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Resumen

La plasticidad sindptica homeostéatica (PSH) es un tipo de plasticidad que actta con el
fin de estabilizar la actividad de un circuito neuronal frente a perturbaciones en el entorno
gue pueden llevar a un dafio irreparable. Esto es llevado a cabo mediante el ajuste de
la fuerza sinaptica en direcciébn compensatoria a los cambios producidos en la actividad
circuital. En los dltimos afios, las células gliales han sido reconocidas como socias
activas de las neuronas con un rol crucial en la modulacién de la funcion sinaptica, como
el ajuste de la excitabilidad neuronal y la fuerza sinaptica. Esto es llevado a cabo
mediante la liberacién de gliotransmisores por la via clasica dependiente de calcio
(Ca?"), asi como por la via no vesicular dependiente de hemicanales de conexinas y

panexinas.

Particularmente, la panexina 1 (Panx1) forma canales transmembrana que permiten la
liberacion de grandes metabolitos como el ATP y el glutamato que modulan la
excitabilidad neuronal; sin embargo, el rol de estos canales en la PSH ha comenzado a

ser estudiado recientemente.

En el presente trabajo, se investigo el rol que tienen los canales de Panx1 neuronales y
gliales en el ajuste homeostético de la funcidn presinaptica. A través de la utilizacion de
cocultivos neurogliales de hipocampo de ratén, se observé que tanto los canales gliales
como neuronales de Panx1 son necesarios para el ajuste homeostatico en la densidad
de contactos sinapticos, pero Unicamente los canales neuronales de Panxl son
esenciales para el ajuste compensatorio de la funcién presingptica. Asimismo, la
ausencia de canales neuronales de Panx1 previno tanto el aumento homeostatico en el
tamafio del pool de vesiculas sindpticas listas para ser liberadas, asi como en la
concentracion intracelular de Ca?*. Sin embargo, la simple activacién de receptores
purinérgicos P2X7 es suficiente para compensar la ausencia de los panexones y
promover dichos ajustes homeostaticos. Interesantemente, la actividad de los canales
de Panxl gliales y neuronales se encuentra regulada durante la induccion y

mantenimiento de la PSH.

En conjunto, estos resultados sugieren que los canales de Panxl cumplen un rol
esencial en el ajuste homeostatico de la fuerza sinaptica en condiciones de inactividad

croénica.
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Introduccioén

El sistema nervioso central (SNC) es esencial para el correcto funcionamiento del
cuerpo humano, siendo el encargado de controlar y regular una amplia variedad de
funciones, desde la respiracion y la frecuencia cardiaca, hasta la cognicién y el
movimiento voluntario. Se estima que el cerebro y la médula espinal de humanos
contienen en promedio unos 86,1 mil millones de neuronas, presentando células gliales
en una proporcion similar (Azevedo et al., 2009; Herculano-Houzel, 2014). Para permitir
la comunicacion efectiva entre este gran nimero de elementos, es necesario contar con

mecanismos muy eficientes.

En 1897 Sherrington introdujo el término "sinapsis" para describir las uniones
intercelulares especificas entre neuronas o entre neuronas y otras células excitables.
Estas uniones permiten la propagacion precisa y rapida de sefiales entre células, lo que
a su vez permite la formacién de circuitos que median las operaciones funcionales
especificas de las diferentes regiones del cerebro (Foster & Sherrington, 1897). Se
estima que solo en la neocorteza de un humano adulto hay 164 billones de sinapsis, y
gue en todo el SNC podria haber entre varios cientos de billones a mas de mil billones
de sinapsis (Silbereis et al., 2016; Tang et al., 2001).

Las sinapsis se pueden clasificar en dos grandes grupos segun el mecanismo utilizado
en la transferencia de informacién. El primer grupo son las sinapsis eléctricas, modelo
propuesto por Furshpan y Potter, en las cuales la corriente eléctrica se transmite
directamente entre ambas células (Figura 1 B) (Furshpan & Potter, 1958). El segundo
grupo son las sinapsis quimicas, modelo propuesto por Loewi, donde la transmisién de
informacion se produce a través de un mensajero quimico (Figura 1 A) (Loewi & Navratil,
1924). Tanto las sinapsis eléctricas como las quimicas coexisten en la mayoria de las

estructuras nerviosas.

Las uniones en hendidura o gap junctions (UH) son el sustrato morfolégico de la
transmision eléctrica. Estas uniones consisten en canales intercelulares que conectan
el interior de dos células adyacentes, permitiendo el paso bidireccional de corriente
eléctrica y pequefias moléculas, lo que se conoce respectivamente como acoplamiento
eléctrico y molecular (Figura 1 B) (Bennett & Zukin, 2004). Las UHs se forman por el
ensamblaje de dos hemicanales de conexina (Cx) hexaméricos, cada uno proveniente
de una célula adyacente, siendo la Cx36 la mas abundante en el cerebro de mamiferos

(Pereda, 2014). Las sinapsis eléctricas permiten la propagacion bidireccional de la sefial
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eléctrica y desempefian un papel importante en la sincronizacion de la actividad
neuronal (Bennett & Zukin, 2004).

A diferencia de la transmisién eléctrica, en las sinapsis quimicas no existe continuidad
citoplasmética entre las neuronas pre y postsinapticas. En su lugar, estas células se
encuentran separadas por la hendidura sinaptica, por una distancia de entre 20—40nm
(Figura 1 A). La sinapsis quimica depende de la llegada de un potencial de accion (PA)
a la célula presinaptica, en la cual al alcanzar el umbral de despolarizacién se produce
la apertura de los canales de Ca?* voltaje-dependientes, desencadenando asi una
entrada de Ca?* a la terminal presinaptica. En consecuencia, se produce la liberacion
hacia la hendidura singptica de un intermediario quimico conocido como
neurotransmisor. Este neurotransmisor actla sobre receptores especificos anclados a
la membrana postsinaptica, lo que provoca cambios en el potencial de membrana
postsinaptico, pudiendo desencadenar la generacién de un PA postsinaptico. En este

trabajo nos enfocaremos en este tipo de neurotransmision mediada por mensajeros

quimicos.
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Figura 1. Las dos modalidades principales de transmision sindptica. (A) La
transmision quimica requiere de una maquinaria molecular presinaptica sofisticada que regula la
liberacion de neurotransmisores en respuesta a la despolarizacion de la terminal presinaptica, lo
cual produce la activacion de canales de Ca?* operados por voltaje. Se requiere, ademas, una
magquinaria molecular postsinaptica de similar complejidad. Esto incluye tanto la presencia de
receptores ionotropicos como metabotropicos especificos para el neurotransmisor capaces de
detectar y traducir el mensaje presinaptico en una diversidad de eventos postsinapticos que
amplifican la sefial presinaptica. (B) La transmision eléctrica es mediada por canales
intercelulares comunicantes denominados uniones en hendidura o GAP, los cuales conectan el
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interior de dos células adyacentes, permitiendo el pasaje bidireccional de corrientes eléctricas
producidas por iones (flechas) como también por mensajeros intracelulares y pequefios

metabolitos (no ilustrados). Tomado de Pereda, 2014.

Sinapsis quimica

La transmisién sinaptica quimica requiere un complejo conjunto de moléculas en la
terminal presinaptica que regulan la liberacion probabilistica de neurotransmisores en
respuesta a la llegada de un PA. Asimismo, se necesita una maquinaria molecular
postsinaptica igualmente compleja, que incluye receptores de dos tipos: a) ionotrépicos,
gue permiten la entrada de iones y median acciones sinapticas rapidas, dado que ellos
mismos son un canal iénico; y b) metabotrdpicos, que actdan indirectamente a través
de segundos mensajeros y median respuestas mas lentas o moduladoras. La diversidad
de estos receptores permite la adaptaciéon de las sinapsis quimicas a diferentes

necesidades funcionales (Pereda, 2014).

Este trabajo se centra en las sinapsis quimicas, las cuales tienen tamafios y morfologias
variables, pero comparten caracteristicas estructurales clave como la terminal
presinaptica, la hendidura sinaptica y la terminal postsinaptica (Figura 2 A) (Choquet &
Triller, 2013).

Terminal presinaptica

La terminal presinaptica es una region especializada del axén presente en la neurona
presinaptica. Se trata de la region responsable de la liberacion de neurotransmisores
presentes en vesiculas sinapticas (VS), encontrandose en promedio, entre 100 y 200
VS en cada terminal, donde a su vez, cada una de estas almacena miles de moléculas
neurotransmisoras (Kandel et al., 2013). Es posible distinguir una regién especializada
de la membrana plasmatica presinaptica denominada zona activa, que contiene material
electrondenso debido a la gran cantidad de proteinas presentes, tiene forma de disco
de 0,2-0,5mm de radio y se encuentra frente a la hendidura sinaptica (Stdhof, 2012b).
Alli las vesiculas sinapticas que contienen el neurotransmisor se encuentran ancladas y
listas para ser liberadas, constituyendo el pool de VS denominado “ready releasable
pool” (RRP) (Harris & Weinberg, 2012). Existen otros dos grupos de VS; el pool de
reserva es el mas grande y representa la mayoria de las vesiculas sinapticas de la
terminal presindptica. Estas vesiculas se consideran "durmientes"”, ya que no estan listas
para ser liberadas inmediatamente, sino que se liberan solo en situaciones de alta
demanda, como durante una estimulacién intensa (generalmente no fisioldgica). Por

otro lado, el pool de reciclaje es el segundo en tamafio y se utiliza para reponer el RRP
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durante la estimulacién fisiol6gica, cuando las vesiculas sinapticas en el RRP se liberan
y se agotan (Harris & Weinberg, 2012; Rizzoli & Betz, 2005).

A overview of a synapse B presynaptic active zone
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Figura 2. La maquinaria de una sinapsis quimica. (A) Descripcion general de una
sinapsis excitadora con la zona activa de la terminal presinaptica (verde), la hendidura sinaptica
(naranja) y la terminal postsinaptica (PSD, postsynaptic density) (azul). (B) Se presenta un
esquema (superior) y el detalle de los componentes moleculares (inferior) del area de la zona
activa presinaptica. (C) Tomografia 3D de los complejos proteicos en vista lateral (superior) y los
componentes moleculares (inferior) en la hendidura sinaptica. El material proteico esté distribuido
de manera tal que la mayor densidad se encuentra en el anillo més externo. (D) Esquema de la
PSD en vista lateral y desde arriba (superior) y los componentes moleculares de un Gnico cluster
(inferior) de la PSD. EI material que compone la PSD incluyendo los receptores se organiza en
~2-3 agrupaciones diferentes por sinapsis y se dispone en capas verticales en zonas funcionales
relevantes. Tomado de Biederer et al., 2017.

La nanoarquitectura molecular de la terminal presinptica es altamente compleja, tal
como se ilustra en la Figura 2 B. Es posible distinguir cinco proteinas de la zona activa
evolutivamente conservadas: RIM (Rab3-interacting molecules), Munc13, RIM-BP, a-

liprina y ELKS. Estas proteinas forman un complejo proteico que se encarga de
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organizar los sitios de fusion de las VS con la membrana de la zona activa, organizando
el posicionamiento (priming) y el anclaje (docking) de las VS. Ademas de anclar y
preparar las VS, este complejo proteico recluta canales de Ca?* voltaje-dependientes.
Asimismo, las proteinas bassoon y piccolo guian las VS hasta la zona activa (Figura 2
B) (Biederer et al., 2017).

También se encuentran en la zona activa las proteinas SNARE, esenciales para la
fusién de las VS con la membrana plasmatica durante el proceso de exocitosis del
neurotransmisor. Existen dos grandes grupos de proteinas SNARE: las proteinas v-
SNARE (proteinas ancladas a la membrana de la vesicula; sinaptofisina y
sinaptobrevina, entre otras) y las proteinas t-SNARE (proteinas ancladas a la membrana
plasmética de la terminal presinaptica; sintaxina 1A y SNAP-25, entre otras) (Biederer
et al.,, 2017; Choquet & Triller, 2013; Sudhof, 2012b). También se encuentran otras
proteinas de membrana, como los receptores de neurotransmisor presinapticos y

moléculas de adhesion celular trans-sinpticas.

De este modo, la llegada de un PA a la terminal presindptica de la neurona, provoca una
despolarizacion que da lugar a un cambio en el potencial de membrana que
desencadena la apertura de canales de Ca?* voltaje-dependientes enriquecidos en la
membrana presinaptica. Debido a que existe un gradiente electroquimico de Ca?* a
ambos lados de la membrana presinaptica, la apertura de estos canales genera un
rapido incremento de la concentracion intracelular para este ion, que se une a
sinaptotagmina-1 (Stgl), una proteina de las VS considerada el sensor de Ca?*. Esto
desencadena la union de las proteinas v-SNARE y t-SNARE, dando lugar a un complejo
proteico que provoca la fusién de la membrana de las VS con la membrana plasmatica,
permitiendo la liberacion de neurotransmisores a la hendidura sinaptica (Stdhof, 2012b,
2013). De esta forma, la Stg1 es esencial para la liberacion de neurotransmisores rapida
dependiente de Ca?*, y como tal, presenta una baja afinidad de unién por al Ca?* (Xu et
al., 2007) y una rapida cinética de desacoplamiento de membrana (Hui et al., 2005).
Asimismo, participa de la exocitosis espontdnea de neurotransmisores (Xu et al., 2009),
y a pesar de estar ampliamente vinculada a procesos de exocitosis, también participa
de la endocitosis mediada por clatrina interactuando con los fosfolipidos de membrana
y proteinas adaptadoras como AP-2 (X. Wu et al., 2020; Xie et al., 2017; Yao et al.,
2012).

Las VS experimentan un proceso continuo de liberacion, reciclaje y reutilizacion el cual
se conoce como ciclo de las VS. Esto permite la utilizacion rapida y repetida durante un

periodo de actividad sinaptica sostenida, manteniendo la integridad estructural y
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funcional de la terminal presinaptica. Asi, luego de la exocitosis, las VS sufren
endocitosis y se reciclan, siendo nuevamente cargadas con el neurotransmisor
especifico y formando parte de un nuevo ciclo de liberacién. Actualmente se reconocen
tres posibles vias de reciclaje de las VS: 1) el mecanismo de kiss and stay, donde las
VS se cargan nuevamente de neurotransmisores sin desanclarse de la membrana
presinaptica y, por lo tanto, permaneciendo en el RRP. Este mecanismo seria
especialmente importante en la liberacién de neurotransmisores en sinapsis de alta
frecuencia, ya que permite una liberacidbn mas rapida y eficiente de neurotransmisores
y reduce la probabilidad de agotamiento del pool de vesiculas sinapticas (Stdhof & Rizo,
2011); 2) el mecanismo kiss and run, donde las VS se fusionan parcialmente con la
membrana plasméatica generando un poro que permite la liberacion parcial pero rapida
de los neurotransmisores, reciclandose localmente (Sudhof & Rizo, 2011); y, por ultimo,
3) reciclaje completo de las VS, donde estas son endocitadas con una cubierta de
clatrina, se recargan de neurotransmisores de forma directa, o bien luego de pasar por
un intermediario endosomal (Stidhof, 2004; Sudhof & Rizo, 2011).

Hendidura sinaptica

Se trata de un espacio que se sitla entre las neuronas pre y postsinapticas, con un
ancho que oscila entre los 20 y 40 nm, y que desempefia un papel clave en la liberacion
de neurotransmisores. Este espacio contiene una gran cantidad de moléculas de
adhesion asociadas a las membranas pre y postsinapticas (Figura 2 C), que facilitan el
proceso de sinaptogénesis y regulan la maduracién y transmision sinaptica (Biederer et
al., 2017). Ademas, la hendidura sinaptica alberga componentes de la matriz
extracelular, que interactian con receptores, canales i6nicos y moléculas de adhesion,
y que estan implicados en la plasticidad sindptica, asi como en la regeneracion y
desarrollo del SNC (Dityatev & Schachner, 2003; Perez de Arce et al., 2015).

Terminal postsinaptica

Cuando un neurotransmisor es liberado en la hendidura sinaptica, este reconoce y se
une a receptores especificos ubicados en la membrana plasmatica postsinaptica,
regulando la apertura de canales i6nicos de manera directa o indirecta. EI complejo
macromolecular de sefializacion anclado en la membrana postsinaptica contrapuesta a
la zona activa es conocido como zona de densidad postsinaptica (postsynaptic density,
PSD). Este complejo es especialmente notorio en las sinapsis glutamatérgicas
excitadoras, y se puede detectar facilmente por microscopia electrénica debido a su alta

concentracién de proteinas (Holderith et al., 2012). La PSD estd compuesta
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principalmente por receptores de tipo N-metil-D-aspartato (NMDAR), acido a-amino-3-
hidroxi-5-metilo-4-isoxazol propiénico (AMPAR), moléculas de andamiaje (PSD-95,
proteina asociada a sinapsis 97, Shank y Homer), protein kinasas, fosfatasas y
componentes del citoesqueleto (Figura 2 D) (Chen et al., 2005; Dani et al., 2010). Los
receptores son muy dinamicos y se mueven constantemente dentro y fuera de la
sinapsis a través de procesos regulados de difusion lateral a lo largo de la membrana,
intercambios entre los sitios intra y extrasindpticos, y mediante ciclos de endocitosis-
exocitosis entre los depésitos intracelulares y la superficie de la membrana (Choquet &
Triller, 2013).

La unién del neurotransmisor a su receptor postsinaptico desencadenara un cambio en
el potencial de membrana de la neurona postsinaptica despolarizante (PPSE, potencial
postsinaptico excitador) o hiperpolarizante (PPSI, potencial postsinaptico inhibidor),
dependiendo del tipo de receptor activado. Generalmente los PPSE resultan de la
apertura de canales de Na* dependientes de ligando, donde la entrada de Na* conduce
a una disminucion en la polaridad de la membrana. Por otro lado, habitualmente los
PPSI resultan de la actividad de ciertos neurotransmisores sobre canales de CI o de K*,
cuyos potenciales de equilibrio son ain mas negativos que el potencial de membrana
en reposo y, por lo tanto, la apertura de estos canales hiperpolariza la membrana
(Kandel et al., 2013; Purves et al., 2004).

Esta modalidad de transmision sinaptica posee una latencia de aproximadamente 0,6
ms, lo que representa una velocidad mas lenta en comparacion con las sinapsis
eléctricas (Lisman et al., 2007). No obstante, una propiedad clave de estas sinapsis es
su capacidad de amplificacién: dado que una pequefia cantidad de moléculas de
neurotransmisor es suficiente para activar un receptor, la liberacion de una sola vesicula
sinaptica puede desencadenar la apertura de multiples canales iénicos, lo que permite

despolarizar una célula postsinaptica grande (Kandel et al., 2013; Purves et al., 2004).

Sinapsis tripartita y multipartita

Es importante sefalar que en los Gltimos afios ha habido un cambio de paradigma en
relacion al papel de las células gliales en el SNC. A pesar de que en el pasado se
consideraba que estas células eran simplemente responsables de brindar soporte y
nutricion a las neuronas, actualmente se ha planteado que también contribuyen al
desarrollo del SNC, la generacién de nuevas sinapsis, la modulacion de la eficiencia de
las conexiones sinapticas excitadoras en el hipocampo y, en particular, en la plasticidad

de Hebb. Esto sugiere que las células gliales, en particular los astrocitos, son
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activamente responsables del procesamiento y almacenamiento de informacion
sinaptica (Letellier et al., 2016; Perea & Araque, 2007; Stan et al., 2010). Segun este
nuevo enfoque, los astrocitos se consideran socios activos de las neuronas pre y
postsinapticas durante la transmision de informacion, lo que ha llevado a la concepcién
actual de la sinapsis tripartita (Pascual et al., 2005; Perea & Araque, 2010). Este
concepto se basa en la capacidad de los astrocitos en detectar cambios en la actividad
neuronal, liberando gliotransmisores que a su vez influyen en la excitabilidad neuronal
y la transmisién sinaptica. Investigaciones recientes realizadas en cultivos disociados
de corteza cerebral han destacado la importancia de factores liberados por astrocitos
para inducir la plasticidad neuronal (Steinmetz & Turrigiano, 2010; Stellwagen &
Malenka, 2006).

En los Ultimos afios, se ha ampliado el concepto de sinapsis tripartita para incluir la
matriz extracelular que se encuentra en la hendidura sinaptica, asi como la microglia
cercana a la zona sinaptica. De esta manera, se ha evolucionado hacia una vision mas
amplia que incluye un conjunto sinaptico de multiples partes. Se ha observado que
existen relaciones complejas y multidireccionales entre todos los componentes,
incluyendo las terminales pre y postsinapticas, el proceso perisinaptico del astrocito, la
microglia y la matriz extracelular (Nimmerjahn et al., 2005; Verkhratsky & Nedergaard,
2014; Y. Wu et al., 2015).

Fuerza sinaptica

La eficacia de la transmision sinaptica, es decir, la fuerza sinptica, puede definirse
como la cantidad promedio de corriente o la amplitud del cambio de voltaje producido
en la neurona postsinaptica por un PA presinaptico (Murthy, 1998). De manera
simplificada, la fuerza sinaptica entre dos neuronas depende fundamentalmente del
producto de tres factores: la probabilidad de liberacién del neurotransmisor en cada
sinapsis (pr), la densidad de contactos sinapticos o de sitios activos de liberacion (n), y
el tamafio de la respuesta postsinaptica causada por la liberacién del neurotransmisor
desde una Unica VS (denominado tamafio cuantal, q) (Branco & Staras, 2009; Burrone
& Murthy, 2003; Del Castillo & Katz, 1954).

De esta forma, Fsinaptica = pr.n.q

La pr se produce debido a la naturaleza estocéastica de los procesos que llevan a la
exocitosis de las VS (Sudhof, 2004). Cada sinapsis tiene asociada una pr especifica en

un momento dado, lo que define la confiabilidad de la transmision de sefiales en una
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sinapsis y determina su fuerza sinaptica promedio (Del Castillo & Katz, 1954). En las
sinapsis del SNC, a diferencia de la unién neuromuscular (NMJ), la pr es relativamente
baja, por ejemplo, en el hipocampo es de 0,3 en promedio, si bien existe gran

variabilidad entre los botones sinépticos (Dobrunz & Stevens, 1997; Murthy et al., 1997).

De este modo, la transmisién sinaptica es méas eficaz si pr, n o g aumentan.
Generalmente, un aumento de pr o n indica un mecanismo presinéptico, mientras que
un aumento de g se vincula a un mecanismo postsinaptico, como un incremento en el

numero y/o sensibilidad de los receptores postsinapticos.

En el presente trabajo, estimaremos cambios en la fuerza sindptica centrandonos en

mecanismos presinapticos que modifican tanto la pr como n.

Plasticidad sinaptica

La plasticidad sinaptica es la propiedad que permite modificar la fuerza de la transmision
sinaptica por periodos de tiempo breves o prolongados. Estos cambios pueden ser
producidos por sefiales intrinsecas o extrinsecas; por ejemplo, una alta tasa de disparo
es una sefal intrinseca, mientras que las entradas sinapticas directas desde otras
neuronas son sefales extrinsecas. Para llevar a cabo el complejo procesamiento de la
informacion en los circuitos neuronales, es esencial que las sinapsis puedan ser
modificadas tanto estructural como funcionalmente. Existen dos formas principales de
plasticidad sinaptica en funcion de la duracién temporal de los cambios en la eficiencia
sinaptica: 1) la plasticidad sinaptica a corto plazo se produce en un lapso de
milisegundos a minutos, y es esencial para que las sinapsis puedan desempeniar
funciones computacionales cruciales en los circuitos neuronales (Colino et al., 2002).
Algunos ejemplos tipicos de esta forma de plasticidad son la facilitacion, el incremento,
la potenciacion post-tetanica, la depresion, entre otros; y 2) la plasticidad sinaptica a
largo plazo, la cual implica cambios que persisten durante varias horas o dias. Dos
ejemplos de esta forma de plasticidad son la plasticidad de Hebb y la plasticidad
sinaptica homeostética (PSH), las cuales se distinguen por el tiempo que toma la
induccién y expresion de los cambios, siendo mas rapidos en la primera (minutos, horas)
y mas lentos en la segunda (horas, dias). En este trabajo, nos enfocaremos en los

cambios plasticos que ocurren a largo plazo, centrdndonos principalmente en la PSH.

Plasticidad de Hebb

Hebb propuso que la plasticidad sinaptica es un mecanismo subyacente a la memoria,

y present6 un modelo en el que dos células conectadas por una sinapsis excitadora se
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refuerzan entre si cuando una célula se activa y, a su vez, activa la otra célula. Este
modelo sugiere que la actividad neuronal repetida puede modificar la fuerza sinptica y,
por lo tanto, influir en la eficacia de la transmisién sinaptica (Hebb, 1949; Huganir &
Nicoll, 2013; Luscher & Malenka, 2012; Malenka & Bear, 2004). Comprende tanto la
potenciacién a largo plazo (long term potentiation, LTP) como la depresién a largo plazo
(long term depression, LTD), y es la forma mas estudiada de plasticidad sinptica
dependiente de la actividad. Los mecanismos moleculares implicados tanto en su
induccién, seguido de mecanismos para la expresiéon (durante horas) y el mantenimiento

(dias) han sido ampliamente estudiados (Llscher & Malenka, 2012).

Dado que la LTP promueve el fortalecimiento de conexiones sinapticas especificas, lo
gue es crucial para el correcto almacenamiento de informacion en el cerebro, se cree
gue estos mecanismos hebbianos permiten que las propiedades de un circuito se afinen
a través de la experiencia, siendo esto la base de los procesos de aprendizaje y
memoria. Sin embargo, el requisito de actividad correlativa entre una pre y postsinapsis
para reforzar la conexion, puede dar lugar a mecanismos de retroalimentacion positiva

dependientes de la actividad (Figura 3 A).
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Figura 3. Ciertos mecanismos de potenciacion sinaptica son potencialmente
desestabilizadores. (A) El disparo pre y postsinaptico correlativo induce potenciacion a largo
plazo (LTP), lo que permite que la neurona presinaptica impulse a la neurona postsinaptica con
mayor fuerza. Esto aumenta la correlacion entre la activacion pre y postsinaptica, lo cual produce
mayor LTP, generando un ciclo de retroalimentacion positiva. (B) La generacion de LTP sin
restricciones provoca la pérdida de especificidad sinéptica, ya que la induccion del LTP impulsa
a la neurona postsinaptica con mayor fuerza, volviendo asi mas facil que otros inputs logren que
la neurona postsinaptica dispare, de forma que éstos comienzan a desarrollar LTP. Imagen

recuperada de Turrigiano, 2008.
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Conforme la actividad correlacionada de la pre y postsinapsis refuerza conexiones
sinapticas especificas, la fuerza sinaptica de la neurona postsinaptica aumentard,
permitiendo que los inputs presinapticos que estaban poco correlacionados con la
activacion de dicha postsinapsis puedan activarla con mayor facilidad (Figura 3 B)
(Turrigiano, 2008). Como resultado, la generacién de mecanismos de retroalimentacién
positiva sin restricciones puede conducir a que la actividad alcance un estado propenso
a la hiperexcitabilidad (Cooper & Bear, 2012; Turrigiano, 2008; Turrigiano & Nelson,
2000, 2004, Vitureira & Goda, 2013). Lo mismo ocurre en sentido opuesto, luego de
inducida la LTD aquellas sinapsis deprimidas podran someterse mas facilmente a mayor
LTD, lo cual, ocurriendo sin restricciones, podria provocar un silenciamiento patologico
de las sinapsis o incluso su eliminaciéon (Collingridge et al., 2010; Cooper & Bear, 2012;
Vitureira & Goda, 2013).

Plasticidad singptica homeostatica

La actividad neural se encuentra bajo dos requerimientos opuestos, pero igualmente
importantes: la necesidad de cambiar para adaptarse a su entorno y la necesidad de
estabilidad para mantener la fuerza de las conexiones dentro de un rango fisiologico.
Resulta intrigante comprender como se mantiene cierto grado de constancia en las
conexiones basicas de un circuito cuando este necesita tanto del cambio como de la
estabilidad. En la década de los 90s se identificé una nueva forma de plasticidad, la
plasticidad sinaptica homeostatica (PSH), que promueve la estabilidad de los circuitos
neuronales mediante ajustes compensatorios de la fuerza sinaptica cuando se producen
desvios de los niveles Optimos de actividad neural. Estos ajustes involucran tanto
mecanismos pre como postsinapticos (Figura 4), y la contribucién de cada uno de estos
componentes depende de varios factores, como la edad del cultivo neuronal utilizado,

el tipo neuronal o tejido estudiado.

Asi, la PSH debe ser capaz de sensar algun aspecto comun de la actividad sinaptica,
indistintamente del método de regulacion que se implemente. Debe, ademas, poder
integrar esta informacion en un lapso de tiempo largo (minutos a horas) en comparacién
con el tiempo que requiere la transferencia de informacién (milisegundos a minutos),
manteniendo la actividad neuronal cercana a un valor de referencia mediante el ajuste

de las propiedades que determinan la fuerza sinéptica (Turrigiano, 2008).
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En este trabajo, centraremos nuestra atencidn en los cambios plasticos compensatorios

a nivel presinaptico ocurridos en respuesta al bloqueo crénico de la actividad sinaptica.

A Basal conditions
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Figura 4. Esquema basico de la plasticidad sinaptica homeostatica en una
sinapsis excitadora. (A) Condiciones basales. La transmisién sinaptica estd mediada por la
liberacion de neurotransmisores desde la terminal presinaptica con una subsecuente activacion
de los receptores en la célula postsinaptica. La fuerza sinaptica esta determinada por la eficacia
tanto de la liberacién de los neurotransmisores en la presinapsis, como la abundancia de sus
receptores especificos en la postsinapsis. (B) La actividad neuronal presindpticamente reducida
(mediante el bloqueo crénico con tetrodotoxina, TTX), es compensada mediante un incremento
en el reciclaje de vesiculas, el numero de vesiculas ancladas en la terminal y la pr.
Postsinapticamente, se incorporan receptores de neurotransmisores adicionales mediante
mecanismos de difusién lateral y exocitosis intracelular. (C) O, por el contrario, para compensar
un aumento en la actividad neuronal, las neuronas presinapticas disminuyen la probabilidad de
liberacion de neurotransmisores, mientras que la célula postsinaptica reduce el nimero de
receptores mediante mecanismos de endocitosis o difusion lateral. Imagen tomada de Pozo &
Goda, 2010.

PSH postsinaptica

El ajuste de la funcion postsinaptica dependiente de la actividad requiere cambios en la
abundancia de receptores presentes en la superficie postsinaptica (Figura 4) (Vitureira
& Goda, 2013). Esto implica la activacién de una serie de mecanismos moleculares y
celulares. Se ha demostrado que la expresion de receptores sindpticos esta regulada
por la actividad neuronal a través de sefializacion intracelular y vias de transduccion de
sefales. Por ejemplo, la via del factor de crecimiento neuronal (NGF) y la via de la

fosfatidilinositol-3-kinasa (PI3K) estan involucradas en la regulacion de la densidad de
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receptores AMPA en la membrana postsinaptica (Kokona & Thermos, 2015; Man et al.,
2003). Este mecanismo es la forma de PSH postsinaptica mas ampliamente estudiada,
y se denomina "synaptic scaling" (escalado sinaptico). A diferencia de otros tipos de
plasticidad sinaptica que modifican selectivamente la actividad de sinapsis individuales,
el synaptic scaling modula de manera global, mediante un factor multiplicativo, la funcion
sinaptica de todas las sinapsis dentro de una neurona determinada. Este mecanismo
multiplicativo preserva las diferencias relativas en la funcion sinaptica entre sinapsis
individuales, lo cual es fundamental para el almacenamiento de informacion (Turrigiano,
2008).

Las primeras evidencias del synaptic scaling fueron obtenidas in vitro en cultivos de
neuronas corticales, hipocampales y de médula espinal, donde se utilizaron
manipulaciones farmacol6gicas para modificar la actividad neuronal de manera crénica.
Por ejemplo, se bloquedé cronicamente la descarga neuronal mediante el uso de
tetrodotoxina (TTX), un bloqueante especifico de los canales de Na® voltaje-
dependientes, o se inhibieron los receptores de glutamato utilizando CNQX, un
antagonista de los receptores de tipo AMPA. Por otro lado, se aumenté la actividad
mediante el bloqueo de la transmisidn inhibitoria con bicuculina, un antagonista de los
receptores GABA,. Estas intervenciones produjeron un aumento o una disminucion
compensatoria en las corrientes espontaneas en miniatura mediadas por los receptores

AMPA, respectivamente (Figura 5).
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Proteinas de la PSD desempefian un papel crucial en el synaptic scaling, dado que

actian como anclas para los receptores sinapticos y ayudan a mantener la posicion y
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estabilidad de los receptores en la membrana plasmatica. Asimismo, estan implicadas
en la regulacién de la expresion y el trafico de los receptores sinépticos. Por ejemplo,
stargazina, una proteina transmembrana asociada a los receptores AMPA, interactia
con la PSD-95 a través de un mecanismo de fosforilacion dependiente de la Ca?*-
calmodulin-kinasa Il (CaMKIl) y modula la movilidad de los receptores AMPA en la
superficie (Bats et al., 2007). Se ha evidenciado que, frente a la inactividad crénica en
neuronas corticales de cultivo, stargazina aumenta su expresion y fosforilacion. La
expresion de una forma mutante de stargazina que no puede ser fosforilada, previene
la acumulacién de receptores AMPA en respuesta a la inactividad crénica. Esto sugiere
gue la fosforilacion de stargazina desempefia un papel crucial en el proceso de synaptic
scaling (Louros et al., 2014). Por otro lado, se ha observado que la proteina Homerl
aumenta su expresion en situaciones de aumento crénico de la actividad neuronal. Este
incremento en la expresion de Homerl se ha asociado con una disminucion en la
expresion de los receptores AMPA sinapticos y, por lo tanto, de las mEPSCs (Hu et al.,
2010). Esto indica que Homerl esta involucrado en la regulacion negativa de la fuerza
sinaptica durante el escalado sinaptico en respuesta a cambios prolongados en la

actividad neuronal.

Otros mecanismos de PSH postsinaptica incluyen la liberacién de factores solubles tanto
por neuronas como por células gliales adyacentes, proteinas de adhesion sinapticas,

entre otras (Fernandes & Carvalho, 2016).

Es importante destacar que en experimentos llevados a cabo en cultivos de hipocampo
y corteza visual menores a 14 dias in vitro (DIV), la PSH inducida por inactividad crénica
ocurre exclusivamente a nivel postsingptico. Sin embargo, a medida que el circuito

madura emerge la expresion presinaptica de la PSH (Wierenga et al., 2006).

PSH presinaptica

La PSH presinaptica hace referencia al ajuste homeostatico de la funcién presinaptica
en direccion compensatoria a los cambios en la actividad del circuito. Diversos
parametros presinapticos son ajustados durante la PSH presinaptica, como el potencial
de membrana en reposo, la funcién o abundancia de canales de Ca?*, la relacién entre
el Ca?* presinaptico y la liberacion del NT, el nimero de vesiculas que componen el
RRP, entre otros (Delvendahl & Miiller, 2019). Estos mecanismos presinapticos que
controlan la transmision singptica produciran modificaciones en la pr per se, 0 en la
densidad de contactos sinapticos disponibles (n) para que ocurra la exocitosis (Figura

6). Se trata de fendmenos robustos y altamente conservados, sin embargo, los
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mecanismos moleculares que lo subyacen han comenzado a emerger recientemente
(Delvendahl & Muller, 2019).
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Figura 6. Liberacion de neurotransmisores durante la plasticidad sinaptica

homeostatica presinaptica. (A) Esquema ilustrativo de los principales mecanismos que
regulan la liberacion de neurotransmisores y su rol en la PSH presinaptica. Perturbaciones
farmacoldgicas o genéticas sobre los receptores de glutamato causan una reduccion en las
respuestas postsinapticas, lo cual es compensado por un incremento en el nimero de vesiculas
sinapticas que sufren exocitosis por cada PA presinaptico. Los nimeros 1-7 (ver en B) sefialan
mecanismos generales que controlan la liberacién de neurotransmisores. Los nimeros en verde
y verde claro indican mecanismos involucrados o implicados en la PSH presinaptica,
respectivamente. (B) Lista de mecanismos presinapticos que controlan la transmision sinaptica
como se ilustra en (A). Mecanismos involucrados en la PSH presinaptica se resaltan en color
verde, genes asociados y parametros cuantales (pr; y numero de sitios de liberacion n) estan
indicados a la derecha. Mecanismos implicados en la PSH presinaptica se muestran en verde
claro. Note que los mecanismos se encuentran acoplados y que varios genes han sido vinculados
a mas de un parametro fisiologico. No todos los genes fueron testeados para todos los
parametros, y algunos de los mecanismos soélo fueron investigados bajo condiciones basales.
Tomado de Delvendahl & Miiller, 2019.
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Experimentos realizados en la unién neuromuscular de Drosophila ponen en evidencia
gue el ajuste homeostatico de la funcién presinaptica depende tanto del aumento de la
concentracion de Ca?* presinaptico, asi como un aumento en el nimero de VS
pertenecientes al RRP. Elingreso de Ca?* a la terminal presinaptica ocurre a través de
los canales de tipo Cav2.1, el Unico canal responsable de la transmisién sinptica en la
unién neuromuscular de Drosophila. Una mutacién en la subunidad a1, que es
responsable de la formacién del poro del canal, bloquea por completo los cambios
homeostaticos en la entrada de Ca?*y, por lo tanto, en la liberacién presinaptica del NT
(Frank et al., 2006). Es importante destacar que esta mutacion no afecta la entrada de
Ca?* a través del canal cuando se aumenta la concentracién extracelular de Ca?, ni
cuando se produce un ensanchamiento del PA. Notablemente, esta mutacion impide
especificamente que el canal responda de manera homeostatica para ajustar la

liberacidn presinaptica en funcion de la actividad del circuito (Muller & Davis, 2012).

En cuanto al numero de VS que integran el RRP, se ha observado que las proteinas
RIM y Rab3, presentes en la zona activa de la sinapsis, desempefian un papel crucial
en el ajuste homeostatico del reciclado de las vesiculas sinapticas. En particular, se ha
descubierto que la mutacion de la proteina RIM impide la modulacién homeostética de
la liberacidn presinaptica al afectar el RRP. Por otro lado, las proteinas Rab3 (pequefias
GTPasas presentes en las VS) y la proteina Rab3-GAP (proteina de desactivacion de
la GTPasa), estan involucradas en la regulacién del ciclo de las VS. Se ha reportado
gue la mutacién de Rab3-GAP bloquea la induccion y expresiéon de la PSH sin afectar
la transmisién sinaptica basal (Muller et al., 2011). Ademas de su interaccién con las
VS, las proteinas RIM también interactian con los canales de Ca?*. Sin embargo, se ha
observado que la regulacién homeostéatica de la entrada de Ca?* no se ve afectada en
los mutantes de RIM (Mdller et al., 2012). Esto sugiere que la PSH presinaptica requiere
de dos procesos separados: por un lado, la potenciacion de la entrada de Ca?* vy, por

otro lado, la modulacién del RRP dependiente de las proteinas RIM.

Asimismo, se evidencio que la expresion del transportador vesicular de glutamato de
tipo 1 (vGlutl) en la terminal presinaptica estd incrementada frente al bloqueo
prolongado de la actividad. Esto sugiere la posibilidad que mas alla del aumento en la
densidad de receptores postsinapticos y el nimero de VS en el RRP, las neuronas
podrian ademas cargar las VS con mas glutamato, potenciando ain mas este
mecanismo presinaptico homeostatico, aumentando la amplitud de los mMEPSCs (De
Gois et al., 2005; Wilson et al., 2005; Wojcik et al., 2004). La abundancia de vGlutl en

las VS se correlaciona directamente con la pr y se ajusta de forma compensatoria al
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modificar los niveles de actividad del circuito (Herman et al., 2014). Asi, los cambios en
los niveles presinapticos de vGlutl constituyen un mecanismo conciso para controlar la
eficacia cuantal de la transmisién sinaptica excitadora durante el refinamiento sinaptico
y los mecanismos de plasticidad (Wilson et al., 2005). Por otro lado, la reduccion de la
actividad excitadora o la privacion sensorial, producen un aumento en el nimero de
botones axonales y en el nimero de espinas dendriticas, y, de forma contraria, frente a
aumentos en la actividad neuronal el nimero de botones axonales y espinas dendriticas
disminuye (Yin & Yuan, 2015).

En humanos, la PSH presinaptica puede evidenciarse en pacientes con miastenia
gravis, una enfermedad autoinmune que produce debilidad muscular debido al nimero
reducido de receptores nicotinicos. Situaciones similares pueden observarse en otros
mamiferos, como ratas y ratones, e incluso en Drosophila. En todos los casos,
perturbaciones a nivel de los receptores postsinapticos desencadenan un aumento en
la liberacion de neurotransmisores que restauran las respuestas postsinapticas a los
niveles basales (Cull-Candy et al., 1980; J Plomp et al., 1992; Wang et al., 2010) (Figura
7).
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Figura 7. Plasticidad sinaptica homeostatica presindptica en la union
neuromuscular de Drosophila. (A) Esquema de la fenomenologia béasica de la PSH
presinaptica en la unién neuromuscular de Drosophila. Perturbaciones en los receptores de
neurotransmisores (1, medio, rojo) reduce la despolarizacién (flechas azules) con respecto a la
situacion control (izquierda). Esta perturbacién es sensada (2) causando sefializacion retrégrada
(3). La sefializacién retrograda incrementa la liberacion de neurotransmisores (4, vesicula
sinaptica verde), restaurando asi la despolarizacion postsinaptica, y por lo tanto la eficacia
sinaptica (derecha). (B) llustracién esquematica de los potenciales postsinapticos excitatorios
(EPSPs) durante la PSH presinaptica. Perturbaciones en los receptores de neurotransmisores
provoca una disminucién en la respuesta postsinaptica a la fusion espontanea de una Unica
vesicula sinaptica (trazado superior, mEPSP, flechas rojas) y en la amplitud de las respuestas

postsingpticas evocadas por PA (trazado inferior). Mecanismos homeostéaticos estabilizan la
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amplitud de los EPSP evocados a través de la modulacion de la liberacion de neurotransmisores
(trazado verde, derecha). (C) Relacion entre la liberacion de neurotransmisores (niumero de
vesiculas sinapticas por PA) requerido para mantener de forma precisa la amplitud de las
respuestas evocadas por PA a diferentes niveles de respuestas espontaneas. Note que la PSH
presinaptica es bidireccional (potenciacion y depresion presinapticas). Tomado de Delvendahl &
Muller, 2019.

Los cocultivos disociados neuronales prevalecen como el modelo experimental utilizado
en el estudio de la PSH, dado que brindan la oportunidad de explorar los mecanismos
moleculares que subyacen a los cambios homeostaticos de la funcion presinaptica a
nivel de sinapsis individuales facilmente identificables. Sin embargo, la ausencia de una
red neuronal tipica de cerebro intacto puede generar diferencias en algunos aspectos
gue se basen en patrones precisos de las conexiones sinapticas. Debido a esto, el uso
de modelos intactos in vivo y cultivos organotipicos de rodajas cerebrales que preservan
parcialmente la conectividad in vivo y sus propiedades, brindan un abordaje
complementario para comprender mejor los descubrimientos realizados en cultivos
celulares (Pozo & Goda, 2010). No obstante, su preservacion y la supervivencia celular

presentan grandes desafios.

Las proteinas que forman canales transmembrana, como las conexinas (Cxs) y
panexinas (Panxs), desempefian un papel crucial en la excitabilidad neuronal y, por lo
tanto, en la plasticidad sinaptica. Estas proteinas son ampliamente expresadas por las
neuronas y la glia, lo que permite la propagacion de ondas de Ca?* astrocitarias de
manera eficiente y el transporte de grandes moléculas como el ATP y glutamato a través
de la membrana celular entre el interior y el exterior celular (Dahl, 2015; Giaume et al.,
2013; Kang et al., 2008). El rol de los canales de Panxs en la plasticidad de Hebb ha
sido ampliamente estudiado (Ardiles et al., 2014; Bhat & Sajjad, 2021; Gajardo et al.,
2018; Stidkamp et al., 2021), sin embargo, su rol en la PSH presinaptica ha comenzado

a ser explorado solo recientemente por nuestro laboratorio (Rafael et al., 2020).

Canales de Panexina

Las panexinas (Panxs) poseen cuatro dominios transmembrana con dominios
citoplasmaticos N- y C-terminales y grupos cisteina en los dos bucles extracelulares
(Shestopalov & Panchin, 2008). En mamiferos, seis subunidades proteicas de Panxs
forman canales transmembrana llamados panexones. Estos operan fundamentalmente
como canales de membrana, ya que sus residuos glicosilados impiden el ensamblaje en
trans de dos panexones para formar una UH (Bruzzone et al., 2003) (Figura 8). Sin

embargo, este punto continda siendo controversial, ya que existen algunos reportes que
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indican la existencia de UH formadas por hemicanales de Panxl en sistemas de
sobreexpresion exdégena en ovocitos de Xenopus, o en células HelLa knock out para
Cx45y en la linea celular TC620 (Bunse et al., 2009; Palacios-Prado et al., 2022).

Figura 8. Organizacién estructural de

panexinas. Cada subunidad posee cuatro
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recuperada y modificada de Lapato & Tiwari-
Woodruff, 2017.

Los vertebrados expresan las panexinas 1-3, en particular, la Panxl se expresa
ubicuamente en el SNC de mamiferos, y forma panexones en neuronas piramidales del
hipocampo y astrocitos, los cuales se encuentran abiertos en ausencia de
despolarizacién presinaptica y a concentraciones fisiol6gicas de Ca?* (Barbe et al., 2006;
Bruzzone et al., 2003; Orellana et al., 2009; Panchin et al., 2000; Thompson et al., 2008).
Los canales de Panx1 presentan un poro central amplio que permite el pasaje de iones
y moléculas de gran tamafio (hasta 1,2 kDa) entre el citosol y el exterior celular,
brindando rutas de sefalizacion autécrina y paracrina (Dahl, 2015); siendo su alta
conductancia (~500 pS) no selectiva una via ideal para el pasaje de neurotransmisores
como el glutamato y el ATP (Bao et al., 2004; Iglesias et al., 2009; Locovei, Bao, et al.,
2006; Suadicani et al., 2012; Thompson, 2006; Xing et al., 2014). Estudios recientes
sefalan otro estado de baja conductividad (~ 68 — 74 pS) permeable a los aniones y sin
permeabilidad al ATP, con selectividad para los aniones de cloruro (Cl°), el cual es
activado de forma dependiente de voltaje (Ma et al., 2009). Se cree que los canales de
Panx1 presentan diferentes propiedades y estados conformacionales de acuerdo a las
condiciones de estimulacién, de forma tal que coexisten los canales de conductancia
pequefia con aquellos permeables al ATP o grandes colorantes (Chiu et al., 2018; Dahl,
2015).

Las vias de activacion de los canales de Panx1 incluye receptores purinérgicos (P2X4/7,

P2Y1/26), a-adrenérgicos y glutamatérgicos (receptores NMDA (NMDAR)) (Billaud et al.,

2011; Garré et al., 2010; Pelegrin & Surprenant, 2006; Thompson et al., 2008). Al ser
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activados mediante receptores purinérgicos, los canales de Panxl desempefian un
papel fisiol6gico en la regulacion de la liberacion de ATP, lo que se conoce como
“‘liberacion de ATP inducida por ATP”. Esta liberacién de ATP a través de panexones
promueve la apertura de nuevos canales de Panxl a través de la estimulacién de los
receptores purinérgicos, lo que genera un mecanismo de retroalimentacion positiva que
refuerza la sefial inicial producida por ATP (Isakson & Thompson, 2014; Orellana et al.,
2011). Ademas de los cambios en la apertura/cierre de los panexones mediados por
cambios en el voltaje de membrana y la activacion por receptores, modificaciones
postraduccionales generan cambios en la actividad y propiedades de los mismos. La
fosforilacion aumenta la apertura de los canales de Panxl1, promoviendo una mayor
liberacion de moléculas como el ATP, mientras que la desfosforilacion puede llevar al
cierre de los mismos (Lopez et al., 2020). Asimismo, la nitrosilacién, llevada a cabo por
Oxido nitrico, compuesto gaseoso que actlla como molécula de sefalizacién, también

promueve la apertura del canal (Lohman & Isakson, 2014; Penuela et al., 2014).

Thompson y colaboradores fueron los primeros en reportar la interaccion entre Panx1y
los receptores de glutamato de tipo NMDA. Observaron que Panxl se encontraba
activada en neuronas hipocampales aisladas en respuesta a la privacién de oxigeno y
glucosa, generando corrientes despolarizantes primarias y secundarias, provocando la
muerte neuronal (Thompson, 2006). Posteriormente, demostraron que la corriente
secundaria producida por la activacién de los NMDAR era suprimida disminuyendo la
expresion de Panxl (Panxl knockdown) o mediante la utilizacion de péptidos
bloqueantes de Panx1 (Thompson et al., 2008; Weilinger et al., 2012, 2013). Asimismo,
experimentos ex vivo en rodajas de hipocampo permitian desarrollar un estado
epiléptico mediante estimulacion de los NMDAR, disminuyendo la actividad neuronal a
través del bloqueo de los canales de Panx1 con ARN de interferencia, la aplicacion de
antagonistas especificos o utilizando animales Panx1 knockout (Panx1KO) (Dossi et al.,
2018; Santiago et al., 2011; Scemes et al., 2019; Shan et al., 2020; Thompson et al.,
2008). En conjunto, estas observaciones sugieren que la activacion de los NMDAR

genera la apertura de canales de Panx1 potenciando la sefializacion por NMDAR.

Tipicamente, la apertura de los panexones ha sido considerada deletérea,
observandose en condiciones patoldgicas como isquemia y produciendo muerte celular
excitotéxica (Bargiotas et al., 2011; Bond & Naus, 2014; Penuela, Harland, et al., 2014).
Sin embargo, recientemente se ha visto que la apertura de estos canales podria estar
vinculada a procesos fisiologicos, incluyendo la sefializacion paréacrina, a través de la

activacion de panexones y seguido de la liberacion de moléculas de ATP al espacio
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extracelular (Bennett & Zukin, 2004). A su vez, el ATP liberado puede actuar tanto en
neuronas como glia iniciando diferentes cascadas de sefializacion (Abudara et al., 2018;
Cheung et al., 2014).

Por otra parte, se ha reportado un rol esencial de Panx1 en el control de la induccion de
LTP utilizando rodajas de hipocampo provenientes de animales deficientes en Panx1.
Estos presentaban un aumento en la excitabilidad neuronal y una potenciacion temprana
y persistente de la LTP mediante una disminucién en los niveles de ATP extracelulary,
en consecuencia, una mayor activacion de los NMDAR postsinapticos. Estas
modificaciones ex vivo se acompafian de alteraciones in vivo en el comportamiento,
relacionadas al deterioro de la memoria espacial y el reconocimiento de objetos, asi
como de un incremento en la ansiedad (Gajardo et al., 2018; Prochnow et al., 2012).
Asimismo, se ha observado que el bloqueo de Panx1 no sélo altera la LTP, sino que
también altera la LTD de forma dependiente de la edad. De esta forma, el bloqueo o la
ablacion de Panx1 modifica el umbral para la induccion de LTD, impidiendo la induccion
de este tipo de plasticidad sindptica en animales adultos (Ardiles et al., 2014; Gajardo
et al., 2018). Sin embargo, el rol de esta proteina en la induccién y/o mantenimiento de
la PSH, solo ha comenzado a ser estudiada recientemente por nuestro laboratorio
(Rafael et al., 2020).
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Antecedes especificos

Experimentos llevados a cabo en nuestro laboratorio resaltan la importancia de las
células gliales en la induccién de la PSH presinaptica. En cocultivos neurogliales de
hipocampo de rata el tratamiento crénico con TTX (1uM, 24-36hs) promovié un aumento
compensatorio tanto en la funcién presinaptica como en la densidad de contactos
sinpticos excitadores (Figura 9) (Rafael et al., 2020). Sin embargo, el tratamiento
cronico con TTX de cocultivos enriquecidos en neuronas no fue capaz de inducir dichos
cambios homeostaticos presinapticos (Figura 9) (Rafael et al., 2020). Este resultado
pone en evidencia la importancia de las células gliales en la induccién y/o mantenimiento
de estos cambios homeostaticos presinapticos, y sugiere la liberacion de alguna

sustancia quimica gliotransmisora por parte de las células gliales.
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Figura 9. La ausencia de células gliales no permite el ajuste de la funcidén
presinaptica ni de la densidad de contactos sinapticos frente al tratamiento
crénico con TTX. Se realizaron cocultivos neurogliales (A & C) y cultivos enriquecidos en
neuronas (B & D) y se cuantifico la intensidad de fluorescencia asociada a vGlut-1 en cocultivos
tratados con TTX (1uM, 24-36hs) (A & B) y la densidad de contactos sinapticos excitadores (C &
D). Los datos fueron normalizados con respecto al control. Los nimeros dentro de las barras
refieren al nidmero de neuronas analizadas para cada condicién en cuatro experimentos
independientes. ** p<0,01. Two-tailed Student’s t-test.

Dado que los hemicanales de Cx43 son una de las proteinas transmembrana mas

expresadas a nivel astrocitario, y que las mismas se encuentran activas en nuestro
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modelo de PSH en el cual no existe despolarizacion presinaptica ni generacion del PA
presinaptico por accién de la TTX, sugerimos que estos hemicanales serian una posible
via de liberacién para estos gliotransmisores. Es asi que, cocultivos neurogliales fueron
tratados 15min previo y durante el tratamiento con TTX con GAP-19, un antagonista
especifico de hemicanales de Cx43. Se observé que el bloqueo de los hemicanales de
Cx43 evitd el ajuste homeostéatico de la funcidén presinaptica y de la densidad de
contactos sinapticos, lo cual si tuvo lugar frente al tratamiento crénico con TTX (Figura
10) (Rafael et al., 2020). Estos resultados sugieren que los gliotransmisores son liberado
a través de hemicanales de Cx43. Asimismo, experimentos preliminares sugieren que

ese gliotransmisor es el ATP (resultados no mostrados).
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Figura 10. El bloqueo de hemicanales de
Cx43 durante la induccién de la PSH
presinaptica. Cocultivos neurogliales fueron
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En conjunto, estos antecedentes sugieren que los cambios presinapticos que tienen
lugar durante la PSH son dependientes del ATP liberado por hemicanales de Cx43

expresados por las células gliales.
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Hipotesis

Teniendo presente este escenario de ausencia de despolarizacion presinaptico y, por lo
tanto, de PA presinaptico por el tratamiento crénico con TTX, postulamos que ocurrira
una mayor activacion de canales de Panxl neuronales incrementando la fuerza
sinaptica del circuito. Esto podria involucrar un incremento en la disponibilidad de Ca?*

presindptico y del pool de vesiculas de reciclaje en neuronas. Asimismo, la densidad de

contactos sinapticos del circuito podria verse incrementado.

Objetivo general

Analizar el rol de los canales de Panxl en el ajuste homeostético de la funcién

presinaptica.

Objetivos especificos

1. Determinar la relevancia relativa de los canales de Panx1 neuronales y
gliales en el ajuste homeostatico de la funcién presinaptica.

2. Analizar la implicancia de los canales de Panx1 neuronales en la funcién
presinaptica dependiente de actividad.

3. Analizar cambios en la permeabilidad de los canales de Panx1 durante la
PSH.
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Materiales y métodos

Uso de animales y consideraciones éticas: Para cumplir con estos objetivos, se

realizaron cocultivos disociados de hipocampo de ratones C57BL/6 wild type o knock
out globales para Panxl (Panx1KO; Genentech, US) a dia postnatal 0-1 (P0O-P1). Los
animales fueron sacrificados mediante decapitacién, realizando todos los esfuerzos
para minimizar tanto el numero de animales empleados como su sufrimiento. El
protocolo de experimentacion para este proyecto fue aprobado por la Comision de Etica
en el Uso de Animales (CEUA), numero 070151-500052-21, titulado: "Obtencion de

cocultivos neurona-glia a partir del hipocampo de ratén neonato".

Preparacion de placas de cocultivo: Las células fueron sembradas en cubreobjetos de

vidrio (12mm) tratados con &cido nitrico overnight, lavados 20 veces con agua
deionizada y 15 veces con etanol al 95-99%, y almacenados en esta solucion hasta ser

utilizados.

Los cubreobjetos tratados se colocaron en placas de cultivo de 24 pocillos y fueron
tratados con una solucién de acido acético (3mM), colageno de cola de rata (23%), poli-
D-lisina (20pg/ml, Sigma) disueltos en agua. Posteriormente, recibieron luz UV durante

25 minutos para su esterilizacion.

Obtencién de células de hipocampo: Una vez sacrificados los animales neonatos por

decapitacion, en una cadmara de flujo laminar se extrajo el cerebro y se coloc6 en medio
de diseccién compuesto por HBSS (Hanks Balanced Salt Solution, Gibco) + HEPES
(10mM, Sigma) a 4°C. Se disecciond el hipocampo y se introdujo en 3ml de una solucion
enzimatica incluyendo: papaina (20 unidades, Sigma), EDTA (0,5mM), CaCl. (1,5mM),
L-cisteina (0,2mg/ml) y DNAsa (0,1mg/ul). Se incub6 durante 18 minutos a 37°C y luego
se realizaron dos lavados con medio de glia BME (Basal Medium Eagle, Gibco),
suplementado con glucosa (16mM, Sigma), suero bovino fetal (FBS, 10%, Gibco),
piruvato de sodio (1mM, Gibco), HEPES (0,01 M, Sigma), y penicilina/estreptomicina
(100U/ml; 100ug/ml, Gibco). El tejido se disgregd mecénicamente en 1ml de medio de
neurona NB (Neurobasal, Gibco), suplementado con glucosa (34mM), B2z (2,5%; Gibco),
glutamax (2mM, Gibco) y penicilina/estreptomicina (100U/ml; 100ug/ml; Gibco). El
volumen se llevé a 5 ml para luego centrifugar durante 5 minutos a 1000 revoluciones

por minuto (RPM).

Preparacion de monocapas gliales: El pellet obtenido en el apartado anterior se

resuspendié con medio de glia y se incub6 en una botella (25 cm?) a 37°C, 5% CO, y

95% O, durante 7-14 DIV, hasta la formacion de una monocapa confluente.
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Posteriormente, las células se lavaron con PBS, se incubaron durante 1 minuto en 2 ml
de tripsina (Trypsin-EDTA 0,05%, Gibco) y se lavaron con 3 ml de medio de glia
suplementado. Luego se centrifugaron (5 min, 1000 RPM) y resuspendieron en 2 ml de
medio de glia, y se contaron en la cAmara de Neubauer. Se sembraron entre 4 — 6 x103
células por pocillo en placas multiwell de 24 pocillos con medio de glia, se incubaron a
37°C en estufa de cultivo con un aporte de 95% de O,y 5% CO,. Experimentos previos
realizados en nuestro laboratorio muestran que nuestras monocapas gliales estan

compuestas por un 79% de astrocitos, 19% de microglia y un 2% de oligodendrocitos.

Cultivos neuronales: Cuando la glia sembrada en los cubreobjetos alcanzé un estado

de confluencia (aproximadamente del 60-70%) se sembraron neuronas sobre ésta. En
este caso, el pellet obtenido anteriormente se resuspendié en 2 ml de medio de neurona.
Siguiendo el protocolo previamente descripto las células se contaron utilizando la
camara de Neubauer y azul de tripan (5%) para identificar las células muertas. Se
plantaron 3.5 — 4.5 x10* células por pocillo y se incubaron a 37°C en estufa de cultivo

con 5% CO2y 95% O, durante 14-15 dias en medio de neurona.

Combinacion de cocultivos: Se crearon cuatro combinaciones de cocultivos
neurogliales. a) cocultivos Panx1KO, donde la monocapa de células gliales y la
poblacién neuronal derivaron del hipocampo de ratones neonatos knock-out para la
Panx1; b) cocultivos glia Panx1KO/neuronas WT, donde la monocapa glial derivé de
ratones neonatos knock-out para la Panxl y la poblacion neuronal sembrada
posteriormente provino del hipocampo de animales control; c¢) glia WT/neuronas
Panx1KO, cocultivos donde la monocapa glial derivd del hipocampo de animales no
manipulados genéticamente y la poblacion neuronal sembrada a posteriori derivo del
hipocampo de ratones neonatos knock-out para la Panx1; y d) cocultivos WT, derivados

de animales no manipulados genéticamente que fueron utilizados como control.

Pasadas 24-48 horas desde la siembra de las neuronas, los cocultivos se trataron con
el antimitético citosina-B-D arabinofuranésido (AraC, 4 uM) para evitar el crecimiento

excesivo de células gliales.

Induccién de la PSH: Transcurridos 14-15 DIV los cocultivos se trataron con TTX

(tetrodotoxina, 1 um, Tocris), bloqueante especifico de los canales de Na* dependientes
de voltaje, durante 24-36 horas (salvo excepciones especificadas) para inducir la PSH,
y cocultivos no tratados fueron utilizados como control de la funcién sinaptica basal
(Murthy et al., 2001; Thiagarajan et al., 2005; Vitureira & Goda, 2013).
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Farmacologia: Los cocultivos fueron tratados luego de 14-15 DIV con BzATP (benzoil
ATP, 10 uM, 24-36hs), agonista especifico de los receptores purinérgicos del tipo P2X7;
y probenecid (500 uM, 15 min previo y durante el tratamiento con TTX), un antagonista

especifico de los canales de Panx1.

Inmunocitoquimica: Los cocultivos se fijaron utilizando una solucién conteniendo 4% de

paraformaldehido (PFA) en PBS luego de transcurridas 24-36 horas desde la induccion
de la PSH con TTX. Posteriormente, se realizaron ensayos de inmunocitoquimica donde
las células se lavaron dos veces con PBS y una vez con PBS-0,1% tritén e incubaron
durante 30 minutos en una solucién conteniendo 10% suero fetal bovino (FBS) y glicina
(0,2 M) en PBS-0,1% tritbn a temperatura ambiente (RT). Se realizaron dos lavados con
PBS-0,1% tritdn e incubd durante 2 horas en una solucion con 5% de FBS, PBS-0,1%
tritn y los anticuerpos primarios que se detallan en la Tabla 1. A continuacion, se lavé
3 veces con PBS-0,1% tritdn durante 5 minutos y se incubé durante una hora con los
anticuerpos secundarios detallados en la Tabla 1. Posteriormente, fueron lavados con
PBS-0,1% tritobn durante 5 minutos y por dltimo se lavaron 3 veces con PBS durante 5
minutos. Los cubreobjetos se montaron a portaobjetos utilizando FluoromountTM
(Sigma- Aldrich).

Marcaje in vitro live de sinaptotagmina-1: Para los experimentos de captacién del
anticuerpo anti-sinaptotagmina-1 (Stgl), se utilizé el protocolo descripto en Vitureira et
al., 2011. Enresumen, se coloc6 cada cubreobjeto con el cocultivo neuroglial dentro de
una camara de estimulacion (RC-49MFSH Cat: 64-1725, Warner Instruments)
conectada a un estimulador eléctrico (GRASS SD9), y mediante estimulacién de campo
se estimul6 a las neuronas con 600 PA a 10 Hz en presencia de un anticuerpo policlonal
de conejo contra el dominio luminal de la Stgl, diluido en solucion de bafio externo
(EBS) conteniendo (en mM): 137 NacCl, 2 CaCl,, 2 MgCl;, 10 D-glucosa, 5 HEPES, 0,001
glicina a RT (23-26 °C). Luego de dos lavados con EBS, las células se fijaron en una

solucion de PBS con 4% de PFA como fue descripto anteriormente.

Captacion in vitro live de bromuro de etidio: Cocultivos neurogliales fueron expuestos a
una solucién de bromuro de etidio (BrEt, 2,5 uM) durante 15 minutos en el medio de
cultivo NB suplementado a 37°C con 5% CO; y 95% O,. Luego de dos lavados con

medio NB las células se fijaron con PFA al 4% en PBS.

Imagenologia de calcio: Para evaluar cambios en los niveles de Ca?* citosélico, se utilizé

la pequefia molécula fluorescente Fluo-4-AM (Invitrogen; Cat: F14201) (Justet, 2019).

Para preparar el reactivo, cada vial de Fluo-4-AM fue reconstituido en 50 pl de DMSO,
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dando lugar a una solucién stock 1 pg/ul. Los cocultivos neurogliales fueron incubados
en una solucién de EBS conteniendo 0,01% de &cido plurénico y 1x107 ug/ml de Fluo-
4-AM durante 30 minutos a 37°C en estufa con 5% CO. y 95% O.. Luego de dos lavados

con EBS, las células fueron montadas en una camara fabricada en el laboratorio.

Tabla 1. Detalle de los anticuerpos primarios y secundarios utilizados en los ensayos de

inmunocitoquimica.

i Teid i Descripcion
Anticuerpo Especie Diluciobn Referencia
Synaptic Transportador  vesicular  de
: . glutamato 1; marcador
anti vGlutl Conejo 1:7000 Systems esindtico
#135303
Synaptic Proteina Homerl; marcador
anti Homer1 Raton 1:500 Systems postsinaptico
#160011
Proteina asociada a los
i Pollo 1:1000 AT microtibulos 2; marcador de
anti MAP2 #ab5392 dendritas y soma neuronal
Alomone Reconoce canales de panexina-
anti Panxl Conejo 1:200 sacc.0zs 1
i Reconoce canales de conexina
anti conexina Conejo 1:100 (PG
#71-0700 *
43
anti Synaptic Reconoce la proteina del
. ) i . complejo SNARE
sinaptotagmina- Conejo 1:100 Systems inaptotagrina L
1 # 105 103
Sigma Proteina glial fibrilar &cida,
anti- GFAP-Cy3 Rl 1:1000 #C9205 conjugado al fluorocromo Cy3
Jackson , . ,
Anticuerpo secundario anti-pollo
DyLight 649 Pollo 1:300 #103-495- conjugado a DyLight 648
155
) Anticuerpo  secundario  anti-
Conejo 1:500 Invitrogen conejo conjugado a Alexa Fluor
Alexa Fluor 488 #A-11070 488
Invitrogen  Anticuerpo secundario anti-ratén
Alexa Fluor 568 Raton 1:500 #A10037 conjugado a Alexa Fluor 568
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Andlisis de imagenes vy estadistica: Se adquirieron imagenes usando el microscopio

confocal (modelos Zeiss Axio Observer ZM 800 o Leica TCS SP5Il). Se analiz6 la
fluorescencia derivada de hacer una proyecciébn maxima de entre 8-18 stacks de
imagenes confocales consecutivas a intervalos de 1 um por cada experimento. Estas
condiciones de adquisicion de imagenes se mantuvieron constantes dentro del mismo
experimento. Las imagenes se analizaron con el software libre FIJI (Fiji Is Just ImageJ).
Para cuantificar la sefial asociada al anticuerpo primario vGlutl, se identificaron sinapsis
individuales mediante la colocalizacién parcial o total del marcador presinaptico vGlutl
y el marcador postsinaptico Homerl, sobre una dendrita positiva para el marcador del
citoesqueleto neuronal MAP2. Los valores se promediaron por neurona y se extrajo la
sefal de fondo (regiones sin puntos), normalizando los valores frente al control de cada
experimento individual. La densidad de contactos sinapticos se cuantificé dentro de las

primeras 30um desde el soma, y se promediaron los valores obtenidos por neurona.

Para cuantificar la sefial asociada al anticuerpo anti Cx43, se promediaron valores para
el &rea y el numero de puntos inmunorreactivos para Cx43 por campo de imagen
(144,88 x 144x88um; area de la imagen 20.990um?), a partir de la proyecciéon maxima
de fluorescencia de entre 8-24 stacks de imagenes confocales consecutivas a intervalos
de 1 um por cada experimento. Los valores fueron normalizados con respecto al control

en cada experimento individual.

Para cuantificar la sefial asociada a Stgl, se midi6 la fluorescencia de puntos
individuales positivos para Stgl a partir de 8-24 stacks de imagenes confocales
consecutivas adquiridas cada 1 um en cada experimento, promediando dichos valores
de fluorescencia por neurona y extrayendo la sefial de fondo (regiones sin marcaje).
Asimismo, los valores fueron normalizados con respecto al control en cada experimento
individual. Nuestro andlisis se limitd a los puntos localizados dentro de células MAP2

positivas.

Para cuantificar la sefial asociada a BrEt, se adquirieron imagenes por microscopia
confocal y se realiz6 la proyeccidbn méaxima de fluorescencia de entre 20-36 stacks de
imagenes consecutivas adquiridas cada 1 pm por cada experimento. Se defini6 como
region de interés el cuerpo neuronal y el ndcleo astrocitario, promediando valores por
célula, y normalizando los valores con respecto al control de cada experimento

individual.

Para cuantificar la sefial asociada a Fluo-4-AM, se adquirieron en cada experimento

entre 40-80 imagenes utilizando el microscopio de epifluorescencia Nikon Eclipse E 600
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de nuestro laboratorio. Se delimitaron los somas neuronales como regiones de interés,
y se midio6 la fluorescencia dentro de estas regiones. Se promediaron los valores por
neurona y se normalizaron los valores con respecto a la situacién control en cada

experimento individual.

Se realiz6 el t-test no pareado para comparar dos condiciones experimentales distintas
debido a que se trata de muestras de una poblacion que se ajusta a una distribucién
normal y contamos con dos grupos de muestras aleatorias e independientes; y el One-
Way ANOVA para comparar la media de tres 0 mas condiciones independientes. Para
esto, se utilizo el software GraphPad Prism 5. Los resultados se expresan como la media
+ el error estandar de la media. En todos los casos, se realizaron al menos tres

experimentos independientes.
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Panx1KO

Resultados

Cultivos neurogliales de hipocampo de ratones Panx1KO no expresan la proteina
Panx1

En primer lugar, se procedio a verificar la ausencia de expresion de Panx1 en los ratones
Panx1KO, con el fin de validar este modelo experimental. Para esto, se realizaron
ensayos de inmunocitoquimica en cultivos neurogliales de hipocampo a los 14-15 DIV,
utilizando anticuerpos especificos anti Panx1 (Figura 11 A & E); MAP2, para identificar
neuronas (Figura 11 C & G); y GFAP, para identificar astrocitos (Figura 11 B & F).
Posteriormente, se adquirieron imagenes por microscopia confocal, las cuales en
concordancia con otros estudios revelaron un marcaje punteado para Panxl tanto en
neuronas como en astrocitos (Figura 11 A & D), siendo el mismo mas intenso en las
neuronas con respecto a lo observado en los astrocitos (Rafael et al., 2020; Vogt et al.,
2005; Zoidl et al., 2007). La Panx1 se expresa tanto en el cuerpo celular como a lo largo
del arbol dendritico. Sin embargo, no se observé marcaje contra Panxl tanto en
neuronas como en astrocitos provenientes de ratones Panx1KO (Figura 11 E & H). Asi,

verificamos la normal expresion y distribucion de Panx1 en nuestros animales WT, y su

ausencia en ratones Panx1KO.

Figura 11: No se evidencia marcaje contra Panx1 en animales Panx1KO. Imagenes

representativas de cocultivos neurogliales control fijados a 14-15 DIV en animales WT (A-D) y
Panx1KO (E-H). Se realiz6 un triple marcaje contra canales de Panx1 (A & E, verde); GFAP para
evidenciar los procesos astrogliales (B & F, rojo); y MAP2 un marcador del citoesqueleto neuronal

(C &G, gris). En D & H se muestra el merge de los tres marcadores. No hay marcaje para canales
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de Panx1 en neuronas ni en células gliales en cocultivos provenientes de animales Panx1KO,

pero si lo hay en los cocultivos WT. Escala: 24pm.

Canales de Panx1y su papel en el ajuste homeostatico de la fuerza sinaptica

Con el propésito de determinar la importancia relativa de los canales de Panx1 gliales y
neuronales en el ajuste homeostatico de la funcion presinaptica, se llevaron a cabo
experimentos utilizando células provenientes de ratones C57BL/6 WT o Panx1KO. De
esta forma, se estimaron cambios en la funcibn presinaptica mediante
inmunocitoquimica contra vGlutl sinaptico, ya que su abundancia se correlaciona de
forma directa con la pry se ajusta de forma compensatoria frente a cambios cronicos en
la actividad sinaptica (Mutch et al., 2011; Wilson et al., 2005). Se cuantificé la intensidad
de fluorescencia asociada a vGlutl en sinapsis individuales y la densidad de contactos
sinpticos positivos para vGlutl (vGlutl+). En ambos casos, los contactos sinapticos
excitadores fueron identificados por la presencia de una colocalizacion total o parcial del
marcador presinaptico (vGlutl) y postsinaptico (Homerl) en dendritas identificadas con
el marcador del citoesqueleto neuronal MAP2. Asimismo, se utilizaron distintas
combinaciones de cocultivos: cocultivos WT, donde tanto las neuronas como la
monocapa de células gliales provienen de ratones WT; cocultivos WT + PBD, donde
neuronas y glia derivaron de animales WT pero son tratados farmacolégicamente con
Probenecid (PBD, antagonista especifico de Panx1; 500uM, 15 minutos previo y durante
el tratamiento con TTX); cocultivos Panx1KO, donde tanto las células gliales como las
neuronales fueron obtenidas de animales Panx1KO; cocultivos glia Panx1KO/neuronas
WT, donde la monocapa glial se origind6 de animales Panx1KO mientras que las
neuronas procedieron de animales WT; y cocultivos glia WT/neuronas Panx1KO, donde
la monocapa glial provino de animales WT mientras que las neuronas fueron obtenidas

de animales Panx1KO.

En concordancia con reportes previos (Rafael et al.,, 2020; Wilson et al., 2005), se
observé un aumento en la intensidad de fluorescencia asociada a vGlutl en los
cocultivos WT tratados con TTX en comparacion con cocultivos control sin tratar (Figura
12A,E&I) (TTX: 1,41 £ 0,35; control: 1,00 = 0,15; p<0,0001). De igual modo, ante el
bloqueo prolongado de la actividad del circuito con TTX, se observd un aumento
significativo en la densidad de contactos sinapticos con respecto a cocultivos sin
tratamiento (Figura 12 J) (TTX: 11,03 + 1,69; control: 6,46 + 1,81; p<0,0001).
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Figura 12: Se produce un aumento compensatorio en la funcién presinapticay en
la densidad de contactos sinapticos de cocultivos WT luego de un periodo de
silenciamiento prolongado de la actividad sinaptica. Imagenes representativas de
cocultivos WT control (A-D) y tratados con TTX (1uM, 24-36hs) (E-H). Se realizé un triple marcaje
contra vGlutl (verde, A, E), Homerl (rojo, B, F), y MAP2 (azul, C, G). (D, H) Combinacion de las
imagenes A-C y E-G, respectivamente. Escala: 24um. Se muestra con mayor magnificacion la
region sefialada con un cuadrado en la parte inferior de cada imagen, escala: 4um. (I) Gréfico de
barras que muestra la cuantificacién de la intensidad de fluorescencia asociada a vGlutl en
cocultivos WT tratados con TTX y control. Los datos se hormalizaron con respecto al control. (J)
Cuantificacién de la densidad de sinapsis normalizada a 30um en condiciones control y frente al
tratamiento con TTX. Los nimeros dentro de las barras refieren al nimero de neuronas

analizadas para cada condicion en cuatro experimentos independientes. Las flechas indican
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botones sindpticos donde existe colocalizacion parcial o total entre vGlutl y Homerl. ***

p<0,0001. Two-tailed Student’s t-test.

Al analizar la intensidad de fluorescencia asociada a vGlutl en cocultivos WT + PBD,
no se evidencié el aumento compensatorio en los cocultivos tratados con TTX al
bloquear farmacolégicamente los canales de Panx1, obteniendo valores similares a los
hallados en cocultivos control (Figura 13 A, 1 & M) (TTX + PBD: 0,99 + 0,07; control: 1,00
+ 0,08; p>0,05). Sin embargo, la induccion de PSH tuvo lugar, dado que el tratamiento
Unicamente con TTX si produjo un aumento significativo en la intensidad de
fluorescencia asociada a vGlutl (Figura 13 A, E & M) (TTX: 1,40 £ 0,17; control: 1,00 +
0,13; p<0,0001). A su vez, no se evidencié un aumento compensatorio en la densidad
de contactos sinapticos frente al tratamiento prolongado con TTX en presencia de PBD,
pero si fue posible observar este ajuste homeostético frente al tratamiento con TTX
(Figura 13 A,E,1&N) (TTX +PBD: 7,46 £1,24; TTX: 11,03 + 1,69; control: 7,63 + 1,11;
p>0,05 y p<0,0001 respectivamente). Estos resultados sugieren que los canales de
Panx1 gliales y/o neuronales son necesarios para el ajuste compensatorio en la funcién

presinaptica frente a un periodo de inactividad prolongada del circuito.

Para nuestra sorpresa, en los cocultivos Panx1KO se detectd un incremento significativo
en la intensidad de fluorescencia asociada a vGlutl sinaptico frente al silenciamiento
prolongado del circuito con TTX, en comparacion con cocultivos control (Figura 14 A, E
&) (TTX: 1,40 £ 0,17; control: 1,00 £ 0,16; p <0,0001), sugiriendo que podriamos estar
frente a alglin mecanismo de compensacién, dado que estas observaciones discrepan
con las que se evidenciaron frente al bloqueo farmacoldgico de Panx1. Sin embargo, no
se constatd un incremento en la densidad de contactos sinapticos en los cocultivos
tratados con TTX en comparacion con cocultivos sin tratar (Figura 14 J) (TTX: 6,41 +
2,82; control: 6,75 + 2,51; p>0,05). Asi, este presunto mecanismo de compensacion
seria parcial, dado que el mismo seria capaz de compensar la funcion presinaptica
mediante el ajuste homeostatico en la abundancia de vGlutl sinaptico (Figura 14 1), pero

no asi en la formacion y/o estabilizacion de los contactos sinapticos (Figura 14 J).
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Figura 13: El blogueo farmacoldgico de los canales de Panx1 previno el aumento
compensatorio de la funcidn presinaptica y la densidad de contactos sinapticos
frente al silenciamiento prolongado del circuito. Imagenes representativas de cocultivos

control (A-D), tratados con TTX (1uM, 24-36hs) (E-H), y tratados con PBD (500uM) 15 minutos

previo y durante el tratamiento con TTX (I-L). Se realizé un triple marcaje contra vGlutl (verde,
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TTX

A, E, ), Homerl (rojo, B, F, J), y MAP2 (azul, C, G, K). (D, H, L) Combinacion de las imagenes
A-C, E-G e I-K, respectivamente. Escala: 24pm. Se muestra con mayor magnificacién la region
sefialada con un cuadrado en la parte inferior de cada imagen, escala: 4um. (M) Gréfico de barras
donde se muestra la cuantificacion de la intensidad de fluorescencia asociada a vGlutl en
cocultivos tratados con TTX, TTX + PBD y control, datos normalizados con respecto al control.
(N) Cuantificacién de la densidad de sinapsis normalizada a 30um en condiciones control y frente
al tratamiento con TTX y TTX + PBD. Los numeros dentro de las barras refieren al nimero de
neuronas analizadas para cada condiciéon en cuatro experimentos independientes. Las flechas

indican botones sinapticos donde existe colocalizacién parcial o total entre vGlutl y Homerl. ***

p<0,0001; ns, no estadisticamente significativo. One way ANOVA, post-hoc Tukey.
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Figura 14: La ausencia de canales de Panx1 gliales y neuronales no permite el

ajuste compensatorio en la densidad de contactos sinapticos, pero si de la
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funcidon presinaptica. Imagenes representativas de cocultivos Panx1KO control (A-D) y
tratados con TTX (1uM, 24-36hs) (E-H). Se realiz6 un triple marcaje contra vGlutl (verde, A, E),
Homerl (rojo, B, F), y MAP2 (azul, C, G). (D, H) Combinacion de las imagenes A-C y E-G,
respectivamente. Escala: 24um. Se muestra con mayor magnificacion la region sefialada con un
cuadrado en la parte inferior de cada imagen, escala: 4um. (I) Cuantificacion de la intensidad de
fluorescencia asociada a vGlutl en cocultivos Panx1KO tratados con TTX y sin tratamiento, datos
normalizados con respecto al control. (J) Cuantificacion de la densidad de sinapsis normalizada
a 30um en condiciones control y frente al tratamiento con TTX. En ambos casos la linea punteada
representa la situacion control. Los nimeros dentro de las barras refieren al nimero de neuronas
analizadas para cada condicién. Las flechas indican botones sinapticos donde existe
colocalizacién parcial o total entre vGlutl y Homerl. *** p<0,0001; ns, no estadisticamente

significativo. Two-tailed Student’s t-test.

Con el fin de diferenciar la implicancia de los canales de Panxl1 neuronales y gliales, y
teniendo en cuenta que los agentes farmacoldgicos bloquean los canales presentes en
ambos tipos celulares, se analizaron variaciones en la funcion sinaptica en cocultivos
glia Panx1KO/neuronas WT. De esta forma, se evidencié un aumento significativo en la
intensidad de fluorescencia asociada a vGlutl en los cocultivos tratados con TTX, en
comparacion con cocultivos control (Figura 15 A, E & 1) (TTX: 1,20 + 0,29; control: 1,00
+ 0,16; p <0,0001). No obstante, en esta configuracion de cocultivos, no se constataron
variaciones significativas en la densidad de contactos sinapticos entre los cocultivos
tratados con TTX y los cocultivos control (Figura 15 J) (TTX: 6,93 + 3,24; control: 7,76
3,12; p>0,05). Esto parece indicar que los canales de Panx1 gliales son necesarios en
el ajuste homeostatico de la densidad de contactos sinapticos, pero no son necesarios

para el ajuste homeostatico de la funcion presinaptica.

Por dltimo, en cocultivos glia WT/neuronas Panx1KO no se evidenciaron cambios
estadisticamente significativos en la intensidad de fluorescencia asociada a vGlutl
sinaptico entre cocultivos silenciados de forma prolongada con TTX y cocultivos sin
tratar (Figura 16 A, E, & I) (TTX: 0,96 + 0,18; control: 1,00 = 0,19; p>0,05). Asimismo,
tampoco se detectaron variaciones estadisticamente significativas en la densidad de
contactos sinapticos entre cocultivos tratados con TTX y cocultivos control (Figura 16 J)
(TTX: 5,60 £ 2,31; control: 5,16 = 1,72; p>0,05). Esto sugiere que los canales de Panx1
neuronales son imprescindibles para el ajuste homeostético tanto de la abundancia de

vGlutl sindptico como en la densidad de contactos sinépticos.

En conjunto estos resultados sugieren la existencia de un rol esencial de los canales de

Panx1 gliales y neuronales para el control homeostatico de la densidad de contactos
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singpticos, mientras que Unicamente los canales de Panxl neuronales son

fundamentales para el control homeostético de la funcién presinaptica.
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Figura 15: La ausencia de la Panx1 glial permite el ajuste homeostéatico de la
funcidn presingptica, pero no aside ladensidad de contactos sinapticos. Imagenes
representativas de cocultivos glia Panx1KO/neuronas WT sin tratamiento (A-D) y tratados con
TTX (1uM, 24-36hs) (E-H). Se realiz6 un triple marcaje contra vGlutl (verde, A, E), Homer1l (rojo,
B, F), y MAP2 (azul, C, G). (D, H) Combinacién de las imagenes A-C y E-G, respectivamente.
Escala: 24um. Se muestra con mayor magnificacion la region sefialada con un cuadrado en la
parte inferior de cada imagen, escala: 4um. (I) Cuantificacién de la intensidad de fluorescencia
asociada a vGlutl en cocultivos glia Panx1KO/neuronas WT tratados con TTX y sin tratamiento,
datos normalizados con respecto al control. (J) Cuantificacién de la densidad de sinapsis
normalizada a 30um en condiciones control y frente al tratamiento con TTX. En ambos casos la

linea punteada representa la situacioén control. Los nimeros dentro de las barras refieren al
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namero de neuronas analizadas para cada condicion. Las flechas indican botones sinapticos
donde existe colocalizacién parcial o total entre vGlutl y Homerl. ***p<0.0001; ns, no

estadisticamente significativo. Two-tailed Student’s t-test.
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Figura 16: La ausencia de canales neuronales de Panxl previno el ajuste

homeostatico de lafuncion presinaptica y de la densidad de contactos sinapticos.
Imagenes representativas de cocultivos glia WT/neuronas Panx1KO sin tratamiento (A-D) y
tratados con TTX (1uM, 24-36hs) (E-H). Se realiz6 un triple marcaje contra vGlutl (verde, A, E),
Homerl (rojo, B, F), y MAP2 (azul, C, G). (D, H) Combinacién de las imagenes A-C y E-G,
respectivamente. Escala: 24um. Se muestra con mayor magnificacion la region sefialada con un
cuadrado en la parte inferior de cada imagen, escala: 4um. (I) Cuantificacion de la intensidad de
fluorescencia asociada a vGlutl en cocultivos glia WT/neuronas Panx1KO tratados con TTX y

cocultivos sin tratamiento, datos normalizados con respecto al control. (J) Cuantificacion de la
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densidad de sinapsis normalizada a 30um en condiciones control y frente al tratamiento con TTX.
En ambos casos la linea punteada representa la situacion control. Los nameros dentro de las
barras refieren al nUmero de neuronas analizadas para cada condicion. Las flechas indican
botones sinapticos donde existe colocalizacion parcial o total entre vGlutl y Homerl. ns, no
estadisticamente significativo. Two-tailed Student’s t-test.

No se observan cambios en la expresion de Cx43 en células gliales provenientes
de animales Panx1KO

Teniendo en cuenta que la Cx43 es la isoforma de las Cxs mas ampliamente expresada
en células gliales, y que los astrocitos llevan a cabo importantes funciones como la
remocién de glutamato y K* durante la actividad sinptica, la modulaciéon de la
excitabilidad neuronal, la pr y la insercion de receptores AMPA en el hipocampo
(Pannasch et al., 2011), sospechamos que quizas frente a la ausencia de Panx1 glial,
se desencadene un mecanismo compensatorio mediado por Cx43 astrocitaria. Asi, se
estudio si existian variaciones en la expresién Cx43 en células gliales en los cocultivos
Panx1KO vy glia Panx1KO/neuronas WT, dado que estos cultivos son capaces de
realizar el ajuste homeostético en la funcion presinptica a pesar de no poseer canales

de Panxl1 gliales, lo cual no ocurre en los cocultivos WT + PBD.

De esta forma, se realizaron ensayos de inmunocitoquimica contra Cx43 en cocultivos
neurogliales glia Panx1KO/neuronas WT y cocultivos Panx1KO (Figura 17 A & D; Figura
18 A & D); GFAP, gue identifica la proteina glial fibrilar acida de los astrocitos (Figura 17
B & E; Figura 18 B & E); y DAPI, un marcador de los nucleos celulares (Figura 17 C &
F;, Figura 18 C & F). Se cuantificoé tanto el area como el niumero de puntos
inmunorreactivos para Cx43 por campo (en imagenes de 144,88x144,88um;
20.990um?), en cocultivos tratados con TTX (1uM, 24-36hs) y cocultivos sin tratamiento

como control de la expresién basal de Cx43.

Se evidencio que frente a la supresion prolongada de la actividad del circuito con TTX,
no se produjeron cambios en el numero ni en el area de puntos inmunorreactivos para
Cx43 en cocultivos Panx1KO, en comparacién con cocultivos sin tratamiento (Figura 17
| & J) (nimero de puntos inmunorreactivos para Cx43 con TTX: 1,02 £ 0,22; control: 1,0
+ 0,27; p>0,05; area inmunorreactiva para Cx43 con TTX: 0,93 + 0,3; control: 1,00 +
0,11; p>0,05).
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Figura 17: Cocultivos Panx1KO no presentan cambios en la expresidon de Cx43.

Imagenes representativas de cocultivos Panx1KO sin tratamiento (A-C & G) y tratados con TTX
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(1M, 24-36hs) (D-F & H). Se realiz6 un triple marcaje contra Cx43 (verde, A, D), GFAP (rojo, B,
E), y DAPI (azul, C, F). (G, H) Combinacion de las imagenes A-C y D-F, respectivamente. Escala:
24um. Se muestra con mayor magnificacion la region sefialada con un recuadro en la parte
inferior de las imagenes G & H, escala: 4um. (I-J) Graficos de barras que muestran la
cuantificacion del namero (1) y el area (J) de puntos inmunorreactivos para Cx43 por campo en
cocultivos tratados con TTX y cocultivos sin tratamiento. Los datos se normalizaron respecto al
control. Los numeros dentro de las barras refieren al nimero de neuronas analizadas para cada

condicién. ns, no estadisticamente significativo. Two-tailed Student’s t-test.

Los mismos resultados fueron obtenidos en los cocultivos glia Panx1KO/neuronas WT,
donde el numero y el area de puntos asociados a Cx43 no presenté cambios frente al
silenciamiento de la actividad del circuito con TTX en comparacién a cocultivos sin tratar
(Figura 18 | & J) (nimero de puntos inmunorreactivos para Cx43 con TTX: 0,99 £ 0,1;
control: 1,00 £ 0,12; p>0,05; area inmunorreactiva para Cx43 con TTX: 1,02 + 0,30;
control: 1,00 + 0,3; p>0,05).

En vista de los resultados obtenidos, se puede inferir que el mecanismo de
compensaciéon observado en cocultivos Panx1KO y glia Panx1KO/neuronas WT no es

producto de un aumento en la expresion de Cx43.
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Figura 18: Cocultivos glia Panx1KO/neuronas WT no presentan cambios en la

expresion de Cx43. Imagenes representativas de cocultivos glia Panx1KO/neuronas WT sin
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tratamiento (A-C & G) y tratados con TTX (1uM, 24-36hs) (D-F & H). Se realiz6 un triple marcaje
contra Cx43 (verde, A, D), GFAP (rojo, B, E), y DAPI (azul, C, F). (G, H) Combinacion de las
imagenes A-C y D-F, respectivamente. Escala: 24pm. Se muestra con mayor magnificacion la
region sefialada con un recuadro en la parte inferior de las imagenes G & H, escala: 4um. (I-J)
Graficos de barras que muestran la cuantificacion del namero (l) y el area (J) de puntos
inmunorreactivos para Cx43 por campo en cocultivos tratados con TTX y cocultivos sin
tratamiento. Los datos se normalizaron respecto al control. Los nimeros dentro de las barras
refieren al nimero de neuronas analizadas para cada condicién. ns, no estadisticamente

significativo. Two-tailed Student’s t-test.

La funcidon neuronal se ve disminuida en ausencia de canales de Panx1

A continuacion, analizamos la importancia de la Panx1 neuronal en la funcion de la
terminal presinaptica. Para esto, medimos los niveles de Ca?* intracelular, dado que este
ion resulta imprescindible para la exocitosis de los neurotransmisores contenidos en las
VS, estando asi fuertemente vinculado con la funcién sinaptica. Se cuantificd la
intensidad de fluorescencia asociada al marcador de Ca?* intensiométrico Fluo-4-AM en
neuronas de cocultivos WT y cocultivos gliaWT/neuronasPanx1KO, frente al tratamiento

prolongado con TTX (1uM, 24-36hs) y en condiciones basales sin tratamiento.

Se observé que en cocultivos WT el silenciamiento prolongado de la actividad neuronal
con TTX (1uM, 24-36hs) desencadena un aumento significativo en la intensidad de
fluorescencia asociada a Fluo-4-AM en comparacion con neuronas sin tratamiento (TTX:
1,51 + 0,29; control: 1,00 + 0,21; p<0,0001) (Figura 19 A-C). Estos resultados indican
gue el ajuste homeostatico de la funcion presinaptica frente al silenciamiento prolongado
del circuito promueve un incremento en los niveles intracelulares de Ca?*, lo cual esta
fuertemente vinculado a un aumento de la fuerza presinaptica. Estos resultados son
coherentes con estudios publicados por otros autores (Catterall & Few, 2008; Giansante
et al., 2020; Letellier & Goda, 2023; Sudhof, 2012a; Thanawala & Regehr, 2013).

Por otro lado, se detecté que en los cocultivos gliaWT/neuronasPanx1KO tratados con
TTX (1uM, 24-36hs) se previno el aumento en la fluorescencia asociada a Ca?*
intracelular en comparacion con cocultivos control sin tratamiento (TTX: 1,02 + 0,15;
control: 1,00 + 0,16; p <0,05) (Figura 20 A-C).

Proponemos que, frente a este escenario, el ingreso de Ca?* al interior celular puede
estar ocurriendo tanto directamente a través del poro que forman los canales de Panx1
el cual permea dicho ion (Dahl, 2015); o bien, los canales de Panx1 podrian promover

la liberacion de ATP, el cual actia sobre receptores purinérgicos neuronales permitiendo
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directamente el ingreso de Ca?* (Bao et al., 2004; Iglesias et al., 2009; Suadicani et al.,
2012; Xing et al., 2014). Con el fin de profundizar en el mecanismo, y debido a que los
canales de Panx1 han sido funcionalmente relacionados con los receptores purinérgicos
del tipo P2X7 frente a la activacion prolongada (Pelegrin & Surprenant, 2006),
analizamos la importancia de estos receptores en la modulacién de la fuerza sinaptica
en condiciones de inactividad cronica en cocultivos gliaWT/neuronasPanx1KO. Para
ello, aplicamos al medio de cultivo BzATP (10uM, 24-36hs) un agonista especifico de
los receptores P2X7. Se observd un aumento significativo en la intensidad de
fluorescencia asociada a Fluo-4-AM en comparaciéon con neuronas sin tratamiento
(BzATP 1,38 £ 0,10; UT 1,00 + 0,15; p<0,0001) (Figura 20 C & D).
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Figura 19: El calcio intracelular incrementa drasticamente en cocultivos WT frente
al silenciamiento prolongado de la actividad del circuito. Imagenes representativas de
cocultivos WT sin tratamiento (A) y tratados con TTX (1uM, 24-36hs) (B). Se utilizé el marcador
intensiométrico de calcio Fluo-4-AM y se cuantificé la intensidad de fluorescencia asociado al
mismo en neuronas. Escala: 20um. Se muestra con mayor magnificacion la regién sefialada con
un recuadro en la parte inferior de las imagenes, escala: 10um. (C) Cuantificacion de la intensidad
de fluorescencia asociada a Fluo-4-AM en neuronas de cocultivos tratados con TTX y cocultivos

sin tratamiento. La linea punteada representa la situacion control. Los nimeros dentro de las
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barras refieren al nUmero de neuronas analizadas para cada condicion. *** p<0,0001. Two-tailed
Student’s t-test.
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Figura 20: El aumento del calcio intracelular evocado por el silenciamiento
prolongado de la actividad del circuito se previno totalmente en neuronas
Panx1KO, sin embargo, esta situacion fue revertida mediante la activacion de los
P2X7R. Imagenes representativas de cocultivos glia WT/neuronas Panx1KO sin tratamiento (A),
tratados con TTX (1uM, 24-36hs) (B), y con BzATP (10uM, 24-36hs) (C). Se utilizé el marcador
intensiométrico de calcio Fluo-4 AM y se cuantificé la intensidad de fluorescencia asociado al
mismo en neuronas. Escala: 20um. Se muestra con mayor magnificacion la region sefialada con
un recuadro en la parte inferior de las imagenes, escala: 10um. (D) Cuantificacién de la intensidad
de fluorescencia asociada a Fluo-4 AM en neuronas de cocultivos tratados con TTX o BZATP y
cocultivos sin tratamiento. La linea punteada representa la situacion control. Los niUmeros dentro
de las barras refieren al nimero de neuronas analizadas para cada condicién en cuatro
experimentos independientes. ns, no estadisticamente significativo, *** p<0,0001. One way
ANOVA, post-hoc Tukey.

Estos resultados muestran que la activacion de los receptores del tipo P2X7 promueve

los cambios plasticos compensatorios, ain en ausencia de la Panxl neuronal,
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sugiriendo que la activacién de estos receptores y la Panxl neuronal se asocian
funcionalmente en el ajuste compensatorio de la fuerza presinaptica. Asi, los canales de
Panx1l podrian estar liberando ATP junto con otros factores solubles, los cuales
promueven la activacion de los P2X7R desencadenando asi el aumento en los niveles
de Ca?* intracelular, y como consecuencia, en la funcién presinaptica luego de un

periodo de inactividad prolongada.

En linea con estos resultados y con el fin de indagar alin mas sobre el rol de los canales
de Panxl y la funcion presinaptica, se estudiaron cambios asociados a la abundancia
de Stgl, proteina de las vesiculas sinapticas. De esta forma, se analizé la dindmica del
pool de VS utilizando un anticuerpo que reconoce el dominio luminal de la Stgl. Para
marcar en su totalidad el pool de VS de reciclaje, se aplicé una estimulacién de campo
(600 PA, 10Hz) a cocultivos disociados de hipocampo a los 14-16 DIV. Se cuantifico la
intensidad de fluorescencia asociada a Stgl en cocultivos WT y glia WT/neuronas
Panx1KO, tratados con TTX (1uM, 24-36hs) y sin tratamiento como control de la funcién

neuronal basal.

En concordancia con cambios estructurales descritos previamente (Murthy et al., 2001;
Rafael et al., 2020; Thiagarajan et al., 2005), se constatdé que frente al tratamiento con
TTX, los cocultivos WT presentan un aumento significativo en la intensidad de
fluorescencia asociada a Stgl, en comparacion a cocultivos sin tratamiento (TTX: 1,28
+ 0,14; control: 1,00 + 0,16; p<0,0001) (Figura 21 A-G).

Interesantemente, en cocultivos glia WT/neuronas Panx1KO tratados con TTX se
previno este ajuste compensatorio en la abundancia de Stgl (TTX: 1,00 £ 0,10; control:
1,00 £ 0,11; p>0,05), sugiriendo la importancia de la Panx1 neuronal en el reciclaje de
las vesiculas sindpticas luego del bloqueo cronico de la actividad sinaptica (Figura 22
A-F & J). Por otra parte, el tratamiento con BzATP (10uM; 24-36hs) produjo un aumento
significativo en la intensidad de fluorescencia asociada a Stgl, en comparacién a
cocultivos sin tratamiento (BzATP: 1,17 + 0,12; control: 1,00 + 0,10; p<0,0001) (Figura
22 A-C, G-I & J), mimetizando el efecto de la TTX. En conjunto, estos resultados
sugieren que los canales de Panxl neuronales son esenciales para el ajuste
homeostatico del tamafio del pool de VS de reciclaje, llevando a cabo esta tarea en
conjunto con los P2X7R, los cuales se activarian a través del ATP y otros factores
solubles que estarian siendo liberados al medio extracelular a través de los panexones,
permitiendo el ingreso de Ca?* al interior celular, ion esencial en la exocitosis de los NT

contenidos en las VS.
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Figura 21: El tamafio del pool de vesiculas de reciclaje aumenta significativamente
en cocultivos WT tratados con TTX estimulados eléctricamente. Imagenes
representativas de cocultivos WT sin tratamiento (A-C) y tratados con TTX (1uM, 24-36hs) (D-
F). Se realizé un marcaje in vitro live utilizando el anticuerpo contra sinpatotagmina-1 (Stgl) que
reconoce el dominio intraluminal de la proteina (A & D) y se marcé el citoesqueleto neuronal
utilizando MAP2 (B & E). El merge de ambos marcajes se muestra en C & F. Escala 24uym. Se
muestra con mayor magnitud las regiones sefaladas con un recuadro, escala 4um. (G)
Cuantificacién de la intensidad de fluorescencia asociada a Stgl en neuronas de cocultivos
tratados con TTX y cocultivos sin tratamiento. La linea punteada representa la situacion control.
Los nimeros dentro de las barras refieren al nUmero de neuronas analizadas para cada

condicién. *** p<0,0001. Two-tailed Student’s t-test.
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Figura 22: El tamafio del pool de vesiculas de reciclaje no presenta cambios
significativos en cocultivos glia WT/nheuronas Panx1KO tratados con TTX y
estimulados eléctricamente, sin embargo, se evoca la respuesta homeostatica al
activar los P2X7R. Iméagenes representativas de cocultivos glia WT/neuronas Panx1KO sin

tratamiento (A-C) y tratados con TTX (1uM, 24-36hs) (D-F) o BzATP (10uM, 24-36hs) (G-I). Se

56 | 87



realizé un marcaje in vitro live utilizando el anticuerpo contra sinpatotagmina-1 (Stgl) que
reconoce el dominio intraluminal de la proteina (A, D & G) y se marcé el citoesqueleto neuronal
utilizando MAP2 (B, E & H). El merge de ambos marcajes se muestra en C, F & |. Escala 24um.
Se muestra con mayor magnitud las regiones sefaladas con un recuadro, escala 4uym. (J)
Cuantificacién de la intensidad de fluorescencia asociada a Stgl en neuronas de cocultivos
tratados con TTX, BzATP y cocultivos sin tratamiento. La linea punteada representa la situacion
control. Los numeros dentro de las barras refieren al nUmero de neuronas analizadas para cada
condicién en dos experimentos independientes. ns, no estadisticamente significativo; ***
p<0,0001. One Way ANOVA, post-hoc Tukey.

La actividad de los canales de Panx1 gliales y neuronales se encuentra regulada
durante la PSH

En nuestros estudios previos, no se observaron cambios estadisticamente significativos
en la distribucién y abundancia de Panxl frente al silenciamiento prolongado de la
actividad del circuito (Rafael et al., 2020). Por lo tanto, el rol de los canales de Panx1 en
la regulacion de la fuerza sinaptica dependiente de la actividad podria estar relacionado
con una mayor actividad de estos canales, y no con un aumento en la expresion de los
mismos. Debido a esto, nos propusimos estudiar si existen cambios en la permeabilidad
de la membrana plasmatica asociados a Panx1 en células astrocitarias y neuronales
durante la PSH.

En primer lugar, se caracterizdé temporalmente la inducciéon de la PSH mediante una
curva temporal (time course) para vGlutl sindptico. De esta forma, se cuantificaron tanto
variaciones en la intensidad de fluorescencia asociada a vGlutl sinaptico, asi como
cambios en la densidad de contactos sinapticos, y se establecieron cinco tiempos
distintos de induccion de la PSH: 1hs, 2hs, 5hs, 12hs y 24hs de tratamiento con TTX

(1uM), utilizando cocultivos sin tratamiento como control de la funcion sinaptica basal.

No se detectaron cambios en la intensidad de fluorescencia asociada a vGlutl ni en la
densidad de contactos sinapticos al tratar los cultivos con TTX (1uM) durante 1hs, 2hs 'y
5hs, en comparacién con cocultivos sin tratamiento (intensidad de fluorescencia
asociada a vGlutl con TTX durante 1hs: 0,91 + 0,1; 2hs: 0,95 + 0,19; 5hs: 1,03 £ 0,1;
control: 1,00 £ 0,16; p>0,05; densidad de contactos sinapticos con TTX durante 1hs:
4,68 +0,83; 2hs: 4,89 + 0,54; 5hs: 5,13 + 0,91; control: 4,76 + 0,80; p>0,05), (Figura 23
A-D, G & H).
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Figura 23: A partir de las 12hs de tratamiento con TTX se evidencian cambios en
la abundancia de vGlutl sinaptico. Imagenes representativas de cocultivos WT sin
tratamiento (A) y tratados con TTX (1uM) durante 1hs (B), 2hs (C), 5hs (D), 12hs (E) y 24hs (F).
Se realizé un triple marcaje contra vGlutl sinaptico (marcador presinaptico, verde); Homerl
(marcador postsinaptico, rojo); y MAP2 (marcador del citoesqueleto neuronal, azul). Escala:
20um. Se muestra con mayor magnificacion la regién sefialada con un recuadro en la parte
inferior de las imagenes, escala: 4um. (G & H) Gréficos de barras que muestran la cuantificacion
de la intensidad de fluorescencia asociada a vGlutl sinaptico (G) en neuronas de cocultivos
tratados con TTX (1hs, 2hs, 5hs, 12hs y 24hs) y cocultivos sin tratamiento como control de la
funcién sinaptica basal; y la densidad de sinapsis normalizada a 30pum (H) en condiciones control

y frente al tratamiento con TTX. Los datos fueron normalizados con respecto al control. Los
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nameros dentro de las barras refieren al nUmero de neuronas analizadas para cada condicion en
tres experimentos independientes. ns, no estadisticamente significativo; ** p<0,001; ***
p<0,0001. One way ANOVA post-hoc Tukey.

Sin embargo, luego de transcurridas 12hs de tratamiento con TTX (1uM), se observé un
aumento tanto en la intensidad de fluorescencia asociada a vGlutl, como en la densidad
de contactos sinapticos (intensidad de fluorescencia asociada a vGlutl con TTX durante
12hs: 1,15 £ 0,16; control: 1,00 + 0,16; p<0,001; densidad de contactos sinapticos con
TTX durante 12hs: 5,49 + 0,52; control: 4,76 + 0,80; p<0,001), siendo estos cambios
mas significativos cuando el tratamiento alcanza las 24hs (intensidad de fluorescencia
asociada a vGlutl con TTX durante 24hs: 1,89 + 0,27; control: 1,00 + 0,16; p<0,0001;
densidad de contactos sinapticos en cocultivos tratados con TTX durante 24hs: 8,14 +
0,54; control: 4,76 + 0,80; p<0,0001) (Figura 23 E-H). Esto sugiere que el ajuste
homeostético en la abundancia de vGlutl se manifiesta luego de al menos 12hs de

silenciamiento de la actividad neuronal con TTX.

A continuacion, y en linea con los resultados anteriores, se estudiaron cambios en la
permeabilidad de la membrana plasméatica de neuronas y astrocitos a un colorante que
permea canales de grandes poros, esperando encontrar un aumento en la
permeabilidad de estas células a partir de las 12hs de tratamiento con TTX (1uM). Para
esto, las células se expusieron a una solucién de PBS conteniendo bromuro de etidio
(BrEt; 2,5uM), el cual es capaz de atravesar diferentes canales que se encuentran en la
membrana plasmatica celular, uniéndose de forma irreversible al ADN y emitiendo
fluorescencia una vez fijado a los acidos nucleicos. De esta forma, se realiz6 la induccién
de la PSH con TTX (1uM) durante 1hs, 2hs, 5hs, 12hs y 24hs, utilizando cocultivos sin
tratamiento como control de la permeabilidad basal de la membrana celular. Previo a la
fijacion celular, se expuso a cada condicién experimental a una solucién de BrEt (2,5uM)
durante 15 min, de forma tal que, sin importar el tiempo de induccién de la PSH, todos
los cocultivos fueron expuestos al colorante durante un lapso de tiempo idéntico. Se
cuantifico la intensidad de fluorescencia asociada al BrEt en somas neuronales y

astrocitarios.

Se observd que en cocultivos WT, las neuronas tienden a presentar una disminucion
significativa en la captacion de BrEt frente al tratamiento con TTX de 1hsy 5hs, pero no
luego de 2hs de tratamiento, en comparacion con células no tratadas (TTX 1hs: 0,78 +
0,21; 5hs: 0,73 £ 0,17; control: 1,00 + 0,21; p<0,0001; TTX 2hs: 0,87 + 0,31; p>0,05)
(Figura 24 A-D & G). Sin embargo, luego de 12hs de tratamiento con TTX la intensidad

de fluorescencia asociada a BrEt en neuronas aumenta significativamente, siendo estos
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cambios mas pronunciados a las 24hs de tratamiento (TTX 12hs: 1,17 + 0,26; 24hs: 1,31
+ 0,33; control: 1,00 + 0,21; p<0,001y p<0,0001 respectivamente) (Figura 24 A, E-G).
Estos resultados son consistentes con la induccién temporal de la PSH observados al
analizar la abundancia sinptica de vGlutl a diferentes tiempos (Figura 27). Esto sugiere
gue durante las primeras horas de inactividad circuital, los canales neuronales de gran
poro podrian estar menos activos en comparacidbn a las condiciones basales,

aumentando su permeabilidad luego de las 12hs de induccién de la PSH.

Control TTX 1hs TTX 2hs

TTX Shs TTX 12hs TTX 24hs

p]

Astrocitos

xkk
Xxk

Neuronas

*kk

N
o
]
N
o
]
5+
%
%

=
o
1

;

4|

=
=}
1

o
2
1
o
o
1

o
o

o
o

Intensidad de fluorescencia
asociada a bromuro de etidio
(normalizado al control)
Intensidad de fluorescencia
asociada a bromuro de etidio =
(normalizado al control)
_|
_|

Figura 24: La permeabilidad de la membrana plasmética astrocitaria y neuronal
medida por canales de gran poro se modifica durante la PSH. Iméagenes

representativas de cocultivos WT que muestran la captacion basal de bromuro de etidio (BrEt)
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(A), y la captacion frente al tratamiento con TTX (1uM) durante 1hs (B), 2hs (C), 5hs (D), 12hs
(E) y 24hs (F). Escala: 35um. Con flechas azules se sefialan neuronas y con puntas de flecha
blanca los astrocitos. (G & H) Grafico de barras que muestra la cuantificacién de la intensidad de
fluorescencia asociada a BrEt en neuronas (G) y astrocitos (H). Los datos se normalizaron con
respecto al control. Nétese la disminucion en la permeabilidad de la membrana en ambos tipos
celulares frente a tratamientos tempranos con TTX, y los aumentos frente a tratamientos
prolongados. Los nimeros dentro de las barras refieren al nimero de células analizadas para
cada condicién en cuatro experimentos independientes. ns, no estadisticamente significativo; **
p<0,001; *** p<0,0001. One way ANOVA post-hoc Tukey.

En cuanto a las células astrocitarias, se constatdé que durante las primeras 12hs de
tratamiento con TTX ocurre una fuerte disminucion estadisticamente significativa en la
captacién de BrEt en comparacién con células no tratadas (TTX durante 1hs: 0,63 +
0,27; 2hs: 0,61 + 0,22; 5hs: 0,57 + 0,23; 12hs: 0,85 + 0,17; control: 1,00 £+ 0,29;
p<0,0001) (Figura 24 A-E & H). Luego de 24hs de tratamiento con TTX, se observo un
incremento significativo en la captacion astrocitaria de BrEt en comparacién con la
captacion basal (TTX 24hs: 1,29 + 0,30; control: 1,00 £ 0,29; p<0,0001) (Figura 24 A, F
& H). Estos resultados indican que, a diferencia de lo observado en las neuronas,
durante las primeras 12hs horas de inactividad del circuito los canales de membrana
astrocitarios muestran una disminucién en su actividad, la cual se incrementa luego de

transcurridas 24hs desde la induccién de la PSH.

Con el fin de analizar la relevancia relativa de los canales de Panxl neuronales y
astrocitarios en la permeabilidad de la membrana durante la PSH, realizamos ensayos
de captacién de BrEt en cocultivos combinados de glia Panx1KO/neuronas WT y glia
WT/neuronas Panx1KO.

La ausencia de canales de Panx1 gliales en los cocultivos glia Panx1KO/neuronas WT,
nos permitié identificar cambios importantes en la permeabilidad de la membrana
neuronal y astrocitaria. Tratamientos de corta duracién (1hs, 2hs y 5hs) con TTX no
produjeron variaciones significativas en la captacién de BrEt neuronal con respecto a la
captacion basal (TTX 1hs: 0,82 + 0,43; 2hs: 0,89 + 0,49; 5hs: 0,80 + 0,20; control: 1,00
+ 0,40; p<0,05) (Figura 25 A-D & G). No obstante, frente a tratamientos prolongados
(12hs y 24hs) con TTX se observé un incremento significativo en la captacion de BrEt
neuronal en comparacién con la captacion en neuronas sin tratamiento, siendo este
aumento mas significativo a las 12hs que a las 24hs de tratamiento (TTX 12hs: 1,27 +
0,20; 24hs: 1,23 + 0,41; control: 1,00 + 0,40; p<0,001 y p<0,01 respectivamente) (Figura
25 A, E-G).
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Figura 25: La permeabilidad de los canales de Panx1 astrocitarios se modula
durante la PSH. Iméagenes representativas de cocultivos glia Panx1KO/neuronas WT que
muestran la captacién basal de bromuro de etidio (BrEt) (A), y la captacién frente al tratamiento
con TTX (1uM) durante 1hs (B), 2hs (C), 5hs (D), 12hs (E) y 24hs (F). Escala: 35um. Con flechas
azules se sefialan neuronas y con puntas de flecha blanca los astrocitos. (G & H) Gréfico de
barras que muestra la cuantificaciébn de la intensidad de fluorescencia asociada a BrEt en
neuronas (G) y astrocitos (H). Los datos se normalizaron con respecto al control. Los nimeros

dentro de las barras refieren al nimero de células analizadas para cada condicién en cuatro
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experimentos independientes. ns, no estadisticamente significativo; ** p<0.001; *** p<0.0001.
One way ANOVA post-hoc Tukey.

En lo que respecta a los astrocitos, constatamos una disminucién significativa en la
captaciéon de BrEt durante las primeras horas de tratamiento con TTX, siendo la misma
de mayor magnitud luego de 2hs de silenciamiento del circuito (TTX 1hs: 0,85 + 0,22;
5hs: 0,87 + 0,30; 2hs: 0,82 + 0,32; control: 1,00 + 0,44; p<0,001 y p<0,0001
respectivamente) (Figura 25 A-D & H). Sin embargo, durante tratamientos con TTX
prolongados, no se observaron cambios significativos en la captacion de BrEt (TTX
12hs: 0,97 + 0,18; 24hs: 1,02 £ 0,14; control: 1,00 * 0,44; p>0,05) (Figura 25 A, E, F &
H). De esta forma, los resultados obtenidos sugieren que los canales de Panx1 gliales
son necesarios para la reduccion de la permeabilidad neuronal durante la induccién
temprana de la PSH, mientras que a nivel astrocitario promueven el aumento en la

permeabilidad de la membrana durante la induccion tardia de la PSH.

Por otro lado, como consecuencia de la ausencia de canales neuronales de Panxl1 en
los cocultivos glia WT/neuronas Panx1KO, se apreciaron grandes variaciones en la
permeabilidad de la membrana neuronal frente a la induccién prolongada de la PSH.
Especificamente, a tiempos cortos de induccion de la PSH, no se identificaron cambios
significativos en la captacion neuronal de BrEt en relacién a la captacion basal (TTX 1hs:
0,95 + 0,21; 2hs: 1,01 £ 0,20; 5hs: 0,98 + 0,20; control: 1,00 + 0,21; p>0,05) (Figura 26
A-D & G). Llamativamente, frente a tratamientos prolongados con TTX, la captacion
neuronal de BrEt disminuye significativamente en comparacion con neuronas sin
tratamiento (TTX 12hs: 0,83 £ 0,26; 24hs: 0,81 + 0,18; control: 1,00 £ 0,21; p<0,0001).
En cuanto a los astrocitos, no se detectaron variaciones significativas en la captacion de
BrEt frente a tratamientos breves con TTX, en comparaciéon con cocultivos sin
tratamiento (TTX 1hs: 1,03 + 0,27; 2hs: 1,17 + 0,33; 5hs: 1,12 + 0,34; control: 1,00 +
0,21; p>0,05) (Figura 26 A-D & H).

No obstante, luego de 12hs y 24hs de tratamiento con TTX, se observé un aumento
significativo en la captacion astrocitaria de BrEt (TTX 12hs: 1,39 + 0,41; 24hs: 1,27 +
0,34; control: 1,00 + 0,21; p<0,0001) (Figura 26 A, E, F & H). Estos resultados sugieren
gue los canales neuronales de Panx1 son esenciales para la induccién neuronal de la
PSH, tanto temprana como tardia, mientras que a nivel astrocitario estos canales son

mas relevantes durante la induccién temprana de la PSH.
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Figura 26: La actividad de los canales de Panx1 neuronales es modulada durante
la PSH. Imagenes representativas de cocultivos glia WT/neuronas Panx1KO que muestran la
captacion basal de bromuro de etidio (BrEt) (A), y la captacion frente al tratamiento con TTX
(1uM) durante 1hs (B), 2hs (C), 5hs (D), 12hs (E) y 24hs (F). Escala: 35um. Con flechas azules
se sefialan neuronas y con puntas de flecha blanca los astrocitos. (G & H) Grafico de barras que
muestra la cuantificacion de la intensidad de fluorescencia asociada a BrEt en neuronas (G) y
astrocitos (H). Los datos se normalizaron con respecto al control. Los nimeros dentro de las
barras refieren al nimero de células analizadas para cada condicidon en cuatro experimentos
independientes. ns, no estadisticamente significativo; ** p<0.001; *** p<0.0001. One way ANOVA

post-hoc Tukey.
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Discusién

En el presente trabajo nos propusimos caracterizar el rol de los canales de Panxl
neuronales y astrocitarios en la PSH. Para esto, nuestro modelo experimental in vitro
consisti6 en cocultivos neurogliales disociados de hipocampo murino. Dichos
hipocampos provinieron de ratones C57BL/6 neonatos (P0-P1), o de ratones neonatos
Panx1KO. Este modelo in vitro ha sido ampliamente utilizado en la investigacion de la
PSH, ya que brinda la oportunidad de explorar los mecanismos moleculares que
subyacen a los cambios homeostéticos de la funcion presinaptica a nivel de sinapsis
individuales facilmente identificables (Pozo & Goda, 2010; Turrigiano, 2008). La PSH se
indujo de forma farmacolégica mediante el tratamiento prolongado con el antagonista
de canales de Na* voltaje-dependientes, tetrodotoxina (TTX, 1uM, 24-36hs salvo

excepciones).

Evaluamos cambios en la funcién presinaptica mediante la cuantificacién de la densidad
de contactos sinapticos y la intensidad de fluorescencia asociada al transportador
vesicular de glutamato vGlutl, el cual se expresa en la presinapsis de sinapsis
excitadoras (Rafael et al., 2020). Esta es una herramienta confiable, ya que: a) la
abundancia de vGlutl en la terminal presinaptica se encuentra finamente regulada de
manera compensatoria a los niveles de actividad del circuito (lo cual no es frecuente
para todas las proteinas presentes en la terminal sinaptica); b) el nimero de copias de
vGlutl por vesicula sinaptica esta regulado y modula la cantidad de glutamato presente
dentro de las mismas, determinando el tamafio cuantal; y c¢) su abundancia se
correlaciona directamente con la pr (Herman et al., 2014; Mutch et al., 2011; Wilson et
al., 2005). Por otra parte, dado que la adaptacién a la inactividad crénica involucra un
aumento en la concentraciéon presinaptica de Ca?*, se evaluaron variaciones en la
abundancia intracelular de dicho ion en neuronas vivas, mediante la utilizacion de la
molécula pequefia fluorescente Fluo-4-AM (Lazarevic et al., 2011; Ratkai et al., 2021;
Zhao et al., 2011). Asimismo, se utilizé la captacion in vivo de un anticuerpo policlonal
gue reconoce el dominio intravesicular de la Stgl para estimar cambios en la tasa de
exocitosis, analizando cambios en el tamafio del pool de reciclaje total, el cual acompafia
otros cambios estructurales que ocurren frente a periodos de inactividad del circuito
(Murthy et al., 2001; Rafael et al., 2020; Thiagarajan et al., 2005). Finalmente,
evaluamos cambios en la permeabilidad de la membrana plasméatica astrocitaria y

neuronal durante la induccién de la PSH, mediante el ensayo de captacién de BrEt.
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Existe un rol diferencial de los canales de Panx1 gliales y neuronales en la PSH

Nuestro primer abordaje experimental consistio en verificar la ausencia de canales de
Panxl en cocultivos neurogliales provenientes de ratones Panx1KO. En nuestros
ensayos de inmunocitoquimica, no se observé una sefial positiva para Panx1 en células
identificadas como astrocitos (GFAP+), ni en células identificadas como neuronas
(MAP2+), sugiriendo que estos animales no expresan canales de Panxl a nivel
hipocampal (Figura 13 E-H). De acuerdo con reportes previos (Rafael et al., 2020; Vogt
et al., 2005; Zoidl et al., 2007), se confirmé la expresion de Panxl1 en células gliales y

neuronales de animales WT (Figura 13 A-D).

Luego, investigamos el posible rol de la Panx1 en el ajuste homeostatico de la funcion
presindptica analizando la abundancia de vGlutl sinaptico en cocultivos disociados de
hipocampo tratados con PBD (500uM, 15 minutos previo y durante el tratamiento con
TTX) (cocultivos WT + PBD). Se observé que a diferencia de lo que ocurre en los
cocultivos WT tratados de forma prolongada con TTX (Figura 14), el bloqueo
farmacologico de los canales de Panx1 con PBD previno la induccién de la PSH (Figura
13). Teniendo en cuenta que los panexones se encuentran tanto en células neuronales
como gliales, y con el fin de evaluar el rol diferencial de los canales de Panx1 gliales y
neuronales en el ajuste homeostético de la funcion presinaptica, constatamos que frente
al silenciamiento prolongado de la actividad del circuito en cocultivos Panx1KO, se
observé el aumento compensatorio en la intensidad de fluorescencia asociada a vGlutl,
pero no asi en la densidad de contactos sinapticos (Figura 14). Los mismos resultados
fueron obtenidos para los cocultivos glia Panx1KO/neuronas WT (Figura 15). Por ultimo,
los cocultivos glia WT/neuronas Panx1KO no fueron capaces de realizar el ajuste
homeostatico de la funcidn presinaptica, ni de la densidad de contactos sinapticos frente
al tratamiento con TTX (Figura 16). Por lo tanto, en conjunto, estos resultados indican
gue tanto los canales gliales como neuronales de Panxl son necesarios para la
formacion y/o mantenimiento de los contactos sindpticos, mientras que solo los canales
de Panxl neuronales son imprescindibles para el ajuste homesotatico de la funcién

presinéptica.

Estos hallazgos nos llevan a considerar la posibilidad de que existan mecanismos de
compensacién en juego en cocultivos Panx1KO y glia Panx1KO/neuronas WT,
brindandole a estas células la capacidad de ajustar de forma homeostética la funcién
presinaptica, pero no asi la formacién y/o mantenimiento de los contactos sinapticos. Un

posible mecanismo de compensacion descrito por otras investigaciones, es el mediado
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por alguna otra isoforma de la Panx como, por ejemplo, la Panx2, y/o hemicanales de
Cx43 (Boassa et al., 2015; Suadicani et al., 2012).

La Cx43 es una de las conexinas mas ampliamente expresada en células gliales
hipocampales (Giaume et al., 2013). Con el fin de testear la posibilidad de un mecanismo
de compensacion llevado a cabo por hemicanales de Cx43, se realizaron ensayos de
inmunocitoquimica contra Cx43 en cocultivos Panx1KO y cocultivos glia
Panx1KO/neuronas WT, esperando que si esta proteina compensa la funcién de la
Panxl entonces su abundancia o distribucién podrian verse modificadas. Asi, se
cuantificaron tanto variaciones en el ndmero como en el tamafio de puntos
inmunorreactivos para Cx43 astrocitaria, sin registrar cambios significativos frente al
tratamiento prolongado con TTX, en relacion a cocultivos control (Figura 17 & 16). Estas
observaciones sugieren que la compensacion de la funcidn presinaptica en cocultivos
Panx1KO y glia Panx1KO/neuronas WT, no se debe a un aumento en la expresion de
Cx43, sin embargo, estos hallazgos no son suficientes para descartar que se produzca

un aumento en la actividad de estos canales.

En cuanto a la Panx2, esta proteina se encuentra altamente expresada en el SNC,
particularmente en el hipocampo, la corteza cerebral, el talamo y el cerebelo, estando
presente tanto en neuronas como en glia (He et al., 2023; Swayne et al., 2010; Vasseur
etal., 2014). Esta proteina se encuentra localizada en el interior celular y, en condiciones
basales, no forma canales de membrana funcionales. Un posible escenario, es que
frente a la pérdida de funcion presinaptica por la ausencia de Panxl, la Panx2 sufra
modificaciones postraduccionales o dimerizaciéon con otras proteinas, permitiéndole
formar canales de membrana funcionales. Sin embargo, esta hipétesis no fue abordada

en el presente trabajo y es el foco de investigaciones futuras del laboratorio.

Por otro lado, la incapacidad de incrementar la densidad de contactos sinapticos frente
al tratamiento con TTX en ausencia de canales neuronales y/o gliales de Panxl, se
encuentra en contradiccién con otros estudios, donde se observé que la ausencia de
Panxl produce un aumento en las ramificaciones dendriticas, la longitud de las
dendritas y su complejidad, y la formacién de redes neuronales (Flores-Mufioz et al.,
2022; Sanchez-Arias et al., 2019; Wicki-Stordeur & Swayne, 2013). Esta funcion es
llevada a cabo por Panx1 a través de interacciones directas o indirectas con proteinas
de unidn a la actina, como Arp2/3, Drebrin, Cortactin 1, Racl, Cdc42 y la familia de
pequefias Rho-GTPasas. La ausencia de Panx1 promueve un aumento en la expresion
de estas proteinas de uniéon a la actina, lo cual afecta el remodelamiento del

citoesqueleto, favoreciendo la polimerizacion de la actina (Flores-Muiioz et al., 2022).
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Destacamos especialmente a las proteinas RhoA, Racly Cdc42, ya que son miembros
de la familia de Rho-GTPasas y desempefian un papel crucial en el mantenimiento y

reorganizacion de las estructuras dendriticas (Duman et al., 2015; Tolias et al., 2011).

Existe la posibilidad de que estas discrepancias se deban a diferencias en la edad de
los animales utilizados, especialmente teniendo presente que la expresion de Panxl es
edad dependiente; siendo la misma mas abundante durante etapas tempranas del
desarrollo posnatal, y disminuyendo rapidamente con el transcurso de la edad (Ardiles
et al., 2014). Asimismo, nuestros cocultivos presentan un alto contenido de células
gliales, a diferencia de los modelos utilizados por otros autores (Flores-Mufioz et al.,
2022; Sanchez-arias et al., 2019). Cabe destacar que experimentos realizados en
nuestro laboratorio, demuestran que la presencia de células gliales es imprescindible
para promover la induccién de la PSH utilizando vGlutl como estimador (Rafael et al.,
2020). De esta forma, y en base a los resultados obtenidos en el presente trabajo,
proponemos que en nuestro modelo con animales neonatos PO-P1, donde las neuronas
son plantadas sobre una monocapa confluente de células gliales, la Panx1 juega otro
rol promoviendo la formacion de contactos sinapticos, y asi, la formacién de redes
neuronales, mientras que, en animales adultos utilizados en otros estudios, y en

presencia de una reducida poblacion glial, la Panx1 tenga el efecto contrario.

El ajuste de la funcién presinaptica depende de canales de Panx1 neuronales

En funcién de los resultados obtenidos en los cocultivos glia WT/neuronas Panx1KO,
donde frente al tratamiento prolongado con TTX las neuronas fueron incapaces de
realizar el ajuste homeostatico tanto en la abundancia de vGlutl como en la densidad
de contactos sinapticos, decidimos evaluar si la ausencia de Panx1 neuronal impacta
en otros aspectos vinculados con la funcién presinaptica. Con este fin, evaluamos
cambios en los niveles citosélicos de Ca?*, dado que el aumento en la concentracion
intracelular de dicho ion, es imprescindible para que ocurra la exocitosis de
neurotransmisores y se ajuste la fuerza sinaptica de manera compensatoria al modificar
los niveles de actividad del circuito (Catterall & Few, 2008; Giansante et al., 2020;
Thanawala & Regehr, 2013). Identificamos que, frente al tratamiento cronico con TTX,
en cocultivos glia WT/neuronas Panx1KO se previno el ajuste compensatorio en la
abundancia del Ca?* citosdlico luego de un periodo de inactividad prolongado (Figura
20), en comparacion con los cocultivos WT (Figura 19). Sin embargo, en los cocultivos
glia WT/neuronas Panx1KO, el tratamiento con BzATP es suficiente para recuperar el
incremento en la concentracion de Ca?* intracelular (Figura 20 A, C & D), lo cual sugiere

gue la activacion de los P2X7R participa en la modulacion de la fuerza sinaptica en
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condiciones de inactividad prolongada, y en conjunto, sugiere la existencia de una
interaccion funcional entre Panx1 y P2X7R. Interesantemente, los canales de Panxly
los P2X7R comparten caracteristicas especificas que podrian ser la base de su vinculo
funcional en nuestro modelo de PSH. Por ejemplo, tanto los P2X7R como los panexones
no requieren despolarizacién presinéptica para activarse. Asimismo, la concentracion
extracelular de ATP potencia su activacién y, por lo tanto, la permeabilidad de
membrana. Esta interaccién funcional entre Panxl y P2X7R se encuentra bien
documentada; experimentos realizados en macréfagos sugieren que los panexones
podrian funcionar como grandes poros asociados a los P2X7R luego de una
estimulacion prolongada (hasta 20 minutos) (North, 2002; Pelegrin & Surprenant, 2006;
Suadicani et al., 2006). En este modelo, el ATP activa los P2X7R y abre una via de
liberacion transmembrana que permite la captacion de BrEt, asi como la liberacién de la
citoquina proinflamatoria interleuquina-1 beta (IL-1B), siendo estos efectos prevenidos
mediante el bloqueo de Panxl. La utilizacion de pequefios ARNs de interferencia
(SiRNA) dirigidos contra Panx1 y péptidos miméticos de Panx1 inhibitorios, produjo la
inhibiciéon de la captacién de BrEt sin afectar la corriente iénica y la entrada de Ca?*
asociada a la estimulacion de los P2X7R (Pelegrin & Surprenant, 2006). Asimismo, el
aumento del Ca?* citosélico promueve la liberacién de ATP a través de los canales de
Panx1, por lo que la apertura de los panexones seria desencadenada por el aumento
del Ca?* intracelular que se produce en consecuencia de la estimulacién de los P2X7R
(Anselmi et al., 2008; De Vuyst et al., 2007; Kang et al., 2008; Locovei, Wang, et al.,
2006). En cambio, se ha reportado que la apertura de los panexones puede ocurrir de
forma independiente al Ca?* extracelular mediante interacciones proteina-proteina, dado
gue Panx1 inmunoprecipita en conjunto con los P2X7R (Di Virgilio et al., 2018; Locovei
et al., 2007). Sin embargo, los mecanismos especificos que subyacen esta interaccién

contintan bajo investigacién.

Por otro lado, resultados obtenidos en nuestro laboratorio apuntan firmemente a un
origen glial del ATP en nuestro modelo de PSH. Cocultivos WT de hipocampo fueron
tratados con fluoroacetato (FA; 1 uM; 15 minutos previo y durante el tratamiento con
TTX), un inhibidor del ciclo de Krebs que compromete preferentemente a las células
gliales. Mientras que el tratamiento con TTX promovié un aumento tanto en la intensidad
de fluorescencia asociada a vGlutl como en la densidad de contactos sinapticos, el
tratamiento con FA + TTX previno dichos cambios homeostéticos, sugiriendo que el ATP
de origen glial es el mediador de los cambios plasticos dependientes de la actividad
(Rafael et al., 2020). Una posible via de liberacion seria a través de los hemicanales de

Cx43, cuya activacion se encuentra cascada arriba a la activacién de canales de Panx1,
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dado que el tratamiento de cocultivos Panx1KO con GAP19 (péptido mimético
blogueante de hemicanales de Cx43; 300 uM; 15 minutos previo y durante el tratamiento
con TTX), previno el ajuste homeostatico de la funcién presinaptica, mientras que el
tratamiento Unicamente con TTX promovié dichos cambios plasticos (Rafael et al.,
2020). En conjunto, estos resultados sugieren fuertemente que, a través de hemicanales
de Cx43 la glia libera ATP (y quizas otros factores solubles), mediando el ajuste de la
fuerza sinaptica dependiente de la actividad. Sin embargo, no descartamos un origen
neuronal de ATP de menor magnitud como forma de regulacién local a nivel de la

presinapsis.

En concordancia con nuestros resultados, estudios realizados en la union
neuromuscular de Drosophila demostraron que se producen cambios compensatorios
dependiente de la actividad en la concentracién de Ca?* intracelular, modificando la
entrada de Ca?* a través de canales de tipo P/Q (Frank et al., 2006, 2009; Wang et al.,
2004). De forma similar, en sinapsis del SNC de vertebrados, la inactividad prolongada
del circuito promueve un ajuste compensatorio en la expresion de sinaptotagmina-1,
proteina expresada en las vesiculas sinapticas. En relacion a esto, analizamos cambios
en el tamafio del pool de reciclaje de las VS mediante la captacioén live del anticuerpo
anti sinaptotagmina-1, frente al tratamiento prolongado con TTX, en cocultivos WT y glia
WT/neuronas Panx1KO. A diferencia del marcaje por inmunocitoquimica contra vGlut1,
el marcaje con Stgl live nos permite analizar sinapsis activas que responden a la
estimulacion aplicada. Mientras que el tratamiento con TTX en cocultivos WT produce
un incremento en el tamafio del pool de VS de reciclaje, reflejado mediante un aumento
en la intensidad de fluorescencia asociada a Stgl (Figura 21), esto no ocurre en
cocultivos glia WT/neuronas Panx1KO, reflejando asi el rol de estos canales neuronales
en la dindmica de las VS. Interesantemente, el tratamiento con BzZATP (10uM, 24hs) es
suficiente para recuperar el aumento en el tamafio del pool de reciclaje de las VS en
cocultivos glia WT/neuronas Panx1KO (Figura 22 G-J), sugiriendo que los canales de
Panx1y los P2X7R modulan conjuntamente la fuerza presinaptica luego del tratamiento
con TTX. Asimismo, estos resultados se encuentran en concordancia con experimentos
realizados en nuestro laboratorio donde se observé que el agregado de MgATP
(agonista de los receptores P2X, 500uM, 24-36hs), promueve el ajuste homeostatico de
la funcion presinaptica en cocultivos glia WT/neuronas Panx1KO, y que la activacion de
los P2X7R con BzATP (10uM, 24-36hs) era suficiente para inducir dicho ajuste
homeostético (Rafael et al., 2020).
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En resumen, proponemos que, frente a la inactividad prolongada del circuito, ocurriria
un incremento en la concentracién extracelular de ATP de origen glial, el cual
promoveria la activacién prolongada de los P2X7R dando lugar a la activacion de los
canales de Panx1 neuronales, promoviendo una mayor liberacion de ATP, y quizas otros
factores solubles al medio extracelular. Esto daria lugar a un mecanismo de
retroalimentacion positiva activando a los P2X7R, y como consecuencia, aumentando
la concentracion citosélica de Ca?*, que a su vez estimularia un aumento en la funcién

presinaptica.

Canales de Panxl gliales y neuronales contribuyen a la induccion ylo
mantenimiento de la PSH mediante ajustes en su actividad

Teniendo en cuenta que los fendmenos de plasticidad estan ampliamente relacionados
a cambios en la permeabilidad de la membrana a iones y/o metabolitos (Bliss &
Collingridge, 2013; Derkach et al., 2007; Izquierdo et al., 2009; Liu & Zukin, 2007;
Pacheco et al., 2015), y que no registramos cambios en la abundancia y distribucién de
canales de Panx1 gliales y neuronales durante la PSH (Rafael et al., 2020), evaluamos
sila PSH modula la actividad de los canales de Panx1 neuronales y astrocitarios. Dichos
cambios en la actividad de los panexones formarian parte de los mecanismos de
regulacion para la induccion y/o mantenimiento de la PSH. Es asi que evaluamos
cambios en la permeabilidad de la membrana plasméatica neuronal y astrocitaria

utilizando el ensayo de captacion de BrEt.

En primera instancia, se analizé el curso temporal de la induccién de la PSH mediante
tratamientos a distintos tiempos con TTX (1uM; 1hs, 2hs, 5hs, 12hs y 24hs) mediante
inmunocitoquimica contra vGlutl. Cocultivos sin tratamiento fueron utilizados como
control de la funcién presindptica basal. Se observé un incremento en la abundancia de
vGlutl sinaptico luego de 12 y 24hs de tratamiento con TTX (Figura 23).
Interesantemente, estos resultados coinciden con un aumento en la captacion de BrEt
y, por lo tanto, de la permeabilidad de la membrana neuronal de cocultivos WT luego de
12 y 24hs de tratamiento con TTX (Figura 24 A, E-G). Tratamientos cortos con TTX (1hs,
2hs y 5hs) produjeron una disminucién en la captacion neuronal de BrEt (Figura 24 A-
D, & G). En cuanto a la permeabilidad de la membrana astrocitaria, se evidencié una
disminucion frente a tratamientos cortos con TTX (1hs, 2hs y 5hs); asi como luego de
12hs de tratamiento (Figura 24 A-E, & H). Se produjo un aumento en la captacién
astrocitaria de BrEt Unicamente luego de 24hs de tratamiento con TTX (Figura 24 A, F
& H).
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Frente a la ausencia de canales de Panxl gliales en los cocultivos glia
Panx1KO/neuronas WT, fue posible observar que a nivel neuronal tratamientos cortos
con TTX (1hs, 2hs y 5hs) no produjeron variaciones significativas en la permeabilidad
de la membrana (Figura 25 A-D, & G). Similar a lo ocurrido en cocultivos WT,
tratamientos prolongados con TTX (12hsy 24hs) generaron un aumento en la captacion
de BrEt (Figura 25 A, E-G). A nivel astrocitario, persiste la disminucion significativa de
la captacion de BrEt frente a tratamientos cortos con TTX (1hs, 2hs y 5hs), sin embargo,
los tratamientos prolongados (12hs y 24hs) no ocasionaron variaciones significativas en
la permeabilidad de membrana (Figura 25 A-F & H). Estos resultados sugieren que los
panexones gliales promueven una disminucion temprana en la permeabilidad de la
membrana neuronal, mientras que a nivel astrocitario la modulacion de la actividad de
los panexones ocurre de forma tardia, siendo estos responsables de una disminucién
en la permeabilidad de membrana luego de 12 horas de inactividad del circuito, y luego
de 24hs de inactividad desencadenan un aumento en la permeabilidad de membrana,

en comparacion a lo observado en cocultivos WT.

Por otro lado, en cocultivos glia WT/neuronas Panx1KO, no detectamos variaciones
significativas en la captacion de BrEt luego de 1-5hs de tratamiento con TTX a diferencia
de los cocultivos WT, sin embargo, luego de 12-24hs de tratamiento la captacion de BrEt
disminuy6 en vez de aumentar en comparacion a los cocultivos WT (Figura 26 A-G). En
cuanto a la permeabilidad de membrana astrocitaria, no se observaron variaciones
significativas luego de 1-5hs de tratamiento con TTX, observandose un aumento en la
captacion de BrEt a las 12hs y 24hs de tratamiento (Figura 26 A-F & H). Estos hallazgos
sugieren que la actividad de los canales de Panx1l neuronales es regulada durante la
PSH en forma temprana y tardia, mostrando una disminucién de la actividad de los
panexones neuronales durante la PSH y un aumento de la funcionalidad de estos

canales a partir de las 12hs de induccién de la PSH.

En base a las observaciones detalladas anteriormente, planteamos el siguiente modelo
de transmision neuroglial de la informacién (Figura 27): frente al bloqueo de los canales
de Na' voltaje-dependientes con TTX, las neuronas no son capaces de despolarizarse
y provocar la entrada de Ca?* a la terminal presinaptica, lo cual es imprescindible para
gue ocurra la exocitosis de los neurotransmisores contenidos en las VS. Por lo tanto, la
concentracién de glutamato en la hendidura sinaptica disminuye drasticamente. Esta
inactividad circuital es sensada por todos los componentes de la sinapsis. Los cambios
presinapticos que se inducen frente a este bloqueo crénico de la actividad son, un

aumento en la permeabilidad de la Panx1 neuronal, un incremento en la abundancia de
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vGlutl y un aumento en el pool de VS. En conjunto, estas modificaciones determinan

un aumento de la funcion presinaptica.
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Figura 27: Modelo propuesto de los mecanismos que subyacen el ajuste
compensatorio de la funcién presinaptica luego del bloqueo crénico de la

actividad.

Pagina 73|87



Conclusiones

Los hallazgos de este trabajo concluyen que durante el silenciamiento prolongado de

la actividad sinptica con TTX:

1.

La Panx1l expresada tanto en astrocitos como neuronas es esencial para el
ajuste de la densidad de contactos sinapticos excitadores.

La Panx1 neuronal es imprescindible para el ajuste homeostético de la funcion
presinaptica.

Los canales de Panx1 neuronales modulan la abundancia de Ca?* citosolico.
La panx1 neuronal participa en el aumento compensatorio del pool de vesiculas
de reciclaje.

La permeabilidad de los canales de Panxl gliales y neuronales se modifica
durante la induccién y mantenimiento de la PSH, observandose en ambos tipos
celulares una disminucion temprana de la misma en las primeras horas de
inactividad, la cual es seguida por un incremento a partir de las 12hs de

tratamiento con TTX.
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Perspectivas a futuro

1. Con elfin de continuar caracterizando el rol de los canales de Panx1 frente a los
cambios funcionales que se producen en neuronas in vitro live durante la PSH,
resulta de interés realizar registros del tipo "whole cell patch-clamp" de pares de
células que establecen contactos sinapticos en cocultivos WT y glia
WT/neuronas Panx1KO. Esperamos observar un mayor grado de depresiéon de
la amplitud de los MEPSC evocados en cocultivos WT tratados con TTX en
comparacion con cocultivos sin tratamiento. Esperamos obtener resultados
similares a los observados en cocultivos WT tratados con TTX en los cocultivos
glia WT/neuronas Panx1KO con y sin tratamiento con TTX, y una recuperacion

en la amplitud de los mEPSC frente al tratamiento con BzATP.

2. Para confirmar que el ATP esté siendo liberado al medio extracelular a través de
canales de Panx1 neuronales luego de un periodo prolongado de silenciamiento
de la actividad circuital, proponemos medir cambios en la concentraciéon
extracelular de ATP mediante la utilizacion de un kit de bioluminiscencia de
luciferin/luciferasa. Esperamos observar un aumento en la concentracion
extracelular de ATP en cocultivos WT tratados con TTX en comparacion con
cocultivos sin tratamiento. Sin embargo, esperamos que los niveles
extracelulares de ATP no sean estadisticamente distintos entre los cocultivos

glia WT/neuronas Panx1KO cony sin tratamiento con TTX.

3. Con el fin de caracterizar a nivel presinaptico si ocurren variaciones en la
disponibilidad de Ca?*, se utilizara la sonda Syn-GCaMP en cocultivos WT y Glia
WT/Neuronas Panx1KO. Esperamos que los resultados sean idénticos a los
obtenidos durante la evaluacién del Ca?* citosélico, siendo los niveles mas altos
en cocultivos WT tratados de forma crénica con TTX en comparacién con
cocultivos WT control, y que frente a la ausencia de Panxl neuronal en los
cocultivos Glia WT/Neuronas Panx1KO dicho incremento de Ca?* presinaptico

no ocurra,
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