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Resumen

Resumen

La plasticidad sinaptica homeostatica (PSH) estabiliza la actividad de una neurona o circuito
neuronal, modificando la funcidn sinaptica en direccién compensatoria a las alteraciones del
circuito con el fin de prevenir un dafio irreparable. Estos mecanismos operan tanto a nivel pre

como postsinaptico.

El rol del ATP como neuromodulador de la transmisién sinaptica basal y de la plasticidad
sinaptica dependiente de la actividad neuronal ha sido ampliamente caracterizado. Los
mecanismos de accién de este nucleétido estan mediados por receptores purinérgicos
ionotropicos del tipo P2X (P2XR) y metabotrdpicos del tipo P2Y (P2YR). Mientras que la
activacion de los P2XR tiene un impacto neuromodulador positivo, se ha definido el efecto

contrario al activar los receptores P2YR.

En este trabajo analizamos el rol del ATP y la senalizacion purinérgica en el ajuste
homeostatico de la funcion presinaptica luego de un periodo de inactividad prolongado. Nos
centramos especialmente en analizar los cambios que ocurren en la terminal presinaptica
tras la activacion de esta via de sefalizacion, con el objetivo de entender cdmo estos
cambios contribuyen al restablecimiento de la homeostasis en el circuito neuronal.
Mediante la utilizacion de aproximaciones farmacoldgicas y técnicas de deteccién inmune e
imagenologia funcional en cultivos disociados neurogliales de hipocampo murino,
evidenciamos que el ajuste homeostatico de la funcion presinaptica requiere la liberacién de
ATP de origen glial, mediante una via de liberacion dependiente de hemicanales de Conexina
43 (Cx43HC). A nivel presinaptico, este nucledtido activa receptores purinérgicos del tipo
P2X7 (P2X7R), modulando la disponibilidad de Ca*? citosdlico y el reciclaje de vesiculas
sindpticas. Nuestros resultados sugieren, ademas, que para que este incremento de Ca*
neuronal dependiente de los P2X7R suceda, es clave el mantenimiento de niveles elevados
del ATP extracelular dependientes de la actividad de hemicanales de Panexina 1 (PanxT1HC)

neuronales.

Asi, este trabajo resalta la importancia de la comunicacion neurona-glia en el ajuste

homeostatico de la funcién presindptica luego de un periodo de inactividad prolongado y
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Resumen

describe por primera vez el rol esencial de la sefalizacidn purinérgica en este proceso. Estos
resultados fueron publicados en [1, 2]. Ademas, la importancia de la interaccion entre los

P2X7Ry los Panx1HC en diferentes sistemas fue revisado en [3].

Palabras claves: Plasticidad sinaptica homeostatica, ATP, P2X7R, Panexina 1, Conexina 4
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Introduccion

Introduccion

Los seres vivos pueden adaptarse a las condiciones cambiantes del ambiente que los rodean
gracias a la capacidad de desarrollar comportamientos coherentes con el cambio
experimentado y a su vez, adaptativos [4-6]. A nivel del sistema nervioso central (SNC), esta
adaptacion esta determinada por la capacidad que tiene la actividad neuronal generada por
una experiencia de modificar el funcionamiento de los circuitos neuronales y, por tanto,
modificar los pensamientos y comportamientos posteriores [7]. El proceso que subyace a
esta posibilidad de modificar la estructuray funcién de un circuito neuronal se define como
plasticidad sinapticay refiere especificamente a la modificacién dependiente de la actividad
de la fuerza o eficacia de la transmision sinaptica [7]. Mientras que algunos de los cambios
producidos pueden durar solo una pequena fraccion de segundos, otros llegan a persistir
durante horas, semanas e incluso anos, existiendo entonces dos grandes formas de
plasticidad sinaptica definidas como plasticidad a corto y largo plazo [7, 8]. Nuestro estudio
se centra en caracterizar los mecanismos de plasticidad que operan a largo plazo. Dentro de
esta categoria podemos encontrar dos grandes formas: la plasticidad de Hebb y la

plasticidad sinaptica homeostatica (PSH).

Podemos definir a la plasticidad de Hebb como un tipo de plasticidad en donde el cambio en
la fuerza sinaptica se desencadena rapidamente, puede durar desde horas hasta mesesy es
especifico de las sinapsis estimuladas. Dentro de estos cambios plasticos se encuentran la
potenciaciony la depresion a largo plazo (PLP y DLP, respectivamente), consideradas como
los sustratos moleculares de los procesos de aprendizaje y consolidacion de la memoria [9-
12]. Este tipo de plasticidad representa un mecanismo de retroalimentacion positivo ya que
amedida que las entradas excitadoras sobre una neurona aumentan, la tasa de disparo de la
neurona postsinaptica también aumenta. Esto incrementa la correlacién positiva entre la
neurona y sus entradas y, como resultado, se produce una mayor potenciacién. De esta
manera, las entradas que son potenciadas podrian aumentar al extremo y las que son
disminuidas podrian deprimirse, hasta llegar a niveles cercanos a cero, pudiendo perderse la

selectividad de lared [13].
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Es claro entonces que existen mecanismos plasticos necesarios para el aprendizaje y la
consolidacion de la memoria, que por si solos podrian llevar a la inestabilidad de un circuito
neuronal. Por eso, surge la interrogante de como las redes neuronales mantienen cierto
grado de constancia/estabilidad en sus propiedades basicas a pesar de experimentar
procesos hebbianos. La respuesta que emerge de trabajos recientes es que a medida que la
plasticidad hebbiana cambia los patrones de actividad de la red, llevando a la
potenciacion/depresion prolongada a un circuito neuronal, se emplean formas
compensatorias de PSH [14]. Esta puede definirse como el mecanismo responsable de
modificar la eficacia de la transmision sinaptica con el fin de mantener la estabilidad de un
circuito neuronal [14]. Los cambios nheuronales que subyacen a la PSH pueden operar a nivel
pre y postsinaptico y la direccidn en la que estos cambios se produciran es compensatoria a
los cambios de actividad del circuito. Asi, numerosos investigadores reportaron que la
supresion cronica de la actividad sinaptica inducida mediante la aplicacién de tetrodotoxina
(TTX, blogueante de canales de Na*voltaje-dependientes) o antagonistas de los receptores
de glutamato, incrementa el area de la zona activa, el nimero de vesiculas sinapticas en
contacto con la membrana presinaptica, la frecuencia de los eventos exociticos
espontaneos y la probabilidad de liberacion del neurotransmisor (Pr) [15, 16]. No obstante,
un incremento en la excitabilidad de las conexiones mediante la aplicacion de bicuculina
(antagonista de los receptores GABAA), no desencadena cambios homeostaticos a nivel
presinaptico [17, 18]. En conjunto estos reportes sugieren que los mecanismos
compensatorios desplegados durante un periodo de inactividad o de excitabilidad

prolongada son diferentes.

En relacién a los mecanismos que operan a nivel postsinaptico, el synaptic scaling
representa la forma de PSH mas estudiada hasta el momento y es evidenciada tanto in vitro
como in vivo [19-21]. Involucra el ajuste compensatorio en la abundancia de receptores
postsinapticos del tipo AMPA. Ademas, se ha descrito un rol fundamental de factores
solubles de origen glial y neuronal, tales como el TNFa y el BDNF, respectivamente, en el

ajuste postsinaptico compensatorio.
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Es importante resaltar que al momento de comenzar esta tesis no existian estudios que

abordaran la importancia de factores solubles en la PSH presinaptica.
Mecanismos de plasticidad sinaptica homeostatica

Como describimos anteriormente, la PSH es un proceso que ayuda a mantener la actividad
de un circuito neuronal estable, al realizar ajustes compensatorios en la eficacia de la
transmision sinaptica. Esta se puede definir como un parametro determinado por el nimero
de sitios activos de liberacidn (n), por la Pry el tamano cuantal (q) [22, 23]. La Pr se refiere a
una variable presinaptica definida como la probabilidad de que una vesicula sinaptica (VS)
se fusione con la membrana presinaptica luego de la llegada de un potencial de accién (PA).
El tamanio cuantal se define como el cambio de voltaje registrado a nivel postsinaptico como

resultado de la liberacién de una vesicula sinaptica [24].

De esta manera, podemos definir a la fuerza de la transmisién sinaptica como:
Fsinaptica= Pr. n. q

Asi, la transmision sinaptica es mas eficaz si Pr, n o g aumentan.

Dado que nuestra investigacion se enfoca en explorar los cambios que ocurren en la terminal
presinaptica luego de un periodo de inactividad crénica, nos centraremos en describir los

mecanismos responsables de promover cambios en la Pr caracterizados hasta el momento.
La funcion presinaptica y su ajuste.

Como comentabamos anteriormente, la Pr se define como la probabilidad de que una VS se
libere de forma sincrénica a la llegada de un PA a la terminal presinaptica [15]. El ajuste de
este pardmetro representa un mecanismo que permite regular la transferencia de
informacion de una sinapsis a los requerimientos especificos de un circuito neural [25]. Entre
los mecanismos mas relevantes para el control de la Pr se encuentran el control de la
disponibilidad de VS y de Ca*? presinaptico [15, 26-28]. Ambos se detallaran en el apartado
que sigue a continuacién. Sin embargo, antes de describir cdmo se produce la modulacién

de la Pr, resumiremos brevemente el proceso de liberacién del neurotransmisor que
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comienza con la llegada de un PA y el consecuente aumento de los niveles de Ca*?

presinaptico.

El neurotransmisor, que se almacena en las VS, es liberado a la hendidura sindaptica
mediante la fusion controlada de la membrana de una VS y la presindptica. Esto se lleva a
cabo en una region especializada de la terminal presinaptica denominada zona activa (ZA)
[29]. El nucleo de la maquinaria de exocitosis desencadenada por Ca*? esté constituido por
seis proteinas diferentes: tres proteinas del complejo SNARE, la proteina SM (Munc18-1), la
sinaptotagmina 1 (Stg1), y la dltima molécula descrita para este complejo, la complexina

[30-33].

Las proteinas del complejo SNARE se subdividen en dos categorias. La primera, definida
como v-SNARE, esta representada por la proteina de membrana vesicular sinaptobrevina. La
segunda de estas categorias se conoce como t-SNARE y estd representada por dos proteinas
de la membrana presinaptica: SNAP25 y sintaxina-1 [29, 33, 34]. La sintaxina-1 forma un
complejo estable con dominios especificos de la sinaptobrevinay SNAP-25y la interaccidn
entre estos elementos es dirigida por Munc18-1 (Fig. 1 a) [35, 36]. En un proceso previo a la
fusidn de la membranas vesicular y presinaptica, la complexina se une al complejo SNARE
en un surco formado por la sinaptobrevina y la sintaxina-1 (Fig. 1 b, d) [37]. Un analisis
detallado de este surco confirmé que la complexina y la Stg1 compiten por el mismo sitio de
union en el complejo SNARE [38]. Cuando los niveles de Ca*™ aumentan en la terminal
presinaptica, la complexina se libera del complejo SNARE, dejando libre el sitio de unién para
la Stg1. (Fig. 1 ¢) [29, 33, 35, 39]. Esta proteina, que opera como un sensor de Ca*?, se
encuentra anclada a la membrana de la VS y cuenta con dos dominios citoplasmaticos
definidos como C2Ay C2B [30, 33]. El dominio C2A se une a tres iones de Ca*?, mientras que
el dominio C2B se une a dos y a su vez, ambos dominios se unen a fosfolipidos de la
membrana presindptica. De esta manera, se produce la fusion de la membrana vesicular con

la presinaptica y la formacioén de un poro para la liberacidn del neurotransmisor [33].

Elroldel ATP y los receptores purinérgicos en la plasticidad sinaptica homeostatica 9
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Fig.1 Modelo de los estadios por lo que pasa una VS durante la exocitosis dependiente de Ca*2. El modelo
propone que la complexina suprime la fusion de una VS a la terminal presinaptica al insertarse en el complejo
SNARE. La unidén de la complexina al complejo SNARE estabiliza el ensamblaje de v y t-SNARE, e inhibe la
transferencia de la fuerza generada por el ensamblaje del complejo SNARE hacia las membranas en fusion.
Posteriormente, la Stg1 desencadena la fusidon de la VS los fosfolipidos de membrana de manera dependiente
de Ca*? [37].

Luego de la exocitosis, las VS se endocitan y reciclan probablemente a través de tres vias
alternativas: (a) Las vesiculas se reacidifican por la actividad de bombas de H* presentes en
la membrana vesicular y vuelven a llenarse con neurotransmisores sin desacoplarse de la
membrana presindptica, en un mecanismo definido como “kiss and stay” (Fig. 2 a); (b) las
vesiculas se desacoplan y reciclan localmente, para reacidificarse y llenarse huevamente
con neurotransmisores, en un mecanismo definido como “kiss and run” (Fig. 2 b); o (c) las
vesiculas se endocitan a través de fosas revestidas de clatrina para reacidificarse y
recargarse de neurotransmisores, ya sea directamente o después de pasar por un

intermediario endosomal, en un mecanismo definido como “endosomal recycling” (Fig.2 c)

[40].
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Fig. 2 Aqui se proponen tres vias de reciclaje de VS: Dos vias rapidas, en las que las vesiculas permanecen
en la ZA para recargarse (kiss-and-stay) (a) o se reciclan localmente sin endocitosis mediada por clatrina (kiss-
and-run) (b), y una via mas lenta que involucra la endocitosis mediada por clatrina (Endosomal recycling) (c).
La via rapida se utiliza preferentemente para reciclar rapidamente las vesiculas en el pool de liberacién
inmediata a frecuencias de estimulacion bajas, mientras que la via lenta dependiente de clatrina entraen accién
a frecuencias de estimulacién mas altas [37] .

Ajuste homeostatico de las vesiculas sinapticas

En la terminal presinaptica se han caracterizado tres pooles de VS diferentes. El primero de
estos grupos lo constituye el pool de VS del RRP (Acrénimo del readily releasable pool). Este
pool ha sido definido como aquel que se encuentra acoplado a la ZA, es decir, en contacto
directo con la membrana plasmatica presinaptica y es el primero en liberarse luego de la
llegada de un PA (Fig. 3 a) [25, 26, 41-44]. Algunos autores especulan con la posibilidad de
que solo un subgrupo de VS acopladas a la terminal represente el RRP (Fig. 3 b), e incluso
que algunas de las VS del RRP se acoplan a la membrana de la terminal presinapticas
mientras que existen VS adicionales de este pool que alcanzan la membrana presinaptica a

través de un rapido reclutamiento a sitios vacios (Fig. 3 c¢) [44].
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Fig. 3 ELRRP consiste en VS acopladas. Las preguntas que surgen son: ; Todas las vesiculas del RRP estan
acopladas en la ZA o solo un subconjunto de ellas? (a) Un modelo postula que todas las vesiculas acopladas
son parte del RRP y todas las vesiculas del RRP estan acopladas. (b) Otra posibilidad es que solo un
subconjunto de vesiculas acopladas constituya el RRP. (¢) Un tercer modelo sugiere que muchas vesiculas del
RRP estan acopladas, pero vesiculas adicionales pueden contribuir al RRP mediante un reclutamiento rapido a
sitios de liberacidn vacios y activados. En (a) - (c), las vesiculas del RRP estan ilustradas en rojo y la ZA es el
area sombreada en gris (41].

Independientemente de estos modelos, las terminales nerviosas presinapticas contienen un
RRP y un gran pool de reserva compuesto de VS que pueden exocitarse en respuesta a una
estimulacionintensa o prolongada. Sin embargo, teniendo en cuenta que no todas las VS del
pool de reserva tienen la misma capacidad de ser liberadas, algunos autores subdividen a
este grupo en un pool de reserva propiamente dicho y un pool de reciclaje. Este ultimo se
libera mas lentamente que el RRP y precede a la movilizacion del pool de reserva (Fig. 4).
[39]

Fig. 4 Esquema representativo del tamafo de los pools de VS y

tasa de recambio. En cada esfera se indica el nimero total de VS

-170 Reserve  PErtenecientes a cada pool y el porcentaje relativo al total de VS
~-85% pool presentes en la terminal presinaptica. Las flechas azules indican
endocitosis; las flechas rojas indican recambio entre pools. El

recambio de VS entre el pool de reciclaje (Recycling pool) y el pool

L

Slow

¥ de reserva (Reserve pool) es lento, mientras que su recambio con el
:38% Recycling pool  RRP es relativamente rapido [39].
Fast ) East

RRP

-

De este conjunto de VS, las del RRP tienen la mayor probabilidad de fusién en la membrana
de la terminal presinaptica, lo que resalta la importancia de su contribucidn a la eficiencia de

la transmision sinaptica [43, 45]. Por ello, los mecanismos que controlen el transporte de VS
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alaZAy los implicados en el anclaje de una VS a la ZA, previo a la fusién de las membranas
vesicularesy la presinaptica, representan puntos de control en el ajuste de la eficiencia de la

transmision sinaptica [46].

Entre los mecanismos responsables de promover la llegada de las VS a la ZA, numerosos
autores reportaron que la polimerizacion dependiente de ATP de filamentos de actina, asi
como la activacion de una calcinuerina activada por fosfatasa son responsables de promover
un aumento en el reclutamiento de vesiculas al RRP [25, 47]. Por el contrario, la fosforilacion
de las cadenas livianas de los filamentos de miosina, que resulta en la contraccion de
elementos del citoesqueleto, asi como la activacién de la Kinasa 5 ciclina-dependiente

(CDKS5) son responsables de inducir el cambio opuesto [25, 48, 49].

En relacidn al anclaje de una VS a la ZA previo a la fusiéon de las membranas vesicular y
presinaptica, uno de los mecanismos caracterizados hasta el momento involucra la
participacion de dos proteinas presentes en ZA: Munc13 y a-RIM (Acrénimo de Rab3-
Interacting Molecule) [50]. Numerosos autores reportaron que el extremo N-terminal de

Munc13 se asocia a la proteina a-RIM y a Rab3A, una proteina presente en la membrana
vesicular unida a GTP y la conformacion de este complejo tripartito Munc13/ a-RIM/ Rab3A
permite la interaccién de la VS con el complejo t-SNARE, regulando asi el trafico vesiculary

el tamario del RRP [46, 50-53].

Existe una extensa cantidad de trabajos que caracterizan los cambios homeostaticos en el
numero de VS dependientes de la actividad neuronal, tanto en modelos invertebrados como

de vertebrados.

En invertebrados, uno de los modelos mejor caracterizados es la union neuromuscular de
Drosophila donde la inhibicion de la funcion de los receptores postsinapticos provoca un
aumento homeostatico de la Pr, restaurando la excitabilidad postsinaptica [54]. En este
modelo, la homeostasis presinaptica puede ser inducida rapidamente, se mantiene durante
periodos prolongados de tiempo y depende de la modulacion homeostatica del tamafo del
RRPy de incrementos en los influjos de Ca*? presinaptico a través de canales de Ca*? voltaje

dependientes CaV,1 [55]. La proteina RIM-Binding Protein (RBP) juega un papel central en
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este ajuste ya que interactua con la proteina RIM, permitiendo el reemplazo répido de las
vesiculas del RRP por VS del pool de reciclaje facilitando de esta manera la potenciacion
sinaptica observada en respuesta al bloqueo de receptores postsinapticos. Ademas, induce
un aumento en el reclutamiento de CaV,.1, promoviendo asi un aumento en los influjos de

Ca™ presinaptico [56].

En vertebrados, el ajuste homeostatico en el tamano del RRP ha sido observado en
diferentes regiones del SNC. A nivel del cerebelo, una disminucién en los niveles de actividad
de un circuito neuronal por el bloqueo farmacolégico de receptores de tipo AMPA, asi como
por la pérdida de la funcidon de estos receptores inducida por modificaciones genéticas, dio
lugar al incremento homeostatico en el tamafo del RRP [57]. Sin embargo, los mecanismos

moleculares que subyacen a este ajuste no han sido caracterizados hasta el momento.

Otra de las regiones donde los cambios plasticos dependientes de la actividad neuronal han
sido ampliamente caracterizados es la corteza visual. La misma, puede subdividirse en 5
areas (V1-V5). De estas 5 areas, los mecanismos de PSH han sido ampliamente
caracterizados en la corteza somatosensorial visual primaria V1, donde diferentes estudios
realizados in vivo reportaron que, en sinapsis establecidas entre neuronas de la capa 4 con
neuronas piramidales de las capas 2/3 de V1, la deprivacién visual promueve un aumento en
el nimero de VS del pool de reciclaje y del RRP asi como un aumento en la Pr que es
acompanado de un cambio en la composicion estructural de receptores postsinapticos
NMDA (NMDARs) extra y perisinapticos. Este cambio en la composicion de los NMDARs
confiere a estos receptores propiedades electrofisioldgicas que permiten aumentar la
amplitud de los potenciales postsinapticos excitadores [58-60]. El aumento homeostatico
delaPrgeneradoenrespuesta aladeprivacion visual favorece el derrame de glutamato hacia
sitios extrasinapticos y persinapticos, donde los NMDARs expresan predominantemente la
subunidad NR2B responsable de facilitar la sumacidn temporal de corrientes postsinapticas,

aumentando la excitabilidad del circuito [59].

Finalmente, y teniendo en cuenta que nuestro trabajo se enfoca en el estudio de la PSH en el
hipocampo, especificaremos algunos cambios caracterizados en esta region del SNC. El

tamano de la ZA constituye un factor determinante del tamafo del RRP en esta regién del
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SNC y puede ajustarse homeostaticamente en respuesta a cambios en los niveles de
actividad del circuito [15, 61]. En este sentido, en respuesta a una disminucion sostenida de
la actividad neuronal, se observé un incremento de su tamafo [15]. Si bien el tamafo de la
ZA varia significativamente entre diferentes sinapsis, la abundancia de proteinas presentes
en esta region, asi como el nimero de vesiculas del RRP y la Pr se correlacionan de manera
directa con este parametro [62, 63]. Acompafiando estos cambios, numerosos autores
reportan un aumento en los niveles de expresion de enzimas responsable de la sintesis de
glutamato, asi como un incremento en la expresién del transportador vesicular de glutamato
1 (vGlut-1), presente en la membrana de las VS y responsable de incorporar glutamato al
interior de las mismas [26, 64-67]. El numero de copias de vGlut-1 por vesiculas se
encuentra bajo control estricto y se ajusta de manera homeostatica frente a cambios en los
niveles de actividad de la red [64, 66, 68]. Resulta interesante destacar que la supresion de
la actividad neuronal no solo evoca incrementos de componentes estructurales presentes
en la terminal presinaptica. Kim, y cols. reportaron que la inactividad crénica promueve una
reduccidn en los niveles presinapticos de CDK5, lo que indica que esta enzima, que es
responsable de reducir el reclutamiento de VS del RRP a la ZA, representa un sustrato critico

para el ajuste dependiente de la actividad neuronal en el tamafio de este pool vesicular [49].

Es evidente entonces, que existen multiples mecanismos a través de los cuales una neurona
puede ajustar el tamano del RRP de manera dependiente de la actividad sinaptica. Por lo
tanto, identificar los factores y las vias moleculares responsables de estos ajustes es crucial
para comprender en profundidad los mecanismos subyacentes a la plasticidad sinaptica en

el SNC.
Ajuste dependiente de la actividad en la abundancia de Ca*? presinaptico

Como comentamos anteriormente, la neurotransmision se inicia con la llegada de un PA ala
terminal presinaptica, promoviendo la apertura de canales de Ca* voltaje-dependientes
(VGCC), con el consecuente incremento en los niveles intracelulares de este ion [69, 70]. La
entrada de Ca*? a la terminal presinaptica estd mediada por diferentes subtipos de canales

VGCC identificados como canales de tipo P/Q, N, R. La contribucién relativa de cada uno de
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estos VGCC al contenido total de Ca*? presinaptico es de un 50% dependiente de la

activacion de los VGCCpq, el 25% por VGCCyy el 25% restante por los VGCCg [71].

El incremento en los niveles presinapticos de este ion se transduce en la fusion de la
membrana de una VS con fosfolipidos de la membrana presindptica y consecuente
liberacion del neurotransmisor. Stanleyy cols. sugieren que los sitios en los que se producen
los influjos de Ca*™y los sitios en los que el Ca*™ interactia con la maquinaria de liberacién
vesicular deben estar proximos, si no colocalizados [72]. En este sentido, dado que la
migracion delion en el citoplasma esta limitada por la difusidn, la distancia entre estos sitios
no puede ser superior a ~100nm [72, 73]. Ademas, la liberacién del neurotransmisor ocurre
en un tiempo que no supera los 0,2 ms a la entrada de Ca* cuando la concentracién
citoplasmatica de este ion llega a valores de #20-50 mM, con un maximo de hasta 190 mM

que sélo se alcanza cerca del poro del canal iénico [72, 74-76].

Estudios realizados in vitro e in vivo reportaron que la cantidad de Ca*? que ingresa en el botén
sinaptico en respuesta a cambios cronicos de la actividad neuronal resulta un factor clave
de los cambios homeostaticos en la fuerza sindptica [28, 77-79]. Mientras que la supresion
de la actividad neuronal es suficiente para generar un aumento en los niveles presinapticos
de este ion, el aumento prolongado de la actividad estd acompanado por un transitorio de
Ca*? mas pequeno. Estos cambios pueden estar modulados por a) cambios en la
conductancia de los VGCCsin que se observen cambios en su abundancia o su probabilidad
de apertura frente a la llegada de un PA [78], b) cambios en los niveles de expresién de los
VGCC [45, 80], c) cambios en la expresién génica de vias moleculares que operan corriente
abajo del Ca*™ presindptico [77] y/o d) cambios en los mecanismos moleculares

responsables del clearance presinaptico de Ca*?[81].

La importancia de mantener la homeostasis del Ca* presindptico por medio de vias
dependientes del voltaje resalta la necesidad de mecanismos que puedan regular los niveles
de este ion en ausencia de una despolarizacién neuronal. Teniendo en cuenta el alto grado
de especializacién celular observado entre los dominios especializados en recibir y
transmitir sefiales de una neurona, junto con su volumen celular que resulta unas 10.000

veces mayor en proporcion a la mayoria de las células eucariotas [82] es esperable que
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procesos como la sintesis de proteinas y lipidos o el trafico celular sean sostenidos por
niveles elevados de ATP. De hecho, se estima que el 20% del ATP corporal total se utiliza
para garantizar el funcionamiento del SN, destinando 34 partes de este total a la senalizacion
neuronal [83, 84]. Teniendo en cuenta que este nucledtido opera sobre vias que son
independientes de voltaje (ver el apartado que sigue a continuacién) y considerando su rol
neuromodulador ampliamente caracterizado, [85, 86] en nuestro trabajo especulamos que,
en condiciones de inactividad crénica, el ajuste de Ca*? presindptico podria estar modulado

por el ATP.

De esta manera, este proyecto tiene como particularidad el vincular entre si varios
paradigmas novedosos inherentes a la comunicacion celular y sindptica al vincular el
metabolismo celular con los fenédmenos involucrados en la comunicacién neuronal durante

los mecanismos de PSH.
Senalizacion purinérgica y plasticidad
El rol neuromodulador del ATP

El concepto de la transmisidn purinérgica, o transmision mediada por nucleétidos, comenzé
a tomar relevancia a finales de los afios 60 y principios de los 70, a partir de una serie de
estudios que mostraron como, tras la estimulacién eléctrica de nervios periféricos simpatico
y parasimpatico, era posible detectar respuestas postsinapticas incluso en presencia de
antagonistas adrenérgicos y colinérgicos, respectivamente. Ello permitié postular la
existencia de nervios no-adrenérgicos no-colinérgicos (NANC) [87]. Mas adelante se
comprobaria que el neurotransmisor liberado por estos nervios NANC era el ATP [88]. La
evidencia experimental incluyd: la mimetizacidn de la respuesta postsinaptica de los NANC
luego de la aplicacion exdgena de ATP en ausencia de otros estimulos, la medicion de los
niveles de ATP luego de la aplicaciéon de estimulos eléctricos de los NANC, el marcaje
histoquimico de una subpoblacién de neuronas con quinacrina, un marcador fluorescente
con la capacidad de detectar niveles elevados de ATP unido a péptidos y finalmente, el

bloqueo de la respuesta de los NANC luego de la aplicacién de a,B-methylene ATP, un
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analogo del ATP que produce la desensibilizacién selectiva de los receptores purinérgicos

[87].

En el SNC, el ATP puede ser incorporado a una VS y co-liberado desde la terminal
presinaptica junto con otros neurotransmisores tales como GABA y glutamato. Sin embargo,
también se ha caracterizado la presencia de vesiculas en terminales presinapticas
glutamatérgicas que solo contienen ATP. Por otra parte, el ATP también puede ser liberado a
través hemicanales de membrana (como por ejemplo, los formados por panexina-1) o
incluso, a través del receptor purinérgico P2X7 (P2X7R) al que nos referiremos mas adelante

en esta tesis [89].

Los mecanismos de accion del ATP estdn mediados por dos tipos de receptores
purinérgicos: receptores ionotropicos del tipo P2X (P2XR1-7) y metabotrdpicos del tipo P2Y
(P2YR1, P2YR2, P2YR4, P2YR6, P2YR11, P2YR12, P2YR13, and P2YR14) [90, 91].

La activacion de los P2YR tiene un efecto inhibitorio sobre la neurotransmision [92]. Ademas,
algunos autores sugieren que el ATP también podria modular el efecto inhibitorio de manera
indirecta a través de la activacién de receptores del tipo A1 presinapticos, activados por
adenosina, un metabolito derivado del catabolismo extracelular del ATP [93]. Por su parte, la
activacion de los P2XR tiene el efecto opuesto ya que la activacion de esta subfamilia de
receptores genera influjos de Ca*?, ademas de influjos de K* y Na*, promoviendo un efecto

excitador [90].

El efecto del ATP sobre la plasticidad neuronal dependiente de la actividad ha sido
ampliamente caracterizado en los fendmenos de plasticidad Hebbiana [9, 10]. En este
sentido, la aplicacién local de ATP a neuronas de la region CA1 del hipocampo puede inducir
tanto PLP como DLP, dependiendo del grado de entrada de Ca*?[94]. Se ha sugerido que un
aumento relativamente grande en los niveles de Ca*? induce PLP, mientras que un aumento
moderado induce DLP. Esto podria estar determinado por la activacién de diferentes
sistemas enzimaticos cuya actividad depende de la magnitud del aumento de Ca*? [95].
Aunque la DLP y PLP suelen ser inducidas por patrones de estimulacién eléctrica (por

ejemplo, 100 Hz durante 1 s para PLP y 1 Hz, 500 o 900 pulsos para DLP) [94], se ha
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reportado que la aplicacidén de ATP en ausencia de estimulos eléctricos puede ser capaz de

promover plasticidad de Hebb [96].

Si bien se han caracterizado los mecanismos moleculares que subyacen a la sefalizacion
purinérgica en la plasticidad Hebbiana, la importancia de este nucledtido y sus vias
purinérgicas en la PSH presinaptica no habia sido investigada hasta el momento. Teniendo
en cuenta que la PSH ha comenzado a ser comprendida recientemente como una forma de
modulacién de la eficiencia sinaptica que actia en conjunto con la plasticidad de Hebb,
profundizar en el conocimiento sobre las vias de senalizacion purinérgicas que participan en
este ajuste homeostatico contribuira a una mejor comprension de las bases moleculares que

subyacen los procesos de aprendizaje y memoria.
El Receptor P2X7 en la plasticidad sinaptica

Dentro de los P2XR, reviste un interés especial en el control de la neurotransmision el subtipo
P2X7R dada su elevada permeabilidad al Ca*™. Estos receptores se activan a niveles
inusualmente elevados de ATP en relacion al resto de los P2XR, con concentraciones
efectivas medias en el rango de ~50 yM a ~2.5 mM. También pueden ser activados por el
analogo sintético del ATP, el 20(30)-O-(4-benzoylbenzoyl) ATP (BzATP) con concentraciones
efectivas medias reportadas aproximadamente diez veces menores que las requeridas para

el ATP [97].

La expresion de estos receptores ha sido ampliamente caracterizada en las membranas de
células neuronales y gliales de diferentes regiones del SNC [98-102]. Los P2X7R estan
constituidos por dos subunidades transmembranas (M1-M2), con sus extremos Ny C
terminales intracelulares, y un gran loop extracelular rico en residuos de cisteina que actua
como sitio de union para el ATP (Fig. 5 A) [103, 104]. Una reconstruccion tridimensional de
este receptor recuerda a la forma de un “delfin” en la que la porcién extracelular del receptor
toman la forma del cuerpo y la aleta mientras que las dos regiones transmembranas se
asocian a la forma de la cola (Fig. 5 C) [104]. El ensamblaje de tres subunidades de P2X7R
forma un receptor homotrimérico (Fig. 5BY 6 A) y raramente forma heterotrimeros con otros

miembros de la familia P2X. En este contexto, se ha demostrado que las subunidades del
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P2X7R pueden unirse a otras subunidades de P2X, principalmente a P2X4R y en menor
medida a P2X2R y P2X5R [105, 106], lo que podria sugerir que otros receptores P2X
contribuyen a las respuestas celulares tipicamente atribuidas a P2X7R. Por otra parte,
presentan tres sitios de unién al ATP, uno por cada mondmero adyacente (Fig. 5 D). A
diferencia de otros subtipos de P2XR, donde la unién de dos moléculas de ATP es suficiente
para activar al receptor, los P2X7R requieren tres moléculas de este nucledtido para su
activacion [104]. Ademas, un andlisis de la estructura cristalina de los P2X7R muestra sitios
de unién de 5 subtipos de antagonistas especificos: A740003, A804598, AZ10606120,
GW791343 y INJ47965567 [107]. Estos sitios estan yuxtapuestos a los sitios de union del
ATP lo que sugiere que los farmacos operan como inhibidores no competitivos de la actividad

de este receptor [104, 107] (Fig. 5 D).
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DOMAINS OF PZXTRMONOMER ___P2X7 HOMO-TRIMERIC RECEFTOR
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Fig. 5 Topologia del receptor P2X7. (A) Estructura secundaria de un monédmero de PX7R con los dominios
extracelular, transmembrana 1 (TM1), transmembrana 2 (TM2), Ny C terminal intracelular. (B) Co-ensamblaje
de tres mondémeros de P2X7R (Violeta, Celeste y Naranja). Se muestran ademas regiones donde posiblemente
podrian interactuar moléculas con diferentes dominios tales como mensajeros intracelulares en los extremos
N y C terminal intracelular (Verde), residuos de membrana en el dominio transmembrana (Azul), el ATP
(Amarillo) y otros moduladores alostéricos operando sobre el dominio extracelular (Rojo) (C) Estructura
secundaria (lzg.) y reconstruccién tridimensional (Der.) del monémero recordando a una forma de delfin. (D)
Vista superior del P2X7R resaltando los sitios de unién del ATP (Lineas punteadas naranjas) y tres sitios
adicionales para la unién de antagonistas (Lineas punteadas negras) [104].

Numerosos trabajos demuestran que los P2X7R estan localizados en las terminales
nerviosas glutamatérgicas y que su activaciéon desempefia un papel importante en la
liberacion de glutamato evocado por ATP por mecanismos dependientes de Ca*? [108].

También se ha descrito que el propio P2X7R constituye una via de liberacién independiente
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del Ca*?para el glutamato, GABA e incluso, para el propio ATP, aunque los mecanismos que
subyacen a esta liberacién son materia de debate [98, 100, 108, 109]. Una posibilidad es que
la activacion sostenida del receptor llevaria a un reordenamiento de elementos del
citoesqueleto induciendo la formacidén de un poro permeable a moléculas de un tamano
mayor a900Da[110]. Se han propuesto dos hipdtesis diferentes para explicar de qué manera
se forma este poro. Una sugiere que la formacién del poro se produce como resultado de un
incremento gradual en la permeabilidad del receptor, lo que llevaria a la dilatacion del canal
idnico del P2X7R (Fig. 6 B, C). La segunda hipdtesis sugiere que el poro asociado al P2X7R
es una estructura separada del receptor (Fig. 6 D) y que podria estar representado por un
canal de panexina-1 (Panx1HC), posiblemente activado por segundos mensajeros y no por
la accion directa del ATP sobre el receptor [3, 104, 105]. Independientemente del modelo, el
estado de poro dilatado estéa regulado por procesos y mecanismos celulares que involucran

cambios en el extremo C-terminal del receptor [111].

A CLOSED CHANNEL B OPEN CHANNEL Fig. 6 llustraciones
esquematicas de los estados
hipotéticos de la activacion
del receptor P2X7 (P2X7R).
(A) Estado de reposo del P2X7R
donde el agonista (trifosfato de
adenosina, ATP) no esta
presente o] existe en
concentraciones insuficientes,
de modo que la conformacidn
del receptor no abre su propio
canalidnico (canal cerrado). (B)
Activacién inicial del receptor
en milisegundos por las tres
moléculas de ATP, induciendo
la apertura selectiva del canal
para pequenos cationes
(canales abiertos). (C) Este
estado inicial es seguido por

Na*

NN una fase de activacion
a

prolongada que da lugar al
agrandamiento del propio receptor (agrandamiento del poro), permitiendo el flujo de iones grandes no
selectivos como Yo-Pro-1. (D) Esta fase prolongada de activacién puede involucrar otras proteinas de
membrana [104].
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Existe una considerable cantidad de evidencia que sugiere que los P2X7R desempefian un
papel crucial en los mecanismos de plasticidad sinaptica. Estudios realizados in vitro en el
nucleo paraventricular de roedores confirmaron que la activacion de los P2X7R localizados
en la terminal postsinaptica contribuye en la modulacién de la eficiencia postsinaptica

mediante mecanismos que facilitan una potenciacion de la actividad neuronal [112].

Ademas, numerosos autores reportaron la participacion del P2X7R en la formacién de
diferentes tipos de memorias en roedores, confirmando que ratones deficientes en P2X7R
(P2X7KO0) experimentaron una deficiencia en la memoria aversiva cuando fueron sometidos
al paradigma comportamental de Fear Conditioning Test. En este trabajo, la administracion
del antagonista del P2X7R en laregion CA1 del hipocampo de ratas, en diferentes momentos,
dificulto la adquisicion, consolidacion y recuperacién de la memoria a largo plazo [113]. Por
otra parte, el bloqueo farmacoldgico de estos receptores o su delecion genética previenen
los déficits cognitivos caracteristicos de patologias como la enfermedad de Alzheimer y

favorece la restauracion de mecanismos de plasticidad hebbiana [114-117].

Si bien se ha caracterizado la participacion de los P2X7R en mecanismos de plasticidad
hebbianos, el rol de los P2X7R en la PSH no habia sido caracterizado hasta el momento de
iniciar este trabajo. Asi, con este proyecto esperamos identificar y caracterizar nuevos
mecanismos que participan en el ajuste compensatorio de la funcion presindptica en
condiciones de inactividad crénica, favoreciendo una mejor comprension de la regulacion

homeostatica llevada a cabo en esta terminal.
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Interaccion neuro-glial y plasticidad

Las células gliales, entre las que se encuentran los astrocitos, la microglia, los
oligodendrocitos y las células precursoras de oligodendrocitos, representan
aproximadamente la mitad de las células nerviosas del SNC en mamiferos [118]. Mientras
que los oligodendrocitos son ampliamente reconocidos por sus funciones especializadas en
la mielinizacidn, en las ultimas dos décadas ha surgido el concepto de sinapsis tripartita que
destaca la participacion de los astrocitos y la microglia como componentes esenciales de la

sinapsis y resalta su capacidad para regular la actividad neuronal [118-121].

En relacion a la microglia, se ha caracterizado que puede formar parte de contactos
sinapticos poco estables con las neuronas, con un tiempo promedio de permanencia en las
sinapsis de solo 5 minutos, aunque en condiciones patoldgicas este tiempo puede
extenderse hasta 1hs luego de lo cual tiene lugar la poda de la terminal presinaptica [122]. La
frecuencia con la que se forman estos contactos depende de los niveles de actividad del
circuito. Asi, una disminucion en los niveles de actividad neuronal esta acompafiada de una

disminucién en la cantidad de contactos entre estos tipos celulares [122].

Por su parte, el papel de los astrocitos ha sido materia de debate. Mientras que inicialmente
eran considerados elementos pasivos de soporte paralas neuronas, estudios posteriores han
resaltado su funcion como células responsables de modular la excitabilidad neuronal [123].
A nivel del hipocampo, se ha caracterizado que la comunicacidn entre astrocitos y neuronas
modula tanto la transmision sinaptica basal como mecanismos plasticos de Hebb. Esta
modulacién ocurre través de un repertorio de receptores y transportadores expresados en la
superficie de los astrocitos, por medio de los cuales detectan la actividad de las neuronas
vecinas y responden liberando gliotransmisores entre los que se encuentran la D-serina

[124], glutamato [125]y el ATP [126].

La D-serina astrocitaria actua como agonista de los receptores postsinapticos de tipo NMDA
y es liberada cuando la demanda en los niveles de actividad neuronal es alta, tal como sucede

enla PLP[124, 127].
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La induccién de PLP dependiente de glutamato astrocitario ha sido ampliamente
caracterizada en sinapsis CA3-CA1 del hipocampo. Esta, requiere la activacion de
receptores muscarinicos colinérgicos (MAChR) y receptores metabotrépicos de glutamato
(mGLluR). Asi, la estimulacion de las vias colinérgicas en cortes de hipocampo provoca
elevaciones de Ca®* en los astrocitos, despolarizaciones postsinapticas en neuronas

piramidales CA1y PLP en sinapsis individuales CA3-CA1 [128].

Por su parte, el rol del ATP en la modulacién de la plasticidad sinaptica es materia de debate.
Algunos autores proponen que la activacidon de los P2YR presinapticos en el area CA1 del
hipocampo inhibe la neurotransmision e induce la DLP. Uno de los mecanismos involucrados
en esta modulacion implica la activacion de una cascada de sefalizacion intracelular
dependiente de los P2YR que finaliza con el bloqueo de canales de Ca*? dependientes de
voltaje de la terminal presinaptica [92]. Ademas, el ATP también podria modular el efecto
inhibitorio de manera indirecta a través de la activacién de receptores del tipo A1
presinapticos, activados por adenosina, un metabolito derivado del catabolismo extracelular
del ATP [129]. Se ha descripto que este metabolito podria tener un efecto dual sobre la
plasticidad sindptica ya que algunos autores proponen que facilita la DLP mientras que otros
sostienen que la adenosina derivada del ATP astrocitario deprime las vias neuronales
adyacentes a las estan siendo estimuladas durante la induccién de la PLP [126]. Adema3s, se
ha descripto que el bloqueo de los P2XR postsinapticos facilita la PLP en determinadas
condiciones experimentales [130]. Sin embargo, también se ha observado que la PLP es
inducida en células piramidales (capa CA1) del hipocampo mediante la aplicacién exdgena
de ATP y la consecuente activacion de los P2XR postsinapticos mientras que el efecto
opuesto se observa frente a la aplicacién de antagonistas especificos de estos receptores
[131]. Es por esto, que el papel de los P2XR en la PLP aun no estd completamente

esclarecido.

En este contexto, en el que diversos factores solubles de origen glial participan en el control
de la plasticidad sinaptica de Hebb, consideramos relevante investigar el papel del ATP en la
PSH. Esto se debe a que, por un lado, el organismo destina una gran cantidad de este

nucledtido al funcionamiento del SNC [83, 84]. Este consumo elevado de ATP, destinado en
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su mayor parte a la senalizacion celular a nivel del SNC, sugieren que ademas de su funcién
energética, media la comunicacion celular y podria potencialmente participar en la

modulacién de la PSH.
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Hipotesis

Proponemos que la sefalizacién purinérgica cumple un rol esencial en el ajuste
homeostatico de la funcién presinaptica luego de un periodo de inactividad crénica. En
particular, postulamos que durante el bloqueo prolongado de la actividad sindptica se
produce un incremento en la concentracion de ATP extracelular, favoreciendo la activacion
de receptores P2X7 presinapticos y, como consecuencia, la funcién presinaptica se

incrementa.
Objetivos

Objetivo General

Nos proponemos caracterizar la importancia del ATP y sus vias de senalizacién en el ajuste

homeostatico de la funcidn presinaptica dependiente de actividad.
Objetivos especificos

-Objetivo especifico 1: Analizar el rol del ATP en el ajuste homeostatico de la fuerza

presinaptica.
-Objetivo especifico 2: Analizar las vias purinérgicas implicadas en la PSH presinaptica

-Objetivo especifico 3: Caracterizar los mecanismos moleculares dependientes del ATP
que influyen en el remodelamiento de la terminal presinaptica luego de un periodo de

inactividad prolongado.
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Materiales y métodos

Animales

Se utilizaron ratas neonatas (dia de nacidas o dia posterior al nacimiento definidos como PO-
P1, respectivamente) de la cepa Sprague Dawley (sp: Rattus norvegicus) criadas en la Unidad

de Reactivos y Biomodelos de Experimentacion (URBE) de la Facultad de Medicina, UdelaR.
Consideraciones éticas

Se realizaron todos los esfuerzos para disminuir el nimero de animales empleados. Los
procedimientos experimentales se cumplen en acuerdo a las normativas éticas vigentes a
nivel internacional organizadas en la Ordenanza Universitaria “Uso de animales en
experimentacion, docencia e investigacion Universitaria”, CDC Exp 4332/99, Diario Oficial
N°25467, Feb. 21/00, UdelaR, http://www.csic.edu.uy/chea. El protocolo de
experimentacion utilizado en esta investigacion ha sido aprobado por la Comisién de Etica
en el Uso de Animales (CEUA): 070153-000681-18, titulado “Procedimiento para obtener

co-cultivos neurona-glia a partir de hipocampo murino”.

Cultivos disociados de hipocampo

Obtencion de células gliales

Los cultivos disociados se realizaron a partir de ratas neonatas de la cepa Sprague Dawley a
P0-P1[132]. Se extrajo el cerebro, se lo colocd en medio de diseccion compuesto por HBSS
(Hanks' Balanced Salt Solution, Gibco) + HEPES (10mM, Sigma). Luego de realizar un corte
sagital, se disecaron ambos hemi-hipocampos, se fragmentaron en 4-6 piezas cada unoy se
incubaron en 3 ml de una solucién enzimatica conteniendo papaina (20 unidades, Sigma),
EDTA (0.5mM), CaCl2 (1,5mM), L-cisteina (0,2mg/ml) y DNAsa (0,1 mg/ul), durante 18
minutos a 37°C. El tratamiento enzimatico se detuvo lavando con medio BME (Basal Medium
Eagle, Gibco) suplementado con glucosa (16mM, Sigma), suero fetal bovino (FBS, 10%),
piruvato (1mM, Gibco), HEPES (0,01M, Sigma), Penicilina/Estreptomicina (Penicilina

100U/ml; Estreptomicina 100ug/ml, Gibco). Posteriormente, se disgregd mecanicamente el

Elrol del ATP y los receptores purinérgicos en la plasticidad sinaptica homeostatica 28



Materiales y métodos

tejido en medio BME suplementado y se centrifugd (1000rpm, 5min). El pellet celular se
resuspendio en 2 ml de medio BME suplementado como fue mencionado anteriormente. Se
incubaron las células obtenidas en botellas de 25cm? conteniendo medio BME

suplementado durante 7-14 dias hasta la formacién de una monocapa.

Una vez formada la monocapa glial en las botellas de cultivo, se realizaron 2 lavados con PBS
(buffer fosfato salino) y se tripsinizé (Trypsin-EDTA 0.05%, Gibco) durante 2 minutos a 37°C
para lograr el decolamiento de las células. Se completé la disgregacion de forma mecanica
y se colectaron las células por centrifugacion (1000 rpm, 5min) en tubos de 15 mLl. ELndmero
total de células fue cuantificado en una cdmara de Neubauer. Se sembraron 4 x 10° células
sobre cubreobjetos de 12mm, colocados en placas de 24 pocillos en medio BME

suplementado.

Los cubreobjetos fueron previamente tratados con acido nitrico overnight, seguido de 20
lavados con agua desionizada y 15 lavados con etanol 95-99%. Posteriormente fueron
colocados en placas de 24 pocillos y se trataron con una solucion de colageno de cola de
rata (23%), poli-D-lisina (20pg/ml, Sigma) y acido acético (3mM) en agua y finalmente, fueron

utilizados para cultivo.

Los cultivos se mantuvieron a 37°C en una estufa de cultivo, con atmdsfera saturada de agua,
95% de aire y 5% de CO2 durante 5-7 dias hasta obtener un 70% de confluencia
aproximadamente. Todos los medios de cultivo y la solucidon enzimatica fueron filtrados

previamente a su uso.
Co-cultivos neurona/glia

Para obtener cultivos disociados de hipocampo compuestos por células neuronalesy gliales
(co-cultivos neurona/glia) se siguieron los siguientes pasos: siguiendo el procedimiento
detallado previamente, se obtuvo el pellet celular a partir de hipocampos de animales
neonatos. El mismo fue resuspendido en 2ml de medio NB (Neurobasal, Gibco)
suplementado con glucosa (34mM), B27 (2,5%, Gibco), glutamax (2mM, Gibco) y
Penicilina/Estreptomicina (Penicilina 100U/ml; Estreptomicina 100pg/ml, Gibco). Previo al

cultivo, las células fueron incubadas durante 2 min con trypan blue, una tincién que se utiliza

Elroldel ATP y los receptores purinérgicos en la plasticidad sinaptica homeostatica 29



Materiales y métodos

para el marcaje de células muertas, permitiendo descartarlas del conteo de células a
sembrar. De esta manera, el nimero total de células vivas se cuantificd en una cdmara de
Neubauer y se sembraron 3,0 x 10 células por pocillo sobre la monocapa de células gliales.
Los co-cultivos se mantuvieron en medio NB suplementado. A las 24hs de sembradas las
neuronas, se tratd el co-cultivo con el antimitético citosina arabinosa (Ara-C, 4uM) para
evitar el crecimiento excesivo de células gliales, permaneciendo 14 dias in vitro (DIV) en la

estufa a 37°C, 5% CO2. Los cocultivos fueron utilizados para experimentos a 15-16 DIV
Inducciéon de PSH

La PSH se indujo provocando lainactividad crénica del circuito mediante la aplicacién de TTX
(1TpM) en cultivos de 14-15 DIV durante 24-36hs. Este es un protocolo ampliamente descrito
[17, 133, 134]. En todos los experimentos se utilizaron cultivos de la misma edad, no

tratados, como control de la actividad sinaptica basal.
Farmacologia

Para el estudio del papel del ATP extracelular en la PSH se trataron co-cultivos neurona/glia
de 14-15 DIV con los agentes detallados a continuacién. Se utilizd MgATP (Magnesium ATP,
500 pM) o ATPNa; (Sal de DisodioATP, 500 uM) en ausencia de TTX y Apirasa (enzima que
degrada el ATP, Apy, 5 U/ml). Este ultimo tratamiento fue realizado 15min antes y durante el

tratamiento con TTX (1uM, 24-36hs).

Para determinar las vias implicadas en la PSH se trataron co-cultivos neurona/glia, de 14-15
DIV, con los siguientes agentes farmacoldgicos: RB2 (Reactive Blue 2, 50uM) y PPADS
(pyridoxal phosphate-6-azophenyl-2-4-disulphonic, 30 uM) como antagonista de los P2YRy
los P2XR, respectivamente [98, 135]. Se utilizaron antagonistas especificos de los P2X7R:
O0ATP (Oxidized ATP, 200 uM) y A-804589 (100 nM) [100, 136, 137]. Todos los tratamientos

fueron realizados 15 minutos antes y durante el agregado de TTX (1uM, 24-36hs).

También se utilizé el agonista selectivo de los P2X7R no hidrolizable por las ATPasas, BzATP
(Benzoil ATP, 10 uM) [137]. Los tratamientos con este reactivo fueron hechos en ausencia

de TTX (ver detalle de agentes farmacolégicos en Tabla 1).
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Tabla 1: Farmacologia

Agente Farmacoladgico

Concentracion

Descripcion

Blogueante de los canales de Na*
Tetrodotoxina (TTX) 1uM

dependientes de voltaje
ATP Na; 500uM Agonista de los P2R

Adenosin-5-trifosfato sal

de Magnesio (MgATP) 500uM Agonista de los P2R
Apirasa (Apy) 5U/ml Enzima que degrada el ATP
Reactive Blue 2 (RB2) 50uM Antagonista de los P2YR
pyridoxal phosphate-6-
azophenyl-2-4- 30uM Antagonista de los P2XR
disulphonic (PPADS)
Benzoil ATP (BzATP) 10uM Agonista no hidrolizable de los P2X7R
Oxidized ATP (0ATP) 200uM Antagonista de los P2X7R
A804598 100nM Antagonista de los P2X7R
GAP26 150 uM Bloqueante de Cx43HC
Probenecid (PBD) 500 uM Blogueante de Panx1HC
Inmunocitoquimica

Cultivos de 15-16 DIV fueron fijados en paraformaldehido (PFA, 4%) durante 15 minutos a

temperatura ambiente (TA). Una vez fijados, se permeabilizaron con PBS-Triton 0,1% y se

bloguearon con una solucién de PBS-Triton 0,1% conteniendo 0,2 M de glicinay 10% de FBS

(30 minutos a TA). Los anticuerpos primarios se agregaron en soluciéon de PBS-Tritén 0,1%

conteniendo 5% FBS y se incubaron durante 2 horas a TA. Luego de 3 lavados de 5 minutos
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con PBS-Tritén 0,1%, las células se incubaron con anticuerpos secundarios conjugados a
diferentes fluorocromos en soluciéon de PBS-Tritén 0,1% conteniendo 5% FBS durante 1 hora
a TA. Se realizaron varios lavados con PBS-Tritén 0,1% y PBS y posteriormente los
cubreobjetos fueron montados en portaobjetos con medio de montaje de base acuosa
(FluoromountTM, Sigma). Los anticuerpos primarios y secundarios empleados, y las

diluciones se detallan en la Tabla 2.

Tabla 2. Lista de anticuerpos primarios y secundarios

Anticuerpo Especie Dilucién | Casa Comercial (Nro. de Catalogo)
avGlut1 Rabbit 1:7000 | Synaptic Systems (135303)
a Homer1 Mouse 1:500 Synaptic Systems (160011)
2 a Map-2 Chicken 1:3000 | Abcam (ab5392)
§ a Synaptotagmin-1 | Rabbit 1:100 Synaptic Systems (105102)
a P2X7R Rabbit 1:300 Alomone (APR-004)
a GFAP-Cy3 Mouse 1:1000 | Sigma-Aldrich (C9205)

Alexa Fluor 488 Rabbit 1:500 Invitrogen (A11070)

Alexa Fluor 647 Chicken 1:300 Abcam (ab150175)

Secundario

Alexa Fluor 568 Mouse 1:500 Invitrogen (A11037)

Marcaje de células vivas

Experimentos de marcaje con Sinaptotagmina 1 (Stg1) de las VS

Para llevar adelante el marcaje in vivo con el anticuerpo contra el dominio luminal de Stg1
(1:100, Synaptic System), los co-cultivos a 15-16 DIV fueron expuestos a un estimulo de
campo eléctrico de 600 PA a 10Hz en presencia del anticuerpo a TA. Este estimulo fue

suficiente para promover la exocitosis de las VS del pool de reciclaje [138].
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Durante la estimulacién, los cocultivos fueron mantenidos en solucién extracelular basal
(EBS) de pH 7,4y osmolaridad de 290mOsm/Kg de H,0 y conteniendo (en mM): 137 NaCl, 2
CaCl,, 2 MgCl,, 10 D-glucosa, 5 HEPES, 0.001 glicina. Luego los cocultivos fueron dejados
en reposo durante 45 con el fin de que se produzca la endocitosis compensatoriay con ella,
la internalizacién del anticuerpo. Después de dos lavados con EBS, las células fueron fijadas
en PFA 4% y montadas como se describié anteriormente, para su adquisicidon por
microscopia confocal. A continuacién, se muestra un esquema representativo de la

maniobra experimental (Fig. 7).
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Fig. 7 Esquema representativo de la maniobra experimental para el marcaje del dominio luminal de la
sinaptotagmina 1 (stg1). La aplicacion de un estimulo eléctrico de campo promueve la exocitosis vesicular
que expone el dominio luminal de la stg1 al espacio extracelular. El estimulo eléctrico se aplica en una camara
de estimulacion, de fabricacion casera, donde los cocultivos son mantenidos en una solucion que contiene el
anticuerpo especifico para este dominio. Luego de 45 segundos post-estimulo, la endocitosis compensatoria
permite la internalizacion del anticuerpo.

Experimentos de captacion de Bromuro de Etidio (BrEt)

Los cocultivos disociados de hipocampo se expusieron a una solucion de BrEt (2,5 pM,
Sigma-Aldrich, Nro. de catalogo: 1239-45-8) a 15-16 DIV durante 15 min a 37°C. Durante
estos minutos, fueron incubados en estufa de cultivo con 5 % CO2 y 95% O2. Tras dos
lavados con medio NB, las células fueron fijadas en PFA 4% y montadas como se describid

anteriormente, para su adquisicién por microscopia confocal.
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Imagenologia de Ca*?

Para el marcaje del Ca* citosélico, se utiliz6 el marcador fluorescente FLUO4/AM
(Invitrogen; Cat: F14201) [139]. Para la preparacion de marcador, cada vial de FLUO4/AM fue

reconstituido en 50ul DMSO. Esto fue suficiente para preparar una solucién stock de 1 pg/pl.

Los co-cultivos fueron incubados a 15-16 DIV en solucién EBS conteniendo 0.01% de acido
plurénico y 1x10°3ug/ul de Fluo-4/AM. La incubacién de los co-cultivos con el marcador de
Ca*? se realizé en presencia de agonistas/antagonistas especificos durante 30 minutos a
37°C en estufa de cultivo con 5%C02 y 95%02. Después de dos lavados con solucién EBS,
los co-cultivos fueron colocados en una camara de fabricacién casera para la adquisicién de

imagenes por microscopia de epifluorescencia.
Adquisicion de imagenes
Para la adquisicién de las imagenes se utilizaron los microscopios detallados a continuacion:

Microscopio confocal Zeiss, modelo AxioObserver Z1, LSM 800 (Plataforma de Microscopia
Confocal del Instituto de Investigaciones Bioldgicas Clemente Estable y del IP). Se utilizaron
los laseres 488, 561 y 640 nm y el objetivo 63X, NA:1.4, inmersion en aceite. El software de

adquisicion fue ZEN 2.1. La resolucién espacial de cada imagen fue de 1024x1024 pixeles.

Microscopio confocal espectral Leica, modelo TCS SP5 Il (Plataforma de microscopia de la
Facultad de Medicina, Udelar), equipado con una ldmpara LED modelo pE300. Se utilizé el
laser argon multilinea 488 nm vy el objetivo 63X, NA:1.4, inmersion en aceite. El software de
adquisicion fue el LAS-AF lite. La resolucion espacial de cada imagen fue de 1024x1024

pixeles.

Microscopio de fluorescencia NIKON, modelo Ti-2-e (Plataforma de Microscopia de la
Facultad de Medicina, Udelar), equipado con una ldampara LED modelo pE300. Se utiliz6 un
objetivo 20X, NA 0.5, inmersién en agua. El software de adquisicién fue NIS Elements AR

5.30.05. Laresolucion espacial de cada imagen fue de 2048x2880 pixeles.

Microscopio de epifluorescencia Nikon, modelo Eclipse E600 (Facultad de Medicina,

Udelar), equipado con camara Kiralux de 8.9 MP modelo CS895CU, sensor de tipo CMOS 'y
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una lampara LED modelo pE300. Se utilizé un filtro de fluorescencia B-2Ay el objetivo 40X,
NA: 0.8, inmersion en agua. El software de adquisicién fue ThorCam. La resolucidn espacial

de cada imagen fue de 4096x2160 pixeles.

En todos los casos, la configuracion de adquisicion (Potencia del laser, potencia de la
lampara, tiempo de exposicién, ganancia digital) se mantuvo constante para cada

experimento independiente y fue configurada al inicio de la adquisicion de las imagenes.
Analisis de imagenes

Para el andlisis de las imagenes obtenidas se utilizé el software Fiji (FijilsJustimagel) [140]
Inmunofluorescencia asociada al vGlut-1 sinaptico

Para la adquisicién de imagenes se utilizé el microscopio confocal Zeiss descrito. Para
cuantificar la fluorescencia asociada al marcador presinaptico vGlut-1 se adquirieron stacks
de imagenes confocales consecutivas a intervalos de 1 umy se realizaron proyecciones Z de

intensidad maxima para su analisis. Se adquirieron entre 6-9 stacks por imagen.

Se identificaron sinapsis individuales como aquellas que presentaban colocalizacién parcial
o completa del marcador presinaptico (vGlut-1) y postsinaptico (Homer1) y en contacto con
las dendritas de una misma neurona identificadas con el marcador MAP-2 (Fig. 8 A-C). Se
cuantificé la intensidad de fluorescencia media de vGlut-1 de cada uno de los contactos
sinapticos. Para ello, se seleccionaron manualmente entre 30-150 sinapsis por heurona con
la herramienta oval selection y se promedié por neurona. Se analizaron un minimo de 8
neuronas por condicion en cada experimento independiente y se sustrajo la sefal del fondo
en cada imagen, promediando la intensidad de fluorescencia de regiones sin marcaje. Se
realizaron entre 3-4 experimentos independientes por condiciéon experimental. Para
cuantificar la densidad de contactos sinapticos por neurona, se cuantificé el nimero total de
sinapsis individuales sobre cada dendrita a partir de una distancia de 30pm desde el soma
celular y se promedid por neurona. Se analizé un minimo de 7 neuronas por condicion en 3

experimentos independientes.
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Fig. 8 Imagenes representativas de una neurona de co-cultivos de hipocampo de rata neonata. Se observa
un triple marcaje contra vGlut-1 (A, verde), Homer1 (B, rojo), MAP-2 (C, azul) y lacombinacién de los diferentes
canales (merge o combinado) (D). En la parte superior de cada imagen se observa una magnificacion de la region
seleccionada con un recuadro en la imagen. Las flechas en el recuadro muestran contactos sindpticos
localizados sobre dendritas donde existe colocalizacidon parcial o total del marcador vGlut-1 (presinaptico) y
Homer1 (postsinaptico). Escala: 10pm

Inmunofluorescencia asociada al P2X7R

Para la adquisicion de las imagenes se utilizé el microscopio Zeiss. Para el analisis de la
fluorescencia asociada a los P2X7R se adquirieron stacks de imagenes confocales
consecutivas a intervalos de 1 ym y se realizaron proyecciones en Z de intensidad maxima

para su analisis. Se adquirieron entre 6-9 stacks por imagen.

Se cuantifico la fluorescencia de las regiones en las que el marcador P2X7R co-localiza de
forma parcial o completa con el marcador presinaptico sinapsina-1 (Syn-1). Para detectar
estas regiones, se utilizé el plugin de FlJI Trainable Weka Segmentation (TWS), una

herramienta de aprendizaje automatico que aprovecha un nimero limitado de anotaciones
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manuales con el fin de entrenar a un clasificador y segmentar los datos restantes
automaticamente [141]. EL TWS se ejecutd con los siguientes sets de filtros: minimo,
maximo, media, mediana, varianza, entropia y tensor de estructura. Para construir el
clasificador se tomo un subgrupo de imagenes representativas de las diferentes condiciones
experimentales a evaluar. Con este subgrupo de imagenes se realizd un stack, utilizado para
entrenar un clasificador capaz de segmentar la imagen en dos clases de pixeles: la primera,
correspondiente a las regiones en las que se observa inmunomarcaje contra los P2X7R y la
segunda, a todas las estructuras que no se corresponden con la anterior y que consideramos
como background. Una vez construido el clasificador, el mismo fue utilizado para llevar a
cabo el analisis completo de todas las condiciones experimentales. Al aplicar el clasificador
sobre cada imagen se obtuvo una imagen segmentada. Dicha imagen se convirtié a 8 bits y
se binarizé en los valores de 0 y 255. Sobre esta imagen se realizd, posteriormente, un
analisis de particulas para detectar aquellas regiones cuyo valor fuera de 255, con un tamafo
superior a 5 pixeles. Se obtuvo una tabla de ROIs correspondientes a los P2X7R. A partir de
esta tabla, se cuantifico el niumero de puntos inmunomarcados en condiciones control y en
presencia de TTX (1umM, 24h-36). La densidad de P2X7R presinaptico se cuantificé
contando el nimero de puntos dentro de los primeros 30 um desde el somay se promedid
por neurona. También se cuantificé la densidad integrada y el area asociada a las regiones
P2X7R+ en un minimo de 6 neuronas por condicidon. Se realizaron 3 experimentos

independientes y se promedié por cada condicién experimental.

Para evaluar la localizacién celular de los P2X7R (neuronal y/o glial), se analizé la
colocalizacion del marcador de P2X7R con el marcador glial GFAP-Cy3 y con el marcador

neuronal MAP-2 en condiciones control.

Ademas, se evalud la localizacidn neuronal (pre y/o postsinaptica) de los P2X7R mediante el
analisis de la colocalizacién del marcador de P2X7R con el marcador presinaptico syn-1y el
marcador postsinaptico Homer-1 por neurona, identificada con el marcador MAP-2. Para la
obtencién de las imagenes de microscopia confocal se realizaron aleatoriamente zoom inen
regiones donde existia una colocalizacion total o parcial de P2X7R con el marcador pre o

postsinaptico, por neurona. En estas regiones, se adquirieron stacks de imagenes, como se
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describié al inicio de este apartado. Se realizd una deconvolucién de estas imagenes,
necesaria para la restauracion del contraste y se seleccionaron manualmente las ROls
P2X7R+. El estudio de la colocalizacion se llevé a cabo mediante el uso del plugin JacoP del
software de andlisis de imagenes Fijiy se selecciond el analisis de los coeficientes de Mander
(M1yM2)[142]. Estos determinan el grado de superposicién entre pixeles correspondientes
a P2X7R con el marcador pre y postsinaptico y varian entre 0y 1, donde un valor de 0 indicé
ausencia de colocalizacion y un valor de 1, colocalizacion completa. M1 nos permitid
cuantificar el grado de superposicion de los P2X7R con Syn-1 o Homer-1 definiéndose a estos
coeficientes como M1 pre y postsinapticos, respectivamente. El coeficiente M2 permitid

establecer larelacién opuesta.
Inmunofluorescencia asociada a Stg1

Para la adquisicién de imagenes, se utilizé el microscopio confocal Zeiss. Para el andlisis de
la fluorescencia asociada a Stg1 se adquirieron stacks de imagenes confocales consecutivas
aintervalos de 1 pumy serealizaron proyecciones de Z de intensidad maxima para su analisis.

Se adquirieron entre 6-9 stacks por imagen.

Se identificaron sinapsis individuales como aquellas en las que el marcador de Stg1 estaba
en contacto con las dendritas de una misma neurona, identificada con el marcador MAP-2.
Se seleccionaron manualmente entre 150-180 regiones Stg1+ por neurona con la
herramienta oval selection y se promedié por neurona. Se analizé un minimo de 8 neuronas
por condicién y se sustrajo la sefal del fondo en cada imagen en 3 experimentos

independientes promediando la intensidad de fluorescencia de regiones sin marcaje.
Fluorescencia asociada a BrEt

Para la adquisicion de las imagenes, se utilizo el microscopio confocal Leica. Para el analisis
de la fluorescencia asociada a la captacion de BrEt se adquirieron stacks de imagenes
confocales consecutivas a intervalos de 1 umy se realizaron proyecciones de Zde intensidad

maxima para su analisis. Se adquirieron entre 6-9 stacks por imagen.

Se delimitaron los somas neuronales utilizando la herramienta FreeHand Selection del

software Fiji. Se cuantificé la densidad integrada asociada a estas regiones en un total de 3
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experimentos independientes y se sustrajo la sefial del fondo en cada imagen promediando

la intensidad de fluorescencia de regiones sin marcaje.
Fluorescencia asociada al Ca*? neuronal

Para la adquisiciéon de imagenes, se utilizé el microscopio de epifluorescencia Nikon, modelo
Eclipse E 600. Para cuantificar la sefal asociada al FLUO-4/AM se adquirié una imagen por
campo. Todas las imdagenes se tomaron siguiendo el mismo patrén, escaneando
manualmente todo el cubreobjeto siguiendo los ejes X e Y. Se seleccionaron manualmente
los somas neuronales con la herramienta “frehand line” de Fiji. De esta manera se
delimitaron los ROIs y se promedié la densidad integrada de la fluorescencia de estas

regiones.
Analisis de supervivencia neuronal

Para la adquisicion de imagenes se utilizo el microscopio de fluorescencia Nikon, modelo Ti-
2-e. Se adquirié una imagen por campo (1x10% pm?) y se usaron 10 campos en total por
cubreobjetos. Todas las imagenes se tomaron siguiendo el mismo patrén, haciendo una cruz
y colocando su centro en el centro del cubreobjetos. Se promedié el nimero de neuronas
positivas para MAP-2 contadas en todos los campos adquiridos y la distribucion se muestra
en los graficos. Se realizaron dos experimentos independientes y se analizaron dos

cubreobjetos por experimento para cada condicion.
Cuantificacion del ATP extracelular

Para evaluar cambios en los niveles de ATP extracelular, se realizd un ensayo
bioluminiscente para la determinacion cuantitativa de ATP con luciferasa y su sustrato D-
luciferina (InvitrogenTM; cat. A22066). Se siguidé el protocolo de la empresa para la

preparacion de una solucion estandar de luciferina-luciferasa.

Asi, se tomaron tres muestras de medio de cultivo de cada condicién experimental a 15-16
DIV y se agregaron a una placa de 96 pocillos de estructura superior blanca y fondo

transparente plano que contenia la solucion estandar de luciferina-luciferasa. Cada muestra
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se agrego a un pocillo individual. Los valores de luminiscencia fueron obtenidos usando un

luminédmetro Lumsistar Galaxy de BMG Tech y promediados.

La luminiscencia media de dos pocillos conteniendo solucién standard y medio de cultivo
fue utilizada para determinar el valor maximo esperado en ausencia de ATP. La media de
estos dos pocillos fue utilizada como background de la sefal. Finalmente se sustrajo este
valor a la media de fluorescencia de las diferentes condiciones experimentales en 4

experimentos independientes.
Analisis estadistico

Todos los datos experimentales se analizaron utilizando GraphPad Prism8 (California
Corporation). Se analizd la distribucién normal (pruebas de Kolmogorov-Smirnov o Shapiro-
Wilk) y homogeneidad de varianza (prueba de Bartlett). Si los datos cumplian con esos
requisitos, se analizaban mediante el uso de test paramétricos (prueba t de Student) y
ANOVA seguido deTukey’s test y se expresaban como media £ SEM. En caso de que los datos
no cumplieran con esos requisitos, se aplicaba la prueba no paramétrica de Mann-Whitney
U. En este caso, los datos se muestran como la mediana (IQR). Para los diferentes
experimentos, comparamos el grupo control con los datos de cada grupo experimental. La
prueba estadistica utilizada para cada experimento se indica junto al resultado
correspondiente en el texto y/o en los pies de figuras. Se consideré significancia estadistica
para p<0.05. En las figuras, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001, ns;

estadisticamente no significativo.
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El ajuste homeostatico de la funcion presinaptica se corresponde con un

aumento en la abundancia de vGlut-1 sinaptico

Para determinar si el andlisis por inmunofluorescencia de vGlut-1 es lo suficientemente
sensible para estimar cambios en la funcion presinaptica, se evalué la abundancia de este
marcador en condiciones control y frente a dos condiciones experimentales que
incrementan la Pr: a) el bloqueo cronico de la actividad sinaptica y b) incremento en la

concentracion de Ca?* extracelular

Asi, se cuantifico la intensidad de la fluorescencia media asociada a vGlut-1 en sinapsis
individuales en co-cultivos de neuronas/glia tratados con TTX (1uM; 24-36h) a 14-15 DIV (Fig.
9 B, C). Este tratamiento es un paradigma experimental ampliamente utilizado para
promover el bloqueo de la actividad neuronal e inducir mecanismos de PSH [143]. Por otro
lado, co-cultivos no tratados se emplearon como control de la funcidn sinaptica basal (Fig. 9
A). Las neuronas tratadas con TTX mostraron un incremento significativo en la abundancia de
vGlut-1 sindptico, en comparacion con los co-cultivos control (Control 1.00 £ 0.04; TTX 1.38
* 0.05; ***p<0.001) (Fig. 9 D). Ademas, se evalud la cantidad de contactos sinapticos vGlut-
1 positivos por neurona, observandose que, en condiciones de inactividad crénica los co-
cultivos presentaron un incremento en el nimero de sinapsis excitadoras (Control 1.00 *
0.06; TTX 1.33+ 0.08; *P< 0.05) (Fig. 9 E). Teniendo en cuenta que la densidad de contactos
sinapticos podria verse afectada por diferencias en el nimero de neuronas presentes en las
diferentes condiciones experimentales, analizamos el impacto de la supresién crénica de la
actividad del circuito en la supervivencia neuronal. Asi, evidenciamos que el tratamiento con
TTX no afectd la supervivencia neuronal (nimero de neuronas/campo: Control: 33.59 * 3.87,

TTX 34.00  2.20) (Fig. 9 F).

Por otra parte, teniendo en cuenta la correlacion directa que existe entre la concentraciéon de
Ca*? extracelular y la Pr [25, 144], analizamos la fluorescencia asociada a vGlut-1 en co-

cultivos control e incubados en solucion extracelular conteniendo 2 o 5mM de Ca*%. Los
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resultados obtenidos muestran un aumento significativo de la fluorescencia asociada al
vGlut-1 sindptico en co-cultivos expuestos a una solucién 5mM de Ca*? respecto a los co-
cultivos expuestos a una solucién 2mM Ca** (Control 2mM Ca*% 13.22 + 0.91, Control 5mM
Ca*% 22.38 = 2.11; P <0.001. Fig. 9 G). Ademas, en ambas condiciones, los co-cultivos
tratados con TTX muestran un incremento significativo en la fluorescencia asociada a este

marcador respecto a su condicion control.

En conjunto, estos resultados sugieren que lainmunofluorescencia asociada a vGlut-1 es una
herramienta lo suficientemente sensible para estimar cambios en la funcion presinaptica

luego de un periodo de inactividad prolongado.
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Fig. 9 Frente al bloqueo crénico de la actividad sinaptica y al aumento del calcio extracelular se produce
un aumento de la funcién presinaptica. Imagenes de microscopia confocal representativas de co-cultivos
neurona/glia de hipocampo control (sin tratamiento) (A) y tratados con TTX (1uM, 24-36h) (B). Se realiz6 un
triple marcaje contra vGlut-1 (verde), Homer1 (rojo) y MAP-2 (azul). En cada imagen se observa una
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magnificacion de la region seleccionada con un recuadro. Escala 10um. Magnificacion: 5um. Las flechas
muestran contactos sindpticos donde existe colocalizacién parcial o total del marcador vGlut-1 y Homer1. C)
Estrategia experimental utilizada para el analisis de vGlut-1. Graficos de barras que muestran el resumen de la
intensidad de fluorescencia asociada a vGlut-1 sinaptico (D). Graficos de barras que muestran la densidad de
sinapsis cuantificadas por neurona (E). Graficos de barras que muestran el nimero promedio de neuronas en
1x10% pm? (F) Gréficos de barras que muestran el resumen de la intensidad de fluorescencia asociada a vGlut-
1 sindptico a 2 0 5 mM [Ca*?], (G). ELl numero total de neuronas analizadas para cada condicion se presenta
dentro del grafico de barras. Los datos se normalizaron en relacién a cultivos control y se expresan como media
+ SEM. ***p<0.001, **p<0.01. Two-tailed Student "s t-test. [1, 2].

ELATP es necesario para la induccion/mantenimiento de la PSH

Numerosos autores han caracterizado el rol fundamental del ATP como neuromodulador de
la transmision sinaptica basal y de la plasticidad sinaptica [111, 145, 146]. Para analizar si el
ATP es responsable de modular lainduccion y/o el mantenimiento de la PSH, se modificaron
los niveles de ATP extracelular mediante el agregado de ATP exdgeno (MgATP: agonista de
receptores P2: 500uM, 24-36hs; Fig. 10 C, F) en cultivos control (Fig. 10 A). Por otra parte,
se redujeron los niveles del ATP extracelular mediante el agregado de apirasa, una enzima
que degrada el ATP (Apy; 5U/uL; 24-36hs;) 15 minutos antes y durante el tratamiento con
TTX (Fig. 10 D, E). Los resultados obtenidos fueron comparados a condiciones control y
frente a la induccidén de PSH (TTX; 1uM; 24-36 hs; Fig. 10 B). Los cambios en la funcion
presinaptica se estimaron mediante el analisis de la abundancia y densidad de vGlut-1
sinaptico por inmunocitoquimica, dos parametros que, como vimos en el apartado anterior,

se incrementan frente a la inactividad crénica.

Observamos que los co-cultivos tratados con MgATP incrementan significativamente la
abundancia de vGlut-1 sinaptico respecto a los co-cultivos control (Control 1.00+0.05;
MgATP 1.74+0.07; ***p<0.001; Fig. 10 H). Ademas, se observé un aumento en la densidad
de contactos sinapticos en los co-cultivos tratados con MgATP respecto a los co-cultivos
control (Control 0.94 = 0.12; MgATP 2.04 = 0.13; ***p<0.001; Fig. 10 J). Por el contrario, la
hidrolisis del ATP extracelular mediante el tratamiento con Apirasa previno el incremento
homeostatico de la abundancia y densidad de vGlut-1 caracteristicos de la PSH (Apy-TTX
0.78 £ 0.08; TTX 1.20 = 0.07; control 1.00 + 0.06; P < 0.01; Fig. 10 H, J). En conjunto, estos

resultados resaltan el papel fundamental del ATP en la induccion/mantenimiento de la PSH.
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Sin embargo, la confirmacidn de laimportancia de este nucledétido en el ajuste homeostatico
de la funcién presinaptica se logréo mediante modificaciones farmacoldgicas de los niveles
de ATP extracelular. Por ello, resulté central para nuestro trabajo analizar si los niveles de
ATP extracelular endégeno cambiaban en respuesta al bloqueo crénico de la actividad
neuronal. Para investigar esta posibilidad, se llevo adelante un ensayo bioluminiscente para
la determinacién cuantitativa de ATP, basado en el requerimiento de ATP por parte de la
enzima D-Luciferasa para la emision de luz. Asi, se cuantificaron los niveles de ATP
extracelular en muestras de medio obtenidas a partir de co-cultivos control y tratados con
TTX (1uM; 24-36hs, Fig. 10 G). Se evidencid que la luminiscencia asociada a los niveles
extracelulares de ATP en cocultivos tratados con TTX aumenté significativamente respecto
alo observado en los co-cultivos control (UT 1.09 +0.38, TTX4.70 £ 1.05,t=3.11, P <0.001
(Fig. 10 L). Este resultado sugiere que durante la induccién/mantenimiento de la PSH,

aumenta la disponibilidad de ATP en el medio extracelular.

Luego de confirmar la relevancia de este nucleétido en la induccién/mantenimiento de la
PSH, y teniendo en cuenta que estos resultados fueron obtenidos en un modelo in vitro de
co-cultivo neuro-glial, nos propusimos determinar el origen celular de este nucledtido. Con
el antecedente de resultados publicados en la Tesis de Maestria de las MSc. Marina Tizzoni
y Andrea Cairus que confirman que tanto las células gliales como factores solubles liberados
por estas células juegan un papel central en el ajuste homeostatico de la eficacia
presinaptica [1, 90], analizamos si el ATP que participa en la induccién/mantenimiento de la
PSH es liberado por las células gliales. Para esto, se analiz6 la densidad y fluorescencia
asociada a vGlut-1 en co-cultivos de hipocampo tratados con acido fluorocitrico (AF; 1 uM,
24-36hs.), un inhibidor selectivo del ciclo de Krebs glial [147, 148], 15 minutos antes y
durante el tratamiento con TTX (1 pM, 24-36hs, Fig. 10 E). Mientras que el tratamiento con
TTX aumento la intensidad y densidad de la fluorescencia sinaptica asociada a vGlut-1 en
relacién a los co-cultivos control, el tratamiento con FA durante la inactividad crdnica
neuronal previno dicho aumento (intensidad de fluorescencia de vGlut-1: control 1.01 + 0.05;
TTX1.36 £0.07; AF-TTX, 0.94 £ 0.04; P <0.001; densidad de vGlut-1: control 0.98 = 0.09; TTX
1.42 = 0.13; AF-TTX 0.95 + 0.10; P < 0.01, Fig. 10 I, K). Estos resultados sugieren que la
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inhibicion metabdlica glial previene el ajuste homeostatico de la fuerza presinaptica

dependiente de la actividad. Una posibilidad, es que, en estas condiciones, las células gliales

produzcan menores cantidades del ATP necesario para dicho ajuste.
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Fig. 10 Frente al bloqueo crénico de la actividad neuronal, se produce un incremento en la disponibilidad
de ATP extracelular. Imagenes de microscopia confocal representativas de co-cultivos neurona/glia de
hipocampo control (sin tratamiento) (A) y tratados con TTX (1pM, 24hs-36hs) (B), MgATP (500uM) (C)y Apirasa
(Apy, 5U/pL) (D). Este ultimo tratamiento se realizé 15 min antes y durante el tratamiento con TTX. Se realizé
un triple marcaje contra vGlut-1 (verde), Homer1 (rojo) y MAP-2 (azul). En cada imagen se observa una
maghnificacion de la region seleccionada con un recuadro. Escala: 10um. Magnificacion: 5um. Las flechas
muestran contactos sinapticos donde existe colocalizacion parcial o total del marcador vGlut-1 y Homer1.
Estrategia experimental utilizada para el analisis de vGlut-1 (E, F) y los niveles de ATP en muestras de medio de
cultivos (G). Graficos de barras que muestran el resumen de la intensidad de fluorescencia asociada a vGlut-1

sinaptico y la densidad sinapsis (H, J respectivamente) en co-cultivos control, tratados con TTX, Apirasa/TTX
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y MgATP. Gréaficos de barras que muestran la fluorescencia asociada a vGlut-1 y densidad de sinapsis
cuantificadas por neurona (I, K respectivamente) en co-cultivos control, tratados con TTXy AF/TTX. Gréfica de
barras que muestran la media de luminiscencia determinadas por el ensayo bioluminiscente para la
determinacion cuantitativa de ATP con Luciferasay su sustrato D-luciferina (L). Los datos se normalizaron en
relacion a cultivos control y se expresan como media = SEM. ***p<0.001, **p<0.01, ns: estadisticamente no

significativo. Two-tailed Student “s t-test; One way ANOVA seguido deTukey’s test [1, 2].

El aumento homeostatico de la funcion presinaptica requiere la activacion

de receptores del tipo P2X7 presinapticos

Numerosos autores sugieren que el ATP tiene efectos neuromoduladores bifasicos: un efecto
inhibidor través de la activacion de los receptores purinérgicos metabotrépicos del tipo P2Y
(P2YR) y un efecto facilitador a través de la activacion de los receptores purinérgicos

ionotrépicos del tipo P2X (P2XR) [87, 90, 149].

Basados en nuestros resultados que indican que el ATP juega un rol clave en la modulacion
de la PSH, analizamos las posibles vias de senalizacion purinérgica implicadas. Asi, se
analizé la abundancia y densidad de vGlut-1 sinaptico en co-cultivos tratados con RB2
(Reactive Blue 2; 50uM; 24-36hs; Fig. 11 C, E) que actiia como antagonista de P2YR y con
PPADS (pyridoxal phosphate-6-azophenyl-2-4-disulphonic; 30 uM; 24-36hs; Fig. 11 D, E), un
antagonista de los P2XR. Ambos tratamientos fueron realizados 15 min antes y durante el
tratamiento con TTX (1uM; 24-36hs). Se utilizaron, ademas, co-cultivos tratados con TTX

(1uM; 24-36 hs; Fig. 11 B) y sin tratar (Fig. 11 A).

Asi, se observo un incremento estadisticamente significativo en la abundanciay densidad de
vGlut-1 sinaptico en los co-cultivos tratados con RB2-TTX respecto a los co-cultivos control.
Por otra parte, en los co-cultivos tratados con PPADS-TTX se previno el incremento en la

abundanciay densidad de vGlut1 (intensidad de vGlut-1 sinaptico: Control 1.01 = 0.05; TTX
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1.39 = 0.06; RB2-TTX 1.20 + 0.06; PPADS-TTX 0.87 + 0.06; P < 0.01; Densidad de vGlut-1
sindptico: Control 1.04 = 0.06; TTX 1.40 £ 0.10; RB2-TTX 1.56 + 0.08; PPADS-TTX 0.95 + 0.10;
P <0.01) (Fig. 11 G, H). En conjunto, estos resultados sugieren que el ATP modula el aumento
homeostatico de la funcion presinaptica actuando a través de los P2XR, mientras que los

P2YR son dispensables en este proceso.

Teniendo en cuenta que estudios recientes muestran que el Mg?* bloquea los P2XR [90, 150],
fue necesario re-evaluar el rol del ATP en la PSH ya que parte de ese resultado fue confirmado
al aumentar los niveles extracelulares de este nucledtido mediante la administracion de
MgATP. Para confirmar el papel del ATP en la regulacion de la fuerza sinaptica dependiente
los P2XR, aplicamos ATP disddico (ATP-Nay; 500 uM, 24-36hs). Aligual que lo observado con
el MgATP, el ATP-Na, provocé un aumento en la abundancia sinaptica (de 1,01 = 0,08 control
a 1,54 = 0,13 ATP-Nay; P <0,001;) y la densidad de vGlut-1 (de 0,99 = 0,09 control a 1,91 +
0,18 ATP-Nay; P <0,001) en relacion con los cultivos no tratados, imitando el efecto del

tratamiento crénico con TTX (Fig. 11 F, 1, J))
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Fig. 11 El aumento homeostatico de la funcion presinaptica requiere la activacion de receptores
purinérgicos ionotropicos del tipo P2X. Imagenes de microscopia confocal representativas de co-cultivos
neurona/glia de hipocampo control (sin tratamiento) (A) y tratados con TTX (1uM, 24hs-36hs) (B); RB2 (50 mM,
24-36hs) (C) y PPADS (30 mM) (D). Se realizé un triple marcaje contra vGlut-1 (verde), Homer1 (rojo) y MAP-2
(azul). En cada imagen se observa una magnificacion de la regién seleccionada con un recuadro. Escala 20pum.
Magnificacion: 5pum. Las flechas muestran contactos sindpticos donde existe colocalizacion parcial o total del
marcador vGlut-1 y Homer1. Estrategia experimental utilizada para el analisis de vGlut-1 (E, F). Gréaficos de
barras que muestran el resumen de la intensidad de fluorescencia asociada a vGlut-1 sindptico (G, H) y la
densidad de sinapsis cuantificadas por neurona (I, J). En I, J se analizaron estos pardmetros en cocultivos
tratados con la sal de disodio-ATP (500 pM, 24-36hs, ATP-Na,) El nimero total de neuronas analizadas para
cada condicion en 3-4 experimentos independientes se presenta dentro del grafico de barras. Los datos se
normalizaron en relacion a cultivos control y se expresan como media £ SEM. ***p<0.001. P<**0.01. ns: No

significativo. Two-tailed Student “s t-test; One way ANOVA seguido deTukey’s test [1].

Numerosos autores reportaron que, dentro de los P2XR, el receptor P2X7 (P2X7R) participa
en la modulacion de la transmision sinaptica [98, 103, 151]. Considerando que el ajuste de
la eficiencia presindptica requiere un aumento en los niveles extracelulares de ATP y que los

receptores P2X7R tienen baja afinidad por este nucleétido, nos propusimos determinar si
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este subtipo de receptor mediaba el ajuste de la fuerza presinaptica dependiente de la

actividad.

En primer lugar, analizamos la expresion de estos receptores en nuestros co-cultivos por
inmunocitoquimica contra los P2X7R (Fig. 12 A), el marcador especifico astrocitario GFAP
(Fig. 12 B) y el marcador neuronal MAP-2 (Fig. 12 C). Sorprendentemente, observamos que
los P2X7R colocalizan exclusivamente con células MAP-2 positivas, no observandose
regiones de colocalizacion entre P2X7R/GFAP. Estos resultados sugieren que, en nuestro

modelo experimental, los P2X7R se expresan preferentemente en neuronas (Fig. 12 D).

Luego de confirmar la presencia de estos receptores a nivel neuronal, analizamos su
expresion en las terminales pre y/o postsinapticas. Para ello, realizamos inmunocitoquimica
contra los P2X7R (Fig. 12 E, 1) y analizamos la colocalizacién de estos receptores con
marcadores presinapticos (Sinapsina-1, Syn-1; Fig. 12 F) y postsinapticos (Homer-1; Fig. 12
J) en neuronas individuales (MAP-2-positivas; Fig. 12 G, K). Mediante una apreciacion
cualitativa de las imagenes obtenidas observamos que una gran proporcién de contactos
inmunorreactivos para P2X7R colocalizan con Syn-1. Sin embargo, esta colocalizacion no es
tan evidente con los marcadores postsinapticos (Fig. 12 H, L). Este resultado sugiere que los

P2X7R se localizan preferentemente en la terminal presinaptica.

Para profundizar en el analisis de la localizacion de los P2X7R cuantificamos la
colocalizacion de P2X7R con marcadores pre y postsinaptico mediante el analisis del
coeficiente de Mander (Para mas detalle, ver el apartado de “Inmunofluorescencia asociada
a los P2X7R” en Materiales y Métodos). Dado que nuestro interés estd focalizado en
determinar la localizacion de la poblacion de los P2X7R en las terminales pre y
postsinapticas, centramos nuestro estudio en la interpretacion de M1 y excluimos de este

analisis a M2.

El estudio cuantitativo coincidié con la apreciacion cualitativa, mostrando que de 135
regiones inmunorreactivas para P2X7R que colocalizan con Syn-1, el 83% muestran un alto
grado de colocalizacion (M1=0.6-1). Ademas, no se detectaron P2X7R que no colocalicen

con el marcador presinaptico. Por otra parte, a nivel postsinaptico, detectamos que un 71%
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de los P2X7R presentan un bajo grado de colocalizacion con homer-1 (M1=0-0.6). Estos
resultados sugieren que los P2X7R estan preferentemente expresados en la terminal
presinaptica, mientras que una pequefia poblacion podria estarlo a nivel postsinaptico (Fig.

12 M).

Fig. 12 El andlisis cuantitativo de la colocalizacion a

M E;'SW'EST1C1 nivel de sinapsis individuales confirma que los
P2XT I Syn-
P2X7R se localizan preferentemente en la terminal
Postsynapiic s, . . :
PIXTriH omer-1 presinaptica. Imagenes de microscopia confocal

-
=]
1

representativas de co-cultivos neurona/glia de

g 08 __tfmsgiﬁé‘:-ﬁﬂu“ __________ 1 _?j"____ hipocampo control (sin tratamiento) en las que se
nE *5§.¥ 339 17% realizd un triple marcaje contra P2X7R (verde) (A),
EE 08T .'1}5*_15%_22%_ GFAP (marcador astrocitario, rojo) (B), y MAP-2
= “8" Odt------ Jzﬂ ----------- 25“ (marcador neuronal, azul) (C) [1]. Para analizar la

P oS - R presencia de los P2X7R en la terminal presinaptica se
0% 24% realiz6 un triple marcaje para P2X7R (verde) (E),
N mamaptc | Postsynapti sinapsina-1 (Syn-1; rojo) (F) y MAP-2 (azul) (G), y. Para

analizar la presencia de los P2X7R en la terminal
postsinaptica se realizd un triple marcaje para P2X7R (verde) (I), homer-1 (rojo) (J) y MAP-2 (azul) (K). Las
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flechas en el recuadro muestran regiones sinapticas localizadas sobre dendritas donde existe colocalizacion
parcial o total del marcador de P2X7R con el marcador de Syn-1 (presinaptico) y Homer1 (postsindptico).
Escala: 4um. Gréfica de dispersidn que muestra la distribucion del coeficiente de Mander M1 para un total de
135 Regiones de interés (ROIs) P2X7R+ que colocalizan con Syn-1 (Puntos verdes) y de 95 ROIs P2X7R+ que
colocalizan con Homer-1 (puntos rosos) (M). Se detallan los porcentajes de Rois P2X7R + con un M1 de 0-0,2;
0,21-0,4;0,41-0,6:0,61-0,8 y 0,81-1.

Una vez confirmada la presencia de estos receptores en la terminal presinaptica, analizamos
si los P2X7R modulan el ajuste homeostatico de la fuerza sinaptica en respuesta a la
supresion crénica de la actividad neuronal. Para ello, se analizé la abundancia y densidad de
vGlut-1 sinaptico en co-cultivos neurogliales tratados con Oxidized ATP (oATP; 200 uM,
antagonista especifico e irreversible del P2X7R; 24-36hs Fig. 13 C. Fig. 11 E) o con A804598
(100 nM, antagonista del P2X7R; 24-36hs; Fig. 13 D. Fig. 11 E) [100, 136]. Ambos
tratamientos se realizaron 15 minutos antes y durante el tratamiento crénico con TTX (1uM;
24-36 hs). Se utilizaron co-cultivos sin tratamiento y tratados con TTX como control (Fig. 13
A, B). Nuevamente, no encontramos diferencias estadisticas en la supervivencia neuronal en
los co-cultivos tratados con los diferentes farmacos en comparacién con los cultivos no
tratados (numero de neuronas/campo: Control: 33.59 + 3.87, TTX 34.00 * 2.20, BzATP 30.33
+0.45, A-804598/TTX 32.35 * 3.25; Fig. 13 H) lo que confirma que la densidad de contactos
sinapticos no se vera afectada por cambios en el niumero de neuronas presentes en los co-
cultivos. En estas condiciones, observamos que el bloqueo de los P2X7R previno el aumento
homeostatico compensatorio de la intensidad de la fluorescencia asociada a vGlut-1
(Control 0.99 + 0.07; oATP-TTX 0.75 + 0.06; A804598-TTX 0.80 + 0.07; TTX 1.40 = 0.06; Fig.
13 F) y la densidad sinaptica (Control 1.01 = 0.07; oATP-TTX 0.73 = 0.08; A804598-TTX 0.79
+ 0.05; TTX 1.45 = 0.10; Fig. 13 G). Por otra parte, co-cultivos neurogliales control fueron
tratados con BzATP (10 pM; agonista especifico de los P2X7R; 24-36hs; Fig. 13 E. Fig. 11 F).
En respuesta a este tratamiento, se observa un aumento en la intensidad de fluorescencia
media (BzATP 1.54 + 0.07; P <0.001; Fig. 13 F) y en la densidad de vGlut-1 sindptico (BzATP
1.43%0.10; P <0.001; Fig. 13 G), mimetizando el efecto del bloqueo crénico de la actividad
neuronal. Para confirmar este resultado, evaluamos la especificidad del antagonista
A804598 y del agonista especifico BzATP. Para ello, co-cultivos neurogliales se pretrataron

con el antagonista de P2X7R A804598 (100 nM, 12hs), y luego se anadié BzATP (10 uM, 24
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hs). Como se esperaba, el incremento de la intensidad de fluorescencia asociada a vGlut-1y
la densidad sinaptica se previnieron bajo estas condiciones, no observandose diferencias en
estos parametros respecto a lo observado en co-cultivos control (intensidad de
fluorescencia de vGlut-1: control 1.00 £ 0.10; TTX 1.47 £ 0.10; A804598 + BzATP 0.88 + 0.10;
P <0.001; densidad sinaptica: control 1.00 + 0.08; TTX 1.53 + 0.14; A804598 + BzATP 1.07 +
0.07; P <0.01) (Fig. 13 1, J). Estos resultados confirman el efecto inhibitorio del antagonista
del P2X7R. En conjunto, estos resultados ponen en evidencia la relevancia central de los
P2X7R presinapticos en el ajuste homeostatico de la eficacia sinaptica en respuesta a la

supresion cronica de la actividad.
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marcaje contra vGlut-1 (verde), Homer1 (rojo) y MAP-2 (azul). En cada imagen se observa una magnificacion de
la region seleccionada con un recuadro. Escala 20pum. Magnificacién: 5um. Las flechas muestran contactos
sinapticos donde existe colocalizacion parcial o total del marcador vGlut-1 y Homer1. Gréficos de barras que
muestran el resumen de la intensidad de fluorescencia asociada a vGlut-1 sindptico (F, I). Graficos de barras
que muestran la densidad de sinapsis cuantificadas por neurona (G, J). EL nimero total de neuronas analizadas
para cada se presenta dentro del grafico de barras. Los datos se normalizaron en relacion a cultivos control y
se expresan como media * SEM. ***p<0.001. ns: no estadisticamente significativo. Graficos de barras que
muestran el nimero promedio de neuronas en 1x10° pm2 de co-cultivos neurona/glia de hipocampo control
(sin tratamiento) y tratados con TTX (1uM, 24hs-36hs), ATP-Na, (500uM, 24-36hs) y BzATP (10uM, 24-36hs)
en ausenciade TTXyA804598 (100 nM) 15 min antes y durante el tratamiento con TTX (H) Two-tailed Student "s
t-test; One way ANOVA seguido deTukey’s test [1, 2].

La activacion de los P2X7R durante la supresion cronica de la actividad
neuronal promueve un aumento en la permeabilidad de membrana

neuronal

Los resultados obtenidos hasta el momento sugieren que la PSH estaria modulada por los
P2XR, particularmente los P2X7R. A continuacion, nos propusimos determinar si, frente a
condiciones de bloqueo crénico, el aumento compensatorio de la funcion presinaptica
mediado por estas vias implica cambios en la abundancia del receptor y/o en la actividad de

este receptor.

Para analizar cambios en la abundancia de estos receptores se realizé inmunocitoquimica
contra el P2X7R (Fig. 14 C, G), Syn1 (marcador presinaptico; Fig. 14 B, F) y MAP-2 (marcador
neuronal; Fig. 14 A, E) y se cuantifico la intensidad de fluorescencia, el area y la densidad
asociada al P2X7R presinaptico, definido por la co-localizacién parcial o completa con Syn-

1 en condiciones control y frente al tratamiento con TTX (1uM, 24hs-36hs). No se observaron
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diferencias significativas en ninguna de estas tres variables en condiciones de inactividad
cronica respecto a los co-cultivos control (intensidad de fluorescencia: control 1.00 = 0.15;
TTX 0.97 £0.13; area: control 1.00 = 0.04; TTX1.10 £ 0.05; densidad: control 1.00 £ 0.07; TTX
1.08 = 0.09;) (Fig. 14 1-K). En conjunto, estos resultados sugieren que el mecanismo por el
que los P2X7R modulan la PSH es independiente de cambios en la abundancia y/o

distribucién este receptor.
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Fig. 14 El tratamiento cronico con TTX no afecta la distribucion ni la abundancia de P2X7R presinaptico.
Imagenes representativas de neuronas hipocampales en co-cultivos de neurona-glia control (A-D) y tratadas
conTTX (1uM, 24-36hs) (E-H) triplemente marcadas para MAP2 (azul), Sinapsinal (Syn1; rojo) y P2X7R (verde).
Escala: 10 um. Resumen de la intensidad de fluorescencia integrada de P2X7R en sinapsis (1), area de regiones
P2X7R+ (J) o densidad de P2X7R (K) en células positivas para MAP2. Los puntos presinapticos de P2X7R fueron
identificadas mediante doble marcado con Syn1. Escala 10 pm; Magnificacién: 3 um. Las barras muestran la
media = SEM para cada condicién enrelacién con las neuronas de control no tratadas en el mismo experimento;
el numero de neuronas usadas se muestra en las barras; ns: Estadisticamente no significativo; Two-tailed
Student “s t-test [1].
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Luego, analizamos si el ajuste de la eficacia presindptica tras un periodo de inactividad
cronico podria estar determinado por un aumento en la actividad de estos receptores. Para
evaluar esta posibilidad, llevamos adelante experimentos de captaciéon del agente
intercalante bromuro de etidio (BrEt), capaz de permear los P2X7R [152]. Para llevar adelante
este objetivo, los co-cultivos fueron expuestos al blogueante especifico de los P2X7R
A804598 (100 uM; 24-36hs; Fig. 15 C, D), 15min antes y durante el tratamiento con TTX. La
captacion de este marcador en estas condiciones se compard con la observada en
cocultivos controly tratados con TTX (1uM; 24-36 hs) (Fig. 15 A, B). Los resultados obtenidos
muestran que, luego del bloqueo cronico de la actividad neuronal, la captacion de BrEt
aumento significativamente respecto a la observada en condiciones control y dicho aumento
se previno al bloquear los P2X7R (control 0.99 (0.33) a TTX 1.37 (0.51), A-804598/TTX 0.94
(0.21), U=1352, P <0.0001) (Fig. 15 E). Este resultado sugiere que la neurona presinaptica
experimenta un aumento en la permeabilidad de membrana mediada por los P2X7R luego de

un periodo de inactividad prolongado.
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Fig. 15 El bloqueo cronico de la actividad neuronal promueve un aumento en la permeabilidad de
membrana dependiente de los P2X7Rs. Imagenes representativas de co-cultivos de control (A) y tratados con
TTX (1 pM, 24-36hs) (B) o A804598 (100 pM; 24-36hs) afiadido 15 minutos antes y durante el tratamiento con
TTX (C), y luego expuestos a EtBr. Escala 30um. Se definieron los somas neuronales y se analizé la intensidad
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de fluorescencia asociada a EtBr. Estrategia experimental utilizada para el analisis de EtBr (D). Graficos de
barras que muestran la mediana (igr) para cada condicién en relaciéon con las neuronas de control no tratadas
en el mismo experimento (E). El nimero de neuronas analizadas en cada experimento se muestra dentro de
cada barra. **** P < 0,0001; prueba de Mann-Whitney U [2].

El aumento de la permeabilidad de membrana dependiente de los P2X7R se

traduce en un aumento en los niveles de Ca*? neuronal

Los resultados caracterizados hasta el momento sugieren que el ATP glial promueve la
activacion de los P2X7R presindpticos, incrementando la permeabilidad de membrana
neuronal y la fuerza sindptica. Teniendo en cuenta la elevada permeabilidad al Ca*? de los
P2X7RYy la relacion directa que existe entre la fuerza sindpticay los niveles de Ca*? neuronal
[25, 90, 144], evaluamos la posibilidad de que la activacién de los P2X7R facilite un aumento
en el Ca* intracelular frente a la supresion cronica de la actividad neuronal. Asi,
cuantificamos cambios en los niveles citosélicos de este ion mediante el analisis de la

fluorescencia asociada al marcador intensiométrico de Ca*? Fluo-4/AM.

En primer lugar, como forma de validar esta herramienta imagenoldgica, analizamos si los
cambios de la fluorescencia asociada al Fluo-4/AM estan determinados por los niveles de
Ca* citosolico y no, por ejemplo, por diferencias en la capacidad de internalizacion del Fluo-
4/AM. Para ello, co-cultivos sin tratar (Fig. 16 A, D) y tratados con TTX (1uM; 24-36 hs; Fig.
16 B, E) fueron incubados con Fluo-4/AM contenido en EBS a 2mM y 5mM de Ca*? (Fig. 16
C, F). Se identificaron los somas como se muestra en la Fig. 16 A. Los resultados obtenidos
muestran un aumento significativo de la fluorescencia asociada al Fluo-4/AM en co-cultivos
expuestos a una solucién 5mM de Ca* respecto a los co-cultivos expuestos a una solucién
2mM Ca*. Ademas, en ambas condiciones, los co-cultivos tratados con TTX muestran un
incremento significativo en la fluorescencia asociada al Fluo-4/AM respecto a su condicion
control (Controlomm=1.00+0.02; TTXzmm= 1.50+0.05; t = 10.36, TTXsum= 1.43+0.03; t = 11.85,
P < 0.0001 Fig. 16 G). Asi, estos resultados sugieren que el aumento en los niveles de Ca*?
citosolico es el que determina un aumento en la fluorescencia media asociada al Fluo-4/AM,

validando esta herramienta en nuestro modelo experimental.
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control (sin tratamiento) (A, D), tratados con TTX (1uM, g é 1™
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=

analizada. Gréficos de barras que muestran la media + SEM
(G); El nro. de neuronas analizadas en cada condicion experimental se muestra en cada barra. **** P<0.0001;
Two-tailed Student’s t test [2].

Luego, para evaluar si la disponibilidad de Ca*? neuronal estd determinada por el ATP y la
activacion de los P2X7R, los co-cultivos fueron expuestos a un incremento en los niveles
extracelulares de ATP mediante un tratamiento con ATPNa, (500uM, 24/36hs; Fig. 17 E, J, L),
y la activacion/bloqueo de los P2X7R mediante tratamientos crénicos con BzATP (10 puM;
24/36hs; Fig. 17 C, H, L) y A804598 (100uM; 24-36hs; Fig. 17 D, I, K), respectivamente. Este

ultimo tratamiento se realizdé 15min antes y durante el tratamiento con TTX. Los resultados
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obtenidos en estas condiciones fueron comparados con los observados en co-cultivos
control (Fig. 17 A, F) y durante la induccidon de PSH (Fig. 17 B, G). Teniendo en cuenta que
para cumplir con este objetivo se analizé la fluorescencia media de regiones
correspondientes a los somas neuronales, y que los mismos podrian presentar diferencias
de tamano, resolvimos analizar el tamano de los mismos en las diferentes condiciones
experimentales. Interesantemente, no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas (area del soma neuronal: Control: 1.0 + 0.03; TTX: 0.97 + 0.03; ATPNa2: 0.97 +
0.026; BzATP: 0.90 + 0.03, A-804598/TTX: 0.93 + 0.06) (Fig. 17 N). De esta forma, sin
cambios en esta variable, los cambios en la densidad integrada cuantificada en las diferentes
condiciones experimentales estan determinados por cambios en la fluorescencia media

asociada al Fluo-4/AM.

Asi, observamos que el tratamiento con TTX aumenta significativamente la fluorescencia
asociada al Fluo-4/AM respecto al control (Control: 1.00 + 0.03; TTX 1.39 + 0.04, t=7.81, P
<0.0001; Fig. 17 M). De forma similar, un aumento en los niveles extracelulares de ATP (ATP
Na2:1.76 £ 0.06, t = 11.68, P < 0.0001; Fig. 17 M), asi como la activacion de los P2X7R
(BzATP 1.90 = 0.05, t = 15.34, P < 0.0001; Fig. 17 M) promueven un incremento en la
fluorescencia media asociada al Fluo-4/AM. Por otra parte, el bloqueo de los P2X7R previno
el aumento compensatorio en la fluorescencia media asociada al Fluo-4/AM (A-804598/TTX
0.96 £ 0.02, t = 15.34, P <0.0001; Fig. 17 M). En conjunto, estos resultados sugieren que un
incremento en los niveles de ATP extracelular, asi como la activacion de los P2X7R modulan
el aumento en los niveles de Ca* neuronal durante la inducciéon/mantenimiento de la PSH y,

por lo tanto, el incremento en la funcién presinaptica.
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Fig. 17 El aumento del Ca*? citosélico dependiente de la inactividad esta mediado por P2X7R. Imagenes
representativas de niveles neuronales de Ca*? (A-E) e imagenes en pseudocolor (F-J) en co-cultivos de neurona-
glia control no tratados (A, F) y tratados con TTX (1 pM, 36h) (B, G); BzATP (10 uM, 36hs) (C, H), A804598 (100
UM, 36hs) (D, 1) que se anadié 15 min antes y durante el tratamiento con TTX y por ultimo, ATPNa2 (500 pM,
36hs) (E, J). Escala 30pm. Estrategia experimental utilizada para el analisis de Fluo-4/AM (K y L). Los somas
neuronales se definieron como se muestra en (A) y se analizo la intensidad de fluorescencia integrada y el area
de los somas para cada condicién experimental (M y N, respectivamente). Las graficas de barras muestran la
media = SEM para cada condicién en relacion con las neuronas de control no tratadas en el mismo experimento.

El numero total de neuronas utilizadas se muestra en el interior de las barras. ns: estadisticamente no

significativo, **** P <0,001; Two-tailed Student’s t test [2].
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El aumento en los niveles de Ca*? neuronal dependiente de los P2X7R esta

acompanado de un aumento en el reciclaje vesicular

Teniendo en cuenta que la activacion de los P2X7R promueve un aumento en los niveles de
Ca*? citosoélico neuronal, evaluamos si este cambio estd acompafado de cambios en el
reciclaje de las VS. Para ello se realizo el marcaje in vivo de Stg1, una proteina presente en la
membrana de las VS, en condiciones control y durante la induccién de PSH (ver apartado

“Experimentos de marcaje con Sinaptotagmina 1 de las VS” en Métodos) [153].

Para estimar cambios en el tamano del pool de vesiculas de reciclaje, se realizd
inmunocitoquimica contra Stg1 y MAP-2 (Fig. 18 a, b; d, e; g, h; j, k). Asi, se observd que la
fluorescencia media asociada a la Stg1 aumentd significativamente en co-cultivos tratados
con TTX (1 uM, 24.36h) respecto a co-cultivos control (Control=1.00 + 0.09, TTX 1.89 = 0.16;
t = 5.00, P < 0.0001; Fig. 18 m). Este resultado sugiere que el tamano del pool de VS se
incrementa luego de un periodo de inactividad prolongado y confirma, ademas, que esta

técnica es lo suficientemente sensible para detectar estos cambios.

Luego, para analizar el posible papel de los P2X7R en el remodelamiento de la terminal
presinaptica durante la PSH, se realiz6 este mismo ensayo, pero en este caso los co-cultivos
fueron expuestos a la activacion/bloqueo de los P2X7R con BzATP (10 uM; 24-36HS; Fig. 18
g-i) en ausencia de TTX y A804598 (100uM; 24-36hs; Fig. 18 j-l) en presencia de TTX. Los
resultados obtenidos muestran que frente a la activacion de los P2X7R se produce un
incremento en la fluorescencia media asociada a Stg1 respecto a la observada en co-cultivos
control. Dicho aumento se vio impedido durante la PSH frente al bloqueo de los P2X7R (A-
804598/TTX 1.07 + 0.10; BzATP 1.51 £ 0.09, t = 4.07, P < 0.001; Fig. 18 m). Este resultado
sugiere que el aumento homeostatico del tamafno del pool de VS en condiciones de

inactividad crénica estd mediado por la activacién de los P2X7R.
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Fig.18 Los P2X7R controlan el tamafio
del pool total de vesiculas de reciclaje
tras la inactividad crénica. Imagenes de
microscopia confocal representativas de
co-cultivos neurona/glia de hipocampo en
las que se realizé un triple marcaje contra
sinaptotagmina 1 (Stg1) (gris) (a, d, g, y]j),y
MAP2 (Azul), (b, e, h y k) en neuronas
control (a—c) y tratadas con: TTX (1 uM, 36
hs) (d -f); BzZATP (10 uM, 24-36hs, (g-i) o
A804598 (100 mM, 24-36hs, j - ) que se
agregd 15 minutos antes y durante el
tratamiento con TTX. Se identificaron los

puntos Stg1+ por neurona, y se analizé la
intensidad de fluorescencia integrada. Se
muestra una magnificacién de la regién
seleccionada en el recuadro. Escala, 30
pm; Magnificacion: 10 pm. Las flechas
A804598-TTX indican regiones Stg1+. Graficos de barras

que muestran la media £ SEM para cada

condicion en relacién con los co-cultivos no tratados en el mismo experimento (m); el nimero total de neuronas
utilizadas se muestra en el interior de las barras; ***P < 0,001; ***P< 0,0001, Two-tailed Student’s t test [2].

El ajuste homeostatico de la eficiencia presinaptica esta mediado por

hemicanales de conexina 43 gliales y panexina 1 neuronales

Resultados publicados por nuestro laboratorio confirmaron que los hemicanales de conexina
43 (Cx43HC) expresados en células gliales y los hemicanales de panexina-1 (Panx1HC)
neuronales juegan un rol clave en la induccidon/mantenimiento de la PSH. En este sentido, el
blogueo farmacolégico de Cx43HC y Panx1HCs impidié el aumento homeostatico de la
abundancia de vGlut-1y de la densidad de contactos sindpticos esperado durante el bloqueo
cronico de la actividad neuronal [1]. Teniendo en cuenta numerosos reportes que hacen
referencia a que los Cx43HC y los Panx1HCs operan como via de liberacion de moléculas

neuro-activas entre las que se encuentra el ATP [137, 138], especulamos que el aumento
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extracelular de este nucledtido frente al silenciamiento de la actividad neuronal podria estar
mediado por estas vias de liberacion. Para evaluar esta posibilidad, analizamos la
disponibilidad de ATP extracelular en co-cultivos tratados con probenecid (PBD 500uM;
36hs; bloqueante de Panx1HCs) y GAP-26 (150 uM; 36hs; bloqueante de Cx43HC)[154], 15
min antes y durante el tratamiento con TTX (1uM; 36hs). Los resultados obtenidos muestran
que, en respuesta al bloqueo crdnico de la actividad neuronal, se produce un incremento en
la abundancia de ATP extracelular respecto a lo observado en co-cultivos control (Control
1.09 = 0.38, TTX 4.70 = 1.05, t = 3.11, P < 0.001; Fig. 19 L). Dicho aumento fue impedido
frente al bloqueo de Cx43HC (Control 1.09 + 0.38, TTX 4.70 £ 1.05, t = 3.11, P < 0.001,
GAP26/TTX:1.42 +0.42; Fig. 19L) y Panx1HCs (Control 1.09 = 0.38; TTX4.70 £ 1.05,t=3.11;
P = 0.0001; PBD/TTX 1.04 = 0.24; Fig. 20 J). Este resultado sugiere que los Cx43HC
astrocitarios y las Panx1HCs neuronales y/o gliales modulan el aumento de los niveles de

ATP extracelular durante la induccién/mantenimiento de la PSH.

Para determinar si el ATP liberado por los Cx43HC gliales es responsable de promover el
aumento homeostatico de la funcidn presindptica, se analizaron los niveles de Ca*? citosélico
neuronal en co-cultivos tratados con GAP26 (2,5x10* mg/ul; 24hs; Fig. 19 C, G, I) 15 min
antes y durante el tratamiento con TTX. Co-cultivos tratados con TTX (1uM; 24hs; Fig. 19 B,
F) y control (Fig. 19 A, E) fueron utilizados como control. Sorprendentemente, el bloqueo de
estas vias de liberacién de ATP previno el aumento compensatorio en la intensidad de
fluorescencia asociada a Ca* citoplasmatico neuronal observado en respuesta a la
supresion de la actividad. Este resultado, destaca el papel crucial de los Cx43HCs en la
remodelacion neuronal durante la homeostasis sinaptica (valores respectivos: Control 1.00
+0.01; TTX1.26 £ 0.02,t=11.88, P <0.0001; GAP26/TTX 0.92 + 0.13) (Fig. 19 K) y resalta la
importancia de la comunicacién neuroglial. Por otra parte, el agregado del agonista de P2X7R,
BzATP (10 uM, 24hs) a los co-cultivos pretratados con GAP26/TTX no rescaté el aumento de
Ca*2 citoplasmatico neuronal dependiente de la inactividad (rescate GAP26/TTX/BzATP 0.99
+0.02; Fig. 19 J, K).

Colectivamente, estos datos respaldan el papel esencial de Cx43HC gliales en el aumento

de la concentracién extracelular de ATP y sugiere que estos hemicanales actian corriente
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arriba de los P2X7R en el ajuste homeostatico de la funcion presinaptica. Ademas, estos
resultados indican que los Cx43HC podrian estar liberando otro gliotransmisor, ademas del
ATP, también necesario para el ajuste homeostatico de la funcion presinaptica. Este resultado
es consistente con nuestro trabajo previo que indica que el ATP derivado de la glia es
necesario pero no suficiente para aumentar la fuerza presinaptica en respuesta a la

inactividad neuronal [1].
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Fig. 19. La inactividad cronica desencadena la liberacion de ATP y el ajuste homeostatico de la funcion
presinaptica dependiente de Cx43HC. Imagenes representativas de niveles neuronales de Ca*™ (A-D) e
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imagenes en pseudocolor (E-H) de somas neuronales sin tratar (A, E) y tratados con TTX (1 pM, 24hs) (B, F);
Gap26 (150 uM; 24hs), agregado 15 minutos antes y durante el tratamiento con TTX (C, G) o Gap26 (150 uM),
agregado 15 minutos antes y durante el tratamiento con TTX, y BzATP (10 uM, 24hs) agregado a continuacién
(rescate) (D, H, J). Barras de escala, 30 pm. Estrategia experimental utilizada para el analisis de la fluorescencia
asociada a Fluo-4/AM 1). Se definieron los somas neuronales y se cuantificé la Intensidad de densidad integrada
de la fluorescencia asociada a Ca*? neuronal (J). Los niveles de ATP extracelular se cuantificaron utilizando el
ensayo de bioluminiscencia de luciferina-luciferasa en muestras de medio recolectados de co-cultivos de
control y tratados con TTX (1 pM, 36hs) o Gap26 (150 pM; 36hs), agregado 15 minutos antes y durante el
tratamiento con TTX (K). Para ambas cuantificaciones, los graficos de barras muestran la media + SEM para
cada condicién en relacién con las neuronas control no tratadas en el mismo experimento; el nimero de
neuronas (para cuantificacion de Ca*?) se muestra en el interior de las barras. Para la medicion de ATP
extracelular se realizaron cuatro experimentos independientes y la distribucidn se muestra en el grafico. *** P <
0,001; ****P < 0,0001. Two-tailed Student’s t test [2].

En relacién a Panx1HC, numerosos autores sugieren que el poro asociado al receptor
ionotrépico de tipo P2X7R es una estructura separada del propio receptor y esta
representada por esta proteina [3, 110, 155]. Segun este modelo, la activacién del P2X7R
seria necesaria para la apertura del poro de Panx1HC y el ATP liberado a través de esta via
reforzaria la activacién de los P2X7R, operando como un loop de retroalimentacion positiva
[156]. Teniendo en cuenta nuestros resultados que confirman que los P2X7R presinapticosy
los Panx1THC neuronales son necesarios en la modulacion de la fuerza presinaptica en la PSH
[1] especulamos con la posibilidad de que la inactividad crénica también promueva la
liberacion de ATP a través de los Panx1HC, potenciando la activacién de P2X7R y la entrada
de Ca* ala célula presinaptica mediante un bucle de retroalimentacion positiva. Exploramos
esta alternativa analizando en primer lugar la relevancia de Panx1HC en la entrada de Ca*2 a
la neurona cuantificando la intensidad de fluorescencia asociada al Ca*? citoplasmatico en
neuronas disociadas de hipocampo tratadas con PBD (500 uM; 36hs; Fig. 20 C, G. Fig. 191),
15 minutos antes y durante el tratamiento con TTX (TTX; 1uM; 36hs). Este parametro se
comparo con el observado en cocultivos sin tratar (Fig. 20 A, E) y tratados con TTX (1 uM;
36hs; Fig. 20 B, F). Encontramos que el bloqueo de la actividad de Panx1HC previene el
aumento compensatorio en la intensidad de fluorescencia asociada a Ca*? citosélico
(Control 1.00 £ 0.01; TTX 1.36 £ 0.02; t = 14.50, P < 0.0001; PBD/TTX 1.06 = 0.03; Fig. 20 1).
Para investigar la interaccion entre Panx1HC/P2X7R, agregamos BzATP (10uM, 24hs) a co-

cultivos pretratados con PBD/TTX (24hs), observando que estas condiciones rescatan el
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aumento de Ca*? citoplasmatico dependiente de la inactividad (rescate PBD/TTX/BzATP 1.59
+ 0.03; t = 20.01, P < 0.0001; Fig. 19 J, 20 I). Estos resultados sugieren que los P2X7R
cooperan con los Panx1HC para promover el aumento compensatorio en la cantidad de Ca*?
citosélico luego de un periodo de inactividad prolongado, favoreciendo la potenciacion de la

fuerza presinaptica.
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Fig. 20 Los Panx1HCs modulan el aumento homeostatico de la eficacia presinaptica tras el silenciamiento
cronico de la actividad neuronal. Imégenes representativas de los niveles neuronales de Ca™ (A-D) e
imagenes en pseudocolor (E-H) en somas neuronales control sin tratar (A, E) y tratados con TTX (1pM, 36hs)
(B, F); PBD (500uM, 36hs), agregado 15 min antes y durante el tratamiento con TTX (1 pM, 36hs) (C, G) o PBD
(500 uM), agregado 15 min antes y durante el tratamiento con TTX (1 uM, 24 hs), y BzATP se agregb a
continuacion (10 pM, 24hs) (rescate) (D, H). Se definieron los somas neuronales y se analiz6 densidad integrada
de la fluorescencia asociada al Ca* (l). Grafica de barras que muestra los niveles de ATP extracelular en
muestras de medio recolectados de co-cultivos controly tratados con TTX (1 pM, 36 hs) o PBD (500 uM; 36hs),
agregados 15 minutos antes y durante el tratamiento con TTX (J). Para todas las cuantificaciones, los graficos
de barras muestran la media + SEM para cada condicion en relacion con el control no tratado en el mismo
experimento; EL nimero de neuronas (para la cuantificacién de Ca*?) utilizadas se muestra en las barras. Para la
medicion de ATP extracelular se realizaron cuatro experimentos independientes y la distribucion se muestra en
el grafico *** P < 0,001, ****P < 0,0001. Barra de escala, 30 pm. Two-tailed Student’s t test [2].
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Mediante la utilizacion de diversas estrategias farmacolégicas, técnicas de deteccion
inmune e imagenologia funcional, nuestros hallazgos ponen de manifiesto la relevancia de la

sefalizacidon purinérgica y la interaccion neuroglial en la modulacién de los mecanismos

moleculares subyacentes a la PSH presinaptica.

La inmunofluorescencia de vGlut-1 permite detectar cambios en la funcion

presinaptica

Los resultados obtenidos en este trabajo confirman que la abundancia y densidad de vGlut-
1 aumentan en respuesta a la supresion cronica de la actividad neuronal con TTX, uno de los
paradigmas experimentales ampliamente utilizados para inducir la PSH [14, 157]. El mismo
resultado se obtiene al incrementar los niveles de Ca*? extracelular de 2 a 5mM confirmando
que el analisis de la fluorescencia asociada a este marcador representa una herramienta

suficientemente sensible para estimar cambios en la fuerza sinaptica.

Estos resultados coinciden con numerosos estudios que confirman que los niveles de vGlut-
1 en la sinapsis estan regulados homeostaticamente por la actividad neuronal y se
correlaciona directamente la Pr [64, 66, 68]. Ademas, nuestros resultados son consistentes
con trabajos previos que han caracterizado que vGlut-1 es responsable de controlar la
cantidad de glutamato cargado a la VS y liberado a la hendidura sinaptica, proveyendo un
mecanismo presinaptico que permite controlar la fuerza de la transmision excitatoria durante

el refinamiento sindptico y los mecanismos de plasticidad [66].

EL ATP glial liberado por Cx43HC es necesario para el ajuste homeostatico
de la funcion presinaptica

Este trabajo muestra por primera vez que el ATP astrocitario media el ajuste de la funcién
presinaptica hipocampal en la PSH tras un periodo prolongado de inactividad neuronal.
Confirmamos que la supresion de la actividad de la red promueve un aumento en los niveles

extracelulares de este nucledtido liberado por Cx43HC, los cuales se expresan

preferentemente en astrocitos [154, 158-160]. Teniendo en cuenta que la mayor parte del
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ATP se forma a partir de ADP en las mitocondrias mediante el proceso de fosforilacién
oxidativa y en una cantidad menor, por medio de la via glicolitica y en el ciclo del &cido citrico
[161], laincapacidad de ajustar la eficiencia presinaptica frente a la inhibicion selectiva del
metabolismo glial, al aplicar 4cido fluorocitrico a nuestros cultivos, complementé este
resultado. Estos resultados estan en linea con reportes obtenidos por la MSc. Andrea Cairus
que confirman que la ausencia de células gliales fue suficiente para que las neuronas sean

incapaces de experimentar mecanismos de PSH presinaptica [1].

De esta manera, nuestros hallazgos se alinean con trabajos previos que describen al ATP glial
como una molécula de sefializacidn neuroglial y resaltan la importancia de los astrocitos en
la regulacién homeostatica de la funcion presinaptica [162, 163]. Ademas, estos resultados
concuerdan con reportes de numerosos autores que confirman que los astrocitos operan
como protagonistas activos en el control de la transferencia de informacidn entre neuronas,
formando parte de una sinapsis tripartita [121, 164-166]. En este sentido, experimentos
realizados por nuestro grupo, resaltan la importancia de los astrocitos en el induccion y/o
mantenimiento de la PSH presinaptica, ya que cultivos neuronales crecidos sobre una
monocapa enriquecida en astrocitos desencadenan cambios presinapticos compensatorios
comparables con los observados en neuronas crecidas sobre una monocapa de glia mixta

(incluye ademas de astrocitos, microglia y oligodendrocitos en baja proporcion) [2].

Un resultado interesante surge de los experimentos de rescate de Cx43HC, en los que se
agregd BzATP a co-cultivos neurogliales tratados con GAP26 y expuestos al bloqueo
prolongado de la actividad neuronal. En estas condiciones, las neuronas fueron incapaces
de experimentar una potenciacién homeostatica de la funcidn presinaptica. Este resultado
concuerda con los obtenidos por la MSc. Andrea Cairus, donde el agregado de MgATP o
BzATP a cultivos enriquecidos de neuronas hipocampales en condiciones basales replicé
dicho resultado [1]. De esta manera, evidenciamos que, si bien el ATP glial es esencial para
la induccién/mantenimiento de la PSH, no es suficiente cuando actlda en ausencia de otro
factor soluble de origen glial dependiente de Cx43HC. En este sentido, numerosos autores
han caracterizado los mecanismos a través de los cuales cambios en la funcién neuronal

promueven la liberacién de gliotransmisores tales como el TNF-alfa, glutamato, D-serina,
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neuropéptidos, eicosanoides, y factores de crecimiento [20, 165, 167-170], por lo que no
descartamos la participacion de alguno de ellos en el ajuste homeostatico de la eficacia

presinaptica.

Los P2X7R presinapticos modulan el ajuste homeostatico de la funcidén
sinaptica

En un contexto en el que la supresién prolongada de la actividad neuronal promueve un
aumento en los niveles extracelulares de ATP, los P2X7R emergen como grandes candidatos
para modular la fuerza presinaptica, dada su baja afinidad por este nucledtido [90]. Si bien la
expresion celular y subcelular de estos receptores es un tema controversial, diversos
reportes muestran que se expresan tanto en células gliales como en neuronas [99, 100, 171].
En nuestro modelo experimental observamos que los P2X7R colocalizan preferentemente
con marcadores neuronales y que se expresan predominantemente en la terminal
presinaptica, coincidiendo con diversos reportes [98, 100, 171, 172]. Si bien observamos una
baja proporcién de P2X7R postsindpticos, consideramos que esto se debe principalmente a
una limitacion de la microscopia confocal que es incapaz de resolver las terminales pre y

postsinapticas de manera independiente.

Por otra parte, nuestros resultados sugieren un rol esencial de los P2X7R en el ajuste
homeostatico de la fuerza presinaptica. Asi nos planteamos si este rol pudiera estar mediado
por cambios en la distribucion y/o abundancia de estos receptores o bien por cambios en su
actividad. Observamos que no existen diferencias en el area, densidad y abundancia de los
P2X7R presinapticos. Sin embargo, la permeabilidad de la membrana se incrementd por la
activacion de estos receptores. En este sentido, experimentos de captacion de BrEt,
muestran un aumento en la internalizacion de este marcador en respuesta a la supresion
prolongada de la actividad neuronal. Interesantemente, dicho aumento se previene por el
agregado de antagonistas especificos de los P2X7R. Con estos resultados podemos
especular que el ajuste homeostatico de la funcidn presinaptica involucra cambios en la
actividad del receptor y como consecuencia en la permeabilidad de membrana. Los

mecanismos moleculares que subyacen a este aumento en la permeabilidad del receptor
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son materia de debate. Sin embargo, existe consenso en que la formacidn del poro de este
receptor, permeable al BrEt [151], esta modulada por segmentos especificos de su extremo
C-terminal. En este sentido, la delecién génica de los residuos 551-581 de esta region afectd

tanto la formacion del poro como la expresion de los P2X7R en la superficie celular [152].

Teniendo en cuenta la elevada permeabilidad al Ca™ de estos receptores [29, 90],
analizamos si la activacion/bloqueo de los P2X7R promovia cambios en este parametro [78,
134]. Cabe destacar que para cuantificar cambios en los niveles de Ca** analizamos la
fluorescencia somaética asociada al FLUO-4/AM. El anélisis del Ca*? somaético para inferir
cambios en la actividad neuronal constituye una técnica ampliamente utilizada en las
neurociencias y una de las principales razones de ello, es que fluctuaciones a nivel somatico
de este ion son un reflejo de eventos eléctricos en las neuronas [173-175]. Si bien
confirmamos que los niveles de Ca™ neuronal aumentan en presencia de agonistas
especificos de los P2X7R, mientras que lo contrario se observa frente a su bloqueo, resultaria
interesante el uso de marcadores de Ca*? genéticamente codificados tales como
SynGCamp6F que permitiria la monitorizacién especifica de los niveles de Ca* presinaptico

[176].

Por otra parte, la activacion de los P2X7R también dio lugar a un aumento en el tamafo del
pool de VS. Dicho aumento fue caracterizado mediante el analisis de la fluorescencia
asociada al dominio luminal de la proteina vesicular Stg1. Este aumento podria estar
determinado por un aumento en el reciclaje vesicular o por el aumento homeostatico en la
abundancia presinaptica de la Stg1, sin cambios en el reciclaje vesicular. Sin embargo, la
segunda opcion puede descartarse gracias a un trabajo llevado adelante por Lazarevic y cols.
en el que se analiz6 en detalle la reestructuracion que experimenta la terminal presinaptica
durante la adaptacién homeostatica al silenciamiento de la actividad de la red. En este
trabajo, se describieron niveles significativamente elevados de Stg1 sinaptica, sin cambios
en los niveles de expresion total de esta proteina, lo que sugiere que dicho incremento esta
determinado por una translocacién de Stg1 desde un pool de vesiculas no sinapticas hacia
las sinapsis [45]. Es interesante resaltar que, en nuestros experimentos, el marcaje vesicular

se realizé en cocultivos neurogliales in vivo, mediante la aplicacién de un estimulo eléctrico
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de campo luego de lavar la TTX del medio de cultivo (ver métodos para mas detalles). Asi, los
resultados obtenidos mediante esta maniobra experimental podrian suponer que el aumento
del tamano del pool de VS experimentado tras la supresion de la actividad neuronal también
involucra influjos de Ca* a través de vias dependientes de voltaje. Sin embargo, la
disminucién de fluorescencia de Stg1 observada en presencia de A804598 durante la
inactividad crénica neuronal, demuestra que los influjos de Ca*? a través de VGCC son
insuficientes por si solos para promover elaumento en el tamafo del pool de VS. Para evaluar
el aporte relativo de ambas vias por separado seria interesante analizar si en el hipocampo
existen mecanismos de liberacion vesicular dependientes de Ca*™? evocados exclusivamente

por ATP, tal como se ha caracterizado en otros modelos [98, 177].
La PSH presinaptica requiere la interaccion entre los P2X7R y los Panx1HC

Numerosos autores reportaron que el poro asociado al P2X7R podria representar una
propiedad intrinseca del propio receptor. Su activacion sostenida generaria un
reordenamiento de elementos del citoesqueleto dando lugar a la formacién de un poro
permeable [103, 104]. Sin embargo, otros autores sugieren que el poro asociado al P2X7R es
una estructura separada del receptor, representada por un Panx1HC [110, 178]. En este
segundo modelo, la activacién del P2X7R seria necesaria para la apertura del poro de
Panx1HC y el ATP liberado a través de esta via reforzaria la activacion de los P2X7R,
operando como un loop de retroalimentacion positiva [156, 179]. Resultados obtenidos por
nuestro laboratorio refuerzan este segundo modelo. Nuestros hallazgos confirman que la
potenciacidon homeostatica de la funcidn presinaptica dependiente de la actividad requiere
la liberacion de ATP por Panx1HC. Interesantemente, el agregado de BzATP en co-cultivos
tratados con PBD/TTX rescato la potenciacion sinaptica dependiente de los P2X7R durante
la inactividad crénica, confirmando la existencia de un vinculo funcional entre P2X7R y
Panx1HC. Con estos resultados, podemos especular que el bloqueo de Panx1HC impediria
la liberacion de ATP al espacio extracelular y, por consiguiente, la activacion de los P2X7R
necesaria para el aumento en los niveles de Ca*? citosélico y del reciclaje vesicular. Estos

resultados complementan los obtenidos por la MSc. Marina Tizzoni que confirman que los
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canales de Panx1HC neuronales, y no los gliales, juegan un rol central en el ajuste

homeostatico de la funcidn presinaptica [1].

Modelo de la PSH dependiente del ATP en el hipocampo murino

Una posible interpretacion de estos resultados podria ser que las células gliales son capaces
de sensar los cambios en la actividad y en respuesta a esto, medien los mecanismos
necesarios para realizar el ajuste compensatorio de la funcidn presinaptica, mediante la
coliberacion de ATP junto a otros gliotransmisores que actuen a nivel neuronal. Una vez
iniciada esta liberacion, la activacion de los P2X7R por el ATP derivado de los Cx43HC daria
lugar a la entrada de Ca™ a la terminal presindptica. Lépez y cols, caracterizaron
mecanismos por medio de los cuales un aumento en los niveles de Ca*? intracelular
promueven la activacién de Panx1HC [180] por lo que postulamos ademas que el aumento
en los niveles de Ca*? dependiente de los P2X7R promueve la apertura de Panx1HC. EL ATP
liberado a través de esta via reforzaria la activacion de los P2X7R mediante un bucle de
retroalimentacion positiva, promoviendo el incremento compensatorio del Ca* citosélico y
el consecuente reciclaje vesicular y, por ende, el aumento de la funcion presinaptica tras el

bloqueo de la actividad sinaptica (Fig.18).
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Fig. 18 Los receptores P2X7 y los hemicanales Panx1 modulan la plasticidad homeostatica presinaptica:
via hipotética. Ante la inactividad crénica, los astrocitos detectan la reduccion de la concentracién de
glutamato en la hendidura sinaptica y, como consecuencia, aumentan la cantidad de ATP liberado por los
hemicanales de conexina 43 (Cx43HCs). El ATP liberado por las células gliales activa los receptores
presinapticos P2X7, aumentando la cantidad de Ca*? que entra en la terminal y la probabilidad de liberacion del
neurotransmisor. Simultaneamente, el aumento de Ca*? presindptico activa los hemicanales neuronales
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Panx1, lo que a su vez libera ATP, reforzando la activacion de los receptores P2X7 mediante un bucle de
retroalimentacion positiva y promoviendo el incremento compensatorio de la funcidn presinaptica tras el
bloqueo de la actividad sinaptica [3].
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La PSH ha sido definida como un mecanismo que promueve la estabilidad de la actividad
neuronal, actuando en asociaciéon con otros mecanismos plasticos implicados en el
aprendizaje y la consolidacién de la memoria. Recientemente, se ha planteado la posibilidad
de la existencia de un link entre la neurodegeneracion y mecanismos aberrantes en la PSH.
La pérdida en la homeostasis de la excitabilidad neuronal llevaria al desarrollo de multiples
desordenes neuroldgicos y psiquiatricos tales como el autismo, la esquizofrenia y la
depresién [181]. Asi mismo, un desbalance en la PSH podria estar directamente involucrado
en el desarrollo de enfermedades tales como el Parkinson, la enfermedad de Alzheimery la

esclerosis lateral amiotrdéfica[182].

Es por eso que planteamos como continuacién de esta linea de investigacion estudiar el rol
de la senalizacion purinérgica y la PSH en condiciones patoldgicas, centrando nuestro
estudio en la enfermedad de Alzheimer donde se ha caracterizado una desregulacion de la
sefalizacidn purinérgica caracterizada para la PSH. [183, 184]. Esperamos que profundizar
en el conocimiento generado en relacion a la PSH a nivel de investigacion basica, favorezca
la comprension de algunos trastornos del comportamiento, asi como de la conducta

normal.
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