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Aunque la médula espinal de los mamíferos carece de capacidad para la reparación endógena, algunas células
ependimarias (CE) reaccionan a una lesión proliferando y migrando. Las células derivadas del epéndimo limitan la extensión
de la lesión y ayudan a la supervivencia de los axones luego del daño inicial. La optimización de la reacción del epéndimo
frente al daño es una estrategia prometedora para lograr una reparación endógena satisfactoria que lleve a la
recuperación funcional.
En este proyecto abordamos la respuesta de las CE a una lesión de la médula espinal (LME) controlando la expresión de
conexinas. Encontramos que la Cx26 es necesaria para la reactivación de la proliferación luego de la LME. La Cx43 tiene un
rol indirecto en la proliferación, a través de la expresión de Cx26. La Cx43 forma uniones gap (uniones comunicantes) en
respuesta a la lesión, de forma similar a lo que ocurre durante el desarrollo posnatal. Encontramos que el ATP liberado
durante la LME es clave para la reactivación de las CE. Al activarse el receptor purinérgico P2X7, produce un aumento de
Cx26, de la proliferación y del acoplamiento por Cx43. La ausencia de Cx26 tuvo un efecto negativo en la formación de la
cicatriz luego de la LME.
Nuestros resultados indican que las conexinas 26 y 43 son componentes moleculares clave que llevan a la reactivación de
las CE, representando un posible blanco para mejorar la contribución del nicho de células madre a la autorreparación. 
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Optimizar los mecanismos de autorreparación de la médula espinal (ME) es una estrategia potencial para lograr la
recuperación funcional luego de una lesión(1). En este sentido, el canal central (CC) de la ME de los mamíferos es un nicho de
células madre latente que conserva parte de los programas necesarios para la reparación(2,3). Los diversos tipos celulares
presentes en la ME, como los astrocitos, los progenitores de oligodendrocitos y las células ependimarias (CE) reaccionan a la
lesión, pero sólo las células ependimarias generan progenie de múltiples linajes(4,5). La mayoría de las células derivadas
del epéndimo se diferencian en otros tipos celulares (como astrocitos) que se integran a la cicatriz. El papel central que
juega el CC fue elegantemente demostrado por Sabelström y colaboradores(6) quienes encontraron que el bloqueo de la
proliferación de estas células aumenta la extensión de la lesión ya que interfiere con la formación de la cicatriz. La
manipulación de estos progenitores latentes para optimizar la autorreparación requiere comprender los mecanismos
celulares que regulan su proliferación, migración y diferenciación en la ME normal y lesionada.
Nuestro grupo ha demostrado que las células del CC de la tortuga (un reptil con capacidad de autorreparación) y los
roedores están organizadas funcionalmente en dominios mediales y laterales con propiedades de membrana
distintivas(7,8,9). Una característica filogenéticamente conservada del CC es que las CE se acoplan eléctrica y
metabólicamente a través de uniones comunicantes de tipo hendidura o “gap” (7,8). Nuestros estudios en roedores
demostraron que la conexina (Cx) 43 y la Cx26 se expresan en las CE que se encuentran acopladas eléctrica y
metabólicamente(7,9). Las conexinas (Cxs) desempeñan un papel importante en la regulación de la proliferación, migración y
diferenciación celular durante el desarrollo(10), siendo las Cx43 y Cx26 reguladas en forma diferencial(11,12). De hecho, en la
zona ventricular de la corteza en desarrollo el bloqueo de las uniones gap reduce la proliferación de los progenitores dado
que es necesaria la señalización vía Cxs para que las células entren en la fase S(13). La importancia de las Cxs como
reguladores de la proliferación se mantiene en los nichos neurogénicos adultos, ya que la eliminación de las Cx30 y Cx43
reduce la proliferación de los progenitores en el giro dentado(14). Los progenitores que contactan los aspectos laterales del
CC -tanto en tortugas(8) como en roedores neonatos(7)- tienen una tasa de proliferación más alta, lo que sugiere que las Cxs
son importantes para el mantenimiento del CC como un nicho activo de células madre. Cómo la señalización por Cxs regula
estas funciones es sólo parcialmente entendido. El acoplamiento metabólico de los progenitores podría permitir una eficiente
comunicación de moléculas que regulan funciones clave(9). Las uniones gap pueden proporcionar comunicación genética
entre las células progenitoras vecinas, ya que permiten el paso de microARN(15). Adicionalmente, las Cxs podrían actuar a
través de mecanismos no convencionales, como por ejemplo interacciones moleculares con una variedad de proteínas
intracelulares(16). Curiosamente, el papel de las Cxs en la migración neuronal está mediada por la facilitación de la adhesión
célula-célula y no por sus funciones como canales(17). Aunque las uniones gap no son necesarias para la migración tangencial
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de las interneuronas inhibitorias, la Cx43 desempeña un papel en el cambio de la migración tangencial a la radial a través de
su extremo carboxilo-terminal(18). En resumen, el conocimiento actual indica que la comunicación a través de las uniones gap
juega un rol clave durante el desarrollo del sistema nervioso y la función de las redes neuronales(19).
Varios estudios sugieren un rol de las Cxs en la lesión espinal. Por ejemplo, el ARNm de la Cx43 aumenta a las 4 h de una
sección de la ME de rata y permanece elevado por al menos 4 semanas(20). El rol de la Cx43 en respuesta a una lesión del
sistema nervioso es controvertido, ya que algunos reportes sugieren que los niveles elevados son perjudiciales(21,22),
mientras que otros afirman que la regulación a la baja provoca 
una expansión del tamaño de la lesión(23,24). La interferencia con la Cx43 después de la lesión de la médula espinal (LME)
reduce la astrogliosis reactiva, la muerte neuronal(25) y mejora la recuperación funcional(26). En el sistema nervioso, la Cx26
se expresa en algunos tipos celulares en el cerebro adulto, mientras que en las CE es muy escasa(27). De forma similar,
recientemente reportamos que en las CE de la médula espinal de ratones adultos, el acople eléctrico y la expresión de Cx26
es muy baja pero aumentan significativamente luego de una LME, en forma paralela al aumento de la proliferación(9). Por
otra parte, la Cx26 se ha encontrado unida a proteínas celulares(28). Es importante analizar si la Cx26 expresada de novo en
los ependimocitos espinales se encuentra asociada o se correlaciona con un aumento de dichas proteínas como se ha
descrito en otros tejidos. Tanto la Cx43 como la Cx26 se expresan en la piel y tienen un papel importante en la cicatrización
de las heridas(29). En los epitelios, los cambios en la expresión de Cx26 y Cx43 inducidos por una lesión se producen con un
perfil espaciotemporal complejo(29,30) y la interferencia con la función de la Cx43 acelera el cierre de la herida(31)
probablemente al facilitar la proliferación y transformación de queratinocitos en un fenotipo migratorio(29). Por otra parte, el
bloqueo de los hemicanales Cx43 regula la expresión de varios genes asociados a la cicatrización de heridas en fibroblastos
gingivales humanos promoviendo una cicatrización más eficiente(32). 
Nuestros estudios muestran que en forma similar a los epitelios, el acoplamiento funcional a través de las uniones gap está
implicado en la plasticidad inducida por la LME ya que el bloqueo de las Cxs reduce la division celular de las CE(9). La
restauración de las funciones perdidas luego de una LME, requiere el remplazo de las neuronas muertas, la regeneración y
remielinización de los axones y su navegación en un andamio permisivo para encontrar un blanco adecuado. La manipulación
de células madre intrínsecas a la ME es una estrategia potencial para lograr este escenario favorable(1,2). Esto permitiría
una reparación endógena sin la necesidad de introducir células externas. Lamentablemente, en los mamíferos adultos la
reacción de los progenitores endógenos frente a la LME está lejos de ser apropiada. Sin embargo, algunos vertebrados
inferiores son capaces de una recuperación sustancial luego de la sección completa de la ME, la cual es orquestada por
células progenitoras que tapizan el CC(33-36). Colectivamente, estos datos sugieren que el componente aportado por el
epéndimo a la cicatriz glial es beneficioso y que debería potenciarse para lograr una respuesta endógena más adecuada
que permita una recuperación funcional más satisfactoria. Para alcanzar este objetivo, el problema central es comprender
los mecanismos celulares y moleculares que regulan la biología de los progenitores en el CC en la médula normal y aquellos
implicados en el “despertar” luego de la lesión. ¿Por qué las células ependimarias están en un estado quiescente en
condiciones normales y son reactivadas luego de la lesión? ¿Cuáles son los mecanismos que regulan la migración de la
progenie proveniente del epéndimo? Contestar estas preguntas proporcionará pistas para encontrar posible blancos en el
sistema y activar una reparación endógena satisfactoria.
Nuestra hipótesis de trabajo es que las conexinas (Cxs) son componentes moleculares críticos que regulan la biología y la
reacción de los progenitores neurales.
El objetivo general de este proyecto es comprender el rol de la señalización vía Cxs en este nicho de células madre a través
del bloqueo de su expresión y el estudio de sus interacciones con posibles moléculas efectoras. Dado que las funciones de
las Cxs pueden ser reguladas por otras proteínas, buscamos la interacción con algunas candidatas con posible rol
modulador.
Encontramos que la señalización por ATP liberado durante la lesión de la médula espinal (LME) y la Cx26 son clave para la
respuesta de los ependimocitos (EC). Las CE expresan el receptor purinérgico P2X7 que al activarse, induce la proliferación
y el aumento de Cx26, de forma similar a lo que ocurre luego de la LME. Demostramos que el aumento Cx26 es necesario
para reactivar la proliferación en la vía de señalización por ATP. 
Estudiamos el rol de la comunicación a través de las conexinas Cx26 y Cx43 en el acople eléctrico/metabólico entre los
ependimocitos. 
La eliminación genética de la Cx43 o la Cx26 en las CE nos permitió evaluar específicamente su rol en la comunicación
intercelular y en la respuesta frente a la LME. 
Realizamos rodajas de médula espinal y mediante la tecnica de “patch clamp” pudimos acceder al interior de CE e
inyectarles biocitina, una molécula pequeña capaz de atravesar las uniones gap. La difusión de la misma reveló grandes
grupos de células acopladas por uniones gap. La eliminación de la Cx26 no cambió significativamente las caracteristicas de
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los grupos de células. Por el contrario, la eliminación de Cx43 reveló células aisladas o grupos pequeños de células
acopladas. Nuestros datos sugieren que la Cx43 es el principal contribuyente a la formación de uniones gap entre las CE en
ratones adultos lesionados a 5 DPI y ratones neonatos.
Estudiamos el rol de las conexinas Cx26 y Cx43 en la reactivación de la proliferación y migración luego de la LME.
La eliminación de Cx26 impide el aumento de la division celular luego de la LME. Su eliminación por manipulación genética o
como consecuencia de la eliminación de Cx43, tuvo un profundo efecto en la formación de la cicatriz. Sorprendentemente,
encontramos que la eliminación de Cx43 también afectó la reactivación de las CE. Probablemente el efecto sea indirecto,
regulando la expresión de Cx26. 
Nuestros resultados apoyan la hipótesis de que la Cx26 tiene un papel central en la reanudación de la proliferación de las
CE después de la lesión y por lo tanto en la contribución de les CE a la cicatriz. 

Utilizamos ratones adultos con modificados genéticamente que nos permitieron visualizar las CE y eliminar las conexinas en
ellas. Se asignaron animales de ambos sexos a cada condición y se utilizó el mínimo número posible de animales. Estos
modelos experimentales se han puesto a punto en el laboratorio. Están avalados por publicaciones anteriores (9) y resultados
preliminares obtenidos en el laboratorio. La selección de individuos por genotipado se realizó por PCR de ADN obtenido de
biopsias (según protocolo de www.jax.org). Luego se realizaron los distintos protocolos experimentales:
Electrofisiología. Registros de “patch-clamp whole-cell” de CE en rodajas de médula espinal.
Inmunohistoquímica. Técnica que permite visualizar las moléculas en el tejido de interés mediante anticuerpos comerciales
unidos a moléculas fluorescentes. Finalmente los preparados de médula espinal se visualizaron en un microscopio confocal
LSM800 Zeiss. Obtuvimos imágenes digitales que nos permitieron analizar la presencia de Cx26, Cx43, otras moléculas de
interés, así como visualizar y contar las CE que se encontraban en el proceso de división celular.

Nuestro trabajo previo (Fabbiani et al 2020) mostró que la lesión de la médula espinal (LME) reactiva la proliferación y
aumenta la presencia de Cx26 en las CE del área cercana, a los 5 días post lesión (5 DPI). Posteriormente en el trabajo
publicado en el marco de este proyecto, encontramos que la inyección intramedular in vivo de la molécula análoga BzATP,
agonista específica del receptor P2X7 (P2X7r) presente en las CE, de forma similar a lo que ocurre luego de la LME (Falco,
Fabbiani et al. 2023). Por lo tanto, el ATP actuando a través de P2X7r es una molécula mensajera clave para la respuesta de
las CE a LME. Estudiamos la presencia de moléculas de las vías de señalización por ATP involucradas en los procesos post-
lesión. Encontramos beta-catenina, localizada en la membrana en ambas condiciones. Por lo tanto la LME no induce la
translocación al núcleo de beta-catenina que pudiera explicar la transcripción de Cx26. Dado que no encontramos diferencias
en la fosforilación de Cx43 entre las dos condiciones estudiadas no podemos concluir que la vía ATP/AKT sea la responsable
de la activación de las CE post-lesión. Estudiamos las características de vesículas intracelulares de gran tamaño. La
colocalización de Cx43 y Cx26 con LAMP-1 indica que se trata de vesículas de la vía endocítica. Un aumento de la tasa de
reciclaje de las Cx podría explicar la rápida relocalización de las mimas en la membrana celular para la generación de
uniones gap.
Respuesta proliferativa del CC frente a la LME: Anteriormente demostramos que el bloqueo farmacológico de Cxs impidió la
reacción proliferativa de las CE a la lesión. Sin embargo, este enfoque tiene limitaciones porque interfiere con diferentes
Cxs, en los diversos tipos celulares alrededor del epicentro de la lesión. El uso de ratones con los genes de Cx26 (GJB2) o
Cx43 (GJA1) flanqueados por sitios LoxP cruzados con ratones FoxJ1CreER activable por tamoxifeno nos permitió comprender
el impacto funcional de cada Cx individualmente en la reacción del epéndimo a la lesión. La eliminación de Cx26 disminuyó
significativamente el número de CE que reanudaron la proliferación a los 5 DPI. Basándonos en los procesos involucrados en
la cicatrización de heridas en otros tejidos, habíamos planteado la hipótesis de que Cx43 podría ser perjudicial para la
respuesta de las CE a la lesión. Para probarlo eliminamos Cx43 antes de una LME. Sorprendentemente, encontramos que la
eliminación de Cx43 también afectó la reactivación de las CE a 5 DPI. Nos preguntamos si la Cx26 estaba siendo regulada al
alza por la lesión, pero ya no era eficiente para promover la proliferación celular. La inmunohistoquímica para Cx26 en
ratones Cx43fl/fl a 5 DPI mostró que en ausencia de Cx43, la lesión no desencadenó la expresión de Cx26 necesaria para
despertar las CE. La interpretación más parsimoniosa de estos resultados es que el efecto de Cx43 en la proliferación
inducida por lesiones es indirecto, por el bloqueo de la regulación ascendente de Cx26 inducida por la lesión. 
Contribución del CC a la cicatriz: La falta de expresión de Cx26 que normalmente ocurre después de la lesión por
eliminación genética directa o como consecuencia de la eliminación de Cx43, tuvo un profundo efecto en la formación de la
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cicatriz glial. Nuestros resultados apoyan la hipótesis de que la Cx26 tiene un papel central en la reanudación de la
proliferación de las CE después de la lesión. 
Bases moleculares del acople a través de uniones gap: Utilizando los modelos de deleción de Cx26 y Cx43 (sistema Cre-loxP)
realizamos registros de patch clamp in vitro en rodajas de médula espinal. En ratones control encontramos células con
propiedades pasivas, cuya resistencia de entrada (Rin) aumentó después de bloquear las uniones gap mediante la adición
del ácido meclofenámico. La difusión de biocitina reveló grandes grupos de células acopladas. La eliminación de la Cx26 no
cambió significativamente el tamaño o la Rin de los grupos de células registradas. Por el contrario, la eliminación de Cx43
provocó un aumento de los valores de Rin y reveló células aisladas o grupos pequeños de células acopladas. Por lo tanto
estos datos sugieren que la Cx43 es la principal contribuyente a la formación de uniones gap entre las CE en ratones adultos
lesionados a los 5 DPI.

En ratones adultos lesionados, la eliminación de la Cx26 resulta en una baja proliferación en el epéndimo que impacta la
formación de la cicatriz luego de u na lesion de la medula espinal. La eliminación de Cx43 también redujo la proliferación y
la expresión de Cx26. Nuestros hallazgos sugieren que la Cx26 es un componente molecular clave que lleva a la reactivación
de las CE, representando un posible blanco para mejorar la contribución del nicho de células madre a la autorreparación.
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