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RESUMEN 
 

El Adenosín tri-fostato (ATP) constituye una molécula mensajera extracelular en la 

interfase neurona-glía aparte de su clásico rol en el metabolismo energético. En 

respuesta al daño y la inflamación del sistema nervioso, el ATP se libera al medio 

extracelular por fuga desde células necróticas y por su liberación altamente regulada 

principalmente desde los astrocitos. Existen 15 receptores de membrana a ATP, de 

los cuales el receptor P2X7 se caracteriza por mediar la activación de células 

inmunes y microglía, y es también expresado por astrocitos y motoneuronas. Sin 

embargo, las consecuencias de su activación para la neurodegeneración son poco 

conocidas. En este trabajo estudiamos los efectos de la señalización por ATP 

extracelular y P2X7 en astrocitos y motoneuronas de médula espinal. Se utilizaron 

astrocitos y motoneuronas mantenidas en cultivos puros o bien en forma de co-

cultivos. Encontramos que el ATP es capaz de activar los astrocitos a través del 

receptor P2X7, llevando a la formación de superóxido, óxido nítrico, peróxido de 

hidrógeno y peroxinitrito, detectado por la cuantificación de superóxido y peróxido de 

hidrógeno. A su vez, la activación de P2X7 en astrocitos determinó el desarrollo de 

un fenotipo neurotóxico, caracterizado por la liberación de uno o más factores 

difusibles con la capacidad de inducir muerte de motoneuronas. La neurotoxicidad 

astrocitaria para motoneuronas es característica de los astrocitos provenientes de 

animales que sobre-expresan la mutación G93A de la enzima Superóxido dismutasa 

1, modelo de Esclerosis Lateral Amiotrófica (ELA). Los resultados mostraron una  

activación basal de P2X7 en estos astrocitos transgénicos, lo que sugiere una 

liberación basal aumentada de ATP, que podría actuar de forma autócrina y 

parácrina llevando a un fenotipo neurotóxico. De acuerdo con esta hipótesis, la 

inhibición de P2X7 en astrocitos fue suficiente para prevenir la muerte de 

motoneuronas inducida por los astrocitos transgénicos. La activación de P2X7 

también indujo la muerte de motoneuronas directamente mediante un mecanismo 

apoptótico iniciado por el aumento del calcio y la producción de radicales libres. 

Estos hallazgos constituyen una contribución original al papel del receptor P2X7 en 

la patogénesis y progresión de la muerte de motoneuronas en la ELA.
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INTRODUCCIÓN 

 
El ATP como molécula de señalización y sus receptores 

En 1929 el adenosin-trifostato (ATP), molécula que pertenece a la familia de las 

purinas y que está formada por una base nitrogenada (adenina), un azúcar (ribosa) 

y una cadena de tres grupos fosfato unidos a la ribosa, fue descubierta en el 

músculo (Fiske and Subbarow, 1929). En los años siguientes se hizo evidente que 

el ATP es la fuente de energía libre usada para sostener la mayoría de las funciones 

celulares. Hace 50 años fueron realizados los primeros experimentos que mostraron 

que algunos nervios son capaces de liberar ATP, llevando en 1972 a la proposición 

de la existencia de “nervios purinérgicos” (Burnstock, 1972; Burnstock et al., 1997). 

La idea de que las células podrían liberar una biomolécula tan importante para su 

supervivencia, y que una molécula tan ubicua podría ser un neurotransmisor 

encontró amplia resistencia en el medio académico y no fue aceptada sino hasta 

mediados de la década de los 80 (Burnstock, 2006). Actualmente es ampliamente 

aceptado que el ATP es un neurotransmisor excitatorio en el sistema nervioso 

(Burnstock, 2007). Siendo una  de las moléculas más arcaicas, es sensato suponer 

que tendría múltiples roles, tanto intracelularmente como extracelularmente. Su 

pequeño tamaño, alta tasa difusional, baja concentración en el medio extracelular, 

imposibilidad de cruzar membranas y la alta conservación de las enzimas de su 

metabolismo y catabolismo a lo largo de la escala biológica convierten al ATP en 

una molécula ideal para la señalización. Numerosos tipos celulares son capaces de 

liberar ATP como molécula de señalización, incluyendo células epiteliales, 

endoteliales, fibroblastos, hepatocitos, osteocitos, queratinocitos, cardiomiocitos, 

eritrocitos, neutrófilos, monocitos/macrófagos, plaquetas, células cromafínicas, 

células de los acinos pancreáticos, astrocitos y neuronas (Yegutkin, 2008). 

En el sistema nervioso, el concepto de neurotransmisión purinérgica comenzó con el 

descubrimiento de que el ATP era un neurotransmisor en las sinapsis no-

adrenérgicas- no-colinérgicas (Burnstock et al., 1972). Luego fue mostrado que el 

ATP era un co-transmisor en nervios simpáticos y parasimpáticos. Actualmente, el 

ATP es reconocido como un co-transmisor en todos los tipos de nervios, tanto en el 

sistema nervioso central como periférico (Burnstock, 2007). La principal fuente de 
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ATP en el sistema nervioso sano son las neuronas y los astrocitos, mediante 

exocitosis de vesículas a lo largo de los axones y en el territorio sináptico. Sin 

embargo, durante el daño e inflamación en el sistema nervioso el ATP extracelular 

aumenta debido al incremento en su liberación por parte de neuronas, astrocitos y 

microglía y células con daño estructural en general (Fields and Burnstock, 2006; 

Franke et al., 2006) 

 

El ATP, adenosín di-fosfato (ADP) y adenosina son capaces de señalizar a través 

de dos tipos de receptores ubicados en la membrana plasmática; los receptores P1 

y P2. Ambos son expresados en un gran número de tipos celulares en el desarrollo 

y la vida adulta. Los receptores P2 son activados principalmente por ATP  y los P1 

responden a la adenosina. Los receptores a ATP tipo P2 se sub-clasifican en dos 

grandes grupos, los ionotrópicos P2X y metabotrópicos P2Y (Burnstock and 

Kennedy, 1985; Abbracchio and Burnstock, 1994). En la figura 1 se esquematizan 

los receptores purinérgicos y los nucleótidos capaces de activarlos. 

 

 
 

Fig. 1. Señalización purinérgica extracelular. 
El ATP es capaz de señalizar a través de los receptores P2X1-7 y P2Y1-11 ubicados 
en la membrana plasmática. Su hidrólisis en el medio extracelular determina la 
producción de ADP, capaz de señalizar por receptores P2Y específicos, de AMP, 
para el cual no se conocen receptores, y adenosina, que señaliza por receptores 
tipo P1. 
 

 

Actualmente se conocen 8 receptores de tipo P2Y, caracterizados por estar 

acoplados a proteína G. Algunos de ellos no son sensibles al ATP, activándose en 

respuesta a ADP o UDP. Actualmente se han generado ratones knockout de P2Y1, 
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P2Y2, P2Y4, P2Y12 y P2Y13 (aún no caracterizado). La delección de estos genes no 

es letal. La ausencia de P2Y1 o P2Y12 acarrea desórdenes en la coagulación (Fabre 

et al., 1999) y el knockout de P2Y1 en Xenopus laevis suprime el desarrollo ocular 

(Masse et al., 2007). La delección de P2Y2 o P2Y4 altera el transporte de solutos y la 

secreción en células epiteliales (Cressman et al., 1999). En el sistema nervioso, la 

delección de P2Y12 en la microglía inhibe la quimiotaxis inducida por ATP y anula su 

rol en la inducción del dolor neuropático (Haynes et al., 2006; Tozaki-Saitoh et al., 

2008). 

 

Los  receptores de tipo P2X son 7 y constituyen canales iónicos permeables a 

cationes (Ca2+>Na2+>K+). La unión de 3 moléculas de ATP a la porción extracelular 

del receptor es necesaria para su activación. Los receptores P2X1-7 están formados 

por tres subunidades proteicas y pueden ser homoméricos o heteroméricos (Nicke 

et al., 1998; Barrera et al., 2005). La alta heterogeneidad en la familia de receptores 

P2X se refleja en los variados perfiles funcionales y farmacológicos; la cinética de 

activación, inactivación y desactivación es ampliamente variable. 

 

El receptor P2X7 presenta propiedades únicas dentro del grupo de los receptores 

P2X. Es el receptor con menor afinidad por el ATP, activándose a concentraciones 

mayores de 100 µM. Frente a la prolongada exposición al agonista, P2X7 posee la 

sorprendente capacidad de permeabilizar las células (Surprenant et al., 1996). 

Luego de una respuesta inicial rápida, donde deja entrar preferentemente calcio, 

cationes más grandes comienzan a ingresar. Luego sucede una conversión de canal 

a poro acuoso, por donde permean moléculas de hasta 900 dalton (Khakh and 

North, 2006). Se ha visto que esta permeabilización celular puede llevar a la lisis en 

variados tipos celulares, probablemente por la pérdida de metabolitos y mensajeros 

celulares esenciales (Surprenant et al., 1996; Khakh and North, 2006). 

 

El receptor P2X7  fue  clonado inicialmente 12 años atrás a partir de cerebro de rata 

y un año después a partir de cerebro y macrófagos humanos (Surprenant et al., 

1996; Collo et al., 1997; Rassendren et al., 1997). P2X7 es expresado en células de 

linaje hematopoyético, incluyendo mastocitos, linfocitos, eritrocitos, macrófagos 

periféricos y células de Langerhans (Surprenant et al., 1996). En el sistema nervioso 

el receptor P2X7 funcional se localiza en la microglía, astrocitos, células de 
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Schwann, oligodendrocitos y glía de Müller (Fields and Burnstock, 2006). También 

es expresado por numerosos tipos neuronales a lo largo del sistema nervioso, 

incluyendo neuronas de corteza, hipocampo, cerebelo y motoneuronas espinales 

(Anderson and Nedergaard, 2006; Yu et al., 2008).  

 

Los ratones knockout para los receptores P2X aportan importante información que 

ayudan a entender sus variadas funciones. Hasta la fecha se han hecho y 

caracterizado ratones knockout de P2X1, P2X2, P2X3, P2X4 y P2X7. Ninguno de ellos 

determina un fenotipo letal sin embargo la deleción homocigota de P2X1 lleva a la 

infertilidad masculina (Mulryan et al., 2000). La deleción de P2X4 lleva a un aumento 

de la presión arterial (Yamamoto et al., 2006). Los ratones knockout para P2X2 

presentan atrofia muscular por incorrecto desarrollo de las sinapsis 

neuromusculares (Ryten et al., 2007). La disrupción de P2X2 o P2X3 causa 

hiporeflexia vesical y disminución de sensación dolorosa en respuesta a inyección 

intraplantar de ATP o formalina (Cockayne et al., 2000; Cockayne et al., 2005). 

 

Los estudios realizados en ratones knockout para P2X7 han puesto en evidencia su 

importante rol en la inflamación y el dolor neuropático, por lo que los inhibidores de 

este receptor se postulan como los analgésicos de cuarta generación en el futuro 

próximo (Donnelly-Roberts and Jarvis, 2007). Estos ratones presentan respuestas 

inflamatorias deprimidas, causado por una disminución o desaparición de la 

liberación de interleukina 1 - beta (IL-1β) y otras citoquinas en respuesta a estímulos 

inflamatorios (Solle et al., 2001), llevando a la activación sólo parcial de células 

inmunes (Labasi et al., 2002). Por esto, los ratones knockout para P2X7 no 

desarrollan encefalitis autoinmune experimental y sólo levemente artritis inducida 

por inyección de anticuerpos anti -colágeno intra-articular (Labasi et al., 2002; Sharp 

et al., 2008). 

 

Los ratones knockout para P2X7 también presentan una incrementada resorción 

ósea por lo que actualmente se investiga a este receptor como una estrategia contra 

la osteoporosis (Ke et al., 2003).  
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En astrocitos de ratones knockout de P2X7 la propagación de ondas de calcio 

mediadas por ATP, esenciales para la comunicación de redes astrocitarias, se 

encuentra profundamente disminuida (Suadicani et al., 2006). 

 
 
Mecanismos de aumento del ATP extracelular 
 
 
Las dificultades técnicas que acarrea la detección del ATP extracelular, combinada 

con el escaso conocimiento de los canales y transportadores que mediarían su 

pasaje al medio extracelular, determina que los mecanismos por los cuales el ATP 

aumenta extracelularmente sean poco conocidos y ampliamente discutidos. En la 

figura 3 se esquematizan las principales vías. Es evidente que la lisis celular 

liberaría grandes cantidades de ATP al medio extracelular, aunque esto no ha 

podido ser cuantificado. Se ha establecido que el ATP es almacenado por astrocitos 

y neuronas en vesículas  y en lisosomas y es liberado mediante exocitosis 

dependiente de calcio (Bodin and Burnstock, 2001; Pangrsic et al., 2007; Zhang et 

al., 2007). En la figura 4 se observa el ATP dentro de vesículas acídicas en células 

endoteliales de cordón umbilical humano (HUVEC) y astrocitos. Los astrocitos 

también pueden liberar  ATP al medio extracelular por medio de hemicanales de 

conexina y panexina y canales aniónicos activados por voltaje (Cotrina et al., 1998; 

Stout et al., 2002; Kang et al., 2008; Liu et al., 2008). El propio receptor P2X7, 

cuando adquiere propiedades de poro, también permite la salida de ATP (Suadicani 

et al., 2006).  Otro mecanismo, putativo, de liberación de ATP es mediante 

transporte por miembros de la familia de proteínas ABC (del inglés ATP-binding 

cassette), aunque se plantea que estas proteínas podrían no estar transportando 

directamente el ATP al medio extracelular sino que gatillando otro mecanismo 

(Abraham et al., 1993; Franke and Illes, 2006). 

 

El interior celular no es la única fuente de nucleótidos extracelulares sino que 

existen nuevas evidencias que señalan que el ATP también puede ser sintetizado 

en el medio extracelular. La enzima ATP sintasa F1-FO se encuentra en la superficie 

de ciertos tipos celulares. Asimismo, existen dinucleótido-fosfoquinasas capaces de 

fosforilar ADP a partir de UTP, generando ATP y UDP (Franke et al, 2006). 

 



10 
 

 

 
 
 
Fig. 3. Mecanismos de aumento del ATP extracelular.  
Se ha encontrado que el ATP se libera por exocitosis vesicular a partir de células 
excitables y no excitables. Los transportadores de la familia ABC y canales de 
panexina, conexina y P2X7 también mediarían la aparición de ATP en el medio 
extracelular. Por último, la lisis celular implicaría la fuga del ATP intracelular en 
grandes cantidades. Modificado de (Yegutkin, 2008). 
 
 

 
 
 
Fig. 4. ATP intracelular en vesículas en células HUVEC y astrocitos.  
El marcado con quinacrina, que posee gran afinidad con el ATP y fluorece en medio 
ácido, permite visualizar el ATP dentro de vesículas intracelulares en células 
HUVEC (izquierda) y en un astrocito (derecha). Modificado de (Bodin and Burnstock, 
2001; Pangrsic et al., 2007). 
 

 

Aumento del ATP extracelular durante procesos patológicos 
 

La idea de que el incremento en el ATP extracelular era sólo causado por su 

liberación inespecífica ante la muerte o daño celular ha dado paso al concepto de 

que también es un proceso altamente regulado y específico tanto en el sistema 

nervioso sano como durante la patología. La concentración de ATP intracelular se 

encuentra en el rango milimolar. Su liberación al medio extracelular determina que 

exista una concentración pericelular en el rango micromolar, y en el espacio 
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extracelular más lejano a la célula, dónde generalmente es posible detectarlo con 

las técnicas disponibles, se encuentra en el rango nanomolar. Durante la 

inflamación e injuria en el sistema nervioso, los niveles de ATP extracelular 

aumentan, pudiendo llegar a concentraciones capaces de activar el receptor P2X7 

(Burnstock, 2008). Sin embargo, la concentración de ATP extracelular no depende 

únicamente de la cantidad liberada, sino de un fino balance entre su liberación, 

recaptación y degradación extracelular. 

 

Se ha encontrado liberación de ATP constitutiva en numerosos tipos celulares; la 

concentración de ATP hace un pico frente a un cambio de medio y llegando luego a 

un valor de reposo dictado por el equilibro entre su liberación e hidrólisis enzimática 

(Lazarowski et al., 2000). Sin embargo existen estímulos que llevan a importantes 

aumentos. En cultivo, los astrocitos liberan ATP en respuesta a múltiples estímulos, 

incluyendo los agonistas de receptores de aminoácidos excitatorios NMDA, AMPA y 

kainato (Queiroz et al., 1997), estímulos mecánicos (Guthrie et al., 1999), óxido 

nítrico (NO) (Bal-Price et al., 2002), interferón-gamma (Verderio and Matteoli, 2001) 

y ATP (Anderson et al., 2004). La mayoría de estos estímulos causan un aumento 

del calcio intracelular que lleva a la liberación de ATP. El aumento de calcio 

multifactorial durante la patología podría entonces disparar la salida de altas 

concentraciones de ATP observada en estos casos.      

 

A pesar de que existe amplia evidencia de que la liberación de ATP al medio 

extracelular tiene un papel en la patología del sistema nervioso, existen escasas 

medidas directas de su liberación in vivo, debido a las dificultades técnicas que esto 

acarrea. Se ha visto que en la zona de penumbra de una contusión espinal (Fig.2) 

(Wang et al., 2004) y de isquemia aguda (Phillis et al., 1993; Melani et al., 2005) 

existe un gran aumento en el ATP extracelular. También la inflamación sistémica es 

capaz de provocar el aumento de ATP extracelular en el cerebro; una inyección 

intravenosa de lipopolisacárido bacteriano (LPS) provoca el aumento de ATP en el 

hipotálamo, donde es capaz de modular la respuesta febril (Gourine et al., 2007). 

Por otro lado, durante el fenómeno de propagación de depresión cortical (cortical 

spreading depression, que determina un precondicionamiento que provee de 

tolerancia a un subsiguiente evento de isquemia) existe liberación de ATP, que 

media la inducción de mecanismos protectores (Schock et al., 2007).  
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Fig.2. ATP  extracelular luego de contusión de médula espinal.  
La detección del ATP es posible mediante la cuantificación de la luz emitida por la 
enzima luciferasa de manera dependiente del ATP. Se observa como 6 horas  post-
lesión (cuadro izquierdo, círculo rojo) existe un gran incremento en el ATP en el área 
peri-traumática (cuadro central). La liberación de ATP es un proceso activo mediado 
por células vitales, ya que la inducción de paro cardíaco en el animal lo detuvo 
completamente. En la zona directa del trauma no fue encontrada una elevación en 
el ATP extracelular, probablemente debido a que el registro sólo puedo ser 
comenzado 10 minutos después de establecida la lesión y la imposibilidad de 
mantener la producción de ATP en las células necróticas de esta área. Modificado 
de (Wang et al., 2004). 
 

La degradación del ATP en el medio extracelular y la señalización 

por ADP y adenosina 

La liberación de ATP al medio extracelular es la etapa crítica para el inicio de la 

señalización a través de receptores tipo P2X, mientras que su degradación por 

enzimas extracelulares determina  la culminación de este proceso y el inicio de la 

señalización a través de receptores P2Y específicos sensibles a ADP y receptores 

P1 a adenosina.  

 

La hidrólisis de los nucleótidos es realizada por enzimas insertas en la membrana 

plasmática que poseen su sitio catalítico hacia el medio extracelular, aunque 

también se han visto casos donde pueden ser secretadas (Yegutkin, 2008). Las 

enzimas de la familias de las E-NTPDasas (ectodifosfohidrolasas de nucleósidos 

trifosfato, que incluye CD39 y CD39L1) y E-NPP (pirofosfatasa de ectonucleótidos o 

fosfodiesterasa) son capaces de hidrolizar ATP y ADP produciendo ADP, AMP o 

adenosina. La ecto-5’-NT (ecto-5’-nucleotidasa, también conocida como CD73) y la 

fosfatasa alcalina (AP) producen adenosina (Zimmermann, 2006; Yegutkin, 2008). 

En la figura 5 se esquematiza el proceso de degradación de ATP a ADP, AMP y 
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adenosina y las enzimas extracelulares responsables. En astrocitos de hipocampo, 

corteza y cerebelo se ha detectado actividad ectonucleotidasa, con importantes 

diferencias regionales en la tasa de interconversión de los distintos nucleótidos. En 

los tres tipos de astrocitos la enzima predominantemente expresada es la CD39L1 

(Wink et al., 2003; Wink et al., 2006). La expresión de diversas enzimas y la 

modulación de su actividad podrían dar cuenta de las diferencias regionales 

encontradas. 

 

 
 
 
Fig. 5.  Enzimas del metabolismo extracelular del ATP. 
El ATP y ADP, capaces de señalizar por los receptores P2, es degradado 
extracelularmente a AMP por enzimas de la familia de las E-NTPDasas 
(ectodifosfohidrolasas de nucleósidos trifosfato) o las E-NPP (pirofosfatasa de 
ectonucleótidos o fosfodiesterasa). La ecto-5’-NT (ecto-5’-nucleotidasa y la AP 
(fosfatasa alcalina) catalizan la degradación del nucleótido a adenosina, capaz de 
señalizar por receptores P1.  
 
 
 
Las enzimas de degradación extracelular de nucleótidos constituyen un sistema 

altamente organizado para la regulación de la señalización mediada por nucleótidos, 

controlando la tasa, cantidad, lugar y momento de degradación nucleotídica y 

formación de nucleósido. Se han visto cambios en la expresión de algunas de estas 

enzimas en células tumorales de diferentes orígenes, incluyendo los gliomas. Las 

células de estos tumores cerebrales presentan disminuida capacidad de degradar 

ATP extracelularmente. Altos niveles de ATP se acumulan en el medio extracelular, 

estimulando la proliferación de las células transformadas e induciendo la muerte del 
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tejido nervioso circundante, permitiendo la expansión del tumor (Morrone et al., 

2006).  

 

En el sistema nervioso se ha observado un aumento en la expresión y actividad de 

ecto-nucleotidasas en episodios de isquemia aguda y luego de una herida cortante  

cortical (Braun et al., 1998; Nedeljkovic et al., 2006).  

La degradación del ATP es la principal fuente de ADP y adenosina extracelulares. El 

ADP es capaz de señalizar a través de los receptores P2Y1, P2Y11, P2Y12 y P2Y13. 

Los efectos de la activación de estos receptores en astrocitos son poco conocidos. 

Se ha visto que la activación de P2Y1 es capaz de proteger a los astrocitos de un 

insulto con peróxido de hidrógeno (Shinozaki et al., 2005). Al mismo tiempo, la 

infusión de un agonista para estos receptores en el núcleo accumbens provoca 

reactividad astrocitaria (Franke et al., 2001a).  

La importancia de la coordinación entre la liberación y degradación de ATP se 

evidencia en el proceso regulatorio de la migración microglial. El ATP y el ADP 

demostraron ser potentes quimiotácticos para la microglía (ver video en CD anexo) 

(Honda et al., 2001; Davalos et al., 2005; Haynes et al., 2006). Sin embargo, un 

trabajo reciente ha mostrado que la degradación del ATP por la ectonucleotidasa 

CD39 y la señalización simultánea a través de receptores P2 y P1 en la microglía es 

necesaria para inducir la quimiotaxis al sitio de la herida (Farber et al., 2008). 

La adenosina señaliza a través de receptores tipo P1, induciendo una respuesta 

antiinflamatoria en variados tejidos, por lo que se considera cardioprotectora y 

neuroprotectora. En casos de isquemia cerebral y epilepsia, la adenosina es capaz 

de activar astrocitos y microglía de una manera pro-regenerativa y protectora (Dare 

et al., 2007). 

La adenosina puede ser transportada al interior celular a través de transportadores 

de nucleósidos o degradada a hipoxantina mediante la acción de enzimas 

extracelulares, terminado así la cascada señalizadora comenzada en el momento de 

la liberación de ATP (Dare et al., 2007). 
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Rol de la señalización purinérgica y de P2X7 durante la patología en 

el sistema nervioso 
 
En condiciones patológicas, el ATP liberado al medio extracelular y sus productos 

de degradación pueden actuar sobre las neuronas, astrocitos, microglía y células 

inmunes infiltrantes. El receptor P2X7 se encuentra asociado con la inducción de la 

respuesta inmune y la muerte de neuronas ante la injuria en el sistema nervioso. El 

ATP actuando a través de P2X7 ha demostrado ser directamente tóxico en neuronas 

en cultivo y en secciones organotípicas de corteza, estriado y cerebelo causando 

degeneración de neuronas por necrosis y apoptosis (Kong et al., 2005; Franke and 

Illes, 2006; Jun et al., 2007; Bernardino et al., 2008). El paralelismo entre la muerte 

inducida por la activación de P2X7 y por el glutamato, donde en ambos casos el 

exceso de calcio lleva a la activación de la apoptosis, ha propiciado que el término 

excitotoxicidad se amplíe para incluir la muerte iniciada por P2X7 (Matute, 2008). 

 

La expresión del receptor P2X7 se ha encontrado elevada en numerosas patologías 

del sistema nervioso, tanto en humanos como en modelos animales. En la tabla 1 se 

detallan las patologías y los tipos celulares y estructuras donde se ha observado 

esta reacción. 

 

PATOLOGÍA TIPO CELULAR o ESTRUCTURA Referencia 

Dolor neuropático Ganglios de las raíces dorsales espinales y 

nervios lesionados (humanos) 

(Chessell et al., 2005) 

Isquemia Microglía (corteza de rata) (Collo et al., 1997) 

Hipoglicemia Neuronas granulares cerebelares (in vitro) (Cavaliere et al., 2002) 

Isquemia Neuronas (de hipocampo en cultivo 

organotípico) 

(Cavaliere et al., 2004) 

Isquemia Astrocitos, neuronas, microglía (corteza de rata) (Franke et al., 2004) 

Herida corto-punzante Astrocitos (de núcleo accubens de rata) (Franke et al., 2001b) 

Epilepisa de lóbulo 

temporal 

Neuronas (hipocampo de gerbo) (Vianna et al., 2002; 

Kang et al., 2004) 

Alzheimer Rodeando las placas (hipocampo de ratones 

Tg2576) y en microglía (cerebro humano) 

(Parvathenani et al., 

2003) 

Esclerosis Múltiple Oligodendrocitos (nervio óptico humano) (Matute et al., 2007) 

ELA Microglía (médula espinal humana) (Yiangou et al., 2006) 
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Tabla 1. Aumento en la expresión de P2X7 durante la enfermedad en el 
sistema nervioso y tipos celulares implicados. 
 

 

En el sistema nervioso, los astrocitos son capaces de regular las sinapsis, la 

respuesta inmune, el flujo sanguíneo y el metabolismo energético. Durante las 

patologías agudas y crónicas los astrocitos se activan, adoptando una morfología 

caracterizada por la hipertrofia del núcleo y cuerpo celular y la formación de 

procesos largos y delgados con alta inmunorreactividad para la proteína glial ácida 

fibrilar (GFAP). También existen cambios en su expresión génica, que llevan a un 

aumento en la proliferación y la liberación de citoquinas y factores neurotóxicos. En 

estos casos, los astrocitos son capaces de modular la supervivencia neuronal, 

mediante el balance entre las actividades protectoras y las tóxicas (Barbeito et al., 

2004) 

 

En astrocitos, el ATP induce respuestas muy variadas. La heterogeneidad de 

receptores, afinidades por el ATP y mecanismos de transducción de señal 

determina que las distintas concentraciones y los tiempos de exposición a ATP 

generen respuestas distintas, tanto protectoras como neurotóxicas. Pulsos cortos de 

ATP (de 30 segundos a 24 horas), han demostrado generar respuestas protectoras 

en astrocitos, activando numerosas vías que le permitirán no sólo sobrevivir al 

insulto sino también contribuir a que el tejido circundante  recupere la homeostasis. 

En estas condiciones, el ATP es capaz de proteger contra un insulto de peróxido de 

hidrógeno o agentes depletantes de glutatión (Shinozaki et al., 2006; Wu et al., 

2007). Un  pulso corto de ATP es capaz de disminuir la actvidad de la enzima iNOS 

(sintasa de NO inducible) iniciada por citoquinas  y de provocar un pronunciado 

aumento en la liberación de 2-Araquidonoil glicerol, endocanabinoide 

antiinflamatorio (Lin and Murphy, 1997; Walter et al., 2004).       

 
Por otro lado, existe amplia evidencia de que el ATP es capaz de promover 

respuestas inflamatorias en los astrocitos. La activación de receptores P2Y lleva a 

un aumento en la proliferación y a cambios morfológicos propios de la reactividad, 

caracterizados por la formación de finos procesos altamente inmunorreactivos para 

GFAP. Este efecto es dependiente de la activación de la quinasa regulada por 
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activación extracelular (ERK) y el aumento de la ciclooxigenasa – 2 (COX-2) 

(Brambilla et al., 2002).  

 
En astrocitos, el ATP es capaz de activar débilmente AP-1 y no activa NF-kB. Sin 

embargo, es capaz de potenciar la activación de estos factores en respuesta a otros 

estímulos inflamatorios, como la IL-1β (John et al., 2001). También potencia la 

producción de NO y TNF-α inducida por LPS (Kucher and Neary, 2005). La 

activación de los receptores P2X7 lleva a la producción y liberación de la 

quimioquina MCP-1 (del inglés monocyte chemoattractant protein-1), evento 

temprano de la inflamación que promueve la invasión de monocitos al tejido neural 

(Panenka et al., 2001). 

 
La microglía es activada por el ATP a través del receptor P2X7, que en respuesta 

aumenta la expresión de receptores P2X, citoquinas, quimioquinas, producción de 

óxido nítrico (NO) y superóxido (O2
•-), entre otros (Inoue, 2002; Sperlagh and Illes, 

2007). También, como fue mencionado anteriormente y se muestra en el video 

anexo, el ATP actúa como quimiotáctico para estas células, provocando la 

migración hacia el foco de ATP (Davalos et al., 2005). En oligodendrocitos, el ATP 

es capaz de inducir la muerte por excitotoxicidad a través del receptor P2X7. La 

activación sostenida in vivo de este receptor causa lesiones propias de la esclerosis 

múltiple, muerte de oligodendrocitos, demielinización y degeneración axonal (Matute 

et al., 2007).  

 
Teniendo en cuenta que la activación de receptores purinérgicos por el ATP liberado 

durante la injuria e inflamación lleva a la muerte excitotóxica de neuronas y 

oligodendrocitos, activación de microglía y astrocitos, los inhibidores de receptores 

P2X se postulan como nueva estrategia neuroprotectora.  Los principales hallazgos 

in vitro e in vivo se esquematizan en la tabla 2. A pesar de que en varias de las 

patologías mencionadas en esta tabla no existe evidencia directa de liberación de 

ATP, el hecho de  que el antagonismo de receptores P2X sea protector da evidencia 

indirecta de su activación por un incremento en el ATP extracelular. 

 

Se ha observado una notable reducción en la activación glial y muerte neuronal 

mediante la inhibición de receptores P2X durante la isquemia, trauma espinal y 

cerebral e inflamación y degeneración inducida por la inyección de ATP y LPS in 
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vivo. También se evidenció una disminución en la cicatriz glial y una mejora en las 

variables motoras. En modelos de patología aguda la neuroprotección por 

inhibidores de P2X ha resultado exitosa. En modelos de enfermedades 

neurodegenerativas donde existe un proceso degenerativo e inflamatorio sostenido 

en el tiempo aún no se ha investigado el beneficio de esta estrategia. Sin embargo, 

recientemente Matute y colaboradores mostraron en un modelo experimental de 

encefalomielitis autoinmune in vivo que la inhibición de P2X7 durante 20 días lleva a 

una notable mejoría en los parámetros motores, asociado a niveles 

sorprendentemente disminuidos de demielinización (Matute et al., 2007). 

 

 

ANTAGONISTA CONDICIÓN Referencia 

IN VITRO 

oATP Isquemia, 
ATP extracelular 

(Cavaliere et al., 2004; Matute et al., 
2007) 

Basilen Blue / 
Reactive Blue 2 

Deprivación de oxígeno y glucosa, 
ATP extracelular 

(Cavaliere et al., 2001b; Cavaliere et 
al., 2001a; Amadio et al., 2002; 
Cavaliere et al., 2002; Cavaliere et 
al., 2004)  

PPADS Deprivación de oxígeno y glucosa, 
ATP extracelular 

(Cavaliere et al., 2001b; Amadio et 
al., 2002; Matute et al., 2007) 

Suramina Deprivación de oxígeno y glucosa, 
ATP extracelular 

(Cavaliere et al., 2001b; Amadio et 
al., 2002; Cavaliere et al., 2003) 

Brilliant Blue G ATP extracelular (Matute et al., 2007) 

IN VIVO 

oATP Encefalitis autoinmune experimental 
Trauma de médula espinal 
Inyección de LPS cerebral 

(Wang et al., 2004; Choi et al., 
2007; Matute et al., 2007) 

Reactive Blue 2 Trauma encefálico (Ryu et al., 2002) 
PPADS Trauma encefálico 

Isquemia 
Trauma de médula espinal 

(Franke et al., 1999; Franke et al., 
2001b; Krugel et al., 2001; Franke et 
al., 2004; Wang et al., 2004) 

Suramina Isquemia (Kharlamov et al., 2002) 
Brilliant Blue G Encefalitis autoinmune experimental (Matute et al., 2007) 
 
Tabla 2. Neuroprotección por inhibición de receptores P2 en el sistema 
nervioso. Todos los antagonistas mencionados son inespecíficos para receptores 
P2X con excepción del Brilliant Blue G (azul de coomasie) que posee una afinidad 
muy alta por  P2X7. 
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Señalización por P2X7 y la inducción de estrés oxidativo 

 
Las especies reactivas del oxígeno y del nitrógeno (ERONs) son moléculas que 

poseen un electrón desapareado por lo que son muy reactivas, ya que tienden a 

robar un electrón a las moléculas estables con el fin de alcanzar su estabilidad 

electroquímica. Una vez que el radical libre ha conseguido sustraer el electrón que 

necesita para aparear su electrón libre, la molécula estable que se lo cede se 

convierte a su vez en un radical libre, por quedar con un electrón desapareado. Se 

inicia así una cadena de reacciones que sólo se detendrá con una reacción de 

terminación, donde dos radicales forman un aducto no-radical. En la figura 6 se 

esquematizan algunas de las reacciones y productos formados en presencia de O2
•- 

y NO (Pacher et al., 2007; Trujillo et al., 2008). 

 

Las células son capaces de producir el radical O2
•- y el NO, que no son 

intrínsecamente deletéreos. En macrófagos y neutrófilos son cruciales para luchar 

contra bacterias y virus. Además, las ERONs son moléculas de señalización 

implicadas en el funcionamiento fisiológico del organismo. Las ERONs son 

neutralizadas fácilmente por el organismo, sin embargo cuando la producción de 

ERONs sobrepasa las defensas antioxidantes de la célula se produce el estrés 

oxidativo y nitrativo, apareciendo el daño a bio-moléculas. El término “daño 

nitrooxidativo” generalmente es utilizado para referir al daño indiscriminado a 

biomoléculas, sin embargo los blancos de este daño son sorprendentemente 

específicos. La nitración y oxidación de proteínas, lípidos y  ADN es capaz de 

producir alteraciones en sus funciones normales y ganancias de nuevas (Pacher et 

al., 2007; Trujillo et al., 2008). 

 

En los astrocitos, posibles fuentes de O2
•- podrían incluir la enzima NADPH oxidasa, 

la xantina oxidasa y la NOS desacoplada, metales de transición, el retículo 

endoplásmico a través del sistema citocromo p450 y el núcleo y la mitocondria a 

través de la cadena de transporte electrónico.  
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Fig. 6. Interacción y reacciones del NO, O2

•-,  peroxinitrito (ONOO-). 
Cuando el NO y O2

•- se encuentran presentes simultáneamente en tiempo y espacio 
pueden reaccionar formando ONOO-. A partir del ONOO- se pueden formar el 
radical hidroxilo (HO•), dióxido de nitrógeno (•NO2) y radical carbonato (CO3•-) 
altamente dañinos para las células. Modificado de (Pacher et al., 2007) 
 
 

 

La producción de un exceso de ERONs en respuesta a la activación del receptor 

P2X7 se ha establecido en promielocitos, neutrófilos, macrófagos y microglía (Suh et 

al., 2001; Hewinson and Mackenzie, 2007; Kim et al., 2007; Hewinson et al., 2008). 

La movilización de calcio hacia el interior celular que provoca la activación de este 

receptor es el disparador para la activación de enzimas como la NADPH oxidasa, 

productora de O2
•-. En astrocitos se ha visto que el ATP extracelular es capaz de 

activar la enzima NADPH oxidasa, sin embargo, se desconoce si el receptor P2X7 

se encuentra implicado y cuáles son sus consecuencias (Abramov et al., 2005). En 

las enfermedades neurodegenerativas, el incremento en el ATP extracelular en 

respuesta a la inflamación y muerte celular podría llevar a la activación de P2X7 en 

neuronas, microglía, astrocitos y células inmunes infiltrantes, incrementando su 

producción de ERONs, amplificando el daño e inflamación y pudiendo llevar a la 

muerte celular. 
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Rol de los astrocitos en la  Esclerosis Lateral Amiotrófica 
 
La ELA, también conocida como enfermedad de Lou Gehrig, es una enfermedad 

neurodegenerativa que lleva a la muerte del paciente entre los 3 a 5 años del 

diagnóstico inicial. Afecta a 1 cada 20.000 individuos, y generalmente se manifiesta 

en la sexta década de vida. Se caracteriza por la muerte selectiva de las 

motoneuronas tanto superiores (corteza motora) como inferiores (tronco cerebral y 

médula espinal), por lo que el paciente muestra síntomas progresivos de 

espasticidad, hiperreflexia, debilidad y parálisis muscular. La muerte del individuo en 

la mayoría de los casos sobreviene por fallos respiratorios  

 
La enfermedad se presenta en su forma esporádica (ELAE) o familiar (ELAF). En la 

primera, que comprende el 90% de los casos, no existe un componente genético, 

sin embargo en la forma familiar el 10% de los pacientes presentan mutaciones en 

la Cu, Zn Superóxido dismutasa (SOD1) (Rosen et al., 1993).  

 
El descubrimiento de mutaciones en la enzima SOD1 y las pronunciadas 

similaridades patológicas y clínicas entre pacientes con ELAE y ELAF han permitido 

la generación de animales transgénicos como modelo de la enfermedad (Rosen et 

al., 1993; Gurney et al., 1994). Nuestro laboratorio cuenta con colonias de ratas y 

ratones que sobre-expresan la SOD1 humana y presentan sustituida la glicina en la 

posición 93 por alanina (SOD1G93A). Estos murinos desarrollan una enfermedad de 

impactante similitud a la ELAF. En este modelo la enfermedad se inicia alrededor de 

los tres meses de vida y la muerte ocurre aproximadamente un mes más tarde.  

 
En la ELA se observa una pronunciada gliosis reactiva rodeando a las 

motoneuronas en degeneración, tanto en la corteza  como en la médula espinal. El 

nivel de activación astrocitaria se correlaciona con el grado de degeneración. Al ser 

la activación astrocitaria un rasgo común de variadas condiciones patológicas como 

la isquemia cerebral, la enfermedad de Alzheimer, la enfermedad de Parkinson, la 

demencia frontotemporal y la enfermedad de Huntington, fue considerada 

tradicionalmente como una respuesta inespecífica al daño neural. Sin embargo, 
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actualmente se reconoce que los astrocitos activados cumplen un papel activo 

protagónico en la patogénesis. 

 

La etiología de la ELA es desconocida. Sin embargo se plantean numerosas 

hipótesis patogénicas que involucran al estrés oxidativo, excitotoxicidad, disfunción 

mitocondrial, anormalidades del citoesqueleto, mal plegamiento y agregación de 

proteínas, autoinmunidad, alteración del soporte trófico y exposición a tóxicos 

ambientales (Rowland, 2001; Bruijn et al., 2004).  

 

El descubrimiento de las mutaciones en la SOD1  inmediatamente implicó al estrés 

oxidativo en la etiología de la ELA. La SOD1 es una enzima antioxidante que 

convierte el radical O2
•- en peróxido de hidrógeno. Debido a que el knockout 

completo del gen que codifica para la SOD1 no produce una enfermedad de las 

motoneuronas, se postula que su toxicidad no se debería a la pérdida de actividad 

dismutasa sino a la ganancia de una nueva actividad tóxica (Beckman et al., 1993; 

Reaume et al., 1996). La SOD1 mutada podría catalizar reacciones de manera 

aberrante, resultando en la producción de especies reactivas del oxígeno (EROs). 

De acuerdo con ésto, se observa una elevada inmunorreactividad para nitrotirosina 

en las médulas espinales de modelos animales y pacientes de ELA (Abe et al., 

1995; Beal et al., 1997; Ferrante et al., 1997). En la figura 7 se observa el aumento 

de inmunorreactividad para nitrotirosina en motoneuronas espinales y el neuropilo 

en ratones SOD1G93A. 

 

 
 
Fig. 7. Inmunorreactividad para nitrotirosina en hasta ventral de médula 
espinal. 
Nótese el dramático incremento de inmunorreactividad en las motoneuronas y 
neuropilo de ratones transgénicos (derecha y centro) en comparación con no 
transgénicos (izquierda) (Cortesía Liliana Viera. Datos no publicados). La nitración 
de tirosinas es catalizada por el peroxinitrito y es considerada un biomarcador de su 
presencia. Gentileza Liliana Viera. 
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Recientemente se ha visto que la SOD1 es capaz de inactivar la enzima NADPH 

oxidasa cuando el ambiente celular es oxidante, sin embargo la SOD1 mutada 

pierde su capacidad de inactivar esta enzima de manera que continúa produciendo 

O2
•- (Harraz et al., 2008). En la figura 8 se observa la médula espinal de ratones 

SOD1G93A control y en presencia de apocinina, un inhibidor de la NADPH oxidasa. 

También se propone que su toxicidad también puede ser causada por su 

agregación, secreción al medio extracelular o interacción aberrante con otras 

proteínas (Bruijn et al., 2004; Polymenidou and Cleveland, 2008). 

 

 
 

En los últimos años se ha acumulado amplia evidencia que argumenta a favor de un 

rol de las células no neuronales en la ELA, principalmente mediante la creación de 

ratones transgénicos que expresan la SOD1 mutada selectivamente en los distintos 

tipos celulares. Los ratones que expresan la SOD1 mutada únicamente en 

motoneuronas o en astrocitos no desarrollan la enfermedad (Gong et al., 2000; 

Pramatarova et al., 2001; Lino et al., 2002; Yamanaka et al., 2008a), aunque la 

expresión de SOD1 mutada pan-neuronal es suficiente para que se desarrolle 

enfermedad (Jaarsma et al., 2008). La expresión de SOD1 mutada en las 

motoneuronas tendría un rol disparador de la enfermedad, ya que un decremento 

específico  en su expresión en motoneuronas es capaz de postergar el inicio pero 

no enlentecer el progreso de la patología (Miller et al., 2005; Ralph et al., 2005).  

 

Fig. 8. Producción de superóxido en médula 
espinal de ratón SOD1G93A. Con la sonda 
Dihidroetidio (DHE) es posible observar detectar el 
superóxido en un corte de médula espinal de ratón 
SOD1G93A. Se observa una intensa fluorescencia 
(untreated, arriba), que desaparece en ratones 
inyectados con apocinina (apocynin, abajo), inhibidor 
de la enzima NADPH oxidasa. Modificado de (Harraz 
et al., 2008). 
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Los astrocitos y la microglía activada en respuesta a la degeneración de neuronas 

tendrían un rol determinante de la progresión de la enfermedad, amplificando y 

profundizando el daño. Una reducción en los niveles de expresión de SOD1 mutada 

en microglía o en astrocitos es capaz de enlentecer la progresión de la enfermedad, 

sin embargo el inicio permanece incambiado (Boillee et al., 2006; Yamanaka et al., 

2008b). 

 

Con el fin de evaluar la respuesta de los astrocitos frente a diversos estímulos y su 

consecuencia en la interacción con motoneuronas espinales, nuestro grupo de 

investigación ha establecido modelos de co-cultivos de astrocitos y motoneuronas. 

La previa activación de los astrocitos con lipopolisacárido bacteriano, FGF-1 (factor 

de crecimiento fibroblástico-1) o peroxinitrito determina una reducción en el número 

de motoneuronas sobrevivientes. (Cassina et al., 2002; Pehar et al., 2004; Cassina 

et al., 2005). A su vez, nuestro laboratorio ha mostrado que los astrocitos SOD1G93A 

no estimulados presentan un fenotipo que determina la muerte de motoneuronas 

(Vargas et al., 2006). La producción de uno o más factor difusibles aún no 

caracterizados serían los responsables (Di Giorgio et al., 2007; Nagai et al., 2007). 

La mutación en la SOD1 determinaría que los astrocitos adquieran un fenotipo 

inflamatorio. En la ELA, estas actividades astrocitarias podrían ejercer un efecto de 

selección sobre las motoneuronas dañadas, llevando a las más vulnerables a la 

apoptosis. La reducción de la expresión de transportadores de glutamato, 

incremento en su producción de radicales libres y citoquinas pro-inflamatorias, la 

depleción de antioxidantes y disfunción mitocondrial se postulan como algunos de 

los mecanismos por los cuales los astrocitos podrían modular la supervivencia de 

las motoneuronas en la ELA (Howland et al., 2002; Barbeito et al., 2004; Vargas et 

al., 2006; Cassina et al., 2008; Yamanaka et al., 2008b). 

 

La interacción astrocito - microglía también sería determinante en la progresión de la 

enfermedad. Los astrocitos serían los primeros en censar el daño, activándose y 

expandiendo la inflamación a microglía y células inmunes infiltrantes. Esto se 

evidencia por la disminución de expresión de la SOD1 mutada en astrocitos, que no 

modifica el inicio de la muerte de motoneuronas o síntomas de la enfermedad, pero 

es capaz de postergar la activación de la microglía (Yamanaka et al., 2008b).  
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Se desconoce el rol de la señalización purinérgica en la ELA. Se ha encontrado que 

el receptor P2X4 presenta incrementada inmunorreactividad en motoneuronas en 

degeneración de animales SOD1G93A (Casanovas et al., 2008). A su vez, la 

activación de este receptor mediante un agonista farmacológico es capaz de 

extender su supervivencia. Sin embargo, el compuesto fue administrado vía oral y  

no es capaz de atravesar la barrera hemato-encefálica, por lo que sus efectos 

protectores se explicarían por su acción en el músculo o sistema inmune (Schinkel 

et al., 1996; Andries et al., 2007). 
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HIPÓTESIS  
 

Los niveles de ATP extracelular pueden aumentar notablemente durante la 

inflamación, injuria y muerte celular en el sistema nervioso. Durante la isquemia y 

trauma de médula espinal, donde existe activación de astrocitos y microglía y 

muerte de neuronas la inhibición de los receptores a ATP resulta ser 

neuroprotectora. A su vez, la activación de P2X7 es capaz de inducir la producción 

de ERONs en variados tipos celulares. El presente trabajo se basa en la hipótesis 

de que el ATP, señalizando a través del receptor P2X7, podría ser uno de los 

factores de señalización extracelular que amplifica y extiende la respuesta 

inflamatoria glial e induce estrés oxidativo, derivando en el daño a motoneuronas en 

enfermedades neurodegenerativas como la ELA. 

 

Las siguientes predicciones surgen de la hipótesis planteada: 

(1) En astrocitos activados y particularmente en los portadores de la mutación 

SOD1G93A ligada a la ELA el receptor P2X7 podría encontrarse activado por el 

incremento del ATP extracelular. 

(2) Esto provocaría que los astrocitos modificaran su fenotipo, activando vías de 

respuesta al estrés y daño celular y aumentando su producción de radicales libres, 

modulando así la supervivencia de las motoneuronas  

(3) El ATP podría actuar sobre motoneuronas directamente, induciendo su muerte.  

(4) La inhibición de receptores purinérgicos podría constituir una estrategia 

neuroprotectora, actuando tanto sobre astrocitos como motoneuronas, 

constituyendo un blanco para la intervención terapéutica en casos de ELA. 

 

OBJETIVO GENERAL 

 
El objetivo general consiste en contribuir al conocimiento de la señalización 

extracelular por ATP en dos tipos de células nerviosas espinales, los astrocitos y las 

motoneuronas. Se apunta a determinar los efectos de las alteraciones en la 

señalización extracelular por ATP y P2X7 para la sobrevida de motoneuronas 

espinales y profundizar en los mecanismos involucrados. Los hallazgos de este 

trabajo constituirán un aporte a la comprensión del rol del ATP durante la patología 
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en el sistema nervioso, con especial importancia para enfermedades donde existe 

muerte de motoneuronas como la ELA.  
 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 

 
I. Investigar la capacidad del ATP extracelular de inducir en astrocitos espinales 

activación y un fenotipo neurotóxico para motoneuronas. Determinar la 

dependencia de la dosis y el tiempo en la aparición de los efectos del ATP y  

estudiar el rol del receptor P2X7. Evaluar el efecto de los productos de 

degradación del ATP sobre el fenotipo astrocitario. 

 
II. Estudiar los efectos de la activación de P2X7 por un agonista farmacológico 

en astrocitos espinales en cultivo que determinan su neurotoxicidad para 

motoneuronas. En particular se investigará la inducción de estrés nitro-

oxidativo. 

 
III. Evaluar el efecto de la inhibición de P2X7 en astrocitos SOD1G93A como 

estrategia para modular su comportamiento neurotóxico.  

 
IV. Evaluar los efectos del ATP en motoneuronas puras en cultivo. Determinar 

los posibles mecanismos de muerte involucrados y las vías  que causan su 

disparo. 

 

 

ABORDAJE METODOLÓGICO 
 
 

1) Para el abordaje del primer objetivo, cultivos primarios de astrocitos espinales  

fueron pre-tratados con ATP y luego se establecieron co-cultivos con 

motoneuronas mediante el sembrado de motoneuronas sobre la monocapa. 

La supervivencia neuronal es indicativa del fenotipo astrocitario. La 

participación del receptor P2X7 se estudió mediante un abordaje 

farmacológico. La aparición de cambios morfológicos se evaluó mediante 

inmunotinción para GFAP. 
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2) Para estudiar la producción de ERO y ERN en respuesta a la activación de 

P2X7, los astrocitos se expusieron a un agonista de este receptor y luego se 

cuantificó la fluorescencia de las sondas DHE y Amplex UltraRed, capaces de 

censar los niveles de O2
•- y H2O2 respectivamente. Para estudiar si estas vías 

se encuentran implicadas en el fenotipo neurotóxico astrocitario se trataron 

astrocitos con un agonista de P2X7 y fármacos capaces de prevenir el estrés 

oxidativo y se establecieron co-cultivos con motoneuronas. 
 

3)  Para este objetivo se trataron monocapas de astrocitos  SOD1G93A con 

inhibidores de receptores P2X y con apirasa, enzima que hidroliza el ATP. 

Luego se establecieron co-cultivos con motoneuronas no transgénicas. 

Además se ensayó el efecto del esta estrategia para la modulación de la 

proliferación de los astrocitos SOD1G93A. 

 
4) Se evaluó la supervivencia de motoneuronas puras en cultivo en respuesta a 

la estimulación del receptor P2X7 con un agonista farmacológico. Se 

estudiaron las vías que llevan a esta respuesta mediante un enfoque 

farmacológico, evaluando la supervivencia neuronal en presencia de 

inhibidores y detoxificadores. A su vez se estudiaron los cambios fenotípicos 

mediante inmunofluorescencia.
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MATERIALES Y MÉTODOS 
 
 
Protocolos de experimentación animal 
 

Los protocolos de experimentación utilizados para el mantenimiento de las colonias 

de ratas y para el sacrificio de ratas adultas (para el cultivo de motoneuronas) y de 

neonatos (para el cultivo de astrocitos) fueron aprobados por la Comisión Honoraria 

de Experimentación Animal.  

 
Materiales 
 
Las ratas que sobreexpresan la enzima SOD1 humana con la mutación G93A 

fueron compradas a Taconic y mantenidas en URBE (Facultad de Medicina, 

UDELAR). Los neonatos no transgénicos de rata fueron proporcionados por URBE. 

Los medios de cultivo, suplementos y sueros en Gibco (Invitrogen) y el material 

plástico a NUNC y corning. El dihidroetidio, Amplex UltraRed, kit para marcación de 

citocromo C y los anticuerpos secundarios a Invitrogen. El anticuerpo para iNOS a 

Upstate (Millipore), el de caspasa 3 clivada a Cell Signaling y el de P2X7 a Alomone. 

Todos los demás reactivos fueron comprados a Sigma. 

 

Establecimiento de cultivos altamente enriquecidos en astrocitos espinales 
 

Se realizaron cultivos de astrocitos de ratas no transgénicas y SOD1G93A. El 

genotipado de las ratas SOD1G93A neonatas por PCR, a partir de ADN extraído de 

una biopsia de cola, utilizando primers contra la SOD1 humana. 

Los cultivos primarios de astrocitos se realizaron de acuerdo al protocolo de Saneto 

y De Vellis (1987), con modificaciones menores. Brevemente, se extrajo la columna 

vertebral de ratas de 1 – 2 días de vida y se aisló la médula espinal, removiendo 

cuidadosamente las meninges. El tejido fue cortado en fragmentos que se incubaron 

con tripsina al 0,25% en PBS (Na2HPO4 0,92 g/L, KH2PO4 0,2 g/L, NaCl 8,0 g/L, KCl 

0,2 g/L) a 37ºC. Luego de 25 minutos la digestión se detuvo agregando DMEM 

completo (suplementado con penicilina (100 U/L), estreptomicina (100 µg/mL), 10% 



30 
 

suero fetal bovino (SFB) y Hepes (15 mM)).  Se adicionó ADNasa (50 µg/mL) y se 

disgregó mecánicamente utilizando una micropipeta de 1000 uL. La suspensión 

celular obtenida se plaqueó a una densidad de 1,5x106 células por botella de cultivo 

de 25cm2. 

Luego de una semana los astrocitos forman una monocapa confluente, de la cual se 

remueven los otros tipos celulares mediante su agitación (250 rpm, 48 horas) y 

posteriormente su incubación con citosina arabinósido (10µM, 48 horas). Los 

cultivos purificados de astrocitos se amplificaron mediante su tripsinización y 

plaqueo a menor densidad en placas de 24 o 96 pocillos. Al cabo de una semana 

los astrocitos expresan GFAP y forman monocapas confluentes como se observa en 

la figura 8A y B y se encuentran listos para ser tratados. 

 

Obtención de cultivos purificados de motoneuronas. 
 

Los cultivos enriquecidos en motoneuronas espinales se obtuvieron a partir de 

embriones de ratas Wistar de 15 días mediante una combinación de centrifugación 

diferencial e inmunoselección de acuerdo al procedimiento descrito por Henderson y 

col (1995). Brevemente, las médulas fueron disecadas y aisladas de meninges, se 

aisló la región ventral de la médula separándola del asta dorsal con bisturí. Las 

regiones ventrales fueron fraccionadas y tripsinizadas en PBS en presencia de 

0,02% tripsina durante 12 minutos a 37ºC. El proceso de tripsinización se detuvo por 

el agregado de medio de cultivo L15 completo (L15 de Leibovitz suplementado con: 

bicarbonato de sodio (22mM), glucosa (20mM), insulina (5 µg/mL), progesterona 

(21nM), penicilina (100 U/mL), estreptomicina (100 µg/mL y suero de caballo (2%) 

suplementado con 0,1% seroalbúmina bovina (BSA)). Seguidamente se procedió a 

la disociación mecánica del tejido en presencia de 0,02 mg/mL de DNAasa-1 en 

medio L15 completo, las células se separaron del detrito por centrifugación sobre un 

colchón de BSA (4%, 300g, 10 minutos). El precipitado celular fue resuspendido y 

sometido a una centrifugación diferencial sobre un colchón de optiprep (1:10 en L15, 

800g, 15 minutos). Este paso enriquece en motoneuronas la fracción en la interfase 

medio – optiprep (>70%). Posteriormente se realizó un paso adicional de 

purificación mediante inmunoafinidad empleando anticuerpo anti-p75NTR 

(sobrenandante de hibridoma MC-192), en donde la suspensión celular se incubó 1 
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hora en placa de bacteriología pretratadas con este anticuerpo. Las células no 

adherentes fueron desechadas y las motoneuronas adheridas se eluyeron por 

lavado con sobrenadante de hibridoma MC-192. Finalmente las motoneuronas 

fueron colectadas por centrifugación en un colchón de BSA. Se plaquearon a una 

densidad de 300 células/cm2 sobre monocapas de astrocitos confluentes en medio 

L15 completo. En caso de cultivos puros de motoneuronas se plaquearon en placas 

de 4 pocillos pretratados con poliornitina y laminina y mantenidas en medio 

Neurobasal suplementado con B27 (2%), glutamina (0,5mM), L-glutamato (25 µM), 

β-mercaptoetanol (25 µM), suero de caballo (2%). 

 

Tratamiento de los cultivos  

 
Astrocitos. Monocapas confluentes de astrocitos fueron lavadas con PBS y 

transferidos a DMEM 2% SFB. Luego se adicionaron los tratamientos 

correspondientes. En caso de utilizarse inhibidores, se agregaron 1 hora antes que 

los demás tratamientos. Las soluciones stock se realizaron en PBS o en el menor 

volúmen posible de agua o dimetilsulfóxido de manera que el volumen final no 

superó el 1%. En la Figura 8D se detalla el esquema de tratamiento y 

establecimiento de co-cultivos.  

 
Motoneuronas puras. Éstas fueron tratadas con GDNF (1 ng/mL) y los fármacos 

correspondientes luego de 2 horas de plaqueadas. Los inhibidores fueron incubados 

1 hora antes que los fármacos. Para el estudio de la toxicidad del medio 

condicionado, las monocapas de astrocitos fueron incubadas con los tratamientos 

correspondientes, posteriormente fueron lavadas y transferidas a medio neurobasal 

suplementado por 24 horas. Este medio se centrifugó (500g, 4ºC, 10 minutos) y el 

sobrenadante fue guardado a -80ºC hasta el momento de su adicionamiento a las 

motoneuronas puras. 
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Fig. 8. Tratamiento de astrocitos y establecimiento de co-cultivos.  
(A) Monocapa de astrocitos confluentes observada por microscopía de contraste de 
fases (aumento 10X.La barra corresponde a 15 µm). Se observa su morfología 
poligonal. (B) Inmunofluorescencia para GFAP de una monocapa de astrocitos 
confluente (20X) (C) Co-cultivos de astrocitos y motoneuronas luego de 
inmunocitoquímica contra el receptor p75. Las motoneuronas adquieren un fenotipo 
altamente diferenciado, proyectando numerosas neuritas y un único axón. (D) El 
estudio del impacto del fenotipo astrocitario sobre la supervivencia de motoneuronas 
se estudió mediante co-cultivos con astrocitos provenientes de animales no 
transgénicos o SOD1G93A. Los tratamientos se realizaron previo al co-cultivo, y 
fueron lavados extensamente para evitar que produzca un efecto directo sobre las 
motoneuronas. Luego se sembró una suspensión de motoneuronas espinales recién 
purificadas y se mantuvieron en co-cultivo por 48 horas, al cabo de las cuales se 
realizó una inmunotinción para el receptor p75 y se contaron las motoneuronas con 
neuritas de más de 4 diámetros celulares de largo. Las barras corresponden a 30 
µm. 
 
 
Determinación del número de motoneuronas viables 

 

Cultivos puros. Se realizó por conteo directo de las células que presentaron 

neuritas de un largo mayor a 4 somas, en un área prefijada de 0,9 cm2 de cada 
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pocillo. Los resultados se expresan como el porcentaje de las células sin tratar en 

presencia de GDNF (media ± error estándar). 

Co-cultivos. Para poder visualizar las motoneuronas sobre la monocapa 

astrocitaria, los co-cultivos fueron sometidos a inmunohistoquímica para p75NTR. 

Para esto fueron incubados por 20 minutos a 37ºC con sobrenadante del hibridoma 

MC-192 (1:2 en el medio de cultivo prexistente). Luego fueron lavados 1 vez con 

PBS y fijados con paraformaldehido (PFA) 4% y glutaraldehido 0,1% en PBS 

durante 15 minutos a 4ºC. Posteriormente fueron incubados por 1 hora a 

temperatura ambiente en solución de bloqueo (BSA 2%, Tritón X-100 0,1% en PBS). 

Luego se incubaron toda la noche a 4ºC con el sobrenadante de hibridoma MC-192 

diluído 1:2 en solución de bloqueo. Luego de lavar con PBS los cultivos fueron 

incubados por 1 hora a temperatura ambiente con anticuerpo IgG anti-ratón 

biotinilado (1:125) en solución de bloqueo, y luego con estreptavidina conjugada a 

peroxidasa (1:175 en Tris-HCl pH 7,4). El revelado se realizó utilizando como 

sustrato una solución de diaminobencidina – peróxido de hidrógeno. La 

supervivencia neuronal se determinó por conteo directo de todas las células 

p75NTR- positivas que presentaban neuritas intactas de dimensiones mayores a 4 

diámetros celulares. En la figura 8C se observan motoneuronas típicas luego de 2 

días de co-cultivo con inmunotinción para p75NTR. El conteo se realizó en un área de 

0,9cm2 a lo largo de dos diagonales de un pocillo de placa de 24 pocillos, 

encontrándose un promedio de 40 motoneuronas.  

 

Inmunofluorescencia 

 
Astrocitos. Los astrocitos tratados fueron fijados con PFA 4% en PBS por 20 

minutos a 4ºC. A continuación se incubaron con PBS 0.1% Tritón X-100 por 10 

minutos y con solución de bloqueo suplementada con suero de cabra al 10% por 1 

hora. Los anticuerpos primarios contra GFAP (1:300), contra iNOS (1:100) o P2X7 

(1:100) se incubaron por 2 horas a temperatura ambiente. Luego se lavó y los 

cultivos se incubaron con un anticuerpo cabra anti conejo acoplado a Cy3 (1:2000). 

La tinción de los núcleos se realizó con DAPI (1µg/mL, 5 minutos). Las imágenes se 

adquirieron en un microscopio de epifluorescencia Olympus IX81. 

Motoneuronas. Se fijaron con PFA 4% y glutaraldehido 0,1% por 20 minutos a 4ºC. 

La inmunotinción de motoneuronas se realizó de la misma manera que los 
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astrocitos. Se utilizaron anticuerpos contra nitrotirosina (1:500), caspasa – 3 clivada 

(1:100) y citocromo c (1:100). 

 

Determinación de la proliferación celular 
 
Para cuantificar la proliferación las monocapas confluentes de astrocitos fueron 

tratadas por 24 horas con los fármacos de interés, al cabo de las cuales se adicionó 

Bromodeoxiuridina (BrdU) 10µg/ml y se incubaron por 24 horas más. Las células 

que incorporaron BrdU se detectaron por inmunofluroescencia. Para ello las 

monocapas fueron lavadas con PBS y fijadas con PFA 4% por 20 minutos a 4ºC. 

Posteriormente fueron lavadas y se incubaron con metanol y H2O2 3% en proporción 

5:1 durante 15 minutos. A continuación se lavaron nuevamente y se sometieron a 

HCl 1N por 30 minutos a temperatura ambiente con el fin de desnaturalizar los 

ácidos nucleicos. Se neutralizó lavando con tampón borato y a continuación se 

incubó con solución suplementada con suero de cabra al 10% de bloqueo por 60 

minutos. Se incubó con anticuerpo monoclonal contra BrdU conjugado a  Alexa 

Fluor 594 (1:200) toda la noche a 4ºC. El anticuerpo se lavó y se adicionó la tinción 

nuclear DAPI (1µg/mL, 5 minutos). Las imágenes se adquirieron en un microscopio 

de epifluorescencia Olympus IX81. Se fotografiaron los núcleos en 6 campos  

aleatorios por pocillo en microscopio de epifluorescencia y se calculó el porcentaje 

de núcleos positivos para BrdU en función del total en cada campo. 

 
Detección de ERON 

 
La producción de ERON se realizó con las sondas fluorescentes DHE y Amplex 

UltraRed. Estas sondas detectan O2
•- y H2O2 correspondientemente. En la figura 9 

se esquematizan las fuentes de estos oxidantes, su reactividad, vías de 

detoxificación y los fármacos relevantes para el análisis realizado.  

 
Detección de O2

•-. Monocapas confluentes de astrocitos plaqueadas en placas mat-

tek de 35mm fueron tratadas en medio DMEM 2% SFB 15mM Hepes sin rojo fenol 

por el tiempo correspondiente. Al final del tratamiento se agregó la sonda 

dihidroetidio (DHE) a una concentración final de 2 µM y la placa se montó 

inmediatamente en la platina de un microscopio confocal Zeiss LSM510 META 
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acoplado a un microscopio motorizado Axiovert 200. Se adquirió la imagen de un 

campo cada 15 segundos por 10 minutos con un objetivo 25X (aceite). Se excitó con 

un laser cercano al UV a 405 nM y la fluorescencia emitida (>610)  fue cuantificada 

por el software de adquisición LSM (versión 3.2). La fluorescencia se expresó como 

el incremento con respecto a la fluorescencia inicial de cada condición.  

 
Determinación de H2O2. Monocapas confluentes de astrocitos fueron tratadas en 

medio DMEM 2% SFB 15mM Hepes sin rojo fenol por el tiempo correspondiente. Al 

final del tratamiento se agregó en cada pocillo la enzima peroxidasa de rábano (0,1 

U/mL) y la sonda Amplex UltraRed (2 µM). Se incubó por 45 minutos a 37ºC y se 

midió la fluorescencia en un lector de placas Spectramax Gemini, excitando a 540 

nM (con corte a 550 nM) y registrando la emisión a 620 nM. Todos los fármacos 

utilizados se testearon para detectar inhibición de la actividad enzimática de la 

peróxidasa de rábano, que podría generar falsos resultados, no encontrándose en 

ningún caso.  

 
 
 
Fig. 9. Principales vías de producción, reactividad y daño por ERONs y sondas 
fluorescentes que permiten su detección. 
La mitocondria, NADPH oxidasas (NOX) y Xantina Oxidasa (XO) son las principales 
fuentes de O2

•- en el sistema nervioso. La sonda DHE permite su detección 
mediante microscopía de fluorescencia. El O2

•- es detoxificado por la enzima SOD1, 
que produce H2O2, que es degradado principalmente por la Glutatión peroxidasa 
(GPx) y la catalasa. La cuantificación del H2O2 fue posible con la sonda Amplex 
UltraRed. De existir •NO el O2

•- reaccionará primero con él, formando peroxinitrito 
peroxinitrito (ONOO-).  
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Análisis de datos 
 
Todos los ensayos se realizaron por duplicado y se repitieron independientemente 3 

veces como mínimo. El análisis estadístico se realizó con el programa SigmaStat 

versión 3.11 (Jandel Scientific, 2004) y los gráficos con el programa SigmaPlot 9.0 

(Jandel Scientific, 2004). Se realizó el test paramétrico de análisis de varianzas de 

una vía ANOVA, cuando los datos ajustaron a una distribución normal, evaluada 

mediante el test de Kolmogorov - Sminrov. En el caso en que los datos no 

presentaron distribución normal se utilizó el test Kruskal-Wallis ANOVA de rangos. 

El ANOVA fue seguido por un test de Student – Newman – Keuls. Se consideraron 

significativos las diferencias cuando p<0,05. 
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RESULTADOS 
 

 

I) Activación y neurotoxicidad retardada en astrocitos por 

señalización por ATP a través de P2X7. 
 

Los astrocitos en cultivo en monocapas confluentes adoptan una morfología 

aplanada, ovoide a poligonal como se muestra en la figura 1A. El tratamiento de los 

astrocitos con ATP no causó cambios morfológicos evidentes, evaluado por 

inspección en microscopio de contraste de fases (no mostrado). Sin embargo, 

inmunotinción para GFAP reveló que el tratamiento de astrocitos con ATP mediante 

su agregado al medio de cultivo (1 µM, 3 tratamientos separados por 48 horas, total 

5 días) causó el rearreglo de los filamentos de GFAP, resultando en la aparición de 

ramificaciones largas y finas con intensa inmunorreactividad para esta proteína (Fig. 

10). Estos cambios son característicos de los astrocitos activados, que aparecen 

rodeando a las motoneuronas en degeneración en la ELA. 

 

El tratamiento con ATP no causó muerte de astrocitos, evaluado por tinción con 

ioduro de propidio, capaz de incorporarse a las células cuya membrana plasmática 

se encuentra dañada. En monocapas de astrocitos control y tratados con ATP el 

porcentaje de núcleos marcados con ioduro de propidio fue menor al 1%. 

 

En condiciones control, los astrocitos son capaces de proveer soporte trófico a 

motoneuronas, permitiendo su supervivencia y diferenciación  en co-cultivo sin el 

agregado de factores tróficos exógenos. La activación astrocitaria puede causar 

cambios en su fenotipo bioquímico que pueden determinar un decremento en su 

actividad trófica y/o incremento en actividades tóxicas. Este fenotipo se evidencia 

por una disminución o aumento en el número de motoneuronas sobrevivientes. El 

protocolo de tratamiento y establecimiento de co-cultivos se detalla en la figura 8D. 

 

Para estudiar los efectos de la señalización purinérgica sobre el fenotipo astrocitario 

se establecieron co-cultivos con astrocitos pre-tratados con ATP (100, 1 o 0,1 µM) 

durante 1, 3 o 5 días. El medio de cultivo fue cambiado cada 2 días, agregándose 
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ATP cada vez. Dado que en el medio de cultivo el ATP tiene una vida media de 

minutos (Shinozaki et al., 2005), el tratamiento de 6 días consistió en 3 pulsos 

separados por 48 horas cada uno, el de 3 días por dos pulsos y el de 1 día por un 

único pulso. Este protocolo de tratamiento se esquematiza en la figura 11A. Antes 

de establecer el co-cultivo las monocapas fueron lavadas extensivamente para 

eliminar rastros de ATP o sus productos de degradación, evitando un efecto directo 

de ellos sobre las motoneuronas. Las motoneuronas se plaquearon sobre los 

astrocitos y luego de dos días se evaluó su supervivencia.  

 

La exposición de monocapas de astrocitos espinales a un único pulso de ATP 24 

horas antes del establecimiento del co-cultivo no modificó la supervivencia de 

motoneuronas. La administración de dos pulsos de ATP, separados por 48 horas, 

produjo una respuesta dual, dependiendo de la concentración. La concentración 

más baja de ATP ensayada (0,1 µM) causó un aumento del 20% en el número de 

motoneuronas sobrevivientes. Sin embargo, concentraciones más altas (1 µM y 100 

µM) causaron un descenso promedio de 20%. La administración de tres pulsos de 

ATP causó un descenso del 40% en la supervivencia de motoneuronas, sin 

distinción de la concentración usada (Fig. 11B).  

 

Para determinar si los astrocitos expuestos a ATP son capaces de producir factores 

difusibles tóxicos para las motoneuronas o si la toxicidad es dependiente del 

contacto físico entre los dos tipos celulares, monocapas de astrocitos fueron 

tratadas con ATP (1 µM, 5 días), lavadas e incubadas con medio de cultivo para 

motoneuronas durante 48 horas. Este medio se utilizó (en dilución 1:1 con medio 

fresco) para el mantenimiento de motoneuronas en cultivos puros plaqueadas sobre 

un sustrato de laminina en lugar de sobre una monocapa de astrocitos. 

Encontramos que el medio proveniente de astrocitos tratados con ATP redujo en un 

20% el número de motoneuronas, en comparación con el medio proveniente de 

astrocitos no tratados, indicando que un factor difusible presente en el medio es 

parcialmente responsable de la muerte de motoneuronas  inducida por los astrocitos 

(Fig. 11C). 

 

El fenotipo neurotóxico desarrollado por los astrocitos expuestos a ATP pudo ser 

prevenido por el inhibidor del receptor purinérgico P2X7 Brilliant Blue G (BBG, 1 µM) 
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y por la enzima apirasa (api, 2 U/mL), que degrada rápidamente el ATP (Fig. 12A). 

Esto indica que el ATP, y no los compuestos formados durante su degradación, es 

el responsable de los efectos observados. Además, sugiere que la señalización a 

través del receptor P2X7 es necesaria para la inducción de neurotoxicidad. La 

presencia de este receptor en nuestros cultivos fue confirmada mediante 

inmunofluorescencia para P2X7. Los astrocitos mostraron inmunorreactividad 

extensiva para este receptor, con una distribución uniforme y un aumento de 

inmunorreactividad en los límites celulares, indicando que se encontraría en la 

membrana plasmática (Fig. 12B). 

 

La hidrólisis rápida del ATP por la apirasa no sólo previno la neurotoxicidad, sino 

que indujo un comportamiento protector en los astrocitos, evidenciado por un 

aumento de hasta un 35% en la supervivencia de motoneuronas (Fig. 12A). Esto fue 

observado en presencia de apirasa y ATP agregado exógenamente, y no en 

respuesta a la apirasa exclusivamente, indicando que la concentración de ATP 

extracelular endógena no sería suficiente para inducir este efecto. Para determinar 

la actividad de los productos de hidrólisis del ATP generados por la apirasa, se 

trataron monocapas con ADP, AMP o adenosina (0,1 µM, 5 días), de manera de 

simular el efecto de la apirasa en presencia de ATP. Se encontró que las tres 

moléculas son capaces de activar respuestas protectoras en los astrocitos, llevando 

a un incremento en la supervivencia de motoneuronas análogo al encontrado con 

apirasa (Fig. 12C).  
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Fig. 10. El ATP induce un rearreglo en los filamentos de GFAP. 
Microfotografía de Inmunofluorescencia para GFAP en monocapa de astrocitos 
control (arriba izquierda, 20X) o tratados con ATP (arriba derecha, 20X y abajo, 
10X). Se observa en respuesta a ATP la aparición de procesos largos y finos con 
alta inmunorreactividad para GFAP. La barra corresponde a 30 µm. 
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Fig. 11. El ATP extracelular en astrocitos induce un fenotipo neurotóxico que 
lleva a la muerte de motoneuronas. 
(A) Esquema detallando el tratamiento de las monocapas de astrocitos con ATP. 
Los astrocitos fueron tratados con 100, 1 o 0,1 µM ATP por 1, 3 o 5 días previo al 
establecimiento de co-cultivos. El medio fue cambiado cada 48 horas, agregándose 
ATP nuevamente, que rápidamente es degradado. Al final del tratamiento los 
astrocitos fueron lavados y se establecieron los co-cultivos. (B) Supervivencia de 
motoneuronas en co-cultivo con astrocitos tratados con ATP según se especifica en 
(A). (C) Motoneuronas puras fueron cultivadas en medio condicionado por astrocitos 
control o tratados con ATP (1 µM, 5 días). Los valores son la media ± el error 
estándar. (*) Diferencia significativa respecto al control no tratado con p<0,05. 
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Fig. 12. El ATP señaliza a través del receptor P2X7 y su degradación induce un 
aumento en la supervivencia de motoneuronas. 
(A) Co-cultivo de motoneuronas y astrocitos pre-tratados con ATP (100, 1 o 0,1 µM) 
y simultáneamente apirasa (2U/mL) o BBG (1 µM). (B) Inmunofluorescencia contra 
P2X7 (rojo. 20X La barra corresponde a 30 µm). (C) Co-cultivo con astrocitos 
pretratados con 0,1 µM ATP, ADP, AMP o adenosina por 5 días (según Fig. 11A). 
Los valores son la media ± el error estándar. (*) Diferencia significativa respecto al 
control no tratado si p<0,05. 
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II) La activación de P2X7 en astrocitos induce un incremento en 

la producción de ERON.   
 

Para estudiar los mecanismos por el cual el ATP actuando a través de P2X7 induce 

la activación y el fenotipo neurotóxico observado en astrocitos, monocapas se 

trataron con 3’-O-(4-benzoil)benzoil ATP (BzATP). A la concentración utilizada este 

compuesto es agonista específico de receptores P2X con alta selectividad para 

P2X7 (Gever et al., 2006).  

 

La entrada de calcio que resulta de la activación de P2X7 es capaz de activar vías 

inductoras de estrés oxidativo en macrófagos, neutrófilos y microglía (Hewinson and 

Mackenzie, 2007). Por otro lado, se ha visto que el peroxinitrito es capaz de inducir 

un fenotipo neurotóxico en astrocitos (Cassina et al., 2002). Por esto, estudiamos si 

en nuestro modelo la activación y neurotoxicidad astrocitaria podría estar mediada 

por el daño por radicales libres. Para esto, se utilizaron las sondas fluorescentes 

dihidroetidio (DHE) y Amplex UltraRed, capaces de detectar O2
•- y peróxido de 

hidrógeno respectivamente. En la figura 9 se describen las principales fuentes de 

ERON, su reactividad, vías de detoxificación e intervenciones farmacológicas 

realizadas. 

 

La sonda DHE es oxidada por el O2
•- formando hidroxietidio, compuesto posible de 

excitar de manera selectiva a 396 nM, cuantificando así la producción de O2
•- celular 

(Robinson et al., 2006). El DHE fue agregado al medio de cultivo de monocapas de 

astrocitos confluentes control o tratadas con BzATP (10 µM, 48hs) e 

inmediatamente se comenzó a registrar el aumento en la fluorescencia del 

hidroxietidio. Los astrocitos control mostraron un aumento del ~25% sobre la 

fluorescencia inicial en un lapso de 10 minutos, mientras que los tratados con 

BzATP mostraron un aumento del ~55%, indicando que la oxidación del DHE por 

parte del O2
•- ocurre un ~35% más rápido (Fig. 13A). En la figura 13B se observan 

micrografías de los astrocitos mostrando el incremento en fluorescencia de un 

campo tratado con BzATP.  
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La producción de H2O2 a nivel celular se encuentra determinada en gran parte por 

los niveles de O2
•-, NO y antioxidantes. El O2

•- es convertido en H2O2  por la SOD1, 

sin embargo, el O2
•- también reacciona con el NO, produciendo peroxinitrito. Para 

evaluar la producción de H2O2 en respuesta al BzATP, se utilizó la sonda Amplex 

UltraRed. En presencia de peroxidasa de rábano, el Amplex UltraRed reacciona con 

el H2O2 produciendo un compuesto altamente fluorescente. 

 

Los astrocitos fueron tratados con BzATP en ausencia o presencia del inhibidor de 

las NOS Nitro-L-arginina-metilester (L-NAME, 1mM) y se evaluó la producción de 

H2O2. El tratamiento con BzATP elevó en ~18%  el nivel fluorescencia respecto a los 

controles no tratados. El agregado de L-NAME (1mM) provocó un incremento de 

~13% adicional (Fig. 14A). Esto sugiere que parte del O2
•- detectado con la sonda 

DHE es dismutado por la SOD1 pero que una fracción reacciona antes con el NO, 

formando peroxinitrito. Acorde con este hallazgo fue la intensa inmunorreactividad 

para la iNOS en las monocapas de astrocitos tratadas con BzATP (Fig. 14B). 

 

 

 
 
Fig. 13. Producción de O2

•- iniciada por la activación de P2X7 
(A) Cuantificación mediante microscopía de la intensidad de emisión de 
fluorescencia de la sonda DHE en astrocitos control (línea negra) o tratados con 
BzATP (línea blanca), los resultados están expresados como la tasa de aumento de 
fluorescencia respecto a la fluorescencia inicial de cada condición. (B) 
Microfotografía de monocapa tratada con BzATP (10 µM, 48hs) y cargada con la 
sonda dihidroetidio, al momento de inicio de registro, a los 5 minutos y a los 10 
minutos (t=0, t=5 y t=10 min correspondientemente). La barra corresponde a 30 µm. 
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Fig. 14. Producción de H2O2 iniciada por la activación de P2X7. 
(A) Cuantificación de la producción de H2O2 con la sonda Amplex UltraRed en 
astrocitos control, tratados con BzATP (10 µM, 48hs)  o con BzATP + L-NAME 
(1mM). (B) Inmunoflurescencia contra iNOS, mostrando intensa inmunorreactividad 
en astrocitos tratados con BzATP (10 µM). Los valores son la media ± el error 
estándar. (*) Diferencia significativa BzATP vs. control no tratado y vs. BzATP + L-
NAME con p<0,05. La barra corresponde a 30 µm. 
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III)  Las ERONs median la neurotoxicidad astrocitaria inducida 

por la activación de P2X7. 
 

Dado que la señalización por P2X7 causó un aumento en la producción de O2
•-y 

H2O2, investigamos si el estrés oxidativo y nitrativo podría estar implicado en la 

aparición de neurotoxicidad astrocitaria. El BzATP (10 µM) aplicado 48 horas antes 

del establecimiento del co-cultivo causó una reducción del 30% en la supervivencia 

de motoneuronas. La adición simultánea de BBG (1 µM) anuló sus efectos, 

indicando señalización específica a través de P2X7 (Fig. 15).  

 

La adición de L-NAME (1 mM), el atrapador de O2
•- porfirina Mn(III)tetrakis (ácido 4- 

benzoico) (MnTBAP, 100 µM) o el detoxificador de peroxinitrito, urato (200 µM) 

simultáneamente al BzATP fue suficiente para abolir la inducción de neurotoxicidad 

astrocitaria (Fig. 15). Estos resultados ligan el incremento en la producción de NO y 

el estrés oxidativo y nitrativo en la inducción del fenotipo neurotóxico por BzATP en 

astrocitos. 

 

 
 
 
Fig. 15. Las ERON median el desarrollo de neurotoxicidad astrocitaria.  
Co-cultivo con motoneuronas y astrocitos control o pretratados con BzATP (10 µM) y 
L-NAME (1mM), MnTBAP (100 µM), urato (200 µM) y BBG (1 µM). Los valores son 
la media ± el error estándar. (*) Diferencia significativa vs. BzATP con p<0,05. 
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IV) P2X7 media la neurotoxicidad de astrocitos SOD1G93A 

 
Investigaciones previas de nuestro laboratorio mostraron que los astrocitos 

provenientes de ratas SOD1G93A  presentan un fenotipo neurotóxico, soportando la 

supervivencia de ~40% menos motoneuronas que los no transgénicos (Vargas et al, 

2006). Estudios en progreso en nuestro laboratorio indican que el ATP extracelular 

se encuentra elevado en astrocitos SOD1G93A, y dada su capacidad de inducir un 

fenotipo neurotóxico en astrocitos, decidimos investigar si la señalización por ATP 

extracelular en astrocitos SODG93A tiene un rol en su neurotoxicidad. Encontramos 

que la incubación de los astrocitos durante las 48 horas previas al sembrado de las 

motoneuronas con BBG o apirasa fue suficiente para revertir su neurotoxicidad, 

encontrándose el mismo número de motoneuronas sobrevivientes que las 

monocapas no transgénicas (Fig. 16). El BBG (1 µM) y la apirasa (2 U/mL) fueron 

lavados extensivamente previo al establecimiento del co-cultivo, por lo que se 

descarta un efecto directo de estos fármacos sobre las motoneuronas.  

 

 

 
 

 

Fig. 16. Protección mediada por la inhibición de P2X7 en astrocitos SOD1G93A. 
Co-cultivos de motoneuronas y astrocitos no transgénicos (nTG, barras negras) o 
SOD1G93A  (barras grises) pretratados con BBG (1 µM) o apirasa (2U/mL) por 48 
horas.  
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V) El ATP media la proliferación de astrocitos SOD1G93A 
 

La activación astrocitaria se caracteriza por un incremento en su tasa proliferativa, 

típicamente mediada por la aparición o aumento de factores inflamatorios en el 

medio extracelular. El líquido cefalorraquídeo de pacientes con ELA es capaz de 

inducir la proliferación de astrocitos en cultivo (Silani et al., 1987). Además, se ha 

encontrado elevada proliferación de células gliales en la médula de animales 

SOD1G93A (Lepore et al., 2008). Investigaciones previas en nuestro laboratorio 

determinaron que los astrocitos SOD1G93A in vitro presentan una incrementada 

proliferación (Raquel Castellanos, 2006). En monocapas de astrocitos SOD1G93A 

confluentes el ~14% de las células incorporan BrdU, en comparación con el ~3% en 

monocapas no transgénicas (Fig. 17A). Esto se acompañó de una aparición más 

frecuente de figuras mitóticas (Fig. 17B). El ATP media la proliferación de tumores y 

células progenitoras en el sistema nervioso, y es mitógeno para astrocitos (Neary et 

al, 1998). Por estas razones, nos preguntamos si el aumento en el ATP extracelular 

en astrocitos SOD1G93A podría explicar el aumento en su proliferación. Encontramos 

que la hidrólisis del ATP por la apirasa llevó a un descenso significativo en el 

número de células SOD1G93A proliferantes (~6%) (Fig. 17A). Ha sido previamente 

descrito que la adenosina es mitogénica para astrocitos, lo que explicaría que la 

apirasa no descienda la proliferación al mismo nivel que los no transgénicos, y que 

éstos muestren un pequeño aumento en su proliferación en respuesta a la apirasa.  
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Fig. 17. El ATP extracelular media el incremento en la proliferación de 
astrocitos SOD1G93A 
(A) Proliferación de monocapas confluentes de astrocitos nTG o SOD1G93A control o 
tratados con apirasa por 48 horas cuantificada según el porcentaje de núcleos 
marcados con BrdU sobre el total. Los valores son la media ± el error estándar. (*) 
Diferencia significativa vs.  SOD1G93A  sin tratar, con p<0,05. (B) Inmunoflurescencia 
de astrocitos SOD1G93A. mostrando la coincidencia del marcado con BrdU (rojo) con 
figuras mitóticas (20X). Las barras corresponden a 30 µm.  
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VI) La activación de P2X7 en motoneuronas induce la 

apoptosis mediada por ERON. 
 

Dado que los astrocitos se encuentran en íntima relación anatómica con las 

motoneuronas, nos preguntamos si el ATP liberado al medio extracelular por los 

astrocitos, además de actuar autócrinamente sobe ellos mismos, podría también 

actuar parácrinamente sobre los receptores purinérgicos de las motoneuronas. Para 

responder esta pregunta, se realizaron cultivos puros de motoneuronas, plaqueados 

en un sustrato de laminina, en luegar de sobre una monocapa de astrocitos. Los 

cultivos fueron tratados luego de 2 horas de su establecimiento, cuando las 

motoneuronas ya se encuentran  adheridas y comienzan a extender sus neuritas; 48 

horas después se evaluó su supervivencia. 

 

El BzATP (100 – 0.5 µM) causó un descenso de 30% en la supervivencia de las 

motoneuronas, en comparación con los controles no tratados (Fig. 18A). La muerte 

iniciada por BzATP (10µM) fue revertida por el antagonista general de  receptores 

P2X oATP (del inglés, periodate-oxidised ATP,  1 µM) y los antagonistas selectivos 

para P2X7, el BBG (1 µM) y el 1-[N, O-bis(5-isoquinolinesulfonil)-N-metil-L-tirosil]- 4-

fenilpiperazina (KN-62, 1 µM) (Fig. 18B).  

 

Para determinar si la activación de P2X7 en motoneuronas llevaba a la muerte por 

lisis o si por lo contrario se disparaba el proceso de apoptosis, se administró previo 

al tratamiento con BzATP el inhibidor general de caspasas z-Val-Ala-Asp-

fluorometilcetona (zVAD-fmk, 10 µM) y el inhibidor selectivo para caspasa – 3 Ac-

Asp-Glu-Val-Asp-fluorometilcetona (DEVD-fmk, 10 µM). Estos compuestos 

previnieron la muerte de motoneuronas en respuesta a BzATP, sugiriendo que éste 

es capaz de activar un proceso apoptótico dependiente de caspasas (Fig. 18B). A 

su vez, las motoneuronas expuestas a BzATP mostraron de manera predominante 

inmnoreactividad para caspasa – 3 clivada, como muestra la microfotografía de la 

inmunofluorescencia en Fig. 18D, panel derecho. Adicionalmente, las motoneuronas 

expuestas a BzATP evidenciaron una tinción citoplásmica uniforme para citocromo 

C, en comparación con los controles, donde la tinción era típicamente mitocondrial 

(Fig. 18D panel del medio). Esto evidencia la liberación de citocromo c al 
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citoplasma, uno de los eventos más tempranos de la apoptosis. Las células que 

presentaron inmnoreactividad citoplasmática para citocromo C y caspasa 3 clivada 

típicamente exhibieron condensación de la cromatina y fragmentación nuclear  

(Fig.18D inserto en panel central y derecha). 

 

La activación del receptor P2X7 genera un importante flujo de calcio al interior de la 

célula, que es capaz de activar numerosas enzimas dependientes de calcio así 

como causar la muerte por excitotoxicidad. Para averiguar si la entrada de calcio en 

respuesta a BzATP es necesaria para la inducción de la apoptosis, se adicionó 1,2-

bis(2-Aminofenoxi)etano-N,N,N',N'- ácido tetraacético tetrakis(acetoximetil) ester 

(BAPTA-AM, 10 µM), quelante de calcio intracelular. El BAPTA-AM fue capaz de 

revertir completamente la apoptosis de motoneuronas, indicando que el influjo de 

calcio es necesario en el disparo de los efectos del BzATP (Fig. 18C) 

 

Dado que el calcio es un modulador de la producción de NO, activando a las NOS 

(Stuehr, 1999), estudiamos si el NO podría mediar la muerte de las motoneuronas. 

Efectivamente, el L-NAME (100 µM) y el inhibidor selectivo de la isoforma 

predominantemente neuronal nNOS (1-2-trifluorometilfenil) imidazol (TRIM, 10 µM) 

previnieron la apoptosis de motoneuronas, sugiriendo la activación de estas 

enzimas. La protección conferida por el L-NAME fue abolida por el agregado de [(Z)-

1-[N-(2-aminoetil)-N-(2-amonio-etil)amino]diazen-1-ium-1,2-diolato] (NOC-18, 10 

µM) para generar un flujo de NO constante <50 nM (Fig. 18C) 

 

La muerte de motoneuronas como consecuencia de la activación de P2X7 también 

fue prevenida por el urato (200 µM), sugiriendo que en esta condición el O2
•-

reacciona con el NO para producir peroxinitrito (Fig. 18C). A su vez, se observó un 

aumento en la inmunorreactividad para nitrotirosina, que evidencia la existencia de 

peroxinitrito (Fig. 18D panel izquierdo). 
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Fig. 18. Efectos de la activación de P2X7 en motoneuronas.  
(A) Curva de dosis respuesta de BzATP en motoneuronas  espinales en cultivo 
primario puro. (B) Las motoneuronas fueron tratadas con BzATP (10 µM) y 
simultáneamente los inhibidores de receptores P2X oATP, BBG o KN-62 (1 µM, 
barras grises) o los inhibidores de actividad caspasa DEVD-fmk o VAD-fmk (10 µM, 
barras blancas). (C) Las motoneuronas fueron tratadas con BzATP (10 µM) y 
simultáneamente con BAPTA-AM (10 µM), L-NAME (100 µM), L-NAME + NOC-18 
(10 µM), TRIM (10 µM) o urato (200 µM) (D) Inmunofluorescencia de motoneuronas 
puras en cultivo control o tratadas con BzATP (10 µM) para nitrotirosina (nitroTyr, 
panel izquierdo), citocromo C (cit C. panel central) y caspasa 3 clivada (panel 
derecho). La tinción nuclear con DAPI revela la presencia de fragmentación  
nuclear, característica de células apoptóticas (inserto en panel central, abajo). 1 
centímetro equivale a 30 µm.  
Los valores son la media ± el error estándar. (*) Diferencia significativa vs.  Control 
GDNF, con p<0,05. 
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DISCUSIÓN 
 

En este trabajo aportamos evidencias de que el incremento en el ATP extracelular  

puede conducir a la muerte de motoneuronas por activación de receptores P2X7 

tanto en astrocitos como en motoneuronas. La inducción de estrés oxidativo 

evidenciado por un aumento en la producción de O2
•-, NO y peroxinitrito constituyó 

un mecanismo común tanto en astrocitos como motoneuronas. Sin embargo, en 

astrocitos ésto determinó un fenotipo neurotóxico mientras que en motoneuronas la 

activación de P2X7 llevó a la apoptosis. 

 
Los astrocitos y la neurotoxicidad por ATP 
 

En el sistema nervioso sano, el ATP extracelular actúa como neurotransmisor y 

neuromodulador (Burnstock et al., 1997). Además, el ATP es quimiotáctico y 

activador de la microglía y células inmunes que invaden el sistema nervioso durante 

la enfermedad o injuria aguda (Burnstock, 2008). Sin embargo, su papel en la 

activación de astrocitos y como mediador de injuria a neuronas es poco conocido. 

 

En respuesta a los insultos, los astrocitos se activan, adoptando un fenotipo 

caracterizado por cambios morfológicos, proliferación, secreción de factores y 

citoquinas pro-inflamatorias (Barbeito et al., 2004). La activación de los astrocitos 

determina una alteración en su interacción con neuronas, glia y células inmunes, 

que puede ser trófica y regeneradora o perjudicial dependiendo de la injuria y su 

contexto. En este trabajo mostramos que la exposición in vitro a ATP indujo la 

activación de los astrocitos y el desarrollo progresivo de un fenotipo neurotóxico que 

llevó a la muerte de motoneuronas (Fig. 11B). La gran heterogeneidad de 

receptores a ATP determina que la respuesta celular se encuentre en gran manera 

condicionada por la intensidad, duración y distribución del estímulo, así como la 

presencia de otros estímulos simultáneos. Existe una extensa bibliografía que 

describe la inducción de efectos tróficos y protectores en respuesta al ATP, 

generalmente efectos agudos de un único pulso (Walter et al., 2004; Shinozaki et 

al., 2006; Burgos et al., 2007; Wu et al., 2007). Bajas concentraciones de ATP 

momentáneas podrían constituir una señal de peligro, desencadenando una 
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respuesta adaptativa, como vimos a una baja dosis de ATP (100nM), donde luego 

de 2 pulsos existió un aumento del ≈20% en la sobrevida de motoneuronas (Fig. 

11B). Sin embargo, estudios in vivo sugieren que este no sería el caso en las 

enfermedades neurodegenerativas o el trauma, donde el daño y la inflamación 

crónicos podrían constituir estímulos para la liberación de ATP persistente y/o 

repetida (Wang et al., 2004; Matute et al., 2007). Aquí mostramos que 

estimulaciones repetidas a lo largo del tiempo, incluso con bajas concentraciones de 

ATP, llevan al desarrollo progresivo de un fenotipo neurotóxico (Fig. 11B). 

 

La neurotoxicidad es mediada por un factor difusible 
 

Los astrocitos activados son capaces de secretar factores pro-inflamatorios, que 

llevan a la propagación del daño a zonas adyacentes. En este trabajo mostramos 

que el insulto con ATP causó la liberación de uno o varios factores al medio 

extracelular que son capaces de inducir muerte de motoneuronas (Fig. 11C). Sin 

embargo, la muerte de motoneuronas puras cultivadas en medio condicionado fue 

un ≈20% menor que cuando fueron cocultivadas directamente sobre los astrocitos 

pre-tratados con ATP (Fig. 11 B y C). Esta diferencia podría deberse a la posible 

degradación de los factores tóxicos en la manipulación y almacenado del medio 

condicionado o podría manifestar la necesidad de contacto íntimo entre los dos tipos 

celulares para la inducción de la muerte.  

 

El factor de crecimiento neural (NGF) señalizando a través del receptor p75 podría 

ser uno de los factores liberado por los astrocitos en respuesta al ATP, induciendo la 

muerte de motoneuronas. Durante la enfermedad las motoneuronas son capaces de 

re-expresar este receptor, capaz de mediar su muerte en respuesta al NGF. El NGF 

se encuentra aumentado en médulas espinales de modelos animales de ELA, y los 

astrocitos activados en respuesta a estrés oxidativo o factores pro-inflamatorios 

liberan más NGF al medio (Pehar et al., 2004; Vargas et al., 2004).  

 

La liberación de NGF al medio podría coexistir con un mecanismo de muerte 

dependiente del contacto directo entre los astrocitos y motoneuronas, tal como el del 

ligando Fas. Su expresión aumenta en astrocitos reactivos y en la ELA las 
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motoneuronas presentan una incrementada sensibilidad a la muerte inducida por el 

ligando Fas (Raoul et al., 2002).  

 

En este sentido, sería interesante identificar el factor difusible capaz de inducir 

muerte de motoneuronas, ya que constituiría un blanco al que dirigir terapias para 

prevenir los efectos del ATP extracelular en enfermedades neurodegenerativas. 

 

Efectos neurotróficos del APD, AMP y adenosina  
 
En el medio extracelular el ATP es rápidamente degradado a ADP, AMP y 

adenosina por enzimas extracelulares. En el medio de cultivo de astrocitos, el ATP 

agregado exógenamente posee una vida media de 10 minutos (Shinozaki et al., 

2005), formándose rápidamente ADP, AMP y adenosina. El ADP es capaz de 

señalizar a través de ciertos subtipos de receptores tipo P2, aunque sus efectos en 

astrocitos espinales no son conocidos. Sin embargo se ha visto que la adenosina es 

neuroprotectora en modelos de injuria, pudiendo inducir respuestas adaptativas en 

los astrocitos (Dare et al., 2007). Encontramos que la hidrólisis del ATP mediante el 

agregado de apirasa logró revertir sus efectos sobre los astrocitos, evidenciado por 

un sorprendente aumento en la supervivencia de motoneuronas (Fig.12A). Esto 

indicaría que el desarrollo de un comportamiento neurotóxico es una respuesta 

específica para el ATP, y no es causada por los productos formados durante su 

degradación. Adicionalmente, encontramos que la apirasa en presencia de ATP 

provocó una respuesta protectora en los astrocitos, que pudimos reproducir 

mediante el pre-tratamiento de astrocitos directamente con ADP, AMP y adenosina 

(Fig. 12C).  

 

Nuestros resultados indican que mientras que el ATP es capaz de suscitar una 

transformación neurotóxica del astrocito, su degradación origina una respuesta 

protectora, probablemente mediada por la adenosina señalizando a través de 

receptores P1. Bajas concentraciones de adenosina son capaces de activar 

respuestas adaptativas en los astrocitos, con resultados neuroprotectores y 

regenerativos (Dare et al., 2007). Por lo tanto, no sólo la concentración de ATP 

extracelular es importante a la hora de determinar el fenotipo astrocitario, sino que 

su cinética de degradación y recaptación también cumplen papeles importantes. En 
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este sentido, se ha detectado el aumento en la expresión y actividad de enzimas 

degradadoras del ATP en casos de isquemia y lesión cortante cerebral (Braun et al., 

1998; Nedeljkovic et al., 2008). 

 

Rol del receptor P2X7 

 
Mediante la inhibición del receptor P2X7 fue posible revertir el desarrollo del fenotipo 

neurotóxico astrocitario en respuesta a ATP (Fig. 12A). En pacientes y modelos 

murinos de ELA y Alzheimer la expresión de este receptor se encuentra aumentada, 

sugiriendo que tendría un rol en la neurodegeneración (Parvathenani et al., 2003; 

Yiangou et al., 2006). Se ha visto que la activación de P2X7 determina respuestas 

pro-inflamatorias a nivel del sistema inmune y nervioso (Burnstock, 2008). La 

entrada masiva de calcio que sigue a su activación podría llevar a la activación de 

enzimas como la NOS, cicloxigenasa y NADPH oxidasa que pueden llevar a la 

producción de ERON. Este receptor por lo tanto constituye un blanco terapéutico 

para modular las actividades astrocitarias que llevan a la muerte de motoneuronas 

espinales como ser en la ELA o trauma de médula espinal.  

  
 

Mecanismos de citotoxicidad iniciados por la activación de P2X7 
 

Encontramos que en astrocitos la activación de P2X7 fue seguida de un incremento 

en la producción de O2
•-, evidenciado con la sonda fluorescente DHE (Fig. 13A). La 

detección de la fluorescencia selectiva del hidroxietidio permitió la cuantificación 

específica del O2
•-, sin embargo no se descarta una pequeña contribución de otras 

EROs a la señal. Estudios en astrocitos de corteza han mostrado que el influjo de 

calcio momentáneo en respuesta a ATP lleva a la activación aguda de la enzima 

NADPH oxidasa, productora de grandes cantidades de O2
•- (Abramov et al., 2005). 

En este trabajo demostramos en astrocitos espinales que la activación de P2X7 es 

capaz de inducir un aumento persistente en el nivel de O2
•- hasta 48 horas luego del 

estímulo. Posibles fuentes de O2
•- podrían incluir la enzima NADPH oxidasa, otras 

enzimas como la xantina oxidasa y la NOS, metales de transición, el retículo 
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endoplásmico a través del sistema citocromo p450 y el núcleo y la mitocondria a 

través de la cadena de transporte electrónico.  

 

A pesar de que el O2
•- por sí mismo no es necesariamente detrimental, ya que es 

poco reactivo, el incremento en su producción ha sido asociado con numerosas 

patologías, como el cáncer, diabetes, enfermedades neurodegenerativas, y también 

con el envejecimiento (Pacher et al., 2007; Linseman, 2008). La enzima SOD1 es 

capaz de dismutarlo, produciendo H2O2 que será detoxificado por la glutatión 

peroxidasa y la catalasa principalmente. Mediante la cuantificación de la cantidad de 

H2O2 en el medio de cultivo, pudimos evidenciar que existe un aumento de este 

oxidante en astrocitos activados con BzATP (Fig. 14A). Este aumento 

probablemente refleja el incremento en los niveles de O2
•- evidenciados con la 

sonda DHE (Fig. 13A).  

 

Mediante inmunofluorescencia para iNOS determinamos que esta enzima se 

expresa en mayor nivel en respuesta al BzATP (Fig. 14B). La faceta más peligrosa 

del O2
•- aparece cuando existe NO simultáneamente en tiempo y espacio. El O2

•- es 

capaz combinarse a una velocidad muy alta con el radical NO para formar el anión 

peroxinitrito. Esta reacción, en el límite de control difusional, es más rápida que la 

reacción del O2
•- con la SOD1, por lo que si existe NO compitiendo con la SOD1, se 

favorecerá la formación de peroxinitrito (Beckman et al., 1990; Pacher et al., 2007). 

La inhibición de la producción de NO nos permitió revelar que parte del O2
•- 

efectivamente reaccionaba con el NO formando peroxinitrito en astrocitos tratados 

con BzATP. Esto se evidenció como un aumento en la producción de H2O2 por la 

SOD1, causado por el incremento en la disponibilidad de O2
•-. (Fig. 14A). 

 

Citotoxicidad mediada por ERON 

 

Existen numerosas vías por las cuales el O2
•-, H2O2, NO, peroxinitrito y sus 

derivados (el radical hidroxilo y el radical carbonato especialmente) son citotóxicos. 

La oxidación y nitración de proteínas y lípidos puede causar una pérdida de su 

función y/o la ganancia de nuevas con resultados tóxicos. Al día de hoy la nitración 

de tirosinas por peroxinitrito ha sido identificada en más de 50 enfermedades 

humanas y 80 de modelos animales (Greenacre and Ischiropoulos, 2001; Pacher et 
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al., 2007; Souza et al., 2008). El ADN también es susceptible a la oxidación, 

nitración y fragmentación por parte de ERON, acumulando daños que llevan a la 

inducción de vías apoptóticas. El daño también se extiende a cascadas de 

señalización intracelular, por daño a proteínas y lípidos involucrados y por 

desregulación de las cascadas donde las ERON se encuentran involucradas 

fisiológicamente. 

 

 

El daño por radicales libres en la mitocondria puede llevar a la inhibición de enzimas 

como la aconitasa y de la mayoría de los elementos de la cadena de transporte de 

electrones, llevando a la producción de más ERON y disfunción mitocondrial (Castro 

et al., 1994; Pacher et al., 2007). Trabajos previos en nuestro laboratorio relacionan 

el aumento del O2
•- mitocondrial con la neurotoxicidad astrocitaria, indicando que la 

función mitocondrial es necesaria para que el astrocito soporte la supervivencia de 

motoneuronas (Cassina et al., 2008). A su vez, nuestro laboratorio ha determinado 

que la exposición de astrocitos a peroxinitrito es capaz de generar un fenotipo 

neurotóxico para motoneuronas cocultivadas (Cassina et al., 2002; Pehar et al., 

2002). 

 

La acumulación del daño a proteínas, lípidos, ADN y la disfunción mitocondrial y 

alteración de vías de señalización generalmente lleva al desencadenamiento de la 

apoptosis o necrosis celular, como vimos en motoneuronas puras (fig. 18A). Sin 

embargo, los astrocitos son altamente resistentes, en parte por su alto contenido de 

antioxidantes y porque pueden sobrevivir a expensas del metabolismo anaeróbico 

(Almeida et al., 2001). 

 

A pesar de su gran capacidad de sobrevivir a variados insultos, su activación 

determina que sus actividades tróficas descienden e incrementan las tóxicas. En 

este trabajo mostramos que la inducción de estrés oxidativo por activación del 

receptor P2X7 en astrocitos media el desarrollo de un fenotipo neurotóxico para 

motoneuronas ya que atrapadores de NO, O2
•- y peroxinitrito lograron revertir sus 

efectos deletéreos (Fig. 15). Vale destacar que estos compuestos no se encontraron 

en contacto con las motoneuronas, si no que actuaron directamente sobre el 
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astrocito estimulado con BzATP, denotando un rol del estrés oxidativo generado por 

el propio astrocito y ejerciendo daño sobre sí mismo. 

 

Las cascadas de señalización y eventos a nivel intracelular que conectan la 

activación del receptor P2X7, la producción de ERON y la neurotoxicidad astrocitaria 

no fueron caracterizadas, pero sin duda constituyen un punto a estudiar por ser 

blancos potenciales para la modulación de la citotoxicidad por ATP.  

 

 

Rol del ATP en la ELA 

 
La importancia que las ERON poseen a nivel del sistema nervioso en la enfermedad 

y en la interacción glia-motoneurona se evidencia en el trabajo de Harraz y 

colaboradores (Harraz et al., 2008). La administración de un inhibidor de la enzima 

NADPH oxidasa en ratones SOD1G93A lleva al mayor aumento de la supervivencia 

de estos animales encontrado hasta el momento, de 125 a 230 días, postergando el 

inicio de la enfermedad y enlenteciendo su transcurso.  

 

Resultados preliminares del laboratorio sugieren que los astrocitos SOD1G93A 

liberarían una elevada cantidad de ATP al medio extracelular. Asimismo, aquí 

mostramos que el ATP a través del receptor P2X7 es capaz de inducir estrés 

oxidativo y neurotoxicidad en astrocitos, características compartidas con los 

astrocitos SOD1G93A. Los astrocitos SOD1G93A presentan un fenotipo neurotóxico 

que lleva a la muerte de un 40% de las motoneuronas en co-cultivo (Vargas et al., 

2006; Nagai et al., 2007). Sorprendentemente, encontramos que la inhibición del 

receptor P2X7 o la hidrólisis rápida del ATP por 48 horas previo al establecimiento 

del co-cultivo fue suficiente para prevenir la neurotoxicidad de los astrocitos 

SOD1G93A, restableciendo la supervivencia de motoneuronas al mismo nivel que los 

astrocitos no transgénicos (Fig. 16). 

 

Investigaciones previas de nuestro laboratorio han mostrado que las condiciones 

inflamatorias y de estrés oxidativo a las que se encuentran sometidos basalmente 

los astrocitos SOD1G93A determinan que su proliferación se encuentre aumentada 
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respecto a los astrocitos no transgénicos. Dado que el ATP es capaz de inducir 

tanto  la respuesta inflamatoria, estrés oxidativo y un incremento en la proliferación 

de astrocitos (Neary et al., 1998; Burnstock, 2008) hipotetizamos que el ATP 

extracelular podría ser uno de los factores que median la elevada proliferación en 

astrocitos SOD1G93A. Efectivamente, mediante la hidrólisis del ATP extracelular, 

logramos reducir significativamente su proliferación. El hecho de que en respuesta a 

la apirasa exista un leve aumento en la proliferación de los astrocitos no 

transgénicos, y que a su vez la proliferación no haya sido revertida totalmente en los 

SOD1G93A podría deberse a las propiedades mitogénicas de la adenosina (Neary et 

al., 1998) (Fig. 17A). 

 

Los astrocitos SOD1G93A presentan disfunción mitocondrial, disminución en su 

capacidad antioxidante, alteraciones en la liberación de factores y citoquinas pro-

inflamatorias y un incremento en los niveles de NO, O2
•- y peroxinitrito (resultados no 

publicados; (Cassina et al., 2005; Vargas et al., 2005; Hensley et al., 2006; Vargas 

et al., 2006; Cassina et al., 2008). Además, nuestros resultados sugieren que los 

astrocitos SOD1G93A liberan suficiente ATP al medio extracelular para activar 

autócrinamente el receptor P2X7, induciendo un fenotipo neurotóxico y un 

incremento en su proliferación. Sin duda constituye un objetivo futuro estudiar si la 

inhibición de P2X7 en estos astrocitos y en otros modelos de neurodegeneración es 

capaz de disminuir el estrés oxidativo y fenotipo inflamatorio que presentan.  

 

La participación del receptor P2X7 en la ELA no ha sido estudiada, sin embargo 

podría estar implicado en varios procesos. Elevado ATP extracelular podría activar 

al receptor P2X7 en astrocitos, microglía y células inmunes infiltrantes causando la 

activación de NADPH oxidasa y estrés nitro-oxidativo. A su vez la presencia de 

purinas extracelulares promovería la migración de la microglía y células inmunes a 

las zonas de mayor daño, a través de CD39 y MCP-1 (Panenka et al., 2001; Farber 

et al., 2008). La producción de O2
•-, NO, peroxinitrito y citoquinas pro-inflamatorias 

en estas células agravaría aún más el daño a las motoneuronas.  

 

La activación de P2X7 en motoneuronas 
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Los astrocitos son capaces de liberar al medio extracelular grandes cantidades de 

ATP en respuesta a insultos e inflamación en el sistema nervioso, como vimos en 

los astrocitos SOD1G93A. Los efectos del ATP sobre astrocitos se exponen en las 

figuras 10 a 17. Sin embargo, las motoneuronas también expresan una variedad de 

receptores purinérgicos, incluyendo el P2X7, por lo que evaluamos los posibles 

efectos directos del ATP sobre este receptor. 

 

La activación de P2X7 causó un descenso del 30% en la sobrevida de 

motoneuronas. Este efecto fue independiente de la concentración, posiblemente 

porque las motoneuronas son cultivadas a extrema baja densidad, aumentando 

mucho la disponibilidad del BzATP y enlenteciendo su degradación (Fig. 18A).  

 

La activación del receptor P2X7  en neuronas es capaz de inducir la muerte celular 

tanto por vía necrótica como por apoptosis mediada por caspasas (Kong et al., 

2005; Franke et al., 2006; Jun et al., 2007). En este caso, la activación de las 

caspasas fue necesaria para inducir la muerte celular (Fig. 18B). A su vez la muerte 

se acompañó por la liberación de citocromo c mitocondrial al citoplasma, 

condensación de la cromatina, fragmentación de núcleos y aumento de 

inmunorreactividad para Caspasa 3 clivada (Fig. 18D), eventos característicos de la 

apoptosis. 

 

En las motoneuronas puras la activación de P2X7 llevó a la muerte por una vía 

similar a la encontrada en astrocitos. Las ERON mediaron daño celular y 

consiguiente activación de apoptosis en un proceso dependiente de calcio (Fig. 

18C).  

 

La capacidad del receptor P2X7 de inducir muerte de motoneuronas se ha visto en 

el trauma agudo de médula espinal, donde existe un gran aumento en la cantidad de 

ATP extracelular y muerte de motoneuronas (Wang et al., 2004). En este trabajo 

estudiamos las vías íntimas de inducción de muerte por P2X7 en motoneuronas, 

describiendo las vías apoptóticas implicadas y estableciendo nuevos blancos para la 

modulación de la muerte iniciada por la activación de P2X7. 
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CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS 
 

En este trabajo se describe un nuevo mecanismo de injuria en astrocitos y 

motoneuronas espinales: la activación de P2X7. La señalización por ATP a través 

del receptor P2X7 fue responsable de la muerte de motoneuronas espinales, iniciada 

tanto por su activación en astrocitos como en las mismas motoneuronas. En ambos 

tipos celulares se desató una respuesta común, el estrés oxidativo. Sin embargo, las 

consecuencias fueron distintas: los astrocitos adoptaron un fenotipo neurotóxico 

mientras que en las motoneuronas llevó a la muerte por apoptosis. En las figuras 19 

y 20 se esquematiza y resumen los principales hallazgos presentados en esta tesis 

y se incluyen algunos elementos que componen nuestra hipótesis global sobre los 

efectos del ATP. 

 

Estudios preliminares llevados a cabo en el laboratorio sugieren que el ATP 

extracelular se encuentra aumentado en los astrocitos SOD1G93A. En concordancia, 

aquí describimos que en estos astrocitos el receptor P2X7 se encuentra activado 

basalmente y es responsable de su neurotoxicidad para motoneuronas. Resultados 

preliminares sugieren que su inhibición también disminuye los niveles de O2
•- de 

estos astrocitos. Un objetivo a corto plazo es estudiar si esta respuesta se debe a la 

inhibición de la enzima NADPH oxidasa, que se encuentra activada en animales 

SOD1G93A (Harraz et al., 2008) 

 

Debido a que encontramos que la inhibición de P2X7 en astrocitos resulta protectora 

para motoneuronas, planes futuros en nuestro laboratorio incluyen extender 

nuestros resultados en cultivo a modelos animales de ELA. Específicamente, 

evaluaremos si administración de BBG es capaz de extender la vida de los ratones 

SOD1G93A mediante la inhibición sistémica de P2X7. El ATP podría no sólo actuar 

sobre astrocitos y motoneuronas, con las consecuencias descritas en esta tesis, 

sino que también sobre la microglía y células inmunes infiltrantes. El ATP 

extracelular es capaz de activar estas células, propagando y amplificando la 

respuesta inflamatoria. 
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Dados los efectos deletéreos de la señalización por ATP a través de P2X7 aquí 

descritos, proponemos que su inhibición podría constituir una nueva estrategia 

neuroprotectora para enfermedades neurodegenerativas donde exista un 

incremento en su nivel extracelular.  

 

 

 
 
 
Fig. 19. Blancos del ATP extracelular y sus efectos.  
El la lisis celular, los factores pro-inflamatorios, el glutamato y el ATP en si mismo 
son capaces de iniciar la movilización de grandes cantidades de ATP al medio 
extracelular. El ATP puede actuar sobre el receptor P2X7 de astrocitos, activándolos 
y provocando la liberación de uno o más factores neurotóxicos capaz de inducir 
muerte de motoneuronas. A su vez el ATP también puede actuar en receptores 
P2X7 de motoneuronas, induciendo la muerte directamente.  
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Fig. 20. Mecanismo propuesto de inducción de neurotoxicidad en astrocitos y 
muerte de motoneuronas por activación de P2X7. 
El incremento en el ATP extracelular activa el receptor P2X7 en astrocitos y 
motoneuronas, iniciando un influjo de calcio que resulta en la activación de las 
enzimas iNOS y NADPH oxidasa (NOX), y el consiguiente aumento en el O2

•-, NO y 
peroxinitrito que actuarán induciendo daño celular en múltiples niveles. 
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