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Resumen

El intercambio de informacion entre el conjunto de células de un organismo pluricelular es
imprescindible para estos lleven a cabo adecuadamente sus funciones. De entre todos los tipos
existentes de formas de comunicacion interelular, las uniones tipo hendidura, Gap o “Gap junctions”
adquieren relevancia en cuanto a su arquitectura, su fisiologia y su funcién en diferentes érganos. Las
uniones Gap son canales que permiten el intercambio de moléculas como ATP, cAMP, IP3, glutamato
asi como microRNAs. Las uniones Gap estan formadas por conexones, hemicanales dispuestos en
un conjunto de placas en la membrana plasmatica creando orificios y permitiendo, una vez unidos con
sus células adyacentes, la comunicacién intercelular y la transmisién de la informacién entre ellas.
Estos hemicanales estan formados por hexameros compuestos de conexinas. Las conexinas (Cx)
son una familia de proteinas transmembrana que se expresan en células de todo el organismo. El
TFG que presento quiere profundizar en la funcién de un tipo de las Gap junction formadas por Cx43,
una Cx que se encuentra en casi todo el organismo de vertebrados, pero con especial relevancia en
el Sistema Nervioso Central embrionario, sin saber exactamente qué papel puede ejercer durante el

desarrollo de las diferentes subdivisiones que compone nuestro cerebro.

Para ello he centrado mi trabajo en el abordaje sobre cultivos de lineas celulares estandar en
el laboratorio (HEK293) y analizar la posible modulacién de la expresién de la Cx43 mediante la
adicion de dos moléculas de caracter proteico, el Gap26 (un péptido mimético) y el FGF8, un
morfégeno que se expresa en el cerebro embrionario. El objetivo a largo plazo, es incrementar el
conocimiento de la regulacidon de esta conexina en el desarrollo temprano del Sistema Nervioso

Central.
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Abstract

Information exchange between cells of pluricellular organisms is essential for to carrying out
their biological functions properly. Among all types of cell communication, Gap junctions acquire
relevance due to its architecture, physiology and function in different organs. Gap junctions are
channels that allow exchange of several molecules like ATP, cAMP, IP3, glutamate as well as
microRNAs. Gap junctions are formed by connexons, hemichannels disposed on plates in the lipidic
membrane making true holes and permitng the intercellular communication and thus, transmission
between adjacent cells which has been connected. These hemichannels are made by hexamers of
connexins. Connexins (Cx) are a family of transmembrane proteins that are expressed in cells of the
whole organism. In this project, | wanted to examine in detail the activity of Cx4, a member of the
family of connexins that is located in almost the entire vertebrate organism. Particular significance was
taken in the embryonic Central Nervous System where it is suggested to playa n important role during

the regionalization process of the different neuromeric subdivision.

| have focused my “TFG” on a standard cell line culture (HEK293) and | have performed the
analysis of the Cx43 expression modulation through the addition of two molecules, Gap26 (a
peptidomimetic) and FGF8, a morphogen expressed on the embryonic brain. The purpose of these
experiments is to improve the knowledge of the regulatory mechanisms of this connexin during the

early development of the Central Nervous System.
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1. Introduccién

La comunicacién celular es una capacidad que poseen todas las células de un organismo,
imprescindible para el correcto funcionamiento y organizacion de los seres vivos. Mediante la
comunicacion celular se produce un intercambio de informacion entre si mismas y el medio que las
rodea. Este mecanismo existe tanto para seres unicelulares para asimilacién de nutrientes, reaccion
de movimiento debida a estimulos externos; como pluricelulares, donde es mas compleja debido a la
especializacién de los diversos tejidos en funciones especificas [1]. Debido a la importancia y
complejidad de la comunicacion celular, es necesario que ésta se encuentre fuertemente regulada
para que las sefales se den en el momento adecuado y que las células receptoras puedan interpretar

el estimulo de manera correcta con el fin de realizar la funcién deseada.

Las moléculas de sefializacion extracelulares juegan un papel fundamental en Ia
comunicacion celular, pudiendo trabajar a distancias largas, como seria el caso de las hormonas, o
cortas, que acttan sobre células cercanas. Generalmente todas las células pueden comunicarse con
otras emitiendo sefiales y respondiendo a estimulos emitidos por otras células. Normalmente las
sefiales son recibidas en la membrana celular, mediante proteinas llamadas receptores en las que las
moléculas de sefal se unen e interaccionan produciendo una amplificaciéon de la sefial que puede
desencadenar en cascadas de sefializacion que actien sobre una o0 mas dianas intracelulares. Las
células han desarrollado una gran variedad de mecanismos de sefializacion para regular importantes
funciones biolégicas, por ejemplo, receptores que permiten el paso de iones a través de canales en
respuesta de fotones o la modulacion del proceso de division celular con receptores que afectan a la

estructura de la cromatina [1,2].

Los distintos tipos de sefiales de comunicacion celular pueden clasificarse dependiendo de la
proximidad entre la célula que envia la sefial y la que la recibe, identificandose de esta manera cuatro
tipos [2,3]:

1. Senalizacién endrocrina. Cuando las células se comunican a larga distancia utilizando una
especie quimica de sefializacion llamadas hormonas, entonces se habla del sistema
endocrino. Las hormonas son secretadas por las glandulas endocrinas a una baja
concentracién al sistema sanguineo, pudiendo viajar por todo el organismo hasta llegar a su
receptor, por el que tiene una gran afinidad. Existen hormonas de distintas naturalezas
bioguimicas (lipidica y peptidica) por lo que sus funciones son extensas, principalmente
regulacion, y se pueden clasificar de acuerdo a si la unién con su receptor es extracelular o
intracelular.

2. Sefializacion paracrina y autocrina. En la sefializacion paracrina las células secretan
sefializadoras al espacio extracelular para que ejerzan su accion sobre células cercanas, por
el contrario, en la sefalizacién autocrina las moléculas de sefial actian sobre su mismo tipo
celular o sobre si misma. Este tipo de sefializacion tiene un mecanismo de accion local por lo

que es necesario una buena regulacion de las moléculas mediante inhibidores, moléculas



antagonistas, mecanismos de inmovilizacién o degradacion. Procesos como el de inflamacién
o proliferacion utilizan este tipo de mecanismo.

3. Sefializacion neural o por sinapsis. Las células nerviosas o neuronas tienen una estructura
Unica especializada en el envio de informacién a largas distancias y a gran velocidad. Los
axones y las dendritas hacen posible la comunicacién entre dos neuronas, sinapsis, que se
da mediante la propagacion de un potencial eléctrico a través de los axones en la neurona
presindptica y una liberacion de moléculas de sefializacion especiales, Illamadas
neurotransmisores, que pueden inhibir o excitar, segin el tipo de neurotransmisor, a la
neurona postsinaptica.

4. Comunicacion yuxtacrina. Este tipo de comunicacion celular es dependiente de contacto, no
se produce secrecion al medio extracelular de moléculas de sefalizacién, sino que los
sefializadores se encuentran unidos a la superficie de la célula mensajera y ejercen su accion
cuando otra célula entra en contacto con directo con ellos. También pertenece a este tipo, la
comunicacién intercelular mediante uniones gap o gap junction, donde las sefiales se
transmiten directamente del citoplasma de una célula al de otra vecina mediante pequefios
canales. La sefializacién yuxtacrina es de gran importancia en muchas funciones biolégicas,
por ejemplo, el desarrollo embrionario donde las células necesitan de éste mecanismo para

diferenciarse correctamente [4].

Los tipos de comunicaciéon anteriormente descritos coordinan y organizan las funciones
principales de las células en los organismos pluricelulares. La proliferacion, diferenciacién, la muerte
celular programada, el control de la homeostasis del organismo y la reparacién de tejidos pueden

llevarse a cabo gracias al conjunto de mecanismos de sefializacion celular.

1.1. Uniones Gap o Gap junctions

Las uniones gap (GJs) son canales o poros en la membrana lipidica que permiten el paso
bidireccional de iones y pequefias moléculas, como el ATP, el cAMP, el IP3, el glutamato u otras
moléculas de tamafio menos a 1 kD como microRNA (miRNAs), de una célula a otra adyacente [5,6].
Las GJs participan en procesos de propagaciéon y amplificacion de cascadas de sefalizacion que

tienen como resultado el crecimiento y desarrollo celular, entre otras funciones [6].

La determinacién de la estructura de las GJs empez6 antes de que éstas fuesen identificadas.
Se sabe gracias a la microscopia electrénica (EM) que las uniones gap se agrupan en placas que
unen membranas plasmaticas de dos células vecinas, dejando un espacio extracelular ~2-3 nm. Se
determind mediante difraccién de rayos x que los canales estaban formados por dos hemicanales o
conexones de forma hexagonal [8]. La primera descripcién de GJs en Sistema Nervioso Central se la

debemos a los estudios del Prof. Constantino Sotelo y Sanford Palay en 1970 [7].

Los conexones estan formados por seis conexinas (Cxs) que se disponen en forma de
hexagono dejando un poro central. Las conexinas son una amplia familia de proteinas por lo que los

conexones pueden estar compuestos por un mismo tipo de conexina, homomeéricos, o por conexinas



combinadas, heteroméricos. Ademas los conexones pueden unirse con otro de la célula adyacente
idéntico a él, en este caso se hablard de canal homotipico, 0 a un conexén con una composicion de
conexinas diferente a la suya, entonces diremos que se trata de un canal heterotipico [5,9], la
diferencia en la composicion de conexinas de cada hemicanal le otorga unas caracteristicas biofisicas
determinadas. Cada tipo celular expresa unas conexinas especificas que van variando acorde a la
etapa del desarrollo en la que se encuentren.
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Figura 1. Esquema de estructura de las conexinas y formacion de gap junctions [5].

En organismos no cordados encontramos unas proteinas con una funcién y estructura similar
a las conexinas llamadas panexinas o inexinas. Se creia que las panexinas se encontraban
Unicamente en invertebrados pero se sabe de la existencia en cordados de panexinas con funciones
de comunicacién de una célula con el espacio extracelular, apuntando a un fenémeno de duplicacion

génica [10].
1.2. Las conexinas

Las conexinas son una familia multigénica de proteinas, existen 21 genes que codifican un
tipo de conexina diferente cada uno [5]. Todas las conexinas comparten entre ellas alrededor del 50%
de la composicion aminoacidica y su distribucion en los tejidos del organismo es diferente. Algunas
conexinas se expresan en multitud de tejidos, como es el caso de la Cx43, mientras que otras tienen

un patron de expresion mas especifico de un tipo celular, como es el caso de la Cx36. En cuanto a



nomenclatura, se utiliza el prefijo Cx seguido de un ndmero que se refiere a su masa molecular

expresada en kD, por ejemplo, Cx43 [11].

En cuanto a topologia, todas las conexinas son practicamente idénticas. Poseen 4 dominios
transmembrana con estructura de alfa-hélice (M1-M4), un asa citoplasmatica (CL), dos asas
extracelulares (E1, E2) y los dominios amino (NT) y carboxilo-terminal (CT) que se encuentran en el
citoplasma (ver figura 1). Los dominios CT y CL son los de mayor variabilidad de secuencia, mientras
gue el NT, los transmembrana y los extracelulares son altamente conservados [5,11,12]. La longitud
del dominio CT es muy cambiante en los miembros de la familia de las conexinas desde 10 hasta 310
aminodcidos (ver figura 2). También el CL varia en longitud, pudiéndose clasificar las conexinas en
tres tipos de acuerdo al nUmero de aminoacidos de éste en pequefio (30-35 aa), medio (50-55 aa) y
largo (80-105).
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Figura 2. Estructuras resultas por RMN de dominios citoplasmaticos de conexinas [8].

1.2.1. Regulacién de las conexinas

Las conexinas pueden sufrir diferentes modificaciones postraduccionales como la
fosforilacién, hidroxilacién, palmitacién, acetilacion y nitrosilacion. La fosforilacion es la mas
importante dado que gran parte de ellas se dan sobre el C-terminal, y asi se regula la funcion del
canal, abriéndolo o cerrdndolo, segun el aminoécido que se haya fosforilado. La fosforilacion regula el

ciclo de hiosintesis, ensamblado, formacion de las GJs, reciclaje y degradacion.

Cada miembro de la familia de las conexinas tiene unas propiedades biofisicas diferentes,
como es el caso de la conductancia que pueden variar como consecuencia de la accion de fosfatasas
y quinasas. La conductancia también puede modularse de forma rapida a través de un cambio de

voltaje [9].

Las conexinas son sintetizadas por los ribosomas en el reticulo endoplasmatico donde
también se produce la oligomerizacion para formar los conexones, se transportan al Golgi donde

realizan el mecanismo de maduracion cis-trans, se almacenan en vesiculas por parte del aparato de



Golgi, se transportan mediados por microtibulos para finalmente insertarse en la membrana
plasmatica y agregarse en las denominadas placas de gap junctions. La degradacion puede darse a
través de la via del proteosoma o lisosomas [13,16].

1.2.2. Cx43

La Cx43 es probablemente la mas mayoritaria en el cuerpo humano , incluido cerebro, y con
el patron de expresion mas amplio. Las modificaciones postraduccionales que sufre esta conexina
tienen un efecto importante sobre la regulacion del ciclo de vida de las mismas, afectando a su
biosintesis, transporte, reciclaje, apertura de canales y degradacién. Se le conoce como una proteina

de vida media corta, de 1-5 h, y responde a la fosforilacién de una gran cantidad de quinasas [15,16].

Cx43 en mitosis

Durante la mitosis la Cx43 padece también distintas transformaciones acordes al cambio
morfolégico y bioquimico que padecen las células a nivel citoplasmatico y nuclear. Se produce una
fosforilacion especifica de la fase mitdtica sobre residuos de serina y tirosina que inhibe la
comunicacion intercelular mediada por gap junctions. Ademéas se ha comprobado que también varia
la distribucion de la proteina, acumuldndose durante la mitosis intracelularmente, este hecho esta

relacionado con la fosforilacion de los residuos aminoacidicos S255, S262 y S368.

El ciclo de vida de la Cx43 estd muy bien regulado durante la mitosis dado que la disminucion
de la actividad intercelular que ofrecen las GJs se debe al cierre de los canales, el desarme de las

GJ, la degradacion de éstas y el restablecimiento de la comunicacion tras la mitosis [18].

Expresion de Cx43 en el organismo

Se conoce la expresién de Cx43 en multitud de 6rganos; como corazoén, oido interno, rifién,
higado, glandulas mamarias, pulmones, sistema nervioso, en el tejido esquelético e incluso en las
goénadas, es por ello que se dice que es la conexina con el patron de expresién mas amplio y en cada

uno realiza una funcién biolégica distinta.

Corazén

En el corazdn, la Cx43 se expresa en grandes cantidades junto con la Cx40 y Cx45, para
formar GJ. Estas GJ tienen un papel fundamental en la morfogénesis del corazén dado que se ha
observado que ratones con mutaciones en estos genes padecen malformaciones cardiacas. También
se ha demostrado que la Cx43 interviene en el consumo de K* de las mitocondrias proporcionando
proteccion celular contra el dafio isquémico [19]. Se ha comprobado que la Cx43 incrementa su
expresion tras una lesiébn mecanica del tejido y se ha determinado que tiene una funcion con la

migracién celular [20].



Pulmones

La Cx43 se expresa en los capilares y vénulas de los pulmones, donde es necesaria para
propagar las sefales de ca”, que media la sefal proinflamatoria. Se conoce que la Cx43 tiene un
papel fundamental en el control de la migracién de neutréfilos por el epitelio microvascular y, por

tanto, en la propagacion la respuesta inflamatoria [19, 21, 22].

Sistema nervioso central

Las uniones gap son imprescindibles en el sistema nervioso central para transmisién de
sefiales eléctricas y bioquimicas, por lo que se encuentran en gran cantidad de tipos de células
nerviosas y de la glia. En neuronas se observa la expresion de Cx36 exclusivamente, mientras que

las Cx43 y Cx32 se han encontrado en astrocitos y oligodendrocitos, respectivamente [23,24].

Los astrocitos se organizan formando “sincitios” debido a su alta concentracion de GJs, que
les permite el transporte de moléculas de unas células a otras. Estas células tienen una funcién de
soporte neural, ademas actdan en la migracién de las neuronas en el cértex, el trafico metabdlico y la
propagacion de impulsos de Ca”" en el sistema nervioso central. Se piensa que la Cx43 media la
liberacién de gliotransmisores y ATP [19], aunque hay variedad de opiniones en cuanto a este tema
[25]. La fosforilaciébn de la Cx43 por quinasas como la PKC, produce el desanclaje de las gap

junctions de la membrana y el cese de la comunicacién intercelular mediada por GJs.

Conexinopatia asociada a Cx43: ODDD

Dado que la Cx43 esta ampliamente repartida en el organismo y por lo tanto en distintos tipos
celulares, las mutaciones en el gen que la codifica, GJAL, tienen distintos fenotipos. En humanos, las
alteraciones en el gen GJAl estdn asociadas a la displasia oculodentodigital (ODDD), una
enfermedad rara autosémica dominante, aunque también se han identificado mutaciones recesivas
en los casos mas graves, caracterizada por el siguiente fenotipo: caras llamativas por nariz afilada y
alas nasales delgadas, anomalias oftalmolégicas como el glaucoma, problemas de denticién vy
manifestaciones digitales en la fusiébn de los dedos, sindactilia. También se ha informado de
anomalias como el engrosamiento del craneo y de la cortical de los huesos largos [26,11]. Se han

descrito también casos de sordera y problemas dermatologicos [28].



Figura 3. Fenotipo caracteristico de ODDD [29].

A pesar de que la Cx43 es la que mayoritariamente se expresa en el corazon, y se sabe que
participa en el desarrollo cardiaco, pocos fenotipos tienen alteraciones cardiacas; solo una de las
sesenta mutaciones conocidas para el gen GJAL. Una de las patologias relacionadas con la mutacion
del gen que codifica la Cx43 es la heterotaxia visceroatrial que afecta a la correcta morfogénesis del

corazon [11].
1.3. Conexinas y Factor de crecimiento fibroblastico 8 en Sistema Nervioso Central

Es conocido que durante la regionalizacién del sistema nervioso central unas moléculas
llamadas mofégenos son secretadas desde los organizadores secundarios, unas regiones del tubo
neural encargadas de dirigir y orquestar la morfogénesis del sistema nervioso central controlando la
especificacion, migracion y diferenciacion adecuadamente. El principal y mas estudiadoorganizador
secundario es el organizador istmico (IsO), que se encuentra entre el mesencéfalo y el rombencéfalo

y proporciona polaridad estructural a las regiones adyacentes [5, 31, 32].

Los morfégenos se distribuyen a partir de los organizadores secundarios, pasando en un
primer momento al lumen del tubo neural y difundiendo desde ahi a células vecinas. Estas moléculas
son las encargadas de promover la proliferacion, diferenciacion y supervivencia de las células del

tubo neural y actan en un tiempo, espacio y concentracién concreto [5, 31, 32].
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Figura 4. Esquema de la localizacién de los organizadores secundarios en el tubo neural y la

expresion de FGF8 representada en color rojo [31].

La familia de los factores de crecimiento de los fibroblastos (FGFs) es un grupo de
polipéptidos que controlan gran parte de las respuestas del organismo durante el desarrollo
embrionario y en la edad adulta. Esta familia de morfégenos consta de 22 genes de los cuales 15
actian de manera paracrina, 3 de manera endocrina y 4 son reguladores de la familia, que impiden

gue los receptores de FGFs se unan a la membrana celular [5].

En el SNC el miembro mas importante de esta familia, puesto que se conoce que dirige al
resto, es el FGF8, que esencial para la correcta formacion del tubo neural y para la supervivencia
celular, dado que la inactivacion del FGF8 provoca muerte celular y la desaparicion completa del
cerebelo y del mesencéfalo [33]. EI FGF8 se expresa en forma de gradiente desde el 1sO hacia
ambos territorios del tubo neural, mesencéfalo y rombencéfalo. Estos morfégenos provocan la
sintesis de otras moléculas (en las células inductoras) necesarias para que su actividad vaya
reduciéndose espacialmente y que la morfogénesis sea correcta (moduladores negativos). Algunos
moduladores de retroalimentacion negativa de la sefial de FGF8 pertenecen a las familias de las

Mkp3, Sef y Sprouty, y actdan en la cascada de sefializacién de la via de las MAPkinasas [34].

Se ha demostrado una relacién entre la expresion de Cx43 y los FGFs [5,30]. Se piensa que
FGF8 necesita de la Cx43 para llevar a cabo una buena actividad inductora, dado que ambos
comparten un patrén de expresion en los organizadores secundarios. FGF8 no puede ser
transportado a través de las uniones tipo gap, puesto que su tamafio es demasiado grande y su forma
de accién es de manera paracrina, por lo que la relacion de las conexinas con los morfégenos sigue
sin ser demostrada. Algunos autores sugieren que las Cxs son importantes para el transporte de
pequefos fragmentos de MRNAs (microRNAs) que ayuden al proceso de morfogénesis y por lo tanto

a la induccion, especificacion y diferenciacion temprana del sistema nervioso central [5,6].



1.4. Péptidos miméticos a Cx43: El Gap26

Los péptidos miméticos o peptidomiméticos son pequefios péptidos que imitan la estructura o
que contienen secuencias de proteinas y que tienen un efecto sobre la actividad de éstas, pudiendo
aumentar la actividad o inhibirlas [35].

El Gap26 es un péptido mimético de la Cx43 que corresponde a los residuos 63-75
(VCYDKSFPISHVR) pertenecientes a un dominio extracelular. Este péptido es capaz de bloquear la
comunicacion intercelular mediada por uniones tipo Gap de manera reversible. Estos péptidos
bloquean el paso de ATP [36,38] y Ca** [36,39] a través de los conexones, ademas de las corrientes

eléctricas tanto de las gap junctions como de los hemicanales [40].

Cx43 hemichannels Cx43 gap junction channels

Gap26 ;
90 % blockage y ORI R ST Full closure
Shift of the voltage gating -. $5553 . )
At 2.5 min v At 30 min
Ihc i PO |j ——
t0 tOL"'—"—]
100pAL___ 100 pAL_____
25ms 500 ms

Figura 5. Esquema de accion del Gap26 sobre la Cx43 [36].



2. Antecedentes y Objetivos

Las uniones tipo Gap mediadas por Cx43 se encuentran integradas en nuestro organismo
ejerciendo funciones vitales para la supervivencia del mismo. En cada érgano tiene una funcién
diferente pero siempre interviniendo en la transmision de la informaciéon de un lugar a otro. En el
6rgano mas importante de nuestro cuerpo, el cerebro, su papel es como transmisor de la informacion
de un lugar a otro. En el érgano mas importante de nuestro cuerpo, el cerebro, su papel es como
transmisor de la informacion mediante la formacién de la sinapsis eléctrica. También en el desarrollo
temprano del cerebro, cuando no existen sinapsis sino un simple neuroepitelio monoestratificado,
estas Cx se expresan y deben ejercer una funcién. La hipotesis de partida de este laboratorio es que
Cx43 coopera en la transmision de la informacién posicional de las células neuroepiteliales para la
especificacion y diferenciacion de las distintas subregiones del cerebro. Esta cooperacion es para que
los morfégenos, aquellas moléculas secretadas al medio extracelular puedan ejercer su funcion

correctamente y a largas distancias.

El objetivo a largo plazo es analizar la modulaciéon esta conexina en el SNC embrionario para

conocer su funcion.

El objetivo a corto plazo y focalizado en este TFG es analizar esta modulacién en cuanto a la
expresion de Cx43 validando una linea celular comercial, HEK293 (Human embrionic kidney cell line),
que tras muchas mutaciones comparte rasgos de una neurona y con la ventaja de ser una linea
celular facil de cultivar y de transformar in vitro. Para ello hemos dividido este objetivo en dos

apartados:

1- Averiguar qué efecto tiene el bloqueo de estos canales en la propia expresién de Cx43.
2- Demostrar una relacién y validacion de la expresién de Cx43 y el factor de crecimiento fibroblastico

8 (FGFB8) en estos cultivos.
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3. Materiales y métodos

3.1. Mantenimiento de cultivos celulares

3.1.1. Material
e Cabina de seguridad biolégica Clase I e Medio de cultivo completo
e Pipetas desechables = 86% de medio salino
e Propipeta Dulbecco (DMEM)
e Micropipetas = 10% Suero fetal bovino (SBF)
e Puntas de micropipeta = 2% Antibiético P/S (Penicilina
e Tubos Falcon de 50 mL y estreptomicina)

e Frasco de cultivo de plastico de 75 * 1% L-glutamina

0 N
cm? = 1% Aminoacidos no

e Etanol 70% esenciales
e Dimetilsulféxido (DMSO)

e Criotubos

4.1.1.1. Linea celular Hek293

La linea Hek293 son células derivadas de rifion de embrion humano. Son células faciimente
cultivables y transfectables, con un tamafio de unas 13 micras, por lo que son muy Utiles en
experimentacién ya que pueden producir proteinas exdgenas y sirven como modelos para investigar

cascadas de sefializacién, entre otras funciones.

Las Hek293 tienen propiedades tanto endoteliales, epiteliales y de fibroblastos, relacionadas

con su naturaleza de rifidn embrionario, como neurales.

4.1.1.2. Linea celular clon19

Las células Clon19 son células Hek293 transfectadas permanentemente con la proteina de
fusiobn FGF8b de ratdn por microelectroporacién con GFP como marcador de seleccion. Estas células

secretan al medio proteina FGF8, por lo que puede ser utilizado experimentalmente.

Esta linea estaba disponible para trabajar con ella en el laboratorio del Dr. Diego Echevarria

Aza del Instituto de Neurociencias de la Universidad Miguel Hernandez de Elche.

3.1.2. Método

Para trabajar en la sala de cultivos de lineas celulares es obligatorio el uso de guantes y bata
con el fin de reducir la contaminacion. En primer lugar, se esteriliza la campana mediante radiacion
ultravioleta durante 5 minutos. Posteriormente, se enciende la campana para que produzca un flujo

vertical y se limpia la superficie de trabajo con etanol al 70%. Se prepara la campana introduciendo
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todos los materiales de trabajo necesarios tras espolvorearlos con etanol al 70% previniendo asi la

contaminacién del cultivo celular.

Las lineas celulares utilizadas en este trabajo de fin de grado son las células embrionarias de
rifidn humano (Hek293) y las Clon19. El medio de cultivo completo estandar preparado para cada una
de las lineas celulares se guardé en botellas separadas y etiquetadas. EI medio de cultivo suele
cambiarse a los 3 0 4 dias para lo cual se absorbe el medio viejo mediante la bomba de vacio
recogiendo asi las posibles células que se hayan despegado de la botella, y se afiaden 10 mL de

medio nuevo en el frasco de cultivo.

Los medios de cultivo tienen unos indicadores de pH especificos que informan de la
necesidad de un cambio de medio mediante el color, siendo el color rojo o rosado el ideal y el amarillo

el aviso de que el medio ha perdido nutrientes.

Es importante observar las células con regularidad en el microscopio para saber si estan
creciendo adecuadamente. En el caso de observar que las células no crecen en monocapa sino unas
sobre otras, significa que no hay suficiente espacio para unas células tan confluentes y sera

necesario realizar un subcultivo celular a otro frasco, diluyendo asi la concentracién de células.

Por ultimo, las células se mantienen en una estufa en las condiciones ideales de temperatura

y aireacion, 37°C y 5% de CO,, libres de contaminacién.

Congelacién de células para preservacion de lineas

Las lineas celulares que se encuentran a una confluencia mayor al 80% pueden ser
congeladas para ser utilizadas un tiempo después, para lo cual se despegan las células en
crecimiento del frasco, asegurandose que la viabilidad celular es mayor del 85% para que el reinicio

de este cultivo congelado sea exitoso, y se recogen en un tubo de centrifuga.

Se centrifuga el tubo con células a 1000 rpm durante 5 minutos a temperatura ambiente,
recoger el sobrenadante y afiadir un volumen pequefio de medio nuevo y se cuentan las células para
luego ajustar la concentracién de células a congelar entre 2 y 4-10° células/mL. Se afiade un 10% de
DMSO. Se llenan los criotubos con la mezcla y se identifican con el nombre de la linea celular, el
numero de pase y la fecha de congelacién. Pasar los tubos al congelador de -20°C y luego a -80°C.

Al dia siguiente colocar los criotubos en un depésito de almacenamiento con nitrégeno liquido.

Test de mycoplasma

Es importante controlar que las lineas celulares con las que se trabaja no estén
contaminadas. Los mycoplasmas son un tipo de bacterias que no tienen pared celular por lo que son
resistentes a antibioticos cuya accion se da sobre la sintesis de la pared celular. La contaminacion
por mycoplasma de los cultivos celulares ocasiona un cambio del comportamiento normal de las

células dado que por su pequefio tamafio (0,3 a 0,5 um de diametro) se alojan en el citoplasma y
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pueden variar la grafica de crecimiento celular, haciendo que éstas lleguen a la fase estacionaria mas

rapidamente.

Existen varios métodos de deteccion de contaminacion por mycoplasma, un ejemplo de estos
métodos es la realizacion de una PCR utilizando primers especificos, pero este método es caro y
puede dar lugar a falsos negativos si los primers utilizados no son los adecuados. Una alternativa al
método de deteccion por PCR es la tincién con DAPI, mas facil, rapido y mas barato. EI DAPI se
intercala en el DNA de la célula y al observarse bajo ultravioleta emite fluorescencia azul, por lo que si
existiese contaminacién bacteriana ademas del ndcleo celular se verian puntitos azules alrededor del

nucleo.

3.2. Siembra de cultivos celulares en cubreobjetos

3.2.1. Material
e Campana de seguridad bioldgica e Cubreobjetos 12 mm
Clase Il e Tubos Eppendorf
e Pipetas desechables e Tubos Falcon de 50 mL
e Propipetas e Pinzas
e Micropipetas e Camara de Neubauer
e Puntas de micropipeta e Medio de cultivo completo
e Placas de cultivo celular de 12 o0 24 e Agua esterilizada o PBS filtrado
pocillos e Azul tripan para el contaje
3.2.2. Método

Fijacion y tratamiento de los cubres en los pocillos de las placas de cultivo

Dado que las células crecen mejor sobre plastico que sobre superficies de vidrio, es
necesario llevar a cabo un procedimiento en el que se tratan con poli-L-lisina, que facilita el anclaje de

las células a la superficie del cubre.

Se afiade una gota de unos 10 pL en el centro de los pocillos en los que se realizara la
siembra y se deja caer con suavidad el cubre sobre ella. Cuando se tengan todos los cubres
preparados se afiaden 100 uL de poli-L-lisina sobre cada cubre de manera que quede formando una

gota. Se cierra la placa y se deja en la estufa durante 30 minutos.

Extraccién de células

Utilizando una pipeta desechable recogemos el medio de los frascos de cultivo de las células
gue se quiere sembrar, y se van haciendo pasadas lavando asi la superficie de la botella y
despegando las células. Este procedimiento para despegar células también puede realizarse
utilizando tripsina, la cual rompe los enlaces que tienen las células con la superficie de la botella en

unos 5 minutos, pero se observd que las células utilizadas en este trabajo se despegaban con
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facilidad unicamente haciendo pasadas con su medio de cultivo. Cuando la mayor parte de las células

hayan sido despegadas se recoge todo el medio y se deposita en un tubo Falcon de 50 mL.

Este tubo Falcon se centrifuga a temperatura ambiente y 1000 rpm durante 5 min con el fin de
decantar las células, obteniéndose finalmente un sobrenadante de medio de cultivo y un pellet de
células. Se succiona el sobrenadante del tubo con la bomba de vacio y se afiade medio de cultivo

nuevo para resuspenderlas.

Contaje celular

Se recoge una alicuota de 50uL del tubo con células y se mezcla con azul tripan pL. Se

deposita la mezcla en la camara de Neubauer y se observa en el microscopio.

Las tienen cuadrantes cuadrantes de 4x4, para hacer el contaje de células Unicamente
contamos las células de uno de los cuadrantes teniendo en cuenta que las células que se encuentren
en los bordes no seran contadas y las que se encuentren agrupadas se tomaran como una sola.
Ademas se contaran Unicamente las células viables, es decir, las que tengan un color transparente
brillante, si la célula tiene toques azulados no se contaran. Existe una féormula para calcular el nimero

de células totales utilizando una camara de Neubauer:

n° células totales
= n? células en un cuadrante - concentracion - factor de contaje (10000)

- volumen disoluciéon

Y a continuacion, se calcula el volumen de células del tubo Falcon necesario para tener unas
10.000 células por cubre.

Contaje de viabilidad celular

Se realizaron contajes de viabilidad celular con el objetivo de determinar la supervivencia
celular y controlar la proliferacion celular en las placas tras los experimentos de modulacién de Cx43.
El método utilizado es el mismo que el de contaje celular pero despegando las células de los
cubreobjetos de los pocillos de las placas de cultivo y distinguiendo contaje entre células viables y no
viables. Dado que el azul tripan se infiltra en el citoplasma de las células muertas, éstas tendran un
color azulado, mientras que las viables seran de color transparente brillante. Después se calcula el

porcentaje de viabilidad celular utilizando la siguiente ecuacion:

ne células viables

% de viabilidad celular = o celulas totales

Preparacién de los cubreobjetos y siembra células

Tras pasar los 30 minutos necesarios para el tratamiento de los cubreobjetos con poli-L-lisina

se retira la poli-L-lisina con la bomba de vacio y se realizan tres lavados con 100 uL de agua
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esterilizada. Este paso es necesario puesto que si no se limpiasen correctamente los cubreobjetos la

poli-L-lisina residual seria téxica para las células.

Una vez los cubreobjetos estén limpios y secos se aflade unos 75 pL de medio con células

sobre el cubre para que hayan unas 10.000 células en cada cubre.

3.3. Experimentos de modulacién de Cx43

El objetivo principal de este trabajo de fin de grado es observar la modulacion de la expresion

de la Cx43, al tratar células Hek293 con distintas moléculas, en este caso Gap26 y FGF8.

3.3.1. Material
e Placa 12 pocillos con células HEK293 e Micropipetas
e Gap26 (0,25 mg/mL) e Puntas de pipeta
(ApexBio Cas N°.197250-15-0) e Cabina de seguridad bioldgica Clase Il

e Medio de clon19 de 24h

3.3.2. Métodos

Modulacién de Cx43 mediante Gap26

El Gap26 (VCYDKSFPISHVR) es un péptido mimético de la Cx43 y un inhibidor reversible de

los conexones [35].

Se utilizé una dilucién de Gap26 a una concentracion de 0,25 mg/mL para cubrir pocillos de
células HEK293 que estuvieron expuestos al péptido durante 6 y 12 h. Tras acabar el periodo de
exposicién al péptido unas muestras se sometieron a inmunocitologia y a otras se les realiz6 un
contaje de viabilidad celular utilizando azul tripan. Este contaje de viabilidad celular se llevé a cabo
con el objetivo de determinar si debido a la inhibicién de las gap junctions y la falta de comunicacion

intercelular las células muriesen.

Modulacién de Cx43 mediante FGF8

El FGF8 es una proteina que pertenece a la familia de factores de crecimiento de fibroblasto,
que posee actividades que fomentan el crecimiento y diferenciacion celular. Ademas, participan en
importantes procesos biolégicos como el desarrollo embrionario o la reparacién de tejidos, entre
otros. La hipotesis es que un tratamiento de las células HEK 293 con FGF8 aumentara los niveles de

expresion de Cx43.

Se recogid el medio de cultivo de 24 h de células Clonl19. Estas células secretan al medio
FGF8, por lo que al adicionar este medio a células HEK293 durante 12, 24 y 48 h se podra observar

cémo varia la expresion de Cx43.
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3.4. Inmunocitologia con fluorescencia

3.4.1. Material

Agitado en orbital

Papel de aluminio

Tampon fosfato salino (PBS) 1x
Paraformaldehido al 4%

Pipeta pasteur

Micropipetas y puntas de micropipeta
Mowiol-NPG (Mowiol® 4-88 de
Calbiochem Ref: 475904 y NPG
Sigma-Aldrich® Ref: P3130)
Portaobjetos

Microscopio confocal

Suero de caballo

DAKO (Agilent Technologies; Santa
Clara, CA)

3.4.2. Método

Anticuerpo primario

= Anti-Cx43 en conejo (Cell
signaling technology; Danvers,
Massachusetts) al 1:100 en
DAKO

Anticuerpo secundario

= Alexa Green 488 anti-rabbit
(Molecular probes; Eugene,
Oregon) in donkey al 1:500 en
PBS 1x
2-(4-amidinofenil)-1H-indol-
carboxamidina  (DAPI)  (Thermo-
Fisher® Ref: 11540206)

Para la realizacion de este trabajo se realizé una inmunofluorescencia indirecta sobre las

células, en la que el anticuerpo primario se unia a una parte de la proteina Cx43 y el anticuerpo

secundario conjugado a fluoréforo, se unia al primario amplificando la sefial .Mediante esta técnica

demostramos la presencia de la Cx43 en las lineas celulares utilizadas y somos capaces de

cuantificar su expresion.

o
o

\— Anticuerpo primario

) Antigeno (Cx43)

3 . ssssssmp Fluoroforo
=) Anticuerpo secundario

Figura 6. Esquema del proceso de inmunofluorescencia indirecta.
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Marcaje del anticuerpo primario

Se retira el medio de los cubreobjetos mediante la bomba de vacio y se afiade 1 mL de
paraformaldehido al 4% en cada pocillo para fijar las células al cubre y se deja actuar durante 10

minutos en agitacion.

Se retira el paraformaldehido y se realizan tres lavados de 10 minutos con PBS 1x en
agitacion con la finalidad de eliminar el PFA residual. Se succiona el PBS y se afiaden 700 pL en
cada pocillo de la solucién bloqueo de Horse Serum al 10% en PBS y se deja en agitacion durante 1
hora. Esta solucion bloqueo permite bloquear las proteinas celulares para aumentar la especifidad de
la unién del anticuerpo primario a la Cx43. Se prepara el anticuerpo primario anti-Cx43, para afadir
500 pL por pocillo. Tras haber pasado la hora del bloqueo, se absorbe el Horse Serum 10% y se
afiade el anticuerpo primario a excepcion del pocillo de control de inmuno que nos permitira calcular

el ruido de fondo futuramente.

Las placas con anticuerpo primario se guardan a 4°C en agitacion hasta el dia siguiente.

Marcaje del anticuerpo secundario

Se realizan tres lavados de 10 minutos con PBS al 1% de Horse Serum en agitacion. Durante
el tiempo de espera se preparan los anticuerpos secundarios necesarios de fluorescencia contra

anticuerpos de conejo a una dilucién 1:500 en PBS.

Se afiaden 500 pL de anticuerpo secundario por pocillo, incluso los pocillos de control de
inmuno, y se dejan las placas en agitacion durante 2 horas cubiertas por papel de aluminio para evitar
la pérdida de fluorescencia por fotooxidacién. Pasadas las dos horas se realizan 3 lavados de 10

minutos con PBS a los pocillos.

Se prepara la disolucién DAPI, que marcara los nicleos de las células de color azul, con una
dilucién de 1:1000 afiadiendo 500 pL por pocillo, envolviendo la placa con papel de aluminio durante

10 minutos en agitacion. Finalmente se realizan 3 lavados con PBS de 10 minutos en agitacion.

Montaje de portas

Los cubres deben ser montados sobre portaobjetos para ser visualizados en el microscopio.
En cada portaobjetos caben como maximo 3 cubres con muestras, lo ideal es que en cada porta se
encuentre el experimento junto a los controles y deberan rotularse adecuadamente con la indicacion

de cada muestra, el tipo de células, el nombre de la persona responsable y la fecha.

El proceso de montaje, al tratarse de muestras con fluorescencia, se lleva a cabo en un
puesto de trabajo en el que no incida la luz directamente o este poco iluminado, para evitar la pérdida
de fluorescencia. Se echan gotas pequefias de Mowiol-NPG sobre el porta justo donde se vaya a

depositar el cubre. El cubre se deposita lentamente, con precaucion para que no se formen burbujas,
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utilizando unas pinzas curvadas y con la superficie donde se encuentran las células mirando hacia el

porta.

3.5. Imégenes y andlisis de datos

Las imagenes utilizadas para la recopilacion de datos fueron realizadas mediante

microscopia confocal (LEICA SPEII).

Se utilizé el programa ImageJ para tratamiento de las imagenes, eliminando el ruido de fondo

utilizando las fotos de control de inmuno de nuestras muestras.

Los datos se analizaron estadisticamente mediante el software SigmaPlot 12.0, comparando
dos grupos entre si para saber si son heterogéneos mediante t-test que compara la varianza entre los
dos grupos (Equal variances o F-test). En el caso de fallo del test de varianza (p<0,050) se procedi6
con el Mann-Whistney test cuya hipétesis de partida es que las muestras son independientes
mediante la comparacién de las medianas, propuesto en un inicio para analizar muestras del mismo

tamafio y, extendido mas tarde para muestras de tamafio arbitrario
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4. Resultados

Para la realizacién de este trabajo de fin de grado se han utilizado dos lineas celulares
diferentes, las HEK293 (células embrionarias de rifion) y las Clon19 disponibles para trabajar con
ellas en el laboratorio del Dr. Diego Echevarria Aza del Instituto de Neurociencias de la Universidad

Miguel Hernandez de Elche.

4.1. Crecimiento y confluencia de la linea HEK293

Se realizaron varias pruebas sembrando un distinto nimero de células Hek293 en los
pocillos, entre 2.000, 5.000 y 10.000 células/pocillo, con el fin de determinar la concentracién ideal
para que pasadas 24 horas de crecimiento se obtuviese un estado de confluencia. Finalmente, se

concluyé que la concentracion ideal era de 10.000 células/pocillo.

4.2. Efecto del peptidomimetico Gap26 sobre Cx43 de células HEK293

Se quiso analizar el efecto de una disolucién Gap26 0,25 mg/mL sobre las células HEK293
sobre la Cx43 y la viabilidad celular de esta linea celular. Se planific6 un experimento para células
HEK293 sembradas a 10.000 células/cubre y con un crecimiento de 24 horas, en placas de cultivo

celular con tratamientos diferentes siguiendo la tabla siguiente:

N° pocillo Tratamiento sobre células

1 Gap26 durante 6 h + Inmunofluorescencia

Gap26 durante 6 h + Contaje de viabilidad celular

Control células HEK293 6h + Inmunofluorescencia

Control células HEK293 6 h + Contaje viabilidad celular

Gap26 durante 6 h + lavado y overnight + Inmunofluorescencia
Gap26 durante 6 h + lavado y overnight + Contaje de viabilidad celular
Gap26 durantel8 h + Inmunofluorescencia

Gap26durante 18 h + Contaje viabilidad celular

© 00 N OO 0o~ WDN

Control células HEK293 + Control Inmunofluorescencia

4.2.1. Inmunofluorescencia

En las muestras en las que se realiz6é la inmunocitologia con fluorescencia y se realizaron
fotografias de distintos campos aleatorios desde el centro del cubre a la periferia, utilizando para ello
la microscopio confocal (Leica SPEIl). Se realiz6 una contabilidad de los puntos de conexina 43

(Cx43) marcados con la inmunofluorescencia utilizando las fotografias obtenidas.

En presencia de Gap26 durante 6 horas de incubacién se observé una disminucion del
numero de botones de Cx43 positivos en las muestras de células HEK293 (ver figura 8). Por otro
lado, las muestras que tuvieron Gap26 durante 6 horas y posteriormente fueron lavadas con medio de

cultivo fresco para eliminar el Gap26 residual adherido a las células durante 18 horas (overnight),
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mostraban una cantidad de Cx43 superior al control (ver figura 7 y 8). Sin embargo, la exposicién
prolongada y continua de Gap26 durante 18 horas, no produjo alteracion en la expresion de placas

Cx43 positivas (ver discusion) (ver figura 7 y 8).

-;G —_—
20.0 pm 8 o 20.0 pm

Antj-Cx43

20.0 pym

Figura 7: Fotomicrografia control de un plano de células HEK293 a las 6 horas.
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Gap26 (6h) B

Anti-Cx43 EEmerge

Gap26 (6h) +W/0

Figura 8: En A y B fotomicrografia confocal control de células HEK293 con Gap26 durante 6
horas. En C y D, fotomicrografia confocal de células HEK293 tratadas con Gap26 durante 6
horas mas lavado hasta el dia siguiente. En E y F, fotomicrografia confocal de células HEK293

tratadas con Gap26 durante 18 horas.

21



Control 6 h Gap26 6h Gap26 6h + W/O Gap26 18h
# medida n°cx n°células | n°cx n°células | n°cx n°células n°cx n°células
en foto en foto en foto en foto

1 20 11 8 16 31 21 48 30

2 30 11 16 17 82 29 57 37

3 14 13 6 21 42 21 46 35

4 45 37 5 12 48 20 85 80

5 49 35 - - - - 12 9
Media 31,6 21,4 8,7 16,5 50,7 22,8 49,6 38,2
Des. 15,2 13,4 4.9 3,7 21,9 4,19 26,2 25,9

Estand.

1,5 Cx43/célula

0,5 Cx43/célula

2,2 Cx43/célula

1,3 Cx43/célula

Por lo tanto, nos encontramos que la aplicacion de péptido bloqueante del flujo de moléculas

a través del canal de Cx43 produjo también una disminucion en la detecciéon de placas Cx43

positivas. Una vez suprimidas estas condiciones de estrés mediante el lavado, las células HEK293

experimentan un incremento en la expresion de Cx43 (ver discusion).

N° botones Cx43/célula

Tratamiento Gap26 sobre HEK293

2,5
2
r @ Control Experimento 6h
' mGap26 6h
O0Gap26 (6h) + W/O
1 | Y
O Gap26 18h
*
0,5 ] —
0

Los datos obtenidos se analizaron estadisticamente mediante un test de varianza y, en caso

de fallar este, mediante el Mann-Whitney test (comparaciéon de medianas) (ver Materiales y métodos:

Imégenes y analisis de datos). Se confirmé que los resultados del grupo de muestras de Gap26 6

horas era independiente de todos los demas grupos, mientras que los grupos de control, el Gap26

w/o y el Gap26 18 horas no tenian la diferencia significativa estadistica para rechazar la posibilidad

de que las diferencia se debiese Unicamente a variabilidad de las muestras.
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4.2.2. Validacién de la toxicidad de Gap26

Paralelamente se llevé a cabo el contaje de células de las placas anteriormente citadas con el
fin de tener un control sobre la supervivencia y proliferacion celular. Se queria observar el efecto

causado a nivel de toxicidad por el tratamiento con Gap26 sobre las células HEK293.

N° pocillo Nombre pocillo N° células totales N°células muertas % Viabilidad

2 Gap26 6h 15000 500 96%
4 Control 6h HEK293 16250 500 93%
6 Gap26 6 h+ W/O 22625 1250 97%
8 Gap26 18h 25250 1750 93%

Podemos observar que el Gap26 no afecta a la viabilidad celular dado que tanto la muestra
de células control como las que estuvieron en presencia de Gap26 tienen un porcentaje de viabilidad

similar.

4.3. Efecto del morfogeno FGF8 sobre la expresion de Cx43 de las células HEK293

En este experimento se quiso comprobar el efecto del FGF8 disuelto en el medio de cultivo

tiene sobre la expresién de Cx43 en el tiempo.

Para ello se recogid, tras 24 horas de crecimiento celular, el medio de cultivo de la linea
celular HEK293 transfectada con FGF8-GFP (Clon 19) y expresa y secreta al medio extracelular, de
manera constitutiva, FGF8-GFP. Se sustituyd el medio de cultivo de las HEK293 donantes por el de
las Clon19 y se mantuvieron en este medio FGF8 enriquecido durante 18, 24 y 48 horas. Tras pasar
este periodo de incubacién se realiz6 una inmunofluorescencia marcando la Cx43 y, posteriormente,
se realizaron fotografias en el microscopio confocal a 40x. Estas fotografias se utilizaron para hacer el

recuento de Cx43 (ver figura 9 y 10).

Se observo que en las muestras de HEK293 de 18 horas tratadas con FGF8 tenian un mayor
namero de células con placas Cx43 positivas que su control. Ademas, se encontré un pico de
namero de botones de conexina por célula a este tiempo. Para las células incubadas con FGF8
durante 24 horas el nUmero de botones de conexina es mayor que la del control de 24 horas. Las

muestras tratadas con FGF8 durante 48 horas tienen un nimero de botones similar a su control.
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Control 18h

Anti-Cx43

Control 24h

Control 48h

Figura 9: En Ay B fotomicrografia confocal control de células HEK293 a las 18 horas. En Cy D,
fotomicrografia confocal control de células HEK293 a las 24 horas. En E y F, fotomicrografia

confocal control de células HEK293 a las 48 horas.
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FGFS8 (18h)

Anti-Cx43

FGF8 (24h)

FGF8 (48h)

Figura 10: En A y B fotomicrografia confocal control de células HEK293 con FGF8 durante 18
horas. En C y D, fotomicrografia confocal de células HEK293 tratadas con FGF8 durante 24
horas. En E y F, fotomicrografia confocal de células HEK293 tratadas con FGF8 durante 48

horas.
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Cx43 FGF8 18h

Control Cx43 18h

# medida n° cx n° células en foto n°cx n° células en foto
1 13 20 27 60
2 27 41 18 49
3 52 47 26 47
4 63 66 31 120
5 76 64 20 50
6 48 24 57 136
Media 46,5 43,7 29,8 77,0
Des. Estand. 23,1 19,4 14,1 40,1
1,06 Cx43/célula 0,38 Cx43/célula
Cx43 FGF8 24h Control Cx43 24h
# medida n° cx n° células en foto n° cx n° células en foto
1 32 60 34 101
2 40 85 54 200
3 49 129 26 130
4 40 200 36 150
5 16 74
6 43 150
Media 40,3 118,5 33,2 131,0
Des. Estand. 6,9 61,36 13,2 43,8
0,34 Cx43/célula 0,25 Cx43/célula
Cx43 FGF8 48h Control Cx43 48 h
# medida n° cx n° células en foto nécx n° células en foto
1 20 87 58 63
2 23 96 20 100
3 30 94 14 90
4 43 93 20 62
5 32 93 9 60
6 22 91 12 89
Media 28,3 80,5 22,16 75
Des. Estand. 8,5 28,82 19,44 18,62

0,3 Cx43/célula

0,3 Cx43/célula
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Tratamiento HEK293+FGF8
1,2
1 I Control Cx43 18h
. B Cx43 FGF8 18h
g 0,8 1 m Control Cx43 24h
n B Cx43 FGF8 24h
Qo6 -
g ' O Control Cx43 48h
3 B Cx43 FGF8 48h
o 04 -
prd
0,2 +—
0

Los datos obtenidos se analizaron estadisticamente mediante un test de comparacion la
varianza. Sin embargo, no fueron lo suficientemente heterogéneos (significativos) para aceptar la

hipotesis de que las diferencias observadas no se deban Unicamente a la aleatoriedad.

Por lo tanto, la adicion de FGF8 en el medio de cultivo produce un aumento inicial en la produccién de
Cx43. Este aumento, a lo largo del tiempo, vuelve a disminuir hasta llegar a valores control (ver

discusion).
4.4. Experimento piloto con Clon19: Niumero y comportamiento celular

Como hemos comentado en materiales y métodos, Clon19 son células HEK293 transfectadas
permanentemente con el morfégeno FGF8 que, ademas de expresarlo constitutivamente, es
secretado al medio extracelular. Lo que hemos podido analizar durante la Ultima fase de mi TFG fue
el crecimiento de esta linea a distintos tiempos (0, 24 y 72 horas) con el fin de poder analizar el efecto
gue tienen las Cx43 bajo expresion cronica de FGF8. Para ello se utilizé una placa de 12 pocillos y se
realizaron 6 casos distintos en los que se tenia en cuenta el nUmero de células por pocillo sembradas
sobre cubreobjetos de vidrio y el sustrato utilizado para tratar los cubreobjetos con el fin de mejorar la
adhesién celular, usando tanto poli-D-lisina (En figura 11 marcado con D) como poli-L-lisina (En

imagen 10 marcado con L).
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Figura 11: Esquema en el que se ilustra el experimento realizado para controlar el crecimiento
de la linea Clon 19 bajo diferentes condiciones de concentracion celular y sustrato de
adhesion.

Se observé que, aparentemente, las células que crecieron con el sustrato de poli-L-lisina
crecian mejor. Sin embargo, observamos que el crecimiento de esta linea celular se cambiaba
drasticamente si el soporte era vidrio o sobre pléstico. En el vidrio, el Clon19 no crece en monocapa
sino que se forman grupo de células (como semi-esferas) que crecen unas sobre otras. Por otra
parte, en plastico (en las botellas de cultivo), se observé que se adherian al plastico y emitian
prolongaciones citoplasmaticas (ver figura 12). Se comprobd que las células habian crecido

realizando un contaje a las 72 horas.

Dado que las células se comportaban de diferente manera que nuestra HEK293 crecida en
vidrio y, viendo que la fecha de entrega del trabajo se terminaba, decidi posponer para una futura

estancia de préacticas retomar y terminar este trabajo.
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20000 celulas (24h)

Figura 12: Fotomicrografias de células Clon19 creciendo sobre plastico (A). Fotomicrografias
de células Clon19 sembradas sobre vidrio y con sustrato de poli-L-lisina a las 0 horas de 10000
(B), 20000 (C) y 30000 células (D). Fotomicrografias de células Clon19 creciendo sobre vidrio y
con sustrato de poli-L-lisina a las 24 horas de 10000 (E), 20000 (F) y 30000 células (G).
Fotomicrografias de células Clon19 creciendo sobre vidrio y con sustrato de poli-L-lisina a las
72 horas de 10000 (H), 20000 (1) y 30000 células (J).
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5. Discusion

En este TFG se estudid el efecto a distintos tiempos de dos moléculas de caracter proteico,
el peptidomimético Gap26 y el FGF8, sobre el comportamiento y expresién de la Cx43 utilizando

como modelo cultivos de la linea celular HEK293.

5.1. Efecto del peptidomimético Gap26 sobre Cx43 de células HEK293

Esta comprobado que las conexinas son proteinas de vida media corta, de 1-5 horas [15,16] y
en concreto la Cx43 una vida media de 1,3 horas [41]. Cuando cuantificamos el nimero de placas
Cx43 positivas obtenidos para los experimentos de células HEK293 tratadas con Gap26 durante 6
horas, se observé una disminucién significativa con respecto al control. Por otra parte, cuando
analizamos este tipo de experimentos tras la incubacién de Gap26 durante 18 horas, el nimero de
botones de Cx43 fue similar al control. Una disminucion similar de expresion de Cx43 ha sido descrita
en cultivos de astrocitos [42] en cultivos de astrocitos [42]. En nuestras muestras con 6 horas de
incubacion podria ser debida a una ralentizacion del proceso de “turnover” o reciclaje de la Cx43
cuando se encuentran en presencia de un péptido bloqueante del canal ya que las conexinas
intervienen en su regulacién de manera autosémica. Este bloqueante no parece ser 100%efectivo ya
que a las 18 horas las muestras mostraban una cantidad similar al control. Una hipétesis que
podriamos barajar es que se pueda producir un pequefio periodo de toxificacidon-detoxificacion en el
que nuestro peptidomimetico se hace semitdxico a la célula. Sin embargo, la viabilidad durante este
periodo corto de exposicion al bloqueante no produjo muerte alguna en las células. Otra posibilidad
podria ser que a lo largo del tiempo el Gap26 pierda su funcionalidad/efectividad o que se inicie un

proceso degradativo del péptido en cuestion.

En el caso de las muestras de cultivos de HEK293 que tras estar 6 horas en presencia de
Gap26 se lavaron con medio de cultivo fresco tras realizar la inmunohistoquimica con fluorescencia
se contaron mas botones de Cx43 que en la muestra control. Dado que en presencia de péptido las
Gap junctions formadas por Cx43 estan bloqueados, la célula podria recurrir a otras formas de
comunicacién intercelular para recobrar el estado basal de comunicacion y funcionamiento, tal y como
se observa a las 18 horas. Una estrategia posible de la célula seria la regulacion a la alta de otras
conexinas presentes en las células GEK203 como la Cx36. La expresion de Cx36 fue observada en la
linea HEK293 por Ivan Gonzéalez Hermoso, un estudiante de TFG del Grado en Farmacia de la UMH,
por lo que en el caso de las células HEK293 tratadas durante 6 horas con Gap26 a las que se realizé
un lavado, la Cx36 aumentaria su actividad-producciéon apoyando la induccion de la Cx43 que,

aunque mas lenta, pudiera llegar hasta llegar a niveles similares.

Por dltimo, se confirmd mediante un contaje de viabilidad celular que, a pesar del bloqueo de
Cx43 no existe muerte celular por una posible apoptosis debida al bloqueo de la comunicacion
intercelular. Dado que esta comunicacién es esencial para el correcto funcionamiento celular, otras
conexinas podrian estar regulando este proceso y compensando la falta de funcién parcial de la
Cx43.
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5.2. Efecto del morfégeno FGF8 sobre la expresion de Cx43 de las células HEK293

Un segundo tipo de experimentacion que he podido realizar bajo la tutorizacién de Diego
Echevarria ha sido trabajar con el morfégeno factor de crecimiento fibroblastico 8 o FGF8. Para ello
creci y mantuve una colonia especial de HEK293 transfectadas permanentemente con esta molécula,
que ademas se secreta al medio extracelular. Utilizamos el medio de cultivo de estas células tras 24-
36 horas de incubacién en una cantidad limite de medio de cultivo y la sustituimos por el medio de

una HEK293 normales a diferentes tiempos de incubacion 18, 24 y 48 horas.

Analizando los resultados obtenidos en el experimento cuando tratdbamos con FGF8 disuelto
en medio de cultivo a las células HEK293 descubrimos que existe una relacion de regulacion entre el
FGF8 y la Cx43. Tras la incubacion de FGF8 durante 18 horas este morfégeno inducia una mayor
expresion de botones de Cx43 positivos en las células. El efecto observado era mas notable a
tiempos de 18 horas que a 24 y 48. Una posible explicacion de esta disminucidn paulatina puede ser
debida al consumo y degradacién de esta molécula. FGF8 como morfégeno debe unirse a receptores
afines que se encuentran en la membrana plasmatica. Tras esta unién, se activan una serie de
cascadas intracelulares e inmediatamente la proteina se endocita y se degrada. El aporte de FGF8
que le damos a la célula es externo y finito, por tanto, la concentracion a lo largo del tiempo disminuye
y también podria hacerlo la expresion de Cx43. También, aunque no demostrado, se podria producir
una degradacion en la vida util de este morfégeno o una posible degradacion. El analisis estadistico,
sin embargo, no encuentra significativas estas diferencias, por lo que quizas fuese un proceso
aleatorio. No obstante, hemos estudiado la exposicién de este morfégeno a 18 horas y quizas hubiera

sido mé&s oportuno realizarlo a 6 y 12 horas para observar una significacion.
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6. Conclusion y proyeccion futura

En este trabajo experimental hemos analizado el efecto modulante de la expresion de Cx43
de dos moléculas de caracter proteico, el Gap26 y el FGF8, sobre un modelo de cultivo de una linea
celular de células humanas de rifion (Linea HEK293) con las que estan trabajando el laboratorio del
Dr. Diego Echevarria Aza del Instituto de Neurociencias de la Universidad Miguel Hernandez de
Elche.

1. El bloqueo de los canales de las Gap junctions por el tratamiento con Gap26 en
células HEK293 ejerce un efecto de ralentizacion del proceso de reciclaje o renovacion de la
Cx43, produciendo una disminucion significativa de la expresion de esta conexina durante las

primeras 6 horas, efecto que se pierde con el tiempo (tiempo méaximo de exposicion 18

horas).
2. El bloqueo de Gap26 no produce muerte en las células HEK293
3. FGF8 induce un aumento de la expresion de Cx43 en células HEK293 tras la

exposicién durante 18 horas. Sin embargo, este efecto se pierde gradualmente conforme

aumenta el tiempo de incubacién.

Las perspectivas de futuro de este trabajo son las siguientes. En este TFG he utilizado un
modelo de linea celular con el fin de utilizar un método experimental que cumpla el principio de las 3
Rs en la a experimentacion animal (Reemplazo, Reduccién, Refinamiento). Sin embargo, es
necesario trasladar estos experimentos al animal vertebrado y, mas particularmente, al efecto que
produce en el cerebro. Para ello, la embriologia experimental en embriones de ratén o pollo se hacen

necesarias. Espero poder participar en el futuro en dicho proyecto.
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