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1- Resumen

Los astrocitos se encuentran funcionalmente acoplados a través de uniones en
hendidura o uniones "gap". Las uniones en hendidura estan formadas por cientos de
canales intercelulares o de unién generados por la aposicion simétrica de dos
hemicanales (o conexones) compuestos a su vez de seis subunidades proteicas, las
Conexinas. Los hemicanales o conexones son aportados por células adyacentes. Los
canales intercelulares permiten la comunicacion directa del fluido intracelular de dos
células vecinas . Las uniones en hendidura proveen la base morfologica para la
formacion de sincicios o redes funcionales entre astrocitos. En los ultimos anos,
evidencias crecientes indican que los hemicanales expuestos al medio extracelular
pueden actuar funcionalmente en la membrana que no forma union en hendidura aunque
la regulacion de los mismos recién comienza a entenderse.

Los astrocitos responden a diferentes noxas o estimulos mediante la adquisicién
de fenotipos neuroinflamatorios o reactivos. El FGF-1 es uno de los factores que han
sido involucrados como un inductor de reactividad glial.

En esta tesis estudiamos los efectos del FGF-1 en la comunicacion celular
mediada por canales compuestos de conexinas en el contexto de la reaccion inflamatoria
desarrollada por astrocitos espinales. Para ello utilizamos técnicas funcionales y de
deteccion inmune en cultivos primarios de astrocitos derivados de la médula espinal de
rata.

Nuestros resultados muestran que, (a) los astrocitos espinales expresan
hemicanales compuestos de Cx43 y Cx45, (b) el FGF-1 aumenta la cantidad de
hemicanales funcionales en la membrana que no forma unién en hendidura al tiempo
que reduce el acoplamiento intercelular, y (c) el aumento de la permeabilidad
dependiente de hemicanales requiere de la activacion previa de canales purinérgicos
ionotrdpicos y de la presencia de ATP en el medio extracelular.

La presencia de hemicanales funcionales expuestos en la membrana que no
forma unidon en hendidura, permitiria la liberacion de moléculas de sefializacion
parécrina tales como ATP, NAD" o glutamato al espacio extracelular posibilitando asi
la sincronizacion metabdlica sin la necesidad de una via de comunicacion intracelular

entre astrocitos reactivos.



2-Introduccion

Historicamente se habia asignado un papel pasivo a los astrocitos en las
funciones del sistema nervioso. El avance en las técnicas de biologia molecular y
bioquimica, la obtencion de cultivos primarios puros y la aproximacion molecular de la
actividad de canales i6nicos en los ultimos 20 afios, han permitido incrementar la
comprension de la fisiologia de los astrocitos. Esto ha generado una nueva perspectiva
en el conocimiento de la neurociencia, que obliga a replantearse el papel de estas células
en procesos neurobioldgicos tales como la neurotransmisién, la comunicacion
intercelular no-sinaptica, el desarrollo del sistema nervioso y la neurodegeneracion, e
incluso la cognicion.

La comunicacion intercelular entre astrocitos puede ser mediada por canales
compuestos de conexinas (Cxs). Los astrocitos se encuentran funcionalmente acoplados
a través de uniones en hendidura o "gap". Las uniones en hendidura estan formadas por
cientos de canales intercelulares o de unidon generados por la aposicion simétrica de dos
hemicanales (o conexones) compuestos a su vez de seis subunidades proteicas, las
conexinas. Los hemicanales o conexones son aportados por células adyacentes. Los
canales intercelulares permiten la comunicacion directa del fluido intracelular de células
vecinas. Por dicha propiedad, las uniones en hendidura proveen la base morfologica
para la formacion de sincicios o redes funcionales entre astrocitos.

El descubrimiento de hemicanales funcionales expuestos en la membrana que no
forma union en hendidura ha cambiado la concepcion de muchos cientificos dedicados
al estudio de la comunicacion intercelular mediada por canales de conexinas. Esta via
alternativa de comunicacion permitiria la sincronizacion de redes de astrocitos a través
del espacio extracelular sin la necesidad de una via intracelular.

Frente al estimulo de diversas noxas o agentes pro-inflamatorios, los astrocitos
adquieren cambios reactivos caracterizados por cambios morfologicos y aumento en la
produccion de mediadores de la inflamacién tales como factores de crecimiento,
radicales libres del oxigeno y diversas citoquinas. Todos estos mediadores inflamatorios
han sido sugeridos como candidatos para regular los procesos de comunicacion
intercelular mediada por canales compuestos de conexinas.

Esta tesis tuvo como objetivo el estudio de la regulacion de la comunicacion

intercelular mediada por canales compuestos de conexinas, en el contexto de una



reaccion inflamatoria desarrollada por los astrocitos espinales en cultivo ante la

exposicion al factor de crecimiento fibroblastico (FGF-1).

3- Antecedentes

3.1 Los astrocitos se comunican entre si a través de canales intercelulares formados

por conexinas

Las conexinas (Cxs) son proteinas integrales de membrana que oligomerizan en
hexameros, denominados conexones o hemicanales de las uniones en hendidura. La
aposicion simétrica de dos hemicanales en células adyacentes forma canales
intercelulares o de unioén, y un conglomerado de éstos forma las denominadas uniones
comunicantes, en hendidura o uniones “gap”. Esta unidon de baja resistencia eléctrica
permite el intercambio de iones, segundos mensajeros y moléculas de menos de 1kDa a
través de una via intercelular sin la intervencion del fluido extracelular (Giaume y
McCarthy, 1996; Bruzzone y Ressot, 1997). Mediante el empleo de trazadores de
permeabilidad de uso experimental como el Amarillo Lucifer (AL), Bromuro de Etidio,
(BrEt), o Neurobiotina que atraviesan las uniones en hendidura se ha podido estimar
que el didmetro equivalente del canal intercelular es aproximadamente 1.2 nm en
vertebrados y algo mayor en insectos (Schwarzmann y col, 1981), (figura 1). Las Cxs
constituyen miembros de una familia multigénica y son reguladas y expresadas de
manera especifica de acuerdo al tejido considerado (Bennett y col, 1991, Willecke y col,
2002). Al momento actual se han clonado y secuenciado 20 miembros en roedores y 21
en humanos (Sohl y Willecke, 2004). Las Cxs se denominan de acuerdo al peso
molecular (en kDa) predictivo de su secuencia génica. La Cx expresada principalmente
por los astrocitos en cultivo es la Cx43, aunque se han detectado bajos niveles de otras
Cxs, incluyendo Cx26, Cx30, Cx40, y Cx45 (Giaume y McCarthy, 1996; Dermietzel y
col, 2000; Rash y col, 2001).
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Figura 1 - Representacion esquematica de conexinas, conexones, canales intercelulares y uniones en

hendidura.

El diagrama muestra un mondémero de conexina, el ensamblaje hexamérico de conexinas para formar un conexén o
hemicanal y la aposicion de dos conexones para formar un canal intercelular dodecamérico. Los canales
intercelulares se agrupan a nivel de las uniones en hendidura que dejan a su nivel un espacio extracelular de 2 nm
(gap o hendidura) que separa las membranas plasmaticas adosadas de las células en aposicion. Cada canal intercelular
posee un poro central o canal axial que permite el intercambio directo de iones y moléculas entre los citoplasmas de

las células. Tomado de Goodenough et Paul, 2003.

La presencia de uniones en hendidura en astrocitos de mamiferos se ha
confirmado in situ por microscopia electronica y crio-fractura, tanto en la sustancia
blanca como en la gris (Dermietzel, 1976; Masa y Mugnaini, 1982). Los astrocitos en
cultivos confluentes estan funcionalmente acoplados a través de uniones en hendidura.
Las uniones en hendidura proveen la base morfoldgica para la formacion de sincicios y
redes funcionales en astrocitos. Estas redes son transitorias y dinamicas pudiendo
transmitir una variedad de sefiales para ajustar el tono de la actividad neuronal (Giaume

y McCarthy, 1996). Se ha propuesto que las uniones en hendidura participan en las

siguientes funciones de los astrocitos: disipacion y homeostasis de iones K™, aporte de

nutrientes metabodlicos a las neuronas, regulacion del volumen y de la proliferacion



celular y sefializacion intercelular de calcio a distancia entre astrocitos y entre astrocitos
y neuronas (ondas de calcio) (Giaume y McCarthy, 1996; Araque y col, 2001; Venance
y col, 2001; Hoffer y col, 2002).

3.2 Los canales compuestos por Cxs presentan selectividad ionica y metabdlica

Durante muchos afios se habia considerado que los canales intercelulares
compuestos por Cxs no presentaban selectividad al pasaje de iones o moléculas menores
de 1kDa; sin embargo, distintos estudios muestran que algunos de estos canales pueden
presentar cierta selectividad en su permeabilidad, aunque esta propiedad es diferente de
la clasicamente descrita para los canales idnicos sensibles al voltaje. La selectividad
ionica de estos ultimos, tales como los canales de sodio o de potasio sensibles al voltaje,
es de varios o6rdenes de magnitud mayor que la de los canales compuestos por Cxs.

Los primeros aportes que comenzaron a cambiar idea de la ausencia de
selectividad de los canales compuestos por Cxs provienen de Veenstra y colaboradores
(Veenstra y col, 1994). Ellos definieron coeficientes que relacionan la permeabilidad a
aniones y a cationes para distintos tipos de Cxs. Los coeficientes de permeabilidad
anion /cation fueron de, 0.12 para la Cx45 de pollo y 0.43 para la Cx37 humana.
Estudios mas recientes relacionan el coeficiente de permeabilidad para un catiéon o un
anion sobre un valor de referencia, la permeabilidad al potasio estimada por doble
fijacion de voltaje bajo configuracion célula entera (Valiunas y col, 2002; Goldberg y
col, 2004). Estos estudios mostraron que los coeficientes de permeabilidad al AL (PM=
443, carga eléctrica — 2) con relacion a la permeabilidad de potasio fueron 0.028, 0.01 y
0.0025 para la Cx43, Cx45, Cx40 respectivamente. Es de hacer notar que a pesar de que
la conductancia unitaria de los canales intercelulares de Cx45 (30 - 50 pS) es menor que
la de Cx40 (> 150 pS), la permeabilidad al AL en relacion con la de potasio, o dicho de
otra manera, el flujo de colorante por el canal, es mayor en los canales de Cx45 que en
los de Cx40. Por lo tanto no existe una correlacion entre la conductancia individual de
los canales intercelulares y sus propiedades de selectividad a solutos de cientos de kDa
como el AL o el BrEt. Bruzzone ya habia sugerido que este tipo de propiedades podria
ser explicado por la presencia de compartimentos metabolicos y/o idnicos formados
transitoriamente en los diferentes subestados de conductancia que muestran algunos

canales de Cxs (Bruzzone y col, 1996; Bukauskas y col, 1995; Moreno y col, 1995).



Algunos de los canales intercelulares compuestos por conexinas expresados en
astrocitos, presentarian permeabilidades selectivas que dependen del tipo de Cx que
forma el canal, es decir, conexina-especificas (Bruzzone y col, 1996). Los canales
compuestos por Cx43, muestran menor selectividad que los formados por las otras Cxs
(Cx40, Cx45, Cx26) expresadas por los astrocitos (Nicholson y col, 2000). En
particular, en los astrocitos el acoplamiento intercelular estd mediado principalmente
por canales intercelulares de Cx43, lo cual resulta ventajoso en el mantenimiento de la
homeostasis i0nica. La baja selectividad de los canales de Cx43 facilita la disipacion de
potasio y el equilibrio en las concentraciones intracelulares de metabolitos como el
ATP, el IP5 y la glucosa, a través del sincicio celular. Los canales intercelulares de Cx43
entonces permiten que se alcance mas facilmente el equilibrio en las concentraciones de
esos metabolitos a ambos lados de la membrana de unidn entre astrocitos acoplados, y
asi, en toda la red. Si el acoplamiento intercelular fuera mediado por canales de Cx45 o
Cx40, cualquier cambio metabdlico generado en una célula (o en un grupo pequefio de
células) seria mas dificil de transmitir a las vecinas y se acumularian metabolitos en
unas células mientras que disminuirian en otras. Esto ultimo es lo que sucede en redes
de astrocitos knock-out para la Cx43, o en astrocitos pobremente acoplados como los
derivados de médula espinal (Scemes y col, 2000). En este caso tomarian relevancia
otras vias (de difusion extracelular) para mantener sincronizado el estado metabdlico de

la red de células.

3.3 La permeabilidad de las uniones en hendidura puede ser modulada

La permeabilidad de las uniones en hendidura es susceptible de modulacién por
diversos agentes y estimulos (Abudara y col, 1998; 2002). Los mecanismos celulares
subyacentes a la regulacion de la permeabilidad intercelular total dependen del numero

de canales intercelulares funcionales.

El gating (transiciones reversibles entre aperturas y cierres) de canales
intercelulares formados por Cxs es sensible a diferencias de potencial generadas a través
de la unién en hendidura (voltaje trans-union). El rango de sensibilidad a voltaje es

dependiente del tipo de Cx que forma el canal (Spray et al, 1998).



Importantes aumentos en la concentracion intracelular de calcio ([Ca2+]i) y
descensos en el pHj disminuyen la probabilidad de apertura de los canales y por lo tanto

la permeabilidad de las uniones en hendidura.

Modificaciones de tipo covalente pueden afectar las propiedades cinéticas de los
canales de Cxs. La mayoria de las Cxs (excepto la Cx26) son fosfoproteinas y la
fosforilacion en residuos de serina y/o tirosina pueden alterar ademas el gating de los
canales en forma especifica del tejido considerado ( Séez y col, 2003).

El grado y el estado funcional del acoplamiento entre los astrocitos se encuentra
ademds influenciado por una inmensa variedad de neurotransmisores, factores de
crecimiento y citoquinas presentes en el sistema nervioso de mamiferos.

Citoquinas tales como IL1B (interleukina), TNFo (factor de necrosis tumoral),
CNTF (factor neurotréfico ciliar), y FGFs (factores de crecimiento fibrobléstico),
modulan el acoplamiento funcional entre astrocitos (Brosnan y col, 2001, Reuss , 2003).
Diferentes tipos de factores de crecimiento fibroblasticos (FGFs) modulan los niveles de
Cx43 en astrocitos (Brosnan y col, 2001). Por ejemplo, el FGF-2 disminuye los niveles
totales de Cx43 en astrocitos de corteza cerebral y estriado mientras que el FGF-5 lo
hace en astrocitos de mesencéfalo. Estos efectos a largo plazo resultan en una
disminucién del acoplamiento intercelular mediado por uniones en hendidura (Reuss y
Unsicker, 1998).

No han sido descritas hasta el momento modulaciones de los FGFs sobre los

niveles totales de otras Cxs en astrocitos.

3.4 Los hemicanales de las uniones en hendidura participan en la comunicacion

intercelular en astrocitos

Evidencias recientes indican que, ademds de permitir la comunicacién
intercelular por una via intracelular a través de las uniones en hendidura, las Cxs
podrian participar en la sefializacién autocrina y paracrina mediante la exposicion de

hemicanales funcionales en la membrana plasmdtica que no forma unién en hendidura.
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Figura 2 - Modulacién del gating los hemicanales.

Las conexinas son proteinas trans-membrana con sus dominios carboxilo y amino terminal en el lado citosplasmatico.
La probabilidad de apertura de los hemicanales es incrementada por un descenso en la [Ca*]., la depolarizacion de la
membrana, agentes farmacoldgicos como quinina y quinidina, e inhibicion del metabolismo celular (situacion en la
cual se incrementa la defosforilaciéon de Cx43 y aumenta la generacion de especies reactivas del oxigeno). La
probabilidad de apertura es disminuida por un descenso del pH;, hiperpolarizaciéon de membrana, fosforilacion de
dominios citoplasmaticos, cationes polivalentes como, Co*, Ni**, Mg2+, La*", Gd*" e inhibidores de las uniones en

hendidura. Tomado de Saez y colaboradores (Saez y col, 2003).

Figura 3 - Iméagenes de hemicanales obtenidas por Microscopia de Fuerza Atomica

Registro en un medio carente de calcio de la superficie extracelular de los hemicanales mediante el empleo de
Microscopia de Fuerza Atdmica (MFA) en (A). Se muestra un hemicanal (B) y su mapa promedio (C). Tomado de

Miiller y colaboradores (Miiller y col, 2002).

La modulacién de la permeabilidad de hemicanales obedece a muchos de los
mecanismos clasicos descritos para las uniones en hendidura (figura 2). Por ejemplo, el

aumento de la permeabilidad de hemicanales en presencia de bajas concentraciones de



calcio extracelular (figuras 3 y 4), su sensibilidad al voltaje (en este caso seria al
potencial de membrana en lugar del potencial trans-union), la regulacion del gating por
fosforilacion (Miiller y col, 2002; Contreras, 2002; Stout y col, 2002; Ploktin, 2002) y
su sensibilidad a agentes farmacoldgicos empleados para inhibir las uniones en

hendidura como octanol, heptanol, a—GA, y carbenoxelona entre otros

Figura 4 - El aumento del calcio extracelular induce un cambio conformacional de la superficie extracelular

del hemicanal

Las figuras (A), (B) y (C) se encuentran en las mismas condiciones que en la figura 3. Tomado de Miiller y

colaboradores (Miiller y col, 2002).

De la misma forma que los canales de uniones en hendidura, los hemicanales
ademads, son permeables a moléculas cuyo peso molecular es menor a un 1,2 kDa y cuya
carga eléctrica es positiva y/o negativa a pH fisiolégico (Contreras y col, 2002;
Bruzzone, 1996). En astrocitos, los hemicanales de Cx43 son permeables a pequenas
moléculas de importancia fisiologica como ATP, NAD', glutamato (figura 5), y regulan
la liberacién de prostaglandinas en células osteobldsticas lo cual abre una serie de
especulaciones acerca del papel fisioldgico que estos canales podrian tener (Stout y col,

2002; Bruzzone y col, 2000; Zu-Cheng Ye y col, 2003, Cherian y col, 2005).



Figura 5 - Liberacién de moléculas de sefializacion paracrina por hemicanales

La apertura de hemicanales en astrocitos aumenta la liberacion de ATP al medio extracelular (a) lo que podria activar
receptores purinérgicos P2Y en células adyacentes e iniciar una onda de calcio. Los hemicaneles podrian ser una via
para que el NAD+ alcance a la ectoenzima CD38, la cual lo convierte a ADPr (b). El movimiento de ADPr hacia el

interior causa un incremento del calcio intracelular.

La apertura de los hemicanales de Cx43 puede ocurrir bajo condiciones
fisiologicas y patoldgicas (Contreras y col, 2003; Stout y col, 2002; Stout y Charles,
2003; Saez y col, 2003), (figura 6).

Estudios electrofisiologicos mostraron que los hemicanales de Cx43 tienen una
baja probabilidad de apertura en condiciones fisioldgicas (Contreras y col, 2003). Sin
embargo desde el punto de vista fisioldgico, la apertura de hemicanales se ha implicado
en la modulacion de la transmision sindptica en la retina (Xia et al, 2003; Pottek et al,
2003) y mas recientemente en la induccion de la formacion de uniones en hendidura
funcionales entre ovocitos (Beahm y col, 2004). En un trabajo muy reciente, Weissman
y colaboradores demostraron que los hemicanales son esenciales para la iniciacion de la
transmision de ondas de calcio espontaneas de la glia radial durante el desarrollo de la
neocorteza (Weissman y col, 2004). Los hemicanales ademés permiten la liberacion de
ATP del epitelio pigmentado de la retina lo que favorece la proliferacion celular en la
retina neural (Pearson y col, 2005).

Los hemicancales han sido estudiados ademas en situaciones patologicas.
Novedosas evidencias indican que los hemicanales de Cx43 localizados en la membrana
que no forma uniéon en hendidura de los astrocitos corticales aumentan
considerablemente su permeabilidad durante la inhibicion del metabolismo celular
(Contreras y col, 2002), (figura 6). Este proceso pareceria depender de la acumulacion
de radicales libres del O y del 6xido nitrico (Contreras y col, 2004). En las situaciones
de isquemia se reducen los niveles intracelulares de ATP, lo que también se ha asociado
con la apertura de hemicanales en astrocitos (Contreras, 2003), miocardiocitos, y células
del tabulo proximal renal (Kondo y col, 1999; Vergara y col, 2003). Estos resultados
han sido materia de discusion (Spray, 2003; Parpura y col, 2004, Giaume y col, 2004)

ya que la apertura ha sido detectada en situaciones experimentales particulares tales
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como baja concentracion extracelular de cationes divalentes o inhibicion del

metabolismo celular. Se ha argumentado que estos fendémenos reflejan la exageracion de
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Figura 6 - Hemicanales formados por Cx43 aumentan su permeabilidad durante la inhibicion
metabdlica de astrocitos corticales
Se muestra el aumento de la captacion a Bromuro de Etidio por astrocitos corticales a tres tiempos diferentes luego de
la inhibicion del metabolismo celular en (A), (B), (C) y (D). En (E) se grafica el curso temporal del aumento en la
fluorescencia de células que captaron el colorante. La captacion de Bromuro de Etidio es inhibida por el acido a—GA,

pero no por el ATPo (F). Tomado de Contreras y colaboradores (2003).

una via de comunicacion intercelular que opera normalmente (o en algunas condiciones
patoldgicas) por ejemplo, para la transmision de ondas de calcio mediadas por ATP o
glutamato (Stout y col, 2003; Bennett y col, 2003; Saez y col, 2003; Contreras y col,
2004) o, precediendo procesos relacionados con la muerte celular apoptotica (Contreras

y col, 2002; Kalvelyte y col, 2003).

A diferencia de la extensa bibliografia concerniente a la modulacién de los
canales intercelulares de las uniones en hendidura y al creciente interés en buscar
situaciones experimentales en las cuales los hemicanales operen funcionalmente, al
momento actual existen pocos reportes que indaguen sobre los mecanismos que regulan
el estado funcional de los hemicanales, y practicamente todos los reportes tratan sobre

hemicanales formados de Cx43.
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Dado que existen antecedentes sobre la regulacion de canales intercelulares
compuestos de Cxs por una extensa cantidad de factores de crecimiento y citoquinas, y
que estos ultimos tienen importantes implicancias en el desarrollo de modelos
neuropatolégicos, nos planteamos el problema de la regulaciéon de hemicanales en
astrocitos espinales que estdn desarrollando una respuesta inflamatoria inducida por

FGF-1.

3.5 El FGF-1 es un activador de astrocitos espinales

En enfermedades neurodegenerativas del sistema nervioso central, ocurre una
reaccion astrocitaria denominada gliosis reactiva, que se traduce por un aumento en el
nimero de células y un cambio morfolégico acompanado de una redistribucion de la
proteina &cida fibrilar glial (GFAP), un aumento en la produccién de factores
neurotroficos y citoquinas, y la expresion de las enzimas tales como 6xido nitrico
sintasa y ciclooxigenasa-2 (McGeer y McGeer, 2002; Levine y col, 1999). En esta
situacion, los astrocitos podrian contribuir en la muerte de neuronas circundantes
(Cassina y col, 2002). Existen evidencias de que mientras los astrocitos normales en
cultivo facilitan y promueven la supervivencia de motoneuronas, por ejemplo, los
astrocitos activados son fuertemente citotoxicos para estas células. Entre los factores
que podrian estar implicados en la generacion de reactividad astrocitaria se encuentra

los factores de crecimiento fibroblastico.

La familia de factores de crecimiento fibroblasticos (FGFs) se compone de mas
de 20 proteinas relacionadas que se unen a heparina de los cuales FGF-1 y FGF-2 son
los miembros mejor caracterizados. Estos factores se han involucrado en la regulacion
de multiples procesos biologicos que incluyen crecimiento y diferenciacion celular,
inflamacion, angiogénesis y cicatrizacion (Burgess y Maciag, 1989; Szebenyi y Fallon,
1999). En el sistema nervioso central, el FGF-1 se detecta en multiples tipos neuronales,
pero es particularmente abundante en motoneuronas espinales (Elde y col, 1991;
Eckenstein, 1994; Kresse y col, 1995). El FGF-1 no se libera de manera clésica a través
del reticulo endoplasmico, Golgi y exocitosis, sino que utiliza un mecanismo alternativo
desencadenado por diversas sefiales de dafo celular tales como el estrés oxidativo

(Jackson y col, 1992, Opalenick y col, 1995, 1998), hipoxia (Mouta Carreira y col,
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2001) y privacion de suero en cultivo (Shin y col, 1996). Los efectos de estos factores
se ejercen a través de 4 receptores de tipo tirosina quinasa (Reuss y col, 2003): FGFR-1
a -4, de los cuales FGFR-1 estd ampliamente distribuido en el sistema nervioso central
adulto fundamentalmente en poblaciones neuronales, pero también astrocitos (Reuss y
col, 2003). La unién de los receptores al ligando depende en gran medida de la
presencia de proteoglicanos (heparan sulfato) de la matriz extracelular. Los
proteoglicanos actlian como receptores de FGFs de baja afinidad. Esta propiedad limita
su sitio de accidn al lugar donde son liberados.

Los receptores de FGF estan sujetos a una compleja regulacion en los diversos
tipos celulares y contribuyen a los cambios adaptativos que ocurren en situaciones
fisiologicas y patologicas en el Sistema Nervioso Central. Por lo tanto, la movilizacion
y sefalizacion de FGF-1 podria alterarse en situaciones de dafio en el sistema nervioso

central.

El estimulo provocado por FGF-1 o FGF-2 determina la translocacion del
receptor hacia el nucleo celular. Se ha detectado la presencia de FGFR-1 completamente
traslocado en el nucleo de varios tipos celulares incluyendo astrocitos (Gonzales y col,
1995; Stachowiak y col, 1996; Liu y Zhu, 1999; Clarke y col, 2001). La activacion de
los receptores de FGF dispara diversas cascadas de sefializacion intracelular, acopladas
a la PLC y MAP/ERK quinasas, las cuales llevan a la activacion de PKC, Crk y She, y
Ras en algunos sistemas a la IPsk ( Reuss, 2003; Langford y col, 2005; Schulman y
Roberts, 2004). Los astrocitos estimulados con FGF-1 proliferan, experimentan
cambios morfoldgicos e inducen la expresion de NGF (Yoshida y Gage, 1991; Ono y
col, 1991).

En astrocitos derivados de la médula espinal, el FGF-1 activa a dichas células y
genera una transformacion fenotipica a un estado reactivo (figura 7). Los astrocitos
activados muestran una redistribucion de la proteina acida fibrilar glial (GFAP), y
cambios morfoldgicos luego de 24 horas de incubacion con FGF-1 ademas de inducir
muerte neuronal en cocultivos de astrocito-motoneuronas (Cassina y col, 2005). Se ha
descrito en un modelo de enfermedad neurodegenerativa, la Esclerosis Lateral
Amiotrofica, que el FGF-1 probablemente liberado de motoneuronas en un entorno de
estrés oxidativo activa a los astrocitos circundantes los cuales a su vez generan sefales
toxicas que propagan la reactividad glial y promueven una seleccion de las neuronas

dafiadas (Cassina y col, 2005).
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En forma interesante con nuestro proyecto, se ha reportado una correlacion entre
el estado reactivo de los astrocitos en situaciones patoldgicas (durante la injuria
citotoxica y la isquemia) y alteraciones en la distribucion y los niveles de conexinas, en

particular de la Cx43 (Ochalski y col, 1995; Hossain y col, 1994; Brosnan y col, 2001).

% zobrevivencia neuronal
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FGFa (ng/ml)

Figura 7 - El FGF-1 es un activador de astrocitos espinales en cultivo

A — Inmunofluorescencia anti-GFAP en monocapas de astrocitos cultivados luego de 24 h de exposicion a: vehiculo
(a) o FGF-1/ heparina (10 ng/ml) en (b). Barra de calibracion: 20 pM.

B — Porcentaje de sobrevida neuronal obtenida luego del conteo bajo microscopio. Los datos se representan como
porcentaje del control y son la media + DS de tres experimentos independientes. * = p<0.05. Los astrocitos tratados

con FGF-1 por 24 se vuelven fibrosos (A) y disminuyen la sobrevida de motoneuronas (B).

De estos trabajos se desprende ademas que el sincicio funcional en astrocitos
reactivos es dindmico y puede reorganizarse mediante la modulacion de la expresion de
Cxs en forma dependiente del tipo de estimulo que lo desencadena y de la region del

sistema nervioso involucrada.
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En este contexto se desconoce si existe alguna relacion entre la sefializacion de
FGF-1/FGFR-1 en astrocitos reactivos y la exposicion de hemicanales o su modulacion,

o incluso su participacion en la alteracion del fenotipo astrocitario.

3.6 Durante la gliosis reactiva existe una acumulacion de factores difusibles

purinérgicos en el medio extracelular

Otro de los factores que ha sido implicado en el desarrollo de la gliosis reactiva
que caracteriza a los astrocitos durante situaciones patologicas es un aumento en los
niveles extracelulares de ATP (Neary et al, 2004; Bianco y col, 2005). Los astrocitos
reactivos incrementan considerablemente la liberacion de ATP, el cual puede alcanzar
concentraciones extracelulares de hasta 100 micromolar (Needergaard y col, 2004). El
ATP puede ser liberado por los astrocitos mediante exocitosis, a través de hemicanales
de uniones en hendidura, y posiblemente a través de sus propios receptores
ionotropicos, P2X, ya que estos ultimos sufren modificaciones en el didmetro del poro
ante la estimulacion prolongada por su ligando, lo que los vuelve permeables a
moléculas de un tamafo de hasta 800 kDa (North, 2002; Anderson y col, 2003; Stout y
col, 2002; Saez y col, 2003; Parpura y col, 2004).

Los efectos de este nucledtido sobre los astrocitos son mediados por dos tipos de
receptores purinérgicos: los receptores metabotropicos acoplados a proteinas G (P2Y), y
los receptores ionotropicos (P2X). Aunque no estd del todo claro todavia, el ATP
participaria en la gliosis reactiva actuando a través de sus receptores P2Y, los cuales
activarian vias de sefializacion intracelular relacionadas con el sistema de quinasas
MAP/ERK (Brambilla y col, 2002; Neary y col, 2000). La posible implicancia de los
receptores P2X en la gliosis reactiva radicaria en la modulacién de la liberacion de
citoquinas (y posiblemente ATP) durante el proceso inflamatorio (Narcise y col, 2005).

Por otra parte, cuando se ha estudiado el efecto de FGF-1 o FGF-2 y ATP en
cultivos de astrocitos se ha encontrado que existe una accion sinérgica entre ambos en

estimular la sintesis de ADN (Neary y col, 1994).

4 - Hipétesis de Trabajo

Nuestra hipotesis de trabajo es que el FGF-1 aumenta el nimero de hemicanales

funcionales presentes en la membrana que no forma union en hendidura.
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Trabajos previos han mostrado la existencia de hemicanales funcionales de la
membrana que no forma unidn en situaciones de dafio celular. Dado que el FGF-1 es
liberado durante situaciones de dafio celular y es un potente activador de astrocitos,
postulamos que la sefializacion por FGF interviene en la expresion de hemicanales. En
segundo lugar, nuestra hipotesis predice que este efecto del FGF-1 estaria mediado por
ligandos purinérgicos como el ATP (que también se liberan y acumulan durante la
activacion glial), activando vias de sefializacion que controlarian criticamente el grado

de expresion de hemicanales y/o su estado funcional.

5-Objetivo general

Estudiar la regulacion de canales de comunicacion intercelular compuestos por
conexinas, (a) hemicanales localizados en la membrana que no forma uniéon en
hendidura, y (b) canales intercelulares de uniones en hendidura localizados en la
membrana de unién, en el contexto de la activacion de astrocitos espinales en cultivo
ante la exposicion a

FGF-1.

6-Objetivos especificos

1. Investigar la presencia de hemicanales expuestos en la membrana que no forma uniéon

en hendidura y su modulacion por el FGF-1 en astrocitos espinales.

2. Investigar la modulacion de los canales intercelulares de la membrana de unién por el

FGF-1 en astrocitos espinales.
3. Investigar si los efectos del FGF-1 sobre la permeabilidad de los hemicanales son

mediados por una molécula de sefalizacion extracelular. Se estudiard en primer término

al ATP como candidato.
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7-Materiales y Métodos

7.1 Cultivos celulares de astrocitos de médula espinal

Los cultivos primarios de astrocitos expresan conexinas. Esto proporciona una
simple y accesible preparacion para estudiar las propiedades biofisicas y bioquimicas de
los hemicanales y de los canales de uniones en hendidura.

Los cultivos primarios de astrocitos se realizaron como fueron previamente
descritos por Saneto y de Vellis con algunas modificaciones segin Cassina y
colaboradores (Cassina y col, 2002). Para los cultivos de astrocitos se utilizaron
neonatos de rata (1-2 dias post-natales). Las ratas se decapitaron para luego disecar sus
médulas espinales. El tejido obtenido se disocid en tripsina al 0.25% por 25 minutos a
37 °C. Las células se filtraron por una malla de disociacion celular y se centrifugaron a
1000 revoluciones/minuto (rpm) por 10 minutos para luego plaquearse a una densidad
de 1.5 x 10° células por 25 cm” en placas Nunc (Nuperville, IL) cubiertas con medio
Dulbecco’s modificado de Eagle, enriquecido con suero fetal bovino al 10 %, HEPES
(3.6 g/I), NaHCO3 (1,2 g/1), penicilina (100 Ul/ml), y estreptomicina (100 pg/ml).
Cuando los cultivos alcanzaron confluencia se colocaron en un agitador orbital por 48 h
a 2500 rpm a 37 °C, y luego se incubaron por otras 48 h con arabindsido de citosina (10
uM). La poblacion celular fue amplificada al re-plaquear los cultivos en cajas de Petri
(35 mm o 60 mm de diametro) o en cubreobjetos de vidrio (12 mm de didmetro) segin
el caso. La monocapa presentd un alto grado de pureza, 98 % de astrocitos, lo que fue
determinado por la inmunoreactividad para GFAP. Los cultivos no fueron positivos

para células microgliales (marcador OX42).

7.2 Captacion de colorantes por astrocitos espinales

Para investigar si los astrocitos sometidos a tratamiento con FGF-1 exponen
hemicanales funcionales en su membrana que no forma union en hendidura,
determinamos si dichas células captan trazadores de permeabilidad de hemicanales
desde el medio extracelular. Los cultivos de astrocitos se incubaron en una solucion de

Locke en presencia de AL (500 uM) o BrEt (10 uM) durante 5 min y 3 min
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respectivamente. El AL tiene un PM de 443 y una carga de —2, mientras que el BrEt, un
agente intercalante del ADN celular, posee un PM de 394 y una carga de +1 al
disociarse a pH fisiologico. Debido a su pequefio tamafio molecular, estas moléculas
fluorescentes atraviesan las uniones en hendidura cuando se inyectan intracelularmente
pasando a células vecinas acopladas (“acoplamiento de colorante”). Ademads, estos
colorantes constituyen trazadores de permeabilidad de los hemicanales a los cuales

atraviesan.

Luego de culminado el periodo de incubacion, los astrocitos se lavaron tres veces en
solucion salina y se montaron en una camara de perfusion para registrar las imagenes en
un microscopio de epifluorescencia (Nikon Optiphot). Se utilizaron filtros con espectro
de excitacion y de emision para el AL (longitud de onda de excitacion: 450 - 490 nm;
longitud de onda de emision: > 520 nm, y para el BrEt (longitud de onda de excitacion:
528 nm; longitud de onda de emision: 598 nm). Las imdgenes de epifluorescencia se
obtuvieron mediante una camara digital conectada al microscopio. La cadmara se conectd
a su vez a una computadora. Las iméagenes digitalizadas son exhibidas y analizadas
utilizando software adecuado (Adobe Photoshop).

Para confirmar que la captacion de los trazadores se debidé a la apertura de
hemicanales, las células se pre-trataron 15 a 30 minutos antes de la captacién de
colorante, con distintos inhibidores de las uniones en hendidura, tales como el acido 18
a-glicirretinico (50 uM), la carbenoxelona (200 uM) y el octanol (1 mM).

Para descartar que las variaciones de la permeabilidad de la membrana que no
forma unién en hendidura se debieran a cambios en la actividad de canales purinérgicos
ionotropicos, los astrocitos fueron pretratados 30 minutos antes del registro de la
captacion de colorante, con ATPo (200 uM), un antagonista selectivo de los canales
P2X7 y con Suramina (200 uM), un antagonista purinérgico no selectivo.

La cuantificacioén de la captacion de colorante se realizdé mediante la obtencidon
del nivel de luminosidad en unidades arbitrarias por el programa Adobe Photoshop.
Definimos un indice de captacion como la relacion entre la diferencia de luminosidad
entre las células que captaron (valor luminosidad promedio de 10 células
permeabilizadas) y las que no captaron (valor de luminosidad promedio de 10 células no
permeabilizadas: luminosidad del "background" o fondo) sobre este ultimo valor de

luminosidad (Indice de captacion = fluorescencia células que captan menos
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fluorescencia background / fluorescencia background). Los valores medios de los
indices de captacion de la células que captaron se encuentran a mas de 2 errores
estandar de los indices de captacion de las que no captaron. El indice de captacion
representa asi un valor normalizado de la captacion celular de colorante con respecto al

background.

7.3 Acoplamiento de colorante

El acoplamiento funcional entre astrocitos se puede medir en monocapas de astrocitos

utilizando la técnica de acoplamiento de colorante en su variedad “scrape loading”o por
inyeccion de colorantes a las células.
Para el scrape loading las células se incuban por 3 minutos en una soluciéon que contiene en mM:
NaCl (130), KCl (2.8), CaCl, (1), y HEPES (10); 10 mM glucosa ; pH = 7.2, a temperatura
ambiente. Las células se lavan luego con la misma solucion anterior pero sin calcio. El corte de
la monocapa (“scrape”) se realiza con una hoja de bisturi en presencia de la solucion libre de
calcio conteniendo AL (1 mM) (PM 457 Da). La incubacién con AL se realiza durante 8 minutos
para esperar que los astrocitos se carguen de colorante y que el mismo difunda a través de las
uniones en hendidura.

Para cuantificar el acoplamiento se tomd en cuenta los resultados obtenidos con el
empleo de 18a-glicirretinico 50 uM, agente que bloquea el acoplamiento por uniones gap en
forma irreversible. Cultivos de astrocitos tratados con 18a—glicirretinico revela que las tinicas
células que pueden captar los colorantes desde el medio extracelular se encuentran en la primera
fila cercana a la linea de corte (datos no mostrados). Estas células no se contaran como acopladas
por que tienen alta probabilidad de estar lesionadas. Las células que se cuantificardn como
acopladas, son aquellas fluorescentes ubicadas por fuera de la primera fila. Se tendran en cuenta

la incidencia de acoplamiento asi como el nimero de astrocitos acoplados por campo visual.

Para las mediciones de acoplamiento mediante inyeccion de colorante, se utilizo

BrEt, el cual también atraviesa las uniones en hendidura debido a su pequeio tamafio
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molecular (PM = 394). Asi pues, este colorante puede difundir a través de una red de
células funcionalmente acopladas (a través de la membrana de unidn).

Durante la medicion del acoplamiento, las células fueron mantenidas en solucion

extracelular (solucion de incubacidon) en presencia de La3 ™t (200 uM) para evitar la
pérdida del colorante por la membrana plasmatica que no forma unién en hendidura. El
BrEt fue inyectado iontoforéticamente en un astrocito mediante un microelectrodo
intracelular hasta que la célula empalada se volvio fluorescente.

Los cultivos celulares, se colocaron en el fondo de una camara de perfusion que fue
montada en la platina de un microscopio invertido (Nikon, TE 200). Una micropipeta de
vidrio (AM - Systems 6030, 30-70 Mohms), llena con BrEt (1 mM disuelto en LiCl 150
mM) en la punta y estirada en un estirador de pipetas (Brown-Flaming P-87), fue guiada
por un micromanipulador (Narishige Modelo MN-151) hacia los astrocitos bajo control
visual (200x). El microelectrodo activo se conectd mediante alambres de plata
clorurados, a un amplificador de registro intracelular Neuro Data (1R-183). El electrodo
de referencia fue conectado a una tierra virtual y consistio en un alambre de plata
clorurado inmerso en el bafio de perfusion. Luego de penetrar un astrocito con una
micropipeta de vidrio, se pasaron estimulos depolarizantes de 10 nA de intensidad y 200
ms de duracion, o se produjo una sobrecompensacion de la capacitancia del electrodo.
Posteriormente, el ingreso de colorante a la célula se realizd simplemente por difusion
que no mostrd diferencias con los métodos anteriores. Se esperaron 2 minutos para
cuantificar el acoplamiento intercelular mediante dos parametros, incidencia e indice de
acoplamiento.

La incidencia de acoplamiento fue calculada como el porcentaje de casos en los
cuales el colorante difundi6 a, por lo menos, una célula vecina. El indice de
acoplamiento fue calculado como el nimero de células acopladas en cada inyeccion
dividido el ntimero de inyecciones. En cada experimento se realizé un minimo de 10

inyecciones por preparacion.

7.4 Inmunofluorescencia

Identificacion de astrocitos - Deteccion de GFAP
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Para la deteccion de GFAP se fijaron las células en paraformaldehido al 4% y
glutaraldehido al 0.1 % durante 15 minutos en PBS a 4°C. Luego se permeabilizaron las
células con Triton X-100 por 15 min, y se incubaron 2 h a temperatura ambiente con
solucion bloqueante (0.1% Triton X-100, suero de cabra al 10 % en PBS). Las células
se incubaron toda la noche con anticuerpo monoclonal anti-GFAP diluido en solucion
bloqueante (1:400, SIGMA). Los preparados se lavaron luego tres veces con PBS y se
incubaron 1 h a temperatura ambiente con el anticuerpo secundario para luego visualizar
las imagenes en microscopio de epifluorescencia Nikon. Un 98% de las células
resultaron positivas para GFAP (datos no mostrados). Para detectar la distribucion del
receptor de tipo 1 de FGF (R1FGF), se empled similar protocolo de fijaciéon pero se

empled un anticuerpo de tipo monoclonal anti- RIFGF.

Inmunofluorescencia de Conexinas

La distribucion de Cxs en los astrocitos se evaludé mediante inmunofluorescencia
para Cxs como describen Abudara y colaboradores (Abudara y col, 1999). Los
astrocitos confluentes se lavaron en PBS dos veces. Las células se fijaron en etanol (70
%) durante 20 minutos a —20 °C. Finalizada la fijacion, las células se lavaron dos veces
en PBS. Para bloquear los sitios de union inespecifica de los anticuerpos primarios, las
células se incubaron por 30 minutos en solucién bloqueante que contiene suero de
hamster al 50 % y SBS al 50 % (5 mM EDTA, 1% de gelatina de pescado, 0,1 % de
albumina sérica bovina, 1% de suero de cabra, en PBS). Los anticuerpos primarios
policlonales (anti-Cx43, anti-Cx40 y anti-Cx45 de conejo) se diluyeron en solucion
bloqueante (1/500). Los astrocitos se incubaron con anticuerpos primarios durante toda
noche a 4°C. Luego de lavar tres veces el anticuerpo primario con PBS, las células se
incubaron por 40 minutos con anticuerpo secundario (fluoreceina anti-conejo de cabra,
1/100 en solucion bloqueante). Los anticuerpos anti-Cx fueron provistos por el Dr. JC
Saez.

Las células se montaron en glicerol al 30% y se visualizaron mediante el empleo
de un microscopio de epifluorescencia Nikon Optiphot. Las imagenes de fluorescencia
se obtuvieron mediante una camara digital conectada al microscopio y a una
computadora PC. Las imagenes digitalizadas fueron exhibidas y analizadas utilizando

un software adecuado (Adobe Photoshop).
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7.5 Western Blotting

Para evaluar los niveles de conexinas y su migracion electroforética se realizaron

“Western blot” como describen Abudara y colaboradores (Abudara y col, 1999). Las
proteinas se extrajeron mediante el desprendimiento de la monocapa con raspador en 1
ml de una solucién que contiene PPi (44,6 mg/ml), FNa (100 mM), Na3VO4 (0,5 mM),
inhibidores de proteasas, y 2 mM de fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) helado en
agua bidestilada previo a la lisis por sonicacion.
Las muestras de proteinas fueron corridas electroforéticamente en un gel de
poliacrilamida al 8 % mediante la aplicacion de una corriente constante de 20 nA. Las
proteinas fueron electrotransferidas a una membrana nitrocelulosa mediante una
corriente de 30 nA durante toda la noche.

Para inhibir los sitios de unién inespecificos de los anticuerpos primarios a la
nitrocelulosa, las membranas se incubaron en leche descremada (5 % en PBS) durante
30 min a temperatura ambiente. Luego las membranas se incubaron en anticuerpo
primario (1/1500 de anti-Cx43 o 1/500 de anti-Cx45 en leche descremada) toda la noche
a 4 °C. Se lavaron las membranas en PBS repetidamente para luego incubarlos durante
lh con Ig anti-conejo de cabra conjugado con fosfatasa alcalina en leche descremada
(1/3000). Después de haber sido lavados repetidamente en PBS, los blot se visualizaron
mediante un kit de quimioluminiscencia ultrasensible (Pierce). La sefial luminiscente se
expuso a una placa de radiografia.

Para identificar la movilidad electroforética de las bandas de Cx43 se utilizo
como control positivo una muestra proteica derivada de un extracto de corazén de rata.
En el caso de la Cx45 se utilizaron como controles positivos las bandas observadas en
muestras de células Hela tranfectadas con ADNc de la Cx45, o en su defecto un

extracto proteico de corazon de pollo.
7.6 Biotinilizacion de proteinas de la superficie celular

Para evaluar los niveles y la migracion electroforética de las Cxs que componen
los hemicanales de la membrana que no forma uniéon en hendidura, se biotinilaron las

proteinas de la superficie extracelular antes de identificarlas mediante inmunoblotting.

Los astrocitos confluentes se lavaron 3 veces con Hank's a pH= 8,0 a 4 °C. Las células
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se incubaron con “EZ-link sulfo-NHS-SS-Biotin” (0,5 mg/ml, Pierce) por media hora a 4
°C.

Las células biotiniladas se lavaron en Hank's con glicina 15 mM (pH 8) 3 veces
a 4°C para detener la reaccion de biotinilizacion. Las células se homogeneizaron por
sonicacion en una solucién que contiene PPi (44,6 mg/ml), FNa (4,2 mg/ml), Na;VOq
(0,5 mM), e inhibidores de proteasas. Se midi6 la concentracion de proteinas como fue
descrito previamente (item Western blotiting). Las proteinas biotiniladas se precipitaron
con avidina (“inmunopure immobilized avidin cross-linked agarose”) por 1 ha 4 °C (3
pg de proteina biotinilada / ul de avidina), (Pierce).

Las proteinas precipitadas se lavaron en buffer Hank's a pH 7,2 con SDS 0,1%,
NP40 1%, 3 veces a 4 °C. Las muestras proteicas fueron eluidas en 0,1 M de glicina-
HCI, a pH 2,8 y se hirvieron 3 min en buffer Tris 1 M con mercaptoetanol al 5 % y se
analizaron por inmunoblotting con anti-Cx43 y anti-Cx45.

Un esquema de este proceso se ilustra en la figura 8.

Biotin
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Figura 8 - Disefio experimental del marcado de proteinas de superficie por biotinilizacion.

Con el fin de estimar el porcentaje de conexina que constituye hemicanales en la
membrana que no forma unién en hendidura, seguimos el protocolo que describimos a
continuacion.

Primero, a partir de varias muestras con diferente cantidad de proteinas totales
construimos una curva de calibracion entre, la densidad de la banda del blot, que refleja

la reaccion anti-Cx-Cx, y la cantidad de proteinas sembradas. De esta manera, el valor
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de densidad nos proporciona un indice de la cantidad total de la Cx evaluada por
inmunoblot en cada muestra. La curva de calibracién se ajusta a la siguiente funcioén

lineal:

D=ax +b,
donde “D” representa la densidad relativa para la reaccion anti-Cx-Cx, y “x” representa

la cantidad de proteinas en cada muestra.

El valor de la pendiente “a” de esta recta corresponde al coeficiente que
relaciona la cantidad de un tipo de conexina en una muestra (evaluado por la densidad
relativa) y la cantidad total de proteinas de dicha muestra (evaluado en gramos). Dado
que conocemos la cantidad total de proteinas de la placa de cultivo control sin biotinilar
(de donde hemos obtenido muestras mas pequefias para confeccionar la curva de
calibracion), utilizando la ecuacion de la recta podemos obtener el valor de densidad
maxima para la Cx bloteada, que es un indice de la cantidad de Cx total en esa placa de
cultivo. De otra placa de cultivo con la misma cantidad de proteinas que la anterior pero
que fue previamente biotinilada, analizamos por densitometria la banda del blot, la cual
representa un indice de la cantidad de Cx que esta formando hemicanles.

Para obtener el porcentaje estimado de conexina que compone los hemicanales
calculamos el cociente:
Densidad obtenida para la reaccion anti-Cx-Cx biotinilada / Densidad para la

reaccion anti-Cx-Cx total.

Drogas y soluciones

Composicion de la solucion de Hank's, en mM: NaCl, 137; KCl, 5; CaClp, 0,95;
MgClp, 0,5; KH2PO4, 0,4; MgS04, 0,4; NaHCO3, 4, NaH2PO4, 0,3; Glucosa, 5.

Composicion de la solucion de Locke, en mM: NaCl, 154; KCl, 5,4; CaClp, 2,3;
MgClp, 1; NaHCO3, 3,6; Glucosa, 10; HEPES, 5.

Medio de mantenimiento de los astrocitos: DMEM (GIBCO) suplementado con

suero fetal bovino (FBS) al 10 % y penicilina estrepmicina 100 Ul/ml
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Medio de mantenimiento de los cocultivos astrocito-motoneurona: medio Liebovitz

(L15) (GIBCO) suplementado con insulina (5 mg/ml), progesterona (20 uM),
conalbimina (0,1 mg/ml) Selenito de Na (30 uM), suero de caballo (2%), penicilina-
estreptomicina (100 Ul/ml).

Tratamiento con FGF-1

Los astrocitos confluentes se lavaron tres veces en solucion de Locke y se les
reemplaz6 el medio de mantenimiento por DMEM con 2% de suero de caballo o L15
suplementado. En estas condiciones se incubaron las células con FGF-1 en una estufa a
37 °C con una atmofera de 5% CO,. El FGF-1 fue provisto por el laboratorio del Dr.
Antony Thopson (Alabama, Universidad de Birminghan). El FGF-1 se prepar6 previo al
experimento en una solucion stock a 1000X en heparina 5000 Ul/ml (SIGMA). La
concentracion final utilizada fue de 10 ng/ml de FGF-1 y 5 Ul/ml de heparina.

Trazadores de permeabilidad de hemicanales v de canales de uniones en hendidura: El

AL (SIGMA) utilizado en los experimentos de captacion de colorante fue preparado en
un stock al 5% en LiCl 150 mM vy aplicado a las células en una concentracion de 500
uM. El BrEt para los experimentos de captacion de colorante fue preparado preparado
en u n stock 1000X en agua bidestilada. El BrEt para los experimentos de acoplamiento
de colorante fue diluido en un stock 1000X en LiCl, 150 mM.

Inhibidores de receptores purinérgicos, de hemicanales v de canales de uniones en

hendidura: el octanol (Sigma) fue disuelto al 5 % en etanol y el acido a—glicirretinico
(SIGMA) en una solucién 500x de 2 partes de cloroformo y 3 partes de metanol. La
carbenexolona, el ATPo, y la suramina fueron disueltos en un stock de solucion salina
100x.

Todos los stocks fueron preparados exclusivamente el dia del experimento y

descartados posteriormente a los mismos.
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7.7 Estadisticas

Los datos se presentan como media + error estandar. Para los test estadisticos
empleamos el test no paramédico para variables continuas y no pareadas, test de Mann-

Whitney (U-test).

8- Resultados

8.1 El FGF-1 aumenta la permeabilidad de la membrana de astrocitos espinales a

trazadores de las uniones en hendidura

Antes de comenzar a estudiar los posibles efectos del FGF-1 sobre hemicanales,
confirmamos la presencia del receptor de FGF-1 en nuestros cultivos de astrocitos
mediante inmunofluorescencia (figura 9A). El receptor de FGF-1 (RFGF-1) muestra
una distribucion citoplasmatica en situacion basal.

Con el fin de determinar la presencia de hemicanales funcionales en astrocitos
espinales, incubamos los cultivos previamente expuestos a FGF-1 (10 ng/ml), con AL
(PM= 443 .3; carga eléctrica negativa —2) y BrEt (PM= 394; carga eléctrica positiva +1),
trazadores de la permeabilidad de hemicanales. El tratamiento de cultivos de astrocitos
espinales con FGF-1 aument6 la captacion desde el medio extracelular a ambos
trazadores (figuras 9 y 12). La figura 9B muestra la captacion de AL desde el medio
extracelular por astrocitos controles y por astrocitos tratados con FGF-1 por 7 h. Se
observaron células marcadas por el aumento en la captaciéon por FGF-1-7 h en todo el
campo enfocado. En todos los casos se seleccion6 la zona central de la monocapa.
Notese el cambio de forma de los astrocitos a las 7 h de tratamiento con FGF-1, los
cuales se vuelven reactivos y emiten prolongaciones. En la figura 9C se grafico la
evolucion temporal del indice de captacion (IC) para el AL en astrocitos en medio
control y en astrocitos tratados con FGF-1. Se puede observar que el FGF-1 aumenta la
captacion del trazador en forma significativa a partir de tratamiento tempranos, 30 min

(IC t6r.130min = 0,12 £ 0,03), continta aumentando para alcanzar su maximo a las 7 h

(IC gGp-1-7n = 0,21 £ 0,06) y a partir de ahi comienza a disminuir para retomar los niveles
basales a las 40 h (IC ggp.1.40 n = 0,08 = 0,01). Las diferencias en los IC gGp.130 min a IC
FGF-17n NO necesariamente reflejen un aumento en la captacion ya que el cambio de forma

de los astrocitos podria influenciar estos valores (ver discusion).
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Se determind el indice de captacion para astrocitos en situacion basal, es decir,
incubados en DMEM o L15 completo (2% de suero de caballo) a los mismos tiempos
de tratamiento que con FGF-1 y heparina (vehiculo). En la situacion basal, el indice de
captacion fue similar al de la heparina para todos los puntos estudiados (p > 0.05; U-
test) (datos no mostrados). Por esto ultimo, de aqui en adelante, el tratamiento con

heparina se considera como situacion control.

8.2 El aumento de la captacion de aniones orgdnicos (AL) inducido por FGF-1 se
debio a un aumento en el numero de hemicanales y también de canales purinérgicos

(P2X) funcionales

Para determinar que tipo de canales estaban implicados en el aumento de la
permeabilidad de membrana al AL utilizamos inhibidores de hemicanales y antagonistas
purinérgicos pues los canales purinérgicos pueden presentar propiedades de
permeabilidad similares a los hemicanales. En la figura 10A se muestra la inhibicion de
la captacion de AL inducida por FGF-1-7 h por el octanol (1 mM), un inhibidor de las
uniones en hendidura y la carencia de inhibicién por ATPo (200 uM), un antagonista
selectivo de los canales purinérgicos P2X7. La figura 10B describe el curso temporal
del indice de captacion para el AL en astrocitos espinales tratados con FGF-1 en
distintas situaciones de registro de captacion, (a) en presencia de octanol, el cual fue
pre-incubado en los cultivos 15-30 minutos antes de realizar el registro de la captacion
(IC FGF-1/0Oct, cuadrados llenos) (b) en presencia de ATPo el cual fue pre-incubado en
los cultivos 30 minutos antes de realizar el registro de la captacion (IC FGF-1/ATPo,
triangulos llenos negros), (¢) en ausencia de pre-incubacion farmacologica (IC FGF-1,
circulos llenos), datos que fueron superpuestos en esta grafica para su comparacion con
los datos obtenidos en presencia de los bloqueantes. En el recuadro superior de la figura
10B, se reproduce la grafica anterior (s6lo las medias sin los errores estandar) pero se
agrega la suma de los valores promedios de los indices de captacion obtenidos
experimentalmente durante los tratamientos con FGF-1 en presencia de los bloqueantes

octanol y ATPo (IC FGF-1/Oct + IC FGF-1/ATPo, triangulos rojos). La preincubacion
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de los astrocitos con octanol inhibio significativamente la captacion del colorante AL
inducida por tratamientos de 4 h, 7 h, y 15 h con FGF-1, (figura 10, A y B). La
inhibicion de la captacion de AL fue practicamente total para los tratamientos de 7 h (IC
FGF-1/Oct-7h = 0,03 £ 0,007) y 15 h (IC FGF-1/Oct-15h = 0,03 &+ 0,007). Esto tltimo
sugiere que las principales conductancias responsables del aumento de la permeabilidad
de membrana ante 7 y 15 h de exposicion a FGF-1 dependen de la apertura de
hemicanales de uniones en hendidura. Otros bloqueantes de las uniones en hendidura, el
acido 18 a—glicirretinico (a—GA) (50 uM) y la carbenexolona (CBX) (200 uM) (figura
11), mostraron un bloqueo de la captacion similar al octanol (p< 0.05, U-test) apoyando
el concepto de que existe una mayor contribucion de los hemicanales al aumento de la

permeabilidad ante 7 h de exposicion al FGF-1.

Por su parte, el ATPo no afect6 la captacion del colorante inducida por el FGF-1
alas 7 y 15 h, pero inhibi6 significativamente la captacion de AL para los tratamientos
mas cortos con FGF-1 de 30 minutos y 2 h, los cuales a su vez no fueron alterados por
el octanol (figuras 10B y 11). Esto sugiere que las principales conductancias
responsables de la permeabilizacion de la membrana para estos tiempos de exposicion a
FGF-1 corresponden a la apertura de canales purinérgicos ionotrdpicos (posiblemente
P2X7) en la membrana que no forma union en hendidura. Este hecho fue ratificado por
la aplicacion de otro antagonista no selectivo de receptores purinérgicos, la suramina

(200 uM), la cual mostrd un bloqueo de la captacion similar al de ATPo (figura 11).
El ATPo y el octanol, inhibieron en forma similar la captacion de colorante

inducida por 4 h de exposicion a FGF-1 (figura 10B), sugiriendo que a este tiempo de

tratamiento, ambos canales contribuyen al aumento de la permeabilidad al AL.
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Como puede observarse en el grafico del recuadro superior de la figura 10B, la suma IC

A
20 um
B C
Indice de Captacion
0.30 ~
% o Control
0.20 ~ + | = FGF-1
0.10 - *
] |
0.00
052 47 15 40

Tiempo (h)

Figura 9 - El FGF-1 aument6 la permeabilidad de membrana al AL en cultivos de astrocitos

A- Los astrocitos en cultivo forman una monocapa confluente como se observa por microscopia de contraste de fase
(a) y presentan una inmunoreactividad difusa para el receptor de FGF-1 (b). Los nucleos se marcaron con DAPI
(c).

B- Microscopia de contraste de fase en monocapas de astrocitos control (a) y luego de 7 horas de tratamiento con
FGF-1 (c). Notese el cambio morfoldgico descrito en resultados. Epifluorescencia en las mismas condiciones
anteriores (b) y (d) respectivamente.

C- Indice de captacion de AL luego de los tiempos indicados en monocapas confluentes de astrocitos en situacion
control (barras vacias) o tratadas con FGF-1 (barras llenas).

(+p<0,05, U-Test)
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FGF-1/Oct + IC FGF-1/ATPo se superpone a la curva obtenida con el FGF-1 (IC FGF-
1), mostrando entonces que canales purinérgicos y hemicanales son los principales
contribuyentes al aumento de la permeabilidad al AL inducida por el FGF-1 en
astrocitos derivados de la médula espinal, y que la activacion de los canales

purinérgicos no potencia ni ocluye a la de los hemicanales.

Debido a que nuestros resultados mostraron que existe un componente de la
captacion dependiente de hemicanales que llega a su maximo a las 7 h de tratamiento
con FGF-1, de aqui en adelante, profundizaremos nuestro estudio a este tiempo de

tratamiento.

B
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0.00 —H—— |
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Figura 10 - El aumento de la permeabilidad de membrana al AL inducido por FGF-1 se debe a la apertura de
hemicanales y de canales purinérgicos.
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A- Microscopia de contraste de fase de las monocapas de astrocitos en situacion control (a), luego de 7 horas de
tratamiento con FGF-1 sin agentes farmacolégicos (d), o en presencia de 1 mM octanol (e) o 200 uM ATPo (g),
en el momento del registro. Imagenes epifluorescentes de los mismos tratamientos (b), (d), (g) y (h)
respectivamente.
Indice de captacion de AL luego de los tiempos indicados en monocapas confluentes de astrocitos tratadas con

FGF-1 en ausencia (circulos negros), o en presencia de Octanol (cuadrados negros) o ATPo (triangulos negros)
en el momento del registro. (p<0,05 en cada caso, U-Test). En el recuadro superior derecho se agrega la suma
de las captaciones en presencia de ATPo y octanol (tridngulos rojos). Notese que dicha suma es similar en todos

los puntos al indice de captacion obtenido por el tratamiento con FGF-1.

8.3 El tratamiento con FGF-1 incremento ademads la captacion de cationes orgdnicos
(BrEt) desde el medio extracelular a través de su pasaje por hemicanales y por

canales purinérgicos

Con el fin de estudiar las propiedades de selectividad por carga idnica de la
membrana que no forma uniéon en hendidura al pasaje de trazadores de hemicanales,
realizamos los registros de captacion en presencia de BrEt (carga eléctrica +1).

La figura 12 muestra la captacion de BrEt (10 uM) en astrocitos controles y
tratados con FGF-1-7 h y su inhibicién por bloqueantes de las uniones en hendidura y
por antagonistas de los canales purinérgicos. En forma similar a lo observado para ¢l
AL, el FGF-1 aument? la captacion de BrEt por los atrocitos espinales desde un IC (-
7h = 2,7 £ 0,9 en situacion control, hasta un IC FGF-1-7h = 4,9 = 0,5 luego de 7 h
tratamiento. Esta captacion fue inhibida por la preincubacién de los astrocitos con
o—GA (50 uM) y carbenoxelona (200 pM), ambos bloqueantes de los canales
intercelulares y hemicanales de las uniones en hendidura, en forma similar a lo
observado para el AL. Sin embargo, a diferencia de lo observado para la captacion con

AL, la captacion de BrEt también fue inhibida por el ATPo (200 uM).
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8.4 El tratamiento con FGF-1 por 7 h disminuyo el acoplamiento intercelular entre

astrocitos

El bajo nivel de acoplamiento previamente descrito en los astrocitos espinales
(Lee et al, 1994) fue confirmado por la técnica de scrape loading (datos no mostrados).
Para validar este dato, aplicamos idéntico protocolo en astrocitos de corteza, los cuales,
como ya ha sido descrito (Martinez y col, 2001), se encuentran extensamente acoplados
mediante uniones en hendidura. En astrocitos corticales control, el colorante alcanzo
varias filas de células alejadas desde el sitio de corte, scrape, evidenciando el extenso
acoplamiento funcional en dichas células (datos no mostrados). En astrocitos espinales,
la difusion fue a 1 o 2 células desde el corte. Nuestros hallazgos son compatibles con
reportes anteriores que muestran heterogeneidad en el acoplamiento funcional entre

astrocitos de distintas regiones del sistema nervioso (Lee et al, 1994; Batter, 1994).
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Figura 11 - El aumento de la permeabilidad de membrana al AL inducido por FGF-1 se inhibié por diferentes
bloqueantes de hemicanales o antagonistas purinérgicos.

Indice de captacion de AL luego de los tiempos indicados, en monocapas confluentes de astrocitos en situacion
control o tratadas con FGF-1, en ausencia o en presencia de 1 mM Octanol (Oct), 200 uM ATP oxidado (ATPo), 200
UM suramina (Sur), 50 pM écido glicirretinico (a—GA), 200 uM carbenoxelona (CBX) en el momento del registro.
(+p< 0,05, U-Test).

Descartamos la técnica del scrape loading para medir los efectos del FGF-1
sobre el acoplamiento intercelular, ya que en estas condiciones experimentales, no

existe forma de impedir la pérdida de colorante por la membrana que no forma uniéon en

hendidura. La aplicacioén de lantano (La3™) al medio salino en que se realiza el scrape
loading, podria inhibir el acoplamiento de colorante, ya que este cation tendria acceso a

través del sitio de injuria al medio intracelular.

A C

Indice de Captacion

*k

FGF-1/GA

CBX o—-GA ATPo
FGF-1

Control
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Figura 12 - El1 FGF-1 aument6 la permeabilidad de membrana al BrEt en cultivos de astrocitos

A- Microscopia de contraste de fase de las monocapas de astrocitos en situacion control (a), luego de 7 horas de
tratamiento con FGF-1, sin agentes farmacoldgicos (b), o en presencia de 50 uM a—GA (e) o 200 uM ATPo
(g), en el momento del registro. Imagenes epifluorescentes de los mismos tratamientos (b), (d), (f) y (h)
respectivamente.

B- Una imagen que muestra un campo mayor de la captacion inducida por FGF-1 que en A. Noétese que todas las
células del campo seleccionado se permeabilizaron.
C- Indice de captacion de BrEt en monocapas confluentes de astrocitos controles y tratadas con FGF-1, en ausencia

o en presencia de CBX, a—GA, y ATPo en el momento del registro. (+ p<0,05, U-Test, en relacion a FGF-1; ««
p<0,05, U-Test, en relacion al control).

Para cuantificar el grado de acoplamiento intercelular entre los astrocitos
espinales y su modulacioén por el FGF-1 se realizaron las mediciones de acoplamiento
por inyeccion de colorante. Dado que evidenciamos hemicanales y canales purinérgicos

funcionales en la membrana que no forma unién en hendidura en astrocitos espinales,

dichas mediciones fueron realizadas en un medio salino con 200 uM de La3*, un
bloqueante inespecificos de canales cationicos que impide la captacion o perdida de
colorante por la membrana que no forma unidon en hendidura. Los resultados obtenidos
se ilustran en la figura 13. Los astrocitos en situacion control mostraron una incidencia
de acoplamiento del 72 + 8,7 % (n= 18) con un indice de 1,5 células acopladas. El
tratamiento con FGF-1-7 h redujo la incidencia de acoplamiento a un 17,5 = 9,5 % (n
=12). El remanente de células que conserva el acoplamiento lo hace con indice similar

al de los controles (1,5 células acopladas).

En suma, los estudios funcionales y farmacolégicos muestran que el FGF-1-7 h
reduce el acoplamiento intercelular por uniones en hendidura y aumenta la cantidad de

emicanales funcionales si como también de canales purinérgicos (P2X7) funcionales.
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Figura 13 - El FGF-1 redujo la incidencia de acoplamiento en astrocitos espinales.
A- Microscopia de fase de monocapas de astrocitos confluentes controles (a), y tratados con FGF-1-7 h (b) y
empaladas mediante micropipeta de vidrio. Epifluorescencia de las condiciones anteriores, (b) y (d)

respectivamente de células inyectadas iontoforéticamente con BrEt.
B- Incidencia de acoplamiento (%) de monocapas confluentes de astrocitos controles y tratados con FGF-1.

(+p<0,05, U-Test). La transferencia del colorante inyectado en astrocitos controles fue de 1,5 en promedio y se

inhibi6é por CBX y o—GA (datos no mostrados).

A continuaciéon tomaremos especial interés en uno de los componentes que
podria participar en la sefalizacion intercelular a través del medio extracelular, los
hemicanales de Cxs. Por tanto estudiaremos la distribucion celular, los niveles y la
movilidad electroforética de Cxs, asi como detectaremos la presencia de hemicanales de

Cx en la membrana que no forma unidn en hendidura y su regulacion por el FGF-1.

8.5 El FGF-1 provocé una redistribucion de la Cxs 45 en los astrocitos

Para analizar la distribucion de Cxs en los astrocitos y su alteracion por el FGF-1

realizamos inmunofluorescencia para 4 de las Cxs expresadas en los astrocitos en

cultivo.

Cx43
Control FGF-1

g

P2-P3 —
NP —

P2-P3 —
NP —

HEART FGF-1 C

Figura 14 - E1 FGF-1 no gener6 cambios en la distribucion de Cx43
pero alteré la movilidad electroforética de dicha Cx en muestras
totales y biotiniladas.

A- Inmunofluorescencia anti-Cx43 de astrocitos controles y tratados
con FGF-1-7 h. Se observa una marca difusa y otra de tipo
puntiforme entre los limites celulares.

B- Analisis de Western Blot para Cx43 en muestras totales de
astrocitos controles y tratados con FGF-1 como se indica en la
figura. El carril de la izquierda muestra la migracion de Cx43 de
corazdn (control positivo). NP (por non phosphorylate), P2-P3, y
HP (por hiperphosphorylate), corresponden a las distintas
isoformas fosforiladas de la Cx43.

Anadlisis de Western Blot en muestras biotiniladas de astrocitos
controles y tratados con FGF-1. Misma secuencia que en B.
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Comenzamos nuestro estudio con la Cx43 ya que ésta es la conexina
principalmente expresada por los astrocitos en cultivo y porque la mayoria de los
reportes sobre hemicanales involucran a esta conexina. La figura 14A ilustra una
fotografia con inmunofluorescencia anti-Cx43 en astrocitos espinales luego de 7 horas
de tratamiento con FGF-1. La inmunoreactividad puntiforme de la Cx43 en los
contornos celulares y zonas de aposicion (placas de union) sugiere que esta Cx esta
formando parte de uniones en hendidura en astrocitos espinales. La distribucion de las
placas de unién resultdé heterogénea en el cultivo siendo més notable la presencia de
inmunofluorescencia para Cx43 en algunas zonas que en otras. No se observaron
cambios evidentes en la distribucion de las placas de union de los astrocitos controles y

los sometidos a FGF-1, salvo un leve aumento de la marca citopldsmica.

La inmunoreactividad para Cx45 presentd un patron difuso en las monocapas de
cultivo, sin concentrarse de manera evidente en los contornos celulares tanto en
situacion control como en los cultivos sometidos a tratamiento con FGF-1 (figura 15 A).
Esto sugiere entonces, que esta Cx no se encuentra formando placas de union, y que la
misma no es un componente importante de las uniones en hendidura en cultivos de
astrocitos espinales. El tratamiento con FGF-1 por 7 h aument6 considerablemente la
intensidad de la marca difusa para la Cx45, sin hacerse aparente la presencia de marca

puntiforme en los limites celulares.

Experimentos realizados con anticuerpos contra Cx40 mostraron un patroén de
distribucion similar al de la Cx45 en astrocitos controles y tratados con FGF-1-7 h

(figura 17 en discusion).

Cx45

Control FGF-1 Figura 15 - El FGF-1 genero un aumento de la inmunoreatividad y

astrocitos.

marca difusa por el FGF-1.

astrocitos controles y tratados con FGF-1 como se indica en
la figura. El carril de la izquierda muestra el control positivo
WB Total obtenido de células HeLa transfectadas con el ADNc de
—— Cx45. Solo se observo una banda en todas las muestras.
Andlisis de Western Blot para Cx45 en muestras biotiniladas de
WB Biot astrocitos controles y tratados con FGF-1. Misma secuencia que en
. B.

de los niveles de Cx45 en muestras totales y biotiniladas de

A- Inmunofluorescencia anti-Cx45 de astrocitos controles y
tratados con FGF-1-7 h. Se observa una marca difusa y
ausencia de marca puntiforme. Notese el incremento en la

B- Analisis de Western Blot para Cx45 en muestras totales de
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Como ya ha sido descrito para astrocitos de corteza cerebral, la Cx26 no forma
uniones en hendidura y su marca es poco intensa y perinuclear en astrocitos espinales
(Martinez y col, 1999). El tratamiento con FGF-1 generd un pequefio incremento en la
inmunoreactividad de esta Cx en astrocitos espinales, pero no cambid su distribucion
(datos no mostrados). Por su distribuciéon celular, esta Cx posiblemente se encuentra
formando parte de compartimentos intracelulares, reticulo endoplasmico y aparato de
Golgi, y por lo tanto se descartd como una candidata a formar hemicanales de

membrana que no forma unién en hendidura.

Para descartar “reacciones cruzadas” de los anticuerpos policlonales Anti-Cxs
(Anti-Cx43, Anti-Cx40, Anti-Cx45) se utilizaron células HeLa transfectadas con el
ADNCc de una de las tres Cxs y se realizaron experimentos de inmunodeteccion con los
tres anticuerpos en cada variante de célula transfectada. Las células transfectadas con
una de las Cxs so6lo mostraron marca positiva con el anticuerpo correspondiente,
mientras que no existid sefial con los otros dos anticuerpos (datos no mostrados). En el

caso de la Cx26 el anticuerpo utilizado fue monoclonal.

A partir de aqui, se profundizara en la composicion y regulacion por FGF-1 de
hemicanales compuestos de Cx43 y Cx45. Quedara para el futuro detectar la existencia
de hemicanales compuestos de Cx40 o de hemicanales heteroméricos (compuestos de

subunidades con varias de estas Cxs).

8.6 El FGF-1 aumento los niveles totales de Cx45 y regulo la movilidad

electroforética de las distintas isoformas de la Cx43 en astrocitos espinales

Los niveles totales y la movilidad electroforética de las Cx43 y Cx45 y su
regulacion por el FGF-1-7 h, se evaluaron mediante el levantamiento de proteinas de la
placa de cultivo de astrocitos y posterior deteccion inmune de las Cxs por Western Blot.
Los inmunoblots para la Cx43 de los astrocitos control en condiciones basales muestran
tres bandas de diferente movilidad electroforética (figura 14B), las cuales estan
asociadas a distintas isoformas fosforiladas, P2-P3 y NP, ya descritas de la Cx43 en

cultivo e “in vitro” (Berthoud y Saez, 1993; Hossain y col, 1994; Martinez y col, 2002).
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El tratamiento con FGF-1 por 7 h, produjo una disminucion en los niveles totales
de la Cx43. La densidad de las muestras tratadas con FGF-1 fue de 0,63 veces la del
control (n = 3). Por otra parte, la relacion P2-P3/NP en astrocitos tratados con FGF-1-7
h aument6 1.74 (n = 3) veces con respecto al control, lo que obedece a un cambio en el

patrén de movilidad electroforética de la Cx43.

El inmunoblot para la Cx45 de los astrocitos mostr6 una sola banda tanto en los
astrocitos controles como en los tratados con FGF-1. El mismo tratamiento no genero
cambios en los patrones de movilidad electroforética pero produjo un aumento en el

nivel total de la Cx45 de 1,96 veces el control (n = 3), (figura 15B).

8.7 Deteccion de Cx43 y Cx45 como constituyentes de hemicanales en la membrana

que no forma union en hendidura de los astrocitos espinales

Para tener mas informacion sobre la presencia y los niveles de Cxs que forman
hemicanales en la membrana que no forma unién en hendidura de los astrocitos
espinales, utilizamos la técnica de biotinilacion de proteinas de superficie y
precipitacion de las mismas con estrepto-avidina (Plotkin y col, 2002, Cooper y col,
2002). Las muestras de proteina obtenidas luego de este proceso fueron analizadas por

inmunoblot para la Cx43 (figura 14 C) y la Cx45 (figura 15 C).

Dado que las Cxs se encuentran en las membranas oligomerizadas en hexameros
formando canales, nuestros resultados obtenidos al precipitar proteinas de superficie
celular avalan la existencia de hemicanales que contienen Cx43 y Cx45 tanto en los

astrocitos controles como en los tratados con FGF-1 (figuras 14 Cy 15 C).

Mediante el procedimiento descrito en métodos se pudo estimar que el 6,5% de
la Cx43 se encuentra en la superficie celular formando hemicanales (n = 3). Por lo tanto
el resto (93 %) de la Cx se encuentra en placas de uniones intercelulares (uniones en

hendidura) y en compartimentos u organélos intracelulares. Estos Gltimos transportan la
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Cx desde el lugar de su sintesis hacia la membrana celular o en sentido contrario, desde

la membrana celular hacia vesiculas de internalizacion que van a la degradacion.

La estimacion para la Cx45 que se encuentra en la superficie celular formando
hemicanales fue de 16,5% (n =3). Dado que nuestros datos inmunohistoquimicos no nos
dan indicios de que la Cx45 forme placas de union, proponemos que el resto (83 %) de
la Cx45 se encuentra en transito celular, sintetizdndose o degradandose y que la

cantidad de Cx45 que forma uniones en hendidura en los astrocitos espinales es minima.

8.8 El FGF-1-7 h aumento los niveles de Cx45 que componen hemicanales y modulo

la movilidad electroforética de la Cx43 que componen hemicanales

El tratamiento con FGF-1 por 7 h no disminuy6 de forma importante los niveles
de Cx43 que forma hemicanales constituyendo 0,8 veces el control. En astrocitos
tratados con FGF-1-7 h la relacion P2-P3/NP de las muestras biotiniladas fue 1,75 veces
la del control (n=3), un resultado similar al obtenido con muestras de proteina totales

(figura 14 C).

El tratamiento con FGF-1-7 h aument6 los niveles de Cx45 en la membrana que
no forma unién en hendidura, que resultd 2.10 veces el control (n = 3). Este dato es
concordante con el aumento de la inmunofluorescencia (marca difusa) para la Cx45
detectada por inmunohistoquimica. No se detectaron cambios en las movilidades

electroforéticas de la Cx45 como consecuencia del tratamiento con FGF-1 (figura 15 C).

8.9 El ATP es el mediador de difusion extracelular de los efectos del FGF-1 sobre la
permeabilidad de la membrana que no forma union en hendidura a la 7 h de
tratamiento. La apertura previa de canales purinérgicos es necesaria para el aumento

de la permeabilidad dependiente de hemicanales inducida por FGF-1
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La aplicacién de 2 bolos de ATP (500 uM c/u) en un periodo de 7 h indujo una
captacion dependiente de hemicanales a AL con un IC en el orden del obtenido con
FGF-1 (ICa1p= 0,17 £ 0,003), (figura 16 A).

El tratamiento con FGF-1 en presencia de apirasa (2 mU/uL), una nucleotidasa
que hidroliza el ATP a fosfato inorgénico, durante 7 h generd una marcada disminucion

en la captacion de AL en comparacion al de astrocitos expuestos a FGF-1 7 h (ICpgp.1=

0,21 + 0,06; ICrgF-1+apy = 0,087 £ 0,01), (figura 16 B).
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Figura 16 -

El aumento de la permeabilidad dependiente de hemicanales es
mediado por ATP y depende de la activacion de canales purinérgicos
ionotropicos.

A- Indice de captacion para AL de astrocitos controles, y luego de la
aplicacion de 2 bolos de ATP (500 uM) en un periodo de 7 h sin agentes
farmacoldgicos, y en presencia de Oct (1 mM), CBX (200 uM), y ATPo
(200 uM), durante el registro.

B- Indice de captacion para AL en astrocitos tratados con FGF-1, o FGF-1
mas ATPo 200uM (FGF-1+ATPo), o FGF-1 mas apirasa 2 mU / pL (FGF-
1+Apyr) durante el tratamiento. (+p<0,05, U-Test, en relacion a ATP
(figura A) o al FGF-1 (figura B); « p<0,05, U-Test, en relacion al control).

Indice de Captacién
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Para investigar si la apertura de los canales purinérgicos P2X7 es una condicién
previa necesaria a la apertura de los hemicanales inducida por 7 h de exposicion al FGF-
1, pre-tratamos los astrocitos media hora con el antagonista purinérgico selectivo de
canales P2X7, de accion irreversible, ATPo (200 M) antes de agregar FGF-1 al medio
tratamiento. El FGF-1 mas el ATPo fueron mantenidos en el medio durante 7h y luego
lavados antes de hacer el registro de captacion con AL. En estas condiciones, los valores

de IC para AL obtenidos muestran que la captacion dependiente de hemicanales
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observada a las 7 h de tratamiento es considerablemente reducida en comparacion con el
IC de astrocitos tratados con FGF-1 (ICpgr.;= 0,21 + 0,06; IC pgp.1+atPe = 0,088 =+
0,008), (figura 16 B).

9- Discusion

9.1 Eventos responsables del aumento de la permeabilidad de la membrana que no
forma union en hendidura a trazadores de permeabilidad de hemicanales inducido

por FGF-1 en astrocitos espinales

De acuerdo a los estudios funcionales de permeabilidad y su bloqueo
farmacoldgico, la apertura de hemicanales y de canales P2X fueron responsables del
pasaje de trazadores de hemicanales a través de la membrana de no-union en astrocitos
espinales expuestos a distintos tiempos con FGF-1. Efectivamente, el FGF-1 increment6
la captacion de Amarillo Lucifer, un trazador de la permeabilidad de hemicanales,
debido a la apertura temprana (30 min a 4 h) de canales purinérgicos P2X7 y tardia (mas
de 4 h) de hemicanales de uniones en hendidura.

Las curvas que grafican el curso temporal del bloqueo farmacoldgico de la
permeabilizacion inducida por el FGF-1 en presencia de octanol y de ATPo, presentaron
un trazo especular existiendo 2 puntos de entrecruzamiento (a las 4 y 27 h
aproximadamente). Estos puntos sefialarian una inversion en la predominancia de los
canales determinantes del aumento de la permeabilidad al AL. Asi, antes de las 4 h de
tratamiento con FGF-1, la apertura de canales P2X seria la mayor determinante del
aumento de captacion del AL (fundamentalmente a las 2 h), mientras que a partir de las
4 h comienzan a predominar los hemicanales (con un méximo a las 7 h), para volver a
invertirse esta predominancia a las 40 h.

Por otra parte, nuestros hallazgos mostraron que la suma de los valores de
captacion inducidos por el FGF-1 en presencia de octanol y de ATPo fue similar a la
curva de captacion inducida por el FGF-1, sugiriendo que la activacion de ambos
canales ni se potencia ni se ocluye. De todos modos, podemos sugerir que una actividad
conjunta en exceso de ambos tipos de canales podria no ser viable para el astrocito.

La inhibicion significativa de la captacion de AL en presencia de FGF-1-7 h por
inhibidores de las uniones en hendidura y la ausencia de bloqueo significativo de dicha

captacion con ATPo, sugieren que las principales vias de pasaje para aniones organicos
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dependen de hemicanales. Para el caso de cationes orgéanicos (BrEt), también se
encontrd una inhibicién significativa de su captacion en presencia de FGF-1-7 h por
inhibidores de las uniones en hendidura (CBX y a—GA). Sin embargo existid una
inhibicidn parcial de la captacion de BrEt para el FGF-1- 7 h en presencia de ATPo. Por
lo tanto, no podemos descartar la presencia de canales P2X7 funcionales a las 7 h de
tratamiento con FGF-1. La disminucién de la captacion de Amarillo Lucifer por el
ATPo no fue significativa con respecto a la obtenida en astrocitos tratados con FGF-1,
pero si lo fue la conseguida con BrEt. Este hecho podria ser explicado por las
propiedades de selectividad de los canales P2X7 que son mds permeables a cationes
como el BrEt que a aniones como el Amarillo Lucifer (North y col, 2002).

Los resultados obtenidos mediante el empleo de inhibidores de hemicanales y de
receptores purinérgicos nos refleja que el pasaje de Amarillo Lucifer (anion) por la
membrana depende principalmente de hemicanales mientras que el pasaje de BrEt
(cation) es dependiente tanto de hemicanales como de receptores purinérgicos
ionotrdpicos en astrocitos tratados con FGF-1-7h.

En los astrocitos tratados por 7 h con FGF-1, podemos pensar que existe una
gran contribucion de los hemicanales y de los canales purinérgicos en la conductancia
total de la membrana, ya que el acoplamiento intercelular en estos astrocitos
(determinado por estudios de acoplamiento de colorante) es muy bajo. Si bien los
registros electrofisiologicos corroborarian la apertura de canales de alta conductancia
i6nica, no nos darian mucha informacién sobre el tipo de canal funcional; los registros
obtenidos con trazadores de permeabilidad como AL y BrEt nos restringen mas el
origen de las conductancias, ya que los colorantes mencionados pueden atravesar unos
pocos tipos de canales; hemicanales (Contreras y col, 2002), algunos canales
purinérgicos (North y col, 2002), y canales anidnicos (Parpura y Spray, 2004). Ademas,
las técnicas electrofisiologicas tampoco nos dan informacion acerca del patron espacial
de cambio de la permeabilidad en los campos estudiados (Salvo que se registraran todas
las células de un campo). En nuestros experimentos, la permeabilizacion, en caso de

existir, se produjo en practicamente todas las células del cultivo.
En relacion a otras posibles vias de captacion de colorante por los astrocitos

espinales en presencia de FGF-1, es pertinente descartar que dicha captacion se deba a

0tros procesos.
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La endocitosis (pinocitosis) es un proceso dependiente de la temperatura (Dixon
y col, 1998). Dado que la endocitosis se encuentra estimulada a temperaturas de 37°C,
los experimentos de captacion de colorante fueron realizados a temperatura ambiente
(menos de 25°) o en algunos casos (captaciones con DAPI, no mostradas) a 4°C. Por lo
tanto reducimos la probabilidad de que el aumento en la permeabilidad de la membrana

al AL o BrEt se deba a una estimulacion de la via endocitica.

CONTROL FGF-1

Figura 17 - El FGF-1 generé un aumento de la
inmunoreatividad para la Cx40

Inmunofluorescencia anti-Cx40 en astrocitos controles y
tratados con FGF-1. De forma similar a lo observado
para la Cx45 se presenta una marca de tipo difusa para la
Cx40 que es incrementada por el tratamiento con FGF-1-
7 h. No se observa tampoco en este caso marca
puntiforme.

Durante la realizacion de los experimentos y la obtencion de los registros de
captacion, visualizamos las fases de los campos celulares explorados, y no notamos
cambios en la forma de las células, el tamafio o la fragmentacion de los nucleos, que
indicasen algin proceso de muerte celular (apoptética o necrotica) y por lo tanto, rotura
de la membrana. Ademas, el bloqueo farmacolédgico de la captacion por inhibidores de
canales, es un hallazgo que habla a favor de la integridad de la membrana celular, ya
que en caso de rotura de membrana, la captacion dificilmente hubiese sido inhibida por
dichos bloqueantes.

Realizamos captaciones tanto para el AL como para el BrEt a diferentes
concentraciones de colorante. No se pudo apreciar saturacion en el pasaje de AL hasta
una concentracion de 1200 uM. La saturacion para el BrEt se comienza apreciar a partir
de concentraciones de 50 uM. No observamos diferencias en la captacion de astrocitos
controles y tratados con FGF-1 a concentraciones saturantes, y tampoco dicha captacion
pudo ser inhibida por antagonistas purinérgicos o por bloqueantes de los hemicanales.
Este tipo de transporte hacia la célula no se puede atribuir a mecanismos dependientes
de hemicanales o canales purinérgicos, si no mas bien a toxicidad o a mecanismos de

captacion de baja afinidad.
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Si bien el aumento de la captacion de AL y BrEt por el FGF-1 podria ser atribuido a
una mayor concentracion intracelular de los colorantes debido al cambio de forma de
los astrocitos reactivos, no encontramos una correlacion entre la variacion del IC
inducida por el FGF-1 a diferentes tiempos y la evolucion temporal del cambio
morfoldgico A tratamientos mas prolongados (mas de 15 h), los astrocitos disminuyen
el didmetro de su soma y su IC se acerca al de los tratamientos tempranos, cuando el

soma de los astrocitos es de mayor didmetro (figura 17).
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Figura 18 - El FGF-1 induce cambios morfoldégicos en los astrocitos

A- Se adjunta la grafica del recuadro de la figura 10 B para su comparacion con la figura
18 B. Evolucion temporal del indice de captacion para el AL en monocapas confluentes
de astrocitos tratadas con FGF-1 en ausencia (circulos negros), o en presencia de
Octanol (cuadrados negros) o ATPo (triangulos negros) en el momento del registro.
(p<0,05 en cada caso, U-Test). Se superpuso ademas la suma de las captaciones en
presencia de ATPo y octanol (tridngulos rojos).

B- Inmunofluorescencia anti-GFAP a las 2, 7, 15 h de tratamiento con FGF-1. Los nucleos
celulares han sido contrastados con DAPI. Se puede apreciar la ausencia de correlacion
entre el cambio de forma de los astrocitos tratados con FGF-1 a distintos tiempos y la
variacion de la permeabilidad de membrana

9.2 Mecanismos subyacentes al aumento del numero de hemicanales funcionales

presentes en la membrana de no-union inducido por el FGF-1

El aumento en el nimero de hemicanales funcionales detectado por las pruebas
funcionales arriba mencionadas, puede deberse a, (1) un aumento en la cantidad de
hemicanales (proteina o Cx) presente en la membrana de no unién y/o a (2) cambios en

las propiedades cinéticas de los hemicanales. A su vez, aumentos en la cantidad de
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hemicanales (1) pueden deberse a una mayor sintesis de novo, a una mayor estabilidad
del ARNm, o a un aumento en la inserciéon de hemicanales preformados o a una
disminuciéon de su degradacion. Los cambios en las propiedades cinéticas de los
hemicanales (2) pueden deberse a, aumentos en el tiempo medio y/o frecuencia media

de apertura y/o a variaciones en la conductancia individual de los mismos.

Como aproximacion a esta pregunta, primero debimos identificar algunas de las
Cxs que conforman hemicanales en los astrocitos espinales para determinar luego si los
niveles de Cxs de los hemicanales y sus movilidad electroféretica estarian regulados por
el FGF-1. En este sentido, la biotinilizacién de proteinas de superficie y posterior
analisis por inmunoblot revelo la presencia de hemicanales constituidos por Cx43 y por
Cx45. En situacion basal, estos hemicanales tendrian una baja probabilidad de apertura
ya que la captacion de Amarillo Lucifer por los astrocitos control fue muy baja o
despreciable en todos los tiempos estudiados. Esta hipotesis seria concordante con
referencias previas (Contreras y col, 2003) que reportan una baja probabilidad apertura
para los hemicanales formados de Cx43 en situacion fisiologica. Estudios
electrofisiologicos en células tranfectadas con el ADNc de Cx45 podrian aclarar mas
este punto.

Las estimaciones del porcentaje de Cx que forma hemicanales en cultivos de
astrocitos espinales en situacion control, mostraron que existe una fracciéon importante
de la Cx45 total (16%) destinada a la membrana de no-union. La falta de
inmunoreactividad puntiforme anti-Cx45 en zonas de aposicion celular en astrocitos
espinales, nos permite proponer que dicha proteina no se encuentra formando uniones
en hendidura y que por sus considerables niveles en la membrana de no-unidn, su
posible funciéon en estas células estaria vinculada principalmente a constituir
hemicanales.

Los niveles de Cx43 que forma hemicanales en la membrana de no-unién
detectada en astrocitos espinales en situacion control (6,5 %), fueron menores que para
la Cx45. El resto de la Cx43 se encuentra formando canales intercelulares (uniones en
hendidura) o en compartimentos intracelulares posiblemente de sintesis o degradacion

de la proteina.

Los astrocitos espinales expuestos a FGF-1 por 7 h expresan hemicanales de

uniones en hendidura compuestos también, por la Cx43 y la Cx45. A las 7 h de
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tratamiento con FGF-1, aumentan principalmente los niveles de hemicanales de Cx45,
sin que se afecten los niveles de hemicanales de Cx43, aunque disminuye los niveles de
su forma no fosforilada. El incremento en los niveles de Cx45 se correlaciond con el
aumento en la inmunoreactividad (marca difusa) y niveles totales de Cx45. Estos
resultados muestran que existe un aumento en la cantidad de proteina en la membrana
celular de los astrocitos sometidos a FGF-1-7 h. También, estos hemicanales podrian
tener una mayor probabilidad de apertura ya que la permeabilidad de la membrana de
no-unioén al Amarillo Lucifer se increment6 considerablemente, aunque con las técnicas
empleadas no podemos afirmar si existieron cambios en las propiedades cinéticas de los
hemicanales o simplemente existi6 un aumento en el nimero de hemicanales en la

membrana con las mismas propiedades que en situacion control.

La Cx43 por si sola no podria ser la Cx involucrada en el aumento de
permeabilidad de membrana ya que present6 una leve disminucion en sus niveles ante el
tratamiento con FGF-1, tanto en las muestras biotiniladas como en los Western Blot de
proteinas totales. Los cambios en los patrones de movilidad electroforética de la Cx43
de los astrocitos tratados con FGF-1 nos sugieren ademds una modificacion
postraduccional de la proteina, posiblemente fosforilacion, que podria llegar a alterar el
“gating” de los canales de la Cx43. Este fendémeno ha sido asociado en algunos sistemas
a un descenso en la probabilidad de apertura de los canales (Saez y col, 2003). Sin
embargo, en este modelo, no sabemos si este cambio se correlaciona con un descenso o
un aumento de la apertura del hemicanal.

Si bien aqui nosotros le asignamos un significado importante a la apertura de
hemicanales compuestos de Cx45 en el aumento de la permeabilidad de membrana de
los astrocitos tratados con FGF-1-7 h, la carencia ain de farmacos especificos para
bloquear canales compuestos de Cx45 y la posible presencia de otras Cxs en la
membrana de no-unién de los astrocitos (i.e., Cx40) nos impiden concluir que esta Cx
sea la tnica responsable del fendmeno estudiado. Estudios mas especificos como el
empleo de ratones Knock-out-in y la utilizacion de ARNs de interferencia para la Cx45

aclararian mas este punto (Sohl y Willecke, 2004).

Los hemicanales modulables por el FGF-1 en los astrocitos espinales podrian ser
homoméricos (compuestos por un solo tipo de Cx) de Cx45, de Cx43 o eventualmente

heteroméricos (compuestos por 2 tipos de Cxs) de Cx43/Cx45 o por alguna otra
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combinacion posible con el resto de las Cxs expresadas por los astrocitos (Cx40 y
Cx30). En relacion a la Cx40, la inmunorreactividad anti-Cx40 mostré6 un aumento
importante de la marca difusa en astrocitos sometidos a FGF-1 por 7h (figura 18). No
hay antecedentes que demuestren la existencia de hemicanales heteroméricos en
astrocitos. Sin embargo, la compatibilidad de estas conexinas para formar canales
heteroméricos ha sido demostrada en células Hela cotranfectadas con el ADNc de la
Cx43 y la Cx45. Esta posibilidad es interesante ya que la permeabilidad y las
propiedades electrofisioloégicas y de regulacion de los canales de las uniones en
hendidura y de los hemicanales de la membrana de no-union, pueden variar de acuerdo
al tipo de conexina que compone el canal. De esta forma, Martinez y colaboradores
mostraron que canales heteroméricos de Cx43/Cx45 presentan conductancias y
propiedades de permeabilidad diferentes a las descritas para los canales homoméricos
de Cx43 o Cx45 canal (Martinez y col, 2002). Algunas de estas propiedades fueron
dominadas por la Cx predominante en el canal heteromérico. También existen
antecedentes en hemicanales que reportan que la coexpresion de otras Cxs (Cx56 y
Cx45.6) genera conexones con propiedades electrofisiologicas novedosas, que podrian
ser explicadas por la formacion de hemicanales heteroméricos que contienen ambos

tipos de Cxs en oocitos (Ebihara y col, 1999).

En suma, los resultados hasta ahora obtenidos nos permiten postular que el
aumento de captacion de colorante inducido por el FGF-1 a las 7 h en astrocitos
espinales, se deberia, al menos en parte, a un aumento en el numero de hemicanales
funcionales que contienen Cx45 en la membrana de no-union (por una mayor sintesis de
novo, una mayor estabilidad del ARNm, o un aumento en la insercién de hemicanales
preformados), y/o a cambios en las propiedades cinéticas (tiempo medio y frecuencia de
apertura) o de la conductancia individual de los hemicanales homoméricos de Cx43 o de
Cx45, o de eventuales hemicanales heteroméricos de Cx43/Cx45. El FGF-1 podria
regular ademds la proporciéon de hemicanales abiertos (con distintas conductancias)
(homoméricos de Cx43 y Cx45 heteroméricos de Cx43/Cx45), afectando también asi

las propiedades de permeabilidad de la membrana de no-union.

La mayoria de los reportes sobre hemicanales tratan sobre aquellos compuestos
de Cx43. Hasta el momento tampoco hay trabajos descritos en lo concerniente a la

regulacion de hemicanales de Cx45 y su regulacién por citoquinas o factores de
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crecimiento. Aqui nosotros mostramos novedosas evidencias que muestran una

regulacion de hemicanales compuestos de Cx45 por el FGF-1.

9.3 Mecanismos responsables de la disminucion del acoplamiento intercelular de los

astrocitos espinales tratados con FGF-1

En situacion control, los astrocitos de médula espinal presentaron un bajo nivel de
acoplamiento medido mediante la técnica de scrape loading. En experimentos de
acoplamiento de colorante ademas encontramos un bajo indice de acoplamiento (1 a 2
células acopladas por inyeccion). La disminucion del acoplamiento intercelular de los
astrocitos espinales tratados con FGF-1 se debid a una disminucion en el niimero de
canales intercelulares funcionales presentes en la membrana de unidon (unién en
hendidura) de dichas células. La disminuciéon considerable en la incidencia de
acoplamiento funcional de los astrocitos espinales ante tratamiento con FGF-1-7 h,
afianza aportes ya existentes que reportan que diversas citoquinas y factores de
crecimiento reducen la comunicacion intercelular mediada por uniones en hendidura en

astrocitos (John y col, 1999; Scemes y col, 2000; Brosnan y col, 2001; Reus 2003).

La disminucién en el nimero de canales intercelulares funcionales en la uniéon en
hendidura, pudo deberse a su vez a (1) una disminucién en la cantidad de canales
intercelulares (proteina o Cx) presentes en la membrana de union y/o a (2) cambios en
las propiedades cinéticas de los canales intercelulares. Los experimentos de Western
Blot e inmunofluorescencia anti-Cx43 nos sugieren que esta disminucion de la
comunicacion intercelular mediada por uniones en hendidura en astrocitos puede ser
atribuida al descenso del nivel de proteina. Dado que no hubo un cambio apreciable en
la distribucion de Cx43 en astrocitos tratados con FGF-1 no esperamos cambios en la en
compartimentalizacion de dicha Cx. A su vez el aumento en la relacion de las bandas
fosforiladas P2-P3/NP podria estar en la base de un mecanismo de modificacion
postraduccional, como fosforilacion. Variaciones en los estados de fosforilacion de la
Cx43 se han correlacionado con variaciones en las propiedades cinéticas de los canales
intercelulares (Séez y col, 2003). Algo de reparo habria que tener con esta interpretacion
dado que similar cambio en la movilidad electroforética fue observado en las muestras

biotiniladas (ver mas adelante), y no deberiamos descartar que los resultados obtenidos

48



con WB de muestras totales estén reflejando la modulacion del FGF-1 sobre los
hemicanales formados por Cx43 mas que una modificacion sobre las Cxs en las uniones
en hendidura. De esta manera, el mecanismo que explicaria la disminucion del
acoplamiento funcional seria diferente. En este sentido se ha sugerido que la
acumulacion de especies reactivas del oxigeno producto del tratamiento de astrocitos
con LPS disminuiria el acoplamiento por uniones en hendidura (Bolafios et al, 1996)
aunque no han sido descritas hasta el momento modificaciones postraducionales de las
Cxs como nitracion o nitrosilacion. Protocolos de experimentacion que permitan
purificar las Cx que forman las uniones en hendidura deberian ser desarrollados para

aclarar este punto.

9.4 Mecanismos subyacentes al aumento en el numero de canales purinérgicos

funcionales presentes en la membrana celular (de no-union) inducido por el FGF-1

El aumento en el numero de canales purinérgicos funcionales por FGF-1-30 min
y FGF-1- 2 h, puede deberse, como en el caso de los hemicanales, a un aumento en la
cantidad de proteina presente en la membrana de no unién y/o a cambios en las
propiedades cinéticas de los canales purinérgicos.

Se ha descrito en astrocitos que diferentes tipos de citoquinas pueden regular la
actividad de canales purinérgicos. La IL-13 aumenta la cantidad de mensajero de las
subunidades proteicas de los canales P2X7. Esto se correlacioné con un aumento de la
cantidad de proteina en la membrana celular (Narcisse y col, 2005). A su vez el ATP
liberado de los astrocitos en situaciones de dafio celular o durante el desarrollo del
estado reactivo puede actuar sobre receptores P2X de macrofagos para aumentar la
liberacion vesicular IL-1B (Bianco y col, 2005). IFN-y induce la liberacién de ATP
desde astrocitos, el cual actia sobre los receptores P2X7 de microglias. La actividad
excesiva de estos receptores en la microglia resulta en la apoptosis de las mismas. Esto
se ha implicado en el control del numero de células en el foco inflamatorio (Verderio y
col, 2001). En este sentido se ha descrito recientemente que la acumulacion de ATP en
modelos de injuria espinal desencadena la muerte de neuronas al activar la entrada
masiva de calcio por activacion de receptores P2X7 (Wang y col, 2004). Por lo tanto, la
actividad prolongada de canales purinérgicos ionotropicos puede tener consecuencias

deletéreas en la supervivencia celular.
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Como el estudio de los mecanismos de regulacion de los canales purinérgicos no
fue objetivo de esta tesis, no profundizamos los hallazgos funcionales y farmacolédgicos
que sugieren que tempranamente, el FGF-1 aumenta la cantidad de canales purinérgicos
P2X funcionales. No existen hasta el momento reportes que muestren una regulacion de
canales P2X por FGFs, lo que para nosotros puede ser objeto de analisis mas detallado

en el futuro mediato.

9.5 El aumento de la permeabilidad de la membrana inducido por el FGF-1-7 h a
través de hemicanales en astrocitos espinales, estda mediado por un factor de difusion

extracelular, el ATP, y por la activacion temprana de canales purinérgicos

La incubacion de los astrocitos espinales con ATP indujo una captacion de
colorante comparable a la del FGF-1-7 h. El efecto sobre la permeabilidad de la
membrana al AL de este factor de crecimiento fue inhibida por la presencia de apirasa.
Estos hallazgos tomados en conjunto, permiten afirmar que el aumento de la captacion
de colorante por la membrana de no-unién inducido por el FGF-1-7 h en astrocitos, esta
mediado, al menos en parte, por la acumulacion de ATP extracelular (o alguno de sus
derivados) tal como fue propuesto en los antecedentes de esta tesis. Para afirmar que el
ATP es el mediador de la regulacion de hemicanales compuestos de Cx45 en astrocitos
espinales, se deberd determinar en un futuro, si el aumento de la marca difusa para la
Cx45 y el aumento de los niveles de Cx45 que forma hemicanales inducidos por el
FGF-1, son también imitados por el ATP y bloqueados por la apirasa. También se
debera confirmar que los astrocitos espinales liberan ATP al medio extracelular durante
el tratamiento con FGF-1, y seria interesante investigar el curso temporal de dicha
liberacion.

Por otra parte, nuestros resultados mostraron que a las 2 h de tratamiento con FGF-1
(FGF-1-2 h), la presencia de canales purinérgicos funcionales es la responsable
principal del aumento de la captacion de AL inducida por el FGF-1-2 h, mientras que a
las 7 h de tratamiento con FGF-1, la presencia de hemicanales funcionales es la
responsable principal del aumento de la captacion de AL inducida por el FGF-1-7 h. De
estos hallazgos surgi6 la pregunta de si la apertura previa de los canales purinérgicos era
una condicidn necesaria para que se indujera un aumento en el numero de hemicanales
funcionales ante el tratamiento con FGF-1-7 h. El bloqueo farmacologico de los canales

purinérgicos P2X durante el tratamiento con FGF-1-7 h, inhibi6é el aumento de la
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permeabilidad de los hemicanales inducido por FGF-1-7 h. Asi pues, la activacion
temprana de los receptores P2X7 por el FGF-1, es necesaria para el aumento de la
permeabilidad de membrana al Amarillo Lucifer dependiente de hemicanales inducido

por el FGF-1-7 h.

El nexo entre el ATP y la activacion de receptores purinérgicos es claro. EIl ATP
se sabe activa a receptores purinérgicos tanto de tipo P2X como P2Y (ver antecedentes).
Sugerimos pues, que, en el transcurso del tratamiento del astrocito con FGF-1 y su
transformacion a un fenotipo reactivo y neurotdxico, el astrocito libera ATP el cual

activaria a canales purinérgicos expresados en dichas células y en dichas condiciones.

Cuales serian el o los nexos existentes entre la activacion mdas temprana de
receptores purinérgicos ionotropicos, y el aumento maés tardio en el niimero de

hemicanales funcionales, ambos fendémenos observados en nuestros experimentos?.

La activacion de receptores purinérgicos puede regular la transcripcion de genes
(NFk-b y AP1) que han sido asociados con la regulacion de la expresion de diferentes
tipos de conexinas (Saez y col, 2003). Las elevadas concentraciones de ATP (>200 uM)
actian sobre los receptores P2X7 produciendo a través de mecanismos dependientes de
calcio, una traslocacion nuclear del factor transcripcional NFk-b en osteoclastos y
macrofagos (KorcoK y col, 2004; Aga y col, 2004). Por otra parte, altas concentraciones
de calcio intracelular inducen una aumento en los niveles de NFk-b en linfocitos
(Dolmetsch y col, 1997). En astrocitos humanos, la sefializacion a través de los
receptores purinérgicos regula la transcripcion de genes (NFk-b y AP1) involucrados en
las respuestas inflamatorias (John y col, 2001). Por otro lado, se ha sugerido que
receptores purinérgicos ionotropicos (y también los P2Y) estan acoplados con la IP3-k
(Huwiler y col, 2002; Neary Jacques-Silva y col, 2004). La IP3-k podria facilitar la
traslocacion nuclear de NFk-b (Wymann y col, 2003). Asi pues, la IP3-k podria ser el
nexo entre la activacion de receptores purinérgicos y un aumento de la expresion de
conexinas que componen hemicanales, en nuestro estudio, de Cx45. En experimentos
que no mostramos en esta tesis, pudimos inhibir la captacion de trazadores de la
permeabilidad de hemicanales inducida por FGF-1 con LY294002 y Wortmanin,

bloqueantes de la actividad de dicha quinasa.
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Asi pues, existiria en nuestro modelo una via de sefializacion que involucraria la
apertura temprana de canales P2X por acumulacion de ATP, la activacion de la IP3-k y
la generacion de una sefial que permitiria el aumento de la expresion de Cx45 (u otras
Cxs no estudiadas por nosotros) que forma hemicanales en la membrana de no-unioén en
astrocitos expuestos a FGF-1.

Si bien se ha reportado que existe una asociacién entre receptores purin€rgicos
P2Y (acoplados a proteinas G) y las uniones en hendidura en astrocitos espinales
(Scemes y col, 2001, Brosnan y col, 2001, nuevos de Scemes, 2005, Fortes y col, ,
2005) no hay actualmente trabajos que describan una asociacién entre el estado
funcional de receptores P2X7 (inonotrdpicos) y hemicanales.

Serd razon de una investigacion futura describir mas en detalle una via que
vincule al ATP, sus receptores P2X, la activacion de la via dependiente de IP3-k y el
posible efecto de esta ultima sobre la regulacion de la transcripcion o sobre la
compartimentalizacion celular de Cxs en regulacion de la comunicacion intercelular

mediada por hemicanales en astrocitos.

9.6 Implicancias fisiologicas de la modulacion de hemicanales de uniones en
hendidura por el FGF-1 en astrocitos espinales. Participacion de la modulacion de

hemicanales por el FGF-1 en la sefializacion intercelular

En relacion a la sefializacion celular, proponemos que los astrocitos espinales
expuestos a FGF-1, mostrardn un cambio en la predominancia de sus mecanismos de
sefalizacion, de una via intercelular mediada por uniones en hendidura a una via

extracelular mediada por hemicanales y canales purinérgicos.

Los astrocitos presentan una forma de excitabilidad basada en la transmision de

variaciones en la concentracion intracelular de CaZJr libre (ondas de calcio).

Para coordinar la transmision por ondas de calcio, los astrocitos pueden utilizar tanto los
canales intercelulares que conforman las uniones en hendidura como los hemicanales
expuestos en la membrana de no-union. Tanto el IP3 como el Ca2+ se proponen como
transductores de la sefializacion a través de las uniones en hendidura (Séez y col, 1989).

Alternativamente, en astrocitos, las ondas de calcio también pueden estar mediadas por

la difusiéon de moléculas como el ATP al medio extracelular (Charles, 1998; Giaume y
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Venance, 1998). La liberacion de estas moléculas de sefializacion paracrina (como ATP
o glutamato) al espacio extracelular podria ocurrir a través de hemicanales funcionales
expuestos en la membrana de no-union. El ATP liberado puede actuar sobre los
receptores P2X o P2Y para generar distintos patrones de cambio en la concentracion
intracelular de calcio. Asi pues, se posibilitaria la sincronizacién de astrocitos sin la
necesidad de una via de comunicacion intracelular.

Nuestros resultados avalan la existencia de hemicanales compuestos por Cxs y
canales P2X funcionales en la membrana que no forma uniones en hendidura en
astrocitos espinales tratados con FGF-1. Esta citoquina ademas disminuye la
comunicacion intercelular mediada por uniones en hendidura. Aqui surge la posibilidad
muy interesante, aun no descrita, que en astrocitos sometidos a tratamiento con FGF-1
se generen ondas de calcio transmitidas via la accion conjunta de hemicanales y canales
purinérgicos ionotropicos. Las ondas de calcio serian mediadas por la difusion
extracelular del ATP liberado a través de los hemicanales por los astrocitos, el cual
actuaria sobre receptores purinérgicos para determinar variaciones propagadas en la
concentracion intracelular de calcio. Esto ultimo dependeria de la densidad y
distribucion de receptores purinérgicos, la afinidad de los mismos por el ATP (o sus
derivados), y la proximidad a los sitios de liberacion de ATP (posiblemente
hemicanales) en astrocitos tratados con FGF-1.

Por lo tanto canales purinérgicos y hemicanales podrian actuar cooperativamente
y favorecer la sefializacion extracelular al coordinar la liberacion de ATP (sin descartar
otros mediadores como NAD+, o glutamato) en células que reducen su acoplamiento
intercelular por uniones en hendidura. De esta manera la acién conjunta de hemicanales
y P2X constituiria un mecanismo importante en la transmisiéon de ondas de calcio
durante el desarrollo de la respuesta inflamatoria de los astrocitos. Es un objetivo de
futuro para nosotros demostrar la generacion de ondas de calcio por FGF-1 y sus

mecanismos de propagacion en astrocitos.

9.7 Posibles implicancias fisiopatologicas de la apertura de hemicanales

Las redes funcionales de astrocitos son cruciales para mantener la homeostasis del
sistema nervioso. Alteraciones de esta importante funcién podrian comprometer la salud
neuronal, conduciendo a la disfuncién e incluso a la muerte neuronal (Reuss y Unsicker,

1998). La modulacion de hemicanales por citoquinas y la participacion de esta
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modulacién en la propagacion y/o amplificacion de dafio o proteccion celular,
constituyen dareas que recién comienzan a desarrollarse. En otros sistemas, los
hemicanales compuestos por Cx43 participan de manera alternativa segiin el entorno
celular. Previenen la apoptosis en células osteoblasticas durante la osteogénesis
(Plotkin y col, 2002) y aceleran de la muerte celular durante la inhibiciéon metabdlica
(John y col, 1999; Kondo y col, 2000; Contreras y col, 2002). De la misma manera, en
el sistema nervioso central, existe una extensa bibliografia concerniente a la
participacion de la modulaciéon de las uniones en hendidura sobre la vulnerabilidad
neuronal. En distintas regiones, las uniones en hendidura de los astrocitos participan en
la propagacion y en la amplificacion de sefiales de injuria y/o de “rescate” celular entre
astrocitos y sobre la poblacion neuronal. También existen importantes referencias que
reportan alteraciones en los niveles y la distribucion de las conexinas de astrocitos en
distintas patologias neurodegenerativas tales como la enfermedad de Huntington (Vis y
col, 1998) y la Esclerosis Multiple (en: Brosnan y col, 2001). No existen reportes en
modelos de Esclerosis Lateral Amiotréfica y nuestros resultados podrian resultar de

interés para la fisiopatologia de dicha entidad.

Nuestro estudio se realiza en un modelo astrocitos reactivos que provocan muerte
de motoneuornas en situaciones de co-cultivo. Los astrocitos reactivos se encuentran en
la inflamacion tisular presente en enfermedades neurodegenerativas, el dafio, el
traumatismo, o la isquemia del parénquima nervioso. El estudio de los mecanismos de
comunicacion astrocitaria durante el desarrollo del fenotipo neurotdxico aportard a la
comprension de los mecanismos de propagacion de injuria o de proteccion en
enfermedades neuro-degenerativas. De acuerdo a resultados obtenidos en un trabajo
paralelo a nuestra tesis, el tratamiento con FGF-1 induce, en los astrocitos derivados de
la médula espinal, (a) un estado reactivo, y (b) la adquisicion de un fenotipo neurotoxico
(Cassina y col, 2005).

Nosotros hemos corroborado que la neurotoxicidad comienza a partir de las 7
horas de tratamiento con FGF-1, momento en el cual detectamos un claro aumento en la
permeabilidad de membrana a trazadores de hemicanales (figura 19).

Algunas preguntas surgen a partir de estos hallazgos: a) (Existe alguna
correlacion entre la modulaciéon de los hemicanales inducida por el FGF-1, y el

mantenimiento o la propagacion de la reactividad de los astrocitos espinales?
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La apertura de los hemicanales en la membrana que no forma unién en
hendidura de los astrocitos constituiria una via rapida para el intercambio de sustratos
energéticos con el medio que les permitiria adaptarse a su nuevo estado reactivo; o,
como mencionamos, la apertura de hemicanales permitiria la liberacion de factores

difusibles capaces de reforzar el estado reactivo de los astrocitos.

Sobrevida neuronal
(% del control)

100 - Figura 19 - El FGF-1 disminuye la sobrevida neuronal en cocultivos
de astrocito-motoneuronas
*

*1 Sobrevida de motoneuronas (% del control) sembradas sobre astrocitos
* tratados con FGF-1 por 4, 7, y 24 h. Nétese la disminucion de la

6 sobrevida neuronal a partir de las 7 h de tratamiento con FGF-1.

40

20 4

-]
4h 7h 24h
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Por otra parte, la modulacion de canales formados de Cxs en astrocitos inducida
por el FGF-1 participa de alguna manera en la muerte neuronal? En estudios paralelos
se ha atribuido la muerte neuronal a que los astrocitos reactivos aumenta la liberacion
conjunta de NGF y NO los cuales provocan la muerte de motoneuronas embrionarias,
las cuales sobreexpresan el receptor p75 (Pehar y col, 2004). Quedara por determinar si
los hemicanales tienen alguna participacion en la regulacion de la liberacion de
vesicular NGF.

En este sentido, datos preliminares muestran que la aplicacion de acido 18-alfa-
glicirretinico a monocapas de astrocitos previamente tratados con FGF-1, mostraron una
reduccion de la muerte motoneuronas mantenidas en cocultivo (datos no mostrados). En
efecto, la supervivencia de las motoneuronas en co-cultivos tratados con el bloqueante
tuvieron valores comparables a los de la situacion control (n=3) comparados con la
reduccion provocada por el pretratamiento con FGF-1. Estos resultados sugieren una
eventual participacion de canales formados por conexinas, posiblemente hemicanales,
en la promociéon de dafio neuronal durante el desarrollo del fenotipo neurotoxico
inducido por el FGF-1. De todos modos, por ahora esta interpretacion debe ser muy

cuidadosa por los siguientes motivos, (a) no sabemos si los niveles y la distribucion de
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Cxs de los astrocitos en cocultivos son afectadas por la presencia de motoneuronas. Se
ha reportado que la mera presencia de neuronas altera el estado acoplamiento los niveles
de Cxs en astrocitos (Giaume y col, 2002),
(b) no se puede establecer si efecto del acido a—GA es sobre los hemicanales o sobre
las uniones en hendidura de los astrocitos, aunque dado que la incidencia de
acoplamiento de astrocitos tratados con FGF-1 7h es muy baja (20%) la participacion de
las uniones en hendidura seria poco relevante.

En suma, la eventualidad de que la apertura de los hemicanales por el FGF-1
juegue un papel en el desarrollo de la gliosis reactiva y la adquisicion del fenotipo

toxico para las motoneuronas, debera confirmarse en el futuro.

10- Conclusiones

10.1 Los astrocitos espinales expresan hemicanales compuestos de Cx43 y
Cx45.

10.2 El FGF-1 aumenta la cantidad de hemicanales funcionales en la
membrana que no forma uniones en hendidura que estan compuestos de Cx45
al tiempo que el FGF-1 disminuye la comunicacion intercelular a través de

uniones en hendidura en astrocitos espinales.

10.3 Un factor de difusion extracelular, el ATP o sus derivados, y la activacion
previa de canales purinérgicos P2X, median los efectos del FGF-1 sobre la

permeabilidad de la membrana a través de hemicanales en astrocitos espinales.

11- Perspectivas

11.1 Los astrocitos presentan una forma de comunicacion intercelular basada en
“ondas de calcio” que pueden propagarse a través de uniones en hendidura y

hemicanales. ;La regulacion por FGF-1 de la permeabilidad de membrana a
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solutos organicos a través de hemicanales y P2X7 podria reflejar un mecanismo

novedoso para la generacion y transmision de “ondas” de calcio en astrocitos ?

11.2 ;Las vias de sefializacion intracelular desencadenadas por la activacion del
canal P2X7 por ATP, regularin la transcripcion o la distribucion de Cxs en

astrocitos espinales?

11.3 ;Existiran mecanismos de cooperacion entre los hemicanales y canales P2X7?
;Compartiran los mismos dominio de membrana formando clusters o se

encontraran segregados entre si?

11.4 (El FGF-1 regularia ademas la cinética de apertura de los hemicanales?
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