizaran fibroblastos dérmicos, de raton tipo silvestre,
embriones de rata de estadio 18, y humano.

Parte de los antecedentes que me permiten fundamentar este trabajo, se derivan de
resultados previos descritos en la tesis de Catherine Estay (no publicados). En la tesis de
Catherine Estay se determiné que durante la migracion de los fibroblastos de rata las
células migrantes captan el trazador fluorescente bromuro de etidio desde el medio
extracelular (Figura 2, siguiente hoja), aun en presencia de calcio extracelular y de La*',
condicién que bloquea HCs de Cxs. Estos datos siguieren que existe una via de captaciéon
independiente de los HCs de Cx que se activa durante la migracion de los fibroblastos,
Nosotros proponemos que esta via alternativa es a través de HCs de Panxs y que ellos

participan en la regulacion de la migracion.
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Figura 2: Los fibroblastos migrantes presentan HCs funcionales. Se evidencio la incorporacion del
trazador fluorescente etidio en fibroblastos migrantes en presencia de 2 mM Ca®" extracelular. (A-L) se
muestran imagenes fotogréficas de tiempos representativos durante la migracién de fibroblastos en periodos
de tiempo de cada dos horas hasta las ocho horas de experimento. (M) Grafica representativas del aumento
de intensidad de fluorescencia por célula durante un curso temporal de incorporacién de etidio. Las fotografias
analizadas fueron tomadas cada 1 minuto durante 30 minutos (Estay Catherine et al., 2011; resultados no

publicados).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Se determindé mediante estudios preliminares en nuestro laboratorio en procesos de
migracién celular en fibroblastos existe un aumento en la captacion de trazadores
fluorescentes en los fibroblastos migrantes que se encuentran cercanos a la herida del
cultivo; a medida que transcurre el tiempo de migracion sigue aumentando la captacion
por un mecanismo insensible a calcio extracelular. Ademas, estudios previos de otros
laboratorios muestran que los bloqueadores no selectivos de Cxs aceleran la migracién de

los fibroblastos.

Con estos antecedentes, nos planteamos que los HCs activos durante la migracién se
deben a HCs de Panxs, mas que a HCs de Cxs, por lo tanto nos preguntamos si las
Panxs se encuentran expresadas en los fibroblastos, y si ejercen una funcién en la
migracién de los fibroblastos. Ademas, se estudiara si esta funcion se encuentra asociada
a un posible complemento funcional de las Panxs y el receptor purinérgico P2X-, el que

previamente se ha determinado interacta funcionalmente y estructuralmente con Panx1.

Todas estas interrogantes se intentaran responder en esta unidad de investigacion.
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HIPOTESIS

“Los hemicanales de panexinas participan en las vias de regulaciéon del proceso de
migracion de los fibroblastos. La disminucion de la actividad de los HCs de Panxs
con bloqueadores especificos provoca un aumento en la migracion de los

fibroblastos”
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OBJETIVOS

OBJETIVOS GENERALES

Estudiar papel de hemicanales de Panxs y hemicanales de Cx43 en el proceso de

migracién celular in vitro de fibroblastos neonatales de ratén, rata y humano.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Estandarizar el cultivo celular primario de fibroblastos dérmicos neonatales de

raton.

2. Estudiar la expresion de Panxs en fibroblastos dérmicos.

3. Determinar si hemicanales de Panx o Cx43 regulan el proceso de migracion en los

fibroblastos dérmicos de las especies estudiadas.
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METODOLOGIA EXPERIMENTAL

1. Modelo Animal

Se utilizaron embriones de 18 dias de rata Sprague-Dawley, neonatos de ratén tipo
silvestre (C57BL10) y neonatos de ratén KO-Panx1 (C57BL10-Panx1), provenientes del
bioterio de la Facultad de Ciencias, Universidad de Valparaiso, en cumplimiento de todas

las normas éticas referidas a la utilizacion de animales.

2. Aislamiento y cultivo de fibroblastos dérmicos

Se utilizé el procedimiento descrito por Lichti y colaboradores (Lichti, Anders et al. 2008).
Los ratones se decapitaron e inmediatamente se les removi6 la piel bajo condiciones de
asepsia. Las muestras de piel fueron lavadas a lo menos cinco veces con una solucién
gue contenia PBS 1X suplementado con antibiéticos (penicilina 100 unds/ml y
estreptomicina 100 pug/ml, HyClone). Se realizé una disgregacion de la piel en una placa
de vidrio estéril de 100 mm, para facilitar las sucesivas digestiones con colagenasa Il (3
mg/ml, Worthington) se dejo incubando por 1,5 horas.

Luego de las 1,5 horas, el producto de las digestiones se transfirié a una placa de cultivo
de vidrio estérii de 100 mm, posteriormente, se cambi6o el medio por DMEM-F12
suplementado con 10% de SBF, los fibroblastos se dejaron proliferar durante 24 horas en
un ambiente controlado a 37°C, en una atmdsfera de 5% de CO, y 95% de humedad.

3. Ensayo Migracién Fibroblastos

Los fibroblastos que se encontraban a una confluencia del 100% fueron tripsinizados con
1,5 ml de Tripsin- EDTA 1X (HyClone). Se cultivaron en placas petri de 35 mm que
contenian en su interior cubreobjetos de vidrio de 25 mm, se mantuvieron en medio
DMEM-F12 (al 10% SBF). Posteriormente, se dejaron proliferar los fibroblastos durante 24
horas que se alcanza el 100% de confluencia, en un ambiente controlado a 37°C.
Transcurrido el tiempo, se mantuvieron los fibroblastos en medio DMEN-F12 (al 1% SBF)
por 24 horas antes del experimento, en un ambiente controlado a 37 °C, en una atmésfera
de 5% de CO,, 95% de humedad.
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Para realizar el ensayo de migracion se utilizé la técnica de dafio en el cultivo y
recuperacion (Wound Healing Assays). Se realizé el dafio en el cultivo con una punta de
200 pl, con la cual se trazé un camino a través de la placa (Figura 3), seguidamente se
cambiod el medio por HAM-F12 suplementado con SBF al 10%. Después, se procedid a
registrar fotografias recorriendo camino trazado por el dafio en el cultivo con el
microscopio invertido (Nikon Eclipse TE200-U) durante un curso de tiempos de 0, 2, 4, 6,

8, 12, 24 horas, todo esto se observo con el objetivo 10X.

Figura 3: Ensayo de la herida. Se realiza una herida en el cultivo celular, para luego observar el
cierre progresivo de la herida. (A) Células confluentes al 100%. (B) Con una micropipeta se realiza
una herida a través de la monocapa de células. (C) Se procede a medir el limite de la herida en la
pre-migracion. (D) Las células comienza el cierre progresivo de la herida por la migracién de las

células.

4. Bloqueadores Cxs y Panxs

Para los ensayos de migracion de los fibroblastos se utilizo bloqueadores especificos para
Cxs y Panxs, como péptidos miméticos para bloquear HC y UH, y también sustancias

guimicas.

Para el bloqueo de Cx43, se utilizo el péptido mimético, péptido 5 (VDCFLSRPTEKT, 200
UM, Auckland University), este péptido fue disuelto en 1 ml de HAM-F12, y se agregé a la
placa a utilizar, y se dej6 durante 20 minutos en la incubadora en un ambiente controlado
a 37°C, en una atmaosfera de 5% de CO,, 95% de humedad. Y el Scrambled P5 (200 pM,
Auckland University).

Para el bloqueo de Panx1 se utilizo el péptido mimético, péptido °Panx (WRQAAFVDSY,
200 uM, Tocris Bioscience), este péptido fue disuelto en 1 ml de HAM-F12, se dejo
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incubando 20 minutos, en un ambiente controlado a 37°C, en una atmésfera de 5% de
CO,, 95% de humedad. Ademas, de la utilizacién del Scrambled *°Panx (FSVYWAQADR,
200 pM, Tocris Bioscience).

También se utilizaron los blogueadores quimicos como CBX (100 uM, 5 uM, Sigma
Aldrich), Probenecid (200 uM, Sigma Aldrich) y Lantano (200 uM, Sigma Aldrich), cada
uno fue preparado en 1 ml de HAM-F12 suplementado con SBF al 10%, y se dejaron
incubar para su posterior analisis. Transcurrido el tiempo de incubacion, se prosiguio a
capturar las fotografias siguiendo el protocolo de migracién de fibroblastos descrito

anteriormente.

5. Electroforesis

Los fibroblastos se cosecharon en frio con una solucion de PBS 1X con PMSF (2 ul de
PMSF con 1 ml de PBS 1X). Con ayuda de un rastrillo de goma de borde liso, se raspé
suavemente la superficie de la placa para desprender la mayor cantidad de células
posibles. Una vez desprendidos los fibroblastos, se traspasaron a un tubo eppendorf de
1,6 ml, luego se centrifugé a 14000 rpm por cinco minutos en la ultracentrifuga.
Terminada la centrifugacién, cada muestra fue resuspendida en una solucidon que
contenia un coctel de inhibidores de proteasas y fosfatasas a un volumen que
representaba el doble de su pellet, y se procedié a romper las células en el sonicador de
vastago. Todo el procedimiento fue realizado sobre hielo. La cuantificacion de proteinas
se realiz6 con el flurémetro Qubit siguiendo las instrucciones del fabricante (Invitrogen).

La separacion de las proteinas se realiz6 mediante electroforesis en geles de
poliacrilamida al 10%. Para la deteccién se cargaron entre 100 a 75 ug de extracto
proteico segun la proteina a determinar. La electroforesis se realiz6é a un voltaje constante
de 70 V.

6. Inmuno Westernblotting

Una vez realizada la electroforesis, las proteinas se electrotransfirieron a una membranas
de PVDF (Amersham) en una camara de transferencia semiseca (BioRad). Las

membranas de PVDF tienen gran capacidad de union a proteinas y gran resistencia
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mecanica pero son hidrofobicas. Las membranas de PVDF fueron acondicionadas
primero en metanol, por treinta segundos, luego en agua destilada por diez minutos y
finalmente en tampdn de transferencia 1X, durante treinta minutos. Posteriormente, se
depositaron sobre la camara de transferencia (BioRad) 3 trozos de papel Whatman 3 mm,
de las mismas dimensiones del gel, humedecidos en tampdn de transferencia 1X, sobre
estos, se puso la membrana de PVDF previamente acondicionada, y sobre ella el gel que
contenia las muestras, finalmente se pusieron otros 3 trozos de papel Whatman 3 mm
humedecidos en Tamp6n de Transferencia 1X, sobre el gel. Se cerr6 la camara y se inicio

la transferencia a 17 V y 300 mA por una hora.

Una vez transferidas las proteinas, las membranas se bloguearon con tampén de bloqueo
(TBS 1X; Tween-20 0,05%, leche descremada 5%) durante 1 hora a temperatura
ambiente.

Posteriormente se incubaron con los anticuerpos primarios correspondientes seguin el
ensayo: Anti-rabbit Panx1l (Abcam, dilucion 1:1000), Anti-rabbit Cx43 (Sigma, dilucion
1:1000) y Anti-rabbit Panx1 (Inmunoprecipitado, dilucion 1:1000) toda la noche a 4°C con
agitacion suave. Posterior a la incubacién las membranas se lavaron 5 veces por 5 min en
TBS 1X/Tween-20 al 0,05%, e incubadas durante 1 hora a temperatura ambiente con los
anticuerpos secundarios Anti-Rabitt IgG-HRP (Jackson InmunoResearch, dilucion 1:5000)
Para detectar las proteinas, las membranas, previamente lavadas 6 veces con TBS
1X/Tween-20% al 0,05%, fueron incubadas con 2 ml de un reactivo quimioluminiscente
(ECL Plus, Amersham), durante cinco minutos en oscuridad, la membrana ya tratada fue
depositada sobre un cassette y sobre esta se puso una mica, para proteger la membrana,
luego sobre esta se puso una placa fotografica de las mismas dimensiones de la
membrana y se mantuvo en exposicion durante un tiempo suficiente para visualizar las
bandas. Luego la placa fotografica fue sumergida en una solucion reveladora fotogréfica,
hasta que se visualizaron las marcas en el film y se transfiri6 a una solucion fijadora
fotografica por cinco minutos, el film (BioMax Light Film, Kodak) fue lavado con agua

destilada y secado para el andlisis.
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7. Extraccion de RNA y RT-PCR para Panx1l y Panx3

El RNA total de los fibroblastos dérmicos se extrajo utilizando el kit SV Total RNA Isolation
(Promega) se sigui6 el protocolo descrito por el fabricante. La concentracién de RNA total
se determind midiendo la absorbancia a 260 mm, y se confirmé su integridad mediante su
migracién electroforética en geles de agarosa al 10% con Gel Star. Posteriormente, se
realizd la reaccion de transcriptapsa reversa, se utilizé un total de 5 pg de RNA para la
sintesis de cDNA con el kit SuperScript® Il First-Strand Synthesis System (Invitrogen), se
sigui6 el protocolo descrito por el fabricante. La concentracion del cDNA se determino
midiendo la absorbancia a 260 nm.

Posteriormente, para el PCR se realizé una reaccion total de 25 pl, mediante la utilizacion
de 12,5 ul de Green Taq PCR Master Mix (Promega), 0,1 pl de partidor sense, 0,1 ul de
partidor antisense y 12,3 ul de agua libre de RNasa.

Los partidores se disefiaron a partir de secuencias descritas en NCBI; se utilizo la
secuencia para Panxl1 de ratén (Secuencia de referencia: NM_019482.2) y para Panx3 de
ratén (Secuencia de referencia NM_172454.2), estos partidores fueron sintetizados en
IDT (Integrated DNA technologies).

Los cDNA de las distintas lineas celulares fueron amplificados usando los partidores
especificos para Panxl (sense: 5- CTC GGA CTT CTT GCT GAA GG-3’; y antisense: 5'-
GAT TCA GAA GCC TCT GGC GA-3) y para Panx3 (sense: 5-TAC ATG CTC TCT GAT
GCC CT-3’; y antisense: 5-TTT GAG GGT TCT AAG CCA GC-3’), con productos de
amplificado de 1235 pb y 1109 pb, respectivamente.

Todos los productos de reaccion fueron analizados después de 40 ciclos de amplificacion.
Cada ciclo estuvo dado por pasos consecutivos de 3 min a 95°C, 15 seg a 94°C, 54°C
(Panxl) y 53°C (Panx3) (Tm).

Los productos de PCR fueron analizados en gel de agarosa al 1% que contenia 5 ul de

Gel Star (Invitrogen). Se visualizaron bajo luz ultravioleta, las fotografias fueron
capturadas por el programa de ENDURO™ GDS Gel.
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8. Analisis de Datos

Para la migracion de fibroblastos se utilizo el programa ImageJ (http://rsbweb.nih.govi/ij/).
Con el cual se midié el area de la herida en un curso temporal de 0, 2, 4 ,6, 8, 12, 24
horas, los datos del &rea arrojados por programa ImageJ, fueron transformados a um?.
Para transformar los pixeles a pm?, con la regla del microscopio Nikon Eclipse TE200-U,
se fijo en area de un cuadrado de 10 um? cuya &rea equivale a 23700 pix?. El area del
cuadrado nos divide el area de la herida. El area de la herida de cada uno de los controles
se realizo la diferencia entre cada uno.

Los gréficos se realizaron con el programa Origin Pro 8 (OriginLab), en el cual se realizo

el andlisis con t-student, ademas de error estandar de cada uno de los controles.
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RESULTADOS

1. Obtencidén del cultivo primario de fibroblastos.

Debido a que la expresion de Cxs y Panxs puede variar dependiendo de la especie,
decidimos hacer un estudio en fibroblastos de tres especies. Se realizaron cultivos
primarios de fibroblastos dérmicos de rata, humano y raton tipo silvestre y KO-Panx1 (ver
métodos). De la extraccién de la piel de las especies estudiadas, se logro obtener una
confluencia del 100% del cultivo celular (Figura 4). La utilizacion de la enzima colagenasa
tipo Il, en tratamiento de los tejidos, permitié obtener una separacion mas eficiente de los

fibroblastos de los otros tipos celulares presentes en la piel de las especies utilizadas.

Figura 4: Cultivo celular de fibroblastos de distintas especies. Fotografias obtenidas en
contraste de fase con un microscopio de epifluorescencia invertido (Nikon Eclipse TE200-U). (A)
Cultivo de fibroblastos de rata E18. (B) Cultivo fibroblastos de ratén tipo silvestre. (C) Cultivo de

fibroblastos de raton KO-Panx1. (D) Cultivo fibroblastos de humano. Fotografias con aumento 10x.
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2. Expresiéon de panexinas 1y 3, en fibroblastos dérmicos

Se estudio la expresion de Panxs y de Cx43 en los cultivos celulares de fibroblastos
mediante la realizacion de un westernblot (ver métodos). El analisis por westernblot
confirma que los fibroblastos dérmicos de las distintas especies estudiadas expresan
Panx1l con la masa esperada de 48 kDa (Figura 5-A). También, se detectan diversas
isoformas glicosiladas de Panx1 (Figura 5-A).Como se esperaba, no se detectd expresion
de Panx1 en extractos de fibroblastos dérmicos de raton KO-Panx1l. Ademas de Panx1,
los fibroblastos dérmicos también expresan Cx43 (Figura 5-B).

Debido a que los anticuerpos comerciales de Panx1 podrian tener reaccién cruzada con
otras proteinas, ya que no contamos con anticuerpos para Panx3, se estudio la expresién
de Panxs a nivel de su transcrito mediante RT-PCR. Se confirma la expresion del mRNA
de Panxl y de Panx3 en fibroblastos de las tres especies, y la nula expresiéon del
transcrito de Panx1 en los cultivos de fibroblastos de ratobn KO-Panx1 (Figura 5).
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Figura 5: Expresion de Panxs 1y 3 y de Cx43 en fibroblastos dérmicos. (A) Westernblot de
Panx1, muestra la expresion de Panxl (~48 kDa), y sus diversas isoformas glicosiladas (Gly). (B)
Westernblot de Cx43 (~45 kDa), de extractos de fibroblastos de las tres especies estudiadas. (C)
MRNA Panx1 y Panx3 detectado por RT-PCR en Fibroblastos de ratén y rata. Representaciones
E18: fibroblastos de embriones de rata de estadio 18, Wt: fibroblastos de ratén wild type, H:
fibroblastos de humano, HP: Células HelLa Parental, KO-Panx1: fibroblastos de raton KO-Panx1.
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3. La inhibicidon de los Hemicanales de Panexina acelera la migracién de
los fibroblastos.

Los ensayos de migracion fueron realizados en un curso temporal de 24 horas, con
temperatura controlada de 37°C. En figura 6, muestra imagenes representativas del area
de la herida del cultivo y la posterior repoblacion del area dafada por migracién de los
fibroblastos contiguos a la herida. Este protocolo experimental se utiliz6 para todos los
experimentos de migracién que se presentan en esta tesis.

12 hr 24 hr

P5
100 m

Figura 6: El bloqueo de los de hemicanales de Panexinas aceleran la migracién de los
fibroblastos de rata. Imagenes representativas de los experimentos de migracién en un curso
temporal de 24 horas.

Cbx
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Encontramos que tanto Probenecid como °Panx, pero no P5 y La*, aceleran la
recuperacion del &rea dafiada del cultivo. A continuacion, se presentan cuantificaciones
de estos experimentos.

Se utilizaron bloqueadores especificos para HCs de Cx43, como el La** (200 pM), el
péptido mimético P5 (200 uM), y su control negativo, el péptido scrambled de P5 (Sc. P5;
contiene los mismos aminoacidos que el P5 pero en otra secuencia) (200 uM) y el
inhibidor no selectivo CBX (100 uM).

Como se observa en las curvas de disminucién del area dafiada del cultivo, existe una
paulatina recuperacion del cultivo, que llega casi a un 100 % de recuperacion a las 24 hrs
post dafio para los cultivos de las tres especies (Figura 7 A-C). Solo los tratamientos con
P5 aceleran levemente la migracion de los fibroblastos de todas las especies estudiadas
(Figura 7). Por el contrario, la incubacién con La*, que inhibe HCs de Cx, parece
desacelerar levemente la migracion de los fibroblastos humanos, lo que no se observa
para los fibroblastos de las otras especies (Figura 7-D, siguiente).
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Figura 7: Efecto de la inhibicién de los hemicanales de Cx43 sobre la migracion de
fibroblastos de rata, ratébn y humanos. Las curvas representan el curso temporal de reduccion
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del area dafiada por migracion de fibroblastos posterior a la herida en el cultivo en los distintos
tratamientos. (A) Migracion fibroblastos de rata E18. (B) Migracion fibroblastos de ratdn silvestre.
(C) Migracion fibroblastos de humano. (D) Consolidado de los resultados anteriores expresados
como reduccién del area dafiada a las 12 hrs de tratamiento, tiempo en el que en los controles se
recupera el 50 % del area. Resultados significativos comparados con el control (por t-Student) *p<
0,05, *p=<0,02. (n=10).

Estos resultados sugieren que la inhibicion de los HCs de Cxs no afecta mayormente la
migracion de los fibroblastos de las tres especies estudiadas. Por lo tanto, nos
preguntamos si al bloquear HC de Panxs se observaria la misma tendencia o un efecto
mas significativo. Es por esto, que se procedid a bloquear los HC de Panxs con
Probenecid (200 pM) y *°Panx (200 pM). Ademas de la utilizacién del péptido control Sc.
Panx, y del bloqueador no selectivo, CBX (5 uM).

En la Figura 8, se observa que tanto Probenecid como *°Panx inducen una significativa
aceleracion de la migracion de los fibroblastos de todas las especies estudiadas. A las 12
hrs de tratamiento, Probenecid y °Panx reducen en aproximadamente un 90% y 80% el
area dafiada de los cultivos de fibroblastos de las tres especies, muy por sobre el 50% de
reduccion observado en los cultivos controles o en aquellos tratados con el péptido control
Sc. °Panx (Figura 8-D). Estos resultados indican que el bloqueo de los HCs de Panxs
acelera significativamente la migracién de los fibroblastos independiente de la especie
estudiada. Sin embargo, el tratamiento con CBX (5 puM), a una concentraciéon que
supuestamente bloquea principalmente HCs de Panxs, no tiene efectos sobre la
migracién de los fibroblastos (Figura 8, siguiente hoja)
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transcurso de 24 horas. (A) Migracion fibroblastos de rata E18. (B) Migracién fibroblastos de raton tipo
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silvestre. (C) Migracion fibroblastos de humano. (D) Consolidado de los resultados anteriores expresados
como reduccion del area dafiada a las 12 hrs de tratamiento, tiempo en el que en los controles se recupera el
50 % del area dafiada. Resultados significativos comparados con el control (por t-Student) *p< 0,05, **p<0,02.
(n=10).

Como los bloqueadores utilizados son inespecificos y no discriminan entre los HCs de
Panxl o Panx3, se requiere de estrategias genéticas para resolver el papel de cada
Panxs. Para analizar el papel especifico de Panxl, se estudié las propiedades de la
migracién de los fibroblastos del raton KO-Panx1. Encontramos que existe una leve y no
estadisticamente significativa aceleracion del proceso de migracion en los fibroblastos
KO-Panx1 comparados con los fibroblastos del raton silvestre (Figura 9). Ademas, se
encontré que en los fibroblastos del raton KO-Panxl, tanto Probenecid como *°Panx
aceleran el proceso de migraciéon de manera similar a lo encontrado para los fibroblastos
del raton silvestre (Figura 10). Finalmente, los bloqueadores de los HCs de Cxs no
afectan la migracion de los fibroblastos KO-Panxl (Figura 10-A). Estos resultados
sugieren que en la regulacion del proceso de migracion, es Panx3 y no Panxl o Cxs la

mas relevante.
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Figura 9: Comparacion migracion fibroblastos raton con fibroblastos KO-Panxl. (A) Migracién

fibroblastos en un curso temporal de 12 horas. (B) Reduccion del area dafiada al cabo de 12 horas de

migracion, datos comparados con el control (por t-Student) *p< 0,05. (n=10).
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Con estos datos comparamos que es lo que sucede al bloquear HC de Cx43 y HC de

Panx en los fibroblastos dérmicos del raton KO-Panx1.
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Figura 10: Probenecid y Ypanx aceleran la migracion de fibroblastos de raton KO-Panx1. (A) Efecto del

bloqueo de HCs de Cx43 sobre la migracién de los fibroblastos KO-Panx1. (B) Efecto del bloqueo HC de Panx

sobre la migracion de los fibroblastos KO-Panx1. (C) Reduccién del area de la herida a las 12 horas de
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4. Los receptores purinérgicos del tipo P2X; no participan en las vias de

regulacion de la migracion de fibroblastos dérmicos

Debido a que se ha encontrado en estudios previos que la activacién de receptores
purinérgicos, como los del tipo P2X, se relaciona con la activacion de los HCs de
Panexinas, se estudio la participacion de los receptores purinérgicos del tipo P2X5, que se
expresan es los fibroblastos de diversas especies (Solini, Chiozzi et al. 2004), en el

proceso de migracion de los fibroblastos.
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Figura 12: Papel del receptor purinérgico P2X; en la migracion de los fibroblastos. Los fibroblastos
fueron tratados con el bloqueador A-740003 que es capaz de bloquear el receptor P2X; (1 pM). (A)
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Fibroblastos de rata E18. (B) Fibroblastos de raton tipo silvestre (C) Fibroblastos de humano. (D) Fibroblastos
de ratéon KO-Panx1. (n=2).

Encontramos que la incubacién con el bloqueador selectivo A-740003 (1 uM) no afect6 la
migracién de los fibroblastos de las distintas especies estudiadas. Estos resultados
indican que la activacién de los receptores P2X; no se requieren para la migracion de los
fibroblastos, sin embargo, no se descarta la participacibn de otro tipo de receptor
purinérgico, lo que serd estudiado en futuros trabajos.
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DISCUSION

Los ensayos de recuperacion de la herida en el cultivo, nos proporcionan varias ventajas:
(1) el ensayo se puede realizar en cualquier placa de cultivo, (2) las células se mueven en
una direccion definida, es decir, para cerrar la herida, (3) la superficie de ensayo se puede
recubrir con una matriz extracelular a eleccion antes del experimento, y (4) el movimiento
y la morfologia de las células se puede observar visualmente en tiempo real y las
imégenes capturadas durante todo el experimento permite la mediciones de la velocidad

de migracion.

El ensayo de recuperacion de la herida es particularmente adecuado para los estudios de
migracién celular direccional y regulacion mediante la interaccion de células con la matriz
extracelular (ECM) e interacciones célula-célula. La migracién de las células esta regulada

tanto por el ECM en las células y por factores solubles (Lipton, Klinger et al. 1971).

En este estudio, demostramos que Panxl se encuentra expresada en los fibroblastos de
raton, fibroblastos de embriones de rata de estadio 18 y en fibroblastos de humano. Los
andlisis por RT-PCR, nos demuestran que la Panxl se expresa en los fibroblastos de
raton tipo silvestre y en los fibroblastos E18. La Panx3, se expresa en los fibroblastos de
ratén tipo silvestre y en los fibroblastos KO-Panx1. Estos resultados aportan a los estudios
previos que describen la expresion de Panxl y Panx3 en la piel especificamente en

gueratinocitos (Celetti, Cowan et al. 2010).

La inhibicion de los HCs de Cxs, en particular Cx43, con péptido mimético P5 no afecto la
morfologia de los fibroblastos, y a su vez, no increment6 la reduccion del area de la
herida. Estos resultados son diferentes a lo reportado previamente por (Wright, Pollok et
al. 2012) en donde otro péptido mimético de Cxs, GAP27, acelera la migracion de

fibroblastos dérmicos de humano en condiciones de hiperglicemia e hipoglicemia.

El analisis de los resultados con CBX es complicado debido a que este bloqueador no es
selectivo de Cxs ni Panxs. Sin embargo, el hecho de que ni las dosis altas de CBX afecte
significativamente la migracién es contradictorio con la posible participacion de los HCs de
Panxs. Una posibilidad es que CBX no bloquee Panx3, o sea menos eficiente, no existe

en la literatura estudios detallados sobre el efecto de CBX en Panx3. Otra posibilidad es
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gue CBX sea metabolizada rapidamente y no sirva para experimentos de largo plazo,
como los de esta tesis. La CBX, es utilizada en la medicion de corriente de HC de Cxs,
que son experimentos de corto tiempo no mas de 40 minutos, también es utilizada, en
ensayos de funcionalidad de HC, los cuales también tienen una duracién de no mas de 30
minutos (Benfenati, Caprini et al. 2009). Los experimentos que nosotros realizamos en el

laboratorio tienen una duraciéon de 12-.24 horas.

Por otra parte, el péptido mimético para la Cx43, el P5, ejerce un efecto limitado en los
fibroblastos de ratdn tipo silvestre y en fibroblastos de humano (Figura 7). Al alinear la
secuencia de P5 con las especies estudiadas existe un 100% de alineamiento, por lo

tanto, quedaria descartado que no existe homologia de secuencia.

Con respecto al bloqueo los HC de Panx, el péptido °Panx que es especifico para Panx1,
acelera considerablemente la migracion en cada una de las especies; en cambio,
Probenecid, provoca una reduccion del area de la herida. En la bibliografia actual
Probenecid es un farmaco utilizado para bloquear HC de Panxl, en mismo caso, que

panx que bloquea HC de Panx1.

Por otra parte, el péptido mimético para la Cx43, el P5, ejerce un efecto menor en los
fibroblastos de raton y en fibroblastos de humano (Figura 7). Al alinear la secuencia de P5
con la Cx43 de las especies estudiadas existe un 100% de alineamiento, por lo tanto,
quedaria descartado que no existe homologia de secuencia.

Con respecto al bloqueo los HC de Panx, el péptido °Panx se lo ha presentado como
especifico para Panxl en diversos articulos. Sin embargo, la secuencia del péptido
mimético °Panx, tiene mas de 90% de homologia con la secuencia de Panx3, por lo
tanto, este péptido podria bloquear Panx3 en los fibroblastos KO-Panx1, y el efecto de
Probenecid en la migracion, se deberia al bloqueo de los HCs de Panx3, lo que acelera la
migracién. Estos experimentos sugieren que el los HCs de Panx3 podrian participar en las
vias de regulacion de la migracion de los fibroblastos. Para comprobar esta idea se
deberdn realizar experimentos en fibroblastos tratados con RNA de interferencia para

eliminar la expresién de Panx3.
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Panx3 parece cumplir un papel en la migracion de los fibroblastos, pero el mecanismo que
lleva a la migracion queda inconcluso, en esta investigacién propusimos que el
mecanismo que ayuda a los fibroblastos era por medio del receptor P2X-, el cual se
encuentra acoplado a la Panx1. Este receptor podria estar asociado a los HC de Panx3,
pero al bloquear con A-740003 que es un bloqueador especifico del receptor P2X,
(Honore, Donnelly-Roberts et al. 2006), no se ve afectada la migracién, lo cual puede
deberse a que el bloqueador lo utilizamos a muy baja concentracién. La participacion de
los receptores purinérgicos serd estudiada en el futuro con otros blogqueadores y con Bz-
ATP, que es un agonista selectivo de receptores purinérgicos P2X (Solini, Chiozzi et al.
2004).

La comunicacidon entre dos células adyacentes implica un diadlogo localizado en donde las
UH también pueden apoyar la formacién de redes celulares acopladas metabélicamente,
que proporcionan la propagacion de sefializacién regulada y de largo plazo. Se debe
agregar, que se encuentra descrito que la Cx43 parece tener un papel en la migracion,
aunque se ha interpretado que se debe a la formacion de UH. La comunicacién por UH es
ahora reconocido como un aspecto importante de la respuesta de la lesion cutanea (Qiu,
Coutinho et al. 2003). Sin embargo, no se ha estudiado consistentemente el papel de los
HCs de Cxs ni de Panxs. Esta tesis hace una contribucion al proponer que los HCs, en
especial de Panx son importantes reguladores de la migracion celular por un mecanismo

desconocido (Desplantez, Dupont et al. 2007).

Finalmente, los HC de Panx3 parecen jugar un papel importante en la migraciéon como la
activacion de un proceso que restringe la migracién. Como se encuentra descrito que la
Cx43 tiene un papel en la cicatrizacion, es posible que sea un complemento entre los HC
de Panx3 y HC de Cx43. Estas interrogantes, las podriamos responder mediante un
cultivo celular de fibroblastos provenientes de un ratén-KO-Panx1/Panx3, con este doble
KO podemos descartar la funcion de la Panxl y Panx3 al bloquear los HC con los
bloqueadores especificos para Panxs. También, una técnica con un 80% de certeza es

utilizar siRNA de Panxl1 y Panx3, ademas de un control con siRNA de Cx43.

Como proyeccién de posibles estudios en el laboratorio, se proponen realizar estudios in
vivo en ratén tipo silvestre, raton KO-Panxl. A los ratones, se le realizan heridas

localizadas en la piel y se someten a tratamientos con los péptidos miméticos y farmacos
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utilizados en esta investigacion. Estos tratamientos seran agregados a determinados
tiempos, y se capturan fotografias del avance de esta herida. Ademas, de realizar
estudios de histologia de la piel, a medida que va cicatrizando la piel, hacer una biopsia
de esta, por medio, de inmunohistoquimica estudiar la localizacién de Panxl1, Panx3 vy
Cx43. Pensamos que hay una proyeccion a la medicina regenerativa de la piel, en donde

la inhibicion de Panxs podria acelerar el proceso de cicatrizacion.
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CONCLUSION

Las Panxs estructuralmente son similar a Cxs pero distinta evolutivamente, estas se co-
expresan con Cxs en los vertebrados. Las propiedades basicas de los canales de Panxs,
asi como su regulaciéon son distintas de las de Cxs, lo que sugiere que ambas familias de
proteinas tienen funciones celulares especificas.

El presente estudio se demostrd que en fibroblastos de ratén y de embriones de rata de
estadio 18, se encuentra expresando las proteinas de UH, Cx43, y las Panxs, Panxl y
Panx3. En los fibroblastos KO-Panx1l se expresa Panx3. Por otra parte, al bloquear la
Panxs con Probenecid y péptido mimético *°Panx parecer promover la migracién en los
fibroblastos de las especies que se estudiaron. Estos resultados son muy alentadores, ya
gue, esta informacién puede ser Util para el crecimiento de nuevas estrategias para

mejorar la cicatrizacidn de las heridas.
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