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RESUMEN

La conexina 43 (Cx43) es la principal proteina formadora de gap junctions en astrocitos y su
expresion esta disminuida en los gliomas. Estos tumores estdn formados por una poblacion
heterogénea de células, entre las que se incluyen algunas con propiedades de célula madre,
denominadas células madre de glioma (GSCs, glioma stem cells), las cuales son altamente
tumorigénicas y no expresan Cx43. La restauracion de la Cx43 revierte el fenotipo de GSC vy, con
ello, disminuye la tumorigenicidad de estas células. Este efecto antitumorigénico se basa, entre otros
mecanismos, en la interaccion entre el extremo carboxilo terminal de la Cx43 y la tirosina kinasa c-
Src por lo que, como posible estrategia terapéutica, se generaron péptidos penetrantes basados en las
regiones de la Cx43 que interaccionan con c-Src. Algunos de estos péptidos son capaces de mimetizar
el efecto de la Cx43 sobre la inhibicion de c-Src y, de esta manera, de revertir el fenotipo de GSC.
Por ello, en este trabajo estudiamos la cinética y caracteristicas de la internalizacion de estos péptidos
en diferentes tipos celulares en cultivo, utilizando microscopia de fluorescencia. Nuestro estudio
indica que la captacion del péptido que contiene la secuencia de la Cx43 que interacciona con c-Src
(aminoacidos del 266 al 283) es mayor en células de glioma, incluyendo las GSCs, que en astrocitos
y es inapreciable en neuronas. Ademas, la localizacion subcelular de los péptidos internalizados
depende de la secuencia de la Cx43 que contengan, lo cual se debe, probablemente, a interacciones
con otras biomoléculas celulares. A este respecto, observamos que el péptido que contiene los
aminoacidos del 266 al 283 de la Cx43 se dirige a la membrana plasmatica, para interaccionar con c-
Src unido a fosfatidilserina.

ABSTRACT

Connexin-43 (Cx43) is the main gap junction channel-forming protein in astrocytes and is
downregulated in malignant gliomas. These tumours are composed of a heterogeneous population of
cells that include many with stem-cell-like properties, called glioma stem cells (GSCs), which are
highly tumorigenic and lack Cx43 expression. Interestingly, restoring Cx43 reverses GSC phenotype
and consequently reduces their tumorigenicity. This antitumorigenic effect is based in the interaction
between the carboxy tail of Cx43 and the tyrosine kinase c-Src, so that different cell-penetrating
peptides based on the regions of Cx43 that interacts with c-Src were designed as a posible therapeutic
target. Some of this peptides mimic the effect of Cx43 on c-Src inhibition and, consequently, reverse
GSC phenotype. Therefore, we studied the internalization kinetics and characteristics of these
peptides in different cell types expanded in adherent culture using fluorescence microscopy. We
showed that the uptake of the peptide containing the sequence of Cx43 that interacts with c-Src
(amino acids 266 to 283) is null in neurons, low in astrocytes and high in glioma cells, including
GSCs. Our results revealed that different peptides reach different locations depending on the sequence
of Cx43 contained. This fact is probably a consequence of their interactions with other cellular
biomolecules. In this respect we found that the peptide containing amino acids 266 to 283 of Cx43
mainly goes to the plasma membrane, where it probably interacts with c-Src anchored to
phosphatidilserine.
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1. INTRODUCCION

1.1. Las células del sistema nervioso central

El sistema nervioso central (SNC) esta formado por distintos tipos celulares: neuronas y
células gliales. Las neuronas son las células responsables de la transmision de la informacion, la
principal funcion del SNC, mediante la transmision de impulsos nerviosos. Las células no neuronales,
denominadas células gliales, desempefian otras funciones, fundamentales para el correcto
funcionamiento del SNC. Las células gliales se clasifican en células ependimarias, células
microgliales y células macrogliales. A su vez, las células macrogliales se dividen en astrocitos y

oligodendrocitos.

Los astrocitos constituyen la mayor poblacion celular del SNC y realizan gran variedad de
funciones. Participan activamente en las sinapsis neuronales’, forman parte de la barrera
hematoencefélica?, proporcionan soporte metabolico a las neuronas®, sirven de apoyo a la
diferenciacion y migracion neuronal durante el desarrollo embrionario?, tienen efecto neuroprotector®
y funcionan como células madre®’. La malignizacion de los astrocitos da lugar a los principales

tumores cerebrales.

1.2. Los gliomas

Los tumores cerebrales constituyen aproximadamente un 2% de todas las neoplasias
malignas® y presentan, en general, un mal prondstico. Los tumores cerebrales mas frecuentes son los
gliomas y se forman a partir de cualquiera de los tres tipos de células gliales, siendo los mas

abundantes los derivados de astrocitos, denominados astrocitomas®.

Los astrocitomas se clasifican tradicionalmente en cuatro grados histologicos'®. Los
astrocitomas de grado | (astrocitoma pilocitico) y grado Il (astrocitoma difuso) son leves y crecen
lentamente. Los astrocitomas de grado Ill (astrocitoma anaplésico) y grado IV (glioblastoma
multiforme) son muy malignos y son, desgraciadamente, los mas comunes en adultos'!. Los
glioblastomas son muy agresivos, progresan rapidamente y tienen alta actividad proliferativa e
infiltrativa, lo cual supone una elevada tasa de recurrencia tras el tratamiento y reduce enormemente

la esperanza de vida de las personas con este tipo de tumores.

Los glioblastomas estan formados por una poblacion heterogénea de células, que incluye
células con propiedades de célula madre, denominadas células madre de glioma (GSCs, glioma stem
cells)*>13, Estas células se caracterizan por su capacidad de autorrenovacion y diferenciacion en

diferentes tipos celulares y su resistencia a los tratamientos convencionales, lo que les confiere un



alto potencial oncogénico®*. Existe un intenso debate sobre el papel de las GSC en los gliomas, que
sugiere que el fenotipo de GSC es dinamico y su reversion parece una estrategia terapéutica

prometedora’®.

1.3. Las uniones comunicantes

Los astrocitos estan acoplados a través de uniones comunicantes que les permiten coordinar
su actividad y actuar como redes celulares'®. Las uniones comunicantes 0 gap junctions estan
formadas por proteinas de la familia de las conexinas (Figura 1). Las conexinas se agrupan formando
un anillo hexamérico denominado conexdn, que atraviesa la bicapa lipidica. Cada conexina posee
cuatro regiones transmembrana, dos bucles extracelulares, uno intracelular y los extremos amino y
carboxilo orientados hacia el citoplasma. Los bucles extracelulares de las conexinas de dos células
adyacentes interaccionan provocando la union de los dos conexones. El didmetro del poro que se
forma es de aproximadamente 14 A y permite el intercambio de iones y moléculas de hasta 1 kDa,
como segundos mensajeros o metabolitos!’. Cuando un conexén no forma unién comunicante con el
conexon de una célula vecina se denomina hemicanal y permite la comunicacion entre el citoplasma

y el medio extracelular, para dar un soporte autocrino y paracrino®®,

gap junctions

hemicanal [ ST Conexina-43 (Cx43)
[ o
6 [5900 m .
Célula 2

|

Figura 1. Estructura de las uniones comunicantes y la conexina-43 (tomada de Tabernero et al., 2016)19

En los astrocitos, las uniones comunicantes estan formadas fundamentalmente por conexina-
43 (Cx43)?°21, Ademas de permitir la comunicacion celular, el extremo carboxilo terminal de la Cx43
interacciona con un gran nimero de proteinas intracelulares de sefializacion y andamiaje, como
cadherinas, ZO-1, c-Src, PKC o caveolinas, que permiten modificar la conformacion de la conexina

y regular la apertura y cierre del canal de forma aislada o cooperativa.

Este tipo de comunicacion intercelular se pierde en la mayoria de células tumorales®. De
hecho, la expresion de Cx43 se pierde frecuentemente en los gliomas de manera que, a medida que
aumenta la malignidad de un tumor, disminuye la expresion de Cx43, llegando a niveles

practicamente inexistentes en los glioblastomas?.



1.4. La conexina-43 como proteina supresora de tumores

Existen evidencias de que la restauracion de la expresion de la Cx43 y el consecuente
establecimiento de la comunicacion intercelular disminuyen la velocidad de crecimiento de las células
de glioma®* y su tumorigenicidad®, por lo que se la considera una proteina supresora de tumores.
Ademas, se ha descrito que la restauracion de los niveles de Cx43 en celulas madre de glioma revierte
su fenotipo tumoral, de manera que se originan tumores mas pequefios que los formados por células
madre de glioma sin Cx43. Los mecanismos que explican la accion antitumoral de la Cx43 son
variados. Algunos autores proponen que se debe al aumento de la comunicacion intercelular®®?,

mientras que otros sostienen que es independiente de ésta?®=!,

La Cx43 se ha caracterizado por abundancia de residuos fosforilables y varios dominios
especificos de interaccion con otras proteinas®>>4. En concreto, el dominio carboxilo terminal de la
Cx43 estd implicado en la regulacion de la proliferacion celular, probablemente a través de

interacciones con c-Src 0 ZO-1 (Figura 1).
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Figura 2. Dominio carboxilo terminal de la conexina-43 y proteinas con las que interacciona (tomada de
Tabernero et al., 2016)19

La Cx43 interacciona con c-Src, una tirosina kinasa no receptora implicada en rutas de
sefializacion que controlan diversos eventos bioldgicos como proliferacion, diferenciacion,
supervivencia y migracion. c-Src se une al dominio de union a SH3 (Src homology 3) de la Cx43
(amino&cidos 274-284), una region rica en prolina y fosforila la tirosina 265, proporcionando un
dominio de unién a SH2 (Src homology 2) y desencadenando la fosforilacion de la tirosina 247°°.
Como consecuencia de estas fosforilaciones, la comunicacion intercelular disminuye®=3’ y se
producen cambios conformacionales que modifican el extremo carboxilo terminal de la Cx43%,

afectando a la interaccion con otras moléculas, como Zonula occludens 1 (ZO-1)*°.

La Cx43 interacciona con el segundo dominio PDZ de ZO-1 (PDZ-2) a través del dominio de

union a PDZ (ultimos cuatro aminoacidos de la Cx43)*°. Esta interaccion interviene en la localizacion



de la Cx43 en la superficie celular. Ademas, la interaccion entre Cx43 y ZO-1 previene la localizacion
citoplasmatica de los dominios PDZ de ZO-1, que podria provocar la malignizacion celular®:.

Aunque la capacidad de c-Src para fosforilar a la Cx43 e inhibir la comunicacion intercelular
es bien conocida, recientemente se ha demostrado que la interaccién de la Cx43 con c-Src puede
inhibir la actividad oncogénica de este Gltimo. Las células de glioma muestran gran actividad
oncogénica de c-Src*?, fundamental en la transformacion fenotipica en los astrocitomas, y se ha
comprobado que la restauracion de la Cx43 en células de glioma reduce la actividad de c-Src al
disminuir su forma activa (fosforilada en Tyr416) y aumentar su forma inactiva (fosforilada en
Tyr527)*. Ademas, se ha demostrado que un péptido penetrante que contiene la region de la Cx43
que interacciona con c-Src es capaz de mimetizar el efecto de la Cx43 sobre la actividad de c-Src y,
por consiguiente, sobre el fenotipo de GSC, mostrdndose como una estrategia terapéutica

prometedora**,

1.5. Los péptidos penetrantes

La membrana celular es impermeable a péptidos, proteinas, DNA y oligonucle6tidos, lo cual
limita el uso terapéutico de estos agentes bioldgicos. Sin embargo, existen pequefios péptidos
catidnicos, conocidos como protein transduction domains (PTDs) o cell-penetrating peptides (CPPs),
que cruzan eficientemente la membrana y permiten el transporte de macromoléculas heterologas al
interior celular®. Estos péptidos son internalizados por las células cuando se encuentran en el medio
celular, tanto in vitro como in vivo, aunque la via mediante la que lo hacen no se conoce claramente.
Probablemente, se producen de manera inicial interacciones electrostaticas entre las cargas positivas
del péptido y las cargas negativas de la membrana celular que permiten la entrada en la célula. De
manera general, la internalizacion de los CPPs parece requerir interacciones con los proteoglicanos
de heparan sulfato (HSPGs) de la superficie celular®®, seguidas por endocitosis de los complejos
obtenidos por macropinocitosis y/o endocitosis dependiente de clatrina o caveolina®’“¢. Los HSPGs
juegan un papel fundamental en la internalizacion de gran nimero de macromoléculas como factores
de crecimiento®®, poliaminas® y virus®® y existen evidencias de que, ademas de encontrarse en la
superficie celular, son transportados al citosol y al nticleo®?, sugiriendo que existe una via por la que
algunos HSPGs escapan de la degradacion en los lisosomas. Por tanto, es perfectamente plausible
qgue los CPPs puedan viajar asociados a estas moléculas. EI mecanismo endocitico utilizado
dependera de la naturaleza del agente y del complejo formado, asi como del tipo y distribucion de los
proteoglicanos en la superficie celular, que varia en los diferentes tipos celulares. Una vez dentro de
la célula, el péptido internalizado ejerce su funcién, aunque su potencia puede depender de la via de

entrada.



La capacidad de los policationes para facilitar la toma de macromoléculas se conoce desde
hace casi 60 afios°?, pero el interés por este fendmeno reemergié en 1988 con el descubrimiento de la
capacidad de la proteina TAT (factor de transactivacion del HIV-1) para entrar en las células de
mamiferos®*°°. Desde entonces, TAT ha sido ampliamente estudiado con el objeto de determinar la
secuencia necesaria para su internalizacion, concluyéndose que ésta se produce gracias a una
secuencia de once aminoacidos correspondiente a una porcion del dominio de union al RNA
(YGRKKRRQRRR)®. Esta region contiene seis residuos de arginina que parecen especialmente
importantes en el proceso. La importancia de los residuos de arginina radica en sus grupos guanidino,
que en condiciones fisioldgicas presentan una carga positiva y gran capacidad de formar puentes de
hidrégeno®’. Aunque el papel de los grupos guanidino en la internalizacion de CPPs no se comprende
completamente, existen evidencias de que estos grupos interaccionan estrechamente con la heparina,
una forma de hepardn sulfato altamente sulfatada presente en la superficie de las células de
mamiferos>®>°, Un papel alternativo de los grupos guanidino podria consistir en facilitar la union a
los lipidos de la superficie celular para formar complejos neutros que se translocarian a través de la

bicapa lipidica®.
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Figura 3. Posibles vias de internalizacion de péptidos cationicos con residuos de arginina (tomada de Fuchs and
Raines, 2006)°*

Se ha observado que TAT puede dirigir la internalizacion de grandes proteinas al interior de
las células con cinéticas relativamente rapidas, por lo que se utiliza como herramienta biotecnoldgica
para la transduccion de proteinas. En este sentido, se ha utilizado la region penetrante de TAT para
generar peptidos penetrantes basados en la Cx43, capaces de mimetizar la interaccion de la Cx43 con

c-Src y de revertir el fenotipo tumoral en células de glioma®*.



1.6. El glicocélix de las células tumorales

Las células tumorales expresan, de manera aberrante, numerosos glicanos (oligosacaridos y
polisacaridos) en su superficie celular. Estos glicanos participan las interacciones célula-célula y en
la transduccidn de sefiales y son fundamentales para muchos aspectos relacionados con la progresion
del tumor, como proliferacion, invasion, angiogénesis y metastasis®’. Las glicoproteinas juegan
también un papel fundamental en la biologia de las células madre tumorales, determinando procesos
como la autorrenovacion, la proliferacion y la diferenciacion.

Los proteoglicanos de heparan sulfato (HSPGs) tienen gran importancia en estos procesos y
se encuentran sobreexpresados en la superficie de las células tumorales, donde actGan como
correceptores para factores de crecimiento facilitando la formacion de complejos ligando-receptor,
ademas de promover la proliferacion y la angiogénesis®*®°. Varios analisis bioquimicos e histoldgicos
han mostrado que la sintesis de heparan sulfato se encuentra aumentada en células de glioma con
respecto a células sanas y que existe en éstas un incremento en la secrecién de glicosaminoglicanos
al medio y a la superficie celular®. Por ejemplo, el glipicano-1, implicado en la regulacion de la

division y en la supervivencia celular, esta sobreexpresado en células de glioma®’.

Un gran ndmero de glicanos sobreexpresados en las células tumorales en general y en los
gliomas en particular tienen carga negativa (Figura 4) y, por ello, podrian favorecer la interaccion
con CPPs cationicos. Es el caso de los residuos de acido sialico (Sia), &cido glucuronico (GIcA) y

grupos sulfato (S), entre otros.
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2. OBJETIVOS

Teniendo en cuenta las consideraciones expuestas en la Introduccidn, los objetivos planteados

en este trabajo son los siguientes:

1. Estudiar la cinética de internalizacion de péptidos penetrantes basados en la conexina-43 en

neuronas, astrocitos y células de glioma, incluidas las células madre de glioma.

2. Comparar la eficacia de la internalizacion de péptidos penetrantes basados en la conexina-43

en los diferentes tipos celulares.

3. Estudiar la localizacion subcelular de péptidos penetrantes basados en la conexina-43.



3. MATERIAL Y METODOS

3.1. Material

3.1.1. Especie ensayada y condiciones del animalario

Para el desarrollo del presente trabajo se emplearon ratas albinas Wistar, suministradas por el
Servicio de Experimentacion Animal de la Universidad de Salamanca (SEA). Los animales se criaron
en jaulas manteniendo el nimero de ejemplares adecuado a las dimensiones de las mismas. Se
emplearon ciclos de luz-oscuridad de 12 horas. La humedad oscilé entre el 45 y el 65% vy la
temperatura se mantuvo entre los 20 y los 25°C. Los animales fueron alimentados con una dieta sélida
estandar (17% proteinas; 3% lipidos; 58,7% glucidos; 4,3% celulosa; 5% sales minerales y 12%
humedad). En todo momento los animales tuvieron libre acceso al agua de bebida y a la comida.

Para la realizacion de los cultivos primarios de neuronas se emplearon fetos de 17,5 dias de
gestacion (E17,5), mientras que para la obtencion de los cultivos de astrocitos se utilizaron neonatos
de un dia de vida (P1). En todos los casos, los sacrificios de los animales fueron realizados siguiendo
las normativas vigentes para la experimentacion y el sacrificio de animales, segln las directrices
europeas (Convenio 123, Decision 1999/575/CE , Directiva 2003/65/CE y Directiva 2010/63/UE), la
legislacion espafiola (Ley 32/2007, Ley 6/2013, Real Decreto 1201/2005 y Real Decreto 53/2013) y
de la Comunidad Auténoma de Castilla y Ledn (Decreto 266/1998); asi como los protocolos

aprobados por el Comité de Bioética de la Universidad de Salamanca.

3.1.2. Lineas celulares

La linea celular de glioma de rata C6 fue proporcionada por el Prof. Christian Giaume del
Collége de France (Paris, Francia) y tiene caracteristicas de glioblastoma multiforme (grado V)%,

La linea de células madre de glioma humano G166 fue suministrada por la casa comercial
Biorep (Italia)®®. La linea de células madre de glioma humano G9 fue obtenida en el laboratorio por
D2 Myriam Jaraiz en colaboracion con el servicio de Neurocirugia del Hospital Universitario de
Salamanca (IBSAL).

3.1.3. Medios instrumentales

El agua utilizada en la realizacion de los experimentos se purificé mediante un equipo Milli-
QR Integral 3 System (Millipore Ibérica), con dispensadores y filtros de agua Ellix (agua purificada
tipo 1) y agua Milli-Q (agua ultrapura tipo 1). Las pesadas se realizaron en balanzas analiticas
Acculab, modelo Atilon ATL-224-1 y Sartorius, modelo 1207 MP. El pH se determin6 con un medidor
de protones HACH LANGE, modelo HQ440d multi.

Las centrifugaciones se realizaron centrifugas Eppendorf, modelos miniSpin, 5414R y 5702.



Las cabinas de flujo laminar utilizadas fueron un modelo TC 48 (Gelaire Flow Laboratories)
y un modelo CULTair BC100 (Cultek, S.L.U.).

Las células se mantuvieron en cultivo a 37°C y con flujo constante de CO> al 5%, en los
incubadores automaticos de CO. modelos Galaxy S y Galaxy 170 (RS Biotech). Los medios de
cultivo y soluciones de cultivo fueron calentados en bafios termostatizados a 37°C, modelos
Precisterm y Precisdig (Selecta).

Los medios de cultivo y los tampones utilizados se esterilizaron a través de filtros de 0,22 pym
de tamarfio de poro, modelo 595-4520 (Nalgene, adquiridos a VWR). Para volumenes pequefios de
soluciones estériles se utilizaron filtros de jeringa de 0,2 um de diametro de poro (Acrodisc).

El material de vidrio se esteriliz6 mediante calor seco, durante un minimo de 10 horas, en una
estufa modelo S-20 termostatizada a 170°C (Selecta). El agua y el resto de los utensilios que requerian
asepsia se esterilizaron por medio de calor himedo en autoclaves Selecta modelos 437 o Autester ST.

Los cultivos primarios se realizaron empleando material estéril y fabricado especificamente
para tal fin. Las neuronas fueron sembradas en placas Petri de 35 mm de didmetro, de la casa
comercial BD Falcon, modelo 353001 (Becton & Dickinson Labware Europe). Los astrocitos y las
células de glioma se sembraron siempre en placas Nunc, de diferentes tipos.

El contaje de las células previo a la siembra en placas se realizd6 mediante el dispositivo
automatico Countess (Invitrogen), en el que se han adaptado distintos protocolos para el didmetro y
forma celular para cada tipo celular.

Para la realizacion de las agitaciones mecanicas, se emplearon dispositivos tipo vortex,
modelos MS-1 minishaker (IKA-Works Inc.) y Fine Vortex (FINEPCR).

La observacion periodica de las células se realiz6 mediante un microscopio de contraste de
fases modelo Nikon TS100. Se empled un microscopio de fluorescencia invertido modelo Nikon
Eclipse TS2000, captandose las imagenes con un programa informatico TCS-SP (Leica Microscopy
Systems) y una camara de video digital modelo Leica DC 350F (Leica Microsystems). El analisis de
imagenes se llevd a cabo mediante el programa ImageJ (NIH Image), desarrollado por el Area de
Servicios a la Investigacion del National Institute of Health. Para los analisis de microscopia confocal
se utilizd el microscopio laser confocal modelo Leica DM-IRE2 (Leica Microscopy Systems) y las

imagenes se analizaron empleando el programa informatico de andlisis de imagen LCS Lite (Leica).

3.1.4. Productos

3.1.4.1. Productos utilizados para la preparacion de los cultivos de la linea celular C6

El medio de cultivo para el crecimiento de las células de glioma de la linea C6 fue del tipo
DMEM (Medio de Eagle modificado por Dulbecco), y procedio de la casa Sigma, asi como la



penicilina G, la estreptomicina y la anfotericina B. El suero fetal bovino (FBS) y la tripsina-EDTA
procedieron de la casa Gibco. EI DMSO utilizado para congelar las células se adquirié a Fluka.

3.1.4.2 Productos utilizados para la preparacion de los cultivos de astrocitos y neuronas

El medio de cultivo, el suero fetal bovino (FBS), la tripsina-EDTA y los antibidticos fueron
los mismos que los utilizados para el cultivo de las células de glioma C6. La DNAsa | y la albimina
bovina (Fraccion V) fueron suministradas por Roche Diagnostics SL. La tripsina y la citosina-p-
arabinofurandsido procedieron de la casa Sigma. La poli-L-lisina, utilizada para recubrir el fondo de

las placas de cultivo, con objeto de facilitar la fijacion de las células, procedia de la casa Sigma.

3.1.4.3. Productos utilizados para la preparacion de los cultivos de las lineas G166 y G9

El medio de cultivo RHB-A fue de la casa comercial SC Proven (StemCells). Los factores de
crecimiento EGF y FGF-basic se adquirieron en la casa comercial Peprotech. B27 y N2 procedieron
de la casa comercial Invitrogen. La acutasa procedio de la casa comercial Sigma-Aldrich. EI medio
de congelacion CryoStorTMCS10 procedio de la casa comercial STEMCELL Technologies SARL.

La laminina utilizada para recubrir el fondo de las placas procedi6 de la casa Invitrogen.

3.1.4.4. Productos utilizados para estudiar la internalizacion de los péptidos

El paraformaldehido utilizado para fijar las células y el detergente Triton X-100 para la
permeabilizacion de las células procedieron de la casa Sigma. ElI medio de montaje para
observaciones al microscopio SlowFade Gold Antifade Reagent, el 4’,6-diamidino-2-fenilindol
(DAPI), marcador fluorescente del DNA y la anexina VV empleada para la deteccidn de fosfatidilserina
fueron suministrados por Molecular Probes. Los portaobjetos y cubreobjetos utilizados para el
montaje de inmunocitoquimicas fueron adquiridos en la casa comercial Thermo Scientific. La
estreptavidina conjugada con Cy2 para la deteccién de los péptidos biotinilados procedié de Jackson
InmunoResearch, mientras que la estreptavidina conjugada con Cy5 se adquirié a Life Technologies.
El yoduro de propidio utilizado para determinar la muerte celular procedio de la casa Fluka. El
anticuerpo anti-pl1I-tubulina (TuJ-1) (monoclonal, procedente de suero de ratén) procedié de la casa
comercial Covance y el anticuerpo anti-c-Src (policlonal, procedente de suero de conejo) procedio de
Cell Signaling. Los anticuerpos secundarios anti-1gG de ratdn conjugado con Alexa Fluor® 594, anti-
IgG de conejo conjugado con Alexa Fluor® 594 y anti-lgG de conejo conjugado con Alexa Fluor®

488 (procedentes de suero de cabra) procedieron de Invitrogen.

3.1.4.5. Péptidos penetrantes

Los péptidos sintéticos utilizados procedieron de GenScript. Las secuencias fueron:

TAT-biotina: YGRKKRRQRRR{LYS(BIOTIN)}
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TAT-Cx43274-283-biotina; YGRKKRRQRRRPTAPLSPMSP{LYS(BIOTIN)}

TAT-Cx43266-283-bi0tina; YGRKKRRQRRRAYFNGCSSPTAPLSPMSP{LYS(BIOTIN)}
TAT-Cx43245-283-biotina; YGRKKRRQRRRDPYHATSGALSPAKDCGSQKYAYFNGCSSPTAPLSPMSP{LYS(BIOTIN)}
TAT-Cx43245-269-bi0tina; YGRKKRRQRRRDPYHATSGALSPAKDCGSQKYAYFN{LYS(BIOTIN)}

TAT-Cx43372-382-biotina; YGRKKRRQRRRSRASSRPRPDDLE{LYS(BIOTIN)}

3.2. Métodos
3.2.1. Preparacion de los cultivos celulares
3.2.1.1. Composicién de las disoluciones

Las disoluciones empleadas se prepararon con H2O ultrapura esteril. Se ajusté el pHa 7,2 y

se esterilizaron por filtracién (tamafio de poro 0,22 um).

Medio de cultivo Tampon fosfato salino (PBS)

DMEM + FBS 10% (v/Vv) NaCl 136 mM

Penicilina G 50 U/mL KCI 2,7 mM

Estreptomicina 37,5 U/mL NaH2PO4 7,8 mM

Anfotericina B 0,23 ug/mL KH2PO4 1,7mM

Medio de cultivo para células madre Pen|C|I|na_G_ 50 U/mL
Estreptomicina 37,5 U/mL

RHB-A (Vi) Anfotericina B 0,23 pg/mL

N2 1% ’

B27 2%

EGF 20 ng/mL

b-FGF 20 ng/mL

Penicilina G 50 U/mL

Estreptomicina 37,5U/mL

Anfotericina B 0,23 pg/mL

3.2.1.2. Cultivo de células de glioma

Las células de glioma de rata C6 se cultivaron segin el método descrito previamente por
Tabernero et al.”. Las células se sembraron en placas Petri con el medio de cultivo en condiciones
de crecimiento estandar, con dos cambios de medio por semana. Se mantuvieron en un incubador a
37°C, con un 5% de CO2, segun el tiempo establecido en cada caso. A partir de ese momento, se
procesaron para los distintos experimentos o se resembraron a menor densidad.

Para la resiembra, las células se lavaron dos veces con PBS y se incubaron con tripsina/EDTA
durante 3-4 minutos a 37°C. Se recogieron en medio de cultivo para finalizar la tripsinizacion y se
centrifugaron durante 5 minutos a 500 x g. Se retir0 el sobrenadante y se resuspendio el pellet en 2
mL de medio de cultivo. Se cuantifico el nimero de células empleando un contador de células

automatico y se procedid a su resiembra a la densidad celular adecuada para los experimentos.
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La congelacidn de las células de glioma se llevé a cabo en un congelador a -80°C, manteniendo
las células en crioviales, con un medio crioprotector consistente en FBS + DMSO 8% (v/v).

3.2.1.3. Cultivo de células madre de glioma

Las células madre de glioma de las lineas G166 y G9 se cultivaron segun el método descrito
previamente por Pollard et al.®. Las células se sembraron en placas Petri recubiertas con laminina
10ug/mL en el medio para células madre. Se mantuvieron en un incubador a 37°C, con un 5% de CO>
segun el tiempo establecido en cada caso. A partir de ese momento se procesaron para los distintos
experimentos o se resembraron a menor densidad.

Para la resiembra de las células madre de glioma humano, las células se lavaron con PBS y se
incubaron con acutasa a 37 °C durante 4-5 minutos. Se centrifugaron durante 5 minutos a 1000 x g.
Se retird el sobrenadante y se resuspendio el pellet en 2 mL de medio de cultivo. Se cuantificé el
namero de células empleando un contador de células automatico y se procedio a su resiembra a la
densidad celular adecuada para los experimentos.

La congelacion de las células se llevd a cabo en un congelador a —80°C, manteniendo las

celulas en crioviales, con un medio crioprotector.

3.2.1.4. Cultivo primario de neuronas

Los cultivos de neuronas se realizaron segln el método previamente descrito por Tabernero
etal.”. Los cultivos fueron realizados por la Dra. Marta Dominguez o la Dra. Ana Velasco, que estan
cualificadas para manipular animales de experimentacion.

Las células se sembraron en placas recubiertas con poli-L-lisina (1 pg/cm?) en medio de
cultivo, a una densidad de 0,7 x 10° células/cm?. Las neuronas se mantuvieron en un incubador a 37°C
con un 5% de COa. En estas condiciones se obtienen cultivos de neuronas de una pureza del 95%, a
juzgar por su reaccion con el anticuerpo especifico contra el neurofilamento’. Los experimentos se

realizaron cuatro dias después de la siembra.

3.2.1.5. Cultivo primario de astrocitos

Los cultivos de astrocitos se realizaron segun el método previamente descrito por Tabernero
et al.”. Los cultivos fueron realizados por la Dra. Marta Dominguez o por la Dra. Ana Velasco, que
estan cualificadas para manipular animales de experimentacion.

Las células se sembraron en placas recubiertas con poli-L-lisina (1 pg/cm?) en medio de
cultivo, con dos cambios de medio por semana, a una densidad de 1,0 x 10° células/cm? y se colocaron
en un incubador a 37°C, con un 5% de COa>. Al tercer dia se afiadi6 citosina 3-arabinofurandsido 10

uM, que se mantuvo durante 48 horas con el fin de evitar la proliferacion de la microglia y de las
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células del linaje O-2A. En estas condiciones, se obtienen cultivos de astrocitos de tipo-1 de una
pureza del 95%, a juzgar por su reaccion con el anticuerpo especifico anti-GFAP°.
Para la realizacion de los experimentos se utilizaron astrocitos cultivados entre 18 y 21 dias

in vitro (DIV). Los astrocitos se resembraron como se indica en el apartado 3.2.1.2.

3.2.2. Estudios de internalizacion de péptidos

Para la realizacion de las curvas dosis-respuesta, las células fueron incubadas durante cinco
minutos a 37°C con distintas concentraciones (entre 0 y 50 uM) de los péptidos TAT y TAT-Cx43266-
2g3 biotinilados. Para los estudios de internalizacion y localizacion de los distintos peptidos, las células
fueron incubadas durante treinta minutos a 37°C con los péptidos TAT, TAT-Cx43274-283, TAT-
Cx43266-283, TAT-Cx43245.283, TAT-Cx43245-269 Y TAT-Cx43372-382 biotinilados, utilizandose en todos
los casos concentraciones de 50 uM.

Las células incubadas con los péptidos se lavaron con abundante PBS en frio sobre hielo para
detener la reaccion. Es importante realizar bien estos lavados para eliminar los restos de péptido que
se encuentren en el medio o adheridos a las membranas. A continuacion, las células se fijaron con
500 pL/placa de formaldehido al 4% (p/v) durante 20 minutos, a temperatura ambiente y sin agitacion.
Pasado este tiempo, se lavaron varias veces con PBS. Una vez fijadas las células, se incubaron con
estreptavidina conjugada con Cy2, que revela la presencia de los péptidos biotinilados, diluida en
solucion de anticuerpos (FBS 10%, lisina 0,1 M y azida sddica 0,02% (p/v) disueltos en PBS 1x)
(1:500) con Triton X-100 al 0,1% durante una hora, a temperatura ambiente, en oscuridad y sin
agitacion, colocando las placas sobre una superficie lisa. Posteriormente, las células se lavaron varias
veces con PBS y se incubaron durante un minuto con DAPI diluido en solucion de anticuerpos
(1:5000), con el objetivo de visualizar los nucleos celulares. Transcurrido este tiempo, se realizaron
varios lavados con PBS y se montaron las placas con el medio protector de fluorescencia SlowFade
Gold Antifade Reagent. De esta forma, las placas estuvieron preparadas para ser visualizadas con un
microscopio de fluorescencia con los filtros adecuados.

3.2.3. Determinacion de la expresion de proteinas mediante inmunocitoquimica

Con el objetivo de determinar la expresion y localizacion de las diferentes proteinas de interés,
las células incubadas con el peptido y preparadas como se indica en el apartado anterior (sin montar)
fueron incubadas con el anticuerpo primario diluido en solucion de anticuerpos con Triton X-100 al
0,1%, durante tres horas a temperatura ambiente o toda la noche a 4 °C. Transcurrido este tiempo, se
realizaron varios lavados con PBS y se incubaron las células con un anticuerpo secundario conjugado
con un fluorocromo, diluido en solucion de anticuerpos con Triton X-100 al 0,1% durante una hora a

temperatura ambiente, en oscuridad y sin agitacion.
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Las diluciones empleadas fueron 1:500 para anti-pIII-tubulina, 1:50 para anti-c-Src y 1:1000
para los anticuerpos secundarios (anti-IgG de conejo conjugado con AlexaFluor® 594, anti-1gG de

conejo conjugado con AlexaFluor® 488 y anti-1gG de ratdn conjugado con AlexaFluor® 594).

3.2.4. Determinacion de la muerte neuronal con yoduro de propidio

La adicién de yoduro de propidio (IP) al medio con las células sin fijar nos permite identificar
aquellas células que van a morir por necrosis y que presentan rupturas en su membrana, ya que estas
células incorporan el yoduro de propidio, que se une al DNA y puede ser detectado por fluorescencia
en la region roja del espectro.

Con el objetivo de determinar si el péptido provoca la muerte neuronal, se afiadi6 el yoduro
de propidio al medio del cultivo primario de neuronas (5:100), después de haber sido éstas incubadas
con el péptido como se describe en el apartado 3.2.2. Las células se incubaron durante 15 minutos a
temperatura ambiente en oscuridad y, una vez transcurrido este tiempo, se lavaron varias veces con
PBS y se fijaron con formaldehido al 4%. Posteriormente, se incubaron con estreptavidina conjugada
con Cy2 y DAPI y se montaron para su observacion. Con el objetivo de determinar si la muerte
neuronal es previa a la incorporacion del péptido, se procedié de la misma manera que en el caso

anterior pero incubando las células con el yoduro de propidio antes del tratamiento con el péptido.

3.2.5. Deteccion de fosfatidilserina con anexina V

La fosfatidilserina es un fosfolipido de membrana localizado en la cara citoplasmatica de la
membrana plasmatica. La anexina V es una molécula capaz de unirse a la fosfatidilserina, por lo que
si se encuentra conjugada con algun tipo de fluoréforo permite su observacién mediante microscopia
de fluorescencia.

Las células fijadas se incubaron durante 10 minutos con un tampon especifico que contiene
calcio para favorecer la unién anexina V-fosfatidilserina y, posteriormente, con anexina V conjugada
con FITC diluida en el mismo tampdn (1:500) durante 15 minutos con agitacion muy suave. Pasado
este tiempo, se lavaron una vez con el tampdn, se fijaron durante 10 minutos con formaldehido y se

realizaron varios lavados con PBS.

3.2.6. Microscopia de fluorescencia y confocal

Las células tefiidas por inmunocitoquimica se visualizaron en un microscopio de
epifluorescencia. Para cuantificar la fluorescencia en las distintas condiciones se utiliz6 el programa
ImageJ; se cuantifico la fluorescencia del canal verde y se normalizé en relacion a la fluorescencia
de los nucleos. Para los ensayos de colocalizacion, las células se observaron en un microscopio

confocal, que permite filtrar la luz emitida por los fluorocromos que se encuentran en un unico plano.
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4. RESULTADOS

Como se ha mencionado en la introduccion, la Cx43 esta implicada en la comunicacion
intercelular entre astrocitos mediante la formacion de gap junctions y participa en la regulacion de
procesos celulares a traveés de su interaccién con numerosas proteinas. La expresion de Cx43 se pierde
frecuentemente en las células de glioma y se ha comprobado que su restauracion en dichas células
reduce su tasa de proliferacion y su tumorigenicidad. De esta manera, se han generado, como posible
opcion terapéutica, péptidos penetrantes capaces de mimetizar el efecto de la Cx43 en células de

glioma.

4.1. Estudio de la cinética de internalizacidn de péptidos penetrantes basados en
la conexina-43

Para el estudio de la cinética de internalizacion de péptidos penetrantes se utilizo la regién de
la Cx43 que interacciona con c-Src (aminoacidos del 266 al 283), fusionada a la secuencia penetrante
de TAT. Se ha comprobado que este péptido es capaz de mimetizar el efecto de la Cx43 sobre la
actividad de c-Src y, de esta manera, de revertir el fenotipo de GSC. Por ello, nos propusimos estudiar
la cinética de internalizacién de este péptido en células sanas (astrocitos y neuronas) y en células
malignas (células de glioma y células madre de glioma), con el objeto de comparar la eficacia de
internalizacion de este péptido respecto a la secuencia penetrante de TAT y de determinar si existen

diferencias entre los diferentes tipos celulares.

Para ello, las células se incubaron durante cinco minutos con el péptido (TAT 0 TAT-Cx432¢6-
2g3) biotinilado a diferentes concentraciones, se fijaron y se revelo la presencia del péptido con
estreptavidina, que se une especificamente a la biotina y estd marcada con un fluoréforo (en este caso
Cy2) que permite su observacion mediante microscopia de fluorescencia. Se tomaron imagenes en
un microscopio de epifluorescencia y se cuantificd la fluorescencia mediante el programa ImageJ.
Los valores de fluorescencia obtenidos corresponden a la cantidad de péptido internalizado por las
células y permiten la realizacién de curvas dosis-respuesta para el estudio de la cinética de
internalizacion en cada tipo celular, aunque no permiten la comparacién entre los distintos tipos

celulares.

De esta manera, se observd que la internalizacion del péptido TAT-Cx43266-283 €5 dosis-
dependiente tanto en astrocitos (Figura 5), como en células de glioma (Figura 6) y células madre de
glioma (Figura 7), mientras que la internalizacion de TAT no lo es en tanta medida o alcanza antes

valores de saturacion.
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Figura 5. Capacidad de internalizacion de péptidos penetrantes en astrocitos. Se muestran imagenes de contraste de
fases y de microscopia de fluorescencia de células incubadas durante 5 minutos con 5 concentraciones entre 0 y 50 uM
(de izquierda a derecha) de TAT y TAT-Cx43266-283 (A) Y las curvas dosis-respuesta resultantes de la cuantificacion de la
fluorescencia en ambas condiciones (B). Los resultados se expresan en unidades arbitrarias de fluorescencia (UA) y
corresponden a valores medios + error estandar de la media (SEM) de, como minimo, tres experimentos independientes.
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Figura 6. Capacidad de internalizacion de péptidos penetrantes en células de glioma C6. Se muestran imagenes de
contraste de fases y de microscopia de fluorescencia de células incubadas durante 5 minutos con 5 concentraciones entre
0 y 50 pM (de izquierda a derecha) de TAT y TAT-Cx4326.283 (A) Yy las curvas dosis-respuesta resultantes de la
cuantificacion de la fluorescencia en ambas condiciones (B). Los resultados se expresan en unidades arbitrarias de
fluorescencia (UA) y corresponden a valores medios + error estandar de la media (SEM) de, como minimo, tres
experimentos independientes.
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Figura 7. Capacidad de internalizacion de péptidos penetrantes en células madre de glioma G166. Se muestran
imagenes de contraste de fases y de microscopia de fluorescencia de células incubadas durante 5 minutos con 5
concentraciones entre 0 y 50 uM (de izquierda a derecha) de TAT y TAT-Cx43266-283 (A) Y las curvas dosis-respuesta
resultantes de la cuantificacion de la fluorescencia en ambas condiciones (B). Los resultados se expresan en unidades
arbitrarias de fluorescencia (UA) y corresponden a valores medios + error estandar de la media (SEM) de, como minimo,
tres experimentos independientes.
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Por otro lado, se observo que la cantidad de péptido TAT-Cx43266-283 internalizado a la
concentracion mas alta utilizada (50 uM) es menor en astrocitos que en las lineas de células de glioma
y células madre de glioma empleadas y que la internalizacion de este péptido continta siendo notable
a concentraciones bajas (6 M) en células madre de glioma, mientras que no lo es en los otros tipos

celulares (Figura 8).

50 uM 6 uM

- N
- o

C6 Astrocitos

G166

Cx43 566 283
100 um

Figura 8. Efecto de la concentracién en la internalizacion de péptidos penetrantes. Se muestran imagenes de
microscopia de fluorescencia de astrocitos, células de glioma C6 y células madre de glioma G166 para dos
concentraciones diferentes del péptido TAT-Cx43266-283; DAPI muestra los nucleos.

Con el objeto de determinar si el péptido se internaliza en mayor medida en las células madre
de glioma de manera general o se trata de una peculiaridad de la linea celular utilizada, se realiz6 el
ensayo en la linea celular G9, que tiene también caracteristicas de célula madre de glioma.

Observamos que la internalizacion en ambas lineas celulares es muy similar (Figura 9).

50 uM 6 uM

- .

G166

G9

Figura 9. Comparacion de la internalizacién de péptidos penetrantes en diferentes lineas de células madre de
glioma. Se muestran imagenes de microscopia de fluorescencia de células madre de glioma de las lineas G166 y G9 para
dos concentraciones diferentes del péptido TAT-Cx43266-283; DAPI muestra los nucleos.
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Los resultados obtenidos en neuronas fueron notablemente diferentes. Observamos que
unicamente algunas células internalizaban los péptidos y que ademas estas células presentaban una

morfologia diferente al observarlas en contraste de fases (Figura 10).

Figura 10. Capacidad de internalizacion de péptidos penetrantes en neuronas. Se muestran imagenes de contraste
de fases y de microscopia de fluorescencia de células incubadas durante 5 minutos con los péptidos TAT y TAT-Cx432s6-
263@ Una concentracion de 50 pM. Las flechas sefialan las células que han internalizado el péptido.

Con el objeto de determinar las diferencias de estas células que permitian la internalizacion
del péptido, las células se incubaron con un anticuerpo contra BIII-tubulina (TuJ-1), una proteina
exclusiva del citoesqueleto de neuronas. Se observé que las células que expresan BIII-tubulina no
internalizan el péptido, por lo que no se trata de neuronas (Figura 11A). Ademas, con el objeto de
determinar si se trataba de células muertas se afiadio yoduro de propidio (IP) al cultivo de neuronas
tras el tratamiento con el péptido. Las células que van a morir por necrosis presentan rupturas en su
membrana e incorporan el yoduro de propidio, que se une a los ndcleos, mientras que las células sanas
no lo hacen. Observamos que las células que incorporan IP son las que han internalizado el péptido
(Figura 11B). Para descartar que la muerte celular estuviera provocada por el péptido, las células se
incubaron con IP antes del tratamiento con el péptido y se observé que las células que internalizan el
péptido son las que incorporaron en el IP (Figura 11C). Por tanto, podemos concluir que en el cultivo
de neuronas el péptido Gnicamente es internalizado por las células que estaban muertas antes de ser

incubadas con él.
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Cx43566.283

Figura 11. Relacién entre muerte celular y captacion de péptidos penetrantes en el cultivo de neuronas. Imagenes
de microscopia de fluorescencia de neuronas tratadas con el péptido TAT-Cx43266-283 € incubadas con un anticuerpo contra
BIII-tubulina (TuJ-1); DAPI muestra los nucleos (A). En la figura B, se muestran células tratadas con el péptido TAT-
Cx43266-283 € incubadas posteriormente con IP (B) y células incubadas con IP previamente al tratamiento con el péptido
TAT-Cx43266-283; DAPI muestra los nucleos (C).

4.2. Estudio de la localizacién subcelular de péptidos penetrantes basados en la
conexina-43

La Cx43 interacciona con numerosas proteinas a través de su extremo carboxilo terminal,
entre las que se encuentran c-Src y ZO-1. Estas interacciones son imprescindibles para la accion de
la Cx43 como proteina supresora de tumores, por lo que se estudio la internalizacion y localizacion
subcelular de péptidos penetrantes que contienen diferentes regiones de la Cx43 implicadas en su

interaccidn con otras proteinas.

Ademas del peptido TAT-Cx43266-283, que contiene la region de la Cx43 que interacciona con
c-Src, se empled el péptido TAT-Cx43245283, que contiene también las dos tirosinas que son
fosforiladas por c-Src (Tyr247 y Tyr265). El péptido TAT-Cx43245.269 COntiene Unicamente estas dos
tirosinas y el péptido TAT-Cx43274-283 contiene exclusivamente el motivo de union al dominio SH3
de c-Src. El peptido TAT-Cx43372-332 contiene el dominio de union a PDZ que interacciona con ZO-

1. (Véase la Figura 2)

Las células se incubaron durante 30 minutos con los diferentes péptidos biotinilados, se fijaron
y se reveld la presencia de los peptidos mediante estreptavidina conjugada con Cy2. Las iméagenes se

tomaron en un microscopio de epifluorescencia.
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De este modo, observamos que la localizacion subcelular que alcanzan los péptidos
internalizados es diferente en funcion de la secuencia de la Cx43 que contienen (Figura 12). De
manera aislada, TAT se distribuye en todos los casos de manera uniforme por el citoplasma. Sin
embargo, los péptidos TAT-Cx43266-283 Y TAT-Cx43245.283 S€ desplazan hacia la membrana en los tres
tipos celulares empleados. En células de glioma C6, se observa que el péptido TAT-Cx43245-269
también se desplaza hacia la membrana, aunque esta localizacion no es tan clara en astrocitos y células
madre de glioma G166. Los péptidos TAT-Cx43274-283 Y TAT-Cx43245-260 tienen una localizacion

citoplasmatica similar a la que presenta la secuencia TAT.

TAT TAT-Cx43,65.553 TAT-Cx43,,45.,53 TAT-Cx43,,5,60 TAT-Cx43,,4 553

2

cé Astrocitos

G166

50 um {
Figura 12. Localizacion subcelular de péptidos penetrantes en astrocitos, células de glioma C6 y células madre de
glioma G166. Se muestran imagenes de contraste de fases y de microscopia de fluorescencia de células incubadas durante
30 minutos con una concentracién de 50 ]JM de TAT, TAT-CX43265.283, TAT-CX43245.283, TAT-CX43255.259, TAT-Cx43574-
2830 TAT-Cx43245-269.

Tras observar estas diferencias en la localizacion de los diferentes péptidos, quisimos estudiar
si esta localizacion se debia a las interacciones de la Cx43 con otras biomoléculas celulares. Como se
ha mencionado, el péptido TAT-Cx43266-283 contiene la region de la Cx43 que interacciona con c-Src,
por lo que realizamos inmunocitoquimica contra c-Src. Ademas, marcamos la fosfatidilserina (PS),

un fosfolipido con carga negativa que se encuentra en la cara citoplasmatica de la membrana
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plasmética y al que se une probablemente c-Src. De esta manera observamos que, aunque c-Src se
encuentra distribuido por el citoplasma, una parte del mismo se encuentra anclado a la membrana
plasmatica (Figura 13). De hecho, aparecen puntos de colocalizacion tanto con la fosfatidilserina

como con el péptido. Ademas, se observa colocalizacion entre el péptido y la fosfatidilserina.

Cx43p66.233
._" /

»

Fusion

Figura 13. Localizacién de c-Src, fosfatidilserina y Cx43266-283 en células de glioma C6. Se muestran imégenes de
microscopia confocal de células incubadas con el péptido Cx43266-283 para las cuales se ha realizado inmunocitoquimica
contra c-Src y se ha marcado la fosfatidilserina con anexina V. Los puntos de colocalizacion se muestran en blanco. La

barra de escala equivale a 20pm.
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5. DISCUSION

La Cx43 es una proteina fundamental en los astrocitos, ya que forma parte de las gap junctions
y regula la comunicacion intercelular, fundamental para controlar de forma coordinada procesos
como la proliferacion y la diferenciacion celular?®. Los niveles de expresion de esta proteina
disminuyen en los gliomas, los tumores del SNC mas frecuentes, de manera inversamente
proporcional a su malignidad. La restauracion de la Cx43 en células de glioma disminuye su tasa de

proliferacion y su tumorigenicidad, por lo que se la considera una proteina supresora de tumores.

Como posible estrategia terapéutica, se han generado péptidos penetrantes a partir de
diferentes regiones de la Cx43. En concreto, el péptido que contiene la region de la Cx43 que
interacciona con la tirosina kinasa c-Src (aminoacidos del 266 al 283), es capaz de mimetizar el efecto
de la Cx43 sobre la inhibicion de c-Src. La actividad de c-Src estd aumentada en células de glioma,

favoreciendo la proliferacion, la diferenciacion, la supervivencia y la migracion de estas células*.

Para conocer las posibilidades terapéuticas de este péptido es necesario, entre otras cosas,
conocer su cinética de internalizacién, tanto en células sanas como tumorales. Nuestros resultados
muestran que la internalizacion de este péptido es mayor en células tumorales, de hecho, en las
condiciones ensayadas, la internalizacién del péptido es inapreciable en neuronas y escasa en

astrocitos, mientras que es mucho mayor en células de glioma, incluidas las células madre de glioma.

La estrategia utilizada para la fabricacion de estos péptidos consiste en fusionar una region de
la Cx43 a la regidn penetrante de la proteina TAT, un péptido catidnico rico en residuos de lisina'y
arginina. La internalizacion de péptidos penetrantes basados en TAT parece estar mediada por los
proteoglicanos de heparan sulfato de la superficie celular, que actian como receptores para los grupos
guanidino de los residuos de arginina de TAT. El glicocalix de las células tumorales es
especialmente rico en glicanos con cargas negativas, entre ellos proteoglicanos de heparan sulfato,
acido glucuronico y acido sialico (véase la Figura 4). Este ambiente electronegativo en la superficie
celular podria estar favoreciendo la union e internalizacion de nuestros péptidos en las células de

glioma y ser responsable de la alta eficacia de internalizacion observada en nuestros experimentos.

Una vez internalizado, el péptido formado Unicamente por la region penetrante de TAT se
distribuye de manera uniforme por el citoplasma en todos los tipos celulares analizados. Sin embargo,
hemos observado que al afiadir determinadas secuencias de la Cx43 a la region penetrante de TAT,
éstas son capaces de dirigir la localizacion subcelular de los péptidos. En concreto, los péptidos que
contienen la region de la Cx43 que interacciona con c-Src (TAT-Cx43266-283 Y TAT-Cx43245-283) Se
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dirigen a la cara interna de la membrana plasmatica, mientras que el resto de péptidos presentan una

localizacidn citoplasmatica similar a la del péptido TAT.

En los estudios de colocalizacion, observamos que parte de c-Src se encuentra en la cara
interna de la membrana plasmatica en células de glioma C6, muy préximo a la fosfatidilserina. De
hecho, c-Src contiene en su extremo amino terminal un dominio SH4 que puede miristoilarse o
palmitoilarse’®. ElI dominio SH4 contiene ademas una serie de aminoacidos béasicos (Myr-
GSSKSKPKDPSQRRR, carga neta = +5) que median la interaccion con los fosfolipidos con carga
negativa, como la fosfatidilserina, presente fundamentalmente en la cara citoplasmética de la
membrana plasmatica. De esta manera, el dominio SH4 de c-Src facilita su union a la cara interna de
la membrana plasmatica. Nuestros resultados sugieren que los péptidos que contienen los
aminoéacidos del 266 al 283 de la Cx43 interaccionan mayoritariamente con la fraccion de c-Src que
se encuentra anclada a la membrana plasmatica. Esta localizacion puede ser debida, en primer lugar,
a su capacidad para interaccionar con c-Src y, en segundo lugar, por la interaccién entre los residuos
con carga positiva de TAT y los fosfolipidos negativos como la fosfatidilserina (Figura 14). La
localizacion subcelular especifica de estos péptidos contribuye al esclarecimiento de su mecanismo
de accion sobre la inhibicion de c-Src y el consiguiente efecto anti tumorigénico. Ademas, la mayor
eficacia de internalizacion de estos péptidos en células de glioma y, en particular, en células madre
de glioma, incrementa las posibilidades terapéuticas de estos péptidos en la lucha contra los tumores

P
N

NH, (miristoilado)

f \

C-terminal

Figura 14. Mecanismo propuesto de interaccion entre c-Src, los fosfolipidos con carga negativa de la cara interna
de la membrana plasmatica y el péptido TAT-Cx43266-283. El péptido esta formado por los aminoéacidos del 266 al 283
de la Cx43 (en rosa) y la regién penetrante de TAT (en azul). c-Src se representa en verde.
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6. CONCLUSIONES

1. La internalizacion de los péptidos TAT y TAT-Cx43266-283 €S rapida y dosis-dependiente en
astrocitos, células de glioma C6 y células madre de glioma G166 y GO9.

2. Los péptidos TAT y TAT-Cx43266-283 N0 son internalizados por neuronas, al menos con

tratamientos de cinco minutos.

3. Las células de glioma y, especialmente, las células madre de glioma, internalizan con mayor
eficacia péptidos penetrantes generados a partir de la secuencia TAT. Esto podria deberse al
elevado nimero de cargas negativas y proteoglicanos de heparan sulfato presentes en el
glicocélix de estas células, que estarian actuando como receptores para la secuencia TAT.

4. La localizacion subcelular de péptidos penetrantes basados en la conexina-43 depende de la
region de la conexina-43 empleada.

5. Los péptidos TAT-Cx43266-263 Y TAT-Cx43245.283, Una vez internalizados, se desplazan a la
cara interna de la membrana plasmatica, donde probablemente interaccionan con c-Src, que

se encuentra anclado a la fosfatidilserina.

Conclusion final: la localizacion subcelular especifica de TAT-Cx432¢6-283 ayuda a entender
su mecanismo de accion sobre la inhibicién de c-Src y su efecto antitumorigénico. Ademas, la mayor
eficacia de internalizacion de estos péptidos en células de glioma y, en particular, en células madre

de glioma, incrementa las posibilidades terapéuticas de estos péptidos en la lucha contra los gliomas.
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