
Resumen 
 

 

 

 

  

EL ROL DEL ATP Y LOS 
RECEPTORES 

PURINÉRGICOS EN LA 
PLASTICIDAD SINÁPTICA 

HOMEOSTÁTICA 
 

 

       

 

 

 

 

 

        

 

 

 

 

 

 

 

Tesis de Doctorado en Ciencias Biológicas-
PEDECIBA  

Opción Neurociencias 

Lic. Alberto Rafael Ponce 

Orientadora: Dra. Nathalia Vitureira       

Co-Orientadora: Dra. Verónica Abudara 

 
-Laboratorio de 
Comunicación 

Sináptica 

-Unidad Académica 
de Fisiología 

-Facultad de 
Medicina, UdelaR 



El rol del ATP y los receptores purinérgicos en la plasticidad sináptica homeostática                                       1                                            

AGRADECIMIENTOS 

En primer lugar, quiero agradecer a mi directora Nathalia, no solo por tu dedicación, tu 
paciencia y tus consejos en los momentos difíciles de este camino, sino por confiar 
siempre en mi trabajo. Por motivarme a proponerme nuevos desafíos y a no tirar la toalla.  

A mi codirectora Verónica, por tus aportes invaluables, tu mirada crítica y tu disposición a 
estar siempre para todo.  Tus charlas y el apoyo que me brindaste hicieron que cada día 
fuera mucho más ameno.  

Al tribunal, por sus aportes constructivos que sin dudas enriquecieron este trabajo.  

A Mari, Vani, Agus, Lu, Marce y Andre. Por las conversaciones  y los momentos de diversión 
que supimos mezclar con largas jornadas de trabajo (que sin duda seguiremos 
compartiendo dentro y fuera del laboratorio). También a Giuli y Facu, los nuevitos de 
veintipoquitos años que nos ayudan a notar que el tiempo pasa.  

A los y las amigas que cultivé en La Isla, por los almuerzos y anécdotas compartidas todos 
estos años. Por el consejo sabio de Bernardo cuando fue necesario.  

A los y las amigas de la Unidad Académica de Fisiología (Anto, Flor, Sofi, Lu, Sandra, Pata, 
Fede, Bruno, por nombrar a algunos, aunque sé que alguno se me escapa). Hoy no solo 
celebro este logro académico, sino también la suerte de contar con ustedes.  

A todos los integrantes de Fisiología, por estar siempre dispuestos a ayudar y a construir 
conocimiento. 

A todos los funcionaros de la URBE, porque en todos estos años hemos construido un 
vínculo que sin duda hizo mucho más llevadero este trabajo. 

A Mariana, de la Unidad de Microscopía de la Facultad de Medicina, por tu tiempo y aportes 
dedicados a este trabajo. También a la Unidad de Microscopía del IP y del IIBCE. 

A colegas de otras Unidades Académicas como Cristián que dedicó tiempo y esfuerzo en 
ayudarme con experimentos que fueron cruciales para este trabajo. A todos los que, con 
sus aportes y discusiones colaboraron con esta tesis.  

A los y las compañeras de Histología, con quienes compartimos mucho más que el cuarto 
de cultivo.  

A los y las amigas incondicionales de la vida (Los de acá y los que quedaron en Argentina). 

A la familia que bancó desde mis 17 años la locura de irme cada vez más lejos de casa.  

Y, por último, pero no por eso menos importante a mi compañera Belén (y nuestro perro 
Simón) por bancar en toda esta etapa.  



 

 
El rol del ATP y los receptores purinérgicos en la plasticidad sináptica homeostática                              2 
                 

 

El rol del ATP y los receptores purinérgicos en la plasticidad sináptica 
homeostática 

RESUMEN ......................................................................................................................................... 4 

INTRODUCCIÓN .............................................................................................................................. 6 

MECANISMOS DE PLASTICIDAD SINÁPTICA HOMEOSTÁTICA .................................................................. 8 
La función presináptica y su ajuste. ........................................................................................ 8 

Ajuste homeostático de las vesículas sinápticas ............................................................. 11 
Ajuste dependiente de la actividad en la abundancia de Ca+2 presináptico .................... 15 

SEÑALIZACIÓN PURINÉRGICA Y PLASTICIDAD.................................................................................... 17 
El rol neuromodulador del ATP .............................................................................................. 17 
El Receptor P2X7 en la plasticidad sináptica ....................................................................... 19 

INTERACCIÓN NEURO-GLIAL Y PLASTICIDAD ..................................................................................... 24 

HIPÓTESIS ...................................................................................................................................... 27 

OBJETIVOS ..................................................................................................................................... 27 

OBJETIVO GENERAL ....................................................................................................................... 27 
OBJETIVOS ESPECÍFICOS ................................................................................................................ 27 

MATERIALES Y MÉTODOS ............................................................................................................. 28 

ANIMALES ..................................................................................................................................... 28 
CONSIDERACIONES ÉTICAS............................................................................................................. 28 
CULTIVOS DISOCIADOS DE HIPOCAMPO ........................................................................................... 28 

Obtención de células gliales ................................................................................................. 28 
Co-cultivos neurona/glía ....................................................................................................... 29 

INDUCCIÓN DE PSH....................................................................................................................... 30 
FARMACOLOGÍA ............................................................................................................................ 30 
INMUNOCITOQUÍMICA .................................................................................................................... 31 
MARCAJE DE CÉLULAS VIVAS ........................................................................................................... 32 

Experimentos de marcaje con Sinaptotagmina 1 (Stg1) de las VS ...................................... 32 
Experimentos de captación de Bromuro de Etidio (BrEt) ..................................................... 33 
Imagenología de Ca+2 ............................................................................................................. 34 

ADQUISICIÓN DE IMÁGENES ............................................................................................................ 34 
ANÁLISIS DE IMÁGENES .................................................................................................................. 35 

Inmunofluorescencia asociada al vGlut-1 sináptico ........................................................... 35 
Inmunofluorescencia asociada al P2X7R ............................................................................. 36 
Inmunofluorescencia asociada a Stg1 .................................................................................. 38 
Fluorescencia asociada a BrEt .............................................................................................. 38 
Fluorescencia asociada al Ca+2 neuronal ............................................................................. 39 
Análisis de supervivencia neuronal ...................................................................................... 39 

CUANTIFICACIÓN DEL ATP EXTRACELULAR ...................................................................................... 39 
ANÁLISIS ESTADÍSTICO ................................................................................................................... 40 



El rol del ATP y los receptores purinérgicos en la plasticidad sináptica homeostática                                       3                                            

RESULTADOS ................................................................................................................................. 41 

EL AJUSTE HOMEOSTÁTICO DE LA FUNCIÓN PRESINÁPTICA SE CORRESPONDE CON UN AUMENTO EN LA 

ABUNDANCIA DE VGLUT-1 SINÁPTICO .............................................................................................. 41 
EL ATP GLIAL ES NECESARIO PARA LA INDUCCIÓN/MANTENIMIENTO DE LA PSH .................................. 44 
EL AUMENTO HOMEOSTÁTICO DE LA FUNCIÓN PRESINÁPTICA REQUIERE LA ACTIVACIÓN DE RECEPTORES 

DEL TIPO P2X7 PRESINÁPTICOS ...................................................................................................... 48 
LA ACTIVACIÓN DE LOS P2X7R DURANTE LA SUPRESIÓN CRÓNICA DE LA ACTIVIDAD NEURONAL 

PROMUEVE UN AUMENTO EN LA PERMEABILIDAD DE MEMBRANA NEURONAL ........................................ 57 
EL AUMENTO DE LA PERMEABILIDAD DE MEMBRANA DEPENDIENTE DE LOS P2X7R SE TRADUCE EN UN 

AUMENTO EN LOS NIVELES DE CA+2 NEURONAL ................................................................................. 60 
EL AUMENTO EN LOS NIVELES DE CA+2 NEURONAL DEPENDIENTE DE LOS P2X7R ESTÁ ACOMPAÑADO DE 

UN AUMENTO EN EL RECICLAJE VESICULAR ....................................................................................... 64 
EL AJUSTE HOMEOSTÁTICO DE LA EFICIENCIA PRESINÁPTICA ESTÁ MEDIADO POR HEMICANALES DE 

CONEXINA 43 GLIALES Y PANEXINA 1 NEURONALES........................................................................... 65 

DISCUSIÓN .................................................................................................................................... 70 

LA INMUNOFLUORESCENCIA DE VGLUT-1 PERMITE DETECTAR CAMBIOS EN LA FUNCIÓN PRESINÁPTICA . 70 
EL ATP GLIAL LIBERADO POR CX43HC ES NECESARIO PARA EL AJUSTE HOMEOSTÁTICO DE LA FUNCIÓN 

PRESINÁPTICA ............................................................................................................................... 70 
LOS P2X7R PRESINÁPTICOS MODULAN EL AJUSTE HOMEOSTÁTICO DE LA FUNCIÓN SINÁPTICA ............. 72 
LA PSH PRESINÁPTICA REQUIERE LA INTERACCIÓN ENTRE LOS P2X7R Y LOS PANX1HC...................... 74 
MODELO DE LA PSH DEPENDIENTE DEL ATP EN EL HIPOCAMPO MURINO ............................................ 75 

PERSPECTIVAS .............................................................................................................................. 77 

BIBLIOGRAFÍA ................................................................................................................................ 78 



Resumen 
 

 
El rol del ATP y los receptores purinérgicos en la plasticidad sináptica homeostática                              4 
                 

Resumen 

La plasticidad sináptica homeostática (PSH) estabiliza la actividad de una neurona o circuito 

neuronal, modificando la función sináptica en dirección compensatoria a las alteraciones del 

circuito con el fin de prevenir un daño irreparable. Estos mecanismos operan tanto a nivel pre 

como postsináptico.  

El rol del ATP como neuromodulador de la transmisión sináptica basal y de la plasticidad 

sináptica dependiente de la actividad neuronal ha sido ampliamente caracterizado. Los 

mecanismos de acción de este nucleótido están mediados por receptores purinérgicos 

ionotrópicos del tipo P2X (P2XR) y metabotrópicos del tipo P2Y (P2YR). Mientras que la 

activación 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 señalización purinérgica en el ajuste 

homeostático de la función presináptica luego de un periodo de inactividad prolongado. Nos 

centramos especialmente en analizar los cambios que ocurren en la terminal presináptica 

tras la activación de esta vía de señalización, con el objetivo de entender cómo estos 

cambios contribuyen al restablecimiento de la homeostasis en el circuito neuronal.  

Mediante la utilización de aproximaciones farmacológicas y técnicas de detección inmune e 

imagenología funcional en cultivos disociados neurogliales de hipocampo murino, 

evidenciamos que el ajuste homeostático de la función presináptica requiere la liberación de 

ATP de origen glial, mediante una vía de liberación dependiente de hemicanales de Conexina 

43 (Cx43HC). A nivel presináptico, este nucleótido activa receptores purinérgicos del tipo 

P2X7 (P2X7R), modulando la disponibilidad de Ca+2 citosólico y  el reciclaje de vesículas 

sinápticas. Nuestros resultados sugieren, además, que para que este incremento de Ca+2 

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 (Panx1HC) 

neuronales.  

Así, este trabajo resalta la importancia de la comunicación neurona-glía en el ajuste 

homeostático de la función presináptica luego de un período de inactividad prolongado y 
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describe por primera vez el rol esencial de  la señalización purinérgica en este proceso. Estos 

resultados fueron publicados en [1, 2]. Además, la importancia de la interacción entre los 

P2X7R y los Panx1HC en diferentes sistemas fue revisado en [3]. 

Palabras claves: Plasticidad sináptica homeostática, ATP, P2X7R, Panexina 1, Conexina 4
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Introducción 

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 

adaptación está 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 estructura y función de un circuito neuronal se define como 

plasticidad sináptica y refiere específicamente a la modificación dependiente de la actividad 

de la fuerza o eficacia de la transmisión sináptica [7]. Mientras que algunos de los cambios 

producidos pueden durar solo una pequeña fracción de segundos, otros llegan a persistir 

durante horas, semanas e incluso años, existiendo entonces dos grandes formas de 

plasticidad sináptica 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 categoría podemos encontrar dos grandes formas: la plasticidad de Hebb y la 

plasticidad sináptica homeostática (PSH). 

Podemos definir a la plasticidad de Hebb como un tipo de plasticidad en donde el cambio en 

la fuerza sináptica se desencadena rápidamente, puede durar desde horas hasta meses y es 

específico de las sinapsis estimuladas. Dentro de estos cambios plásticos se encuentran la 

potenciación y la depresión a largo plazo (PLP y DLP, respectivamente), consideradas como 

los sustratos moleculares de los procesos de aprendizaje y consolidación de la memoria [9–

12]. Este tipo de plasticidad representa un mecanismo de retroalimentación positivo ya que 

a medida que las entradas excitadoras sobre una neurona aumentan, la tasa de disparo de la 

neurona postsináptica también aumenta. Esto incrementa la correlación positiva entre la 

neurona y sus entradas y, como resultado, se produce una mayor potenciación. De esta 

manera, las entradas que son potenciadas podrían aumentar al extremo y las que son 

disminuidas podrían deprimirse, hasta llegar a niveles cercanos a cero, pudiendo perderse la 

selectividad de la red [13]. 
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Es claro entonces que existen mecanismos plásticos necesarios para el aprendizaje y la 

consolidación de la memoria, que por sí solos podrían llevar a la inestabilidad de un circuito 

neuronal. Por eso, surge la interrogante de cómo las redes neuronales mantienen cierto 

grado de constancia/estabilidad en sus propiedades básicas 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 

potenciación/depresión 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 transmisión sináptica con el fin de mantener la estabilidad de un 

circuito neuronal [14]. Los cambios neuronales que subyacen a la PSH pueden operar a nivel 

pre y postsináptico y la dirección en la que estos cambios se producirán es compensatoria a 

los cambios de actividad del circuito. Así, numerosos investigadores reportaron que la 

supresión crónica de la actividad sináptica inducida mediante la aplicación de tetrodotoxina 

(TTX, bloqueante de canales de Na+ voltaje-dependientes) o antagonistas de los receptores 

de glutamato, incrementa el área de la zona activa, el número de vesículas sinápticas en 

contacto con la membrana presináptica, la frecuencia de los eventos exocíticos 

espontáneos y la probabilidad de liberación del neurotransmisor (Pr) [15, 16]. No obstante, 

un incremento en la excitabilidad de las conexiones mediante la aplicación de bicuculina 

(antagonista de los receptores GABAA), no desencadena cambios homeostáticos a nivel 

presináptico [17, 18]. En conjunto estos reportes sugieren  que los mecanismos 

compensatorios desplegados durante un período de inactividad o de excitabilidad 

prolongada son diferentes.  

En relación a los mecanismos que operan a nivel postsináptico, el synaptic scaling 

representa la forma de PSH más estudiada hasta el momento y es evidenciada tanto in vitro 

como in vivo [19–21]. Involucra el ajuste compensatorio en la abundancia de receptores 

postsinápticos del tipo AMPA. Además, se ha descrito un rol fundamental de factores 

solubles de origen glial y neuronal, tales como el TNFα y el BDNF, respectivamente, en el 

ajuste postsináptico compensatorio.  
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Es importante resaltar que al momento de comenzar esta tesis no existían estudios que 

abordaran la importancia de factores solubles en la PSH presináptica. 

Mecanismos de plasticidad sináptica homeostática 

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 

transmisión sináptica. Esta se puede definir como un parámetro determinado por el número 

de sitios activos de liberación  (n), por la Pr y el tamaño cuantal (q) [22, 23]. La Pr se refiere a 

una variable presináptica definida como la probabilidad de que una vesícula sináptica (VS) 

se fusione con la membrana presináptica luego de la llegada de un potencial de acción (PA). 

El tamaño cuantal se define como el cambio de voltaje registrado a nivel postsináptico como 

resultado de la liberación de una vesícula sináptica [24].  

De esta manera, podemos definir a la fuerza de la transmisión sináptica como: 

Fsináptica = Pr. n. q 

Así, la transmisión sináptica es más eficaz si Pr, n o q aumentan. 

Dado que nuestra investigación se enfoca en explorar los cambios que ocurren en la terminal 

presináptica luego de un período de inactividad crónica, nos centraremos en describir los 

mecanismos responsables de promover cambios en la Pr caracterizados hasta el momento.  

La función presináptica y su ajuste. 

Como comentábamos anteriormente, la Pr se define como la probabilidad de que una VS se 

libere de forma sincrónica a la llegada de un PA a la terminal presináptica [15]. El ajuste de 

este parámetro representa un mecanismo que permite regular la transferencia de 

información de una sinapsis a los requerimientos específicos de un circuito neural [25]. Entre 

los mecanismos más relevantes para el control de la Pr se encuentran el control de la 

disponibilidad de VS y de Ca+2 presináptico [15, 26–28]. Ambos se detallarán en el apartado 

que sigue a continuación. Sin embargo, antes de describir cómo se produce la modulación 

de la Pr, resumiremos brevemente el proceso de liberación del neurotransmisor que 
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comienza con la llegada de un PA y el consecuente aumento de los niveles de Ca+2 

presináptico.  

El neurotransmisor, que se almacena en las VS, es liberado a la hendidura sináptica 

mediante la fusión controlada de la membrana de una VS y la presináptica. Esto se lleva a 

cabo en una región especializada de la terminal presináptica denominada zona activa (ZA) 

[29]. El núcleo de la maquinaria de exocitosis desencadenada por Ca+2 está constituido por 

seis proteínas diferentes: tres proteínas del complejo SNARE, la proteína SM (Munc18-1), la 

sinaptotagmina 1 (Stg1), y la última molécula descrita para este complejo, la complexina 

[30–33].   

Las proteínas del complejo SNARE se subdividen en dos categorías. La primera, definida 

como v-SNARE, está representada por la proteína de membrana vesicular sinaptobrevina. La 

segunda de estas categorías se conoce como t-SNARE y está representada por dos proteínas 

de la membrana presináptica: SNAP25 y sintaxina-1 [29, 33, 34]. La sintaxina-1 forma un 

complejo estable con dominios específicos de la sinaptobrevina y SNAP-25 y la interacción 

entre estos elementos es dirigida por Munc18-1 (Fig. 1 a) [35, 36]. En un proceso previo a la 

fusión de la membranas vesicular y presináptica, la complexina se une al complejo SNARE 

en un surco formado por la sinaptobrevina y la sintaxina-1 (Fig. 1 b, d) [37]. Un análisis 

detallado de este surco confirmó que la complexina y la Stg1 compiten por el mismo sitio de 

unión en el complejo SNARE [38]. Cuando los niveles de Ca+2 aumentan en la terminal 

presináptica, la complexina se libera del complejo SNARE, dejando libre el sitio de unión para 

la Stg1. (Fig. 1 c) [29, 33, 35, 39]. Esta proteína, que opera como un sensor de Ca+2, se 

encuentra anclada a la membrana de la VS y cuenta con dos dominios citoplasmáticos 

definidos como C2A y C2B [30, 33]. El dominio C2A se une a tres iones de Ca+2, mientras que 

el dominio C2B se une a dos y a su vez, ambos dominios se unen a fosfolípidos de la 

membrana presináptica. De esta manera, se produce la fusión de la membrana vesicular con 

la presináptica y la formación de un poro para la liberación del neurotransmisor [33].  
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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 fusión de una VS a la terminal presináptica al insertarse en el complejo 
SNARE. La unión 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 fusión. 
Posteriormente, la Stg1 desencadena la fusión de la VS y los fosfolípidos de membrana de manera dependiente 
de Ca+2  [37]. 

Luego de la exocitosis, las VS se endocitan y reciclan probablemente a través de tres vías 

alternativas: (a) Las vesículas 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 presináptica, en un mecanismo definido como “kiss and stay” (Fig. 2 a); (b) las 

vesículas se desacoplan y reciclan localmente, para reacidificarse y llenarse nuevamente 

con neurotransmisores, en un mecanismo definido como “kiss and run” (Fig. 2 b); o (c) las 

vesículas 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].    

a b c 

d 
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Fig. 2 Aquí se proponen tres vías de reciclaje de VS: Dos vías rápidas, en las que las vesículas 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 vía más lenta que involucra la endocitosis mediada por clatrina (Endosomal recycling) (c). 
La vía rápida se utiliza preferentemente para reciclar rápidamente las vesículas en el pool de liberación 
inmediata a frecuencias de estimulación bajas, mientras que la vía lenta dependiente de clatrina entra en acción 
a frecuencias de estimulación más altas [37] . 

Ajuste homeostático de las vesículas sinápticas 

En la terminal presináptica se han caracterizado tres pooles de VS diferentes. El primero de 

estos grupos lo constituye el pool de VS del RRP (Acrónimo 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 plasmática presináptica 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 presinápticas 

mientras que existen VS adicionales de este pool que alcanzan la membrana presináptica a 

través de  un rápido reclutamiento a sitios vacíos (Fig. 3 c) [44].  

a b 

c 
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Fig. 3 El RRP consiste en VS acopladas. Las preguntas que surgen son: ¿Todas las vesículas del RRP están 
acopladas en la ZA o solo un subconjunto de ellas? (a) Un modelo postula que todas las vesículas acopladas 
son parte del RRP y todas las vesículas del RRP están acopladas. (b) Otra posibilidad es que solo un 
subconjunto de vesículas acopladas constituya el RRP. (c) Un tercer modelo sugiere que muchas vesículas del 
RRP están acopladas, pero vesículas adicionales pueden contribuir al RRP mediante un reclutamiento rápido a 
sitios de liberación vacíos y activados. En (a) – (c), las vesículas del RRP están ilustradas en rojo y la ZA es el 
área sombreada en gris (41]. 

Independientemente de estos modelos, las terminales nerviosas presinápticas contienen un 

RRP y un gran pool de reserva compuesto de VS que pueden exocitarse en respuesta a una 

estimulación intensa 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 último se 

libera más lentamente que el RRP y precede a la movilización del pool de reserva (Fig. 4).  

[39]  

Fig. 4 Esquema representativo del tamaño de los pools de VS y 
tasa de recambio. En cada esfera se indica el número total de VS 
pertenecientes a cada pool y el porcentaje relativo al total de VS 
presentes en la terminal presináptica. 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 
de reserva (Reserve pool) es lento, mientras que su recambio con el 
RRP es relativamente rápido [39]. 

 

 

 

De este conjunto de VS, las del RRP tienen la mayor probabilidad de fusión en la membrana 

de la terminal presináptica, lo que resalta la importancia de su contribución a la eficiencia de 

la transmisión sináptica [43, 45]. Por ello, los mecanismos que controlen el transporte de VS 
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a la ZA y los implicados en el anclaje de una VS a la ZA, previo a la fusión de las membranas 

vesiculares y la presináptica, representan puntos de control en el ajuste de la eficiencia de la 

transmisión sináptica [46].  

Entre los mecanismos responsables de promover la llegada de las VS a la ZA, numerosos 

autores reportaron que la polimerización dependiente de ATP de filamentos de actina, así 

como la activación de una calcinuerina activada por fosfatasa son responsables de promover 

un aumento en el reclutamiento de vesículas al RRP [25, 47]. Por el contrario, la fosforilación 

de las cadenas livianas de los filamentos de miosina, que resulta en la contracción de 

elementos del citoesqueleto, así como la activación de la Kinasa 5 ciclina-dependiente 

(CDK5) son responsables de inducir el cambio opuesto [25, 48, 49].  

En relación al anclaje de una VS a la ZA previo a la fusión de las membranas vesicular y 

presináptica, uno de los mecanismos caracterizados hasta el momento involucra la 

participación de dos proteínas presentes en ZA: Munc13 y α-RIM (Acrónimo de Rab3-

Interacting Molecule) [50]. Numerosos autores reportaron que el extremo N-terminal de 

Munc13 se asocia a la proteína α-RIM y a Rab3A, una proteína presente en la membrana 

vesicular unida a GTP y la conformación de este complejo tripartito Munc13/ α-RIM/ Rab3A 

permite la interacción de la VS con el complejo t-SNARE, regulando así el tráfico vesicular y 

el tamaño del RRP [46, 50–53]. 

Existe una extensa cantidad de trabajos que caracterizan los cambios homeostáticos en el 

número de VS dependientes de la actividad neuronal, tanto en modelos invertebrados como 

de vertebrados.  

En invertebrados, uno de los modelos mejor caracterizados es la unión neuromuscular de 

Drosophila donde la inhibición de la función de los receptores postsinápticos provoca un 

aumento homeostático de la Pr, restaurando la excitabilidad postsináptica [54]. En este 

modelo, la homeostasis presináptica puede ser inducida rápidamente, se mantiene durante 

periodos prolongados de tiempo y depende de la modulación homeostática del tamaño del 

RRP y de incrementos en los influjos de Ca+2 presináptico a través de canales de Ca+2 voltaje 

dependientes CaV2.1 [55]. La proteína RIM-Binding Protein (RBP) juega un papel central en 
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este ajuste ya que interactúa con la proteína RIM, permitiendo el reemplazo rápido de las 

vesículas del RRP por VS del pool de reciclaje facilitando de esta manera la potenciación 

sináptica observada en respuesta al bloqueo de receptores postsinápticos. Además, induce 

un aumento en el reclutamiento de CaV2.1, promoviendo así un aumento en los influjos de 

Ca+2 presináptico [56].   

En vertebrados, el ajuste homeostático en el tamaño del RRP ha sido observado en 

diferentes regiones del SNC. A nivel del cerebelo, una disminución en los niveles de actividad 

de un circuito neuronal por el bloqueo farmacológico de receptores de tipo AMPA, así como 

por la pérdida de la función de estos receptores inducida por modificaciones genéticas, dio 

lugar al incremento homeostático en el tamaño 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 plásticos dependientes de la actividad neuronal han 

sido ampliamente caracterizados es la corteza visual. La misma, puede subdividirse en 5 

áreas (V1-V5). De estas 5 áreas, 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 deprivación visual promueve un aumento en 

el número de VS del pool de reciclaje y del RRP así como un aumento en la Pr que es 

acompañado de un cambio en la composición estructural de receptores postsinápticos 

NMDA (NMDARs) extra y perisinápticos. Este cambio en la composición de los NMDARs 

confiere a estos receptores propiedades electrofisiológicas que permiten aumentar la 

amplitud de los potenciales postsinápticos excitadores [58–60]. El aumento homeostático 

de la Pr generado en respuesta a la deprivación visual favorece el derrame de glutamato hacia 

sitios extrasinápticos y persinápticos, donde los NMDARs expresan predominantemente la 

subunidad NR2B responsable de facilitar la sumación temporal de corrientes postsinápticas, 

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 región del SNC. El 

tamaño de la ZA constituye un factor determinante del tamaño del RRP en esta región del 
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SNC y puede ajustarse homeostáticamente en respuesta a cambios en los niveles de 

actividad del circuito [15, 61]. En este sentido, en respuesta a una disminución sostenida de 

la actividad neuronal, se observó un incremento de su tamaño [15]. Si bien el tamaño de la 

ZA varía significativamente entre diferentes sinapsis, la abundancia de proteínas presentes 

en esta región, así como el número de vesículas del RRP y la Pr se correlacionan de manera 

directa con este parámetro [62, 63]. Acompañando estos cambios, numerosos autores 

reportan un aumento en los niveles de expresión de enzimas responsable de la síntesis de 

glutamato, así como un incremento en la expresión 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 número de copias de vGlut-1 por vesículas se 

encuentra bajo control estricto y se ajusta de manera homeostática frente a cambios en los 

niveles de actividad de la red [64, 66, 68]. Resulta interesante destacar que la supresión de 

la actividad neuronal no solo evoca incrementos de componentes estructurales presentes 

en la terminal presináptica.  Kim, y cols. reportaron que la inactividad crónica promueve una 

reducción en los niveles presinápticos 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 crítico 

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

Es evidente entonces, que existen múltiples mecanismos a través de los cuales una neurona 

puede ajustar el tamaño del RRP de manera dependiente de la actividad sináptica. Por lo 

tanto, identificar los factores y las vías moleculares responsables de estos ajustes es crucial 

para comprender en profundidad los mecanismos subyacentes a la plasticidad sináptica en 

el SNC.  

Ajuste dependiente de la actividad en la abundancia de Ca+2 presináptico 

Como comentamos anteriormente, la neurotransmisión se inicia con la llegada de un PA a la 

terminal presináptica, promoviendo la apertura de canales de Ca+2 voltaje-dependientes 

(VGCC), con el consecuente incremento en los niveles intracelulares de este ion [69, 70]. La 

entrada de Ca+2 a la terminal presináptica está mediada por diferentes subtipos de canales 

VGCC identificados como canales de tipo P/Q, N, R. La contribución relativa de cada uno de 
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estos VGCC al contenido total de Ca+2 presináptico es de un 50% dependiente de la 

activación de los VGCCP/Q, el 25% por VGCCN y el 25% restante por los VGCCR [71].  

El incremento en los niveles presinápticos de este ion se transduce en la fusión de la 

membrana de una VS con fosfolípidos de la membrana presináptica y consecuente 

liberación del neurotransmisor.  Stanley y cols.  sugieren que los sitios en los que se producen 

los influjos de Ca+2 y los sitios en los que el Ca+2 interactúa con la maquinaria de liberación 

vesicular deben estar próximos, si no colocalizados [72]. En este sentido, dado que la 

migración del ion en el citoplasma está limitada por la difusión, la distancia entre estos sitios 

no puede ser superior a ~100nm [72, 73]. Además, la liberación del neurotransmisor ocurre 

en un tiempo que no supera los 0,2 ms a la entrada de Ca+2 cuando la concentración 

citoplasmática de este ion llega a valores de ≈20-50 mM, con un máximo de hasta 190 mM 

que sólo se alcanza cerca del poro del canal iónico [72, 74–76].  

Estudios realizados in vitro e in vivo reportaron que la cantidad de Ca+2 que ingresa en el botón 

sináptico en respuesta a cambios crónicos de la actividad neuronal resulta un factor clave 

de los cambios homeostáticos en la fuerza sináptica [28, 77–79]. Mientras que la supresión 

de la actividad neuronal es suficiente para generar un aumento en los niveles presinápticos 

de este ion, el aumento prolongado de la actividad está acompañado por un transitorio de 

Ca+2 más pequeño. Estos cambios pueden estar modulados por a) cambios en la 

conductancia de los VGCC sin 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 expresión de los 

VGCC [45, 80],  c) cambios en la expresión génica de vías moleculares que operan corriente 

abajo del Ca+2 presináptico [77] y/o d) cambios en los mecanismos moleculares 

responsables del clearance presináptico de Ca+2 [81]. 

La importancia de mantener la homeostasis del Ca+2 presináptico por medio de vías 

dependientes del voltaje resalta la necesidad de mecanismos que puedan regular los niveles 

de este ion en ausencia de una despolarización neuronal. Teniendo en cuenta el alto grado 

de especialización celular observado entre los dominios especializados en recibir y 

transmitir señales de una neurona, junto con su volumen celular que resulta unas 10.000 

veces mayor en proporción a la mayoría de las células eucariotas [82] es esperable que 
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procesos como la síntesis de proteínas y lípidos o el tráfico 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 ¾ partes de este total a la señalización 

neuronal [83, 84]. Teniendo en cuenta que este nucleótido opera sobre vías que son 

independientes de voltaje (ver el apartado que sigue a continuación) y considerando su rol 

neuromodulador ampliamente caracterizado, [85, 86] en nuestro trabajo especulamos que, 

en condiciones de inactividad crónica, el ajuste de Ca+2 presináptico podría estar modulado 

por el ATP. 

De esta manera, este proyecto tiene como particularidad el vincular entre sí varios 

paradigmas novedosos inherentes a la comunicación celular y sináptica al vincular el 

metabolismo celular con los fenómenos involucrados en la comunicación neuronal durante 

los mecanismos de PSH. 

Señalización purinérgica y plasticidad 

El rol neuromodulador del ATP 

El concepto de la transmisión purinérgica, o transmisión mediada por nucleótidos, comenzó 

a tomar relevancia a finales de los años 60 y principios de los 70, a partir de una serie de 

estudios que mostraron como, tras la estimulación eléctrica de nervios periféricos simpático 

y parasimpático, era posible detectar respuestas postsinápticas incluso en presencia de 

antagonistas adrenérgicos y colinérgicos, respectivamente. Ello permitió postular la 

existencia de nervios no-adrenérgicos no-colinérgicos (NANC) [87]. Más adelante se 

comprobaría que el neurotransmisor liberado por estos nervios NANC era el ATP [88]. La 

evidencia experimental incluyó: la mimetización de la respuesta postsináptica de los NANC 

luego de la aplicación exógena de ATP en ausencia de otros estímulos, la medición de los 

niveles de ATP luego de la aplicación de estímulos eléctricos de los NANC, el marcaje 

histoquímico de una subpoblación 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 aplicación de α,β-methylene ATP, un 
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análogo del ATP que produce la desensibilización selectiva de los receptores purinérgicos 

[87]. 

En el SNC, el ATP puede ser incorporado a una VS y co-liberado desde la terminal 

presináptica junto con otros neurotransmisores tales como GABA y glutamato. Sin embargo, 

también se ha caracterizado la presencia de vesículas en terminales presinápticas 

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 más adelante 

en esta tesis [89].  

Los mecanismos de acción del ATP están mediados por dos tipos de receptores 

purinérgicos: receptores ionotrópicos del tipo P2X (P2XR1-7) y metabotrópicos del tipo P2Y 

(P2YR1, P2YR2, P2YR4, P2YR6, P2YR11, P2YR12, P2YR13, and P2YR14) [90, 91]. 

La activación de los P2YR tiene un efecto inhibitorio sobre la neurotransmisión [92]. Además, 

algunos autores sugieren que el ATP también podría modular el efecto inhibitorio de manera 

indirecta a través de la activación de receptores del tipo A1 presinápticos, activados por 

adenosina, un metabolito derivado del catabolismo extracelular del ATP [93]. Por su parte, la 

activación de los P2XR tiene el efecto opuesto ya que la activación de esta subfamilia de 

receptores genera influjos de Ca+2, además 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 fenómenos de plasticidad Hebbiana [9, 10]. En este 

sentido, la aplicación local de ATP a neuronas de la región CA1 del hipocampo puede inducir 

tanto PLP como DLP, dependiendo del grado de entrada de Ca+2 [94].  Se ha sugerido que un 

aumento relativamente grande en los niveles de Ca+2 induce PLP, mientras que un aumento 

moderado induce DLP. Esto podría estar determinado por la activación de diferentes 

sistemas enzimáticos cuya actividad depende de la magnitud del aumento de Ca+2 [95]. 

Aunque la DLP y PLP suelen ser inducidas por patrones de estimulación 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 aplicación de ATP en ausencia de estímulos eléctricos puede ser capaz de 

promover plasticidad de Hebb [96].   

Si bien se han caracterizado los mecanismos moleculares que subyacen a la señalización 

purinérgica en la plasticidad Hebbiana, la importancia de este nucleótido y sus vías 

purinérgicas en la PSH presináptica no había sido investigada hasta el momento. Teniendo 

en cuenta que la PSH ha comenzado a ser comprendida recientemente como una forma de 

modulación de la eficiencia sináptica que actúa en conjunto con la plasticidad de Hebb, 

profundizar en el conocimiento sobre las vías de señalización purinérgicas que participan en 

este ajuste homeostático contribuirá a una mejor comprensión de las bases moleculares que 

subyacen los procesos de aprendizaje y  memoria.   

El Receptor P2X7 en la plasticidad sináptica 

Dentro de los P2XR, reviste un interés especial en el control de la neurotransmisión el subtipo 

P2X7R dada su elevada permeabilidad al Ca+2. Estos receptores  se activan a niveles 

inusualmente elevados de ATP en relación al resto de los P2XR, con concentraciones 

efectivas medias en el rango de ~50 μM a ~2.5 mM. También pueden ser activados por el 

análogo 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 expresión de estos receptores ha sido ampliamente caracterizada en las membranas de 

células neuronales y gliales de diferentes regiones del SNC [98–102]. Los P2X7R están 

constituidos por dos subunidades transmembranas (M1-M2), con sus extremos N y C 

terminales intracelulares, y un gran loop extracelular rico en residuos de cisteína que actúa 

como sitio de unión para el ATP (Fig. 5 A) [103, 104]. Una reconstrucción tridimensional de 

este receptor recuerda a la forma de un “delfín” en la que la porción 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. 5 B Y 6 A) y raramente forma heterotrímeros 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 podría sugerir que otros receptores P2X 

contribuyen a las respuestas celulares típicamente atribuidas a P2X7R. Por otra parte, 

presentan tres sitios de unión al ATP, uno por cada monómero adyacente (Fig. 5 D). A 

diferencia de otros subtipos de P2XR, donde la unión de dos moléculas de ATP es suficiente 

para activar al receptor, los P2X7R requieren tres moléculas de este nucleótido para su 

activación [104]. Además, un análisis de la estructura cristalina de los P2X7R muestra sitios 

de unión de 5 subtipos de antagonistas específicos: A740003, A804598, AZ10606120, 

GW791343 y JNJ47965567 [107]. Estos sitios están yuxtapuestos a los sitios de unión del 

ATP lo que sugiere que los fármacos operan como inhibidores no competitivos de la actividad 

de este receptor [104, 107] (Fig. 5 D).   
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Fig. 5 Topología del receptor P2X7. (A) Estructura secundaria de un monómero de PX7R con los dominios 
extracelular, transmembrana 1 (TM1), transmembrana 2 (TM2), N y C terminal intracelular. (B) Co-ensamblaje 
de tres monómeros de P2X7R (Violeta, Celeste y Naranja). Se muestran además regiones donde posiblemente 
podrían 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 (Izq.) y reconstrucción tridimensional (Der.) del monómero recordando a una forma de delfín. (D) 
Vista superior del P2X7R resaltando los sitios de unión del ATP (Líneas punteadas naranjas) y tres sitios 
adicionales para la unión de antagonistas (Líneas punteadas negras) [104]. 

Numerosos trabajos demuestran que los P2X7R están localizados en las terminales 

nerviosas glutamatérgicas y que su activación desempeña un papel importante en la 

liberación de glutamato evocado por ATP por mecanismos dependientes de Ca+2 [108]. 

También se ha descrito que el propio P2X7R constituye una vía de liberación independiente 
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del Ca+2 para el glutamato, GABA e incluso, para el propio ATP, aunque los mecanismos que 

subyacen a esta liberación son materia de debate [98, 100, 108, 109]. Una posibilidad es que 

la activación sostenida del receptor llevaría a un reordenamiento de elementos del 

citoesqueleto induciendo la formación de un poro permeable a moléculas de un tamaño 

mayor a 900Da [110]. Se han propuesto dos hipótesis diferentes para explicar de qué manera 

se forma este poro. Una sugiere que la formación del poro se produce como resultado de un 

incremento gradual en la permeabilidad del receptor, lo que llevaría a la dilatación del canal 

iónico del P2X7R (Fig. 6 B, C). La segunda hipótesis sugiere que el poro asociado al P2X7R 

es una estructura separada del receptor (Fig. 6 D) y que podría estar representado por un 

canal de panexina-1 (Panx1HC), posiblemente activado por segundos mensajeros y no por 

la acción directa del ATP sobre el receptor [3, 104, 105]. Independientemente del modelo, el 

estado de poro dilatado está regulado por procesos y mecanismos celulares que involucran 

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

Fig. 6 Ilustraciones 
esquemáticas de los estados 
hipotéticos de la activación 
del receptor P2X7 (P2X7R). 
(A) Estado de reposo del P2X7R 
donde el agonista (trifosfato de 
adenosina, ATP) no está 
presente o existe en 
concentraciones insuficientes, 
de modo que la conformación 
del receptor no abre su propio 
canal iónico (canal cerrado). (B) 
Activación inicial del receptor 
en milisegundos por las tres 
moléculas de ATP, induciendo 
la apertura selectiva del canal 
para pequeños cationes 
(canales abiertos). (C) Este 
estado inicial es seguido por 
una fase de activación 
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 activación puede involucrar otras proteínas de 
membrana [104]. 
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Existe una considerable cantidad de evidencia que sugiere que los P2X7R desempeñan un 

papel crucial en los mecanismos de plasticidad sináptica. Estudios realizados in vitro en el 

núcleo paraventricular de roedores confirmaron que la activación de los P2X7R localizados 

en la terminal postsináptica contribuye en la modulación de la eficiencia postsináptica 

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

Además, numerosos autores reportaron la participación del P2X7R en la formación de 

diferentes tipos de memorias en roedores, confirmando que ratones deficientes en P2X7R 

(P2X7KO) experimentaron una deficiencia en la memoria aversiva cuando fueron sometidos 

al paradigma comportamental de Fear Conditioning Test.  En este trabajo, la administración 

del antagonista del P2X7R en la región CA1 del hipocampo de ratas, en diferentes momentos, 

dificultó la adquisición, consolidación y recuperación de la memoria a largo plazo [113]. Por 

otra parte, el bloqueo farmacológico de estos receptores o su deleción genética previenen 

los déficits cognitivos característicos de patologías como la enfermedad de Alzheimer y 

favorece la restauración de mecanismos de plasticidad hebbiana [114–117].  

Si bien se ha caracterizado la participación de los P2X7R en mecanismos de plasticidad 

hebbianos, el rol de los P2X7R en la PSH no había sido caracterizado hasta el momento de 

iniciar este trabajo. Así, con este proyecto esperamos identificar y caracterizar nuevos 

mecanismos que participan en el ajuste compensatorio de la función presináptica en 

condiciones de inactividad crónica, favoreciendo una mejor comprensión de la regulación 

homeostática llevada a cabo en esta terminal.  
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Interacción neuro-glial y plasticidad 

Las células gliales, entre las que se encuentran los astrocitos, la microglía, los 

oligodendrocitos y las células precursoras de oligodendrocitos, representan 

aproximadamente la mitad de las células nerviosas del SNC en mamíferos [118]. Mientras 

que los oligodendrocitos son ampliamente reconocidos por sus funciones especializadas en 

la mielinización, en las últimas dos décadas ha surgido el concepto de sinapsis tripartita que 

destaca la participación de los astrocitos y la microglía como componentes esenciales de la 

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

En relación a la microglía, se ha caracterizado que puede formar parte de contactos 

sinápticos poco estables con las neuronas, con un tiempo promedio de permanencia en las 

sinapsis de solo 5 minutos, aunque en condiciones patológicas este tiempo puede 

extenderse hasta 1hs luego de lo cual tiene lugar la poda de la terminal presináptica [122]. La 

frecuencia con la que se forman estos contactos depende de los niveles de actividad del 

circuito. Así, una disminución en los niveles de actividad neuronal está acompañada de una 

disminución 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 para las neuronas, estudios posteriores han 

resaltado su función como células responsables de modular la excitabilidad neuronal [123].  

A nivel del hipocampo, se ha caracterizado que la comunicación entre astrocitos y neuronas 

modula tanto la transmisión sináptica basal como mecanismos plásticos de Hebb. Esta 

modulación 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 actúa como agonista de los receptores postsinápticos de tipo NMDA 

y es liberada cuando la demanda en los niveles de actividad neuronal es alta, tal como sucede 

en la PLP [124, 127].  
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La inducción de PLP dependiente de glutamato astrocitario ha sido ampliamente 

caracterizada en sinapsis CA3-CA1 del hipocampo. Esta, requiere la activación de 

receptores muscarínicos colinérgicos (mAChR) y receptores metabotrópicos de glutamato 

(mGluR). Así, la estimulación de las vías colinérgicas en cortes de hipocampo provoca 

elevaciones de Ca²⁺ en los astrocitos, despolarizaciones postsinápticas en neuronas 

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

Por su parte, el rol del ATP en la modulación de la plasticidad sináptica es materia de debate. 

Algunos autores proponen que la activación de los P2YR presinápticos en el área CA1 del 

hipocampo inhibe la neurotransmisión e induce la DLP. Uno de los mecanismos involucrados 

en esta modulación implica la activación de una cascada de señalización intracelular 

dependiente de los P2YR que finaliza con el bloqueo de canales de Ca+2 dependientes de 

voltaje de la terminal presináptica [92]. Además, el ATP también podría modular el efecto 

inhibitorio de manera indirecta a través de la activación de receptores del tipo A1 

presinápticos, activados por adenosina, un metabolito derivado del catabolismo extracelular 

del ATP [129]. Se ha descripto que este metabolito podría tener un efecto dual sobre la 

plasticidad sináptica ya que algunos autores proponen que facilita la DLP mientras que otros 

sostienen que la adenosina derivada del ATP astrocitario deprime las vías neuronales 

adyacentes a las están siendo estimuladas durante la inducción de la PLP [126]. Además, se 

ha descripto que el bloqueo de los P2XR postsinápticos 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 aplicación exógena 

de ATP y la consecuente activación de los P2XR postsinápticos mientras que el efecto 

opuesto se observa frente a la aplicación de antagonistas específicos de estos receptores 

[131].  Es por esto, que el papel de los P2XR en la PLP aún no está completamente 

esclarecido.   

En este contexto, en el que diversos factores solubles de origen glial participan en el control 

de la plasticidad sináptica 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 

nucleótido al funcionamiento del SNC [83, 84]. Este consumo elevado de ATP, destinado en 
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su mayor parte a la señalización celular a nivel del SNC, sugieren que además de su función 

energética, media la comunicación celular y podría potencialmente participar en la 

modulación de la PSH.  
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Hipótesis 

Proponemos que la señalización purinérgica cumple un rol esencial en el ajuste 

homeostático de la función presináptica luego de un período de inactividad crónica. En 

particular, postulamos que durante el bloqueo prolongado de la actividad sináptica se 

produce un incremento en la concentración de ATP extracelular, favoreciendo la activación 

de receptores P2X7 presinápticos y, como consecuencia, la función presináptica se 

incrementa.  

Objetivos  

Objetivo General 

Nos proponemos caracterizar la importancia del ATP y sus vías de señalización en el ajuste 

homeostático de la  función presináptica dependiente de actividad.   

Objetivos específicos 

-Objetivo específico 1: Analizar el rol del ATP en el ajuste homeostático de la fuerza 

presináptica.   

-Objetivo específico 2: Analizar las vías purinérgicas implicadas en la PSH presináptica 

-Objetivo específico 3: Caracterizar los mecanismos moleculares dependientes del ATP 

que influyen en el remodelamiento de la terminal presináptica luego de un período de 

inactividad prolongado.
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Materiales y métodos 

Animales 

Se utilizaron ratas neonatas (día de nacidas o día posterior al nacimiento definidos como P0-

P1, respectivamente) de la cepa Sprague Dawley (sp: Rattus norvegicus) criadas en la Unidad 

de Reactivos y Biomodelos de Experimentación (URBE) de la Facultad de Medicina, UdelaR.  

Consideraciones éticas 

Se realizaron todos los esfuerzos para disminuir el número 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 

experimentación, docencia e investigación Universitaria”, CDC Exp 4332/99, Diario Oficial 

N°25467, Feb. 21/00, UdelaR, http://www.csic.edu.uy/chea. El protocolo de 

experimentación utilizado en esta investigación ha sido aprobado por la Comisión de Ética 

en el Uso de Animales (CEUA): 070153-000681-18, titulado “Procedimiento para obtener 

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

Cultivos disociados de hipocampo 

Obtención 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 colocó en medio de disección 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 uno y se 

incubaron en 3 ml de una solución enzimática conteniendo papaína (20 unidades, Sigma), 

EDTA (0.5mM), CaCl2 (1,5mM), L-cisteína (0,2mg/ml) y DNAsa (0,1 mg/μl), durante 18 

minutos a 37°C. El tratamiento enzimático 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 100μg/ml, Gibco). Posteriormente, se disgregó mecánicamente el 
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tejido en medio BME suplementado y se centrifugó (1000rpm, 5min). El pellet celular se 

resuspendió en 2 ml de medio BME suplementado como fue mencionado anteriormente. Se 

incubaron las células obtenidas en botellas de 25cm2 conteniendo medio BME 

suplementado durante 7-14 días hasta la formación 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 tripsinizó (Trypsin-EDTA 0.05%, Gibco) durante 2 minutos a 37°C 

para lograr el decolamiento de las células. Se completó la disgregación de forma mecánica 

y se colectaron las células por centrifugación (1000 rpm, 5min) en tubos de 15 ml. El número 

total de células fue cuantificado en una cámara de Neubauer. Se sembraron 4 x 103 células 

sobre cubreobjetos de 12mm, colocados en  placas de 24 pocillos en medio BME 

suplementado.  

Los cubreobjetos fueron previamente tratados con ácido nítrico 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 solución de colágeno de cola de 

rata (23%), poli-D-lisina (20μg/ml, Sigma) y ácido acético (3mM) en agua y finalmente, fueron 

utilizados para cultivo. 

Los cultivos se mantuvieron a 37°C en una estufa de cultivo, con atmósfera saturada de agua, 

95% de aire y 5% de CO2 durante 5-7 días hasta obtener un 70% de confluencia 

aproximadamente. Todos los medios de cultivo y la solución enzimática fueron filtrados 

previamente a su uso.  

Co-cultivos neurona/glía 

Para obtener cultivos disociados de hipocampo compuestos por células neuronales y gliales 

(co-cultivos neurona/glía) 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 100μg/ml, Gibco). Previo al 

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



Materiales y métodos 
 

El rol del ATP y los receptores purinérgicos en la plasticidad sináptica homeostática                                       30                                            

para el marcaje de células muertas, permitiendo descartarlas del conteo de células a 

sembrar. De esta manera, el número total de células vivas se cuantificó en una cámara de 

Neubauer y se sembraron 3,0 x 104 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 trató el co-cultivo con el antimitótico citosina arabinosa (Ara-C, 4μM) para 

evitar el crecimiento excesivo de células gliales, permaneciendo 14 días in vitro (DIV) en la 

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

Inducción de PSH 

La PSH se indujo provocando la inactividad crónica del circuito mediante la aplicación de TTX 

(1μM) 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 sináptica basal. 

Farmacología 

Para el estudio del papel del ATP extracelular en la PSH se trataron co-cultivos neurona/glía 

de 14-15 DIV con los agentes detallados a continuación. Se utilizó MgATP (Magnesium ATP, 

500 μM) o ATPNa2 (Sal de DisodioATP, 500 µM) en ausencia de TTX y Apirasa (enzima que 

degrada el ATP, Apy, 5 U/ml). Este último tratamiento fue realizado 15min antes y durante el 

tratamiento con TTX (1μM, 24-36hs).  

Para determinar las vías implicadas en la PSH se trataron co-cultivos neurona/glía, de 14-15 

DIV, con los siguientes agentes farmacológicos: RB2 (Reactive Blue 2, 50μM) y PPADS 

(pyridoxal phosphate-6-azophenyl-2-4-disulphonic, 30 μM) como antagonista de los P2YR y 

los P2XR, respectivamente [98, 135]. Se utilizaron antagonistas específicos de los P2X7R: 

oATP (Oxidized ATP, 200 μM) y A-804589 (100 nM) [100, 136, 137]. Todos los tratamientos 

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

También se utilizó el agonista selectivo de los P2X7R no hidrolizable por las ATPasas, BzATP 

(Benzoil ATP, 10 μM) [137]. Los tratamientos con este reactivo fueron hechos en ausencia 

de TTX (ver detalle de agentes farmacológicos en Tabla 1). 
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Tabla 1: Farmacología 

Agente Farmacológico  Concentración Descripción 

Tetrodotoxina (TTX)  1µM 
Bloqueante de los canales de Na+ 

dependientes de voltaje 

ATP Na2 500µM Agonista de los P2R 

Adenosin-5-trifosfato sal 

de Magnesio (MgATP)  500µM  Agonista de los P2R 

Apirasa (Apy) 5U/ml Enzima que degrada el ATP 

Reactive Blue 2 (RB2) 50µM Antagonista de los P2YR 

pyridoxal phosphate-6-

azophenyl-2-4-

disulphonic (PPADS)  

30µM Antagonista de los P2XR 

Benzoil ATP (BzATP)  10µM Agonista no hidrolizable de los P2X7R 

Oxidized ATP (oATP)  200µM Antagonista de los P2X7R 

A804598 100nM Antagonista de los P2X7R 

GAP26 150 μM Bloqueante de Cx43HC 

Probenecid (PBD) 500 μM Bloqueante de Panx1HC 

 

Inmunocitoquímica  

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

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

bloquearon con una solución de PBS-Tritón 0,1% conteniendo 0,2 M de glicina y 10% de FBS 

(30 minutos a TA). Los anticuerpos primarios se agregaron en solución de PBS-Tritón 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-Tritón 0,1%, las células se incubaron con anticuerpos secundarios conjugados a 

diferentes fluorocromos en solución de PBS-Tritón 0,1% conteniendo 5% FBS durante 1 hora 

a TA. Se realizaron varios lavados con PBS-Tritón 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 Dilución Casa Comercial (Nro. de Catálogo) 

Pr
im

ar
io

 

α vGlut1 Rabbit 1:7000 Synaptic Systems (135303) 

α Homer1 Mouse 1:500 Synaptic Systems (160011) 

α Map-2 Chicken 1:3000  Abcam (ab5392) 

α Synaptotagmin-1 Rabbit 1:100 Synaptic Systems (105102) 

α P2X7R Rabbit 1:300 Alomone (APR-004) 

α GFAP-Cy3 Mouse 1:1000 Sigma-Aldrich (C9205) 

Se
cu

nd
ar

io
 Alexa Fluor 488  Rabbit 1:500 Invitrogen (A11070) 

Alexa Fluor 647  Chicken 1:300 Abcam (ab150175) 

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 estímulo de 

campo eléctrico de 600 PA a 10Hz en presencia del anticuerpo a TA. Este estímulo fue 

suficiente para promover la exocitosis de las VS del pool de reciclaje [138].  
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Durante la estimulación, los cocultivos fueron mantenidos en solución extracelular basal 

(EBS) de pH 7,4 y osmolaridad de 290mOsm/Kg de H20 y conteniendo (en mM): 137 NaCl, 2 

CaCl2, 2 MgCl2, 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 compensatoria y con ella, 

la internalización del anticuerpo. Después de dos lavados con EBS, las células fueron fijadas 

en PFA 4% y montadas como se describió anteriormente, para su adquisición por 

microscopía confocal. A continuación, se muestra un esquema representativo de la 

maniobra experimental (Fig. 7). 

 

Fig. 7 Esquema representativo de la maniobra experimental para el marcaje del dominio luminal de la 
sinaptotagmina 1 (stg1). La aplicación de un estímulo eléctrico de campo promueve la exocitosis vesicular 
que expone el dominio luminal de la stg1 al espacio extracelular. El estímulo eléctrico se aplica en una cámara 
de estimulación, de fabricación casera, donde los cocultivos son mantenidos en una solución que contiene el 
anticuerpo específico para este dominio. Luego de 45 segundos post-estímulo, la endocitosis compensatoria 
permite la internalización del anticuerpo.  

Experimentos de captación de Bromuro de Etidio (BrEt) 

Los cocultivos disociados de hipocampo se expusieron a una solución de BrEt (2,5 μM, 

Sigma-Aldrich, Nro. de catálogo: 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 describió 

anteriormente, para su adquisición por microscopía confocal.   
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Imagenología de Ca+2 

Para el marcaje del Ca+2 citosólico, se utilizó el marcador fluorescente FLUO4/AM 

(Invitrogen; Cat: F14201) [139]. Para la preparación de marcador, cada vial de FLUO4/AM fue 

reconstituido en 50μl DMSO. Esto fue suficiente para preparar una solución stock de 1 μg/μl.  

Los co-cultivos fueron incubados a 15-16 DIV en solución EBS conteniendo 0.01% de ácido 

plurónico y 1x10-3μg/μl de Fluo-4/AM. La incubación de los co-cultivos con el marcador de 

Ca+2 se realizó en presencia de agonistas/antagonistas específicos durante 30 minutos a 

37°C en estufa de cultivo con 5%CO2 y 95%O2. Después de dos lavados con solución EBS, 

los co-cultivos fueron colocados en una cámara de fabricación casera para la adquisición de 

imágenes por microscopía de epifluorescencia.   

Adquisición de imágenes 

Para la adquisición de las imágenes se utilizaron los microscopios detallados a continuación: 

Microscopio confocal Zeiss, modelo AxioObserver Z1, LSM 800 (Plataforma de Microscopía 

Confocal del Instituto de Investigaciones Biológicas Clemente Estable y del IP). Se utilizaron 

los láseres 488, 561 y 640 nm y el objetivo 63X, NA:1.4, inmersión en aceite. El software de 

adquisición fue ZEN 2.1. La resolución espacial de cada imagen fue de 1024x1024 píxeles.  

Microscopio confocal espectral Leica, modelo TCS SP5 II (Plataforma de microscopía de la 

Facultad de Medicina, Udelar), equipado con una lámpara LED modelo pE300. Se utilizó el 

láser argón multilínea 488 nm y el objetivo 63X, NA:1.4, inmersión en aceite. El software de 

adquisición fue el LAS-AF lite. La resolución espacial de cada imagen fue de 1024x1024 

píxeles.  

Microscopio de fluorescencia NIKON, modelo Ti-2-e (Plataforma de Microscopía de la 

Facultad de Medicina, Udelar), equipado con una lámpara LED modelo pE300. Se utilizó un 

objetivo 20X, NA 0.5, inmersión en agua. El software de adquisición fue NIS Elements AR 

5.30.05. La resolución espacial de cada imagen fue de 2048x2880 píxeles.  

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

Udelar), equipado con cámara Kiralux de 8.9 MP modelo CS895CU, sensor de tipo CMOS y 
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una lampara LED modelo pE300. Se utilizó un filtro de fluorescencia B-2A y el objetivo 40X, 

NA: 0.8, inmersión en agua. El software de adquisición fue ThorCam. La resolución espacial 

de cada imagen fue de 4096x2160 píxeles.  

En todos los casos, la configuración de adquisición (Potencia del láser, potencia de la 

lámpara, tiempo de exposición, ganancia digital) se mantuvo constante para cada 

experimento independiente y fue configurada al inicio de la adquisición de las imágenes.  

Análisis de imágenes 

Para el análisis de las imágenes obtenidas se utilizó el software Fiji (FijiIsJustImageJ) [140] 

Inmunofluorescencia asociada al vGlut-1 sináptico 

Para la adquisición de imágenes se utilizó el microscopio confocal Zeiss descrito. Para 

cuantificar la fluorescencia asociada al marcador presináptico vGlut-1 se adquirieron stacks 

de imágenes confocales consecutivas a intervalos de 1 μm y se realizaron proyecciones Z de 

intensidad máxima para su análisis. Se adquirieron entre 6-9 stacks por imagen. 

Se identificaron sinapsis individuales como aquellas que presentaban colocalización parcial 

o completa del marcador presináptico (vGlut-1) y postsináptico (Homer1) y en contacto con 

las dendritas de una misma neurona identificadas con el marcador MAP-2 (Fig. 8 A-C).  Se 

cuantificó la intensidad de fluorescencia media de vGlut-1 de cada uno de los contactos 

sinápticos. Para ello, se seleccionaron manualmente entre 30-150 sinapsis por neurona con 

la herramienta oval selection y se promedió por neurona. Se analizaron un mínimo de 8 

neuronas por condición en cada experimento independiente y se sustrajo la señal del fondo 

en cada imagen, promediando la intensidad de fluorescencia de regiones sin marcaje. Se 

realizaron entre 3-4 experimentos independientes por condición experimental. Para 

cuantificar la densidad de contactos sinápticos por neurona, se cuantificó el número total de 

sinapsis individuales sobre cada dendrita a partir de una distancia de 30µm desde el soma 

celular y se promedió por neurona. Se analizó un mínimo de 7 neuronas por condición en 3 

experimentos independientes.  
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Fig. 8 Imágenes 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  la combinación de los diferentes 
canales (merge o combinado) (D). En la parte superior de cada imagen se observa una magnificación de la región 
seleccionada con un recuadro en la imagen. Las flechas en el recuadro muestran contactos sinápticos 
localizados sobre dendritas donde existe colocalización parcial o total del marcador vGlut-1 (presináptico) y 
Homer1 (postsináptico). Escala: 10µm 

Inmunofluorescencia asociada al P2X7R 

Para la adquisición de las imágenes se utilizó el microscopio Zeiss. Para el análisis de la 

fluorescencia asociada a los P2X7R se adquirieron stacks de imágenes confocales 

consecutivas a intervalos de 1 μm y se realizaron proyecciones en Z de intensidad máxima 

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

 Se cuantificó la fluorescencia de  las regiones en las que el marcador P2X7R co-localiza de 

forma parcial o completa con el marcador presináptico sinapsina-1 (Syn-1). Para detectar 

estas regiones, se utilizó el plugin de FIJI Trainable Weka Segmentation (TWS), una 

herramienta de aprendizaje automático que aprovecha un número limitado de anotaciones 
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manuales con el fin de entrenar a un clasificador y segmentar los datos restantes 

automáticamente [141]. El TWS se ejecutó con los siguientes sets de filtros: mínimo, 

máximo, media, mediana, varianza, entropía y tensor de estructura. Para construir el 

clasificador se tomó un subgrupo de imágenes representativas de las diferentes condiciones 

experimentales a evaluar. Con este subgrupo de imágenes se realizó un stack, utilizado para 

entrenar un clasificador capaz de segmentar la imagen en dos clases de píxeles: 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 análisis completo de todas las condiciones experimentales. Al aplicar el clasificador 

sobre cada imagen se obtuvo una imagen segmentada. Dicha imagen se convirtió a 8 bits y 

se binarizó en los valores de 0 y 255. Sobre esta imagen se realizó, posteriormente, un 

análisis de partículas para detectar aquellas regiones cuyo valor fuera de 255, con un tamaño 

superior a 5 píxeles. Se obtuvo una tabla de ROIs correspondientes a los P2X7R. A partir de 

esta tabla, se cuantificó el número de puntos inmunomarcados en condiciones control y en 

presencia de TTX (1umM, 24h-36). La densidad de P2X7R presináptico se cuantificó 

contando el número de puntos dentro de los primeros 30 μm desde el soma y se promedió 

por neurona. También se cuantificó la densidad integrada y el área  asociada a las regiones 

P2X7R+ en un mínimo de 6 neuronas por condición. Se realizaron 3 experimentos 

independientes y se promedió por cada condición experimental. 

Para evaluar la localización celular de los P2X7R (neuronal y/o glial), se analizó la 

colocalización del marcador de P2X7R con el marcador glial GFAP-Cy3 y con el marcador 

neuronal MAP-2 en condiciones control.  

Además, se evaluó la localización neuronal (pre y/o postsináptica) de los P2X7R mediante el 

análisis de la colocalización del marcador de P2X7R con el marcador presináptico syn-1 y el 

marcador postsináptico Homer-1 por neurona, identificada con el marcador MAP-2. Para la 

obtención de las imágenes de microscopía confocal se realizaron aleatoriamente zoom in en 

regiones donde existía una colocalización total o parcial de P2X7R con el marcador pre o 

postsináptico, por neurona. En estas regiones, se adquirieron stacks de imágenes, como se 
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describió al inicio de este apartado. Se realizó una deconvolución de estas imágenes, 

necesaria para la restauración del contraste y se seleccionaron manualmente las ROIs  

P2X7R+. El estudio de la colocalización se llevó a cabo mediante el uso del plugin JacoP del 

software de análisis de imágenes Fiji y se seleccionó el análisis de los coeficientes de Mander 

(M1 y M2) [142]. Estos determinan el grado de superposición entre píxeles correspondientes 

a P2X7R con el marcador pre y postsináptico y varían entre 0 y 1, donde un valor de 0 indicó 

ausencia de colocalización y un valor de 1, colocalización completa. M1 nos permitió 

cuantificar el grado de superposición de los P2X7R con Syn-1 o Homer-1 definiéndose a estos 

coeficientes como M1 pre y postsinápticos, respectivamente. El coeficiente M2 permitió 

establecer la relación opuesta.  

Inmunofluorescencia asociada a Stg1 

Para la adquisición de imágenes, se utilizó el microscopio confocal Zeiss. Para el análisis de 

la fluorescencia asociada a Stg1 se adquirieron stacks de imágenes confocales consecutivas 

a intervalos de 1 μm y se realizaron proyecciones de Z de intensidad máxima para su análisis. 

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 promedió por neurona. Se analizó un mínimo de 8 neuronas 

por condición y se sustrajo la señal del fondo en cada imagen en 3 experimentos 

independientes promediando la intensidad de fluorescencia de regiones sin marcaje. 

Fluorescencia asociada a BrEt 

Para la adquisición de las imágenes, se utilizó el microscopio confocal Leica. Para el análisis 

de la fluorescencia asociada a la captación de BrEt se adquirieron stacks de imágenes 

confocales consecutivas a intervalos de 1 μm y se realizaron proyecciones de Z de intensidad 

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

Se delimitaron los somas neuronales utilizando la herramienta FreeHand Selection del 

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

la intensidad de fluorescencia de regiones sin marcaje.  

Fluorescencia asociada al Ca+2 neuronal 

Para la adquisición de imágenes, se utilizó el microscopio de epifluorescencia Nikon, modelo 

Eclipse E 600. Para cuantificar la señal asociada al FLUO-4/AM se adquirió una imagen por 

campo. Todas las imágenes se tomaron siguiendo el mismo patrón, 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 promedió la densidad integrada de la fluorescencia de estas 

regiones.  

Análisis de supervivencia neuronal 

Para la adquisición de imágenes se utilizó el microscopio de fluorescencia Nikon, modelo Ti-

2-e. Se adquirió una imagen por campo (1x10³ µm²) y se usaron 10 campos en total por 

cubreobjetos. Todas las imágenes se tomaron siguiendo el mismo patrón, haciendo una cruz 

y colocando su centro en el centro del cubreobjetos. Se promedió el número de neuronas 

positivas para MAP-2 contadas en todos los campos adquiridos y la distribución se muestra 

en los gráficos. Se realizaron dos experimentos independientes y se analizaron dos 

cubreobjetos por experimento para cada condición. 

Cuantificación del ATP extracelular 

Para evaluar cambios en los niveles de ATP extracelular, se realizó un ensayo 

bioluminiscente para la determinación cuantitativa de ATP con luciferasa y su sustrato D-

luciferina (InvitrogenTM; cat. A22066). Se siguió el protocolo de la empresa para la 

preparación de una solución estándar de luciferina-luciferasa.  

Así, se tomaron tres muestras de medio de cultivo de cada condición experimental a 15-16 

DIV y se agregaron a una placa de 96 pocillos de estructura superior blanca y fondo 

transparente plano que contenía la solución estándar de luciferina-luciferasa. Cada muestra 
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se agregó a un pocillo individual. Los valores de luminiscencia fueron obtenidos usando un 

luminómetro Lumsistar Galaxy de BMG Tech y promediados.  

La luminiscencia media de dos pocillos conteniendo solución standard y medio de cultivo 

fue utilizada para determinar el valor máximo esperado en ausencia de ATP. La media de 

estos dos pocillos fue utilizada como background de la señal. Finalmente se sustrajo este 

valor a la media de fluorescencia de las diferentes condiciones experimentales en 4 

experimentos independientes.  

Análisis estadístico 

Todos los datos experimentales se analizaron utilizando GraphPad Prism8 (California 

Corporation).  Se analizó la distribución normal (pruebas de Kolmogorov-Smirnov o Shapiro-

Wilk) y homogeneidad de varianza (prueba de Bartlett). Si los datos cumplían 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 estadística utilizada para cada experimento se indica junto al resultado 

correspondiente en el texto y/o en los pies de figuras. Se consideró significancia estadística 

para p<0.05. En las figuras, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001, ns; 

estadísticamente no significativo.
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Resultados 

El ajuste homeostático de la función presináptica se corresponde con un 

aumento en la abundancia de vGlut-1 sináptico  

Para determinar si el análisis por inmunofluorescencia de vGlut-1 es lo suficientemente 

sensible para estimar cambios en la función presináptica, se evaluó la abundancia de este 

marcador en condiciones control y frente a dos condiciones experimentales que 

incrementan la Pr: a) el bloqueo crónico de la actividad sináptica y b) incremento en la 

concentración de Ca2+ extracelular  

Así, se cuantificó la intensidad de la fluorescencia media asociada a vGlut-1 en sinapsis 

individuales en co-cultivos de neuronas/glía tratados con TTX (1µM; 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 función sináptica basal (Fig. 9 

A). Las neuronas tratadas con TTX mostraron un incremento significativo en la abundancia de 

vGlut-1 sináptico, en comparación con los co-cultivos control (Control 1.00 ± 0.04; TTX 1.38 

± 0.05; ***p<0.001) (Fig. 9 D). Además, se evaluó la cantidad de contactos sinápticos vGlut-

1 positivos por neurona, observándose que, en condiciones de inactividad crónica los co-

cultivos presentaron un incremento en el número 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 

sinápticos podría verse afectada por diferencias en el número de neuronas presentes en las 

diferentes condiciones experimentales, analizamos el impacto de la supresión crónica de la 

actividad del circuito en la  supervivencia neuronal. Así, evidenciamos que el tratamiento con 

TTX no afectó la supervivencia neuronal (número de neuronas/campo: Control: 33.59 ± 3.87, 

TTX 34.00 ± 2.20) (Fig. 9 F). 

Por otra parte, teniendo en cuenta la correlación directa que existe entre la concentración de 

Ca+2 extracelular y la Pr [25, 144], analizamos la fluorescencia asociada a vGlut-1 en co-

cultivos control e incubados en solución extracelular conteniendo 2 o 5mM de Ca+2. Los 
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resultados obtenidos muestran un aumento significativo de la fluorescencia asociada al 

vGlut-1 sináptico en co-cultivos expuestos a una solución 5mM de Ca+2 respecto a los co-

cultivos expuestos a una solución 2mM Ca+2. (Control 2mM Ca+2: 13.22 ± 0.91, Control 5mM 

Ca+2: 22.38 ± 2.11; P <0.001. Fig. 9 G). Además, en ambas condiciones, los co-cultivos 

tratados con TTX muestran un incremento significativo en la fluorescencia asociada a este 

marcador respecto a su condición control. 

En conjunto, estos resultados sugieren que la inmunofluorescencia asociada a vGlut-1 es una 

herramienta lo suficientemente sensible para estimar cambios en la función presináptica 

luego de un período de inactividad prolongado.  
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Fig. 9 Frente al bloqueo crónico de la actividad sináptica y al aumento del calcio extracelular se produce 
un aumento de la función presináptica. Imágenes de microscopia confocal representativas de co-cultivos 
neurona/glía de hipocampo control (sin tratamiento) (A) y tratados con TTX (1μM, 24-36h) (B). Se realizó un 
triple marcaje contra vGlut-1 (verde), Homer1 (rojo) y MAP-2 (azul). En cada imagen se observa una 
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magnificación de la región seleccionada con un recuadro. Escala 10μm. Magnificación: 5µm. Las flechas 
muestran contactos sinápticos donde existe colocalización parcial o total del marcador vGlut-1 y Homer1. C) 
Estrategia experimental utilizada para el análisis de vGlut-1. Gráficos de barras que muestran el resumen de la 
intensidad de fluorescencia asociada a vGlut-1 sináptico (D). Gráficos de barras que muestran la densidad de 
sinapsis cuantificadas por neurona (E). Gráficos de barras que muestran el número promedio de neuronas en 
1x10³ µm² (F) Gráficos de barras que muestran el resumen de la intensidad de fluorescencia asociada a vGlut-
1 sináptico a 2 o 5 mM [Ca+2]o (G). El número total de neuronas analizadas para cada condición se presenta 
dentro del gráfico de barras. Los datos se normalizaron en relación a cultivos control y se expresan como media 
± SEM. ***p<0.001, **p<0.01. Two-tailed Student´s t-test. [1, 2]. 

El ATP es necesario para la inducción/mantenimiento de la PSH 

Numerosos autores han caracterizado el rol fundamental del ATP como neuromodulador de 

la transmisión sináptica basal y de la plasticidad sináptica [111, 145, 146]. Para analizar si el 

ATP es responsable de modular la inducción y/o el mantenimiento de la PSH, se modificaron 

los niveles de ATP extracelular mediante el agregado de ATP exógeno (MgATP: agonista de 

receptores P2: 500µM, 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/µL; 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 inducción de PSH (TTX; 1μM; 24-36 hs; Fig. 10 B). Los cambios en la función 

presináptica se estimaron mediante el análisis de la abundancia y densidad de vGlut-1 

sináptico por inmunocitoquímica, dos parámetros que, como vimos en el apartado anterior, 

se incrementan frente a la inactividad crónica.  

Observamos que los co-cultivos tratados con MgATP incrementan significativamente la 

abundancia de vGlut-1 sináptico respecto a los co-cultivos control (Control 1.00±0.05; 

MgATP 1.74±0.07; ***p<0.001; Fig. 10 H). Además, se observó un aumento en la densidad 

de contactos sinápticos 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 

homeostático de la abundancia y densidad de vGlut-1 característicos 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 inducción/mantenimiento de la PSH.  
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Sin embargo, la confirmación de la importancia de este nucleótido en el ajuste homeostático 

de la función presináptica se logró mediante modificaciones farmacológicas de los niveles 

de ATP extracelular. Por ello, resultó central para nuestro trabajo analizar si los niveles de 

ATP extracelular endógeno cambiaban en respuesta al bloqueo crónico de la actividad 

neuronal. Para investigar esta posibilidad, se llevó adelante un ensayo bioluminiscente para 

la determinación cuantitativa de ATP, basado en el requerimiento de ATP por parte de la 

enzima D-Luciferasa para la emisión de luz. Así, se cuantificaron los niveles de ATP 

extracelular en muestras de medio obtenidas a partir de co-cultivos control y tratados con 

TTX (1µM; 24-36hs, Fig. 10 G). Se evidenció que la luminiscencia asociada a los niveles 

extracelulares de ATP en cocultivos tratados con TTX aumentó significativamente respecto 

a lo observado en los co-cultivos control (UT 1.09 ± 0.38, TTX 4.70 ± 1.05, t = 3.11, P < 0.001 

(Fig. 10 L). Este resultado sugiere que durante la inducción/mantenimiento de la PSH, 

aumenta la disponibilidad de ATP en el medio extracelular.  

Luego de confirmar la relevancia de este nucleótido en la inducción/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 nucleótido. Con 

el antecedente de resultados publicados en la Tesis de Maestría 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 homeostático de la eficacia 

presináptica [1, 90], analizamos si el ATP que participa en la inducción/mantenimiento de la 

PSH es liberado por las células gliales. Para esto, se analizó la densidad y fluorescencia 

asociada a vGlut-1 en co-cultivos de hipocampo tratados con ácido fluorocítrico (AF; 1 μM, 

24-36hs.), un inhibidor selectivo del ciclo de Krebs glial [147, 148], 15 minutos antes y 

durante el tratamiento con TTX (1 μM, 24-36hs, Fig. 10 E). Mientras que el tratamiento con 

TTX aumentó la intensidad y densidad de la fluorescencia sináptica asociada a vGlut-1 en 

relación a los co-cultivos control, el tratamiento con FA durante la inactividad crónica 

neuronal previno dicho aumento (intensidad de fluorescencia de vGlut-1: control 1.01 ± 0.05; 

TTX 1.36 ± 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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inhibición metabólica glial previene el ajuste homeostático de la fuerza presináptica 

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 crónico de la actividad neuronal, se produce un incremento en la disponibilidad 

de ATP extracelular. Imágenes de microscopia confocal representativas de co-cultivos neurona/glía de 

hipocampo control (sin tratamiento) (A) y tratados con TTX (1μM, 24hs-36hs) (B), MgATP (500µM) (C) y Apirasa 

(Apy, 5U/µL) (D). Este último tratamiento se realizó 15 min antes y durante el tratamiento con TTX. Se realizó 

un triple marcaje contra vGlut-1 (verde), Homer1 (rojo) y MAP-2 (azul). En cada imagen se observa una 

magnificación de la región seleccionada con un recuadro. Escala: 10μm. Magnificación: 5µm. Las flechas 

muestran contactos sinápticos donde existe colocalización parcial o total del marcador vGlut-1 y Homer1. 

Estrategia experimental utilizada para el análisis de vGlut-1 (E, F) y los niveles de ATP en muestras de medio de 

cultivos (G). Gráficos de barras que muestran el resumen de la intensidad de fluorescencia asociada a vGlut-1 

sináptico y la densidad sinapsis (H, J respectivamente) en co-cultivos control, tratados con TTX, Apirasa/TTX 
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y MgATP. Gráficos 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 TTX y AF/TTX. Gráfica de 

barras que muestran la media de luminiscencia determinadas por el ensayo bioluminiscente para la 

determinación cuantitativa de ATP con Luciferasa y su sustrato D-luciferina (L). Los datos se normalizaron en 

relación 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 homeostático de la función presináptica requiere la activación 

de receptores del tipo P2X7 presinápticos 

Numerosos autores sugieren que el ATP tiene efectos neuromoduladores bifásicos: un efecto 

inhibidor través de la activación de los receptores purinérgicos metabotrópicos del tipo P2Y 

(P2YR) y un efecto facilitador a través de la activación de los receptores purinérgicos 

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

Basados en nuestros resultados que indican que el ATP juega un rol clave en la modulación 

de la PSH, analizamos las posibles vías de señalización purinérgica implicadas. Así, se 

analizó la abundancia y densidad de vGlut-1 sináptico en co-cultivos tratados con RB2 

(Reactive Blue 2; 50µM; 24-36hs; Fig. 11 C, E) que actúa como antagonista de P2YR y con 

PPADS (pyridoxal phosphate-6-azophenyl-2-4-disulphonic; 30 µM; 24-36hs; Fig. 11 D, E), un 

antagonista de los P2XR. Ambos tratamientos fueron realizados 15 min antes y durante el 

tratamiento con TTX (1μM; 24-36hs). Se utilizaron, además, co-cultivos tratados con TTX 

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

Así, se observó un incremento estadísticamente significativo en la abundancia y densidad de 

vGlut-1 sináptico 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 

abundancia y densidad de vGlut1 (intensidad de vGlut-1 sináptico: 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 

sináptico: 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 

homeostático de la función presináptica actuando a través de los P2XR, mientras que los 

P2YR son dispensables en este proceso.  

Teniendo en cuenta que estudios recientes muestran que el Mg2+ 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 nucleótido mediante la administración de 

MgATP. Para confirmar el papel del ATP en la regulación de la fuerza sináptica dependiente 

los P2XR, aplicamos ATP disódico (ATP-Na2; 500 μM, 24-36hs). Al igual que lo observado con 

el MgATP, el ATP-Na2 provocó un aumento en la abundancia sináptica (de 1,01 ± 0,08 control 

a 1,54 ± 0,13 ATP-Na2; P <0,001;) y la densidad de vGlut-1 (de 0,99 ± 0,09 control a 1,91 ± 

0,18 ATP-Na2; P <0,001) en relación con los cultivos no tratados, imitando el efecto del 

tratamiento crónico con TTX (Fig. 11 F, I, J) 
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Fig. 11 El aumento homeostático de la función presináptica requiere la activación de receptores 

purinérgicos ionotrópicos del tipo P2X. Imágenes de microscopia confocal representativas de co-cultivos 

neurona/glía de hipocampo control (sin tratamiento) (A) y tratados con TTX (1μM, 24hs-36hs) (B); RB2 (50 mM, 

24-36hs) (C) y PPADS (30 mM) (D). Se realizó un triple marcaje contra vGlut-1 (verde), Homer1 (rojo) y MAP-2 

(azul). En cada imagen se observa una magnificación de la región seleccionada con un recuadro. Escala 20μm.  

Magnificación: 5μm. Las flechas muestran contactos sinápticos donde existe colocalización parcial o total del 

marcador vGlut-1 y Homer1. Estrategia experimental utilizada para el análisis de vGlut-1 (E, F). Gráficos de 

barras que muestran el resumen de la intensidad de fluorescencia asociada a vGlut-1 sináptico (G, H) y la 

densidad de sinapsis cuantificadas por neurona (I, J). En I, J se analizaron estos parámetros en cocultivos 

tratados con la sal de disodio-ATP (500 μM, 24-36hs, ATP-Na2) El número total de neuronas analizadas para 

cada condición en 3-4 experimentos independientes se presenta dentro del gráfico de barras. Los datos se 

normalizaron en relación 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 modulación de la transmisión sináptica [98, 103, 151]. Considerando que el ajuste de 

la eficiencia presináptica requiere un aumento en los niveles extracelulares de ATP y que los 

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

actividad.  

En primer lugar, analizamos la expresión de estos receptores en nuestros co-cultivos por 

inmunocitoquímica contra los P2X7R (Fig. 12 A), el marcador específico 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 observándose 

regiones de colocalización 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 

expresión en las terminales pre y/o postsinápticas. Para ello, realizamos inmunocitoquímica 

contra los P2X7R (Fig. 12 E, I) y analizamos la colocalización de estos receptores con 

marcadores presinápticos (Sinapsina-1, Syn-1; Fig. 12 F) y postsinápticos (Homer-1; Fig. 12 

J) en neuronas individuales (MAP-2-positivas; Fig. 12 G, K). Mediante una apreciación 

cualitativa de las imágenes obtenidas observamos que una gran proporción de contactos 

inmunorreactivos para P2X7R colocalizan con Syn-1. Sin embargo, esta colocalización no es 

tan evidente con los marcadores postsinápticos (Fig. 12 H, L). Este resultado sugiere que los 

P2X7R se localizan preferentemente en la terminal presináptica.  

Para profundizar en el análisis de la localización de los P2X7R cuantificamos la 

colocalización de P2X7R con marcadores pre y postsináptico mediante el análisis del 

coeficiente de Mander (Para más detalle, ver el apartado de “Inmunofluorescencia asociada 

a los P2X7R” en Materiales y Métodos). Dado que nuestro interés está focalizado en 

determinar la localización de la población de los P2X7R en las terminales pre y 

postsinápticas, centramos nuestro estudio en la interpretación de M1 y excluimos de este 

análisis a M2.  

El estudio cuantitativo coincidió con la apreciación cualitativa, mostrando que de 135 

regiones inmunorreactivas para P2X7R que colocalizan con Syn-1, el 83% muestran un alto 

grado de colocalización (M1=0.6-1). Además, no se detectaron P2X7R que no colocalicen 

con el marcador presináptico.  Por otra parte, a nivel postsináptico, detectamos que un 71% 
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de los P2X7R presentan un bajo grado de colocalización con homer-1 (M1=0-0.6). Estos 

resultados sugieren que los P2X7R están preferentemente expresados en la terminal 

presináptica, mientras que una pequeña población podría estarlo a nivel postsináptico (Fig. 

12 M).  

 

Fig. 12 El análisis cuantitativo de la colocalización a 
nivel de sinapsis individuales confirma que los 
P2X7R se localizan preferentemente en la terminal 
presináptica. Imágenes de microscopia confocal 
representativas de co-cultivos neurona/glía de 
hipocampo control (sin tratamiento) en las que se 
realizó un triple marcaje contra P2X7R (verde) (A), 
GFAP (marcador astrocitario, rojo) (B), y MAP-2 
(marcador neuronal, azul) (C) [1]. Para analizar la 
presencia de los P2X7R en la terminal presináptica se 
realizó un triple marcaje para P2X7R (verde) (E), 
sinapsina-1 (Syn-1; rojo) (F) y MAP-2 (azul) (G), y. Para 
analizar la presencia de los P2X7R en la terminal 

postsináptica se realizó 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 sinápticas localizadas sobre dendritas donde existe colocalización 
parcial o total del marcador de P2X7R con el marcador de Syn-1 (presináptico) y Homer1 (postsináptico). 
Escala: 4µm. Gráfica de dispersión que muestra la distribución 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 presináptica, analizamos 

si los P2X7R modulan el ajuste homeostático de la fuerza sináptica en respuesta a la 

supresión crónica de la actividad neuronal. Para ello, se analizó la abundancia y densidad de 

vGlut-1 sináptico en co-cultivos neurogliales tratados con Oxidized ATP (oATP; 200 μM, 

antagonista específico 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 crónico con TTX (1μM; 

24-36 hs). Se utilizaron co-cultivos sin tratamiento  y tratados con TTX como control (Fig. 13 

A, B). Nuevamente, no encontramos diferencias estadísticas en la supervivencia neuronal en 

los co-cultivos tratados con los diferentes fármacos en comparación con los cultivos no 

tratados (número 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 

sinápticos no se verá afectada por cambios en el número de neuronas presentes en los co-

cultivos. En estas condiciones, observamos que el bloqueo de los P2X7R previno el aumento 

homeostático 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 sináptica (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 μM; agonista específico 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 sináptico (BzATP 

1.43 ± 0.10; P < 0.001; Fig. 13 G), mimetizando el efecto del bloqueo crónico de la actividad 

neuronal. Para confirmar este resultado, evaluamos la especificidad del antagonista 

A804598 y del agonista específico BzATP. Para ello, co-cultivos neurogliales se pretrataron 

con el antagonista de P2X7R A804598 (100 nM, 12hs), y luego se añadió BzATP (10 μM, 24 
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hs). Como se esperaba, el incremento de la intensidad de fluorescencia asociada a vGlut-1 y 

la densidad sináptica se previnieron bajo estas condiciones, no observándose diferencias en 

estos parámetros 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 sináptica: control 1.00 ± 0.08; TTX 1.53 ± 0.14; A804598 + BzATP 1.07 ± 

0.07; P < 0.01) (Fig. 13 I, J). Estos resultados confirman el efecto inhibitorio del antagonista 

del P2X7R. En conjunto, estos resultados ponen en evidencia la relevancia central de los 

P2X7R presinápticos en el ajuste homeostático de la eficacia sináptica en respuesta a la 

supresión crónica de la actividad. 
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Fig. 13 El bloqueo farmacológico de 
los P2XR previene el ajuste 
compensatorio de la función 
presináptica. Imágenes de 
microscopia confocal representativas 
de: co-cultivos neurona/glía de 
hipocampo control (sin tratamiento) 
(A) y tratados con TTX (1μM, 24hs-

36hs) (B); oATP (200 μM, 24-36hs) (C) y A804598 (100 Nm, 24-36hs) (D). Ambos tratamientos se realizaron 
15 min antes y durante el tratamiento con TTX, y BzATP (10Μm) en ausencia de TTX (E). Se realizó un triple 
marcaje contra vGlut-1 (verde), Homer1 (rojo) y MAP-2 (azul). En cada imagen se observa una magnificación de 
la región seleccionada con un recuadro. Escala 20μm. Magnificación: 5μm. Las flechas muestran contactos 
sinápticos donde existe colocalización parcial o total del marcador vGlut-1 y Homer1. Gráficos de barras que 
muestran el resumen de la intensidad de fluorescencia asociada a vGlut-1 sináptico (F, I). Gráficos de barras 
que muestran la densidad de sinapsis cuantificadas por neurona (G, J). El número total de neuronas analizadas 
para cada se presenta dentro del gráfico de barras. Los datos se normalizaron en relación a cultivos control y 
se expresan como media ± SEM. ***p<0.001. ns: no estadisticamente significativo. Gráficos de barras que 
muestran el número promedio de neuronas en 1x10³ µm² de co-cultivos neurona/glía de hipocampo control 
(sin tratamiento) y tratados con TTX (1μM, 24hs-36hs), ATP-Na2 (500uM, 24-36hs) y BzATP (10uM, 24-36hs) 
en ausencia de TTX y A804598 (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 activación de los P2X7R durante la supresión crónica de la actividad 

neuronal promueve un aumento en la permeabilidad de membrana 

neuronal  

Los resultados obtenidos hasta el momento sugieren que la PSH estaría modulada por los 

P2XR, particularmente los P2X7R. A continuación, nos propusimos determinar si, frente a 

condiciones de bloqueo crónico, el aumento compensatorio de la función presináptica 

mediado por estas vías 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 realizó inmunocitoquímica 

contra el P2X7R (Fig. 14 C, G), Syn1 (marcador presináptico; Fig. 14 B, F) y MAP-2 (marcador 

neuronal; Fig. 14 A, E) y se cuantificó la intensidad de fluorescencia, el área y la densidad 

asociada al P2X7R presináptico, definido por la co-localización parcial o completa con Syn-

1 en condiciones control y frente al tratamiento con TTX (1μM, 24hs-36hs). No se observaron 
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diferencias significativas en ninguna de estas tres variables en condiciones de inactividad 

crónica respecto a los co-cultivos control (intensidad de fluorescencia: control 1.00 ± 0.15; 

TTX 0.97 ± 0.13; área: control 1.00 ± 0.04; TTX1.10 ± 0.05; densidad: control 1.00 ± 0.07; TTX 

1.08 ± 0.09;) (Fig. 14 I-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 

distribución de este receptor. 

 

Fig. 14 El tratamiento crónico con TTX no afecta la distribución ni la abundancia de P2X7R presináptico. 
Imágenes representativas de neuronas hipocampales en co-cultivos de neurona-glía control (A-D) y tratadas 
con TTX (1μM, 24-36hs) (E-H) triplemente marcadas para MAP2 (azul), Sinapsina1 (Syn1; rojo) y P2X7R (verde). 
Escala: 10 μm. Resumen de la intensidad de fluorescencia integrada de P2X7R en sinapsis (I), área de regiones 
P2X7R+ (J) o densidad de P2X7R (K) en células positivas para MAP2. Los puntos presinápticos de P2X7R fueron 
identificadas mediante doble marcado con Syn1. Escala 10 μm; Magnificación: 3 μm. Las barras muestran la 
media ± SEM para cada condición en relación con las neuronas de control no tratadas en el mismo experimento; 
el número de neuronas usadas se muestra en las barras; ns: Estadísticamente no significativo; Two-tailed 
Student´s t-test [1]. 
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Luego, analizamos si el ajuste de la eficacia presináptica tras un periodo de inactividad 

crónico podría estar determinado por un aumento en la actividad de estos receptores. Para 

evaluar esta posibilidad, llevamos adelante experimentos de captación del agente 

intercalante bromuro de etidio (BrEt), capaz de permear los P2X7R [152]. Para llevar adelante 

este objetivo, los co-cultivos fueron expuestos al bloqueante específico de los P2X7R 

A804598 (100 μM; 24-36hs; Fig. 15 C, D), 15min antes y durante el tratamiento con TTX. La 

captación de este marcador en estas condiciones se comparó con la observada en 

cocultivos control y tratados con TTX (1μM; 24-36 hs) (Fig. 15 A, B). Los resultados obtenidos 

muestran que, luego del bloqueo crónico de la actividad neuronal, la captación de BrEt 

aumentó 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 presináptica 

experimenta un aumento en la permeabilidad de membrana mediada por los P2X7R luego de 

un período de inactividad prolongado.  

 

 

 

Fig. 15 El bloqueo crónico de la actividad neuronal promueve un aumento en la permeabilidad de 
membrana dependiente de los P2X7Rs. Imágenes representativas de co-cultivos de control (A) y tratados con 
TTX (1 μM, 24-36hs) (B) o A804598 (100 μM; 24-36hs) añadido 15 minutos antes y durante el tratamiento con 
TTX (C), y luego expuestos a EtBr. Escala 30μm. Se definieron los somas neuronales y se analizó la intensidad 
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de fluorescencia asociada a EtBr. Estrategia experimental utilizada para el análisis de EtBr (D). Gráficos de 
barras que muestran la mediana (iqr) para cada condición en relación con las neuronas de control no tratadas 
en el mismo experimento (E). El número 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+2 neuronal 

Los resultados caracterizados hasta el momento sugieren que el ATP glial promueve la 

activación de los P2X7R presinápticos, incrementando la permeabilidad de membrana 

neuronal y la fuerza sináptica. Teniendo en cuenta la elevada permeabilidad al Ca+2 de los 

P2X7R y la relación directa que existe entre la fuerza sináptica y los niveles de Ca+2 neuronal 

[25, 90, 144], evaluamos la posibilidad de que la activación de los P2X7R facilite un aumento 

en el Ca+2 intracelular frente a la supresión crónica de la actividad neuronal. Así, 

cuantificamos cambios en los niveles citosólicos de este ion mediante el análisis de la 

fluorescencia asociada al marcador intensiométrico de Ca+2 Fluo-4/AM.  

En primer lugar, como forma de validar esta herramienta imagenológica, analizamos si los 

cambios de la fluorescencia asociada al Fluo-4/AM están determinados por los niveles de 

Ca+2 citosólico y no, por ejemplo, por diferencias en la capacidad de internalización del Fluo-

4/AM. Para ello, co-cultivos sin tratar (Fig. 16 A, D) y tratados con TTX (1μM; 24-36 hs; Fig. 

16 B, E) fueron incubados con Fluo-4/AM contenido en EBS a 2mM y 5mM de Ca+2 (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 solución 5mM de Ca+2 respecto a los co-cultivos expuestos a una solución 

2mM Ca+2. Además, en ambas condiciones, los co-cultivos tratados con TTX muestran un 

incremento significativo en la fluorescencia asociada al Fluo-4/AM respecto a su condición 

control (Control2mM = 1.00±0.02; TTX2mM = 1.50±0.05; t = 10.36, TTX5Mm= 1.43±0.03; t = 11.85, 

P < 0.0001 Fig. 16 G). Así, estos resultados sugieren que el aumento en los niveles de Ca+2 

citosólico 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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Fig. 16 La abundancia del Ca+2 somático es sensible a 
cambios en la actividad sináptica y a los niveles de Ca+2 
extracelulares ([Ca+2]o). Imágenes de microscopia de 
epifluorescencia representativas de co-cultivos 
neurona/glía de hipocampo y pseudocolor en condiciones 
control (sin tratamiento) (A, D), tratados con TTX (1μM, 
24hs-36hs) (B, E) o expuestas a un medio extracelular con 
5 mM [Ca+2]o (C, F). Escala: 30µm. Los somas neuronales 
fueron definidos como se muestra en (A) y la densidad 
integrada de la fluorescencia asociada al Fluo-4/AM fue 
analizada. Gráficos de barras que muestran la media ± SEM 
(G); El nro. de neuronas analizadas en cada condición experimental se muestra en cada barra. **** P<0.0001; 
Two-tailed Student’s t test [2]. 

Luego, para evaluar si la disponibilidad de Ca+2 neuronal está determinada por el ATP y la 

activación de los P2X7R, los co-cultivos fueron expuestos a un incremento en los niveles 

extracelulares de ATP mediante un tratamiento con ATPNa2 (500µM, 24/36hs; Fig. 17 E, J, L), 

y la activación/bloqueo de los P2X7R mediante tratamientos crónicos con BzATP (10 µM; 

24/36hs; Fig. 17 C, H, L) y A804598 (100µM; 24-36hs; Fig. 17 D, I, K), respectivamente. Este 

último tratamiento se realizó 15min antes y durante el tratamiento con TTX. Los resultados 
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A B   Control 



Resultados                                                                                                                                         Objetivo específico 3 
 

El rol del ATP y los receptores purinérgicos en la plasticidad sináptica homeostática                                       62                                            

obtenidos en estas condiciones fueron comparados con los observados en co-cultivos 

control (Fig. 17 A, F) y durante la inducción de PSH (Fig. 17 B, G). Teniendo en cuenta que 

para cumplir con este objetivo se analizó la fluorescencia media de regiones 

correspondientes a los somas neuronales, y que  los mismos podrían presentar diferencias 

de  tamaño, resolvimos analizar el tamaño de los mismos en las diferentes condiciones 

experimentales. Interesantemente, no se encontraron diferencias estadísticamente 

significativas (área 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 están determinados por cambios en la fluorescencia media 

asociada al Fluo-4/AM. 

Así, 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), así como la activación 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, así como la activación de los P2X7R modulan 

el aumento en los niveles de Ca+2 neuronal durante la inducción/mantenimiento de la PSH y, 

por lo tanto, el incremento en la función presináptica. 
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Fig. 17 El aumento del Ca+2 citosólico dependiente de la inactividad está mediado por P2X7R. Imágenes 

representativas de niveles neuronales de Ca+2 (A-E) e imágenes en pseudocolor (F-J) en co-cultivos de neurona-

glía control no tratados (A, F) y tratados con TTX (1 μM, 36h) (B, G); BzATP (10 μM, 36hs) (C, H), A804598 (100 

μM, 36hs) (D, I) que se añadió 15 min antes y durante el tratamiento con TTX y por último, ATPNa2 (500 μM, 

36hs) (E, J). Escala 30μm. Estrategia experimental utilizada para el análisis de Fluo-4/AM (K y L). Los somas 

neuronales se definieron como se muestra en (A) y se analizó la intensidad de fluorescencia integrada y el área 

de los somas para cada condición experimental (M y N, respectivamente). Las gráficas de barras muestran la 

media ± SEM para cada condición en relación con las neuronas de control no tratadas en el mismo experimento. 

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

significativo, **** P < 0,001; Two-tailed Student’s t test [2]. 

M N 

K L 
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El aumento en los niveles de Ca+2 neuronal dependiente de los P2X7R está 

acompañado de un aumento en el reciclaje vesicular  

Teniendo en cuenta que la activación de los P2X7R promueve un aumento en los niveles de 

Ca+2 citosólico neuronal, evaluamos si este cambio está acompañado de cambios en el 

reciclaje de las VS. Para ello se realizó el marcaje in vivo de Stg1, una proteína presente en la 

membrana de las VS, en condiciones control y durante la inducción de PSH (ver apartado 

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

Para estimar cambios en el tamaño del pool de vesículas de reciclaje, se realizó 

inmunocitoquímica contra Stg1 y MAP-2 (Fig. 18 a, b; d, e; g, h; j, k). Así, se observó que la 

fluorescencia media asociada a la Stg1 aumentó significativamente en co-cultivos tratados 

con TTX (1 µM, 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 tamaño del pool de VS se 

incrementa luego de un período de inactividad prolongado y confirma, además, 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 

presináptica durante la PSH, se realizó este mismo ensayo, pero en este caso los co-cultivos 

fueron expuestos a la activación/bloqueo de los P2X7R con BzATP (10 µM; 24-36HS; Fig. 18 

g-i) en ausencia de TTX y A804598 (100µM; 24-36hs; Fig. 18 j-l) en presencia de TTX. Los 

resultados obtenidos muestran que frente a la activación 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 homeostático del tamaño del pool de VS en condiciones de 

inactividad crónica está mediado por la activación de los P2X7R.  
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Fig.18 Los P2X7R controlan el tamaño 
del pool total de vesículas de reciclaje 
tras la inactividad crónica. Imágenes de 
microscopia confocal representativas de 
co-cultivos neurona/glía de hipocampo en 
las que se realizó 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 μM, 36 
hs) (d – f); BzATP (10 μM, 24-36hs, (g – i) o 
A804598 (100 mM, 24-36hs, j – l) que se 
agregó 15 minutos antes y durante el 
tratamiento con TTX. Se identificaron los 
puntos Stg1+ por neurona, y se analizó la 
intensidad de fluorescencia integrada. Se 
muestra una magnificación de la región 
seleccionada en el recuadro. Escala, 30 
μm; Magnificación: 10 μm. Las flechas 
indican regiones Stg1+. Gráficos de barras 
que muestran la media ± SEM para cada 

condición en relación con los co-cultivos no tratados en el mismo experimento (m); el número 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 homeostático de la eficiencia presináptica está 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 inducción/mantenimiento de la PSH. En este sentido, el 

bloqueo farmacológico de Cx43HC y Panx1HCs impidió el aumento homeostático de la 

abundancia de vGlut-1 y de la densidad de contactos sinápticos esperado durante el bloqueo 

crónico de la actividad neuronal [1]. Teniendo en cuenta numerosos reportes que hacen 

referencia a que los Cx43HC y los Panx1HCs operan como vía de liberación de moléculas 

neuro-activas entre las que se encuentra el ATP [137, 138], especulamos que el aumento 

Control 
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extracelular de este nucleótido frente al silenciamiento de la actividad neuronal podría estar 

mediado por estas vías de liberación. Para evaluar esta posibilidad, analizamos la 

disponibilidad de ATP extracelular en co-cultivos tratados con probenecid (PBD 500µM; 

36hs; bloqueante de Panx1HCs) y GAP-26 (150 µM; 36hs; bloqueante de Cx43HC)[154], 15 

min antes y durante el tratamiento con TTX (1μM; 36hs). Los resultados obtenidos muestran 

que, en respuesta al bloqueo crónico 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. 19 L) y Panx1HCs (Control 1.09 ± 0.38; TTX 4.70 ± 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 inducción/mantenimiento de la PSH.   

Para determinar si el ATP liberado por los Cx43HC gliales es responsable de promover el 

aumento homeostático de la función presináptica, se analizaron los niveles de Ca+2 citosólico 

neuronal en co-cultivos tratados con GAP26 (2,5x10-4 mg/µl; 24hs; Fig. 19 C, G, I) 15 min 

antes y durante el tratamiento con TTX. Co-cultivos tratados con TTX (1μM; 24hs; Fig. 19 B, 

F) y control (Fig. 19 A, E) fueron utilizados como control. Sorprendentemente, el bloqueo de 

estas vías de liberación de ATP previno el aumento compensatorio en la intensidad de 

fluorescencia asociada a Ca+2 citoplasmático neuronal observado en respuesta a la 

supresión de la actividad. Este resultado, destaca el papel crucial de los Cx43HCs en la 

remodelación neuronal durante la homeostasis sináptica (valores respectivos: Control 1.00 

± 0.01; TTX 1.26 ± 0.02, t = 11.88, P < 0.0001; GAP26/TTX 0.92 ± 0.13) (Fig. 19 K) y resalta la 

importancia de la comunicación neuroglial. Por otra parte, el agregado del agonista de P2X7R, 

BzATP (10 μM, 24hs) a los co-cultivos pretratados con GAP26/TTX no rescató el aumento de 

Ca+2 citoplasmático 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 concentración extracelular de ATP y sugiere que estos hemicanales actúan corriente 
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arriba de los P2X7R en el ajuste homeostático de la función presináptica. Además, estos 

resultados indican que los Cx43HC podrían estar liberando otro gliotransmisor, además del 

ATP, también necesario para el ajuste homeostático de la función presináptica. Este resultado 

es consistente con nuestro trabajo previo que indica que el ATP derivado de la glía es 

necesario pero no suficiente para aumentar la fuerza presináptica en respuesta a la 

inactividad neuronal [1].  

 

Fig. 19. La inactividad crónica desencadena la liberación de ATP y el ajuste homeostático de la función 
presináptica dependiente de Cx43HC. Imágenes representativas de niveles neuronales de Ca+2 (A-D) e 

I J 

K L 
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imágenes en pseudocolor (E-H) de somas neuronales sin tratar (A, E) y tratados con TTX (1 μM, 24hs) (B, F); 
Gap26 (150 μM; 24hs), agregado 15 minutos antes y durante el tratamiento con TTX (C, G) o Gap26 (150 μM), 
agregado 15 minutos antes y durante el tratamiento con TTX, y BzATP (10 μM, 24hs) agregado a continuación 
(rescate) (D, H, J). Barras de escala, 30 μm. Estrategia experimental utilizada para el análisis de la fluorescencia 
asociada a Fluo-4/AM  I). Se definieron los somas neuronales y se cuantificó la Intensidad de densidad integrada 
de la fluorescencia asociada a Ca+2 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 μM, 36hs) o Gap26 (150 μM; 36hs), agregado 15 minutos antes y durante el 
tratamiento con TTX (K). Para ambas cuantificaciones, los gráficos de barras muestran la media ± SEM para 
cada condición en relación con las neuronas control no tratadas en el mismo experimento; el número de 
neuronas (para cuantificación de Ca+2) se muestra en el interior de las barras. Para la medición de ATP 
extracelular se realizaron cuatro experimentos independientes y la distribución se muestra en el gráfico. *** P < 
0,001; ****P < 0,0001. Two-tailed Student’s t test [2].  

En relación a Panx1HC, numerosos autores sugieren que el poro asociado al receptor 

ionotrópico de tipo P2X7R es una estructura separada del propio receptor y está 

representada por esta proteína [3, 110, 155]. Según este modelo, la activación del P2X7R 

sería necesaria para la apertura del poro de Panx1HC y el ATP liberado a través de esta vía 

reforzaría la activación de los P2X7R, operando como un loop de retroalimentación positiva 

[156]. Teniendo en cuenta nuestros resultados que confirman que los P2X7R presinápticos y 

los Panx1HC neuronales son necesarios en la modulación de la fuerza presináptica en la PSH 

[1] especulamos con la posibilidad de que la inactividad crónica también promueva la 

liberación de ATP a través de los Panx1HC, potenciando la activación de P2X7R y la entrada 

de Ca+2 a la célula presináptica mediante un bucle de retroalimentación 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+2 citoplasmático en 

neuronas disociadas de hipocampo tratadas con PBD (500 μM; 36hs; Fig. 20 C, G. Fig. 19 I), 

15 minutos antes y durante el tratamiento con TTX (TTX; 1μM; 36hs). Este parámetro se 

comparó con el observado en cocultivos sin tratar (Fig. 20 A, E) y tratados con TTX (1 μM; 

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+2 citosólico 

(Control 1.00 ± 0.01; TTX 1.36 ± 0.02; t = 14.50, P < 0.0001; PBD/TTX 1.06 ± 0.03; Fig. 20 I). 

Para investigar la interacción entre Panx1HC/P2X7R, agregamos BzATP (10μM, 24hs) a co-

cultivos pretratados con PBD/TTX (24hs), observando que estas condiciones rescatan el 
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aumento de Ca+2 citoplasmático 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+2 

citosólico luego de un período de inactividad prolongado, favoreciendo la potenciación de la 

fuerza presináptica.  

 

Fig. 20 Los Panx1HCs modulan el aumento homeostático de la eficacia presináptica tras el silenciamiento 
crónico de la actividad neuronal. Imágenes representativas de los niveles neuronales de Ca+2 (A-D) e 
imágenes en pseudocolor (E-H) en somas neuronales control sin tratar (A, E) y tratados con TTX (1μM, 36hs) 
(B, F); PBD (500μM, 36hs), agregado 15 min antes y durante el tratamiento con TTX (1 μM, 36hs) (C, G) o PBD 
(500 μM), agregado 15 min antes y durante el tratamiento con TTX (1 μM, 24 hs), y BzATP se agregó a 
continuación (10 μM, 24hs) (rescate) (D, H). Se definieron los somas neuronales y se analizó densidad integrada 
de la fluorescencia asociada al Ca+2 (I). Gráfica de barras que muestra los niveles de ATP extracelular en 
muestras de medio recolectados de co-cultivos control y tratados con TTX (1 μM, 36 hs) o PBD (500 μM; 36hs), 
agregados 15 minutos antes y durante el tratamiento con TTX (J). Para todas las cuantificaciones, los gráficos 
de barras muestran la media ± SEM para cada condición en relación con el control no tratado en el mismo 
experimento; El número de neuronas (para la cuantificación de Ca+2) utilizadas se muestra en las barras. Para la 
medición de ATP extracelular se realizaron cuatro experimentos independientes y la distribución se muestra en 
el gráfico *** P < 0,001, ****P < 0,0001. Barra de escala, 30 μm. Two-tailed Student’s t test [2].
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Discusión 

Mediante la utilización de diversas estrategias farmacológicas, técnicas de detección 

inmune e imagenología funcional, nuestros hallazgos ponen de manifiesto la relevancia de la 

señalización purinérgica y la interacción neuroglial en la modulación de los mecanismos 

moleculares subyacentes a la PSH presináptica. 

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

presináptica 

Los resultados obtenidos en este trabajo confirman que la abundancia y densidad de vGlut-

1 aumentan en respuesta a la supresión crónica 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+2 extracelular de 2 a 5mM confirmando 

que el análisis de la fluorescencia asociada a este marcador representa una herramienta 

suficientemente sensible para estimar cambios en la fuerza sináptica.  

Estos resultados coinciden con numerosos estudios que confirman que los niveles de vGlut-

1 en la sinapsis están regulados homeostáticamente por la actividad neuronal y se 

correlaciona directamente la Pr [64, 66, 68]. Además, 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 sináptica, proveyendo un 

mecanismo presináptico que permite controlar la fuerza de la transmisión excitatoria durante 

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

El ATP glial liberado por Cx43HC es necesario para el ajuste homeostático 

de la función presináptica 

Este trabajo muestra por primera vez que el ATP astrocitario media el ajuste de la función 

presináptica hipocampal en la PSH tras un periodo prolongado de inactividad neuronal. 

Confirmamos que la supresión de la actividad de la red promueve un aumento en los niveles 

extracelulares de este nucleótido 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 fosforilación 

oxidativa y en una cantidad menor, por medio de la vía glicolítica y en el ciclo del ácido cítrico 

[161], la incapacidad de ajustar la eficiencia presináptica frente a la inhibición selectiva del 

metabolismo glial, al aplicar ácido fluorocítrico a nuestros cultivos, complementó este 

resultado. Estos resultados están en línea 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 presináptica [1].  

De esta manera, nuestros hallazgos se alinean con trabajos previos que describen al ATP glial 

como una molécula de señalización neuroglial y resaltan la importancia de los astrocitos en 

la regulación homeostática de la función presináptica [162, 163]. Además, estos resultados 

concuerdan con reportes de numerosos autores que confirman que los astrocitos operan 

como protagonistas activos en el control de la transferencia de información 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 inducción y/o 

mantenimiento de la PSH presináptica, ya que cultivos neuronales crecidos sobre una 

monocapa enriquecida en astrocitos desencadenan cambios presinápticos compensatorios 

comparables con los observados en neuronas crecidas sobre una monocapa de glía mixta 

(incluye además de astrocitos, microglía y oligodendrocitos en baja proporción) [2]. 

Un resultado interesante surge de los experimentos de rescate de Cx43HC, en los que se 

agregó 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 potenciación homeostática de la función presináptica. 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 replicó 

dicho resultado [1]. De esta manera, evidenciamos que, si bien el ATP glial es esencial para 

la inducción/mantenimiento de la PSH, no es suficiente cuando actúa 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 función neuronal 

promueven la liberación 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 participación de alguno de ellos en el ajuste homeostático de la eficacia 

presináptica.   

Los P2X7R presinápticos modulan el ajuste homeostático de la función 

sináptica 

En un contexto en el que la supresión prolongada de la actividad neuronal promueve un 

aumento en los niveles extracelulares de ATP, los P2X7R emergen como grandes candidatos 

para modular la fuerza presináptica, dada su baja afinidad por este nucleótido [90]. Si bien la 

expresión 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 

presináptica, coincidiendo con diversos reportes [98, 100, 171, 172]. Si bien observamos una 

baja proporción de P2X7R postsinápticos, consideramos que esto se debe principalmente a 

una limitación de la microscopía confocal que es incapaz de resolver las terminales pre y 

postsinápticas de manera independiente. 

Por otra parte, nuestros resultados sugieren un rol esencial de los P2X7R en el ajuste 

homeostático de la fuerza presináptica. Así nos planteamos si este rol pudiera estar mediado 

por cambios en la distribución y/o abundancia de estos receptores o bien por cambios en su 

actividad. Observamos que no existen diferencias en el área, densidad y abundancia de los 

P2X7R presinápticos. Sin embargo, la permeabilidad de la membrana se incrementó por la 

activación de estos receptores. En este sentido, experimentos de captación de BrEt, 

muestran un aumento en la internalización de este marcador en respuesta a la supresión 

prolongada de la actividad neuronal. Interesantemente, dicho aumento se previene por el 

agregado de antagonistas específicos de los P2X7R. Con estos resultados podemos 

especular que el ajuste homeostático de la función presináptica 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 formación del poro de este 

receptor, permeable al BrEt [151], está modulada por segmentos específicos de su extremo 

C-terminal. En este sentido, la deleción génica de los residuos 551-581 de esta región afectó 

tanto la formación del poro como la expresión de los P2X7R en la superficie celular [152].  

Teniendo en cuenta la elevada permeabilidad al Ca+2 de estos receptores [29, 90], 

analizamos si la activación/bloqueo de los P2X7R promovía cambios en este parámetro [78, 

134]. Cabe destacar que para cuantificar cambios en los niveles de Ca+2 analizamos la 

fluorescencia somática asociada al FLUO-4/AM. El análisis del Ca+2 somático 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 somático 

de este ion son un reflejo de eventos eléctricos en las neuronas [173–175]. Si bien 

confirmamos que los niveles de Ca+2 neuronal aumentan en presencia de agonistas 

específicos de los P2X7R, mientras que lo contrario se observa frente a su bloqueo, resultaría 

interesante el uso de marcadores de Ca+2 genéticamente codificados tales como 

SynGCamp6F que permitiría la monitorización específica de los niveles de Ca+2 presináptico 

[176].  

Por otra parte, la activación de los P2X7R también dio lugar a un aumento en el tamaño del 

pool de VS. Dicho aumento fue caracterizado mediante el análisis de la fluorescencia 

asociada al dominio luminal de la proteína vesicular Stg1. Este aumento podría estar 

determinado por un aumento en el reciclaje vesicular o por el aumento homeostático en la 

abundancia presináptica de la Stg1, sin cambios en el reciclaje vesicular. Sin embargo, la 

segunda opción puede descartarse gracias a un trabajo llevado adelante por Lazarevic y cols. 

en el que se analizó en detalle la reestructuración que experimenta la terminal presináptica 

durante la adaptación homeostática al silenciamiento de la actividad de la red. En este 

trabajo, se describieron niveles significativamente elevados de Stg1 sináptica, sin cambios 

en los niveles de expresión total de esta proteína, lo que sugiere que dicho incremento está 

determinado por una translocación de Stg1 desde un pool de vesículas no sinápticas hacia 

las sinapsis [45]. Es interesante resaltar que, en nuestros experimentos, el marcaje vesicular 

se realizó en cocultivos neurogliales in vivo, mediante la aplicación de un estímulo eléctrico 
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de campo luego de lavar la TTX del medio de cultivo (ver métodos para más detalles). Así, los 

resultados obtenidos mediante esta maniobra experimental podrían suponer que el aumento 

del tamaño del pool de VS experimentado tras la supresión de la actividad neuronal también 

involucra influjos de Ca+2 a través de vías dependientes de voltaje. Sin embargo, la 

disminución de fluorescencia de Stg1 observada en presencia de A804598 durante la 

inactividad crónica neuronal, demuestra que los influjos de Ca+2 a través de VGCC son 

insuficientes por si solos para promover el aumento en el tamaño del pool de VS. Para evaluar 

el aporte relativo de ambas vías por separado sería interesante analizar si en el hipocampo 

existen mecanismos de liberación vesicular dependientes de Ca+2 evocados exclusivamente 

por ATP, tal como se ha caracterizado en otros modelos [98, 177].  

La PSH presináptica requiere la interacción entre los P2X7R y los Panx1HC  

Numerosos autores reportaron que el poro asociado al P2X7R podría representar una 

propiedad intrínseca del propio receptor. Su activación sostenida generaría un 

reordenamiento de elementos del citoesqueleto dando lugar a la formación 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 activación del P2X7R sería necesaria para la apertura del poro de 

Panx1HC y el ATP liberado a través de esta vía reforzaría la activación de los P2X7R, 

operando como un loop de retroalimentación positiva [156, 179]. Resultados obtenidos por 

nuestro laboratorio refuerzan este segundo modelo. Nuestros hallazgos confirman que la 

potenciación homeostática de la función presináptica dependiente de la actividad requiere 

la liberación de ATP por Panx1HC. Interesantemente, el agregado de BzATP en co-cultivos 

tratados con PBD/TTX rescató la potenciación sináptica dependiente de los P2X7R durante 

la inactividad crónica, confirmando la existencia de un vínculo funcional entre P2X7R y 

Panx1HC. Con estos resultados, podemos especular que el bloqueo de Panx1HC impediría 

la liberación de ATP al espacio extracelular y, por consiguiente, la activación de los P2X7R 

necesaria para el aumento en los niveles de Ca+2 citosólico 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 

homeostático de la función presináptica [1].  

Modelo de la PSH dependiente del ATP en el hipocampo murino 

Una posible interpretación de estos resultados podría 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 función presináptica, mediante la 

coliberación de ATP junto a otros gliotransmisores que actúen a nivel neuronal. Una vez 

iniciada esta liberación, la activación de los P2X7R por el ATP derivado de los Cx43HC daría 

lugar a la entrada de Ca+2 a la terminal presináptica. López y cols, caracterizaron 

mecanismos por medio de los cuales un aumento en los niveles de Ca+2 intracelular 

promueven la activación de Panx1HC [180] por lo que postulamos además que el aumento 

en los niveles de Ca+2 dependiente de los P2X7R promueve la apertura de Panx1HC. El ATP 

liberado a través de esta vía reforzaría la activación de los P2X7R mediante un bucle de 

retroalimentación positiva, promoviendo el incremento compensatorio del Ca+2 citosólico y 

el consecuente reciclaje vesicular y, por ende, el aumento de la función presináptica tras el 

bloqueo de la actividad sináptica (Fig.18).  

 

Fig. 18 Los receptores P2X7 y los hemicanales Panx1 modulan la plasticidad homeostática presináptica: 
vía hipotética. Ante la inactividad crónica, los astrocitos detectan la reducción de la concentración de 
glutamato en la hendidura sináptica 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 
presinápticos P2X7, aumentando la cantidad de Ca+2 que entra en la terminal y la probabilidad de liberación del 
neurotransmisor. Simultáneamente, el aumento de Ca+2 presináptico activa los hemicanales neuronales 
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Panx1, lo que a su vez libera ATP, reforzando la activación de los receptores P2X7 mediante un bucle de 
retroalimentación positiva y promoviendo el incremento compensatorio de la función presináptica tras el 
bloqueo de la actividad sináptica [3]. 
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Perspectivas 

La PSH ha sido definida como un mecanismo que promueve la estabilidad de la actividad 

neuronal, actuando en asociación con otros mecanismos plásticos implicados en el 

aprendizaje y la consolidación de la memoria. Recientemente, se ha planteado la posibilidad 

de la existencia de un link entre la neurodegeneración y mecanismos aberrantes en la PSH. 

La pérdida en la homeostasis de la excitabilidad neuronal llevaría al desarrollo de múltiples 

desordenes neurológicos y psiquiátricos tales como el autismo, la esquizofrenia y la 

depresión [181]. Así mismo, un desbalance en la PSH podría estar directamente involucrado 

en el desarrollo de  enfermedades tales como el Parkinson, la enfermedad de Alzheimer y la 

esclerosis lateral  amiotrófica[182]. 

Es por eso que planteamos como continuación de esta línea de investigación estudiar el rol 

de la señalización purinérgica y la PSH en condiciones patológicas, centrando nuestro 

estudio en la enfermedad de Alzheimer donde se ha caracterizado una desregulación de la 

señalización purinérgica caracterizada para la PSH. [183, 184]. Esperamos que profundizar 

en el conocimiento generado en relación a la PSH a nivel de investigación básica, favorezca 

la  comprensión de  algunos trastornos del comportamiento, así como de la conducta 

normal. 
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