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RESUMEN

Los canales formados por panexina 1 permiten el paso de iones monovalentes,
metabolitos y pequefias moléculas de sefializacion entre los compartimentos intra vy
extracelulares. La actividad de estos canales se puede modular mediante modificaciones
postraduccionales, tales como N-glicosilacion y S-nitrosilacion, como también por
fosforilacion en las tirosinas 198 y 308 y en la serina 206. Sin embargo, se desconoce si son
afectados por otros cambios en su estado de fosforilacion. En general, se cree que los canales
formados por panexina 1 se abren en respuesta al estrés mecanico, sin embargo el mecanismo
subyacente no ha sido identificado. En esta tesis se plantea que en este proceso de activacion
de los canales formados por panexina 1 participan canales mecanosensibles permeables al
Ca®*, seguido de la activacién de una via de sefializacién de proteina cinasa dependiente de

Ca®*, la que al fosforilar el canal aumenta su actividad funcional.

Se evaluo la actividad de los canales formados por panexina 1 a través de ensayos de
captacion de DAPI, un colorante al cual estos canales son permeables, en células HelLa
transfectadas con el cDNA de panexina 1 de rata y células HelLa sin transfectar, como control
negativo. Para inducir la activacion de los canales formados por panexina 1, se sometio las
celulas a estrés mecénico realizado mediante el goteo de 6 ml de solucion de registro a una
distancia de 10 cm. La captacion de DAPI inducida por el estrés mecanico se detecto solo en

las células HelLa transfectadas con el cDNA de panexina 1.

La activacion de los canales formados por panexina 1 requirié de la presencia de Ca**

y no de Mg®* en el medio extracelular y fue prevenida por La**, un bloqueador de canales



permeables a Ca®* incluidos los canales mecanosensibles. La activacion del canal
mecanosensible Piezo 1 con su agonista Yoda 1 aumenté la captacion de colorante de células
HeLa Panx1 y este efecto fue blogueado por 10 uM CBX, indicando que dicho aumento en la
captacion de colorante es mediado por los canales formados por panexina 1. Por otro lado, la
activacion de los canales formados por panexina 1 mediante estimulacion mecanica fue
prevenida parcialmente con el uso de un morfolino contra Piezo 1. Estos dos resultados dan
cuenta de que tanto la estimulacién farmacoldgica como mecanica de Piezo 1 activa a los
canales formados por panexina 1. La activacién de los canales formados por panexina 1
requirié de la formacion del complejo Ca* - calmodulina seguido de la activacién de la cinasa
CaMKII, ya que el antagonista de calmodulina W-7 y el inhibidor de CaMKIl KN62
previnieron la activacion de los canales. La mutacion de panexina 1 en la serina 394 a alanina,
un sitio potencial de fosforilacion por CaMKII localizado en el extremo carboxilo terminal
previno la activacion de los canales formados por panexina 1, lo que indica que este residuo
aminoacidico participa en la activacion de los canales formados por panexina 1 inducida por
estrés mecanico y sugiere fuertemente que CaMKII fosforila a panexina 1, produciendo un
cambio conformacional del canal causando su activacién. Por el contrario y en linea con lo
anterior, la mutacion fosfomimética de la serina 394 por aspartato (S394D) generd un canal
hiperactivo que en forma basal favorecio su internalizacion, la que fue parcialmente prevenida
por suramina (un bloqueador de receptores P2, que participan en la internalizacion del canal
formado por panexina 1 inducida por una alta concentracion de ATP extracelular,

favoreciendo la deteccion del canal hiperactivo en la superficie celular.

Por otro lado, el tratamiento agudo con adenosina o con analogos de AMP ciclico que

cruzan la membrana plasmatica inhibid la actividad de los canales formados por panexina 1



previamente activados por estrés mecanico. Usando inhibicion farmacoldgica selectiva, se
encontré que el efecto del andlogo de AMP ciclico Db-cAMP dependia de PKA pero no de
PKC, p38 MAPK, Akt o PKG, ya que fue prevenida por PKI, un inhibidor de PKA y no asi
por bisindolilmaleimida, SB302580, AKTi y KT5823, inhibidores respectivos de las cinasas
PKC, p38 MAPK, Akt y PKG. Por lo tanto, se propuso que PKA podria fosforilar a panexina
1 y asi reduciria la actividad de los canales formados por ésta. La mutacion de panexina 1 en
la treonina 302 o en la serina 328 a alanina, dos sitios potenciales de fosforilacion por PKA
localizados en el extremo carboxilo terminal, previno la inhibicion de la actividad de los
canales formados por panexina 1 inducida por Db-cAMP. Es mas, la mutacion fosfomimética
de estos residuos aminoacidicos a aspartato favorecid un estado cerrado de los canales
formados por panexina 1, haciéndolos insensibles al estrés mecanico y siendo esto consistente
con la nocion que propone que PKA fosforila a panexina 1 y de esta manera inhibe a los

canales formados por panexina 1.

En base a los resultados de esta tesis, se propone que los canales formados por
panexina 1 no son directamente sensibles al estrés mecénico y requieren de un flujo de Ca** a
través de canales mecanosensibles como Piezo 1. Este flujo permite un aumento
citoplasmético de la concentracién de Ca?* libre que se uniria a calmodulina y el complejo
Ca®* - calmodulina activaria a CaMKII para posteriormente activar a los canales formados por
panexina 1 probablemente por fosforilacion en la serina 394. Ademas, se propone que un
aumento de AMP ciclico induce la fosforilacion de panexina 1 en la treonina 302 y/o serina
328 dependiente de PKA, lo cual inhibe la actividad de los canales formados por panexina 1.
Esto sugiere que la comunicacion paracrina a través de canales formados por panexina 1

podria ser modulada por distintos receptores acoplados a proteina G, asociados a la subunidad



as, por ejemplo, receptores de algunos neurotransmisores como el receptor D1 de dopamina y

los receptores P adrenérgicos y de hormonas, como el receptor de glucagén.



ABSTRACT

Pannexin 1 channels allow the passage of monovalent ions, metabolites and small
signaling molecules between the intra and extracellular compartments. The activity of these
channels can be modulated by post-translational modifications such as N-glycosylation and S-
nitrosylation as well as phosphorylation in tyrosines 198 and 308 and in serine 206. However,
it is unknown whether they can be affected by phosphorylation of other amino acid residues. It
is believed that pannexin 1 channels activate in response to mechanical stress; however the
underlying mechanism remains unclear. Here, it is proposed that mechanosensitive ion
channels permeable to Ca®** allow Ca®* influx leading to activation of a Ca®*- dependent

protein kinase signaling pathway that phosphorylates the channels favoring their activity.

Pannexin 1 channel activity was evaluated through dye uptake assays using DAPI,
which pass through pannexin 1 channels, in HeLa cells transfected with rat pannexin 1 cDNA
and untransfected HeLa cells, as a control. To induce pannexin 1 channel activation, cells
were subjected to mechanical stress performed by a 6 ml dripping of recording solution at a
distance of 10 cm. DAPI uptake induced by mechanical stress was detected only in HeLa cells

transfected with pannexin 1 cDNA.

Pannexin 1 channel activation required the presence of extracellular Ca>* and not Mg?*
and was prevented by La**, a Ca®* channel blocker including mechanosensitive ion channels.
Activation of the mechanosensitive ion channel Piezo 1 using Yoda 1 induced pannexin 1
channel activation, which was blocked by 10 puM carbenoxolone. Additionally, mechanical

activation of pannexin 1 channels was partially prevented by the use of a morpholino against



Piezo 1, indicating that pharmacological and mechanical activation of Piezo 1 leads to
pannexin 1 channel activation. Pannexin 1 channel activation required the formation of Ca** -
calmodulin complex and the activation of CaMKI|, since the calmodulin antagonist W-7 and
the CaMKII inhibitor KN62 prevented the activation of the channels. The mutation of
pannexin 1 in serine 394 to alanine, a potential site of phosphorylation by CaMKII located at
the carboxyl terminus, prevented pannexin 1 channel activation. Thus, it was concluded that
this amino acid residue participates in pannexin 1 channel activation induced by mechanical
stress and allows us to speculate that CaMKII phosphorylates it and thus induces this effect. In
contrast, phosphomimetic mutation of the serine 394 to aspartate (S394D) generated a
hyperactive channel that under basal conditions favored its internalization that was partially
prevented by suramin (blocker of P2 receptors that participate in the internalization of
pannexin 1 channels induced by a high extracelular ATP concentration, allowing the detection

of the hyperactive channel in the cell membrane).

On the other hand, in pannexin 1 channels activated by mechanical stress, acute
treatment with adenosine or cyclic AMP analogs that cross the plasma membrane inhibited
their activity. Using selective pharmacological inhibition, it was found that this inhibition
depended on PKA but not on PKC, p38 MAPK, Akt or PKG, since it was prevented only by
treatment with PKA inhibitor PKI and not by bisindolylmaleimide, SB302580, AKTi and
KT5823, respective inhibitors of the other kinases. These results suggest that PKA could
phosphorylate pannexin 1 and thus inhibit the channels formed by it. Mutation of pannexin 1
in threonine 302 or in serine 328 to alanine, two potential sites of phosphorylation by PKA
located at the carboxyl terminus prevented the inhibition of pannexin 1 channels induced by a

cyclic AMP analogue. Moreover, the phosphomimetic mutation of these amino acid residues



to aspartate inhibited pannexin 1 channels and, therefore, strongly suggests that PKA

phosphorylates them and thus induces their inhibition.

Based on the above results, it is proposed that pannexin 1 channels are not directly
sensitive to mechanical stress and require a flow of Ca?* through mechanosensitive ion
channels such as Piezo 1. The later allows a cytoplasmic increase in Ca** concentration and
activation of CaMKII through the complex Ca”*" - calmodulin, to later activate pannexin 1
channels probably by phosphorylation in serine 394. In addition, it is proposed that adenosine
or a cyclic AMP increase induce pannexin 1 phosphorylation in threonine 302 and/or serine
328 dependent on PKA, which inhibits pannexin 1 channel activity. This suggests that
paracrine communication through pannexin 1 channels could be modulated by different G
protein-coupled receptors associated to the as subunit, for example, neurotransmitter receptors
such as dopamine receptor D1 and 3 adrenergic receptors, and hormones, such as the glucagon

receptor.
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INTRODUCCION

Canales formados por panexina 1

Las panexinas (Panxs) son glicoproteinas expresadas en vertebrados, que tienen
homologia de secuencia con las inexinas, que son proteinas que forman uniones en hendidura
y hemicanales en invertebrados (Panchin et al., 2000; Baranova et al., 2004; Phelan, 2005).
Hasta el momento se han reportado tres subtipos de Panxs (Panx1, Panx2 y Panx3), siendo la
Panx1 la que se expresa de manera ubicua (Baranova et al., 2004). Recientemente se reporto
que los canales formados por Panxl (Panxl Chs) estan formados por siete mondémeros de
Panx1 (Michalski et al., 2020), no por seis como se pensaba y tienen una topologia y
sensibilidad farmacoldgica similar a los canales formados por las conexinas (Giaume et al.,
2013). Estos funcionan como canales no selectivos y ademas forman un poro de gran tamafio
(hasta ~500 pS), que permite el traspaso de moléculas de hasta 1,5 kDa (Bao et al., 2004); por
lo tanto, una apertura regulada es relevante para no comprometer la integridad de la célula. Se
ha propuesto que las Panxs también son un tipo de proteina formadora de uniones en
hendidura (Bruzzone et al., 2003) junto a conexinas e inexinas, ya que en sistemas de
sobreexpresion en células HelLa se ha observado que forman este tipo de uniones (no asi en
células PC-12 o neuro 2A) (Sahu et al., 2014). Sin embargo, esta capacidad disminuye al
aumentar su estado de glicosilacion en residuos de asparagina, impidiendo que funcionen
como canales intercelulares pero permitiendo que se ensamblen como canales de membrana

individuales (Beckmann et al., 2016; Penuela et al., 2007; Sosinsky et al., 2011).
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De manera general, la Panx1 participa en la sefializacién purinérgica a través de la
liberacion de ATP en distintos tipos celulares, incluyendo neuronas, astrocitos, células del
paladar, células endoteliales, eritrocitos y células del sistema inmune (Bao et al., 2004; Dahl,
2015; Huang et al., 2007; Woehrle et al., 2010; Chandrasekhar y Bera, 2012). Las funciones
de los Panx1 Chs dependen entonces de los distintos sistemas en los cuales estan presentes.
Ademas, se ha propuesto que participan en la activacion del inflamasoma constituido por
NLRP1 o NLRP3 en macrofagos, neuronas y astrocitos, dependiente del receptor P2X;
(P2X7R) (Bernier 2012; Pelegrin y Surprenant, 2006, Silverman et al., 2009), lo cual produce
apoptosis (Cheung et al., 2016; Gulbransen et al., 2012; Locovei et al., 2007). Otras funciones
de los Panx1 Chs son las de promover la activacion de los linfocitos T CD4" (Schenk et al.,
2008; Woehrle et al., 2010), participar en la activacion del endotelio ante una infeccion para
permitir la diapédesis de leucocitos (Lohman et al., 2015), acelerar la migracion de células
dendriticas (Séez et al., 2017) y ante estimulos gustativos permitir que las células receptoras
de las papilas gustativas secreten ATP, el cual funciona como una molécula sefializadora en el

paladar (Huang et al., 2007).

Activacion de canales formados por Panx1

Los Panxl Chs pueden activarse en condiciones fisiolégicas o patoldgicas,
describiéendose dos estados de permeabilidad y conductancia dependiendo del tipo de
estimulacion (Wang et al., 2014). El estado de baja permeabilidad, con conductancias unitarias
de 14 a 80 pS, se caracteriza por ser altamente selectivo a iones cloruro e impermeable a

cationes y ATP (Ma et al., 2012; Wang et al., 2014). Por otro lado, el estado de maxima
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conductancia de ~550 pS con mdltiples estados de subconductancia se caracteriza por ser
permeable a moléculas de un maximo de 1,5 kDa como cationes, ATP y a moléculas cargadas
positivamente como YO-PRO-1 (Dahl, 2015; Wang & Dahl, 2018). Cabe destacar que la
secrecion de ATP por parte de una célula no solo puede estar mediada por Panx1 Chs, sino
también por vesiculas, canales maxianion (Maroto y Hamill, 2001; Bal-Price et al., 2002;
Sabirov y Okada, 2005; Locovei et al., 2006b; Reigada et al., 2008; Seminario-Vidal et al.,

2011) o hemicanales formados por conexinas (Cotrina et al., 1998).
Se han descrito varios fendmenos que pueden llevar a la activacion de estos canales.

Depolarizacion: Experimentalmente, los Panxl Chs pueden abrirse mediante la
aplicacion de comandos de voltaje depolarizantes. Estos canales permanecen cerrados a
voltajes menores de -20 mV (Bao et al., 2004) y su probabilidad de apertura aumenta a
voltajes positivos, por lo tanto, no es una condicion que pueda ocurrir fisiolégicamente,
excepto en células eléctricamente excitables durante el pico de un potencial de accion (Dahl,
2015). En estas condiciones, la conductancia del canal es baja (50 pS), siendo selectivo a iones

cloruro (Wang y Dahl, 2018).

K" extracelular: Silverman et al. (2009) describieron que al mantener ovocitos de
Xenopus laevis en una solucion extracelular que contiene 130 mM KCI a un voltaje al que
normalmente estan cerrados los Panx1 Chs (-50 mV) y aplicar pulsos depolarizantes de 10
mV, se observa un aumento en la corriente proporcional al aumento progresivo de voltaje, el
cual es sensible a carbenoxolona (CBX). En estas condiciones, el canal tiene una conductancia
alta de 550 pS, permitiendo el paso de moleculas de hasta 1,5 kDa y siendo permeable a ATP

(Wang y Dahl, 2018). Esta corriente no se activa por depolarizacion producto de la
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eliminacion del gradiente de K* transmembrana, sino que ocurre cuando las células estan a un
potencial en reposo y se ve favorecida por la depolarizacion: por lo tanto, se ha propuesto que
posiblemente los iones K* se unirian a algln sitio de la region extracelular de Panx1 o de
alguna molécula auxiliar, causando un cambio conformacional que favorece la apertura de los

canales (Silverman et al., 2009).

Baja presion de oxigeno en eritrocitos y neuronas: Frente a una baja en la presion de
oxigeno (isquemia), los eritrocitos liberan ATP a través de Panxl Chs (Qiu et al., 2011;
Sridharan et al., 2010). En el caso de las neuronas piramidales, durante los accidentes
cerebrovasculares la baja presién de oxigeno y baja concentracién de glucosa gatillan la
activacion de Panx1l Chs, los cuales permiten que haya una desregulacién idnica que

finalmente lleve a la necrosis del tejido en pocos minutos (Thompson et al., 2006).

Corte del extremo C- terminal: En estadios tempranos de apoptosis se ha observado la
activacion irreversible de Panx1 Chs, interpretada como la consecuencia del corte proteolitico
del extremo C- terminal mediado por las caspasas 3 y 7 (Chekeni et al., 2010; Elliott et al.,
2009; Qu et al., 2011). Panx1 contiene una regiéon inmediatamente distal al sitio de corte de
las caspasas que en condiciones basales interactta con el poro del canal y lo mantiene cerrado
(Sandilos et al., 2012), de manera que el corte elimina esta interaccién y abre los canales.
Existen reportes que mencionan que la activacion de los Panx1 Chs por prote6lisis permite la
liberacion de nucleétidos como ATP y UTP (Elliott et al., 2009); sin embargo, esto se observa
frente a estimulos que superan las 4 a 8 h de incubacién (Boyd-Tessler et al., 2014; Chiu et al.,
2017). La conductancia unitaria de los canales cortados por caspasas es muy similar a los

activados por depolarizacion (12 o 13 pS a potenciales negativos y ~75 pS a potenciales
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positivos) (Chiu et al., 2017) y ademas, son altamente permeables a Cl” pero no a ATP (Wang
y Dahl 2018), por tanto, este tipo de activacion activa mas bien un canal de baja

conductibilidad.

Activacion de receptores purinérgicos y aumento de Ca®" intracelular: En diversas
condiciones, aunque no en todas las descritas, la activacion de los Panx1 Chs permite la salida
de ATP, el cual activa a receptores purinérgicos P2X y P2Y. La activacion de éstos a su vez
activa a los Panx1 Chs en un mecanismo reverberante. En el caso de los receptores P2X, se ha
descrito un acoplamiento de éstos y Panxl Chs principalmente en contextos fisioldgicos
asociados a células del sistema inmune, como la activacion del inflamasoma (Pelegrin y
Surprenant, 2006), quimiotaxis en macrofagos (Elliott et al., 2009) y la activacion de
linfocitos T CD4" (Schenk et al., 2008; Woerhle et al., 2010). Sin embargo, también se ha
identificado en otros tipos celulares como en la glandula pituitaria (Li et al., 2011) y en la
liberacion de ATP en oligodendrocitos y células epiteliales sometidas a dafio isquémico
(Domercq et al., 2010; Riteau et al., 2010). EI mecanismo mediante el cual los Panx1 Chs se
activan tras una activacion de los receptores P2X podria depender de las tirosina cinasas de la
familia Src (SFKs), ya que en la linea celular de macrofagos J774 es prevenido por PP2, un
bloqueador de dichas cinasas. Sin embargo, la falta de fosforilacion de Panx1 en tirosina en
respuesta a la estimulacion del P2X;R indican que habria otras moléculas adicionales
mediando el proceso (lglesias et al., 2008). Junto con esto, la activacion de los Panx1 Chs tras
una activacion de receptores P2X se podria explicar por un aumento de Ca®* intracelular, el
cual puede ocurrir a través de estos receptores purinérgicos que son ionotropicos y permeables
a Ca®* (Woerhle et al., 2010). Ademas, el efecto del Ca** no seria por interaccion directa con

la Panx1, ya que ésta no cuenta con sitios de unién al Ca** (Riquelme et al., 2013).
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Pese a que se puede dar este mecanismo reverberante de activacion de los Panx1 Chs,
en el cual la activacion de éstos lleva a la salida de ATP, posterior activacion de receptores
P2X y subsecuentemente, la activacion de otros Panx1 Chs, un exceso de ATP extracelular
inhibe a los Panx1 Chs, generando un mecanismo de retroalimentacion negativo (Qiu y Dahl,
2009; lwabuchi y Kawahara, 2011). Asimismo, una estimulacion prolongada (15 min) por
alta concentracion de ATP induce internalizacion del canal (down regulation) (Boyce et al.,
2015).

En el caso de los receptores metabotropicos P2Y, los Panx1l Chs se pueden activar a
través de los receptores P2Y1 y P2Y2, lo cual involucra el aumento de Ca®* intracelular a
través de la sefalizacion por fosfolipasa C e IP3 (Locovei et al., 2006a). Tal como el caso de
los receptores P2Y1 y P2Y2, también se ha estudiado la activacion de los Panx1 Chs inducida
por otros receptores acoplados a proteina G (GPCRs) asociados a la subunidad aq. En el
contexto de la vasoconstriccion de arterias de resistencia inducida por epinefrina, la activacion
del receptor al induce la activacion de Panx1 Chs, los cuales permiten la salida de ATP y la
vasoconstriccion dependiente de este Gltimo. La activacion de Panx1 Chs por el receptor al se
explicaria por la interaccion funcional directa entre ambos, ya que coinmunoprecipitan desde
tejidos de arterias de resistencia (Billaud et al., 2011). En células endoteliales de vena
umbilical humana, la activacién del receptor PAR-1 (otro GPCR asociado a la subunidad oq)
con trombina también induce la secrecion de ATP a través de Panx1 Chs (Godecke et al.,
2012). Es posible que ambos receptores compartan un mecanismo que les permita modular la

actividad de los Panx1 Chs.

Estrés mecanico: Uno de los estimulos que se ha descrito puede llevar a la activacion

de los Panx1 Chs es el estres mecanico (EM). Existen distintos fendmenos fisiologicos en los



16

cuales las células epiteliales y eritrocitos pueden estar sometidos a EM, como por ejemplo el

shear stress, hipotonicidad y fuerzas mecénicas durante la respiracion y tos.

En retinas de vacuno puestas en una camara de presion, el aumento en la presion
hidrostatica produjo un aumento en la liberacién de ATP, el cual es inhibido por 10 uM CBX,
un bloqueador de los Panx1 Chs (Reigada et al., 2008). En la misma linea Bao et al. (2004)
describieron a los Panx1 Chs como canales mecanosensibles. En experimentos de patch clamp
en configuracién cell attached y parches de membrana escindidos realizados en ovocitos de
Xenopus laevis inyectados con el MRNA de Panx1, observaron que al aplicar una rampa de
voltaje desde -50 a +50 mV y ademas al generar un EM a través de una succion aplicada a la
pipeta (presion negativa de ~40 mbar), aumenta la probabilidad de apertura de los Panx1 Chs
respecto a la condicién en ausencia de la presion negativa. EI mismo grupo obtuvo resultados
similares en parches de membranas escindidos de eritrocitros (Locovei et al., 2006b). Esto
podria dar cuenta de una propiedad mecanosensible intrinseca de Panx1. Sin embargo, un
mecanismo distinto podria estar presente en el caso de células de epitelio de vias aéreas de
raton, donde la secrecion de ATP mediada por Panx1 Chs inducida por un estimulo hipotonico
requiere de la activacién de TRPV4 (canal permeable a Ca?*), RhoA vy la fosforilacion de la
cadena liviana de la miosina dependiente de Rho cinasa (Seminario-Vidal et al., 2011). Reyes
et al. (2009) también sostienen que los Panx1 Chs no son intrinsecamente mecanosensibles, ya
que en celulas HEK 293T transfectadas con el cDNA de Panxl expuestas a un medio
hipotonico, no detectaron captacion de etidio (lo cual constituye una forma de estudiar la

activacion de los Panx1 Chs).
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Modificaciones postraduccionales en Panx1

Los fendmenos nombrados en el punto anterior pueden llevar a la modulacion de los
Panx1 Chs mediante modificaciones postraduccionales. La actividad de estos canales se

modula por:

N-glicosilacion: La N-glicosilacion es la adicién de oligosacaridos a proteinas en
residuos de asparagina. Panx1 puede estar sin glicosilar (Gly0) o glicosilada en el residuo
N254, ubicado en la segunda asa extracelular, donde puede tener unida una alta manosa (Gly1l)
0 una especie compleja (Gly2) (Penuela et al., 2014). Los distintos patrones de N-glicosilacion
regulan la localizacion y funcion de Panx1. Al tener glicosilaciones de los tipos Gly0 y Gly1,
Panx1 se localiza de forma intracelular, mientras que con la glicosilacion Gly2, se localiza
preferencialmente en la membrana plasmatica. Cuando tiene glicosilaciones de tipo Gly0 y
Glyl puede interactuar con Panx2 y 3, mientras que esto no se observa con la glicosilacion
Gly2 (Penuela et al., 2009). Se ha propuesto que esta uUltima glicosilacién confiere un
impedimento estérico para que dos Panxl Chs de células adyacentes puedan formar una
estructura de tipo unién en hendidura (Boassa et al., 2007). Pese a que la Panx1 no glicosilada
(Gly0) suele localizarse de forma intracelular, no se puede descartar que forme canales de
uniones en hendidura en la membrana plasmatica, ya que la glicosilacién de una proteina es
una modificacion postraduccional que puede ser heterogénea dentro de una misma célula,
encontrandose no glicosilada o glicosilada en diferente grado en diferentes compartimentos de

la misma célula (van Kooyk y Rabinovich, 2008).

S-nitrosilacion: La S-nitrosilacion es la adicion de grupos nitrosilo en residuos de

cisteina. EI grupo de Brant Isakson (Lohman et al., 2012) describié que en células HEK 293T
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que expresan Panx1 y células endoteliales de aorta de raton, el tratamiento con donadores de
oxido nitrico (como GSNO) atenua las corrientes de los Panx1 Chs, lo cual estd asociado a la
S-nitrosilacion de los residuos C40 y C346; por tanto, la nitrosilacion en estas cisteinas inhibe

la actividad de los Panx1 Chs.

Fosforilacion: Recientemente se ha descubierto que Panxl es una fosfoproteina
(Riquelme et al., 2013) y que este tipo de modificacion postraduccional puede modular la
actividad de los Panx1 Chs. Lohman et al. (2015) describieron que la Panx1 juega un rol
fundamental en la inflamacion vascular aguda, donde la activacion del endotelio es necesaria
para que ocurra la diapédesis de leucocitos a través de la pared endotelial postcapilar. En este
proceso, ocurre la liberacion de factor de necrosis tumoral-o (TNF-a), el cual activa a
receptores de TNF-a de tipo 1 en células endoteliales, llevando al reclutamiento de SFKs, las
cuales median la fosforilacion de Panx1 en la tirosina 198 y aumentan la actividad de los
canales formados por ésta. Posteriormente, se libera ATP a través de los Panx1 Chs, llevando
a la activacion de receptores P2Y y a la expresion de moléculas de adhesién como VCAML, lo
cual permite la adhesion de leucocitos a la barrera endotelial y su posterior emigracion a los

tejidos inflamados.

Existe otro caso descrito en que la fosforilacion de una tirosina en Panx1 mediada por
SFKs induce un aumento en la actividad de los Panxl Chs. Los Panx1l Chs pueden ser
activados por anoxia o por la activacion de receptores de NMDA. Weilinger et al. (2012), en
base a experimentos de electrofisiologia en configuracién de célula completa en neuronas
piramidales CA1 descubrieron que en ambos casos (anoxia o la aplicacion exdgena de

NMDA) se activan las SFKs. El uso PP2, un inhibidor de las SFKs, previene tanto la
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activacion de éstas como la apertura de los Panx1 Chs durante la anoxia. Mediante el uso de
un péptido interferente contra el sitio de fosforilacion consenso para las SFKs en Panx1, la
tirosina 308, se previene la depolarizacion inducida por anoxia, pero no se afecta la activacion
de las SFKs. Por lo tanto, la activacion de los receptores de NMDA durante la anoxia recluta a
las SFKs, las cuales permiten la apertura de los Panx1 Chs a través de la fosforilacion de la

tirosina 308, haciendo que haya depolarizaciones neuronales sostenidas.

Sin embargo, la fosforilacion de residuos de aminodcidos de Panxl no s6lo podria
explicar un aumento en la actividad de los canales formados por ésta, sino que también una
disminucion en la misma. Tal es el caso descrito por Poornima et al. (2015), quienes
describieron que las corrientes asociadas a Panx1 Chs en células HEK 293T transfectadas con
el cDNA de Panx1, son atenuadas por Oxido nitrico, lo cual se explica por la activacion de
guanilato ciclasa y posteriormente de la cinasa dependiente de cGMP (PKG), quien media la

fosforilacion de la serina 206 y de esta manera inhibe la actividad de los Panx1 Chs.

Canales ionicos sensibles a estrés mecanico

Como se menciond anteriormente, los Panxl Chs se pueden activar de manera
indirecta cuando son sometidos a EM (Reyes et al., 2009). La activacion indirecta de éstos
podria requerir de la activacion de canales ionicos sensibles a EM (MSCs), los cuales se
activan por tensién directa de la bicapa lipidica (Sachs, 2010), por tensién ocasionada por
componentes de la matrix extracelular o del citoesqueleto adyacentes al canal idnico o por un

mecanismo indirecto que involucre la activacién de un primer mecanorreceptor, el cual
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permita el aumento de un segundo mensajero que finalmente medie la apertura del canal

ionico (Patel et al., 2010).

Los MSCs actlan como sensores de fuerzas que afectan a la membrana plasmética y
ademés como efectores que responden cambiando su forma entre estados cerrado y abierto y
mediando las corrientes id6nicas. Estas corrientes permiten aliviar la presion osmética y
prevenir la lisis celular como resultado de la acumulacion de metabolitos o de cambios en la
osmolaridad extracelular, cambiar el potencial de membrana o iniciar la sefializacién quimica
(Sukharev y Sachs, 2012). Con este principio, existen mecanismos que permiten escuchar,

sentir con el tacto y regular variables sistémicas como la presion arterial.

Los MSCs son muy variados en los organismos vertebrados. Dentro de éstos se
encuentran algunos miembros de la superfamilia de los canales i6nicos receptores de potencial
transitorio (TRPs,) como los receptores TRPV4, TRPC1 y TRPC6. TRPC1 es un canal de
Ca®* operado por depésito (SOCs, por sus siglas en inglés), el cual permite la entrada de Ca®*
una vez que se han agotado las reservas intracelulares y estd implicado en la
mecanotransduccion del muasculo esquelético, mientras que TRPC6 es un canal no selectivo
permeable a Ca®* que actlia en la regulacion del tono miogénico (Patel et al., 2010). TRPC6 se
activa indirectamente por EM y requiere de la presencia de un GPCR asociado a la subunidad
g1, COMO el receptor de angiotensina I, AT1. La activacion del receptor TRPC6 ocurre en
ausencia del agonista del GPCR y por activacion de la cascada Ggui/fosfolipasa
Cl/diacilglicerol/TRPC6 (Patel et al., 2010). El receptor TRPV4 se expresa en el higado,
corazén, pulmones, traquea, testiculos, bazo, glandulas salivales, cdclea y células endoteliales

(Yin y Kuebler, 2010). En estas ultimas, cuando son sometidas a shear- stress induce la
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entrada de Ca®*, produciendo vasodilatacién mediada por 6xido nitrico. Dentro de los MSCs
también estan los canales TRAAK y TREK1, que corresponden a canales de potasio que se

expresan en neuronas de mamiferos (Patel et al., 1998; Maingret et al., 1999).

Otro tipo importante de MSCs descubiertos recientemente por el grupo de Ardem
Patapoutian son los canales Piezo (Coste et al., 2010). En los vertebrados existen dos
miembros, Piezo 1 y Piezo 2. El canal Piezo 1 se expresa en tejidos sensoriales y
especialmente en tejidos no sensoriales expuestos a la presion de fluido y flujo (por ejemplo,
en rifiones, vejiga, globulos rojos, células endoteliales, condrocitos, colon, pulmones y piel)
(Coste et al., 2010; Sugimoto et al., 2017), mientras que Piezo 2 se encuentra altamente
expresado en tejidos sensoriales que responden al tacto (por ejemplo, neuronas sensoriales de
los ganglios de la raiz dorsal y ganglio trigémino y en las células de Merkel), aunque también

se ha observado en la vejiga, colon y pulmones (Coste et al., 2010; Wu et al., 2016).

Las subunidades de Piezo 1 forman un tetrdmero (Coste et al., 2012) y el canal
resultante es permeable a Na*, K*, Ca** y Mg?*, teniendo mayor permeabilidad a Ca*. Este
canal puede ser inhibido por rojo rutenio y gadolinio, bloqueadores de MSCs permeables a
cationes (Hamil y Martinac, 2001; Drew et al., 2002; Coste et al., 2010) y se activa
especificamente con el péptido Yoda 1 (Syeda et al., 2015), indicando que este canal puede ser

activado farmacoldgicamente en ausencia de EM.

Dado que los MSCs como Piezo 1 son permeables a Ca**, su activacion lleva a un
aumento en la concentracion citoplasmatica de este ion y a la activacion de rutas de
sefializacion mediadas por este segundo mensajero (Miyamoto et al., 2014). Una de las rutas

mas descritas es la unién de cuatro atomos de Ca®" a una molécula de calmodulina, la cual
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puede activar a una serie de enzimas, dentro de las que se encuentran los miembros de la
familia de las Ser/Thr cinasas dependientes de calmodulina (CaM- cinasas), las cuales pueden

fosforilar distintos blancos celulares y mediar diversas respuestas (Swulius y Waxham, 2008).

A nuestro saber existen cuatro evidencias que hablan de que los Panx1 Chs pueden
activarse rio debajo de la activacion de Piezo 1 en células sometidas a EM, lo que permite la
liberacion de ATP y activacion de receptores P2. La primera viene del grupo de Makoto
Tominaga y habla de que el tejido de recubrimiento de la vejiga, llamado urotelio sensa la
extension de la vejiga a través de la activacion de canales Piezo 1 y responde secretando
neurotransmisores, incluido el ATP. Este nucle6tido actla sobre receptores P2X de nervios
aferentes para transmitir la sefial de llenado de la vejiga. En este trabajo no indagaron en el
mecanismo de liberacién de ATP (Miyamoto et al., 2014). La segunda evidencia es del grupo
de Stefan Offermanns, quienes describieron que en los vasos sanguineos el distrés mecanico
producido por el flujo sanguineo produce vasodilatacion mediada por 6xido nitrico. En este
proceso se activa el canal Piezo 1, el cual induce la liberacion de ATP en parte a través de los
Panx1 Chs. Posteriormente, el ATP activa a receptores P2Y2, lo cual lleva a la activacion de
una ruta de sefializacion que induce la fosforilacion y activacion de Akt y de la enzima 6xido
nitrico sintasa endotelial, la cual produce el vasodilatador Oxido nitrico. En este trabajo
comprobaron que la liberacion de ATP ocurre a través de Panx1 Chs, ya que utilizando un
siRNA contra las panexinas 1 y 2 (ambas son expresadas en las células HUVEC utilizadas
como modelo) redujeron significativamente la liberacion de ATP en células sometidas al
distrés mecanico de flujo (Wang et al., 2016). Como tercera evidencia, el canal Piezo 1
cumple un importante rol en la mantencion del volumen celular de eritrocitos. Cuando estas

células son sometidas a distrés mecanico por flujo o estrés osmético, ocurre un ingreso de Ca**
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a través de canales Piezo 1, lo cual induce la liberacion de ATP a través de Panxl Chs.
Subsecuentemente se activan distintos receptores P2 que estimulan variadas rutas de
sefializacion, permitiendo regular el volumen celular (Wei et al., 2019). La ultima evidencia
ocurre en células madre mesenquimales, las cuales ante un estimulo de EM se activa Piezo 1,
lo cual estimula la liberacion de ATP como una sefial autocrina que activa receptores P2 e
induce la proliferacion, migracion y diferenciacion de estas células. La liberacion de ATP en
este proceso ocurre probablemente a través de Panxl Chs, ya que en células madre
mesenguimales derivadas de médula 6sea sometidas a estrés de flujo ocurre la liberacion de
ATP através de Panx1 Chs y posteriormente la activacion de receptores P2Y, lo cual induce la

proliferacion de estas células (Wei et al., 2019).

En base a estos antecedentes que sugieren que la activacion de los Panx1 Chs por EM
ocurre probablemente de manera indirecta, la primera parte de esta tesis busca determinar si
este proceso involucra la participacion de MSCs como Piezo 1y si esto activa alguna ruta de
sefializacion que produzca cambios en el estado de fosforilacion de Panx1, como las mediadas

por CaM- cinasas.

Por otro lado, experimentos preliminares de esta tesis realizados en células HelLa
transfectadas con el cDNA de Panx1 de rata (HeLa Panx1) sugerian que los Panx1 Chs son
modulados negativamente por adenosina (Ado), en un mecanismo que podria involucrar el
aumento de CAMP vy por tanto, la activacion de PKA (Sassone-Corsi, 2012). Es por esto que la
segunda parte de la tesis consiste en corroborar lo anterior y estudiar si el mecanismo detras de

este fendmeno involucra cambios en el estado de fosforilacion de Panx1.
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Hipotesis

La activacion de los Panx1 Chs inducida por estrés mecanico depende de la activacion
de canales ionicos sensibles a estrés mecanico y se previene por la activacion de PKA, en

células HelLa Panx1.

Objetivo General

Dilucidar el mecanismo de compuerta o gating de los Panx1 Chs en respuesta a estrés

mecanico y de inhibicién inducida por adenosina en células HeLa Panx1.

Objetivos especificos

1. Evaluar si la actividad de Panx1 Chs de células HeLa Panx1 es afectada por
bloqueadores de la sefializacion de canales ionicos sensibles a estrés

mecénico (MSCs).

2. Evaluar si activadores de PKA modulan la actividad de Panx1l Chs en

células HelLa Panx1.

3. Determinar si la compuerta (gating) de los Panx1 Chs es dependiente de la

actividad de proteinas cinasas.

4. Determinar posibles sitios de fosforilacion en Panx1 y su relacion con el

gating de los Panx1 Chs.
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MATERIALES

Reactivos

Los siguientes reactivos: carbenoxolona (CBX), lantano (1) cloruro (La*"), KN62,
ciclosporina A (CsA), PP2, adenosina (Ado), 8- CPT-cCAMP, Db-cAMP, PKI, SB203580,
AKTi son de Sigma Aldrich (Saint Louis, MO, EUA); DAPI y FURA-2 AM son de
Invitrogen, los medios de cultivo Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM) y RPMI
1640 son de Gibco y el reactivo Turbo Fect es de Thermo Scientific, siendo las tres marcas de
Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, EUA); Yoda 1 es de Tocris (Bristol, Reino Unido);
bisindolilmaleimida (BIM ) es de Cayman Chemical (Ann Arbor, MI, EUA) y W-7 es una

gentil donacidn del Dr. Agustin Martinez de la Universidad de Valparaiso.

Lineas celulares

Las células HelLa parentales (HeLa — P) son una donacién del Dr. Agustin Martinez de
la Universidad de Valparaiso, mientras que las células HelLa transfectadas con el cDNA de
Panxl (HeLa Panx1l) son donadas por el Dr. Felixas Bukaukas (Departamento de
Neurociencia, Albert Einstein College of Medicine, Bronx, NY). Ambos tipos celulares se
cultivan en medio DMEM. Las células Jurkat son una donacién del Dr. Mauricio Henriquez de
la Universidad de Chile y se cultivan en medio RPMI 1640. Todos los tipos celulares se
cultivan en medio suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB) y 50 U/ml de

penicilina/estreptomicina y se mantienen a pH 7.4, a 37°C en una incubadora con una
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atmosfera de 5% CO,/95% aire. Para mantener estable la transfeccion de las células HelLa

Panx1, éstas se cultivan con 1 mg/ml G418 (Invitrogen, MA, EUA).

Plasmidos

En plasmido pRK5 rPanx1 EGFP es una gentil donacion del Dr. Agustin Martinez de
la Universidad de Valparaiso. El plasmido pRKS5 vacio es generado para esta tesis digiriendo
el plasmido pRKS5 rPanx1 EGFP con la enzima de restriccion EcoRI (New England Biolabs,
Ipswich, MA, EUA), para la cual existe un sitio de corte en el sitio de multiclonamiento rio
arriba del inserto de rPanx1 y hacia el final del inserto mismo, lo cual permite que una vez que
el plasmido sea ligado, no cambie el marco de lectura para EGFP y se pueda detectar las
células transfectadas con el plasmido pRK5 vacio por su fluorescencia verde. Los plasmidos
que contienen las distintas mutaciones de Panxl son generados para esta tesis segun lo
expuesto en la seccion métodos. El plasmido pEGFP C1 es donado gentilmente por el Dr. José

Luis Vega y el tesista de doctorado de la Universidad de Antofagasta — CINV Juan Guiza.
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METODOS

Evaluacion de la actividad de los canales formados por panexina 1 (Panx1 Chs).

Para evaluar la actividad de los Panxl Chs, se siembran células HeLa Panxl en
cubreobjetos de vidrio de 25 mm de didmetro con un 25% de confluencia. Veinticuatro horas
mas tarde, se realizan ensayos de captacion de trazadores de permeabilidad. Para esto, se
traspasan los cubreobjetos a una camara de registro, se lavan con solucién Krebs (en mM: 118
NaCl; 4,7 KCI; 1,2 KH,PO4: 1,2 MgSOy; 4,2 NaHCOg; 2 CaCly; 10 glucosa y 10 HEPES; pH
7,4) y se agrega una concentracion final de 5 uM DAPI en solucion Krebs. Se seleccionan las
regiones de interés, correspondientes a los nucleos celulares y se mide la intensidad de
fluorescencia en el tiempo. Las imagenes se capturan cada 30 s, utilizando un microscopio de
fluorescencia invertido Eclipse Ti, marca Nikon y el software de control NIS Elements
(Nikon, Japon). Posteriormente, se analiza la intensidad de fluorescencia en el mismo
software. Se realizan registros de 5 min por cada condicion y se comparan las tasas de
captacion de cada periodo o condicién, correspondiente a la intensidad de fluorescencia en
unidades arbitrarias (UA) dividido por el tiempo en minutos (UA/min). En las figuras se
grafica la tasa de captacion en cada condicion normalizada por la tasa de captacién basal, de

manera que se muestran las veces de cambio en la pendiente de captacion respecto a la basal.
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Sefial de Ca?* intracelular

Para medir la sefial de Ca?' intracelular se siembran células HeLa Panxl en
cubreobjetos de vidrio de 25 mm de didametro a una confluencia de 25%. Veinticuatro horas
mas tarde, se lavan dos veces los cubreobjetos con medio DMEM vy las células se cargan con 5
UM FURA-2AM (Invitrogen, MA, EUA) por 30 min a 37°C en medio DMEM.
Posteriormente, los cubreobjetos son lavados cuatro veces con medio DMEM, incubados 5
min a 37° y a continuacion, lavados cuatro veces con PBS. Posteriormente, las células son
expuestas a medio Krebs y se mide la intensidad de fluorescencia a 340 y 380 nm cada 3 s,
utilizando un microscopio Eclipse Ti, marca Nikon y el software de control NIS Elements
(Nikon, Japon). La cuantificacion de la razon Fz40/F3go Se realiza con el mismo software y se

analiza el &rea bajo la curva utilizando el programa Excel de Microsoft Office 2010.

Transfecciones

Para todas las transfecciones se utiliza Turbo Fect, de acuerdo a las indicaciones del
fabricante. En 400 pl de DMEM se resuspenden 4 pg de cada plasmido o el volumen
necesario para tener 250 o 500 nM de morfolino, segun sea el caso, y se agrega 6 pl de
reactivo TurboFect, previamente resuspendido como lo indica el proveedor. La mezcla se
incuba por 20 min a temperatura ambiente y posteriormente, se agrega mediante un goteo a
células HeLa Panx1 que han sido sembradas en cubreobjetos de vidrio de 25 mm de didmetro

a un 50% de confluencia.
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Morfolino contra Piezo 1

Se solicita a la empresa Gene Tools Oligo Desing (Philomath, Oregon, EUA) el disefio
de una secuencia de oligonucle6tidos que actie como morfolino contra el mMRNA de Piezo 1
humano, utilizando como referencia la secuencia de NCBI NM_001142864.4. La secuencia de
oligonucleottidos disefiada es, de 5° a 3’: TCTCCTCTTCCTCCTTCTCCTTCGG. Como
control negativo se utiliza una secuencia de oligonucledtidos estandar, ofrecida por la misma
empresa, la cual es complementaria a una mutacion en un intron de la beta- globina humana
que causa talasemia y que no es complementaria a otra secuencia de mMRNA humana; su
secuencia es, de 5’ a 3°: CCTCTTACCTCAGTTACAATTTATA. Para realizar el ensayo con
los morfolinos contra Piezo 1 y control, se siembran células HeLa Panx1 con un 12,5% de
confluencia. Veinticuatro horas més tarde se transfectan las células utilizando Turbo Fect con
250 0 500 nM de cada morfolino y con 4 g del plasmido pEGFP C1, el cual contiene el
inserto de la proteina fluorescente verde y permite identificar células que posiblemente han
sido transfectadas por los morfolinos. Veinticuatro horas posteriores a la transfeccion, se

estudia la actividad de los Panx1 Chs de acuerdo al punto 1 de los Métodos.

Microscopia confocal

Se sembro celulas HelLa parentales en cubreobjetos de 10 mm de diametro con un 70%
de confluencia y 12 h mas tarde fueron transfectadas con el vector pRK5 que contiene el
inserto de la Panx1 de rata silvestre o con la mutacion S394D, fusionadas a GFP. Las células
se incubaron por 12 h en presencia y ausencia de 100 uM suramina y posteriormente fueron

lavadas con PBS, fijadas con PFA al 4% por 5 min y lavadas 4 veces con solucion de blogqueo
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(1% BSA, 50 mM NH,4CI, 0,1% Triton X-100 en PBS, pH 7,42). Posteriormente se montaron
en portaobjetos con DAPI Fluoromount-G (Southern Biotech, Birmingham, AL, EUA). Las
imagenes se tomaron utilizando un microscopio Nikon D-eclipse C1 con un aumento de 100x
con el software EZ-C1 (Nikon, Japdn). Se hicieron stacks cada 1 micra (5 fotos en total) y

éstas fueron procesadas en el software NIS Elements (Nikon, Japon).

Busqueda bioinformética de potenciales sitios de fosforilacién en Panx1 por CaMKII y
PKA

Para determinar los sitios putativos de fosforilacion de Panx1 en los distintos estados
del canal y las cinasas implicadas en cada proceso, se realiza una busqueda bioinformatica de
potenciales sitios de fosforilaciéon en Panx1l por CaMKIl y PKA (serinas o treoninas),
utilizando los softwares NetPhosK 3.1, GPS 3.0, Kinase Phos y PhosphoSitePlus, disponibles
de manera gratuita en internet. Para determinar la localizacion de los residuos arrojados por la
busqueda bioinformatica, se utiliza el software Protter- visualize proteoforms (Omasits et al.,
2014), el cual también es gratuito y permite filtrar la informacion obtenida hasta obtener los
residuos que estarian localizados en la region intracelular. La busqueda arroja los siguientes
resultados (tabla N°1): aquellos potencialmente fosforilables por PKA son: T21, S205, T302 y

S328 y por CaMKII: T302, S384 y S394.

Mutaciones puntuales

Se realizan mutaciones de los residuos mencionados en el punto anterior a un residuo

de alanina y ademas en el caso de la T302, S328 y S394 a un residuo de aspartato. Para esto,
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se disefian pares de partidores especificos que contienen la secuencia mutagénica en el
partidor forward. Las mutaciones y partidores a utilizar se muestran en la tabla N°2; los
codones que generan la mutacion estan destacados con letras en negrita. Cabe mencionar que
estos partidores fueron disefiados de forma manual y son sintetizados por la empresa
Integrated DNA Technologies (IDT, Skokie, IL, EUA), conteniendo los extremos 5’
fosforilados. Las mutaciones se realizan con el Phusion Site- Directed Mutagenesis Kit
(Thermo Scientific, Waltham, MA, EUA), de acuerdo a las instrucciones del fabricante. En
resumen, se realiza una reaccion de PCR, utilizando como molde el plasmido pRK5 que
contiene el inserto de la Panxl de rata fusionada a EGFP (pRK5- rPanxl EGFP), los
plasmidos que correspondan a la mutacion a realizar y los reactivos contenidos en el Kit. Esta
reaccion permite obtener un producto correspondiente al plasmido completo, linealizado y con

la mutacion.



Tabla N° 1: Potenciales sitios de fosforilacion en rPanx1 por CaMKIl y PKA

Residuo Cinasa Localizacion
T21 PKA N - terminal
S205 PKA Asa intracelular
T302 PKAy CAMKII C - terminal
S328 PKA C - terminal
S384 CAMKII C - terminal
S394 CAMKII C - terminal

32
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Tabla N° 2: Disefio de partidores para realizar mutaciones sitio dirigidas de residuos de amino
acidos de rPanx1.

Mutacion Partidores

T21A Forward GGAGCCCGCCGAGCCCA
Reverse TTCAGCAAGAAGTCCGAGAACAC

S205A Forward CGAAGAAGAACGCCAGTCACCTAAT
Reverse TCTTCAAGTACTGCTCCACGATC

T302A Forward GGCAGAAGGCCGACGTCCT
Reverse GGAACGGGACGAAGAGCGT

T302D Forward GGCAGAAGGACGACGTCCT
Reverse GGAACGGGACGAAGAGCGT

S328A Forward CAACGACTTGGCCCTCTACAACC

Reverse TAGCCTTCAGACTTGAAATGTAGAACATC

S$328D Forward CAACGACTTGGACCTCTACAACC
Reverse TAGCCTTCAGACTTGAAATGTAGAACATC

S384A Forward GTCCCCATGGCCCTACAGAC
Reverse TTTTCCATCAATGACGTCCATCT

S394A Forward ACCAGGGCGCCCAGAGAATG
Reverse CCTCTCCCTTGGTCTGTAGGGACAT

§394D Forward ACCAGGGCGACCAGAGAATG
Reverse CCTCTCCCTTGGTCTGTAGGGACAT
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Posteriormente, se realiza una reaccion de ligacion utilizando el Rapid DNA Ligation
Kit (Thermo Scientific, Waltham, MA, EUA) y se transforman bacterias competentes con los
distintos plasmidos mutantes, dejandolas en medio LB agar (Mo Bio Laboratories, Carlsbad,
CA, EUA) con 100 pg/ml ampicilina por 24 h en una incubadora a 37°C. A continuacion, se
crecen 5 colonias por cada transformacion en caldo LB (Mo Bio Laboratories, Carlsbad, CA,
EUA) por 24 h. Luego, se purifican los plasmidos desde cada suspension bacteriana utilizando
el E.Z.N.A. Plasmid Mini Kit Il (Omega Bio-tek, Norcross, GA, EUA) y para comprobar que
los plasmidos obtenidos contienen las mutaciones deseadas se realiza secuenciacion de éstos
en la Unidad de Secuenciaciéon de la Pontificia Universidad Catélica con un equipo ABI
PRISM 3500 xI ( Applied Biosystems, CONICYT — FONDEQUIP EQM150077). Una vez
seleccionados los plasmidos que contienen la mutacion y que no tienen afectados los marcos
de lectura para rPanxl ni EGFP, se emplean para transfectar de manera transitoria células

HelLa parentales, utilizando el reactivo TurboFect.

RT-PCR del receptor Piezo 1y receptores de adenosina

Para detectar los mMRNAs del receptor Piezo 1 y de los receptores de adenosina Aza Yy
Azg en células HelLa Panx1, se extrae el RNA total a partir de 5 millones de células Jurkat
(control positivo) y 1 millon de células HelLa Panx1, utilizando el reactivo TRIzol (Life
Technologies), el extracto se trata con la DNasa RQ1 RNase- Free (Promega) para degradar el
DNA contaminante y se sintetiza el cDNA, utilizando el kit SuperScript First- Strand Syntesis
System for RT- PCR (Invitrogen), de acuerdo a las instrucciones de los fabricantes. Se

realizan las PCRs para GAPDH como control de carga, utilizando los partidores forward 5’
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ACCACAGTCCATGCCATCAC 3’ y reverse 5° TCCACCACCCTGTTGCTGTA 3°,
obteniendo un amplicon de 452 pb; para el receptor Piezo 1, utilizando los partidores forward
5> CAACGTCACCGTCATCATCT 3’ y reverse 5> CGGACTCAAACAGGAAGTAGTC 3,
obteniendo un amplicén de 608 pb; para el receptor de adenosina A,a, utilizando los partidores
forward 5’ TGCAGAACGTCACCAACTAC 3y reverse 5’
GCCAGGAAGATCCGCAAATA 3’, obteniendo un amplicon de 499 pb y para el receptor de
adenosina Ayg, utilizando los partidores forward 5S'TGTGTCCCGCTCAGGTATAA 3’ y
reverse 5> TCGGTTCCGGTAAGCATAGA 3’, obteniendo un amplicon de 564 pb. En todos
los casos se utiliza como control negativo la reaccion sin DNA molde. Los partidores son

sintetizados por la empresa Integrated DNA Technologies (IDT, Skokie, IL, EUA).

Andlisis estadistico

Las tasas de captacion de colorante se muestran como el promedio de la captacion de
colorante dividido por el tiempo + el error estandar, normalizados con respecto a la tasa de
captacion de colorante basal. Las diferencias significativas entre grupos fueron determinados
utilizando el programa GraphPad Prism 6 (GraphPad, CA, EUA) usando ANOVA de dos vias
con un post-test Tukey para realizar comparaciones multiples. Las diferencias fueron
consideradas significativas con p<0,05 (*p<0,05; **p<0,005 y ***p<0,001). EI nimero de

repeticiones de cada experimento se menciona en el pie de cada figura.
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RESULTADOS

El aumento en la actividad de los Panx1 Chs inducido por estrés mecénico en células
HeLa Panx1 es dependiente de la activacion de canales ionicos sensibles a estrés
mecénico y del ingreso del ion calcio extracelular.

En primer lugar, se corrobord que los Panx1l Chs se activan tras generar un estrés
mecénico (EM) a las células. Previamente en el laboratorio se calibré un método para inducir
la activacion de los Panxl Chs mediante EM. Para esto, se realizaron experimentos de
captacion de colorantes en celulas HeLa Panx1 en los cuales se seleccionaron campos al azar y
se midié la intensidad de fluorescencia basal de DAPI en los nucleos. A continuacion, se dejé
caer distintos volumenes de solucidn de registro sobre las células (1 — 8 ml) en forma de goteo
desde 10 cm de altura, observandose una relacion lineal entre el volumen del EM y el aumento
en la captacion de DAPI, dandose un efecto méximo a partir del estimulo de 6 ml. Esto se
inhibié con 10 puM carbenoxolona (CBX), un bloqueador de los Panx1 Chs (resultados no
publicados). Para corroborar los resultados, se realizaron experimentos de captacién de
colorantes similares en células HeLa-P y HelLa Panx1l. En condiciones basales, tanto en
células HeLa-P como en células HeLa Panx1 la intensidad de fluorescencia fue muy baja y
practicamente constante. Sin embargo, pocos segundos post EM la intensidad de fluorescencia
de las células HeLa-Panx1 aumentd progresivamente debido al ingreso de DAPI que fluoresce
al unirse a los acidos nucleicos en el espacio intracelular (Figura 1A), alcanzando una
pendiente de captacién aproximadamente 3,4 veces mayor al basal (Figura 1B). Sin embargo,
la intensidad de fluorescencia y la tasa de captacion de DAPI de las células HeLa-P no

mostraron cambios significativos post EM (Figura 1A y B), lo cual es consistente con la
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Figura 1: Aumento en la actividad de Panxl Chs inducido por EM en células HelLa
Panx1. Se estudio la actividad de los Panx1 Chs mediante ensayos de captacion de colorantes
(DAPI) en células HeLa-P y HelLa Panxl1. Para inducir la activacion de los Panx1l Chs se
sometid a las células a EM producido por goteo de la solucion extracelular sobre las células
que estaban siendo analizadas. (A) Curso temporal de la intensidad de fluorescencia de DAPI
en células HeLa-P (circulos negros) y HeLa-Panx1 (circulos blancos) en condicién basal, bajo
EM vy tras el tratamiento con 10 uM carbenoxolona (CBX). (B) Tasa de captacién de DAPI
normalizada respecto a la captacion basal en células HeLa-P (columnas negras) y HelLa Panx1
(columnas blancas) bajo las mismas condiciones que en A. *p<0,05 y **p<0,005. Cada valor
en B corresponde al promedio + error estdndar de un total de tres experimentos
independientes.
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ausencia de Panx1l Chs (Figura 1B). Al agregar 10 uM CBX, la pendiente de captacion de
DAPI de las células HeLa Panx1 fue de s6lo ~1,6 veces mayor al basal, de manera que no
hubo diferencias estadisticamente significativas con respecto a la pendiente basal (Figura 1B),
atribuyendo el aumento de captacion correspondiente al tramo posterior al EM al aumento de
la actividad de Panx1 Chs. La tasa de captacion no cambio en células HelLa-P frente a los

distintos estimulos.

Debido a que el EM induce un aumento en la actividad de los Panx1 Chs y a que estos
canales no son activables directamente por el EM (Reyes et al., 2009), se quiso determinar si
el aumento de la actividad de los Panx1 Chs podria depender de la activacion de reconocidos
canales sensibles a EM (MSCs), los cuales se activan por tension en la membrana celular
(Sachs, 2010). Para esto, se realizaron experimentos de captacién de colorantes en células
HelLa Panx1 pre tratadas por 30 min con 200 uM La**, un blogueador de diversos canales
permeables a Ca**, incluyendo los MSCs (Sachs, 2010) y se realizé ademas los experimentos
en presencia de La®*. La pendiente de captacién de DAPI en células no tratadas con La®*
(barra 1) fue ~3,4 veces mayor que la basal, mientras que en las células pre tratadas con La**
(barra 2), fue de ~1,3; es decir, muy cercana al valor basal y no presenté una diferencia
estadisticamente significativa con respecto a ésta (Figura 2A). Por lo tanto, la activacion de los
Panx1 Chs inducida por EM depende de la activacion de uno o méas canales inhibidos por
La**, los que podrian corresponder a MSCs. Cabe mencionar que la captacién de DAPI de
células HeLa Panx1 sometidas a EM no se alterd al adicionar La** (Figura 2B), lo que indica
que los Panx1 Chs activados por EM no son blogueados por La**, lo que si se ha descrito que

ocurre para los hemicanales formados por conexinas (John et al., 1999).
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Figura 2: El aumento en la actividad de Panxl Chs por EM es dependiente de la
actividad de MSCs y la presencia de Ca?* extracelular. Para evaluar si los MSCs participan
en el aumento de actividad de los Panx1 Chs inducido por EM, se preincubé células Hela
Panx1 con 200 uM La** por 30 min y ademas se realizaron ensayos de captacion de colorantes
en presencia de 200 pM La** en células HelLa Panxl. (A) Tasa de captacion de DAPI
normalizada respecto a la captacion basal en células HeLa Panx1 sometidas a EM, tratadas o
no con La*. (B) Tasa de captacién de DAPI normalizada respecto a la captacién basal en
células HeLa Panx1 sometidas a EM y posteriormente tratadas (La>* agudo) o no con 200 pM
La®". Para evaluar si es necesaria la presencia de Ca®* y/o Mg** extracelular para producir un
aumento en la actividad de los Panx1 Chs por estrés mecanico, se realizaron experimentos de
captacion de colorante en presencia de ambos iones, ausencia de cada uno y ausencia de
ambos; (C) Tasa de captacién de DAPI normalizada respecto a la captacion basal en células
HeLa Panx1 sometidas a EM en presencia y ausencia de Ca®* y/o Mg** extracelular. *p<0,05;
**p<0,005 y ***p<0,001. Cada valor en A, B y C corresponde al promedio * error estandar de
un total de tres a cuatro experimentos independientes.
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Debido a que los MSCs son permeables a Mg®* y Ca?* (Hamill y Martinac B, 2001;
Staruschenko et al., 2006), se quiso determinar si la activacion de los Panx1 Chs de células
sometidas a EM depende de la presencia de estos cationes divalentes en la solucién
extracelular. Para esto, se realizaron experimentos de captacion de colorantes en células HelLa
Panx1 utilizando solucién de registro Krebs completa, o en solucién de registro sin Mg?* o
Ca®* o0 en ausencia de ambos. Las tasas de captacion de DAPI obtenidas al someter las células
a EM en ausencia de Ca** y no de Mg?* extracelular condicionaron la activacion de los Panx1
Chs, ya que en ausencia de Ca®* (barra 3, ~1,1 veces respecto al basal) o ausencia de ambos
cationes divalentes (barra 4, ~1,3 veces respecto al basal), la tasa de captacion de DAPI frente
al EM fue similar a la basal, mientras que en ausencia de Mg?*, la tasa de captacion de DAPI
fue similar a la obtenida tras someter las células a EM en medio Krebs completo (~2,3 versus
~3,4 veces respecto al basal, respectivamente). Este resultado sugiere que la estimulacion
mecénica de células HeLa Panxl activa MSCs, los cuales permitirian la entrada de Ca** y

posteriormente, la activacion de Panx1 Chs.

A continuacion, se quiso indagar en la participacion del canal Piezo 1, un tipo de MSC
que se ha sugerido puede mediar la activacion de Panx1 Chs en células sometidas a estrés
mecénico (Miyamoto et al., 2014; Wang et al., 2016; Wei et al., 2019). Este canal se expresa
en tejidos no sensoriales expuestos a presion de fluido y flujo (por ejemplo, en los rifiones y
eritrocitos) (Wu et al., 2016) y puede ser activado farmacologicamente con la molécula Yoda
1 (Syeda et al., 2015). Aqui se quiso estudiar si la activacion de Piezo 1 induce un aumento en
la actividad de los Panx1 Chs. En primer lugar, se realizé un RT-PCR para determinar si las
células HelLa Panx1 expresaban el mMRNA de Piezo 1. En primer lugar se extrajo RNA total de

las células HelLa Panx1, se gener0 el cDNA y posteriormente, se realizd un PCR para el
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receptor Piezo 1, de acuerdo a lo expuesto en Métodos. Como control positivo, se utilizo el
cDNA de células Jurkat. Los productos se separaron en geles de agarosa. En panel superior se
ilustra un resultado representativo de PCR para Piezo 1, mientras que en el panel inferior se
muestra el amplicon del PCR de GAPDH, utilizado como control de expresion constitutiva.
Para ambas amplificaciones por PCR, se muestran los resultados obtenidos por el control
negativo (C-, sin DNA molde), por el control positivo (C+, cDNA de células Jurkat) y por el
cDNA de células HeLa Panx1. Utilizando como molde el cDNA de células HelLa Panx1, se
observa una banda tenue, al igual que para el control positivo (Inserto Figura 3A). A
continuacion, se cargé células HelLa Panxl con FURA-2AM y se midié la sefial de Ca** a
partir de la razon de las emisiones Fss0/Fsg al tratar las células con 25 uM Yoda 1, en
presencia y ausencia de Ca®* extracelular. La figura 3A muestra un resultado representativo,
mientras que la figura 3B corresponde al promedio del &rea bajo la curva en la sefial de Ca®*
de tres experimentos independientes. En ambas figuras se observa que el tratamiento con Yoda
1 indujo un aumento de la sefial de Ca®* intracelular en las células expuestas a una solucién
extracelular con Ca®*. Este resultado es consistente con lo observado por Syeda y
colaboradores, ya que Yoda 1 induce un aumento en la sefial de Ca®* por entrada del ion desde
el exterior. Para determinar si la activacion de Piezo 1 por Yoda 1 induce un aumento en la
actividad de los Panx1 Chs, se realizaron ensayos de captacion de colorantes en células HelLa
Panx1 utilizando distintas concentraciones de Yoda 1. La tasa de captacion de DAPI en
células tratadas con 25 pM Yoda aumentd ~3,7 veces respecto al basal, mientras que en
células tratadas con 50 UM Yoda aumentdé ~5,7 veces respecto al basal (Figura 3C),
obteniéndose aumentos significativos en la captacion de colorante en ambas concentraciones y

un efecto concentracion dependiente. La captacion de colorante inducida por 25 uM Yoda 1 se
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Figura 3: La activacion del canal Piezo 1 aumenta la actividad de los Panx1 Chs. (A)
Imagen de la sefial de Ca** representativa medida como la razén de las emisiones a Fa4o/F3go €n
células HelLa Panxl precargadas con FURA-2AM, expuestas o no a Ca®* extracelular y
tratadas con 25 pM Yoda 1 en el momento indicado por la flecha. Inserto: RT-PCR del
receptor Piezo 1 en células HeLa Panx1. Se utiliz6 como control negativo la reaccién de PCR
sin DNA molde y como control positivo, el cDNA de células Jurkat. GAPDH fue utilizado
como control de expresion constitutiva. (B) Promedio del céalculo del area bajo la curva de tres
experimentos independientes como el mostrado en A. (C) Tasa de captacion de DAPI
normalizada respecto a la captacion basal en células HeLa Panxl tratadas con distintas
concentraciones de Yoda 1 (n=3) y (D) con 25 uM Yoda 1 y posteriormente con 10 uM CBX
(n=3). (E) Tasa de captacion de DAPI de células HelLa Panx1 sometidas a EM y transfectadas
con 250 o 500 nM de morfolino contra Piezo 1 (morfolino Piezo 1), respecto a la tasa de
captacion de DAPI de células HeLa Panx1 sometidas a EM vy transfectadas con 250 o0 500 nM
de morfolino control, respectivamente (n=3). *p<0,05; **p<0,005 y ***p<0.001. Cada valor
en B, C, D y E corresponde al promedio + error estandar.
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bloqueo parcialmente con 10 uM CBX (Figura 3D), indicando que el tratamiento con Yoda 1
induce un aumento en la actividad de los Panx1l Chs. Sin embargo, esto ultimo debe ser
considerado con cautela, ya que debido a que el tratamiento con 10 uM CBX bloque6 de
forma parcial la captacion de colorante inducida por Yoda 1, es posible que el canal Piezo 1
sea permeable al colorante (nuestros experimentos no descartan que Piezo 1 sea permeable a
DAPI y tampoco existen reportes en bibliografia que describan esto) y ademas, se desconoce

si CBX afecta al canal Piezo 1.

Para corroborar que la activacion de Piezo 1 por EM induce un aumento en la actividad
de los Panx1 Chs, se realizaron experimentos de captacion de DAPI en células que habian sido
transfectadas 48 h antes con un oligdmero morfolino control 0 uno contra Piezo 1. La tasa de
captacion de colorante tras el EM en células Panx1 transfectadas con 250 uM morfolino Piezo
1 redujo la captacion de colorante a un 43,3%, y en las células transfectadas con 500 uM se
redujo a un 46,3%, con respecto a la captaciéon de un morfolino control (Figura 3E). Estos
resultados permiten concluir que la activacion de Piezo 1, ya sea mediante Yoda 1 o EM, lleva

al aumento en la actividad de los Panx1 Chs.

La activacion de Panx1 Chs inducida por EM en células HeLLa Panx1 es dependiente de
la actividad de CaMKI|I.

Debido a que los resultados anteriores sugieren la entrada de Ca* a través de MSCs
(como Piezo 1) en células tratadas con EM, se decidié evaluar si la activacion de los Panx1
Chs es dependiente del complejo Ca?*- calmodulina. Para esto, se preincubé células HelLa

Panx1 con W-7, un antagonista de calmodulina, por 30 min y se realizaron experimentos de
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captacion de colorantes en presencia de W-7. La tasa de captacion de DAPI de células HelLa
Panx1 tratadas con 100 uM W-7 fue de ~1,6 veces mayor en comparacion a la basal (barra 2)
versus ~3,5 veces mayor respecto al basal en ausencia de W-7 (barra 1) (Figura 4), lo cual

constituye una diferencia significativa.

En vista de que el complejo Ca?*- calmodulina puede activar a la cinasa CaMKII
(Swulius y Waxham, 2008), se decidi6 evaluar si la activacion de los Panx1 Chs frente al EM
es dependiente de la actividad de esta cinasa. Ademas, se quiso evaluar si la activacion de
estos canales depende de la fosfatasa calcineurina, la cual también se activa por el complejo
Ca®*- calmodulina (Rumi-Masante et al., 2012). Para evaluar esto, se preincub6 células HelLa
Panx1 con KN62 (10 puM), un inhibidor de CaMKII o con ciclosporina A (CsA, 50 pg/ml), un
inhibidor de calcineurina, por 30 min y posteriormente se llevé a cabo experimentos de
captacion de colorantes en presencia de cada inhibidor. La tasa de captacion de DAPI en
células tratadas con KN62 fue ~1,6 veces mayor respecto al basal (barra 3) y en células
tratadas con CsA fue ~3,7 veces respecto al basal (barra 4) versus ~3,5 en ausencia de
inhibidores, obteniéndose diferencia significativa en el caso de la preincubacion con KN62. A
partir de estos resultados se concluye que la activacion de los Panx1 Chs inducida por EM

depende del complejo Ca*- calmodulina y de la actividad de la cinasa CaMKI|.

En paralelo, se quiso estudiar si el aumento en la actividad de los Panx1 Chs inducido
por EM es dependiente de las SFKs, ya que se ha descrito que estas cinasas inducen un
aumento en la actividad de los Panx1 Chs mediante la fosforilacion de las tirosinas 198 y 308
(Lohman et al., 2015; Weilinger et al., 2012). Para esto, se pre tratd células HeLa Panx1 por

30 min con PP2, un inhibidor de las SFKs y se realiz6 experimentos de captacion de colorante
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Figura 4: La activacion de los Panx1 Chs inducida por estrés mecanico en células HeLa
Panx1 depende del complejo Ca?* - calmodulina y de la actividad de la cinasa CaMKI|.
Tasa de captacion de DAPI normalizada respecto a la captacion basal en células HelLa Panx1
pretratadas o no por 30 min con 100 pM W7, 10 uM KN62, 50 pg/ml CsA o 10 uM PP2,
sometidas a EM. Los ensayos de captacion también se realizaron en presencia de los
compuestos mencionados anteriormente, segun corresponde. **p<0,005 y ***p<0,001. Cada
valor corresponde al promedio * error estdndar de un total de tres a cuatro experimentos
independientes.
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en presencia de PP2. Al someter las células a EM se produjo un aumento de ésta de 3 veces el
basal, lo cual no es una diferencia estadisticamente significativa con respecto a la tasa de
captacion observada en ausencia de inhibidores (~3,5 veces mayor al basal) (Figura 4). Por lo
tanto, las SFKs no participan en el aumento de la actividad de los Panx1 Chs inducido por

EM.

La serina 394 participa en la activacion de los Panx1 Chs inducida por EM

Debido a que los resultados anteriores indican que la activacion de los Panx1l Chs
inducida por EM depende del complejo Ca®*- calmodulina y de la actividad de la cinasa
CaMKIl, se quiso evaluar si CaMKII fosforila a Panx1 y de esta manera modula la activacion
de los canales formados por ésta. Para ello, se realiz6 una busqueda bioinformética de los
potenciales sitios de fosforilacién en Panxl por CaMKII (Tabla N°1, seccion Métodos),
utilizando los softwares NetPhosK 3.1, GPS 3.0, Kinase Phos y PhosphoSite Plus. La
blusqueda arrojé tres sitios potencialmente fosforilables por CaMKII localizados en la region
intracelular de Panx1, de los cuales, la herramienta bioinformatica Plotter predice que estan
localizados en el extremo carboxilo terminal (Figura 5): la treonina 302 (T302) y las serinas
384 (S384) y 394 (S394). A continuacién, se disefiaron partidores para realizar mutaciones
sitio dirigidas de estos residuos, ya sea serina o treonina a alanina, de manera que no puedan
ser fosforilables en dichos residuos de aminoacidos (Tabla N°2). Las mutaciones se llevaron a
cabo empleando el Phusion Site- Directed Mutagenesis Kit, utilizando como DNA molde el
plasmido pRK5 que contiene el inserto de la Panx1 de rata fusionada a EGFP (pRK5- rPanx1

EGFP). En la tabla N°3 se muestran segmentos de las secuenciaciones de los constructos
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PKA. Imagen obtenida mediante el software Protter (Protter - visualize proteoforms. Omasits

et al., Bioinformatics. 2013, Nov 21).
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Tabla N° 3: Secuenciacién de mutantes de potenciales sitios fosforilables por CaMKII en

rPanxl a alanina y aspartato.

kokckokkk ko kokkkkk

Mutacion Segmento DNA Segmento Proteina
rPanxl CAGAA ACGTC VPFRQKTDVLKVY
rPanxl_T302A CAGAAGGCCGACGTC VPFRQKADVLKVY

kk kKKK o KKk kkok

******.

¥ ok >k sk sk sk ok

rPanxl CCCATQTCCCTACAG | DGKVPMSLQTKGE
rPanx1_S384A CCCATGQGCCLCTACAG | DGKVPMALQTKGE

kokokok ook ok ok Xk kK ok ok ok ok KOk + kK kK Ok
rPanx1l CAGGGCUAGCLCAGAGA KGEDQGSQRMDFK
rPanx1l_S394A CAGGGCGCCCAGAGA KGEDQGAQRMDFK

fofokskokok ok okskokok ok ok ok oKk ook o ok oKk kR o
rPanxl CAGGGCAGCCAGAGA KGEDQGSQRMDFK
rPanx1_S394D CAGGGCGCCCAGAGA KGEDQGDQRMDFK

kKKK KKK KKK
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mutantes, donde se puede ver destacado en los recuadros de la columna 2, el codén que
originalmente da paso a una treonina o serina y en el caso de la secuenciacion del constructo
mutante, se observa el codon que da paso a una alanina (GCC). En la columna 3 de la misma
tabla se observan segmentos de la cadena aminoacidica correspondiente a la region mutada,
donde se puede observar el cambio de aminoacido, ya sea treonina o serina a alanina. Con los
constructos mutantes se transfectd células HeLa-P y 24 h mas tarde se evalud la actividad de
los Panx1 Chs en base a ensayos de captacion de DAPI. Como control negativo, se evalud la
actividad de Panx1 Chs en células HeLa-P sin transfectar o transfectadas con el vector pRK5
que contiene sélo el inserto de EGFP (vector vacio), el cual fue generado de acuerdo a lo
expuesto en Materiales. Las células HeLa-P no transfectadas o las transfectadas con el vector
vacio fueron insensibles al EM (Figura 6). En el caso de las células transfectadas con el
constructo que contiene la Panxl silvestre, se observa que éstas fueron sensibles al EM,
obteniéndose un aumento en la tasa de captacion de ~4 veces mayor que el basal (Figura 6).
En el caso de las mutantes T302A y S384A, las tasas de captacion fueron comparables a las
obtenidas en las células transfectadas con la Panx1 silvestre, obteniéndose valores de ~3,6 y
~3,1 veces mayor que el basal, respectivamente (Figura 6). Finalmente, en el caso de la
mutante S394A, la tasa de captacion fue de 0,9 UA/min, es decir, comparable a los controles

de células HelLa-P sin transfectar o transfectadas con el vector vacio.

El resultado anterior sugiere que la S394 esta involucrada en la activacion de los Panx1
Chs inducida por EM; sin embargo, para confirmarlo se procedio a mutar este residuo por
aspartato, de manera que pudiera simularse una fosforilacion permanente del mismo. Para esto
se disefiaron los partidores que permitieran generar dicha mutacion, los cuales se muestran en

la Gltima fila de la Tabla N°2 de la seccion Métodos. Se realiz6 la mutacion siguiendo el
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Figura 6: La serina 394 participa en la activacion de los Panx1 Chs inducida por EM.
Tasa de captacion de DAPI normalizada respecto a la captaciéon basal de células HelLa-P
sometidas a EM no transfectadas o transfectadas con el vector pRK5 con o sin los siguientes
insertos: rPanxl silvestre, rPanxl T302A, rPanxl S384A o rPanxl S394A. El ensayo de
captacion de colorantes se realizo 24 h post - transfeccion. *p<0,05 y ***p<0,001. Cada valor
corresponde al promedio + error estdndar de un total de tres a ocho experimentos
independientes.
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mismo protocolo que para las otras mutantes. En la Gltima fila de la Tabla N°3 se muestran
secciones de la secuencia de la Panx1 de rata silvestre y de la Panx1 mutada, donde se puede
observar el cambio de coddén generado por la mutacién. En la columna de la derecha se
observa el cambio aminoacidico al cual la mutacién da origen. Se transfecto células HelLa-P y
se evaluo la actividad de los Panx1 Chs a las 6, 12 y 24 h. Se determind que a las 12 h post
transfeccion los Panx1 Chs estaban mas activos en comparacion a los otros tiempos, por lo
tanto, se decidio trabajar a las 12 h posteriores a la transfeccion. Una vez que se cumplié la
incubacion, las células se observaron en un microscopio de epifluorescencia, observandose un
patron punteado en la distribucion de la Panx1 fusionada a EGFP en las células transfectadas
con el constructo mutante y no asi en el caso de las transfectadas con la Panx1 silvestre. A
continuacion, para corroborar que en el caso de las células transfectadas con la Panx1 mutante
la distribucion de Panx1 era de tipo punteado, se sembraron células en cubreobjetos de 10 mm
de didmetro, se las tranfect6 con cada uno de los constructos y se las traté o no con 100 uM
suramina y luego de 12 h se las fijé con 4% PFA y se las monté en un portaobjeto con DAPI
Fluoromount-G para observarlas mediante microscopia confocal (Figura 7). Las células HelLa
transfectadas con la Panx1 silvestre, ya sea con 0 sin pretratamiento con suramina tenian un
patron de distribucion homogéneo de la Panx1 fusionada a GFP. Sin embargo, en el caso de
las células HelLa transfectadas con la Panx1 S394D se observé un patron punteado en la
distribucion de la Panx1 mutante fusionada a GFP, donde se observaron estructuras de tipo
vesicula de un didmetro aproximado de 2 um. Esto sugiere que la Panx1 S394D que alcanzé la
membrana podria estar siendo internalizada en un endosoma, ya que las vesiculas de

internalizacion pueden tener un tamafio de entre ~ 1-5 um de diametro, mientras que las
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Figura 7: Distribucion de la Panx1 silvestre y de la mutante S394D fusionadas a EGFP
luego de 12 h de transfeccion con y sin pretratamiento de 12 h con 100 pM suramina.
Micrografias confocales representativas de células HelLa tranfectadas transientemente por 12 h
con el cDNA de la Panx1 silvestre o Panx1 S394D fusionadas a GFP, tratadas o no con 100
uM suramina durante todo el periodo de transfeccion. En los paneles de la izquierda se
muestra un plano general de cada condicion (barra de calibracion: 25 um), mientras que en los
paneles de la derecha se muestra una magnificacién de los recuadros blancos marcados en las
imagenes de la izquierda (barra de calibracion: 2 um).
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vesiculas exociticas son mas pequefias (~ 100-500 nm de didmetro) (Flasker et al., 2013;
Piehl et al., 2007). Esto sugiere que en estas condiciones el canal hiperactivo favorece su
internalizacion, ya que es sabido que altas concentraciones de ATP extracelular no solo
inhiben a los Panx1 Chs, sino que pasado unos 15 min se produce su internalizacion a traves
de un mecanismo que involucra a receptores P2 (Boyce et al., 2015). Consecuentemente, para
prevenir esta internalizacion, durante las 12 h en que se realizo el ensayo de captacion
posteriores a la transfeccion, se incubo las células con 100 uM suramina, un blogqueador de
receptores P2. En las células HeLa-P transfectadas con la Panx1 silvestre, con o sin suramina
la distribucion vesicular de la Panxl fusionada a EGFP fue minima. En las células HelLa
transfectadas con la mutante S394D tratadas con suramina, la distribucion de la Panxl
fusionada a EGFP fue similar a la de las células transfectadas con la Panx1 silvestre (Figura

7).

Posteriormente, se evalud la actividad de los Panxl Chs de celulas HelLa-P
transfectadas con Panx1 silvestre o con la mutante S394D. En el panel de la izquierda de la
figura 8A se observan experimentos representativos que dan cuenta de que la captacion de
colorantes en células HelLa-P transfectadas con la Panxl silvestre y tratadas con 100 pM
suramina fue similar a las células no tratadas. Lo mismo ocurri6 con células HelLa-P
transfectadas con la Panx1 silvestre, tratadas con 100 pM suramina y pretratadas por 30 min
con el inhibidor de los Panx1 Chs *°Panx (200 uM). Por otro lado, el panel de la derecha de la
figura 8A muestra que las células HeLa-P transfectadas con la mutante S394D vy tratadas con
100 uM suramina tuvieron una alta captacion de colorantes en comparacion a las no tratadas
con suramina. Esta alta captacion se explica por un aumento en la actividad de los Panx1 Chs,

ya que al preincubar estas células por 30 min con 200 pM °Panx; la captacion fue similar a la
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Figura 8: La fosforilacion de la serina 394 de Panx1 aumenta la actividad de los Panx1
Chs en forma basal. (A) Captacion de DAPI representativa para células Hela transfectadas
con Panx1 silvestre o con la mutante S394D, sin pretratar y con pretratamiento por 12 h con
100 puM suramina y por 30 min con 200 uM °Panx. (B) Tasa de captacién de DAPI (UA/min)
en células HelLa-P, HeLa-P transfectadas con la Panx1 silvestre sin y con pretratamiento de 12
h con 100 uM suramina y HeLa-P transfectadas con la mutante de Panx1 S394D sin y con
pretratamiento de 12 h con 100 uM suramina. Los ensayos de captacion de colorantes se
realizaron 12 h post-transfeccion. ***p<0,001. Cada valor corresponde al promedio + error
estandar de un total de tres experimentos independientes.
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condicion sin suramina. En la figura 8B se observa el promedio de la tasa de captacion de
DAPI medida en unidades arbitrarias dividido por el tiempo de un total de 3 experimentos
independientes. Las tasas de captacion para las células HeLa-P, HelLa-P transfectadas con la
Panx1 silvestre sin y con suramina y HelLa-P transfectadas con la mutante S394D sin y con
suramina fueron de 0,03; 0,11; 0,14; 0,08 y 0,62 UA/min; respectivamente, obteniéndose
diferencias significativas solo en el caso de las células HeLa-P transfectadas con la mutante
S394D tratadas con suramina con respecto a los otros grupos. Estos resultados permiten
concluir que la S394 participa en la activacion de los Panx1 Chs inducida por EM y se puede
especular que CaMKII fosforila este residuo e induce de esta manera la activacion de los

Panx1 Chs.

Inhibicion de Panx1 Chs por analogos de cAMP y adenosina

En esta tesis se explord también el efecto de Ado sobre Panx1 Chs activados por EM.
Primero, se quiso determinar si las células HeLa Panx1 expresan el mRNA de los receptores
de Ado A,a Y Ayg. Para probar esto, se extrajo RNA total de las células HelLa Panx1, se
generé el cDNA y posteriormente, se realizaron PCRs para los receptores Axa y Agg, de
acuerdo a lo expuesto en Métodos. Como control positivo, se utilizd el cDNA de células
Jurkat. Los productos se separaron en geles de agarosa y en panel superior se ilustra un
resultado representativo de PCR para el receptor de Ado Aza, en el panel central, el amplicén
del receptor de Ado As Yy en el panel inferior se muestra el amplicon del PCR de GAPDH,
utilizado como control de expresion constitutiva. Para las tres amplificaciones por PCR, se

muestran los resultados obtenidos por el control negativo (C-, sin DNA molde), por el control
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positivo (C+, cDNA de células Jurkat) y por el cDNA de células HelLa Panx1. Utilizando
como molde el cDNA de células HeLa Panxl, se observan tenues bandas para ambos
receptores de Ado (Figura 9A). De esta manera se comprueba que las células HeLa Panx1

contienen el MRNA de los receptores de Ado Aza 'y Ags.

Posteriormente, se realizd ensayos de captaciones de colorantes en células HelLa
Panx1l. En células sometidas a EM, se produjo un aumento en la captacion de DAPI con
respecto a la captacion basal (Figura 9B), tal como en los experimentos anteriores y
posteriormente, al tratar las células con 500 uM Ado, la pendiente de captacion disminuyd. En
la figura 9C se muestra el promedio en las tasas de captacion de DAPI de tres a siete
experimentos independientes con distintas concentraciones de Ado (50 a 1000 pM),

observandose un efecto concentracion dependiente en la inhibicion de los Panx1 Chs por Ado.

Debido a que los receptores de Ado Az y Azg son del tipo acoplado a proteina Gy y
por tanto, su activacion induce un aumento en la concentracion intracelular de cAMP (Hasko
et al., 2008), se decidi6 determinar si la inhibicion de los Panx1l Chs activados por EM
depende del aumento intracelular de cAMP. Para esto, se realizaron experimentos de captacién
de colorantes en células HelLa Panxl y posteriormente se simulé un aumento de la
concentracion intracelular de cAMP utilizando dos andlogos de cAMP (8-CPT-cAMP y Db-
CAMP) a los cuales la membrana celular es permeable e imitan un aumento de cAMP
citoplasmatico. Al someter las células a EM hubo un aumento en la captacion de DAPI con
respecto a la captacién basal, tal como en los experimentos anteriores y posteriormente, al
tratar las células con 500 uM 8-CPT-cAMP, la pendiente de captacion disminuyé (Figura

10A). Ambos analogos inhibieron la tasa de captacion de los Panx1 Chs inducida por EM
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Figura 9: Ado reduce la actividad de los Panx1 Chs. (A) RT-PCR de receptores de Ado
A2A 'y A2B en células HeLa Panx1. Se utiliz6 como control negativo la reaccion de PCR sin
DNA molde y como control positivo, el cDNA de células Jurkat. GAPDH fue utilizado como
control de expresion constitutiva. (B) Curso temporal de la captacion de DAPI en células
HeLa-Panx1 en condicion basal, bajo EM y tras el tratamiento con 500 uM Ado. (C) Tasa de
captacion de DAPI normalizada respecto a la captacion basal en células HeLa Panx1
sometidas a EM y posteriormente tratadas con distintas concentraciones de Ado. *p<0,05;
**p<0,005 y ***p<0,001. Cada valor en C corresponde al promedio + error estandar de un
total de tres a siete experimentos independientes.
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Figura 10: Un aumento de la concentracion intracelular de cAMP reduce la actividad de
los Panxl Chs. (A) Curso temporal de la captacion de DAPI en células HeLa-Panx1 en
condicion basal, bajo EM vy tras el tratamiento con 500 uM 8-CPT-cAMP. (B) Tasa de
captacion de DAPI normalizada respecto a la captacion basal en células HeLa — P (barras
negras) y HelLa Panx1 (barras blancas) sometidas a EM y posteriormente tratadas con 8- CPT-
CAMP y/o Db-cAMP. ***p<0,001. Cada valor en B corresponde al promedio + error estandar
de un total de cuatro a diez experimentos independientes.
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(Figura 10B). De estos experimentos se concluye que los Panx1 Chs son inhibidos por un

mecanismo activado por Ado y por un aumento intracelular de cAMP.

La inhibicion de los Panx1 Chs inducida por Db-cAMP depende de la actividad de la
cinasa PKA

Debido a que los andlogos de cAMP utilizados inhiben a los Panx1l Chs, se quiso
evaluar si este efecto es mediado por la activacion de PKA, la cual se activa por un aumento
en la concentracion citoplasmaética de cCAMP (Hasko et al., 2008). Para esto, se realizaron
experimentos de captacion de DAPI similares a los anteriores en células HeLa Panx1, pre
tratdndolas por 30 min con 20 uM PKI, un inhibidor especifico de PKA (Dalton y Dewey,
2006), y realizando el experimento en presencia del inhibidor. No se observé que PKI afectara
la activacion de los Panx1 Chs inducida por EM. Sin embargo, el tratamiento con 500 uM Db-
cAMP, el analogo de cAMP, sélo inhibid la captacién de DAPI en las células HeLa Panx1 no
tratadas con PKI. En la figura 11B se grafican las tasas de captacion de DAPI de tres
experimentos independientes, dando cuenta de que el tratamiento con PKI previene la

inhibicidn de los Panx1 Chs inducida por el nucle6tido ciclico.

Para evaluar si la inhibicion de los canales observada tras el tratamiento con el analogo
de cAMP es dependiente alguna otra proteina cinasa, se realizaron experimentos de captacion
de DAPI en células pre tratadas con inhibidores de PKC (10 uM bisindolilmaleimida, BIM 1),
p38 MAPK (10 uM SB203580), Akt (10 pM AKTi) o PKG (10 uM KT5823) y los
experimentos se realizaron ademas en presencia de cada inhibidor. Estos cuatro compuestos

no previnieron la inhibicion de los Panx1 Chs inducida por Db-cAMP (Figura 11C), ya que los
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Figura 11: La inhibicién de los Panx1l Chs inducida por Db-cAMP es dependiente de la
actividad de la cinasa PKA. (A) Curso temporal de la captacion de DAPI en células HelLa-
Panx1 en la condicién basal, bajo EM vy tras el tratamiento con 500 uM Db-cAMP, pretratadas
(circulos negros) o no (circulos blancos) con 20 uM PKI (B) Tasa de captacion de DAPI
normalizada respecto a la captacién basal en células HeLa Panx1 pretratadas y no pretratadas
con 20 uM PKI1 o (C) 10 uM bisindolilmaleimida (BIM 1), 10 uM SB203580 o 10 uM AKTI,
sometidas a EM y posteriormente tratadas con 500 uM Db-cAMP. Los ensayos de captacion
también se realizaron en presencia de los compuestos mencionados anteriormente, segln
corresponde. ***p<0.001. Cada valor en B y C corresponde al promedio + error estandar de
un total de tres a cinco experimentos independientes.
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resultados fueron similares a los de la condicién control (Control: con EM ~3,8 y Db-cAMP
~1,1 veces el basal; BIM I: con EM ~3,6 y Db-cCAMP ~1,4 veces el basal; SB203580: con EM
~3,5 y Db-cAMP ~1,4 veces el basal; AKTi: con EM ~4,3 y Db-cAMP ~1,1 veces el basal y
PKG: con EM ~3,6 y Db-cAMP ~1,5 veces el basal). Esto descarta que el efecto de PKA
sobre los Panx1 Chs incluya un crosstalk alguna de estas cuatro cinasas y ademas sugiere que

PKA podria fosforilar a Panx1 e inducir la inhibicion de los canales formados por ésta.

La fosforilacion en la treonina 302 o en la serina 328 es necesaria para la inhibicion de
los Panx1 Chs inducida por Db-cAMP

En base a los resultados anteriores, postulamos que PKA fosforila a Panx1 y de esta
manera inhibe a los canales formados por ésta. Para evaluar esto se realizd una blsqueda
bioinformatica de los potenciales sitios de fosforilacion de Panx1 por PKA, utilizando los
softwares NetPhosK 3.1, GPS 3.0, Kinase Phos y PhosphoSite Plus. Se encontraron cuatro
sitios potencialmente fosforilables por PKA, de los cuales, en base a la herramienta
bioinformética Plotter, se predice estan localizados en dominios intracelulares: la treonina 21
(T21) que se localizaria en el extremo amino terminal, la serina 205 (S205) que se localizaria
en el asa intracelular y la treonina 302 (T302) y serina 328 (S328) que se localizarian en el
extremo carboxilo terminal (Tabla N°2, seccion Métodos; Figura 5). Posteriormente, se
disefiaron partidores para realizar mutaciones sitio dirigidas de estos residuos, ya sea serina o
treonina a alanina, de manera que no puedan ser fosforilables (Tabla N°1, seccién Métodos).
Las mutaciones se llevaron a cabo empleando el Phusion Site- Directed Mutagenesis Kit,
utilizando como DNA molde el plasmido pRK5 que contiene el inserto de la Panx1 de rata

fusionada a EGFP (pRK5- rPanx1 EGFP), de manera similar a las mutantes de potenciales



Tabla N° 4: Secuenciacidén de mutantes de potenciales sitios fosforilables por PKA en

rPanxl a alanina o aspartato.

63

kkkkxk K

* 5k %k %k %k %k

Mutacion Segmento DNA Segmento Proteina
rPanxl GAGCCCACCGAGCCC FLLKEPTEPKFKG
rPanxl T21A GAGCCOGCCGAGCCC FLLKEPAEPKFKG
******.******** ******:******
rPanxl AAGAACTCCAGTCAC LKTKKNSSHLIMK
rPanxl_ S205A AAGAACGCCAGTCAC LKTKKNASHLIMK
b S S S S S 3 R o e S S S ******:******
rPanxl CAGAA ACGTC VPFRQKTDVLKVY
rPanxl_T302A CAGAAGGCCGACGTC VPFRQKADVLKVY
******.* b o o I 3 3 ******:******
rPanxl CAGAAggCGGACGTC VPFRQKTDVLKVY
rPanxl_T302D CAGAAGGACGACGTC VPFRQKDDVLKVY
******.. 3k 3K K K K %k kKKK KK KKK KKK
rPanxl GACTTGAGCLCTCTAC EGYNDLSLYNLFL
rPanxl S328A GACTTEGCCLTCTAC EGYNDLALYNLFL
******. k >k kok ok k ok ******:******
rPanxl GACTTGAGCCTCTAC EGYNDLSLYNLFL
rPanxl S328D GACTTGQGACCTCTAC EGYNDLDLYNLFL

kkoKKkk  kokokokokok
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sitios fosforilables por CaMKII. En la tabla N°4 se muestran segmentos de las secuenciaciones
de los constructos mutantes, donde se destaca en los recuadros de la columna 2 el codén que
originalmente da paso a una treonina o serina y en el caso de la secuenciacion del constructo
mutante, se observa el codon que da paso a una alanina (GCC). En la columna 3 de la misma
tabla se observan segmentos de la cadena aminoacidica correspondiente a la region mutada,
donde se puede muestra el cambio de aminoacido, ya sea treonina o serina a alanina. Con los
constructos mutantes se transfectd células HeLa-P y 24 h mas tarde se evalud la actividad de
los Panx1 Chs en base a ensayos de captacién de DAPI. Como control negativo, se muestran
los resultados obtenidos a partir de células HeLa-P sin transfectar o transfectadas con el vector
pRKS5 vacio, que corresponden a los mismos datos que se muestran en la figura 6. Cabe
mencionar ademas que para el caso de las transfecciones con la Panx1 silvestre y la mutante
T302A, los resultados mostrados en la figura 12A para el caso del EM son los mismos que se
mostraron en la figura 6. Se puede observar que las células HelLa-P no transfectadas o las
transfectadas con el vector vacio fueron insensibles al EM. En el caso de las células
transfectadas con el constructo que contiene la Panxl1 silvestre, los resultados fueron
comparables a los obtenidos en los experimentos anteriores, ya que tras someter las células a
EM la pendiente de captacion de DAPI aument6 ~3,9 veces con respecto a la condicion basal,
mientras que al tratar con Db-cAMP, esta alcanzé el valor de ~1,3 veces respecto a la basal,
sin representar una diferencia significativa con esta Gltima (Figura 12A). Con las mutantes
T21A y la S205A, los resultados fueron similares a los obtenidos con la Panx1 silvestre, ya
que al someter las células a EM las tasas de captacion alcanzadas fueron de ~3,7 y ~3,9 veces
mayores con respecto a la basal, respectivamente, mientras que al tratar con Db-cAMP los

valores fueron de ~1,8 en la mutante T21A y ~1,5 veces la basal en la mutante S205A (Figura
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12). En el caso de las mutantes en la T302 y en la S328, la activacion de los Panx1 Chs por
EM fue comparable a la Panx1 silvestre, alcanzandose valores de ~3,6 y ~3,5 veces con
respecto a la basal, respectivamente (Figura 12). Sin embargo, al tratar células transfectadas
con estas mutantes con Db-cAMP, no disminuyod la tasa de captacion de DAPI, observandose
valores de ~3 veces mayor a la basal para el caso de la mutante T302A y de ~3,3 veces la
basal para la mutante S328A (Figura 12). Estos resultados nos permiten postular que la
fosforilacion en la T302 o en la S328 es necesaria para la inhibicién de los Panxl Chs

inducida por Db-cAMP.

Para comprobar esto Gltimo, se realizaron mutaciones de los residuos T302 y S328 a
aspartato, de manera que se simulara una fosforilacion constitutiva de estos residuos. Para
realizar esto se utilizd la misma estrategia empleada para las otras mutantes, habiendo
disefiado los partidores que aparecen en la tabla N°1 (seccion Métodos). En la columna 2 de la
tabla N°4, que corresponde a la secuenciacion de los segmentos que DNA que se espera
tengan las mutaciones, se observa destacado en los recuadros rojos los cambios de codén que
originalmente dan paso a una treonina o serina, a aspartato (GAC). En la tercera columna de la
misma tabla, se observa en letras rojas el cambio de residuo, ya sea de treonina o serina a
aspartato. Con los constructos mutantes se transfecté células HeLa-P y 24 h més tarde se
evalud la actividad de los Panx1 Chs en base a ensayos de captacion de DAPI, de manera
similar a los casos anteriores. Como control negativo, muestran los resultados obtenidos en
células HeLa-P sin transfectar o transfectadas con el vector pRK5 que contiene sélo el inserto
de EGFP (vector vacio), que corresponden a los mismos resultados mostrados en las figuras 6
y 12A. Cabe mencionar ademas que para el caso de la transfeccion con la Panx1 silvestre, los

resultados mostrados en la figura 12B son los mismos que se mostraron en la figura 6 y 12A.
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Las tasas de captacion registradas en las mutantes T302D y S328D fueron de ~1,3 y ~1,4
veces con respecto a la basal, respectivamente, versus 3,9 veces la basal observada en las
células transfectadas con la Panx1 silvestre. Las tasas de captacion de estas mutantes no
presentaron diferencias significativas con respecto a las captaciones basales. Estos resultados
permiten corroborar que la fosforilacion en la T302 o en la S328 favorece un estado cerrado de
los Panx1 Chs y por tanto, permiten sugerir fuertemente que PKA fosforila estos residuos

(basta que uno de ellos esté fosforilado) e induzca el inhibicién de los Panx1 Chs.
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DISCUSION

Aumento de la actividad de Panx1 Chs por estrés mecanico

En esta tesis se evalUa la actividad de los Panx1 Chs de células HeLa Panx1 frente a
distintos estimulos en base al estudio del aumento de la permeabilidad de la membrana
plasmatica a DAPI, un colorante del cual hemos descrito que dichos canales son permeables.
Este fendmeno se atribuye a la activacion de Panxl Chs dado que es inhibido
farmacol6gicamente con un bloqueador de estos canales, 10 uM CBX y a que ademas no se
observa un aumento de captacion de DAPI al someter las células HeLa-P a EM (Figura 1). Los
resultados obtenidos no permiten discriminar el origen de un aumento o disminucion en la
actividad de los canales. Un cambio en la actividad de los Panx1 Chs puede estar dado por
cambios en la probabilidad de apertura o conductancia unitaria del canal o por un mayor o
menor trafico de Panxl a la membrana plasmatica que controle el nimero de canales
disponibles en la membrana. En cuanto a las propiedades del canal, se han descrito
principalmente dos tipos de estado abierto, uno de baja conductancia (~50 pS) altamente
selectivo a CI" y uno de alta conductancia (hasta ~550 pS en KCI) gatillado por un aumento de
K" extracelular y otros fendmenos fisiologicos, el cual es permeable a ATP y poco selectivo a
pequefias moléculas (Wang et al., 2014; Wang et al., 2018). Dado que el EM induce la
captacion de DAPI, se intuye que este estimulo podria desencadenar un estado abierto de alta
conductancia, ya que en estas condiciones el canal es permeable a moléculas de hasta 1,5 kDa
como ATP (551,2 Da) (Bao et al., 2004). DAPI tiene un peso de 350,25 Da, muy cercano al de

ATP, pero aproximadamente 10 veces mayor al de CI', el cual tiene una masa de 35,45 Da (el
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diametro del CI es de 3,6 A — calculado a partir del radio i6nico de 1,81 A -, mientras que
DAPI es una molécula plana con dimensiones de 15,2 x 3,9 A). Cabe destacar que no sélo el
tamafo podria determinar que una molécula pueda atravesar Panxl Chs, sino que otras
propiedades como la carga, geometria y flexibilidad, entre otras, podrian resultar
determinantes, tal como el caso de los hemicanales formados por conexina 39 (Vargas et al.,
2017). Para identificar si el EM aplicado a células HeLa Panx1 aumenta la probabilidad de
apertura del estado de alta conductancia de los Panxl Chs, seria necesario estimular
mecanicamente las células y posteriormente realizar mediciones de las conductancias unitarias
asociadas al canal en parches escindidos, de manera que se pueda conocer el tiempo que el
canal permanece abierto (probabilidad de apertura) y el tamafio del poro (conductancia).
Adicionalmente, se podria determinar si la estimulacion mecéanica permite la liberaciéon de

ATP.

Por otro lado, y sin descartar lo anterior, es posible que el EM induzca un mayor trafico
de Panx1 a la membrana o disminuya la internalizacion de Panx1 Chs, lo que se traduce en un
mayor nimero de canales en la membrana celular. De acuerdo a los resultados de esta tesis el
EM induce la activacién de los MSCs, lo que permite la entrada de Ca** al citoplasma (Figura
2; Coste et al., 2012; Patel et al., 2010; Yin y Kuebler, 2010). Esto podria facilitar el trafico a
membrana de vesiculas que contienen Panx1, ya que el Ca®** esta implicado en la fusion de
vesiculas exociticas con la membrana plasmatica. Lo anterior ha sido investigado
principalmente en tejidos nerviosos como en el axén gigante de calamar, donde aumentos de
Ca?* desde 100 nM a 100 pM gatillan eventos de rapidos de exocitosis en s6lo 200 ps (Lin 'y
Scheller, 2000). Para estudiar el trafico de Panxl en las células HelLa Panx1, podrian

observarse células vivas en un microscopio confocal, valiéndose de que el constructo con el
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cual estan transfectadas tiene el cDNA de Panx1 de rata fusionado a EGFP, de manera que se
podria hacer el seguimiento temporal de la localizacion de Panx1 frente a distintos estimulos.
A su vez, para estudiar si el aumento de Ca®* generado por el EM gatilla un mayor tréfico de
Panx1 a la membrana plasmatica, se podrian realizar experimentos de microscopia confocal
similares en células pretratadas con BAPTA-AM, un quelante de Ca** que atraviesa la
membrana plasmatica. Otra aproximacion que permitiria estudiar si el EM aumenta la cantidad
de Panx1 en la membrana, que resulta ser menos grafica pero sencilla y que podria realizarse
utilizando la captacién de colorantes que ya esta caracterizada en nuestro laboratorio, seria
determinar si se previene la activacion de los Panx1 Chs inducida por EM en presencia de un
inhibidor de la exocitosis. Sinaptotagmina es una proteina presente en vesiculas exociticas que
une Ca®* y funciona como sensor de este i6n, ya que frente a incrementos en la concentracion
intracelular de Ca** desde 100 nM a 100 uM, se une a proteinas del complejo SNARE
presente en la membrana plasmatica y media la fusion de membranas para que luego ocurra la
exocitosis (Lin et al., 2000). Dado que sinaptotagmina responde a los incrementos de Ca**, un
inhibidor de ésta como Nexinhib20 seria un buen candidato a utilizar para estudiar si el
aumento de Ca®* inducido por el EM promueve el trafico de Panx1 a la membrana plasmatica
(Johnson et al., 2016). Cabe mencionar que mediante estudios de microscopia confocal de
células vivas de neuroblastoma Neuro-2A, que expresan Panx1-EGFP, se pudo demostrar la
internalizacion de Panx1 inducida por dos condiciones que aumentan la actividad de los Panx1
Chs: una alta concentracion extracelular de K* y una alta concentracion intracelular de Ca?*,
produciéndose un mecanismo de retroalimentacion negativo (Boyce et al., 2014). De manera
similar, el ATP en concentraciones cercanas a 100 puM permite la activacion de los Panx1 Chs

mediada por receptores purinérgicos (P2X;R y P2Y;R) (Pelegrin y Surprenant, 2006; Locovei
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et al., 2006a); sin embargo, a concentraciones mayores a 100 UM inhibe las corrientes
mediadas por los Panx1 Chs (Qiu y Dahl, 2009), mientras que en concentraciones de mas altas
(200 — 500 pM), induce la internalizacion de Panxl1 al igual que una alta concentracion
extracelular de K* o intracelular de Ca®* (Boyce et al., 2015).

En los experimentos de captaciones realizadas en células HeLa Panx1 en un medio
extracelular libre de Ca®* no hubo activacion de los Panx1 Chs cuando sometimos las células a
EM, mientras que en ausencia de Mg®" la activacién de los Panxl Chs es similar a la
observada en las células expuestas a una solucion de registro que tiene ambos cationes (Figura
2C). Sumado a lo anterior, la preincubacién con 200 uM La**, un bloqueador de diversos
canales permeables a Ca*, previene préacticamente en un 100% la activacion de los Panx1 Chs
frente al EM (al someter las células a EM la pendiente de captacidn fue de 1,3 veces el basal)
(Figura 2A). Esta pequefia diferencia de 0,3 veces podria dar cuenta de una pequefia
proporcion de Panxl Chs que se activaron directamente por el EM 0 que su activacion
responde a un canal distinto de los permeables a Ca®*. Los resultados mencionados nos
permitieron inferir que para que haya una activacion de los Panx1 Chs por EM, es necesario
que exista un ingreso de Ca?* a través de canales permeables a éste y no de Panx1 Chs, ya que
pese a que se ha reportado que Panx1 puede formar canales permeables a Ca** en el reticulo
endoplasmatico (Vanden Abeele et al., 2006), en nuestro laboratorio hemos demostrado que
los de la membrana plasmatica no son permeables a Ca?* (Harcha et al., 2019). Experimentos
preliminares de nuestro equipo donde se midi6 la sefial de Ca** en células HelLa-P
transfectadas con Panx1 silvestre muestran que la concentracion de Ca®" libre intracelular
permanece constante, incluso al aumentar la concentracién de Ca®* en el medio extracelular

desde 3 a 6 mM. Mas aln, en células HeLa-P transfectadas con la mutante de Panx1 con
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ganancia de funcion S394D (de la cual se discute mas adelante), se observo que al aumentar la
concentracion de Ca”* a 6 o incluso 30 mM, la concentracién de Ca?* libre intracelular alcanza
el mismo nivel que con una concentracion de Ca** extracelular de 3 mM. Estos experimentos
apoyan que los Panx1 Chs no son permeables a Ca** y que por lo tanto, se requiere de la
activacion de otro canal permeable a Ca** que lleve posteriormente a la activacién de los
Panx1 Chs.

Siguiendo la légica anterior, los canales permeables a Ca®* deberfan ser los que
detectan el EM y por tanto, los mecanosensibles, o bien podria haber otros canales permeables
a Ca®* que se podrian activar rio debajo de los mecanosensibles; pero no asi los Panx1 Chs. Si
Panx1l es mecanosensible o no, sigue siendo un asunto discutible. Bao et al. (2004)
describieron que en parches escindidos de ovocitos de rana, la aplicacion de una rampa de
voltaje (-50 a +50 mV) sumado a una presion negativa con la pipeta aumentaba la
probabilidad de apertura de los Panx1 Chs. Este resultado sugiere que es propiamente Panx1 la
que tiene la propiedad de ser mecanosensible, pero no descarta que junto a los Panx1 Chs el
parche contuviera un mecanosensor no identificado. Por otro lado, Reyes et al. (2009)
sostienen que los Panx1 Chs no son intrinsecamente mecanosensibles, ya que al someter a
células HEK 293T transfectadas con el cDNA de Panx1 a EM dado por un medio hipoténico,
no observaron la activacion de los Panx1 Chs. En esta misma linea, Seminario-Vidal et al.
(2011) describieron que en células de epitelio de vias aéreas de raton sometidas a un estimulo
hipotonico, se requiere de la activacion del canal mecanosensible TRPV4, RhoA vy
fosforilacion de la cadena liviana de la miosina dependiente de Rho cinasa para que
posteriormente se activen Panx1 Chs. Nuestros resultados apuntan a que el EM activa a los

MSCs mediante la induccion de la tension mecénica que éste genera en la membrana
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plasmatica; luego, los MSCs activos mediarian el ingreso de Ca*, permitiendo la activacién
de los Panx1 Chs, por tanto, el EM activa a los Panx1 Chs de forma indirecta. Si bien el La®*
es un blogueador de MSCs, no es especifico para éstos (Sachs, 2010), se realizaron
experimentos con un bloqueador especifico para estos canales (GsMTx4; Gnanasambandam et

al., 2017), sin embargo, los resultados lamentablemente no fueron concluyentes.

En paralelo, se indagd en especifico en la participacion de Piezo 1, un tipo de MSCs en
la activacion de Panx1 Chs por EM, del cual se ha sugerido puede mediar la activacion de
Panx1 Chs en células sometidas a EM (Miyamoto et al., 2014; Wang et al., 2016; Wei et al.,
2019). Para este canal afortunadamente existe un agonista especifico, Yoda 1 (Syeda et al.,
2015), el cual lo activa y permite la entrada de Ca?* (Figuras 3A y 3B). Este compuesto indujo
la activacion de los Panx1 Chs (en ausencia de EM), ya que aumento la permeabilidad a DAPI
de manera concentracion dependiente y ésta fue sensible a CBX, un bloqueador de los Panx1
Chs (Figuras 3C y 3D). Este resultado es interesante, ya que bajo nuestro conocimiento la
Unica evidencia méas contundente que apoya que la activacion de Piezo 1 por distrés mecéanico
por flujo 0 Yoda 1 induce la activacion de los Panx1 Chs es la del grupo de Stefan Offermanns
en celulas endoteliales, donde el tratamiento con un si-RNA contra Panx1 o Panx2 previno la
liberacion de ATP (Wang et al., 2016). El resultado mostrado en las figuras 3C y 3D
concuerda con lo reportado por este grupo. A continuacién, quisimos averiguar si la activacion
de Piezo 1 en células HelLa Panxl mediante estimulacion mecanica también lleva a la
activacion de los Panx1 Chs, tal como ocurre mediante la activacion farmacologica y tal como
lo observo el grupo de Stefan Offermanns. Para indagar en esto, nuestra intencion fue bloquear
Piezo 1 y someter las células HeLa Panx1 a EM, de manera de poder estudiar si ante esto, se

prevenia la activacion de los Panx1 Chs. Dado que hasta el momento no se han sintetizado
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bloqueadores farmacoldgicos especificos contra Piezo 1, nuestra aproximacion fue utilizar un
oligomero morfolino. En células HeLa Panx1 transfectadas con el morfolino y sometidas a
EM, la actividad de los Panx1 Chs se redujo a un 43,3% (250 uM morfolino Piezo 1) y un
46,3% (500 uM morfolino Piezo 1), con respecto a la captacion de un morfolino control
(Figura 3E); por consiguiente, tanto la estimulacion farmacoldgica como la activacion de
Piezo 1 por EM aumentan la actividad de los Panx1 Chs. Nuestros resultados son consistentes
con los trabajos realizados por Miyamoto y colaboradores (2014) y Wang y colaboradores
(2016) los cuales dan luces de que podria existir una activacion de Panx1 Chs rio abajo de la
activacion de Piezo 1, ya sea en tejido de urotelio, el cual detecta a través de Piezo 1 el llenado
de la vejiga y responde secretanto ATP probablemente a través de Panx1 Chs (Miyamoto et
al., 2014) o en células endoteliales (HUVEC), donde el estrés mecanico activa a canales Piezo
1, induciendo la liberacion de ATP a través de Panxl Chs y activando una cascada de
sefializacion dependiente de receptores P2Y2, lo cual media la produccion de éxido nitrico y

produce vasodilatacion (Wang et al., 2016).

Pese a que nuestros resultados sugieren que los MSCs (como el canal Piezo 1) podrian
sensar directamente el EM dado que son receptores mecanosensibles, no podemos confirmarlo
a cabalidad con los experimentos realizados y es posible que existan otros actores moleculares
implicados en este mecanismo, Asimismo, nuestros resultados también sugieren que el Ca®*
entraria a través de los MSCs para inducir la cascada de sefializacion de activacion de los
Panxl Chs. Sin embargo, tampoco podemos descartar la participacion de otros canales

permeables a Ca** activados rio abajo de los MSCs que podrian participar en este proceso.
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La prevencion de la activacion de los Panx1 Chs por W-7 (antagonista de calmodulina,
Hidaka et al., 1981) y KN62 (inhibidor de CaMKII; Tokumitsu et al., 1990) no resulta ser del
100%, ya que en ambos casos, la tasa de captacion de DAPI fue de 1,6 veces respecto al basal
(el basal corresponde a la condicidn sin EM; Figura 4). Esta diferencia de 0,6 veces podria
deberse a que el Ca** no unido a calmodulina podria facilitar la fusién de vesiculas exociticas
que contengan Panx1 con la membrana plasmatica (Lin et al., 2000). Sin embargo, como se
comentd anteriormente, el aumento de la concentracion intracelular de Ca®* favorece el
transporte retrogrado de Panx1 desde la membrana plasmatica al interior (Boyce et al., 2014).
Pese a esta disyuntiva, segun nuestros resultados el principal componente de la activacion de
los Panx1 Chs por EM estd dado por Ca®* unido a calmodulina y posteriormente a la

activacion de CaMKI|.

Respecto a los resultados mencionados en el parrafo anterior, el uso de KN62 para
inhibir CaMKII podria ser discutible, ya que como este compuesto también bloquea a P2X-R
(Gargett y Wiley, 1997) se podria pensar que la inhibicién de los Panx1 Chs inducida por EM
ocurre por el bloqueo de este receptor purinérgico, del cual se ha descrito que puede mediar la
activacion de los Panx1 Chs (Pelegrin y Surprenant, 2006; Schenk et al., 2008; Elliott et al.,
2009). Sin embargo, es poco probable que en nuestro modelo la prevencion de la activacion de
los Panx1 Chs por KN62 responda a un blogueo de P2X7Rs, ya que la activacion de los Panx1
Chs rio abajo de la activacion de receptores purinérgicos es dependiente de la activacion de las
SFKs (Iglesias et al., 2008) y segun nuestros resultados, el tratamiento con PP2, un inhibidor
de las SFKs, no bloguea la activacion de los Panx1 Chs inducida por EM (Figura 4). Por otro
lado, pese a que las células HeLa expresan el mMRNA de P2X7R, presentan bajos niveles de la

proteina y mas aun, ésta no es funcional ya que no se caracteriza por inducir la apertura de un
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poro e inducir apoptosis frente al tratamiento con ATP (Welter-Stahl et al., 2009). Esto apoya
la tesis de que nuestros resultados no son dependientes de la activacion de P2X;R. Finalmente,
el hecho de que nuestros resultados indiquen que la activacion de los Panx1 Chs depende de la
fosforilacion de un potencial sitio de fosforilacion de la proteina Panx1 por CaMKII (S394;
Figuras 6 y 8), refuerza la tesis de que en el modelo usado KN62 actla inhibiendo CaMKII y

previniendo asi la activacion de los canales.

Hasta el momento, los estudios de los grupos de Roger J Thompson (Y308; Weilinger
et al., 2012) y Brant Isakson (Y198; Lohman et al., 2015) demuestran que la fosforilacion de
Panx1 en residuos de tirosina por las SFKs puede activar a los Panx1 Chs. Los resultados de
esta tesis indican que ademas, la fosforilacion en serina (S394) aumenta la actividad de los
Panxl Chs, ya que la mutacion S394A, la cual impide la fosforilacion del residuo
aminoacidico, previene la activacion de los Panx1 Chs inducida por EM (Figura 6) y la
mutacion S394D, la cual simula una fosforilacion permanente del residuo, arrojé que a las 12
h post transfeccion y en presencia de suramina (para evitar la internalizacién de Panx1, ver
discusion més adelante), los Panx1 Chs tenian una actividad basal 4,4 veces mas alta que los
formados por la Panxl silvestre (0,62 y 0,14 UA/min, respectivamente; figura 8). Este
fendmeno no ocurre por un crosstalk con las SFKs ni posible fosforilacion en tirosinas, ya que
observamos que la activacion de los Panx1 Chs es insensible al inhibidor de las SFKs, PP2
(Figura 4). El residuo S394 es un potencial sitio de fosforilacion de CaMKII de acuerdo a la
busqueda bioinformatica realizada, por tanto nuestros resultados sugieren fuertemente que esta
cinasa fosforila la Panx1 y de esta manera aumenta la actividad de los canales. Para comprobar
que CaMKII fosforila a Panx1 se proyecta medir los estados de fosforilacion de Panx1 en

células HelLa Panx1 en condicion basal y sometida a EM, ya sea en ausencia como en
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presencia del inhibidor de CaMKIlI KN62. Otra aproximacion es someter las células HelLa
Panx1 a EM, lo cual produciria la fosforilacion en la serina 394 y posteriormente medir las

corrientes unitarias asociadas a los Panx1 Chs, en ausencia y en presencia de KN62.

El grupo de Leigh Anne Swayne ha indagado arduamente en el trafico de los
componentes de la familia de las Panxs. Ellos han descrito a partir de experimentos de
microscopia confocal de células vivas que en células de neuroblastoma Neuro-2A que han
sido transfectadas con Panx1-EGFP (las cuales ademas expresan enddgenamente Panxl), el
tratamiento con una solucion extracelular alta en K*, lo cual constituye un estimulo para la
activacion de Panx1 Chs, permite la observacion de vesiculas EGFP positivas que transitan de
manera retrograda desde la superficie celular a regiones subcelulares. Un caso similar puede
ser lo que ocurre con el tratamiento con el ionéforo de Ca** A23187, que induce un aumento
en la concentracion intracelular del cation divalente y por tanto, otro estimulo para la
activacion de Panxl Chs. En este caso, la proporcién de Panx1-EGFP localizada en la
superficie celular fue menor que en la condicion control sin el ionéforo (Boyce et al., 2014);
sin embargo, con ambos estimulos la cuantificacion a partir de micrografias confocales de la
Panx1-EGFP internalizada revela que no se produce un aumento significativo de la proporcion
intracelular de Panx1. Por otro lado, en el mismo modelo celular una alta concentracién de
ATP (200 - 500 pM, segun las concentraciones ensayadas) induce la internalizacién de Panx1
produciendo un aumento significativo y concentracion dependiente de la proporcion
intracelular de ésta. Este fendmeno es dependiente de la activacion de P2X;R, ya que el
bloqueo especifico de éste con A438079 inhibe dicha internalizacion y ademas, se requiere de
la interaccion fisica entre P2X;R y la primera asa extracelular de Panx1 en dicho proceso

(Boyce y Swayne, 2017). Curiosamente, esta internalizacion es dependiente de la activacion



78

de P2X;R, pero no de las rutas de sefializacion intracelulares inducidas por éste (influjo de
Ca®* y activacion de SKFs). Se habia descrito que ATP inhibe las corrientes mediadas por los
Panx1 Chs (Qiu y Dahl, 2009) y en el estudio del mecanismo implicado, se encontraron
distintos residuos aminoacidicos localizados en las asas extracelulares de Panx1 que estarian
implicados en la sensibilidad a ATP (Qiu et al., 2012). Uno de ellos es el W74, del cual se
describié que la mutacion a alanina impide la internalizacion de los Panx1 Chs inducida por
ATP (Boyce et al., 2015), dado que este residuo perteneciente a la primera asa extracelular de
Panx1, es necesario para la interaccion fisica entre P2X;R y Panx1 (Boyce y Swayne, 2017).
Se desconocen los mecanismos que regulan el trafico retrogrado de Panx1, ya que pese a que
el grupo de Swayne ha encontrado secuencias consenso que interactian con componentes
claves de la endocitosis mediada por clatrina (Boyce et al., 2014), mas tarde dilucidaron que
consiste en un mecanismo dependiente de colesterol pero independiente de clatrina, caveolina

y dinamina (Boyce et al., 2015).

Estos antecedentes dan cuenta de que la estimulacién constante de los Panx1l Chs
puede llevar a su internalizacién, lo cual no es extrafio, ya que estd ampliamente descrito que
la estimulacion constante de receptores o canales puede llevar a su desactivacion y/o
internalizacion (Maier et al., 2010; Scott et al., 2004). En el caso de la mutacién de Panx1
S394D, luego de 12 h de tranfeccidn con el constructo mutante nosotros observamos vesiculas
de un tamafo similar a lo reportado para endosomas, lo cual nos permite pensar que en estas
condiciones, Panx1 llega a la membrana plasmatica, pero esta siendo endocitada, y no que el
trafico a la membrana esta afectado, ya que las vesiculas exociticas tienen un tamafio 100
veces menor que el observado por nosotros. Esto nos sugiere, por lo tanto, que la fosforilacion

del residuo S394 origina un cambio conformacional que produce un canal con ganancia de



79

funcién que estaria constitutivamente activo y por tanto, podria permitir una liberacion
sostenida de ATP, lo cual induciria su internalizacion. Debido a esto, no observamos un
aumento en la actividad basal de los Panx1 Chs de la mutante, respecto a los de la Panxl
silvestre. No obstante, debido a que la internalizacion de Panxl inducida por ATP esta
mediada por P2X;R, quisimos determinar si el tratamiento con 100 pM suramina, un
bloqueador inespecifico de receptores P2, prevenia la internalizacion de Panxl. De esta
manera, realizamos la transfeccion de las células HelLa con el vector que contenia la Panx1
S394D y a continuacion, tratamos las células con suramina; 12 h mas tarde, las células fueron
observadas en el microscopio confocal y no observamos el patron vesicular en la distribucién
de la Panxl GFP, de manera que al inhibir los receptores de tipo P2, probablemente
prevenimos la internalizacion de Panxl. En estas condiciones, pudimos favorecer la
permanencia de los Panx1 Chs en la membrana plasmaética y detectamos que los canales con la
mutacion S394D tenian una actividad basal 4,4 veces mayor que los formados por la Panx1
silvestre (0,62 versus 0,14 UA/min). Esto nos permitié corroborar que la fosforilacion de la

S394 es necesaria para la activacion de los Panx1 Chs por EM.

La adenosina disminuye la actividad de los Panx1 Chs

Al inicio de esta tesis se queria evaluar el efecto de adenosina en la activacion de
linfocitos T CD4", condicion en la que se produce la activacion de Panx1 Chs y permiten la
salida de ATP y la activacion autocrina de las células (Schenk et al., 2008). Por otro lado, se
ha establecido que la adenosina inhibe la activacion de linfocitos T CD4" en un efecto

mediado por el receptor A;a (Lappas et al., 2005). Por lo tanto, habiamos hipotetizado que
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adenosina inhibia la actividad de los Panx1l Chs de linfocitos T CD4" y de esta forma,
interrumpia su activacion. Para estudiar esta posibilidad se utiliz6 como modelo experimental
células HelLa Panx1. En estas células, una vez que se indujo la activacion de los Panx1 Chs
mediante EM, la adenosina inhibié su actividad en un efecto concentracién dependiente
(Figura 9). Segun nuestros resultados, lo anterior es ademéas dependiente de un aumento
intracelular de cCAMP, ya que la simulacion de ésto mediante el uso de analogos del nucleotido
ciclico tiene el mismo efecto que adenosina (Figura 10). Tal como se discutio al comienzo de
la seccion anterior, estos resultados no permiten discriminar si adenosina y CAMP reducen la
capacidad de apertura o conductancia de los Panx1 Chs, o bien reducen la permanencia de
Panxl en la membrana plasmatica. Estas interrogantes se podrian responder mediante
experimentos similares a los propuestos en la seccién anterior, a través de mediciones de
corrientes unitarias en parches escindidos para estudiar la probabilidad de apertura y
conductancia unitaria de los Panx1 Chs frente a los tratamientos con adenosina y analogos de
cAMP vy experimentos de microscopia confocal para estudiar el trafico de Panx1 en estas

condiciones.

La participacion de PKA en la regulacion de la permeabilidad de los Panxl Chs a
DAPI se explica por los siguientes hallazgos: 1) activadores de PKA a los cuales la membrana
plasmaética es permeable (andlogos de cAMP) lo reprodujeron, mientras que 2) un inhibidor de
PKA (PKI) previno la disminucion de la actividad de los Panx1 Chs inducida por cAMP, 3) el
bloqueo de la captacion de DAPI mediada por los Panx1 Chs por parte de los analogos de
CAMP ocurre en segundos, apoyando la nocién de que podria deberse a modificaciones
postraduccionales como fosforilacion y no una regulacion transcipcional, 4) la disminucion de

permeabilidad inducida por analogos de AMPc que cruzan la membrana no es prevenida por la
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inhibicién de las cinasas PKC, p38 MAPK, Akt o PKG (Figura 11) y 5) la mutacion
fosfomimética de Panx1 en dos sitios potencialmente fosforilables por PKA mantiene los
Panx1 Chs inactivos (Figura 12, este punto se comenta méas adelante). Todo lo anterior es muy
interesante, ya que se habia descrito un mecanismo de inhibicion de Panx1l Chs en células
HEK 293T transfectadas con el cDNA de Panx1, donde frente al tratamiento con un donador
de dxido nitrico se induce la activacion de PKG, la cual fosforila a Panx1 en la serina 206 e
inhibe a los Panxl Chs (Poornima et al., 2015). Sin embargo, el cAMP actla por un
mecanismo distinto que no involucra la accion de ninguna de las cinasas PKC, p30 MAPK,
Akt o PKG. Debido a lo anterior, decidimos indagar si PKA fosforila a Panx1l. De esta
manera, se buscaron potenciales sitios de fosforilacion en Panx1 por PKA y se reemplazaron
por alanina, un residuo de aminoacido no fosforilable y no cargado como lo es un residuo
fosforilado. Las mediciones de captaciones de colorantes realizadas en esta tesis en células
transfectadas con las mutantes, son consistentes con la interpretacién que la fosforilacién en
T302 o la S328 es necesaria para que se inhiba la actividad de los Panx1 Chs inducida por el
analogo de cAMP (Figura 12A). Inicialmente esta tesis incorporaba el estudio de los estados
de fosforilacion de la Panxl de membrana frente a distintos estimulos, lo que permitiria
corroborar la participacion de PKA en la fosforilacion de aquellos residuos. Esto seria
realizado mediante la purificacion de proteinas de membrana por biotinilacién, posterior
inmunoprecipitacion de Panx1 utilizando un suero anti- Panx1 conjugado a esferas magnéticas
y posteriormente, cuantificando la cantidad relativa por analisis de western blot utilizando el
mismo suero anti- Panxl y anticuerpos anti-P-Ser y anti-P-Thr. La parte inicial del
experimento si funciond, ya que se obtuvieron bandas reactivas al suero anti-Panxl. Sin

embargo, no ocurrié lo mismo con los anticuerpos anti-P-Ser y anti-P-Thr o los resultados
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fueron poco reproducibles. Es por esto que se recurrid a otra estrategia, que fue la de realizar
mutaciones fosfomiméticas en los sitios de los que se sospechaba fosforilacién. Es asi como la
mutacion de la T302 y la S328 a aspartato dio cuenta de que la fosforilacion en estos sitios
inhibe la captacion de colorante mediada por los Panx1 Chs (Figura 12B), lo cual podria
ocurrir por un cierre de los canales, una disminucién en la insercion de canales en la
membrana o un aumento en el reciclaje de éstos. Estos resultados constituyen un nuevo
mecanismo de regulacion de los Panx1 Chs mediado por PKA, donde ocurre una inhibicion de

los canales por fosforilacién en la T302 o en la S328.

En este trabajo se sugiere un mecanismo de regulacion de los Panx1 Chs inducido por
adenosina actuando probablemente sobre sus GPCRs asociados a la subunidad as (Aza Y Azg).
Hasta donde sabemos, no se habian descrito evidencias de la regulacion de Panx1 Chs por
GPCRs asociados a la subunidad as. Sin embargo, este mecanismo de regulacion podria
ocurrir eventualmente como producto de la activacion de distintos GPCRs asociados a la
subunidad as, ya que éstos también llevarian a un aumento citoplasmatico de CAMP y una
regulacion negativa de la permeabilidad de los Panx1 Chs. En este contexto, seria interesante
estudiar si la estimulacion de receptores de neurotransmidores como los receptores de
dopamina D1, receptores B adrenérgicos Y receptores de serotonina 5-HT4/6/7 (Beaulieu et al.,
2011; Hoyer et al., 1994; Rasmussen et al., 2011), receptores de hormonas como el de
glucagon (Authier and Desbuquois, 2008) y receptores de moléculas como el receptor de
histamina H2 (Rodriguez-Pena et al., 2000) también afectan el estado funcional de los Panx1
Chs. Por el contrario, la estimulacion de los GPCRs ligados a la subunidad ai/o, como los
receptores adrenérgicos a2, los receptores de dopamina D2 y los receptores de serotonina 5-

HTy5 (Ayano, 2016; Francken et al., 1998; Hoyer et al., 1994; Schmidt y Weinshenker , 2014)
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podria conducir a un aumento en la actividad de los Panx1 Chs, ya que inhiben a la enzima

adenilato ciclasa y por tanto, la produccion de cAMP disminuye y PKA no se activa.

Independiente de que hasta ahora no se habian descrito mecanismos de regulacion de
los Panx1 Chs que involucren GPCRs asociados a la subunidad as, la sefializacion por GPCRs
asociados a la subunidad aq/11 se ha relacionado con una activacion de los Panx1 Chs, ya que
la activacion del receptor alD por fenilefrina (en la respuesta de vasoconstriccion de arterias
de resistencia) y del receptor PAR-1 por trombina (en células endoteliales humanas de vena
umbilical) indice la secrecion de ATP a través de Panx1 Chs (Billaud et al., 2011; Godecke et
al., 2012). Existe evidencia similar con respecto a la activacion de Panx1 Chs mediada por
receptores metabotropicos P2Y. En este caso, el aumento de la actividad de los Panx1 Chs se
correlaciona con un aumento citoplasmatico en la concentracién de Ca*" a través de la

sefializacion por fosfolipasa C (Locovei et al., 2006a).

En este trabajo utilizamos células HelLa que expresan Panxl Chs como modelo
experimental para demostrar que la adenosina inhibe a los Panxl Chs. Sin embargo, esta
respuesta podria tener una importancia fisioldgica en el contexto de la activacién de linfocitos
T CD4", una condicion en la que se produce la activacion de Panx1 Chs para permitir la
liberacion de ATP vy la activacion autocrina de las células (Schenk et al., 2008). Por otro lado,
se ha establecido que la adenosina previene la activacion de las células T CD4" en un efecto
mediado por el receptor A2A (Lappas et al., 2005). Por lo tanto, la inhibicién de los linfocitos
T CD4" por la adenosina podria explicarse por la inhibicion de los Panx1 Chs, evitando asi la
activacion celular. Este era inicialmente el objetivo de esta tesis, sin embargo, dado que los

Panx1 Chs participan en la sefializacion purinérgica en diferentes tipos de células (por



84

ejemplo, neuronas, astrocitos, células del paladar, células endoteliales, eritrocitos y células del
sistema inmunitario) (Bao et al., 2004; Huang et al., 2007; Woehrle et al., 2010;
Chandrasekhar y Bera, 2012), la inhibicién de estos canales por PKA podria alterar la
sefializacion purinérgica y la propagacion de las ondas de Ca** en diferentes tipos celulares, lo
que llevaria a un efecto protector contra las convulsiones y la epilepsia, la enfermedad de
Alzheimer, derrame cerebral, depresion mayor, esquizofrenia que se caracterizan por procesos
neuroinflamatorios en el sistema nervioso central inducidos por ATP extracelular y activacion
de receptores P2 (Engel et al., 2016; Nikolic et al., 2019). Ademas, la inhibicion de los Panx1
Chs podria provocar una alteracion de la sefalizacion del gusto y la vasodilatacion en

respuesta a la hipoxia (Bergfeld y Forrester, 1992; Huang et al., 2007).

Pese a que la inhibicion de Panx1 Chs por una concentracion extracelular de ATP més
alla del rango requerido para la activacion del P2X;R podria ser suficiente para regular los
canales (Qiu et al., 2009), nuestros resultados podrian dar cuenta de un complejo sistema de
regulacion de la actividad de los Panx1 Chs, en donde la estimulacion mecénica activaria a
Piezo 1, lo cual permitiria la entrada de Ca®, éste se uniria a calmodulina para activar a
CaMKII, mediando ésta la activacion de los Panx1 Chs. Como estos canales median la salida
de ATP, las células podrian entonces liberar el nucleétido, el cual activa a los receptores P2
que aumentan el Ca** intracelular que puede activar CAMKII que posteriormente activa a los
Panx1 Chs, induciendo la liberacion de mas y mas ATP en un mecanismo reverberante. Para
regular esta respuesta, la ectonucleotidasa CD39 podria degradar ATP a AMP vy la
ectonucleotidasa CD73 podria degradar AMP a adenosina (Allard et al., 2017) y esta dltima
podria activar a los receptores P1 A,a Y Azg, dando paso a la inhibicion de los Panx1 Chs

mediada por un aumento intracelular de cAMP y por la actividad de PKA. De esta forma
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podria haber una regulacién de la actividad de los Panx1 Chs sometidos a EM, de manera que
no queden permanentemente activos. Esta via podria ser especialmente importante en la
regulacién de la respuesta inmune, ya que las acciones de las ectonucleotidasas CD39 y CD73

se han descrito ampliamente en las células del sistema inmune.
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CONCLUSIONES

En células HeLa Panx1, la activacion de los Panx1 Chs requiere de la activacion de

MSCs como Piezo 1y la presencia de Ca?* en el medio extracelular.

La activacion de los Panx1 Chs requeriria de la entrada de Ca®*, la cual podria
ocurrir directamente a través de MSCs o0 a través de otros canales permeables a

Ca®" activados rio abajo de MSCs.

El complejo Ca®* - calmodulina activa a CaMKI|, la cual media la activacion de los

Panx1 Chs a través de la fosforilacion en el residuo aminoacidico S394.

Adenosina inhibe a los Panx1 Chs a través de un aumento de la concentracion de

cAMP intracelular.

El cAMP activa a PKA, la cual media la fosforilacién de Panx1 en la T302 o S328,

lo que inhibe la actividad de los canales formados por ésta.
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Figura 13: Regulacion de la actividad de Panxl Chs en células HeLa Panxl por
estimulacion mecénica y adenosina. Modelo de las cascadas de sefializacion que serian
activadas tras el estrés mecanico y el tratamiento con adenosina: [1] El estrés mecanico activa
directa o indirectamente a MSCs como Piezo 1, [2] permitiendo un aumento en la
concentracion citoplasmatica de Ca®* probablemente por el ingreso del catién divalente a
través de los MSCs o de manera indirecta a través de algin canal permeable a Ca** activado
rio debajo de los MSCs [3] Ca®* se une a calmodulina y [4] el complejo Ca®* - calmodulina
activa a CaMKI|. [5] Esta cinasa media la activacién de los Panx1 Chs por fosforilacion de la
serina 394. Por otro lado, [6] adenosina activa una ruta de sefializacion probablemente a través
de sus GPCRs asociados a la subunidad as (receptores de adenosina Aza Y Azg), [7] lo cual
activa una ruta intracelular que induce el aumento de cCAMP, probablemente por activacion de
adenilato ciclasa. [8] ElI aumento citoplasmatico en la concentracién de cCAMP activa a PKA.
[9] Esta cinasa inhibe la actividad de los Panx1 Chs mediante la fosforilacién de la treonina

302 y/o la serina 328.
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