Rol de la Cx43 en la génesis y propagacion de ondas de Ca*enel epéndimo de
la médula espinal
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Antecedentes

Introduccion

El epéndimo de la médula espinal (ME) es un nicho latente de células A B C D

madre, que responde a una lesion de la médula espinal (LME) day 1 Edu day5 : REidropyenicle c i

reactivando su actividad mitdtica y generando nuevas células que _|_|_|_|_|_|_ . 200 x njection :gso | we e |
contribuyen a limitar el dano (Fig.1 a,b). La comunicacion entre las sCl clickeit 3150 o 40

celulas ependimarias (CEs) ocurre a traves de conexones -canales Pp— ‘X’ EdU . = 5

formados por conexinas- y es clave para la reactivacion del nicho. En gel + saline or 2 100 Kill S

particular la Cx43 resulta relevante, ya que su eliminacidon reduce la beplides T IHQ § ?

proliferacion y migracion de células ependimarias luego de una LME Day1 3 5 8 3 "

(Fig.1 a,b). La respuesta del epéndimo puede ser inducida de forma 2 od R 11— = o F——— sm‘*‘?rp s
similar con la aplicacion de BzATP, un agonista de P2X7. La o™ 0’6&6‘5 o° BrdU/EdU

senalizacion a partir de estos receptores purinérgicos resulta
indispensable para la respuesta de las CEs (Fig.1 c,d).

Figura 1. La senalizacion por receptores purinérgicos y conexinas (hemicanales y/o uniones gap) es necesaria para la respuesta del epéndimo a una lesidn. A. Disefio experimental de ensayo de proliferacion en
respuesta a una LME. B. EIl numero de nucleos EdU* a los 5 dias post lesién (DPI) disminuyd significativamente cuando el hidrogel contenia el bloqueador de hemicanales y uniones gap Gap26 a una
; i ] -, ~ concentracion de 10 mM (p < 0.05). C. Disefio experimental de ensayo de proliferacion en respuesta a inyeccion de BzATP. D. El niumero de nucleos EdU* 8 dias después de vehiculo y BzATP fue significativamente
Hlpotetlza MOS que la Cx43 regula la comunicacion de senales de diferente en ratones silvestres. Los ratones P2X7r~/- inyectados con BzATP generaron significativamente menos nucleos EdU* que los ratones silvestres. No hubo diferencias significativas en las inyecciones de

Ca2+, generadas por activacion de receptores P2X7, entre las CEs.

vehiculo. Figuras adaptadas de Fabbiani et. al. 2020 doi: 10.1523/JINEUROSCI.2056-19.2020 (A y B) y Falco et. al. 2023 d0i:10.3389/fncel.2023.1288676 (C y D).
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Figura 2. Métodos Graficos. A. Estructura cristalizada de GCaMP en
ausencia (panel izquierdo) y en presencia (panel derecho) de Ca*".
(Adaptado de Akerboom et al., 2009, JBC). B. Estrategia para expresar
GCaMP3 en las células ependimarias. C. Gel de agarosa (2%)
mostrando el genotipado positivo para CRE y GCaMP3. D. Diseho
experimental. E. La intensidad de la fluorescencia aumenta con la
[Ca®*] intracelular. F. Imagen del canal central en una rodaja de
médula espinal visualizado con DIC. Noétese la pipeta para aplicar
BzATP en la luz del canal. Barra de escala 200um. G. Expresidon de
GCaMP3 en células ependimarias -donde se expresa el promotor
FoxJ1- visto en microscopia de fluorescencia. Barra de escala 200um.
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Resultados

1. Propagacion de la onda de Ca** apico-basal 2. Propagacidn de la onda de Ca** dentro del epéndimo
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Figura 3. Propagacion de la onda de Ca** apico-basal. A. (i) Imagen de DIC correspondiente a la pipeta en el canal central. (ii, iii, iv) Imagenes en pseudocolor de celulas Figura 4. Propagacidn de la onda de Ca®" dentro del epéndimo. A. (i) Imagen de DIC correspondiente a la pipeta en el canal central. (ii, iii, iv) Imagenes en

FoxJ1 expresando GCaMP3 bajo protocolo de inyeccion de BzATP a distintos tiempos. Se referencian las regiones de interes (ROIs) analizadas. B. Representacion pseudocolor de celulas FoxJ1 expresando GCaMP3 bajo protocolo de inyeccion de BzATP a distintos tiempos. Se referencian ROIls analizadas. B. Cddigo QR
esquematica de resultados. C. dF/Fo para cada roi en funcion de tiempo. En sombreado gris la duracién del pulso de BzATP. D. Mapa de calor para cada roi en funcién de para acceso a videos de dindmicas de Ca®*. C, D. dF/Fo para cada roi en funcién de tiempo. En sombreado gris la duracién del pulso de BzATP.
tiempo.

3. La propagacion de la onda Ca** depende de conexones HipétESiS de trabajo
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Figura 5. La dinamica de propagacidon de Ca** depende de conexones. A. Representacidn esquematica de abordaje farmacologico. B. dF/Fo para cada tratamiento. En sombreado gris la duracién del pulso de
BzATP. C. Mapa de calor para cada roi en funciéon de tiempo.
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