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1-RESUMO

A conexina 43 € unha proteina amplamente distribuida en tddolos tecidos
estudados, desenrolando un papel moi importante na comunicacion
celular. Neste traballo mostranse resultados que verifican a presenza de
conexina 43 en cartilaxes articulares humanos, ademais da existencia de
proxeccions citoplasmaticas que comunican fisicamente 6s condrécitos en
tecido. Os resultados aqui mostrados suxiren que a Cx43 pode viaxar a
través do citoplasma utilizando os microtubulos e os filamentos de actina,
alcanzando calquer punto da membrana plasmética incluidas as
proxeccions citoplasmaticas. Ademais, estudando a cartilaxe de pacientes
con artrose (OA), puidemos demostrar que os condrécitos OA localizados
nas capas superficiais e intermedia do tecido, tefien altos niveles de
Cx43. Altos niveis de Cx43 relacibnanse con procesos inflamatorios e
dano tisular noutros tecidos. No caso dos condrocitos, a IL1-3 ou altos
niveis de glicosa no medio de cultivo desencadearon nun incremento da
Cx43. Incrementos da proteina, non sélo afectan a actividade das canles
de conexina na membrana citoplasmatica, tamén a outras actividades
relacionadas ca Cx43 e que poden ocurrir de forma independente a
funcion das canles. Moitas destas actividades modifican diferentes
cascadas de sinalizacion celular e estan relacionadas ca interaccion de
proteinas co dominio C-terminal da Cx43. Neste traballo utilizando co-
inmunoprecipitacion e espectometria de masas, identificaronse varias das
proteinas que interaccionan ca Cx43 en condrdcitos articulares
provenientes de doadorees sanos. Traballos previos no noso grupo de
investigacion demostraron que moitas das proteinas que interacionan ca
Cx43 como por exemplo a alpha-enolasa ou a anexina V, estan alteradas
en condrécitos de pacientes con OA. Ademais detectaronse proteinas que
suxieren que a Cx43 podria estar exercendo unha funcién a nivel nuclear
encaixando ca localizacion nuclear da Cx43 detectada en condrécitos en
cartilaxe OA.
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2-INTRODUCCION

A cartilaxe articular € o tecido que recobre as superficies 0seas nas
articulacions mobiles ™. A cartilaxe articular proporciona un revestimento,
apropiado caracterizado por ser un tecido liso e resbaladizo que impide o
roce dos 6sos durante o movemento ?. En adultos é un tecido avascular
e aneural composto por un unico tipo celular, os condrocitos (representan
2-5% do total do tecido), illados en lagoas embebidas nunha matriz
extracelular que eles mesmos sintetizan e mantefien . Os principais
componentes da matriz extracelular son os proteoglicanos, agrecanos,
colaxeno Il e auga. Morfoléxicamente o tecido dividese en 4 zonas: (1)
superficial ou tanxencial, (2), transicidbn ou intermedia, (3) profunda ou
radial e (4) zona calcificada ou tidd line; en cada unha das zonas os

condrécitos tefien unha morfoloxia caracteristica ! (Figura 1).

Liguido Sinovial

Oso subcondral

Figura 1. A esquerda amdsanse tddalas capas da carlilaxe articular. A dereita vese en

detalle a zona calcificada. Microscopia Optica. Hematoxilina-Eosina.

A pesar de que esta publicado que os condrécitos non estdn comunicados
fisicamente entre eles varios grupos empregando tecido animal e

condrdcitos en cultivo detectaron que os condrOcitos expresan unha
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proteina implicada en comunicacion célula-célula, a conexina 43 (Cx43).
Viuse inmunohistoquimicamente como en cartilaxes articulares de xeonllo
de rato e rata expresabase conexina 43 ! e mesmo hai estudos do
mantenemento da funcionalidade de esta proteina en condrdcitos en

cultivo illados da cartilaxe madura de vaca .

As conexinas conforman unha familia de proteinas transmembrana que
permiten a comunicacién célula-célula de forma directa, 6 formar canles
de comunicacion intercelular que garantizan o acoplamento eléctrico, este
tipo de comunicaciéon denominase gap juntions (GJ) e por elas pddense
intercambiar metabolitos (glucosa), segundos mensaxeiros (IP3) ou idns

(Ca*?), e recentemente viuse que siRNA 7 (Figura 2).

gap

membrane junction

BlOdotEDu © 2003, Professor John Blamire

Figura 2. Debuxo representativo dunha GJ.

Existen 21 tipos diferentes de conexinas ®, e segundo os tipos que estén
implicados na formacién da canle asi seran as suas propiedades de
conductancia e permeabilidade '°!. Cada conexina esta conformada por 9
dominios: 4 dominios transmembrana, 3 citosolicos e 2 extracelulares;
entre os dominios citosolicos atépanse os extremos N-terminal e C-

(20]

terminal **. Ambolos interactGian con outras proteinas citosélicas, e no
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caso do dominio C-terminal, a interaccion coas proteinas regula diferentes
rutas de sinalizacién celulares. Dos 21 tipos de conexinas, a Cx43 € a

méis amplamente distribuida entre os vertebrados 12,

As canles de gap juntions estan formados por dous conexdns ou
hemicanles, que son 6 conexinas ensambladas localizadas na membrana
plasmatica dunha célula e que o pofierse en contacto co conexdn doutra
célula forman unha canle que permite o contacto directo entre o

citoplasma de &mbalas duas células (Figura 3).

Clored Open

teansmembrane domains (M1-M4)
extraceiiylar loops (€1 and £2)

Cyroplasm cytoplasmic loop (CL)
- terminal domans { Nand O -
axtraceliutar

Cytoplasm

Nterm
(NH2)

C-term
(COOH)

Connexin ructure

UNSW Cell Biology, 2008 ANAT3231 Lecture 08-Cell Junctions
(http://cellbiology.med.unsw.edu.au/units/science/lecture0808.htm)

Figura 3. Formacion dunha gap juntions.Detalle dos dominios dunha conexina.

Unha célula pode formar conexoéns, sin que se forme unha canle con
outra célula, establecendo comunicacién co medio extracelular que a
rodea. A este tipo de canle denominaselle hemicanle.Os conexéns poden
estar formados por un unico tipo de conexina (homodimero) ou dous tipos
diferentes ou mais (heterodimeros). As canles poden estar formados por

dous conexdns iguais (homotipo) ou por dous conexoéns diferentes
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(heterodimero) ™. Dependendo da composicién da GJ, as propiedades
da canle van a ser diferentes afectando 6 tipo de moléculas que se poden

transferir.

As conexinas tefien un tempo de vida media corto, non mais dunhas
poucas horas. A degradacion ocorre a nivel da membrana plasmatica
mediante internalizacion da placa de conexion liberando as membranas

[14,15]

dos conexons As conexinas podense degradar por duas vias

difererentes: proteosomal ou lisosomal 2.

A nivel da cartilaxe articular, mediante microscopia éptica e electrénica de
varrido (Figura 4), o noso grupo detectou brazos ou proxeccions
citoplasmaticas que atravesan a matriz extracelular e comunican
fisicamente dous condrécitos localizados en lagoas distantes. Ademais
mediante reaccion en cadea da polimerasa a tempo real (QPCR) e
ensaios de inmunohistoquimica demostramos que o0s condrocitos

articulares de humanos adultos expresan altos niveis de Cx43.

Figura 4. Proxeccion citoplasmatica en condrocitos da cartilaxe articular humana.

Microscopia 6ptica de varrido.
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A carencia de comunicacion directa entre as células dun tecido é algo
deletéreo xa que impide que as suas células respodan de forma
coordinada ou simultdnea ante estimulos externos e internos, polo que a
presenza das canles de conexinas seguramente sexan esenciales para
manter a homoestase da cartilaxe articular adulta. De feito, a
comunicacion directa entre ceélulas mediante GJ estd considerada
actualmente como un mecanismo indispensable para o0 mantenemento da
homoestase celular no caso de tddolos tecidos estudados. Este tipo de
comunicacién esté virtualmente presente en tédolos aspectos do ciclo de
vida da célula, que vai dende a diferenciacién celular ata a stia morte ¢,
Hai estudos que suxeriron que as gap juntions median a coordinacion de
actividades celulares: morfoxénese, proliferaciéon e control do crecemento
71 Outros estudos indican que certas conexinas — conexina 26, 32 e 43-
tefien efecto como supresoras de tumores *8. Mutaciéns nas conexinas
alteran a sua expresion alterando a funionalidade da canle, o que é

s 1929 |ncluso hai

caracteristico dalgunhas enfemidades e neoplasma
estudos sobre a implicacion dos diferentes dominios da Cx43 na
regulacion do crecemento celular en corazén. Alguns destes estudos
suxiren que o dominio C-terminal da Cx43 pédese localizar a nivel nuclear
e decrecer a proliferaciéon celular 3. Outros estudos soportan esta
hipétese, xa que a deleccién da Cx43 afecta a expresién xénica a nivel
global. Por outra parte, moitas das funcibns da Cx43 en canto a
regulacion da porliferacion celular ou control da expresion xénica crese
gue ocorre independentemente a funcion da canle na membrana e estan
directamente relacionados ca interaccion de proteinas 6 dominio C-
terminal da proteina. Como ocorre a nivel do 6so % as gap juntions en
cartilaxe poderian contribuir a comunicacion ou amplificacion da resposta

condrocitica a sinais extracelulares.

A artrose é unha enfermidade crénica e dexenerativa, caracterizada pola
perda progresiva da cartilaxe articular ®? (Figura 5). Estimase
mundialmente que o0 9,6% dos homes e un 18% das mulleres maiores de

60 anos estan afectados . En Esparfia mais do 50% da poboacién maior
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de 60 anos padece a enfermidade e é a principal causa de incapacidade
B8l Actualmente asociaronse varios factores 6 desenrolo da artrose e a
destruccion da cartilaxe articular, alguns destos factores son: peso, idade
e sexo; pero descofiécese que € 0 que a inicia, e asociase a cambios no
fenotipo dos condrécitos ?4. Ademais a artrose asdciouse con patoloxias
de xeito concomicante, as mais prevalentes son a hipertension arterial e a

diabetes mellitus 2,

. Articular ||
" cartilage
'4:"»)

© | Degenerative

i Jjoint g

OMMG 2001

Arthritis of the Finger Joints Causes,
Degenerative Joint

Figura 5. A esquerda represéntase unha articulacioén san e a dereita unha artrésica.

Con todo este cofiecemento sobre a conexina 43 resulta interesante o seu
estudo en cartilaxes articulares con artrose e sans, e intentar enxergar a

sua posible impliacion no desenrolo da enfermidade artrosica.
Planteandonos os seguintes obxectivos:

1. Estudar a expresion e a localizacion da Cx43 nos condrocitos

artésicos e sans en tecido.

2. ldentificar as proteinas que se unen 6 dominio C-terminal da Cx43.

A conexina 43 media a activacion de diferentes vias de
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senalizacion celular, e as proteinas que interactian co seu dominio

C-terminal estan implicadas nesta regulacion.

3. Estudar si a glucosa ou a presenza de IL-13 ou TGFB3 modifican a
expresion da Cx43 ou os niveis da proteina en condrécitos en

cultivo.
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3-MATERIAL E METODOS

3.1-Cultivo celular de condrécitos
3.1.1-Obtencion das mostras de cartilaxe

As mostras de cartilaxe proceden das operacion de substitucion da
articulacion (xeonllo ou cadeira) por unha protese. Estas operacions
realizanse ante dlas situacions: (a) O paciente sofre artrosis e necesita a
substituciéon da articulacion como tratamento da enfermidade ou (b) o
paciente € unha persoa que sufriu unha fractura na articulaciéon e necesita
do seu substituciébn. Neste caso o0s pacientes poden ser sans ou
artrésicos. As operacion realizanse no CHUAC (Complexo Hospitalario
Universitario de A Corufia), e os pacientes donan o tecido de forma
voluntaria firmando un consentimento informado. As mostras de cartilaxe
de xeonllo tamén se poden obter das donaciéns de pacientes que sufriron
a amputacion dunha das extremidades inferiores. Tédalas doaciéns son

tramitadas a través do Biobanco do CHUAC.
3.1.2- Obtencion de condrocitos

Cando as mostras de tecido chegan 6 laboratorio son dixeridas mecénica
e quimicamente para obter os condrécitos. A dixestion mecanica consiste
en cortar a cartilaxe cun bisturi ata obter un triturado do tecido. Tras
isto, comeza a dixestion quimica que consiste no tratamento do triturado
tisular con tripsina 0.5g/ml (Sigma Aldrich, St Louis, MO, USA) en DMEN
(Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, con 4,5g L-Glucosa y L-Glutamina,
Invitrogen Life Technologies Inc, Paisley, UK) en axitacion a 37°C durante
10 minutos. Por decantacion eliminouse a tripsina-DMEM. Engadiuse
colaxenasa IV 2mg/ml en DMEM sumplementado con 5% SBF (Soro
Fetal Bovino, Gibco Invitrogen), deixouse en axitaciéon a 37 °C 18 horas.
Posteriormente filtrouse quedando retidos os anacos da cartilaxe que non
se dixeriron completamente. Centrifugouse 5 minutos a 1500rpm a
temperatura ambiente. O sobranadente decantouse, e o pellet

resuspendeuse en 20 ml de DMEM 5% SBF con 100ud/ml de penicilina e
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100pg/ml de estreptomicina. Colléronse 10pl para o reconto de células
nunha camara Neubauer (Marienfeld, Germany). Volveuse a centrifugar
nas mesmas condicions, o pellet resupendiuse en DMEM 10%SBF con
100ud/ml de penicilina e 100ug/ml de estreptomicina nun millon de
células/ml. Nos frascos de cultivo de 75cm? (Costar, Cambridge, MA,
USA) cultivanse 75.000 células e nos frascos (Costar) de 25cm? (BD
Falcontm™, Bredford, MA, USA), 25.000 células. Deixanse en DMEM
15%SEB (Soro de Embrion Bovino, Gibco Invitrogen) tratado con
Primocin 50mg/ml (InvivoGen) ata a sta confluencia. Este periodo de
crecemento non debe superar 5-6 semanas, xa que transcurrido este
tempo os condrdcitos comezan a diferenciarse a fibroblastos, perdendo as

sUas caracteristicas celulares fenotipicas e xenotipicas.

3.2-Cultivo de condrocitos en presenza de diferentes concentracions de

glicosa

As células credidas en frascos de 25cm? foron levantadas e pegadas en
placas de 6 pocillos con tripsina. Solo se cultivaron 3 pocillos, nos que as
células creceron en DMEM 15%SEB ata acadar a concluencia. Logo as
células mantivéronse 48 horas en duas condicions diferentes: (1) DMEM
15%SEF —€ o control de experimento- e (2) DMEM sen glicosa 1X (Gibco,
Invitrogen) suplementado con glicosa (Sigma) 1mM. O propio medio
DMEM contén 25mM de glucosa. Pasadas as 48 horas as células
tripsinizaronse. O pellet celular gardouse a -80°C.

3.2.1- Estudo da expresion do ARN
3.2.1.1-Extraccion de ARN

A extraccion do ARN dos condrocitos en cultivo fixose con TRIZOL®
Reagent (Invitrogen) segundo as instruccions do fabricante. A pureza da
extraccion determinouse achando o ratio 260/280nm e 260/230nm. Cada

extraccién tratouse con 1 pL de desoxirribonucleasa | 1U/ul e 2 uL de
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tampon de reaccion 10X [200 mM Tris-HCI (pH 8.4), 20 mM MgCl,, 500
mM KCI] (Invitrogen) completando ata 20 pL con auga. A reaccion
incubouse 15 min a 37°C. A reaccion frenouse con 1 uL de acido
etilendiaminotetraacético (EDTA) 25 mM (pH 8.0) durante 15 min a 65°C.
Cuantificouse co Nanodrop ND-1000 (Nanodrop, Wilmington, USA)
medindo cunha lonxitude de onda de 260nm. As extraccions gardaronse
a -80°C.

3.2.1.2-Reaccion en cadea da polimerasa

retrotranscriptasa (PCR-RT)

Tratouse 1pg do ARN con Superscript®Vilo™ cDNA Synthesis kit
(Invitrogen) no termociclador AB Science (Applied Biosystems,
Fragmingham, MA, USA) para a sintesis do ADN complementario (ADNc).
Primeiramente o ARN con auga sometiuse 10 minutos a 65°C para a
desnaturalizacion de estructuras secundarias do ARN. Posteriormente
engadironse 2 ul da Mix (5x Vilo Reaction: Random Primers, MgClI2+,
dNTPs, buffer). O programa para retrotranscribir consta dos segunintes
pasos: 10 minutos a 25°C, 60 minutos a 42°C, 5 minutos a 85°C e 4°C

para frenar a reaccién. O ADNc diluiuse 10 veces con auga.

3.2.1.3- Reaccion en cadea da polimerasa tempo real
(gPCR)

Para a cuantificacion do ADNCc realizouse una qPCR co LightCycler 480
SBRGreen | Master kit Real Time (Roche), no termociclador
LightCycler480 (Roche) seguindo o seguinte programa: 1 ciclo de 10
minutos a 95°C, para a activacion da Fast Start Tag ADN polimerasa e
desnaturalizacion da doble cadea de ADN; 55 ciclos de amplificacién
divididos cada un en tres fases: 10 segundos a 95°C para
desnaturalizacion, 10 segundos a 60°C para a hibridacion e 12 segundos
a 72°C para a extension; e finalmente o ciclo de desnaturalizacion para
alcanzar a temperatura de fusion (melting): de 95°C a 65°C; e un ultimo

ciclo de enfriamento de 20 segundos a 4°C.
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Os xens a amplificar son os que codifican para a conexina 43 e 45, o
transportador de glucosa 1 (GLUT1) e a enzima gliceraldehido 3 fosfato
deshidrogenasa (GADPH). Como xen de referencia (houseskeeping)
empregouse a hipoxantina fosforribosiltransferasa, HPRT1. Os cebadores
Usanse cunha concentraciéon de 10mM. Para tédolos casos o producto
amplificado ten un tamafo dunhas 200pb. As secuencias dos cebadores
(primers) amdsanse na taboa | e na taboa Il, onde tamén se inclien os

cebadores utilizados para amplificar o RNA das conexinas.

XEN SECUENCIA
5" — 3 (forward) 3'— 5" (reverse)
GADPH AAGCCTGCCGGTGACTAAC ACCCATGACTCAGCTTCTCC
GLUT1 GCATCCAAGCTGTGTCCAAT GAACAGAATGGGTTGCAAAGA
HPRT1 TGACCTTGATTTATTTTGCATACC CGAGCAAGACGTTCAGTCCT
Téboa |: Secuencia dos cebadores GADPH, GLUT1 e HPRT1.

XEN SECUENCIA

5" — 3 (forward) 3"— 5" (reverse)

Conexina32 ARNm TGAGACCATAGGGGACCTGT TCATCACCCCACACACTCTC

Conexina 40 ARNm AAGTCCAGGGAGGAGGAAAA TCGTATCACACCGGAAATCA

Conexina43 ARNm  CAATCACTTGGCGTGACTTC A\ AcGAAAGGCAGACTGCTCA

Conexina 43 ARNp TTGCAATCTGTGATCCTTGAA AACGAAAGGCAGACTGCTCA

Conexina 45 ARNm ATCTGGAAAAATTGCAATCAAAA CTGTAAGGACGATCCGGAAG

Conexina 45 ARNp TGGGTAACCGAAGTTCTGGA TCCAGGATCCAGGTAAAAACC

Conexina46 ARNm ACCGCACGTGTGAAAGGAAT GAAGATGAACAGCACGGTCA

Conexina46 ARNp ATGCCTGTCCTGTGGAGAAG GAAGATGAACAGCACGGTCA

Taboa Il. Secuencia dos cebadores empregados para diferentes conexinas.
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3.3- Co-inmunoprecipitacion

As células foron crecidas en frascos de 162cm? ata a sta confluencia en
DMEM 5% SEB (Gibcco, Invitrogen). Posteriormente as células foron
lavadas duas veces co medio HBSS (Hanks Balanced Salt Solution 1x sin
CaCl2 y MgCI2, Gibco Invitrogen), tripsinizadas e recollidas en DMEM
5%SEB para un tubo (BD Falcon) onde previamente engadiramos una
baixa concentracion de formaldehido 37% (peso/vol) (Sigma), 400ul/ml
(concentracion final 1%). O formaldehido actuou 15 minutos, tempo no cal
fixa os enlaces entre as proteinas (crosslinked). Posteriormente os restos
de formaldehido neutralizaronse con glicina (Sigma) 1M, 141pul/ml
(concentracion final 125mM), durante 5 minutos. Centrifugouse 5 minutos
a 2000 rpm, o pellet lavouse con PBS (Tampdn Fosfato Salino, MP) que
contifia fluoruro de fenilmetilsulfonil, PMSF 1M (Sigma) e as células
lisadas con tampon de InmunoPrecipitacion (tampén IP) (50mM Tris-HCI
pH 7.5, 5mM EDTA pH 8, NP-40 0,5% vol/vol, Tritébn x100 1,0% vol/vol,
150mM NaCl) que contiia PMSF e Cocktail de inhibidores (Protease
Inhibitor Cocktail, Sigma) para impedir a accién das proteasas. O lisado

celular gardouse a -80°C.

Para a co-inmunoprecipitacién ?® (ColP) empregaronse esferas de
agarosa (beads) (SantaCruz Biotechnology, INC). 50ul das esferas de
agarosa previamente lavadas duas veces con tampén IP-PMSF
engadironse a 1 ml do lisado celular para eliminar posibles
inespecificidades antes de engadir o anticorpo. Neste punto gardanse
50pl de extracto celular total. A mostra dividiuse en 500ul como control
negativo e 500ul para a ColP, ambos 500ul levaronse a 1ml con tampon
IP. O control negativo procesouse igualmente pero sen anticorpo. As
mostras foron incubadas durante 45 minutos a 4°C en rotacidon. Despois
de eliminar as beads mediante centrifugacién (2000rpm, 30 segundos),
1pg de anticorpo foi engadido e despois dunha hora a 4°C en rotacion
engadironse 50ul de beads lavadas con tampén IP. Deixouse durante

toda a noite a 4°C en rotacion. As beads foron recuperadas despois de 5-
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7 lavados con tampon IP para eliminar os restos das proteinas non unidas
0 anticorpo. Para recuperar os complexos proteicos engadiuse 30ul de
tampon de carga (5%, 10% SDS, 200mM Tris-Base pH 6,8, 50% glicerol,
0,1% azul bromofenol, B-mercaptoetanol) quentando a mostra a 372C
durante 30 minutos e posteriormente 10 minutos a 95°C. O tampon de

carga coas proteinas gardase a -80°C.

3.4- Western Blot

Para a realizacion do Western Blot fixose unha electroforesis SDS-PAGE
para a separacion por peso molecular das proteinas, en xeles de
Acrilamida/Bisacrilamida 6 10% en cristais de 1.5mm de grosor co
Tampdn de Electroforesis (2,5 mM Tris-Base, 19,2 mM Glicina, 0.01%
SDS) co sistema MiniProtean Il Cell (Bio-Rad, Richmond, CA, USA). O
marcador utilizado foi PageRuler'™Prestained Protein Ladder de
Fermentas. Cargaronsen 10ul do extracto total celular con tampon de
carga (1x), do control negativo e da ColP. O xel correuse durante hora e
media a 80V. Usouse a membrana de transferencia de PVDF de 7x8cm?
(Millipore CO, Bedford, MA, USA) previamente activada en metanol 5
minutos e 5 minutos en auga, duas veces. Equilibrouse en 10% de
metanol (VWR Prolabo BDH), 1x de tampon de transferencia (Tris-Base,
Glicina, SDS) e auga. O xel tamén se equilibra ca membrana e as
esponxas 15 minutos a 4°C. A transferencia fixose en Trans-Blot SD
Semi-Dry Transfer Cell (Bio-Rad) durante 1 hora a 20V. Verificouse a
transferencia tinguindo con Ponceau (Sigma), eliminaronse os restos con
tamon de lavado (2mM Tris-Base, 150mM NacCl, 0,05% Tween, ph 7.5).
Bloqueouse unha hora con leite 6 5% para evitar posibles uniéns
inespecificas. Incubouse co anticorpo primario antiCx43, 1:500,
(SantaCruz Biotechnology) 18 horas en axitacion orbital a 4°C. O
anticorpo secundario policlonal de coello anti-cabra-HPR (Dako) esta
conxugado con peroxidasa, emprégase a unha concentracion 1:2000

durante 1 hora a temperatura ambiente en axitacion orbital. Para revelar a
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membrana empregouse o0 kit ECL de quimioluminiscencia (Western
Blotting Detection Reagent, GeHealthcare), permite a deteccion de
antixenos empregando anticorpos conxugados con peroxidasa o engadir

luminol como sustrato; e a camara Las3000 (Fujifilm, Tokio, Japon).

3.5- Tinguidura do xel con coomassie Brillant Blue G-250 e extraccion de

péptidos

Unha vez comprobado co Western Blot a presenza da conexina 43. fixose
outro xel coas mesmas condicions cargando nel 40ul do control negativo
e da ColP. Deixouse correr 30 minutos a 60V. Tinguiuse con Coomassie
Brillant Blue G-250 0,1% en metanol 6 50% durante 15 minutos, logo
fixouse en 45% de metanol e 10% de acido acético glacial (Panreac PRS)
dias veces 15 minutos e deixouse en agua destilada ata a sua total
destinguidura. O xel escaneouse con ImageScanner (GeHealthcare).
Cada carril foi cortado en 3-4 bandas, e estas en varios anacos. As
bandas trataronse con metanol 6 50% durante 15 minutos a 37°C, tres
veces, lavaronse con auga HPLC (Lab-Scan Analytical Sciences, Poland),
engadiuse acetonitrilo HPLC (ACN) (Fluka Analytical, Sigma) para
deshidratar, repetindo ata a total liberacion do colorante. Redlcense con
10mM de DL-ditiotreitol (DTT) en bicarbonato amoénico 25mM (AmBi)
(Sigma) e alquilase con 54mM iodoacetamida (IAA) (Sigma). Una vez
estan as pontes disulfuro rotas polo DTT e a oxidacién bloqueada co IAA,
deixouse en tripsina (6,6 7ug/ml, Roche) tres horas e logo en Ambi 25mM
15 horas a 37°C. Vortearonse unha hora, sonicaronse 30 minutos e
recolleuse o extracto a un eppendor novo, logo fixéronse 3 extraccion
peptidicas con 50% ACN e 0,1% trifouroacético, TFA, (Fluka Analytical,
Sigma). Os péptidos extraidos xuntaronse co primeiro extracto e
evaporaronse na centrifuga de baleiro Savant SPD121P SpeedVac
Concentrator (Thermo Fisher Scientific Inc), gardaronse a -20°C.
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3.6-Purificacion dos péptidos mediante columnas Stage Tips Cig

Os peéptidos evaporados reconstituironse en 100ul de TFA 0.5%,
vortearonse, sonicaronse e douselles un pulso, antes de pasar polas
columnas. Antes do paso da mostra as columnas deben acondicionarse.
Primeiramente engadironse a cada columna 50ul de metanol para
activalas, centrifugouse a 2000 rpm durante 2 minutos. Do mesmo xeito,
centrifugando a 2000 rpm 2 minutos, pasaronse 100ul do tampdn B (80%
AcN e 0.5%TFA) unha vez e duas veces o tampon A (0.5% TFA). Xa
acondicionadas pasaronse as mostras, igualmente por centrifugacion. As
mostras foron lavadas con 100ul do tampdn A tres veces e eluidas con
100pl de tampoén B duas veces. O eluido da mostra non se pasou polas
columnas mediante centrifugacion sendn por presion cunha xiriga. Os
péptidos eluidos evapéranse na centrifuga de baleiro Savant SPD121P
SpeedVac Concentrator (Thermo Fisher Scientific Inc), gardaronse a -
20°C.

3.7-Cromatografia liquida acoplada & espectrometria de masas (NanoLC-
MS/MS)

As mostras secas e gardadas a -20°C reconstituironse en 7ul de fase
mobil A (0,1% TFA e 2% ACN) vortearonse, sonicaronse e douselles un
pulso. Pasaronse a viales con puntas de pipeta Gel Loader. Os viales
colocaronse na placa de mostras do Tempo™ Nano-LC (Applied
Biosystems) e inxectaronse 5ul a un fluxo de 15ul nunha precolumna Cig
(Michrom, 0,5x0,2 mm) na cal se produxo a concentracion e o desalado
péptidos durante 15 minutos. Os péptidos desalados cargaronse nunha
nanocolumna (Intergrafit C1g, Proteopep™ II, 75um id, 15cm, 5um, 3004,
New Objetive, USA) onde tivo lugar a separaciéon dos mesmos a un fluxo
constante de 350nl/min. O gradiente empregado para a separacion dos
péptidos comezou cun 95% de solucién A (0,1% TFA e 5% ACN) e un 5%
de solucion B (0,1%TFA e 80% ACN) ata un 50% de solucion B durante

27 minutos como se mostra na taboa lll. Os péptidos eluiron da columna
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mesturandose ca matriz  a-ciano-4-hidroxi-trans-cinamico  (3mg/ml
(Sigma), 70% ACN, 0,1% TFA) e plaqueéronse sobre unha placa Maldi
cada 15 segundos mediante un sistema de fraccionamento chamado Sun
Collet MALDI Spotter/Micro-Fraction Collector (SunChrom

Wissenschaftliche Gerate GmbH, Germany).

Tempo (minutos) % Solucién A % Solucion B

0 95 5
3 95 5
30 50 50
32 20 80
34 20 80
38 95 5
50 95 5

Taboa Ill: Gradiente empregado na cromatografia liquida

3.8-Espectrometria de masas (MALDI TOF-TOF)

O cromatograma do Tempo™ Nano-LC (Applied Biosystems) que contén
0s péptidos separados na placa Maldi, analizaronse no espectrometro de
masas MALDI TOF-TOF 4800 Analyzer (Applied Biosystems,
Fraeningham, MA, USA) en funcién da relacion masa/carga (m/z) obtendo
0s correspondentes espectros de “pegada peptidica’. Os mellores
péptidos adquiridos durante a analise de masas foron fragmentados,
obtendo deste xeito os espectros de fragmentacion de masas/masas
(MS/MS) (MALDI TOF-TOF) que son as que se empregaron para a

identificacion mediante programas informaticos.

3.9-ldentificacién das proteinas

Os espectros de fragamentacion analizaronse co programa informatico

ProteinPilot 3.0 (Applied Biosystems). Este programa identifica as
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proteinas utilizando o algoritmo de busqueda Paragon para comparar a
secuencia de aminoacidos dos péptidos obtida experimentalmente ca
secuencia tedrica de tdédolos péptidos na base de datos Uniprot-
SwissProt. Os parametros empragados na busqueda foron: tripsina como
enzima de dixestion e IAA como axente alquilante dos residuos de
cisteina. Ademais, na lista final de proteinas soamente foron incluidas
aguelas que tiveron polo menos dous péptidos distintos identificados cun

95% de confianza e un ProtScore maior ou igual a 1,3.

3.10- Estudos histoléxicos

A realizacion das distintas técnicas histoloxicas, de seguido redactadas,
foron realizadas polos Servizos Centrais de Histomorfoloxia do INIBIC.

A imaxes foron observadas co microscopio Olympus BX61, as fotografias
foron quitadas ca camara dixital DP71 (Olympus), e co software DP
Controller e DP Manager. A cuantificacion da positividade nas técnicas
inmunohistoquimicas realizouse co programa AnalySIS® 5.0 (Olympus

Biosystems Hamburg, Germany).

3.10.1- Tecido
3.10.1.1-Procesamento da cartilaxe

Inmediatamente trala ciruxia a cartilaxe tallouse, orentouse, fixouse e
conxelouse no medio criosolidificable TissueTek®0.C.T™ (Sakura
Finetek, Holanda) en criomoldes de plastico TissueTek mediante a sta
inmersion en isopentano (Merk) previemente levado a seu punto de
conxelacion (-50°C) enfriado en nitréxeno liquido (-180°C). As mostras
foron talladas no criostato e colacadas en portaobxetos onde se fixaron
por deshidratacion celular en acetona a 4°C 10 minutos, deixaronse secar
uns minutos a temperatura ambiente. Sobre estas mostras realizaronse
duas técnicas histoloxicas: Safranina O-Fast Green, Hematoxilina-Eosina,

e inmunohistoquimica utilizando diferentes anticorpos con contratincion de
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Hematoxilina de Gills (Merk). Os anticorpos utilizados son: anti-colaxeno
tipo 1, anti-Cx43, anti-Cx45, anti-Cx32, anti-Cx46 e anti-PCNA.

3.10.1.2-Hemotoxilina-Eosina

Os portaobxectos cas mostras xa fixadas e secas sumerxéronse en
Hematoxilina de Harris (Merck) durante 5 minutos. Fixose o viraxe con
auga do grifo ata que o colorante se volvese azul ou azulén. Sumeérxese,
de novo, cinco minutos en eosina. Deshidratouse con varios pases en
alcol etilico de 96° (Valenalcol S.L.), logo outros pases en etanol absoluto
(Panreac Quimica SAU) ata a total deshidratacién das mostras. Tras isto
as mostras aclararonse en xilol (Panreac Quimica SU). Por ultimo

montaronse en DePex (BDH GUN®), medio de montaxe permanente.
3.10.1.3-Safranina O Fast Green

Os portaobxectos cas mostras xa fixadas e secas, foron tinguidos con
Safranina O (Safranina O en alcol etilico de 50°C) durante 30 minutos,
lavaronse con auga destilada nun Unico pase. Tinguironse con verde luz
(verde luz, auga destilada, &cido acético glacial e auga acética) en catro
pases. Deshidratouse en alcol etilico de 100°, aclararonse con xilol
(Panreac Quimica SU) e montaronse con DePex (BDH GUN®), medio de

montaxe permanente.
3.10.1.4-Inmunohistoquimica

Os portaobxectos cas mostras xa fixadas e secas lavaronse con PBS
(MP) durante 10 minutos. Rodearonse con lapis de aceite (Dako),
volvéronse lavar con PBS (MP). Inhibiuse a peroxidas endoxena durante
10 minutos con Peroxidase Blocking Solution (Dako). Lavouse con PBS
(MP). Incubouse unha hora co anticorpo primario: anti-colaxeno Il 1:200
(raton anti-human colaxeno Il, Chemicon), anti-Cx43 1:50 (raton anti-
Cx43, BD Bioscineces), anti-Cx32 1:50 (raton monoclonal Cx32, Abcam),
anti-Cx45 1:1000 (raton anti-human cx45, Millipore (Upstate, Chemicon,

Lincon), anti-Cx46 1:100 (ratén anti-human monoclonal Cx46, SantaCruz
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Biothecnology) e PCNA 1:100 (raton anti-PCNA, Calbiochem). As
diluciéns do anticorpo prepéronse con tampoén 0,05mol/L Tris-HCI pH 7,6.
O anticorpo primario lavouse tres veces, durante 10 minutos cada vez,
con PBS (MP). Incubouse co anticorpo secundario Polymered Envision
plus policlonal kit Envision™ Detection Systems Peroxidase/DAB,
Rabbit/Mousse (Labelled polymer-HPRT).O anticorpo secundario lavouse
tres veces, 10 minutos, en PBS (MP). Incubouse co croméforo DAB
[(crombxeno mais sustrato) sendo a solucion do tampon sustrato a pH 7,5
(contén perdoxido de hidréxeno) mais diaminobencidina (3,3-
diaminobenzidine chromogen solution) na proporcion (1:50)]. A DAB
decantouse e a reaccion frenouse con auga destilada mantendo baixo o
microscopio Optico ou espéranse 2-5 minutos. Contratinguiuse con
Hematoxilina de Gill-lll  (Merk). Fixéronse pases en concentracions de
alcol etilico crecentes (70°, 96°, 100°) para a deshidracion das mostras.
Aclararonse en xilol (Panreac Quimica SU) e montaronse con DePex

(BDH GUN®), medio de montaxe permanente.
3.10.2-Condrdécitos en cultivo
3.10.2.1-Procesamento dos condrécitos

As células crecidas en frascos de 25cm? son tripsinidas e pegadas en
Chambers Sliders (Millipore) de oito pocillos, deixdronse en DMEM
5%SEB 5 horas. En cada pocillo mantense unha condicion diferente.
Tras, polo menos, 18 horas dependendo do experimento, as células foron
fixadas por deshidratacion celular con 200ul de acetona durante 10
minutos a 4°C, retirase e secaron a temperatura ambiente. Gardaronse a -
20°C envoltas en papel de aluminio ata a realizacion da técnica. Sobre as
Chambers Slider realizouse unha tincion inmunohistoquimica con

contratincion de Hematoxilina de Gills para a deteccion de Cx43.
3.10.2.2-Inmunohistoquimica

Os mostras gardadas a -20°C deixaronse deconxelar uns 30 minutos. As

Chambers Sliders foron desmontadas antes do comezo da técnica.
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Lavaronse con PBS (MP) durante 10 minutos. Rodeéronse con l4pis de
aceite (Dako), volvéronse lavar con PBS (MP). Inhibiuse a peroxidas
enddxena durante 10 minutos con Peroxidase Blocking Solution (Dako).
Lavouse con PBS (MP). Incubouse unha hora co anticorpo primario: anti-
Cx43 1:50 (raton anti-Cx43, BD Bioscineces),. A dilucion do anticorpo
preparouse con tampén 0,05mol/L Tris-HCI pH 7,6. O anticorpo primario
lavouse tres veces, durante 10 minutos cada vez, con PBS (MP).
Incubouse co anticorpo secundario Polymered Envision plus policlonal kit
Envision™ Detection Systems Peroxidase/DAB, Rabbit/Mousse (Labelled
polymer-HPRT).O anticorpo secundario lavouse tres veces, 10 minutos,
en PBS (MP). Incubouse co cromoforo DAB [(cromOxeno mais sustrato)
sendo a solucion do tampén sustrato a pH 7,5 (contén peroxido de
hidroxeno) mais diaminobencidina (3,3-diaminobenzidine chromogen
solution) na proporcion (1:50)]. A DAB decantouse e a reaccion frenouse
con auga destilada. Contratinguiuse con Hematoxilina de Gill-lll (Merk).
Fixéronse pases en concentracions de alcol etilico crecentes (70°, 96°,
100°) para a deshidracion das mostras. Aclararonse en xilol (Panreac
Quimica SU) e montaronse con DePex (BDH GUN®)
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4-RESULTADOS

4.1-Expresion de conexinas en condrocitos en cultivo

Segundo o tipo de conexinas que se expresan en tecidos similares a
cartilaxe, decidimos investigar o patron de expresion de diferentes
conexinas (Taboa Il) en cartilaxes de doadores sans. A expresion de
conexinas en condrécitos primarios en cultivo de cartilaxe articular
humana de cadeira e xeonllo medida mediante qPCR (Figura 6) indica
que a Cx43 exprésase a altos niveis. A Cx45 tamén se expresa, ainda
que a niveis moito menores. No caso da Cx26 os seus valores de
expresion son desprezables. Dado que a Cx45 mostra valores para ARN
mesaxeiro (ARNm) e ARN primario (ARNp) nuns niveis baixos pero
detectables realizouse unha inmunohistoquimica para a Cx45 e ver asi si
existia proteina nos condrécitos (Figura 6). Utilizando un anticorpo
especifico para a Cx45, non se detectou positividade. Polo tanto
concluimos gque nos condrécitos primarios en cultivo de cartilaxe articular

humana de cadeira e xeonllo solo se expresa a Cx43.

Expresion de conexinas
- en condraocitos en cultivo Cx45 Control Negativo
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Figura 6. Expresién de diferentes conexinas en condrécitos primarios en cultivo de
cartilaxe articular humano de cadeira e xeollo. A imaxe correspondente os resultados
obtidos na inmunohistoquimica utilizando anti-Cx45. O control negativo mdstrase a

dereita.
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4 .2-Localizacién da Cx43 en condrdécitos en cultivo

Tras saber que os condrdcitos en cultivo expresan Cx43 o seguinte paso
€@ ver a localizacion desta proteina. Para isto fixéronse técnicas
inmunohistoquimicas para detectar a Cx43 en condrécitos en cultivo
(Figura 7). A Cx43 localizase na membrana plasmatica, o que é de
esperar xa que é unha proteina transmembrana, tanto cando a célula esta
rodeada de medio de cultivo como cando limita con outra célula, polo que
poderia estar formando GJ entre &mbalas, neste caso vense claramente
puntos marrons de positividade da técnica (frecha azul e gris). A Cx43
esta presente no citoplasma, de xeito esvaido, o que poderia indicar que
se esta a ensamblar ou viaxando en vesiculas hacia a membrana. As
conexinas durante a sla sintese pasan polo reticulo endoplasmético e o
aparello de Golgi, a través destes organulos as conexinas vanse
ensamblando ata formar os conexdns que son liberados ha membrana en
vesiculas transportadas por filamentos de actina e microtibulos 3,
Ademais de todas estas localizacions celulares (membrana plasmatica,
citoplasma) a Cx43 atOpase nas proxeccions citoplasmaticas que se
establecen entre as células. A presenza da Cx43 nas proxeccidéns suxire
que a comunicacion, a GJ, estase a formar en calquer punto da
membrana plasmatica da célula incluida as proxeccions (frechas

vermellas).

Para cerciorarnos de que 0s condrocitos mantifian o seu fenotipo en
cultivo fixose una inmunohistoquimica para detectar colaxeno tipo Il
(Figura 8).
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Conexina 43

Figura 7. Inmunohistoquimica anti-Cx43 en condrdcitos en cultivo.

Control Negativo
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Figura 8. Inmunohistoquimica para estudar a expresion de colaxeno tipo Il o que

demostra que os condrocitos mantifian o seu fenotipo en cultivo.

4 .3-Localizacién da Cx43 en tecido

Evaluada a expresion e localizacion da Cx43 en condrécitos primarios en
cultivo de cartilaxe articular humano de xeonllo e cadeira, compre agora
ver si en tecido acontece 0 mesmo. Para isto realizouse a mesma técnica
inmunohistoquimica (Figura 9). No tecido vese como a Cx43 localizase no
borde das lagoas, 0 que comunicaria a célula ca matriz extracelular. Na

matriz detéctanse puntos positivos para a Cx43, sen verse implicada
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ningunha lagoa. Isto apoia a hipétese de que a comunicacion entre 0s
condrdcitos suceda o longo das proxeccions citoplasméticas que forman
entre eles. Os puntos positivos para a Cx43 no medio da matriz
corresponderianse a puntos de comunicacion, GJ, entre as células, que

se formarian na proxeccion.

Conexina 43

- ] . e
¥ . %

Figura 9. Inmunohistoquimica anti-Cx43 en tecido.

4 .4-Localizacion das conexinas 32, 46 e 45

Mediante ensaios de expresién xénica utilizando tecido vimos que o0s
condrécitos en tecido expresan mais dun tipo de conexina, polo tanto as
técnicas inmunohistoquimicas en tecido ampliaronse as conexinas: 32,
45, 46 (Figura 10).

En tecidos de cartilaxe articular san vese a presenza de Cx32 e Cx46 nas
lagoas (Figura 10A), mentres que en condrocitos en cultivo as Cx32 e
Cx46 non se expresaban (Figura 6). A mesma técnica empleouse en
tecidos OA en diferentes grados da enfermidade (Figura 10B). O
comparar os tecidos sans cos tecidos OA apréciase un aumento da
proteina en algun dos pacientes estudados, mentres que noutros non se
detectou positividade. Non se atopou un patrén especifico que caracterice

as mostras de pacientes con OA.
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No caso da Cx45 tamén detéctase a proteina en tecido mentres que en
condrécitos en cultivo non (Figura 6). O igual que para a Cx32 e Cx46, a
proteina esta alterada tecidos OA (Figura 10C), pero a diferenza de elas
na Cx45 podese establecer un patron da distribucion nas diferentes zonas
que compofien a cartilaxe (Figura 10D). En tecido a diferenza na
cantidade da Cx45 entre cartilaxes sans e OA € estadisticamente
diferente, sendo a diferencia menos apreciable nas capas méis profundas.
No caso dos tecidos OA a diferenza entre a zona superficial e a
intermedia respecto a profunda € moito maior. A presenza da Cx45 na

zona superficial-intermedia e moito mais patente que nas zonas mais

profundas.
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Figura 10. Inmunohistoquimicas para as conexinas 32 e 46 en tecidos sans (A) e OA (B).
(C) Inmunohistoquimicas para a Cx45 na cartilaxe en tecidos sans e OA. (D)
Cuantificacion de sinais positivas para a Cx45 detectada nas diferentes capas da
cartilaxe. Mediatdesviacion tipica n=3 sanos y n=10 artrésicos. Test de Kruskal-Wallis

con test de Comparacion Mdltiple de Dunn.
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4.5-Localizacion da Cx43 en tecidos sans e artrésicos

Igual que cas mostras selecionadas para o estudo da presenza da Cx32,
Cx46 e Cx45, antes de estudar a localizacion da Cx43 en cartilaxe de
pacientes con OA, realizouse unha tincion de Safranina O Fast Green, en
todos os tecidos utilizados. Na figura 11 representanse tres tecidos de
diferente grao de OA (Figura 11C). Os tecidos foron agrupados en
diferentes grados segundo a puntuacion de Mankin.

Despois de estudar a expresion xénica da Cx43 en tecidos sans e OA
(Figura 11A e B), analizouse a presenza da Cx43 nas diferentes capas
da cartilaxe e nos diferentes graos da enfermidade (Figura 11D). As
imaxes foron cuantificadas e segundo os datos que se ven no gréfico
(Figura 11D) en OA a presenza da Cx43 e moito maior que en cartilaxes
sans. En tecidos sans a diferenza entre a capa superficial e a intermedia e
case desprezable pero no caso dos tecidos OA a capa superfical-
intermedia, donde se detecta maior dano incluso en tecidos de grao | e I,
ten moita maior cantidade de Cx43 que nas zonas profundas. Ademais na
inmunohistoquimica tamén se ve que nos tecidos de pacientes con OA,
alguns condrécitos contefien sinais positivas da Cx43 no do nucleo celular
(Figura 11D).
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Figura 11. (A) Expresion xénica de Cx43 en condrocitos primarios en cultivo. (B)
Expresion xénica de Cx43 en condrécitos en tecido. (C) Tinciéon Safranina A Fast Green
para tres tecidos con diferente grao de OA. (D) Distribucién da Cx43 nas diferentes
capas da cartilaxe en catro tecidos de grao crecente da enfermidade coa correspondente
grafica da cuantificacién da Cx43. Mediatdesviacion tipica n=4. Test Kruskal-Wallis y

test de Comparacion Mltiple de Dunn.

4 .6-Proteinas unidas 6 dominio C-terminal da Cx43

A Cx43 interactla con varias proteinas a través do seu dominio C-
terminal. Cambios na Cx43 afectan a activacion de mdultiples rutas de
sinalizacion celular a través da interaccion de proteinas con dominio C-
terminal da Cx43. Para poder caracterizar que proteinas interaccionan co
dominio C-terminal da Cx43 en condrdcitos articulares, levamos a cabo
unha técnica de inmunoprecipitacion das proteinas que interaccionan ca
Cx43 e posteriormente identificamolas mediante espectrometria de

masas. De entre esta lista de proteinas, destacan as proteinas de
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citoesqueleto (Taboa IV). Sébese que a Cx43 incluida en vesiculas
interacciona directamente cas proteinas do citosqueleto que son o0s
encargados de transportar as vesiculas que contefien 0s conexons ata o

[13 Os resultados

punto da membrana plasmatica onde se liberan
mostrados na taboa IV suxiren que os microtubulos de tubulina e os
filamentos de actina podrian ser os elementos do citosqueleto encargados
do movemento dos conexdns no citoplasma e do transporte a membrana
plasmatica. Os resultados obtidos servironnos como control da co-
imnuprecipitacion e como demostracion que en condrdcitos articulares, o
igual que ocorre en outros tipos celulares, os conexéns tameén poderian
viaxar a través de estos compofientes do citoesqueleto. Nas taboas V-XIV
mostranse as diferentes proteinas identificadas segun a sua funcién ou

localizacién celular.

% %
Nome da proteina ID Punt. N°Pep. Cov Nome da proteina ID Punt. N°Pep. Cov
Microtubulos Filamentos de actina y proteinas relacionadas
Tubulin alpha-1A Actin,
chain Q71U36 22 12 41,2 cytoplasmatic-1 P60709 32 17 57,3
Tubulin alpha-1B Actin,
chain P68363 12 7 22,6 cytoplasmatic-2 P63261 32 16 57,3
L‘jgi‘#'” alpha-1C Q9BQE3 23 13 414 Alpha-actinin-l P12814 11 6 224
Tubulin beta 2A chain Alpha - actinin-3 Q08043 2 1 2,2
;‘:Zi‘#'“ beta 28 Q9BVAL 20 14 28,1 Alpha-actinin-4 043707 13 7 167
Tubulin beta 2C chain ~ P68371 7,7 5 26,1 ACln apha P68133 4 2 88
skeletal muscle
Tubulin beta chain Po7437 22 15 40g Actin-releated QUPIUL 2 1 96
protein 3B
Filamentos intermedios Caldesmon Q05682 3 2 10,1
Plectin Q15149 2 59 1 Gelsolin P06396 2 1 4,9
Vimentin P08670 82 47 81,6 Profilin-1 PO7737 2 1 10
Tropomyosin
Otros alpha 4-chain P67936 7,5 4 20,2
Cytosl_(eleton— ) Q07065 8 4 18,8 Tropomyosm beta P0O7951 2 1 18
associated protein 4 chain
Filamin P21333 66 29 25,7 Vinculin P18206 6 3 16,4
Moesin P26038 10 5 13,9
Myosin-1b 043795 2 1 4,2
Myosin-9 P35579 14 7 9,8
Radixin P35241 4 2 11

Taboa IV. Proteinas de citoesqueleto
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Nome da proteina ID Puntuacion  N°Pept. % Cov

Transcripciéne replicaciéon de ADN

Cullin-associated NEDD8-dissociated protein 1 Q86VP6 2 1 2,1
Elongation factor 1-gamma P26641 4,04 3 16,3
Elongation factor 2 P13639 18,81 10 20,8
DNA replication licensing factor MCM8 Q9UJA3 1,52 1 7,7
Importin subunit beta-1 Q14974 2 1 3,7
Polymerase | and transcript release factor Q6NZI2 6 3 7,7
Putative elongation factor 1-alpha like 3 Q5VTEO 5,44 3 13,6
Signal transducer and activator of transcription 1-alpha/beta P42224 4,12 2 13,6
Splicing factor, proline-and glutamine-rich P23246 4 2 8,1
Transcriptor factor HIVEP3 Q5T1R4 1.32 1 5.3

Téboa V. Proteinas implicadas na trasncripicion e na replicaciéon do ADN

Nome da proteina ID Puntuacion N°Pept. % Cov
Histones
Histone H1.1 Q02539 2 1 7
Histone H1t P22492 2 1 12,1
Histone H1.2 P16403 2,02 1 18,8
Histone H2A tipe 1-C Q93077 10 5 62,3
Histone H2A type 2-A  Q6FI13 10 5 70,8
Histone H2A.J Q9BTM1 10,05 5 67,4
Histone H2A.x P16104 10 5 53,1
Histone H2B type 1-M Q99879 11,46 6 51,6
Histone H2B type 2-F  Q5QNW6 10,26 4 69,1
Histone H2B type 1-L Q99880 8 5 42,9
Histone H3.1t Q16695 2,69 3 31,6
Histone H3.2 Q71DI3 2,39 2 25,7
Histone H3,3 P84243 2,01 2 32,4
Histone H4 P62805 16 10 57,3
Taboa VI. Proteinas implicadas no empaquetamento do ADN
Nome da proteina ID Puntuacion N°Pept. % Cov
Proteinas Ribosomales 40S
40S Ribosomal protein S3a P61247 2,28 1 15,8
40S Ribosomal protein S4, X isoform P62701 6 3 17,1
40S Ribosomal protein S4, Y isoform 2 Q8TD47 2 1 9,1
40S Ribosomal protein S5 P46782 2 1 13,7
40S Ribosomal protein S6 P62753 2 1 9,2
40S Ribosomal protein S8 P62241 6 3 28,9
40S Ribosomal protein S7 P62081 4,05 3 27,3
40S Ribosomal protein S9 P46781 8 5 24,7
40S Ribosomal protein S11 P62280 2 1 11,4
40S Ribosomal protein S16 P62249 8 4 32,9
40S Ribosomal protein S18 P62269 4 2 15,8
40S Ribosomal protein S19 P39019 2 1 6,2
40S Ribosomal protein S24 P62847 2 1 18,1
40S Ribosomal protein S26 P62854 2 1 30,4
40S Ribosomal protein SA P08865 2,06 1 10,5

Téaboa VII. Proteinas ribosomales 40S
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Nome da proteina ID Punt. NC°Pep. %
Proteinas Ribosomales 60S
60S Ribosomal P39023 2 110
protein L3
60S Ribosomal P36578 429 3 14
protein L4
60S Ribosomal
protein L6 Q02878 9,54 5 27
60S Ribosomal P18124 4,36 3 21
protein L7
60S Ribosomal P62424 4 2 14
protein L7a
60S Ribosomal
protein L10a P62906 2 2 7,4
60S Ribosomal
protein L10-like Q96L21 4 2 13
60S Ribosomal
protein L11 P62913 2 1 15
60S Ribosomal
protein L12 P30050 2 1 26
60S Ribosomal
protein L13 P26373 2,2 1 24
60S Ribosomal
protein L14 P50914 2 1 13
60S Ribosomal
protein L15 P61313 3,66 2 21
60S Ribosomal
protein L17 P18621 2 1 10
60S Ribosomal
protein L21 P46778 2 1 94
60S Ribosomal
protein L23a P62750 2 1 17
60S Ribosomal
protein L24 P83731 3,52 2 26
60S Ribosomal
protein L26 P61254 2 1 14
60S Ribosomal
protein L27a P46776 2 1 16
60S Ribosomal P47914 1,54 1 5

protein L29
Téaboa VIII. Proteinas ribosomales 60S

Nome da proteina

Proteinas de choque térmico

Heat shock cognate 71KDa protein

Heat shock protein beta-1

Heat shock protein 90-beta

Heat shock protein HSP 90-alpha

Heat shock-releated 70KDa protein 2
Taboa IX. Proteinas de choque térmico

Nome da proteina
Ribonucleoproteinas heteroxéneas
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein Al

Heterogeneous nuclear ribonucleoproteins A2/B1

Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A3
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein G
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein U
Taboa X. Ribonucleoproteinas heteroxénea

Nome da proteina ID Punt. N°Pep.
Proteinas Ribosomales 60S
60S Ribosomal
protein L35 P42766 2 1
60S Ribosomal
protein L35a P18077 2 1
60S Ribosomal
protein L36 Q9Y3us 4 2
60S gmdlc ribosomal P05387 ) L
protein P2
60S Ribosomal
protein L12 P30050 2 1
60S Ribosomal
protein L13 P26373 2,2 1
60S Ribosomal
protein L14 P50914 2 1
60S Ribosomal
protein L15 P61313 3,66 2
60S Ribosomal
protein L17 P18621 2 1
60S Ribosomal
protein L21 P46778 2 1
60S Ribosomal
protein L23a P62750 2 1
60S Ribosomal
protein L24 P83731 3,52 2
60S Ribosomal
protein L26 P61254 2 1
60S Ribosomal
protein L27a P46776 2 1
60S Ribosomal
protein L29 P47914 1,54 1
60S Ribosomal
protein L35 P42766 2 1
60S Ribosomal
protein L35a P18077 2 1
60S Ribosomal
protein L36 Q9Y3us 4 2
60S E}CIdIC ribosomal — ) .
protein P2
ID Puntuacion N°Pept. % ov
P11142 9,9 5 217
P04792 6,01 3 24.4
P08238 10,32 5 15,5
P07900 2,95 2 36
P54652 2,35 1 8.6
ID Puntuacién N°Pept. % ov
P09651 2 1 7
P22626 3,47 2 21,5
P51991 2 1 101
P38159 2 1 115
P61978 2,02 1 17.9
Q00839 4,01 2 118

32
7.3
11
17
26
24
13
21
10
9,4
17
26
14

16

32
7,3
11

17
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Nome da proteina ID Puntuaciéon N°Pept. % ov
Anexinas
Annexin A1 P04083 8 4 13,9
Annexin A2 P07355 46,07 25 54,3
Annexin A5 P08758 3,34 2 9,7
Taboa XI. Anexinas
Nome da proteina ID Puntuacion N°Pept. % ov
Enzimas do metabolisma da glicosa
78kDa glucose-regulated protein P11021 17,67 8 23,2
D-3-phosphoglycerate dehydrogenase 043175 2,02 1 10,5
Dolichyl-diphosphooligosaccharide--protein
glycosyltransferase subunit 1 P04843 4 2 51
Fructose-biphosphate aldolase A P04075 2,03 1 8,8
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase P04406 6,87 3 28,1
Glycogen phosphorylase, brain form P11216 2 1 10,7
Glutathione S-transferase P P09211 6 3 22,4
L-lactate dehydrogenase A chain P00338 2 1 8,1
Peroxiredoxin 1 Q06830 8 4 33,7
Phosphoglycerate kinase 1 P00558 4 2 12,7
Pyruvate kinase isozymes M1/M2 P14618 11,78 7 25,6
Taboa XII. Enzimas implicadas no metabolismo da glicosa
Nome da proteina ID Puntuacién N°Pept. % ov
Proteinas mitocondriales
ATP-synthase subunit f mitochondrial P56134 2 1 13,8
Stress-70 protein. Mitochondrial P38646 2 1 57
Superoxide dismutase (Mn), mitochondrial P04179 2 1 6,3
Taboa XIII. Proteinas mitocondriales
Nome da proteina ID Puntuacion N°Pept. % ov
Coléaxenos
Collagen alpha-1 (I) chain  P02452 12,01 6 16,9
Collagen alpha-2(l) chain  P08123 6 3 16,3
Collagen alpha-2(1V) chain P12109 2,02 1 8,2
Ta&boa XIV. Colaxenos
Nome da proteina ID Puntuaciéon N°Pept. % ov
Proteinas relacionadas co Reticulo Endoplasmético
Leucine-rich repeat-containing protein 59 Q96AG4 2 1 3,3
Translocon-associated protein subunit delta P51571 2 1 11
Endoplasmin P14625 5,41 3 7,1
Serpin H1 P50454 6 3 15,1
Vesicle-trafficking protein SEC22b 075396 2 1 6,5

Taboa XV. Proteinasa relacionadas co reticulo endoplasmatic
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Nome da proteina ID Puntuaciéon N°Pept. % ov
Outras proteinas nucleares
Alpha-crystallin B chain P02511 4 4 16,6
Cysteine and glycine-rich protein 1 pP21291 2 1 7,8
Gelectin-3 P17931 2 1 12,4
GTP-binging nuclear protein Ran P62826 4 2 16,7
Histidine triad nucleotide-binding protein 1 P49773 2 1 11,1
Major vault protein Q14764 2 1 1,7
Nucleolin P19338 4,86 3 14,9
Nucleophosmin P06748 2 1 7,1
Nucleoside diphosphate kinase B pP22392 2,87 2 27
Prelamin-A/C P02545 24,93 13 48
Proteasome subunit beta type-2 P49721 2 1 5,5
Small nuclear ribonucleoprotein Sm D3 P62318 2 1 7.9
Staphylococcal nuclease domain-containing protein 1 Q7KZF4 6,34 4 9,6
Vingilin Q00341 2 1 3,8
X-ray repair cross-complementing protein 5 P13010 2 1 2,5
Taboa XVI. Outras proteinas nucleares
%
Nome da proteina ID Puntuaciéon N°Pept. ov Nome da proteina ID Puntuaciéon
Outras
14-3-3 protein .
seta/delta P63104 2 1 7,8 Protein S100-A6 P06703 2
Alpha-enolase P06733 6,01 3 12,7 Protein S100-A10 P60903 2
Beta-enolase P13929 2 1 9  Protein S100-Al11 P31949 2
Coatomer subunit Q9Y678 2 1 32 Protein TSPEAR Q8WUB6 1,47
gamma
Dihydropyridinase- Q16555 3,34 2 13,3 Ras-elated protein Rap-1A  P62834 2
related protein 2
Egtg?nmza'”'wma'”'”g QINZN4 2 1 7,7 Ribonuclease inhibitor P13489 2
Isoleucyl-tRNA  pa1252 242 1 42 RWD domain-containing QBNW29 2
synthetase, cytoplasmic protein 4A
Leucine-rich repeat- Q96AG4 2 1 3,3 Semaphorin-4F 095754 2
containing protein 59
Myosin light P60660 2 1 10,6 Talin-1 Q9Y490 8
polypeptide 6
Myosin regulatory light Taste receptor type 2
chain 12A P19105 4 2 17,5 member 14 QI9NYV8 1,33
_Peptldyl—prolyl cis-trans P62937 452 > 30,9 Thy-1 membrane P04216 4
isomerase A glycoprotein
Peptidyl-prolyl cis-trans 55356, 6 3 20,4 Transforming protein RhnoA  P61586 2
isomerase B
Polyubiquitin-C POCG48 4 2 | 49,6 | Translocon-associated P51571 2
protein subunit delta
Protein disulfide- Ubiquitin-60S ribosomal
isomerase P07237 6 3 12,6 protein L40 P62987 5,31
Protein disulfide- P30101 4,38 2 107 ValyRNA synthetase P26640 4
isomerase A3
Protein enabled Q8N8S7 5 1 22

homolog

Taboa XVII. Outras proteinas identificadas

N°Pept.

[
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16,7

14,4
19,1

1,6
17,4
8,2
6,9
5.3
7,4
2,8
9,9
7,8
11
33,6

57
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4.7-Cultivo de condrdcitos en diferentes concentracions de glicosa

Para o estudo do efecto da glicosa en condrécitos primarios en cultivo de
cartilaxe articular, analizanronse 2 pacientes sans (N), 2 artrésicos de
cadeira (OAc) e 2 artrgésicos de xeonllo (OAx). Na primeira analise a
expresion da Cx43 de ARNm, a Cx43 de ARNp, a Cx45, GLUT1 e
GADPH, os datos referironse o valor obtido para DMEM sen glicosa
suplementado con 1mM, deste xeito vese como varia a expresion 0
aumentar a concentracion de glicosa na condicion DMEM 15%SEF. Os
resultados suxiren que o incremento de glicosa poderia afectar a
expresion da Cx43 e Cx45 principalmente en condrocitos, especialmente
no caso das células que provefien dos doadores sans analizados.
Cambios na expresion de GADPH e GLUT1 foron empregados como
control do experimento. Ambos xens deberian aumentar a sua expresion
en presenza de altas concentracion de glicosa. Os resultados mostran
que no caso do transportador de glicosa GLUT1, a sua expresion
aumenta na presenza de 25mM de glucosa (Figura 12).

Sans OAC OAX
Il Glicosa 1mM 3 8
1 25mM Hl Glicosa TmM Il Glicosa 1mM
z 1 25mM Z 4 O 25mMm
[ T 4
< <
Q (1]}
-] o
2 o
[7] [7]
2 2
= =

Figura 12. Andlise da expresion xénica en condrocitos que provefien de pacientes OAXx e
OAc e de doadores sans (N) respecto dos niveis obtidos cando as células foron
incubadas en DMEM sen glicosa suplementado con 1mM de glicosa. Meidatdesviacion

tipica , n=2.
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4.8-Localizacién da Cx43 en condrdcitos en cultivo tratados con IL-1j,
TGFB3, octanol e AGA

Os resultados de expresién xénica e niveis proteicos obtidos nas figuras
6, 10 e 11, suxiren que os niveis de conexinas regulanse a nivel
postranscripcional mais que a nivel de expresion xénica. Por esta razén
para ver si variaba a Cx43 segundo a presencia de diferentes drogas e
estimulantes realizaronse inmunohistoquimicas para a deteccion da
proteina. Cultivaronse condrocitos en Chambers Sliders en DMEM
15%SEF o que se engadiu na concetracion correspondente IL-13, TGFB3,
octanol (ImM) e acido-18B-glicirretinico (AGA, 50uM). Deste xeito
estudamos o efecto da interleuquina 1 (IL-1B), o ser un dos principais
factores catabodlicos implicados na degradacion da matriz extracelular que
se observa en pacientes con OA. Tamén se estudou o efecto sobre os
niveis preoteicos da Cx43 en presenza de inhibidores das canles (octanol
e AGA) que forman as conexinas (gap juntions) ou TGFR-3. Ante o efecto
da IL-1B, TGFR-3 e das drogas inhibidoras de canles o nivel de proteina

Cx43 aumenta (Figura 13).

50uM AGA

Figura 13. Técnicas Inmunohistoquimicas para a deteccion de Cx43 en condrécitos en

cultivo.
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5-DISCUSION

Grazas 0s resultados deste estudo sabemos que a Cx43 non solo se
expresa en cartilaxes de animais ! senén que tamén o fai en condrécitos
en cultivo de cartilaxes humanos e en tecido. A Cx43 gque se expresa nos
condrocitos en cultivo (Figura 7) localizase na membrana plasmatica en
puntos que poderian indicar a formaciébn de hemicanles ou canles,
segundo o condrdcito este en contacto co medio ou outro condrdcito,
polo que nas condrdcitos en cultivo, os canles de conexinas poderia
establecer comunicacion directa entre dous condrocitos ou entre 0s
condrécitos e a matriz. O feito de encontrar positivididade no citoplasma
indicaria o preceso de ensamblaxe das conexinas en conexon, o cal
sucede no reticulo endoplasmatico e no aparello de Golgi, logo estes
conexons viaxan en vesiculas guiadas por elementos do citoesqueleto ata

a membrana plasmatica .

Nos brazos citoplasmaticos que se
establecen entre condrécitos detectase positividade, o que suxire que
estas proxeccions estarian implicadas na comunicacién celular en

condr&citos en cultivo.

Dado que na literatura esta amplamente aceptado a falta de comunicacion
celular directa nos cartilaxes adultos de humano, estos resultados son moi
alentadores para seguir investigando mais sobre a Cx43 en tecido. No
caso do tecido a Cx43 localizase no citoplasma do borde das lagoas e na
matriz (Figura 9). Na matriz vénse puntos ben definidos de positividade,
esto indicaria que a comunicacion entre as células poderiase establecer 6

longo das proxeccion citoplasmaticas.

Ademais da Cx43, en tecido viuse que tamén se expresaba a Cx32, 45 e
46 (Figural0). En cartilaxes sans vese claramente como a Cx32 e a Cx46
localizanse nos bordes das lagoas (Figura 10A). En tecidos OA a
presenza destas conexinas aumenta nalguns pacientes e noutros non é
detectable polo que non podemos determinar un patron das proteinas nos
tecidos OA (Figura 10B). O caso da Cx45 (Figura 10C) é diferente, esta

conexina si segue un patron marcado de localizacion e cantidade en
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tecidos artrosicos. Localizase nas lagoas da zona superficial e intermedia
en maior medida que nas lagoas da capa profunda do cartilaxe (Figura
10D). Isto tamén é totalmente contrario o que sucedia nos condrdcitos en
cultivo onde a técnica inmunohistoquimica para detectar Cx45 saiu
negativa, sen embargo mediante ensaios de expresion xénica
detectaronse pequenas cantidades de RNA mensaxeiro (Figura 6). Os
resultados obtidos utilizando tecido demostran que os condrécitos en
tecido OA contefien maiores niveles de Cx45 nas capas intermedia e
superficial do tecido. No tecido de doadores sans, localizase de forma
homoxénea en todo o tecido e 6 redor das lagoas.

A Cx43 tamén mostra un patron de distribucién (Fiugra 11D) 6 longo da
cartilaxe, como sucede ca Cx45. Os resultados mostaron que a expresion
de Cx43 en tecidos sans e OA non amosa diferenzas significativas. Sen
embargo, a nivel proteico, cuantificando a positividade para a Cx43 en
tecidos sans e OA detectouse diferenza na cantidade de proteina. No
caso dos tecidos OA a Cx43 atOpase en maior cantidade que en sans.
Ademais concéntrase nas capas superficial e intermedia, que son as
zonas onde primerio comeza o dano da cartilaxe en OA (Figura 11C).
Polo tanto a maior presenza de Cx43 poderiase relacionar cun maior
dano na cartilaxe. De feito nas zonas mais profundas da cartilaxe, en
concreto nas rexions que se detectou menor dano tisular, a Cx43 non
mostrou maiores niveis en comparacion cos sans, pero si perdou a
localizacion nos bordes das lagoas e foi unicamente detectada 6 redor do
ndcleo dos condroécitos, suxerindo que en estas zonas 0s condrocitos
perderon a comunicacion a través das canles de conexinas, xa que se

perdeu a localizacion no borde das células.

A Cx43 non solo é importante polo seu papel na comunicacién celular,
actualmente sabese que esta implicado na regulacién do ciclo celular e

como cambios na proteina poden afectar a multiples rutas de sinalizacion

(16]

celular ™. Esta funcién esta mediada maioritariamente polas proteinas

[21]

qgue interacttan co seu dominio C-terminal Mediante co-
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inmunoprecipitacion e identificacion mediante espectometria de masas,
puidemos caracterizar varias destas proteinas. Entre as proteinas que
interactian co dominio C-terminal atopamos proteinas do citoesqueleto
como filamentos de actina e tubulinas que forman os microtubulos. Esto
xustificaria que as vesiculas que contefien 0s conexons tras o
ensamblaxe das conexinas no reticulo endoplasmaticoe e o aparello de
Golgi, poden viaxar 0 longo das proxeccions citplasmaticas grazas a
interaccion dos filamentos de actina e 0s microtibulos co dominio C-
terminal da Cx43. Outras proteinas caracterizadas foron proteinas
implicas no metabolismo do ADN, asi como no seu empaquetamento e
mais proteinas cuxa localizacion é nuclear. Como acontece noutros
casos, no caso dos condrécitos, a Cx43 poderian modificar a expresion
xénica na célula. Sabese que o dominio C-terminal da Cx43 pode viaxar
ata o nucleo onde se une se cree que incluso poderia unirse directamente
a rexions promotoras a través do recofiecemento de secuencias consenso
[26] " esta unién poderia cambiar a expresién xénica do condrécito sen
necesidade dunha ruta de transduccion da sinal a través do intercambio
de moléculas de sinalizacion a través da canle. Os resultados obtidos por
inmunoprecipitacion concordan cas técnicas inmunohistoquicas feitas
para a deteccion de Cx43, onde se detectan sinais positivas no nucleo
celular. Sen embargo, solo se detectou positividad no nucleo no caso de
condrécitos en tecido de pacientes con OA, localizados nas zonas
superficiais e intermedia do tecido. Outras proteinas que interactian co
dominio C-terminal da Cx43 son proteinas relacionadas co reticulo
endoplasmatico e aparello de Golgi o que é léxico dado que é nestes
dous organulos onde as conexinas se ensablan en conexons, e estes
incliense en vesiculas para viaxar, grazas a elementos do citoesqueleto,
ata a membrana plasmatica onde forman unha hemicanle. Tamén
caracterizamos proteinas implicadas na traduccién proteica, como
proteinas ribosomales 40S e 60S ou ARNt Importante foi a
caracterizacion dos colaxenos, sobre todo do tipo Il. O colaxeno tipo Il e 0

principal componente da matriz da cartilaxe e tende a degradarse en
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tecidos artrésicos. En tecidos sans hai unha gran expresion de coldxeno
II, de feito a cartilaxe articular € o tecido onde mais se exprese esta
proteina, pero en tecidos OA diminde moito, e aumenta a de colaxeno tipo
I, mentres que en sans o colaxeno tipo | € minoritario. A interacion da
Cx43 co colaxeno tipo Il podria ter unha funcion de anclaxe a matriz ou
interacion que podria estar alterada en pacentes con OA. Ademais do
colaxeno, identificamos outras proteinas que interacionan ca Cx43 e que
en tecidos OA estan alteradas segun a literatura 2" 282%B% como por
exemplo proteinas de citoesqueleto: actina citoplasmatica 1, gelsolina,
moesina, vimentina, vinculina; factor de elongacién 2; proteinas
implicadas no metabolismo da glicosa: 78Kda proteina reguladora de la
glucosa, L-lactato deshidrogenasa cadena A, fructosa aldolasa bifosfato A
o (gliceraldehido-3-fosfato-deshidrogenasa; proteinas mitocondriales:
superoxido dismutasa; colaxenos, proteinas nucleares, proteinas
relacionadas co reticulo endoplasmatico como a endoplasmina, e outras
como a-enolasa (Taboa XVIII). Todas estas proteinas suxiren que a
funcion da Cx43 en condrocitos articulares podria estar alterada en

pacientes con OA.

Actina citoplasmatica 1
Gelsolina
Moesina
Vimentina
Vinculina
Factor de elongacion 2
78KDa proteina reguladora de la glucosa
L-lactato deshidrogenasa cadena A
Fructosa aldolasa bifosfato A
Gliceraldehido-3-fosfato-deshidrogenasa
Endoplasmina
Superéxido dismutasa
Colaxenos
Proteinas nucleares
A-enolasa
Taboa XVIII: Proteinas alteradas en pacientes OA
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Para finalizar este traballo de mestrado decidimos estudar o efecto de
diferentes condicibns que poderian desencadenar OA utilizando
condrdcitos en cultivo. Tanto a variacion dos nivéis de glicosa (Figura 12),
como a presenza de IL1-B ou TGFR3 modifican os nivéis de Cx43 (Figura
13). De feito a IL1- ou a inhibicién das canles utilizando inhibidores tipo
AGA ou octanol, aumentan os nivéis proteicos da Cx43. Estos resultados
prelimenares suxiren que incrementos nos nivéis proteicos da Cx43
poderian desencadenar cambios fenotipicos ou xenotipicos que podrian
explicar a dexeneracion da matriz que se observa en pacientes con OA.
Actualmente continuamos no estudo do mecanismo molecular que
poderia estar alterado en condrécitos articulares cando se detecta

sobreexpresion da Cx43 ou localizacion a nivel nuclear.
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6-CONCLUSIONS

Cos resultados obtidos neste traballo podemos concluir:

1.

Os condrocitos articulares humanos expresan altos niveis de Cx43
que se localiza no citoplasma e na membrana plasmatica, incluindo
na membrana proxeccions citoplasmaticas.

Os condrdcitos en cartilaxe de adultos expresan Cx43 ademais de
Cx32, Cx45 e Cx46.

A cartilaxe de pacientes con OA contefien altos niveis de Cx43 e
Cx45 nas capas mais superficiais e intermedia.

Os condrécitos de pacientes con OA localizados nas capas
superficiais e intermedia, mostran positiviadad nuclear
especialmente para a Cx43.

Cambios na concentracion da glicosa afecta a expresion xénica da
Cx43 e Cx45.

En condrdcitos articulares en cultivo, O dominio C-terminal da Cx43
interaciona con multiples proteinas con funcibns moi variadas,
destancando as relacionadas con ADN e o citoesqueleto.

A Cx43 interaciona con proteinas que estan alteradas en
condrocitos de pacentes con OA.

A presenza de IL-1B, TGFR3 ou a inhibicion da actividad dos

canles de conexinas, incrementan os niveis proteicos da Cx43.
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