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RESUMEN 

La Enfermedad de Alzheimer (EA) es el principal tipo de demencia que afecta 

a la población adulta mayor y se postula que el principal agente tóxico en la 

patología de esta enfermedad neurodegeneratitva es el péptido β-amiloide 

(Aβ). Específicamente, serían los oligómeros solubles del péptido (Aβo) los 

que provocan los principales efectos neurotóxicos como son la falla sináptica 

y disfunción mitocondrial. Además, se ha propuesto que estos oligómeros son 

capaces de formar un poro no selectivo en la membrana plasmática, lo que 

genera entre otras cosas, la dishomeostasis del Ca2+ intracelular. En nuestro 

grupo se pudo establecer que este poro también permite la salida de ATP al 

medio extracelular, potenciando el rol de esta molécula como 

neurotransmisor, y por ese motivo, en este trabajo quisimos estudiar el 

impacto que ese incremento tendría en la señalización purinérgica. 

Es conocido que los receptores purinérgicos cumplen diferentes roles en la 

comunicación celular en el sistema nervioso central, y en particular, los 

receptores ionotrópicos P2XR, han sido descritos en roles tan relevantes 

como la neuroinflamacion (P2X7R), en esta misma familia se encuentra el 

P2X2R, asociado a una función principalmente neuronal, y cuyas dos 

isoformas principales son P2X2a y P2X2b. La primera contiene la secuencia 

completa de la proteína, mientras que la segunda no tiene 69 aminoácidos del 

extremo C-terminal; cabe señalar que por este motivo solo P2X2a interacciona 

con Fe65, proteína adaptadora que transloca al núcleo donde activa la 

transcripción del coactivador 1 α del receptor activado por proliferadores de 

peroxisoma (PGC-1α), regulador maestro de la biogénesis mitocondrial, entre 

otros. En paralelo, Fe65 puede interaccionar adicionalmente, con la proteína 

precursora amiloide (APP), y se postula que regula el tráfico y procesamiento 

proteolítico de esta. APP puede ser proteolizada por la vía amiloidogénica 

(que da origen al péptido Aβ) y no amiloidogénica. Ambos procesamientos 

ocurren en distintos compartimentos celulares; la vía amiloidogénica ocurre 

principalmente en compartimentos con pH más ácido, como endosomas, 

mientras que la no amiloidogénica ocurre principalmente en la membrana 
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plasmática. Por este motivo, el tráfico y endocitosis de APP son eventos 

celulares relevantes para la producción del péptido Aβ, que podrían 

condicionar la toxicidad amiloide y la fisiopatología de la EA. 

Este trabajo se basa en la evidencia previa del laboratorio, donde se ha 

demostrado la sobreexpresión de P2X2R tras la exposición a Aβo, y se enfocó 

en estudiar posibles consecuencias celulares y moleculares, asociadas a este 

aumento de la expresión de P2X2R. De los resultados obtenidos, 

confirmamos que  P2X2R aumenta en modelos celulares tratados con Aβo y 

en el cerebro de pacientes con la EA. Específicamente, nuestros estudios en 

modelos celulares, nos sugieren que la isoforma P2X2a se expresa 

principalmente. Además, observamos que tanto la exposición a Aβo como la 

sobreexpresión de P2X2a, generan una disminución de la razón núcleo-citosol 

(N-C) de Fe65 y en los niveles totales de PGC-1α. Finalmente, en neuronas 

hipocampales expuestas a Aβo observamos un aumento en la co-localización 

de APP con Rab5, un marcador de endosomas tempranos, que sugiere un 

aumento en la endocitosis de esta proteína. Mientras que en células PC12 

observamos un aumento en los niveles de Aβ luego de la sobreexpresión de 

P2X2R. 

En resumen, nuestros resultados nos permiten plantear la participación del 

P2X2R, y de la neurotransmisión purinérgica, como elementos relevantes en 

los mecanismos fisiopatológicos desencadenados por Aβo en la EA, que 

involucran cambios en reguladores de la función mitocondrial, y del proceso 

endocitico de APP, con lo cual el P2X2R, se presenta como una nueva e 

interesante diana farmacológica para el desarrollo de nuevas estrategias 

experimentales, que reduzcan la toxicidad del péptido amiloide, o frenen el 

ciclo de toxicidad mediado por la mayor producción de Aβ. Se requerirá 

avanzar en estudios adicionales, que profundicen en los mecanismos que 

activan la sobreexpresión de los receptores purinérgicos, y los elementos 

involucrados en la activación de la via amiloidogenica.  
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ABSTRACT 

Alzheimer’s Disease (AD) is the main type of dementia that affects the elderly 

and it is postulated that the main toxic agent in the pathology of this 

neurodegenerative disease is the amyloid-β peptide (Aβ). Specifically, it would 

be the soluble oligomers of the peptide (Aβo) which induce the main neurotoxic 

effects such as synaptic failure and mitochondrial dysfunction. Besides, it has 

been proposed that the oligomers are capable to form a non-selective pore in 

the plasma membrane, which generates among others, the intracellular Ca2+ 

dyshomeostasis. In our group, it has been established that this pore also 

allows the efflux of ATP to the extracellular milieu, potentiating the role of this 

molecule as a neurotransmitter and thus, in this work we aimed to study the 

impact that this increment in the extracellular ATP levels would have in the 

purinergic signaling.  

It is known that the purinergic receptors fulfill different roles in the cellular 

communication in the central nervous system, and in particular the ionotropic 

receptors P2XR, have been described in roles as relevant such as 

neuroinflammation (P2X7R). Part of the same family of receptors is P2X2R, 

mainly associated to a neuronal function, and which two main isoforms are 

P2X2a and P2X2b. The former contains the complete sequence of the protein, 

while the second lacks 69 amino acids in the C-terminus; it is noteworthy that 

for this reason P2X2a interacts with Fe65, adaptor protein that translocates to 

the nucleus where it activates the transcription of the peroxisome proliferator-

activated receptor-gamma coactivator 1 α (PGC-1α), a master regulator of the 

mitochondrial biogenesis, among others. In parallel, Fe65 can additionally 

interact with the amyloid precursor protein (APP), and it is postulated that 

regulates the trafficking and proteolytic cleavage of this protein. APP can be 

proteolysed by the amyloidogenic (which origins Aβ peptide) and the non-

amyloidogenic pathway. Both type of cleavages occur in different cellular 

compartments; the amyloidogenic pathway take place mainly in more acidic 

compartment, such as endosomes, while the non-amyloidogenic occurs 

mainly in the plasma membrane. For this reason, the trafficking and 
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endocytosis of APP are relevant cellular events for the production of Aβ 

peptide that could condition the amyloid toxicity and physiopathology of AD. 

This work is founded in the previous evidence from our laboratory, where it has 

been demonstrated the overexpression of P2X2R after exposition to Aβo, and 

it was focused in studying the posible cellular and molecular consequences 

associated to the increase in the P2X2R expression. We confirmed that 

P2X2R increases in cellular models treated with Aβo and in the brain of 

patients with AD. Specifically, our studies in cellular models suggest that the 

P2X2a isoform is the one that is mainly expressed. Furthermore, we observed 

that the exposition to Aβo and the overexpression of P2X2a, generate a 

decrease in the nucleus-cytosol (N-C) ratio of Fe65 and the total levels of PGC-

1α. Finally, in hippocampal neurons exposed to Aβo we observed and 

increment in the co-localization of APP with Rab5, an early endosome marker, 

which suggests and increase in this protein endocytosis. Whereas in PC12 

cells we observe an increase in the Aβ levels after P2X2R overexpression. 

In summary, our results allow us to propose the involvement of P2X2R, and 

purinergic neurotransmission, as relevant elements in the physiopathology 

mechanisms triggered by Aβo in AD, which involved changes in mitochondrial 

function regulators and APP endocytic process, which introduce P2X2R as a 

new and interesting pharmacological target to the development of new 

experimental strategies that reduce the amyloid peptide toxicity or stop the 

toxicity cycle mediated by the enhanced production of Aβ. It will be needed to 

move forward with additional studies that deepen in the mechanisms that 

activate the purinergic receptors overexpression and the elements involved in 

the amyloid pathway activation.  
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I. INTRODUCCIÓN 

Enfermedad de Alzheimer  

La Enfermedad de Alzheimer (EA) es el principal tipo de demencia, que abarca 

entre un 60% a un 70% de los casos [1]. La alta incidencia de las demencias 

las convierte en un problema de salud pública mundial. En el año 2019, se 

estimaba que alrededor de 50 millones de personas en el mundo padecían de 

demencia, y se espera que este número siga creciendo hasta casi triplicarse 

para el año 2050 [1]. La EA se caracteriza por afectar de forma mayoritaria a 

la población adulta a partir de los 65 años, en más del 90% de los casos los 

síntomas no aparecen hasta después de esa edad. La incidencia de esta 

enfermedad es progresiva y exponencial, duplicándose su incidencia cada 5 

años después de los 65 años de edad [2]. Se estima que en Estados Unidos, 

1 de cada 9 personas mayores de 65 años tiene Alzheimer, 6.2 millones de 

personas viven con esta enfermedad y el 72% son personas mayores de 75 

años [3]. 

La EA es una enfermedad neurodegenerativa de avance progresivo, donde 

se estima que los primeros eventos celulares de la enfermedad ocurrirían 20 

años antes de que aparezcan los primeros síntomas [4]. La primera etapa de 

la enfermedad se denomina Alzheimer preclínico [3], y en ella hay cambios 

detectables en el cerebro de los pacientes, pero no se presentan síntomas [3]. 

Las primeras regiones cerebrales en ser afectadas son la corteza entorrinal y 

el hipocampo, áreas esenciales en la formación de nuevos recuerdos y 

fuertemente vinculados a la memoria de trabajo [5]. A nivel clínico, los 
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principales síntomas de la EA son la pérdida de memoria y trastorno del 

lenguaje [4]. En una primera etapa, los pacientes presentan síntomas leves 

que pueden ser identificados sólo por amigos o familiares, ya que no 

interfieren en las actividades diarias de los individuos [3]. Esta etapa se 

conoce como deterioro cognitivo leve (MCI, por sus siglas en inglés), y 

aproximadamente un tercio de estos pacientes desarrollan demencia por 

Alzheimer dentro de 5 años [3]. La demencia se caracteriza por notables 

problemas en la memoria, el pensamiento o el comportamiento, presentando 

síntomas que interfieren en la vida diaria. Otros síntomas que se presentan 

comúnmente son confusión, problemas visuales y alucinaciones [4, 6]. A su 

vez, la demencia por Alzheimer se subdivide en tres etapas clínicas: demencia 

leve, moderada y severa [3]. En esta última etapa, por el daño en áreas 

cerebrales involucradas en el movimiento, las personas terminan postradas, 

lo que hace que estos pacientes sean vulnerables a otras condiciones como 

coágulos o infecciones de la piel, que pueden llevar a sepsis y falla orgánica 

[3]. La duración promedio de la fase clínica de la EA es entre 8 y 10 años [6].  

La EA ha sido caracterizada por dos marcadores histopatológicos clásicos, 

que se encuentran en el cerebro de los pacientes. Los ovillos neurofibrilares, 

que son agregados intraneuronales de la proteína tau hiperfosforilada, y las 

placas amiloides, agregados extracelulares cuyo componente principal es el 

péptido β-amiloide (Aβ) [7]. Si bien el mecanismo fisiopatológico de la EA aún 

no se conoce en detalle, especialmente la cronología de los eventos; la 

hipótesis mayormente estudiada durante las últimas décadas es la hipótesis 

amiloide. Esta plantea que el péptido Aβ sería el principal causante de la 



3 
 

enfermedad [8-11]. En principio, se planteó que los ovillos neurofibrilares, el 

daño vascular y la demencia son el resultado directo de la formación de los 

depósitos de Aβ [12]. Las placas seniles consisten de un núcleo de fibras 

amiloides, rodeadas de neuritas distróficas, células microgliales activadas y 

astrocitos [13]. Una de las evidencias que apuntó hacia el péptido Aβ fue su 

correlación con el Síndrome de Down. Este péptido proviene de la proteína 

precursora amiloide (APP), cuyo gen se encuentra codificado en el 

cromosoma 21. Las personas con Síndrome de Down, trisomía 21, presentan 

EA alrededor de los 50 años de edad [12]. Otro de los sustentos para esta 

hipótesis fue el descubrimiento de mutaciones en el gen de APP, ya que fue 

descrito que estas mutaciones llevan a la formación de depósitos de Aβ y EA 

a edades más tempranas [13]. Este tipo de Alzheimer se conoce como EA 

familiar (EAF) o de inicio temprano (EOAD, por su sigla en inglés), y 

corresponde sólo a entre 1% y 5% de los casos totales [6]. En estas personas 

la EA se produce entre los 40 y 50 años de edad, y es causada por mutaciones 

en genes relacionados a la producción del péptido Aβ [14]. Estos genes son 

los que codifican para APP y para las presinilinas 1 y 2 (PSN1, PSN2), 

proteínas que forman el sitio activo de γ-secretasa, enzima que realiza el 

segundo clivaje en APP, el paso final en la generación del péptido Aβ (Fig. 1) 

[8, 14].  
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Figura 1. Vías de procesamiento de APP.  

El esquema muestras las dos vías principales de procesamiento proteolítico 

de APP. A. Vía no amiloidogénica, donde participan las enzimas α-secretasa, 

que cliva parte de la secuencia del péptido Aβ (en rojo) y γ-secretasa. B. Vía 

amilodogénica, donde las enzimas β-secretasa y γ-secretasa dan origen al 

péptido Aβ. Esquema modificado de Thinakaran and Koo, 2008, J. of Biol. 

Chem. [15] 

 

Para la EA de inicio tardío (LOAD, por sus siglas en inglés) se han realizado 

estudios de asociación del genoma completo, los que han permitido la 

descripción de variantes genéticas que son factor de riesgo para la EA. La 

primera variante descrita fue Apolipoproteína E4 (ApoE4), esta participa en el 

metabolismo de lipoproteínas y sería el principal factor de riesgo para 

desarrollar la EA [16]. En estos estudios genómicos, tres procesos han sido 

descritos como importantes en la patogénesis de la enfermedad: metabolismo 

de colesterol, inflamación y su relación con el sistema inmune innato, y el 
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reciclaje de vesículas [17]. Por ejemplo, variantes genéticas de SORL1 han 

sido descritas como factor de riesgo para la EA [18]. Esto se debería a que 

SORL1 interacciona directamente con APP, dirigiendo su transporte 

intracelular hacia el Golgi, lo que disminuye su procesamiento amiloidogénico 

[19].  

Diagnóstico de la EA 

De acuerdo a la evidencia clínica y bibliográfica, la EA se describe como una 

enfermedad multifactorial, ya que, no depende de una causa en particular, lo 

que induce una mayor complejidad diagnóstica, y a su vez dificulta la 

posibilidad de diferenciarla de otros tipos de demencias y enfermedades 

neurodegenerativas [20]. Esto obliga a reconocer ciertos signos y síntomas, 

con el fin de identificar acertadamente quienes padecen de EA. Es por esto 

que, en el año 1986 se creó el Consorcio para Establecer un Registro para la 

EA (CERAD), con el objetivo de desarrollar, estandarizar y validar métodos 

para la evaluación de la EA [21]. En el año 1991 se describió un sistema de 

estadios histopatológicos que se utiliza ampliamente para establecer la 

severidad de la neuropatología de la EA en el cerebro post-mortem de los 

pacientes [8]. Esta clasificación se denomina Braak y se basa en la ubicación 

de los ovillos neurofibrilares (Fig. 2A); en los estadios I y II se encuentran 

principalmente en la región transentorrinal, en los estadios III y IV se 

encuentran en la región entorrinal y regiones límbicas como el hipocampo, 

mientras que en los estadios V y VI la neocorteza se encuentra extensamente 

afectada [7]. Otra clasificación utilizada es la de Estadios Amiloides de la EA, 

descritas por Braak & Braak, de acuerdo a la ubicación en la que se observan 
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los depósitos amiloides. En ella se pueden describir 3 estadios, en las que va 

en aumento el número de depósitos y las áreas del cerebro en las que estos 

se encuentran [7]. En el estadio A se observan los depósitos en porciones 

basales de la neocorteza, en el Estadio B en todas las áreas de asociación 

isocortical y levemente en hipocampo y en el Estadio C en todas las áreas de 

la isocorteza incluyendo los campos sensoriales y motores [7]. Por otra parte, 

en el año 2002 se describió una nueva metodología de clasificación de 

estadios de acuerdo a la presencia de placas amiloides, donde se 

distinguieron cinco fases (Fig. 2B), desde la fase 1 donde sólo se observan 

depósitos de Aβ en la neocorteza, hasta la fase 5 donde también se observan 

en cerebelo y núcleos del tronco encefálico [22]. Finalmente, desde el año 

2012, se recomienda un protocolo de estadiaje “ABC” para los cambios 

neuropatológicos de la EA, basados en estas tres características 

neuromorfológicas de la enfemedad: A: placas amiloide, B: ovillos 

neurofibrilares y C: placas neuríticas, en donde cada uno de estos parámetros 

puede ser puntuado desde 0 a 3 [23]. 
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Figura 2. Estadios de clasificación de la EA de acuerdo a los marcadores 

histopatológicos.  

A. Esquema representativo de Estadios Braak de la EA que son descritos de 

acuerdo a la ubicación en la que se observan los ovillos neurofibrilares. 

Estadios I y II en la corteza entorrinal, Estadios III y IV en la corteza 

inferolateral temporal y partes del lóbulo parietal medial y Estadios V y VI en 

la corteza de asociación. B. Esquema representativo de los Estadios 

amiloides de la EA, descritos de acuerdo a la ubicación en la que se observan 

los depósitos amiloides. Estadio A en porciones basales de la neocorteza, 

Estadio B en todas las áreas de asociación isocortical y levemente en 

hipocampo y Estadio C en todas las áreas de la isocorteza incluyendo los 
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campos sensoriales y motores (Aumento en la densidad del sombreado indica 

un aumento en el número de depósitos).  Modificado de Schöll et al. 2019, 

Mol. and Cel. Neurosc. y Braak & Braal. 1991, Acta Neuropathologica [7, 24].  

Péptido β-amiloide. 

El péptido Aβ se origina a partir de APP, proteína transmembrana clase 1 

altamente conservada, de expresión ubicua y codificada por el gen APP que 

se encuentra en el cromosoma 21 [25]. El dominio N-terminal se encuentra 

hacia el medio extracelular y un corto dominio C-terminal hacia el medio 

intracelular [26]. Existen tres isoformas principales de APP, APP751, APP770 

y APP695, esta última es la que se expresa principalmente en el cerebro [27]. 

Adicionalmente, en humanos se encuentran APP like protein 1 y 2 (APLP1, 

APLP2), proteínas que comparten dominios altamente conservados con APP, 

sin embargo, no presentan la región del péptido Aβ [28]. Estas tres proteínas 

participan como moléculas de adhesión sináptica con un rol en la formación 

de sinapsis y migración neuronal cortical durante el desarrollo [29]. El ratón 

triple knockout para APP, APLP1 y APLP2 muere rápidamente después del 

nacimiento [30], lo mismo sucede con los ratones doble knockout APP/APLP2 

y APLP1/APLP2. Sin embargo, los ratones transgénicos knockout para solo 

una de estas proteínas son viables [28]. Esto permite deducir que estas 3 

proteínas cumplen funciones parcialmente redundantes. 

En términos generales, APP puede ser proteolizada por dos vías, la vía no 

amiloidogénica y la vía amiloidogénica. En la vía no amiloidogénica, primero 
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es clivada por la enzima α-secretasa, generando el fragmento C-terminal α (α-

CTF) o C83 y el fragmento APP soluble α (sAPPα). Posteriormente, como se 

muestra en la figura 1, el fragmento C83 es clivado por γ-secretasa, 

produciendo el dominio intracelular amiloide (AICD) y el péptido p3 (Aβ17-

40/Aβ17-42) [31]. Por otra parte, en la vía amiloidogénica APP es clivada por la 

enzima β-secretasa (BACE1), generando el β-CTF o C99 y el fragmento APP 

soluble β (sAPPβ). Luego de esto, C99 es clivado por la enzima γ-secratasa 

generando también el fragmento AICD y el péptido Aβ de distinta longitud [32]. 

El péptido Aβ existe en distintos tamaños, desde los 38 a 43 aminoácidos. Las 

dos formas mayormente generadas, son Aβ1-40 (Aβ40) y Aβ1-42 (Aβ42). Esta 

última contiene dos aminoácidos más en el extremo C terminal que aumenta 

su hidrofobicidad y su capacidad de agregación, siendo esta la forma más 

tóxica del péptido Aβ [33].  

Para algunos productos generados en ambas vías de procesamiento de APP, 

se ha descrito funciones fisiológicas [34, 35]. Por ejemplo, sAPPα promueve 

la viabilidad neuronal, la neurogénesis en adultos y la plasticidad sináptica 

[29]. En el caso de monómeros del péptido Aβ, se ha descrito que participan 

en el desarrollo cerebral, tienen efectos neuroprotectores y que modulan la 

actividad sináptica [29]. 

Un aspecto clave en el procesamiento de APP es la ubicación subcelular de 

esta proteína, ya que el clivaje por las dos principales vías de procesamiento 

ocurren en diferentes compartimentos subcelulares [36]. Se postula que la vía 

no amiloidogénica ocurre principalmente en la membrana plasmática [15], 
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pero evidencia reciente muestra que esta también se produciría en la red de 

trans-Golgi (TGN) [37]. Por lo tanto, no se puede descartar que el clivaje por 

esta vía de procesamiento ocurra también en otros compartimentos 

subcelulares. El clivaje de APP por BACE1 es el paso limitante en la 

producción de Aβ, y se propone que este sucede principalmente en el aparato 

de Golgi y compartimentos endosomales, los que tienen pH levemente ácido 

que favorece la actividad enzimática de esta secretasa [36, 38]. La evidencia 

existente muestra que cuando la convergencia de APP y BACE1 aumenta en 

un compartimento intracelular, aumenta el procesamiento amiloidogénico de 

esta proteína [36]. Lo que sugiere que esta convergencia pudiese ser un punto 

de partida para un mecanismo neurotóxico que inicia la formación del péptido 

Aβ y el mecanismo de patogénesis de la EA. 

APP y BACE1 son internalizadas a través de endocitosis mediada por clatrina, 

y ambas convergen en endosomas tempranos (EE, por sus siglas en inglés). 

Desde allí, APP sigue predominantemente la vía lisosomal mientras que 

BACE1 es reciclada de vuelta a la membrana plasmática vía endosomas de 

reciclaje [39, 40]. En células CHO que expresan establemente APP695 (CHO-

APP) se expresó una variante de BACE1, que posterior a la endocitosis viaja 

retrógradamente hacia el TGN. En estas células los niveles de péptido Aβ se 

triplicaron en comparación a las células que expresan BACE1 wild type [39]. 

Esto sugiere que en las células que expresan la variante de BACE1 

aumentaría la convergencia de esta secretasa con APP en el TGN, 
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promoviendo el procesamiento amiloidogénico y la producción de Aβ en estas 

células. 

Trabajos publicados recientemente, han demostrado que una reducción en la 

endocitosis de APP aumenta la producción de sAPPα, mientras que disminuye 

la producción de Aβ [41, 42]. Por otra parte, una reducción en la expresión de 

SORL1, proteína que como se mencionó previamente interacciona 

directamente con APP y participa en su tráfico hacia vías de reciclaje [43], 

promueve que APP se transporte hacia la vía endosomal, aumentando la 

producción de Aβ [43]. Estos resultados indicarían que un aumento en la 

endocitosis de APP y su tráfico hacia la vía endosomal aumentarían el 

procesamiento amiloidogénico y la subsecuente producción del péptido Aβ. 

En la EA, por razones aún desconocidas, se produce un desequilibrio entre la 

producción, degradación y clearance del péptido Aβ [33, 44], que genera la 

acumulación y agregación de este péptido, y ha sido indicado como el 

mecanismo tóxico principal de Aβ.  

Se postula que los oligómeros solubles del péptido Aβ (Aβo) son los 

principales agentes causantes del daño sináptico en el cerebro de pacientes 

con la EA [45-47]. Como se mencionó previamente el principal componente 

de las placas amiloides es el péptido Aβ. Esto se produce debido a la 

capacidad de agregación que tiene este péptido, la que se ha descrito varía 

según la longitud del péptido y condiciones como la concentración, 

temperatura, fuerza iónica y el pH [48, 49]. La cinética de agregación del 

péptido muestra que, en primer lugar se forman agregados globulares del 
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péptido [50]. Se ha observado que los Aβo son suficientes para producir 

muerte neuronal y daño cognitivo en ausencia de placas amiloides [33]. Por 

ejemplo, en un ratón transgénico para APP que presenta placas amiloides a 

los 30 meses de edad, fue posible observar problemas en aprendizaje 

espacial y memoria a los 12 meses de edad, cuando solo es posible detectar 

Aβo en el cerebro de estos ratones [51]. Esto sugiere que la formación de Aβo 

en el cerebro de las personas estaría asociada al daño cognitivo, y no así las 

placas amiloides. 

Se ha descrito que los Aβo inducen sus efectos tóxicos mediante distintos 

mecanismos. Por ejemplo, son capaces de interaccionar con proteínas y 

receptores de membrana, influyendo en su función [52]. También se ha 

demostrado la interacción directa de estos oligómeros con la membrana 

plasmática, donde además se describe su capacidad para formar poros 

inespecíficos que permiten el paso de distintos cationes, como el ión calcio 

(Ca2+), y moléculas de mayor tamaño como el ATP [53, 54]. Uno de los efectos 

tóxicos causados por Aβo es la dishomeostasis del Ca2+ intracelular, 

generando una sobrecarga mitocondrial de este catión, que produce la 

pérdida del potencial de membrana mitocondrial y la apertura prolongada del 

poro de transición mitocondrial, que permite la liberación de citocromo c, factor 

pro apoptótico que activa caspasas e inicia la señalización de muerte celular 

[55, 56]. Relacionado a esto, se ha descrito que la disfunción mitocondrial es 

un rasgo clave y temprano en la patogénesis de la EA y diversos estudios han 
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observado que los Aβo son capaces de inducir efectos tóxicos en la 

mitocondria [57-59].  

Disfunción mitocondrial como elemento clave de la toxicidad amiloide 

La disfunción mitocondrial se produce por una desregulación de la biogénesis 

y dinámica mitocondrial. En nuestro grupo de laboratorio, hemos descrito que 

los Aβo generan un desbalance en los procesos de fisión y fusión mitocondrial, 

favoreciendo la fisión y, por lo tanto, generando mitocondrias de fenotipo 

granular o fraccionado [57]. Esta red mitocondrial fragmentada las hace 

menos eficientes para tamponar el Ca2+, favoreciendo la dishomeostasis de 

este catión [60]. Por otra parte, también se ha descrito que en la EA se 

produce una disminución de la biogénesis mitocondrial [61]. Este proceso es 

importante para mantener la homeostasis mitocondrial, y es regulado por el 

coactivador 1 α del receptor activado por proliferadores de peroxisoma (PGC-

1α), un coactivador transcripcional que activa la transcripción de los factores 

nucleares 1 y 2 (NRF 1, NRF 2) y del factor de transcripción mitocondrial A 

(TFAM) [61]. PGC-1α disminuye en el cerebro de pacientes con EA [62], y en 

nuestro laboratorio hemos observado que disminuye sus niveles y distribución 

núcleo-citosol luego de la exposición a Aβo, lo que afectaría su rol como 

regulador transcripcional [57], afectando finalmente la biogénesis mitocondrial 

(Fig. 3). 
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Figura 3. Señalización de PGC-1α normal y en presencia de Aβo.  

A. Esquema representativo del metabolismo mitocondrial en una célula 

normal. PGC-1α es desacetilado por SIRT-1, lo que permite su translocación 

al núcleo y su función transcripcional, favoreciendo la biogénesis mitocondrial. 

B. Esquema representativo del metabolismo mitocondrial en presencia de 

Aβo. Disminuye la desacetilación por SIRT-1 y los niveles de PGC-1α 

nucleares, disminuyendo su función transcripcional y consecuentemente la 

biogénesis mitocondrial. Modificado de Panes J. D. et al. 2020, Front. 

Pharmacol. [57] 

ATP, receptores purinérgicos y su rol en neuroinflamación 

Otros de los eventos centrales observados en la EA es la neuroinflamación 

[63]. Diversos autores han sugerido que el ATP participa en el proceso de 

neuroinflamación asociado a la EA [64, 65]. En este proceso, el ATP se 
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encuentra presente extracelularmente, allí funciona como ligando para 

receptores purinérgicos que se encuentran en la superficie celular, activando 

vías de señalización asociadas a inflamación como la del inflamasoma NLRP3 

[66, 67] (Fig. 4). Este es un complejo proteico que en respuesta a variados 

estímulos de daño provoca la activación de caspasa 1, que proteolisa las 

formas no activas de IL-1β e IL-18, permitiendo la liberación de estas 

citoquinas pro-inflamatorias [67]. 

 

Figura 4. Activación del Inflamasoma NLRP3 mediada por ATP y el 

receptor purinérgico P2X7.  

El ATP extracelular activa al P2X7R (1) generando el influjo de Ca2+ y la 

activación de un canal de K+ que permite la salida de este ión (2). Estos dos 
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procesos activan al inflamasoma NLRP3 (3) y en respuesta a esto caspasa 1 

cliva los promotores no activos de las IL-1β e IL-18 (4), y la subsecuente salida 

de estas citoquinas al medio extracelular (5). Modificado de Ratajczak et al., 

2019, Stem Cell Rev. and Rep. [68] 

Como se mencionó previamente, el ATP activa receptores de membrana 

denominados receptores purinérgicos, las principales familias son los 

receptores P2Y y P2X (P2XR). Los receptores P2Y son receptores acoplados 

a proteína G, de los cuales existen 8 subunidades diferentes. Por su parte, los 

P2XR son canales iónicos activados por ligando (LGIC, por sus siglas en 

inglés), de los cuales se han descrito 7 subunidades diferentes en mamíferos, 

P2X1-7 [69]. Cuando estos receptores son activados por ATP permiten el 

paso no selectivo de cationes, con una alta permeabilidad a Ca2+ [70]. Se ha 

descrito que el receptor P2X7 participa en diferentes procesos inflamatorios 

[71], incluidos aquellos presentes en enfermedades neurodegenerativas como 

la EA [72, 73]. La sobreexpresión de P2X7 fue observada en ratones 

transgénicos Tg2567, que expresan APP con la mutación Swedish, 

especialmente en las zonas alrededor de las placas amiloides [74]. Incluso se 

ha observado un aumento en la expresión de este receptor en microglias y 

astrocitos de cerebro de pacientes con la EA [75, 76]. También se han 

observado cambios en los niveles de los receptores P2X4 en pacientes con la 

EA, donde se describió una disminución en el giro temporal y frontal de la 

corteza cerebral de estos individuos [77]. Mientras que en neuronas 

hipocampales en cultivo tratadas con agregados del péptido Aβ1-42 se observó 
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un aumento en los niveles de P2X4R y además, el silenciamiento de este 

receptor disminuyó la muerte celular generada por estos agregados tóxicos 

de Aβ [77]. Finalmente, en nuestro grupo hemos reportado que el incremento 

de calcio intracelular observado en neuronas hipocampales de rata luego de 

la exposición a Aβo, disminuye significativamente cuando se utiliza apirasa 

(3U/mL), una enzima que degrada ATP; o PPADS (10μM), un inhibidor de los 

receptores purinérgicos P2, que tiene una mayor selectividad por P2XR [78, 

79]. Lo mismo se observó para el incremento en la frecuencia y amplitud de 

las corrientes excitatorias registradas luego de la exposición al péptido Aβ 

durante 1 hora [78]. Por otra parte, efectos observados luego de la exposición 

crónica a Aβo por 24 horas, como la disminución de las proteínas sinápticas 

SV2 y PSD95, o la disminución en la viabilidad celular, también fueron 

prevenidos mediante el uso de PPADS (10μM) [80]. Por lo tanto, esto 

demuestra que los P2XR participan en el mecanismo de toxicidad generado 

por los Aβo en neuronas hipocampales. 

Finalmente, mediante qRT-PCR, Western Blot e inmunocitoquímica se 

observó un aumento en los niveles del receptor P2X2 (P2X2R) luego del 

tratamiento con Aβo en cultivos celulares, proponiendo que el aumento en la 

expresión de este receptor purinérgico puede estar relacionado con los 

efectos tóxicos inducidos por Aβo [80]. 

Receptor P2X2 y su rol fisiológico en el Sistema Nervioso 

El P2X2R fue descrito por primera vez en la línea celular de feocromocitoma 

de rata PC12 [81]. Posteriormente se ha descrito su amplia expresión en el 
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Sistema Nervioso Central (SNC). Por ejemplo, se ha observado una densa 

inmunorreactividad en el bulbo olfatorio, corteza cerebral, amígdala e 

hipocampo [82]. Células piramidales de CA1 a CA4 y células granulares del 

giro dentado expresan altos niveles de P2X2R y el inmunomarcaje se observa 

principalmente en somas y dendritas [82]. Además, se describió su presencia 

específicamente en la membrana postsináptica en cerebelo y la región CA1 

del hipocampo [83], y también en densidades presinápticas de hipocampo 

[84]. En general, se ha descrito una fuerte expresión de este receptor en 

diferentes neuronas del SNC. Su presencia en espinas dendríticas apoya la 

idea de que el ATP puede actuar como un neurotransmisor excitatorio, 

mientras que la expresión pre-sináptica es consistente con una función 

moduladora en la liberación de neurotransmisores [82]. Estas evidencias 

sugieren que este receptor purinérgico regula la transmisión sináptica rápida 

y que pudiese modular la plasticidad neuronal. 

Al igual que la mayor parte de las subunidades de esta familia, P2X2 puede 

formar canales homo o heterotriméricos. Cada subunidad consiste de dos 

dominios transmembrana (TM1 y 2) conectados por un loop extracelular y sus 

extremos N y C terminal hacia el medio intracelular [70].  
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Figura 5. Esquema de una subunidad de P2XR.  

En el esquema se observan los dos dominios transmembrana (TM1 y TM2), 

el gran loop extracelular con el sitio de unión a ATP, y los dominios N y C 

terminal hacia el medio intracelular. Modificado de Saez-Orellana, 2015, 

Pharm. Res. [85] 

Los P2XR comparten similitudes en su estructura, sin embargo, existen 

diferencias en su sensibilidad a ATP y en la respuesta observada [86]. Existen 

residuos conservados entre las distintas subunidades responsables de la 

unión a ATP, sin embargo, aminoácidos no conservados contribuyen a esta 

diversidad en sus propiedades farmacológicas [86]. Por ejemplo, estos 

receptores pueden ser divididos de acuerdo a su desensibilización, ya sea 

rápida (P2X1 y P2X3) o lenta (P2X2, P2X4, P2X5 y P2X7) [86]. Esto es 

importante porque condiciona la conductancia a cationes en presencia 
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sostenida de ATP, pues establece el paso de la configuración abierta a, 

probablemente, una configuración cerrada unida a ligando [86]. Este 

mecanismo al parecer está controlado por varias regiones del receptor, por 

ejemplo, la sustitución de los extremos N o C terminal es suficiente para 

modificar esta propiedad [86]. Las diferentes variantes por splicing del P2X2R 

presentan cambios en la cinética de desensibilización a ATP. P2X2a, que 

contiene la secuencia completa de este receptor, tiene una desensibilización 

más lenta que las variantes que pierden parte del dominio C terminal, P2X2b 

y P2X2e [87]. La isoforma P2X2b no contiene 69 aminoácidos del dominio C 

terminal, en esta secuencia se encuentra una región rica en residuos de serina 

y prolina, específica de P2X2, que no se encuentra en ninguna otra subunidad 

de los P2XR [88]. Estas secuencias han demostrado regular ciertas 

características, como el ensamble o la desensibilización del receptor; y le 

permiten la interacción con proteínas citosólicas que pudiesen afectar la 

localización del receptor, aunque esto no ha sido aún descrito [88]. 
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Figura 6. Isoformas de P2X2.  

El esquema muestra las diferencias en el extremo C terminal de las isoformas 

P2X2a y P2X2b. En morado se observan los 69 aminoácidos que se pierden 

por splicing alternativo en la isoforma 2b y subrayado se muestran las 

secuencias ricas en prolina de este segmento de P2X2a. 

Consecuencias de la interacción de Fe65 con P2X2 y APP  

Fe65 es una proteína adaptadora altamente conservada, ya que su secuencia 

en humano, ratón y rata presenta un 95% de similitud [89]. Contiene 3 

dominios de interacción proteína-proteína: WW, dominio en el que se 

encuentran dos residuos de triptófano separados por 20 a 22 aminoácidos que 

reconoce secuencias ricas en prolina, y dos dominios de unión a fosfotirosina 

(PTB1 y PTB2) (Fig. 7) [90, 91]. Esta proteína interacciona mediante el 

dominio WW, con la secuencia presente en el extremo C-terminal de P2X2a 
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(Fig. 7), y no con otras isoformas como P2X2b [92]. En el mismo trabajo de 

Masin y col. se describió que P2X2R y Fe65 se encuentran en las densidades 

post sinápticas excitatorias en hipocampo y que esta interacción induce un 

cambio en la funcionalidad del P2X2R. Luego de la exposición prolongada a 

ATP se produce una dilatación en el poro del canal, lo que se visualiza en el 

aumento de la permeabilidad a cationes orgánicos y colorantes fluorescentes, 

sin embargo, cuando se expresa P2X2R junto a Fe65 no se observa este 

efecto [92].  

La mayor expresión de Fe65 se observa en derivados de la cresta neural, 

estructuras ganglionares de los órganos sensoriales y del sistema nervioso 

autónomo, en la corteza y, particularmente, a nivel de hipocampo [91]. En esta 

zona es posible determinar su presencia en células piramidales de la región 

CA1 y CA3, allí su inmunomarcaje fue observado desde el soma hasta las 

dendritas más distales [92].  

El dominio WW de Fe65 es caracterizado como grupo II, es decir, que 

reconoce una secuencia de prolinas interrumpida por un residuo de leucina 

(PPLP) [93]. Mediante este dominio, Fe65 es capaz de interaccionar con c-

Abl, Nek6 y Mena, entre otras proteínas [94, 95]. El dominio PTB1 es 

responsable de la unión de Fe65 a factores de transcripción como 

CP2/LSF/LBP1, a la histona acetiltransferasa Tip60, y también a integrantes 

de la familia de receptores de lipoproteína [90, 96]. Por su parte, el dominio 

PTB2 es responsable de la interacción con el extremo C-terminal de APP (Fig. 

7) [91].  
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Figura 7. Fe65 interacciona con P2X2 y APP.  

El esquema muestra los dominios de interacción presentes en Fe65: WW, 

PTB1 y PTB2. Mediante el dominio WW interacciona con el extremo C terminal 

de P2X2a, mientras que con el dominio PTB2 interacción con el AICD de APP. 

El dominio AICD de APP contiene motivos que le permiten la interacción con 

distintas proteínas [15]. Por ejemplo, allí se encuentra el motivo 682YENPTY687 

que interacciona con diferentes proteínas adaptadoras citosólicas con motivos 

PTB, como Fe65 [15]. Este motivo ha sido denominado como el dominio de 

endocitosis de APP, ya que mutaciones en esta secuencia disminuyen la 

internalización de APP y por ende los niveles de Aβ [97]. Incluso, la 

fosforilación del residuo Y682, presente en este motivo, afecta la interacción 

de APP con proteínas adaptadoras como Fe65, y también la endocitosis de 

APP [98, 99].  
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La interacción de Fe65 con APP ha sido ampliamente estudiada durante las 

últimas décadas [89, 91, 98, 100]. Existe evidencia contradictoria respecto del 

efecto que esta interacción tiene en el procesamiento de APP [101, 102]. Sin 

embargo, varios reportes de los últimos años apuntan a que Fe65 aumenta la 

producción de Aβ, aunque el mecanismo por el que esto ocurre tampoco ha 

sido del todo dilucidado. Por ejemplo, evidencia reciente muestra que la 

interacción entre estas dos proteínas estimula el procesamiento 

amiloidogénico de APP [103]. Los investigadores sugieren que esta 

interacción disminuye la degradación de ambas proteínas, aumentando el 

tiempo de vida media de APP, lo que llevaría a un aumento en la producción 

de Aβ [103]. En la misma línea se describió que el residuo T579 de Fe65 es 

fosforilado por GSK3β, lo que potencia la interacción con APP y aumenta la 

producción de Aβ [104]. De manera importante, también se ha visto que 

proteínas que interaccionan con Fe65 influencian el metabolismo de APP 

mediado por la interacción con Fe65. Por ejemplo, LRP1 mediante su 

interacción con el dominio PTB1 de Fe65, forma un complejo trimérico con 

APP y regula su procesamiento [105]. Por otra parte, el uso de un péptido que 

se une de manera específica al dominio WW de Fe65, en ratones transgénicos 

APP/PS1, provocó una disminución en los niveles de péptido Aβ. Además, el 

uso de este péptido presentó mejorías en los procesos inflamatorios, de 

memoria y aprendizaje de los ratones transgénicos [106]. Los autores 

hipotetizan que la interacción de este péptido con el dominio WW puede 

generar un cambio en la conformación de Fe65, lo que pudiese disminuir la 

interacción con APP y la producción de Aβ [106].  
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También se ha descrito la capacidad de Fe65 de formar un complejo con AICD 

[107], sin embargo, su mecanismo de formación y función tampoco está del 

todo dilucidado. El consenso de los últimos años ha sido que Fe65 se une a 

AICD y estabiliza a este fragmento, posteriormente ambas proteínas 

translocan al núcleo, donde regularían cooperativamente la transcripción de 

algunos genes [107, 108]. Distintos dominios de Fe65 han sido descritos como 

importantes para su translocación al núcleo o para su función transcripcional 

[109]. Ha sido propuesto que Fe65 transloca al núcleo de manera 

independiente de AICD, sin embargo, evidencia reciente muestra que la 

localización nuclear de esta proteína adaptadora se ve disminuida cuando se 

inhibe las actividades de α- y γ-secretasa, o se hace una deleción del dominio 

PTB2 [109]. Esto permite sugerir que la interacción con APP y la liberación de 

AICD son procesos importantes para la translocación nuclear de Fe65.  

Uno de los genes que puede ser regulado transcripcionalmente por este 

complejo es el de PGC-1α, [110]. Como ya se mencionó previamente, este 

co-activador ha sido descrito como un regulador maestro de la función y 

biogénesis mitocondrial [111], por lo que una disminución en sus niveles 

afecta directamente la función mitocondrial.  

Debido a que resultados previos de nuestro grupo de trabajo muestran que 

tratamientos crónicos con Aβo producen un incremento en los niveles de la 

proteína y ARNm de la subunidad P2X2, nos proponemos estudiar el impacto 

de este aumento en la fisiopatología neuronal. La diferencia estructural 

presente en el extremo C terminal de las isoformas de P2X2 y la interacción 
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específica de P2X2a con Fe65, presentan un potencial mecanismo diferencial 

para las distintas isoformas luego de su sobreexpresión y posible participación 

en los mecanismos tóxicos asociados a Aβo en la EA. Los mecanismos de 

interacción descritos pudiesen condicionar la localización de Fe65 y APP, lo 

que tendría un impacto en los mecanismos neurotóxicos de la EA. 

Por lo tanto, el objetivo de esta tesis es estudiar el rol del receptor purinérgico 

P2X2 y su participación en el mecanismo de toxicidad de Aβo en EA.  
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II. HIPÓTESIS 

“El incremento del receptor P2X2 inducido por Aβo, promueve la 

formación de un complejo con Fe65 y APP, modificando el tráfico y 

procesamiento proteolítico de APP, alterando la distribución subcelular 

de Fe65 y su función reguladora de la transcripción de PGC-1α.”  
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III. OBJETIVOS 

Objetivo general: Estudiar cómo el incremento producido por Aβo del 

receptor P2X2 y su interacción con Fe65, genera cambios en el 

procesamiento proteolítico de APP y la función transcripcional de Fe65 sobre 

PGC-1α. 

Objetivos generales: 

Objetivo específico 1: Evaluar cambios en niveles de expresión y 

funcionalidad de las isoformas de P2X2 en células expuestas a Aβo. 

Objetivo específico 2: Estudiar el impacto de los cambios en la expresión de 

P2X2 sobre Fe65, APP y su procesamiento proteolítico. 

Objetivo específico 3: Determinar si el aumento de P2X2 induce cambios en 

la distribución subcelular de Fe65 y su impacto en niveles de PGC1-α. 

Objetivo específico 4: Correlacionar el aumento de P2X2 observado en los 

experimentos in vitro con lo observado en muestras de pacientes con EA. 
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IV. METODOLOGÍA  

1. Células PC12 y HEK-293 

La línea celular de feocromocitoma de rata PC12 (ATCC CRL-1721, USA) fue 

cultivada en medio de Eagle modificado por Dulbecco 1X Corning, que 

contiene 4,5 g/L de glucosa, L-glutamina y piruvato de sodio; suplementado 

con suero fetal bovino (5%), suero de caballo (5%) y penicilina-estreptomicina 

(1%). La línea celular HEK-293 (ATCC CRL-1573, USA) fue cultivada en 

medio de Eagle modificado por Dulbecco 1X Corning, que contiene 4,5 g/L de 

glucosa, L-glutamina y piruvato de sodio; suplementado con suero fetal bovino 

(10%). Los cultivos se mantuvieron a 37°C y 5% CO2 y las células fueron 

utilizadas a un 60-70% de confluencia. 

2. Células hipocampales 

Los cultivos primarios de hipocampo se obtuvieron a partir de embriones de 

ratón C57BL/6J, de 18 días de gestación (E18). Las células obtenidas se 

sembraron a una densidad de 320.000 células/ml. Durante las primeras 24 

horas, las células se mantuvieron en medio DMEM suplementado con suero 

de caballo (10%), DNasa (4 μg/ml) y L-Glutamina (2 mM). Una vez 

transcurrido este tiempo, se cambió el medio de cultivo por medio DMEM 

enriquecido con suero de caballo (5%), FBS (5%), y N3 (0,5%), un suplemento 

que tiene BSA (1 mg/ml), Apo-transferrina (20 mg/ml), putrescina (4 mg/ml), 

insulina (1,25 mg/ml), selenito de sodio (1 μg/ml), TH3 (2 μg/ml), progesterona 

(1,25 μg/ml) y corticosterona (4 μg/ml). Los cultivos se mantuvieron a 37°C y 

5% CO2 y las células fueron utilizadas entre los días 9 y 10 in vitro. 
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3. Obtención de extractos de cerebro humano  

El uso de estas cortezas fue aprobado por el Comité de Ética de la Universidad 

Miguel Hernández de Elche (Alicante, España) y se realizó de acuerdo a la 

declaración de Helsinki de la Asociación Médica Mundial. Las muestras de 

corteza frontal fueron obtenidas desde el Banco de tejidos neurológicos del 

Instituto de Neuropatología, Hospital Universitario de Bellvitge (Barcelona, 

España). Casos de EA esporádico fueron selecciones en base a su historial 

clínica de demencia y diagnóstico neuropatológico CERAD [112]. Las 

muestras fueron categorizadas de acuerdo al Estadio Braak de patología de 

ovillos neurofibrilares [7] (12 mujeres, 18 hombres; edad promedio ± sd, 75 ± 

10 años): estadio Braak I–II, n = 10; estadio Braak III–IV, n = 10; y estadio 

Braak V–VI, n = 10, o alternativamente, mediante una clasificación de estadios 

de Aβ [7]. Cuidado especial se tomó para no incluir casos con otras patologías 

para evitar cualquier tipo de error en los resultados. Las muestras de pacientes 

control sin EA (ND) (2 mujeres, 7 hombres; edad promedio ± sd, 53 ± 5 años) 

corresponden a individuos sin demencia clínica y sin evidencia de patología 

en el cerebro. El promedio de intervalo postmortem del tejido fue de 

aproximadamente 8 horas para todos los casos, sin diferencia significativa 

entre los distintos grupos. 

La corteza frontal (0.1 g) fue homogenizada (10% p/v) en Tris-HCl (50 mM, pH 

7.4), NaCl (150 mM), Triton X-100 (0.5% p/v), Nonidet P-40 (1% p/v), y un 

cocktail de inhibidores de proteasas (1:25 v/v, MilliporeSigma). Los 

homogenados fueron sonicados en hielo usando un disruptor celular 

ultrasónico (Misonix) y centrifugados por 1h a 43,000 rpm y 4°C. Las 
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fracciones de sobrenadante fueron recuperadas para el análisis mediante 

Western blot. 

4. Agregación del péptido Aβ1-40 

El péptido Aβ1-40 liofilizado (GenicBio, Shanghai, China) fue reconstituido en 

DMSO, generando una solución stock 2,3 mM. De dicho stock se tomó una 

alícuota de 2 μl, la que se diluyó en PBS 1X estéril hasta alcanzar una 

concentración de 80 μM. Esta solución fue sometida a un proceso de 

agregación por agitación vertical, a temperatura ambiente y 500 rpm, en un 

agitador magnético por 4 horas. El péptido, agregado a la forma de oligómeros 

solubles, fue utilizado a una concentración final de 0,5 μM en el medio de 

cultivo. 

5. Transfección 

Se utilizó 1,5 μl de Lipofectamina-2000 (Invitrogen, CA, USA) por cada μg de 

plásmido a utilizar. Se utilizaron plásmidos codificantes para P2X2a y P2X2b, 

FLAG-P2X2a (P2X2a con el tag FLAG en el extremo N-terminal) y la proteína 

de fusión P2X2b-GFP; como reporteros se utilizó mCherry o GFP. Se preparó 

la solución de transfección con Lipofectamina y los plásmidos a utilizar, y se 

incubó por 5 minutos a temperatura ambiente. Esta solución se agregó a las 

células HEK-293 o PC12, se incubó a 37ºC y 5% CO2 por 4 horas, y luego de 

esto se realizó un cambio de medio. Las células fueron utilizadas 24 h post 

transfección. 
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6. Western blot 

Las células provenientes de las distintas muestras fueron lisadas en hielo con 

buffer de composición [mM]: Tris 10, EDTA 10, NaCl 100, Tritón 0,5%, 

inhibidor de proteasas (complete Mini EDTA free, Sigma Aldrich, USA), 

Glicerol 10%, pH 7.4 e inhibidor de fosfatasas. El lisado celular o los extractos 

de corteza humana fueron mezclados con buffer de carga. Las muestras 

fueron incubadas a 37ºC por 30 minutos o a 95°C por 10 minutos, luego fueron 

cargadas en un gel de poliacrilamida (10%). La electroforesis se realizó a 100 

V por 100 minutos. Posteriormente, las proteínas fueron transferidas a una 

membrana de nitrocelulosa a 250 mA por 120 minutos. 

La membrana fue bloqueada con leche descremada al 5% en TBS Tween 1X 

o con Buffer de bloqueo Odyssey (Li-COR) durante 1 hora y se incubó con el 

anticuerpo primario durante toda la noche a 4°C. Los anticuerpos primarios 

utilizados fueron: anti-P2X2 (conejo, 1:500, Alomone Labs; 1:2000, NBP2-

19655 Novus), anti-β-actina (ratón, 1:1000, Santa Cruz Biotechnology), anti-

Gβ (conejo, 1:1000, Santa Cruz Biotechnology), anti-Fe65 (cabra, 1:1000, 

Santa Cruz Biotechnology; ratón 1:1000, Abcam) anti-FLAG M2 (ratón, 

1:1000, Sigma), anti-APP (conejo, 1:1000, Sigma; 1:1000, Abcam), anti-Aβ 

MOAB-2 (ratón, 1:1000, Novus), y anti-GAPDH (ratón, 1:3000, Abcam). 

Se realizaron 5 lavados de 3 minutos con TBS Tween 1X o Buffer de bloqueo 

Tween 1X, y cada membrana se incubó con el anticuerpo secundario 

correspondiente conjugado a HRP (1:5000) anti-IgG de conejo, anti-IgG de 

ratón o anti-IgG de cabra (Santa Cruz, Biotechnology); o conjugado a IRDye 
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(1:8000) anti-conejo IRDye 800CW, anti-ratón IRDye 680 (Li-COR 

Biosciences) por 1 hora a temperatura ambiente.  

Finalmente, se realizaron 5 lavados y se reveló utilizando el kit Clarity Western 

ECL Substrate (Bio-Rad) y el sistema de detección Odyssey FC o el sistema 

Odyssey CL×Infrared Imaging (Li-COR). Las imágenes fueron cuantificadas 

utilizando la herramienta Image Studio (Image Studio Inc). 

7. Microfluorimetría de Ca2+ citosólico  

Células hipocampales sembradas sobre cubreobjetos de 18mm en las 

condiciones control y tratadas con Aβo (0.5 μM, 24 h), fueron incubadas con 

la sonda de calcio Fluo4-AM® (Invitrogen), siguiendo las instrucciones del 

fabricante (5 μM en 1 mL de DPBS). Tras esto, se lavó dos veces con DPBS 

y se incubó durante 20 minutos con DPBS en oscuridad. Una vez transcurrido 

este tiempo se hicieron dos lavados rápidos con solución externa normal, de 

composición (en mM): 150 NaCl, 5,4 KCl, 2 CaCl2 2, 1 MgCl2; 10 HEPES, 10 

Glucosa (pH 7,4, 320 mOsm), se llevó el pocillo a un microscopio de 

epifluorescencia Nikon TE-2000 y la sonda fue excitada a una longitud de 

onda de 480 nm, y la emisión se observó a 535 nm. 

Los cambios intracelulares de los niveles de Ca2+, luego de exponer las 

células a ATP 200 μM (SIGMA) mediante un sistema de perfusión (AutoMate 

Scientific), se registraron utilizando un microscopio de fluorescencia invertido 

Nikon TE-2000-U acoplado a una cámara EM-CCD iXon ANDOR de 16 bit. 

Los resultados se analizaron con el software Imaging Workbench 6.0 (INDEC 

Biosystems). 
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8. Electrofisiología  

Patch Clamp de célula completa se realizó según los protocolos descritos por 

Fuentealba y col.  [113, 114], usando Axopatch 200B amplifier (Axon 

Instruments), en modo de voltage clamp (manteniendo un potencial de -60 

mV). Las células se mantuvieron en solución externa normal (SEN, en mM: 

150 NaCl, 5.4 KCl, 2 CaCl2 2,1 MgCl2; 10 HEPES,10 Glucosa, pH 7,35 - 7.4, 

320 mOsm). La pipeta se rellenó con solución interna normal de potasio (SIN, 

en mM: K, 120 KCl, 4 MgCl2, 10 HEPES, 2 ATP, 0,5 GTP, 10 BAPTA (pH 7,4, 

300 mOsm). Las células fueron perfundidas con ATP 200 μM por 5 o 10 

segundos. Los análisis se realizaron usando Clampfit 10.7 (Axon Instruments, 

USA). 

9. Inmunocitoquímica 

Las células fueron fijadas con paraformaldehído 4% en PBS 1X por 15 

minutos, se bloquearon las uniones inespecíficas con HS 10% y se 

permeabilizó con 0.1% Tritón X-100 por 30 minutos. Posteriormente, se 

incubó con los anticuerpos primarios anti-P2X2 (conejo, 1:400, Alomone 

Labs), anti-MAP1B (cabra, 1:400, Santa Cruz Biotechnologies), anti-FLAG M2 

(ratón, 1:400, Sigma), anti-Fe65 (cabra, 1:400, Santa Cruz Biotechnologies), 

anti-APP [Y188] (conejo, 1:400, Abcam), anti-Rab5 (ratón, 1:400, Sigma) o 

anti-PGC-1α (rabbit 1:400, Novus Biologicals) por una hora a temperatura 

ambiente. Luego se incubó con los anticuerpos secundarios correspondientes 

(anti-rabbit Alexa Fluor 488, Jackson ImmunoResearch Labs; anti-goat Cy3, 

Jackson ImmunoResearch Labs; anti-goat Alexa Fluor 647, Jackson 

ImmunoResearch Labs; anti-mouse Cy3, Jackson ImmunoResearch Labs; 
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and anti-mouse Alexa Fluor 647, Jackson ImmunoResearch Labs) por 45 min. 

Finalmente, se incubó con tinción nuclear DAPI (Tocris) 300 μM, por 10 min a 

temperatura ambiente. El montaje se realizó en portaobjetos usando Dako 

Fluorescent Mounting Medium (Dako). Las imágenes se obtuvieron en el 

Microscopio Confocal Espectral LSM780 NLO Zeiss con el aumento de 63x, 

el microscopio Nikon TE-200-U inverted (Nikon), o el microscopio de 

superresolución SIM ELYRA S.1 (Zeiss). La deconvolución, análisis y 

cuantificación de las imágenes fueron realizadas en el programa ImageJ. Para 

la cuantificación de la inmunorreactividad se seleccionaron regiones de interés 

de 10x10 pixeles en áreas aleatorias del soma neuronal utilizando la 

inmunorreactividad de MAP1B para evitar sesgos. 

10. Análisis de co-localización y distribución subcelular 

Se utilizaron imágenes obtenidas mediante microscopía confocal y de súper 

resolución. Las imágenes fueron deconvolucionadas con el software ImageJ 

(NIH) utilizando los siguientes parámetros: índice de refracción del aceite de 

inmersión a 23ºC (1,518), apertura numérica del objetivo 63x (1,4) y longitud 

de onda de excitación (λ Alexa Fluor 488: 493; λ Alexa Fluor 647: 651; λ CY3: 

550; y λ DAPI: 358). 

Los análisis de colocalización fueron realizados de acuerdo a lo descrito por 

Dunn y col. [115]. La región de interés fue delimitada utilizando el canal de 

MAP1B en neuronas y de APP en células PC12, considerando o no el núcleo, 

según el par de proteínas a analizar. Se utilizó la herramienta Coloc2 de 

ImageJ (“Coloc 2”, 2017) para obtener los coeficientes de Manders M1 
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(colocalización del canal 1 sobre el canal 2) y M2 (colocalización del canal 2 

sobre el canal 1). Con el fin de excluir falsos positivos, estos valores se 

contrastaron con coeficientes obtenidos para el mismo par de imágenes, pero 

rotando en 90º la correspondiente al segundo canal. 

Para los análisis de distribución subcelular, se consideraron regiones de 

interés de 10x10 pixeles en neuronas, y de 6x6 pixeles en células PC12. Las 

regiones del núcleo fueron tomadas con el canal de DAPI, y las del citoplasma 

con el canal de MAP1B o APP, según el tipo celular. Finalmente, se calculó la 

razón núcleo/citoplasma utilizando 3 regiones de interés por célula. 

11. Co-Inmunoprecipitación (Co-IP)  

Para el estudio de co-inmunoprecipitación entre P2X2, Fe65 y APP se 

utilizaron células HEK-293 transfectadas con FLAG-P2X2, GFP o el vector 

vacío como control. Las células fueron lisadas y la concentración de proteínas 

fue igualada en las diferentes muestras. Luego se realizó el pre-lavado con 

10μL de proteína A/G PLUS agarosa (Santa Cruz Biotechnology) durante 1 h 

a 4°C. Posteriormente, se incubó con 0.5 mg de anticuerpo monoclonal anti-

FLAG (ratón, Sigma), anti-Fe65 (cabra, Santa Cruz Biotechnologies), 0.5 mg 

de IgG de conejo (Sigma-Aldrich) o de cabra (Santa Cruz Biotechnologies) 

como control, por cada mg de proteína durante 1 h. Finalmente, se añadió 50 

μl de Proteína A/G de agarosa a cada condición y se incubó durante la noche. 

Las proteínas se eluyeron a 100°C durante 8 min en tampón de carga 2X, se 

analizaron por SDS-PAGE y se visualizaron por Western-Blot. 
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12. RT-qPCR  

La extracción de ARN total se realizó utilizando TRIzol® Reagent (Thermo 

Fisher Scientific) en el sistema de purificación PureLink™ Micro-to-Midi Total 

RNA (Life Technologies) según las instrucciones del fabricante. La pureza y 

cuantificación del ARN se evaluó mediante lecturas de absorbancia a 260/280 

nm. La transcripción inversa se realizó utilizando SuperScript™ III Reverse 

Transcriptase (Life Technologies) para sintetizar cDNA a partir de ARN total 

(2 μg) usando partidores aleatorios de acuerdo con las instrucciones del 

fabricante. El cDNA total fue analizado por qPCR usando StepOne™ Real-

Time PCR System (Applied Biosystems) con sondas TaqMan específicas para 

P2X2 humano (ID: Hs04176268_g1, Thermo Fisher) y GAPDH humano 

(Applied Biosystems), como control endógeno. La cuantificación de P2X2 se 

realizó utilizando la curva estándar relativa normalizada con GAPDH de la 

misma preparación de cDNA. 

13. Análisis de datos 

Todos los experimentos se realizaron en al menos tres repeticiones biológicas 

independientes. El análisis estadístico se realizó aplicando t-test Student o 

ANOVA de una vía, en aquellos grupos de datos con distribución normal, o la 

prueba de Mann-Whitney y pruebas de Kruskal-Wallis en el caso de datos con 

distribución no normal, con el programa GraphPadPrism 8.0 (GraphPad 

Prism). Se consideró significancia estadística si p < 0,05. Datos mostrados 

como promedio ± SEM. 

  



38 
 

V. RESULTADOS 

1. CAMBIOS EN NIVELES DE EXPRESIÓN Y EN LA FUNCIONALIDAD DE 

LAS ISOFORMAS DE P2X2R EN CÉLULAS EXPUESTAS A Aβo 

Previamente, resultados de nuestro laboratorio han demostrado la 

participación de P2XR en la toxicidad producida por Aβo [78]. Esto nos llevó 

a estudiar las subunidades de P2XR que podrían estar implicadas en la 

toxicidad del péptido, dirigiéndonos hacia P2X2R. Por este motivo nos 

planteamos en primer lugar, estudiar la principal isoforma de P2X2R que 

estaría implicada en este posible mecanismo de toxicidad.  

1.1 La isoforma P2X2a aumenta luego de tratamientos con Aβo 

Debido a que no existen anticuerpos específicos para detectar las isoformas 

del P2X2R, se realizaron aproximaciones experimentales alternativas para 

poder identificarlas y diferenciarlas. Lo primero que se realizó, fue utilizar la 

técnica de western blot para correlacionar el tamaño de bandas desde lisados 

de células HEK-293 transfectadas con las isoformas 2a y 2b, y desde lisados 

de células PC12 que expresan P2X2R endógenamente (Fig. 8A). Estas fueron 

detectadas con el anticuerpo anti-P2X2 que reconoce ambas isoformas del 

receptor. En las condiciones control (células no transfectadas y transfectadas 

con mCherry como control de transfección), no se observaron bandas con el 

anticuerpo anti-P2X2, lo que nos asegura que cualquier cambio en la 

inmunorreactividad se debe a la sobreexpresión de alguna de las isoformas. 

Así, los lisados de células transfectadas con P2X2a muestran dos bandas 
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alrededor de los 70kDa, mientras que con P2X2b aparecen alrededor de 

60kDa. En este resultado es posible observar dos bandas, especialmente para 

la isoforma P2X2a, estas pueden deberse a modificaciones post-

traduccionales presentes en la proteína como fosforilaciones o glicosilaciones. 

Especialmente ha sido descrito que P2X2 posee distintos sitios de 

glicosilación, los que son necesarios para la correcta expresión de este 

receptor en la membrana plasmática [116], por lo tanto, diferentes patrones 

de glicosilaciones podrían estar causando las diferentes bandas observadas 

en este resultado. Por su parte, también se evaluó el tamaño de la proteína 

FLAG-P2X2a, obtenida mediante subclonamiento en el trabajo previo que dio 

inicio a esta tesis de doctorado (Anexo 1) [117]. Se puede ver que esta 

proteína aparece levemente por encima de la señal correspondiente a P2X2a, 

lo que es consecuente con la presencia del tag FLAG unido a la secuencia 

aminoacídica de la proteína. En paralelo, cuando se transfectaron las células 

HEK-293 con el plásmido que codifica para la proteína de fusión P2X2b-GFP, 

se pudo observar que la eficiencia de transfección fue más baja, por lo que se 

necesitó un mayor tiempo de exposición para evaluar la presencia del 

receptor. Además, fue posible observar una banda cercana a 80 kDa (Fig. 8B), 

lo que se condice con la fusión de esta isoforma a GFP, proteína cuyo tamaño 

es de aprox. 27KDa [118]. Finalmente, para comparar con el tamaño de la 

proteína nativa de P2X2, se utilizó un lisado de células PC12, donde se 

observaron dos bandas cercanas a 70kDa, lo que se correlaciona con el 

tamaño de las bandas correspondientes a la isoforma 2a en las células HEK-

293 transfectadas. Es importante mencionar que de acuerdo a lo observado 
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en la hoja de datos del anticuerpo, la banda esperada para P2X2 en células 

PC12 es de alrededor de 50KDa, mientras que en lisados de cerebro de rata 

es de aprox. 60KDa. Esto indica, que en las condiciones experimentales 

utilizadas en nuestros experimentos las bandas obtenidas para las distintas 

isoformas de P2X2 son de mayor tamaño que las bandas esperadas. Sin 

embargo, debido a la comparación con los lisados obtenidos de las células 

HEK-293 transfectadas, podemos establecer que las células PC12 expresan 

fundamentalmente la isoforma P2X2a, lo que representa una importante 

condición para el estudio de los siguientes objetivos, ya que esta es la 

isoforma que interacciona con Fe65. 

 

Figura 8. Detección de las isoformas de P2X2 mediante western blot.  

A. Western blot representativo de P2X2R en células HEK-293: control (C), 

transfectadas con mCherry (MC), P2X2a (2a), P2X2b (2b), FLAG-P2X2a 

(FLAG-2a) y P2X2b-GFP (2b-GFP), en el último carril se utilizó lisado de 
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células PC12 control. Se utilizó β-actina como control de carga. B. Western 

blot de la Figura A sometido a un mayor tiempo de exposición para observar 

la banda correspondiente a P2X2b-GFP. Nota: Del lisado de PC12 se cargó 3 

veces más proteína que de los lisados de HEK-293 con el fin de poder detectar 

la expresión endógena de P2X2 en estas células. 

Posteriormente, se quiso evaluar si la presencia de Aβo por 24h en células 

PC12, podría producir cambios en los niveles de P2X2R, lo cual se realizó 

mediante la misma técnica de western blot (Fig. 9A). Esta aproximación 

experimental, nos permitió establecer un aumento significativo en P2X2 luego 

del tratamiento con Aβo (Fig. 2B, C = 100,0 ± 4,2%, Aβo = 141,7 ± 16,6%). 

Considerando el resultado de la Fig. 8, la intensidad de las bandas para P2X2 

obtenidas en el gel de la Fig. 9A y su cuantificación relativa a la proteína de 

control de carga β-actina, nos permiten determinar que Aβo induce un 

incremento en la isoforma 2a de aprox. un 40% sobre el control (Fig. 9B). 
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Figura 9. El tratamiento con Aβo aumenta los niveles de P2X2a en células 

PC12. 

A. Western blot representativo de P2X2R en células PC12 control (C) y 

tratadas con Aβo 0,5 μM por 24 h (Aβo). Se utilizó β-actina como control de 

carga. B. Cuantificación de la banda inmunoreactiva de P2X2a respecto de la 

banda de β-actina, expresada en % del control. Control = 100,0 ± 4,2%, Aβo 

= 141,7 ± 16,6%; * = p<0,05, n = 4. 

 

Una vez establecida la capacidad de Aβo para inducir cambios en los niveles 

de P2X2R en células PC12, quisimos corroborar estos hallazgos en un 

modelo nativo de neuronas hipocampales de ratón. El cultivo hipocampal fue 

expuesto a Aβo (0,5 μM por 24 h), luego de lo cual las neuronas fueron lisadas 

y de este lisado se evaluó mediante western blot la inmunorreactividad de 
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P2X2 y β-actina (Fig. 10A). En el western blot representativo, es posible 

observar que las células hipocampales también expresan una banda de 

alrededor de 70kDa, sugiriendo que estás células expresarían principalmente 

la isoforma P2X2a. La exposición de estas células al tratamiento con Aβo 

también indujo un incremento significativo del receptor P2X2a, cercano al 30%  

respecto de las células control (Fig. 10B, C = 100,0 ± 6,4%, Aβo = 130,1 ± 

10,7%). Esto nos confirma que la presencia de Aβo induce cambios en los 

niveles de expresión de receptores purinérgicos, específicamente P2X2a, lo 

que tendría una consecuencia funcional en las neuronas, lo que discutiremos 

más adelante. 

 

Figura 10. El tratamiento con Aβo aumenta los niveles de P2X2a en 

células hipocampales. 

A. Western blot representativo de P2X2 en células hipocampales control y 

tratadas con Aβo 0,5 μM por 24 h. Se utilizó β-actina como control de carga. 

B. Cuantificación de la banda inmunorreactiva para P2X2a respecto de la 

banda de β-actina, expresada en % del control. Control = 100,0 ± 6,4%, Aβo 

= 130,1 ± 10,7%; * = p<0,05, n = 5.  



44 
 

Para poder confirmar este cambio en los niveles de P2X2R, se utilizó otra 

estrategia experimental; mediante el uso de inmunofluorescencia evaluamos 

la inmunorreactividad de este receptor en neuronas hipocampales (Fig. 11A, 

Anexo 2); para identificar las neuronas se utilizó un anticuerpo contra la 

proteína de microtúbulos MAP1B. Al cuantificar se pudo determinar que la 

inmunofluorescencia de P2X2 en las neuronas hipocampales presenta un 

aumento significativo luego del tratamiento con Aβo respecto de la situación 

control (Fig. 11B, C = 100,0 ± 5,3%, Aβo = 133,1 ± 11,8%). 

Todos estos resultados nos indican que tanto en células PC12 como en 

neuronas hipocampales, se expresa principalmente la isoforma P2X2a y esta 

se ve incrementada en su expresión ante la presencia crónica de Aβo. 

 

Figura 11. El tratamiento con Aβo aumenta la intensidad de 

inmunofluorescencia de P2X2R en neuronas hipocampales. 

A. Imágenes obtenidas por microscopía confocal de la inmunofluorescencia 

de MAP1B (arriba, rojo) y P2X2 (abajo, verde) en neuronas hipocampales con 
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y sin tratamiento con Aβo 0,5 μM por 24 h. Barra blanca indica 10 μm. B. 

Cuantificación de la inmunofluorescencia de P2X2 expresada en % del 

control. Control = 100,0 ± 5,3%, Aβo = 133,1 ± 11,8%; * = p<0,05, n 

(repeticiones independientes) = 5, N (número de neuronas) = 13.  

 

1.2 Aumento de la neurotransmisión purinérgica producto del 

incremento de P2X2a en neuronas tratadas con Aβo  

Luego de haber descrito un aumento en los niveles de P2X2a posterior a la 

exposición con Aβo, quisimos evaluar si este aumento podía impactar en la 

transmisión purinérgica de las células. Utilizando la técnica de patch clamp 

estudiamos los cambios electrofisológicos en células PC12 tratadas con Aβo 

(0,5 μM por 24 h, Fig. 12). Esta primera aproximación experimental, confirmó 

nuestros datos previos y nos permitió establecer preliminarmente, que las 

corrientes evocadas por ATP 200 μM durante 10 s, mostraron un aumento en 

su amplitud (Fig. 12A, C = 100 ± 33%, Aβo = 247 ± 39%).  Aunque en este 

resultado se observa una clara tendencia al incremento, el número de datos 

de esta aproximación preliminar no permite establecer una significancia 

estadística en esta diferencia, pero sí, este resultado está adecuadamente 

alineado con lo observado previamente en este trabajo y las publicaciones del 

grupo [80]. La cuantificación de las corrientes muestra que el tratamiento con 

Aβo incrementaría la conductancia de cationes mediada por este receptor. 

Esto, sumado a datos previos del grupo y los resultados descritos 

previamente, nos permiten afirmar que el incremento en la corriente 
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purinérgica está relacionado con un incremento en el P2X2R. Dado lo anterior, 

nuestro esfuerzo se concentró en establecer los eventuales cambios en las 

corrientes purinérgicas evocadas por ATP en neuronas hipocampales tratadas 

con Aβo bajo las mismas condiciones de la Fig. 12. Es así que, en neuronas 

hipocampales fue posible observar que las corrientes evocadas por ATP se 

mostraron fuertemente incrementadas en aquellas células previamente 

tratadas con Aβo (Fig. 13A), lo que se traduce en un incremento cercano al 

230% de sus corrientes máximas (Fig. 13B).  

 

Figura 12. El tratamiento con Aβo aumenta la amplitud de las corrientes 

evocadas por ATP en células PC12. 

A. Trazos representativos de corrientes evocadas por ATP 200 μM durante 10 

s en células PC12 control y tratadas con Aβo 0,5 μM por 24 h. B. 

Cuantificación de la amplitud máxima de las corrientes evocadas, expresadas 

como porcentaje del control. Control = 100,0 ± 33,4%, Aβo = 247,0 ± 38,7%; 

n = 3.  
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Figura 13. El tratamiento con Aβo aumenta la amplitud de las corrientes 

evocadas por ATP en neuronas hipocampales 

A. Trazos representativos de corrientes evocadas por ATP 200 μM durante 10 

s en neuronas hipocampales control y tratadas con Aβo 0,5 μM por 24 h. B. 

Cuantificación de la amplitud de las corrientes evocadas, expresadas en 

porcentaje del control. Control = 100,0 ± 49,7%, Aβo = 230,8 ± 70,0%; 

**p<0,01, n = 9.  

Finalmente, como una manera de reforzar estas observaciones respecto de 

la funcionalidad de los receptores purinérgicos, se utilizó la técnica de 

microfluorimetría de calcio en neuronas hipocampales tratadas con Aβo bajo 

las mismas condiciones de la Fig. 13 (Fig. 14A). Así, pudimos evaluar los 

incrementos de calcio inducidos por una aplicación exógena de ATP 200 μM 

utilizando una solución alta en K+ (60mM) como estímulo depolarizante global. 

La amplitud de los incrementos de calcio evocados por los pulsos de ATP fue 

normalizada respecto de la respuesta máxima inducida por K+; con esto, 
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observamos que la presencia de Aβo induce un incremento de la señal 

evocada por ATP cercana al doble del control, lo que en conjunto con la 

evidencia previa descrita, nos permite correlacionar el aumento en la 

expresión de P2X2a con el incremento en la neurotransmisión purinérgica en 

neuronas tratadas con Aβo  (Fig. 14B, C = 100,0 ± 11,8%, Aβo = 193,5 ± 

24,3%). 

 

Figura 14. El tratamiento con Aβo incrementa la respuesta de Ca2+ 

evocada por ATP en neuronas hipocampales. 

A. Trazos representativos de la fluorescencia de calcio evocada por ATP 200 

μM y K+ 60 mM en neuronas hipocampales control (azul) y tratadas con Aβo 

0,5 μM (rojo) por 24 h. B. Cuantificación de la amplitud de la fluorescencia de 

Ca2+, normalizada por la fluorescencia en respuesta a K+, expresada en 

porcentaje del control. Control = 100,0 ± 11,8%, Aβo = 193,5 ± 24,3%; 

**p<0,01 n = 5.  

 



49 
 

2. IMPACTO DE LOS CAMBIOS EN LA EXPRESIÓN DE P2X2 SOBRE 

FE65, APP Y SU PROCESAMIENTO PROTEOLÍTICO. 

Debido a que la isoforma P2X2a interacciona con Fe65 [92], es importante 

determinar el impacto que tendría el aumento de la expresión de este receptor 

sobre la proteína adaptadora. Además, considerando que Fe65 interacciona 

con APP [91], se hace relevante el poder establecer si esto tiene algún efecto 

sobre esta proteína y su procesamiento proteolítico, paso clave en la 

producción del péptido Aβ. 

2.1. La sobreexpresión de P2X2 genera un receptor funcional en líneas 

celulares 

Un resultado importante para nuestros estudios utilizando la sobreexpresión 

de las distintas isoformas de P2X2, era corroborar que este receptor se 

expresa correctamente y de manera funcional; para esto lo primero que 

realizamos fue inmunocitoquímica en células PC12 transfectadas con FLAG-

P2X2a y P2X2b-GFP (Fig. 15, Anexo 3).  De las imágenes de microscopía 

confocal, se puede observar que tanto el marcaje con el anticuerpo anti-FLAG, 

como la fluorescencia de GFP, aparecen en las células transfectadas, donde 

destaca la distribución marcadamente anular, que sugiere la presencia de este 

receptor en la membrana plasmática o estructuras subcelulares cercanas a la 

membrana. 
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Figura 15. Isoformas de P2X2R sobreexpresadas en células PC12.  

Imágenes confocales representativas de inmunocitoquímica en células PC12 

control y transfectadas con FLAG-P2X2a y P2X2b-GFP. En azul se observa 

la tinción nuclear DAPI, en rojo mCherry utilizada como control de transfección 

y en verde se observa el anti-P2X2, anti-FLAG y GFP, respectivamente. A la 

derecha se observan los gráficos de superficie de la fluorescencia verde. 

Para poder confirmar la presencia y funcionalidad de P2X2R en la membrana 

plasmática, a través de la técnica de patch clamp evaluamos cambios en las 

corrientes evocadas por ATP. Para ello células HEK-293 fueron transfectadas 

con P2X2a, FLAG-P2X2a y P2X2b, las que luego fueron perfundidas 

agudamente con ATP 200 µM durante 10s. Como se desprende de los 

registros de la Fig. 16A se obtuvo una corriente purinérgica en las 3 

condiciones experimentales mencionadas, lo que desmuestra que la proteína 

se está expresando de manera correcta y permite la formación de receptores 
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triméricos funcionales en la membrana plasmática. En forma paralela, del 

análisis de sus respectivas cinéticas, la cuantificación de la constante de 

desensibilización (Fig.16B, Tabla 1) mostró ser más rápida en las células 

transfectadas con P2X2b, lo que se correlaciona adecuadamente con lo 

descrito en literatura [87, 119]. Mientras que la cinética de respuesta del 

FLAG-P2X2a obtenido por subclonamiento, es similar a la del P2X2a sin 

modificaciones. 

Con estas aproximaciones experimentales, pudimos establecer y verificar que 

la sobreexpresión de P2X2 representa un modelo válido para el estudio del 

efecto que el aumento de este receptor tendría sobre las proteínas de interés 

Fe65 y APP.  
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Figura 16. Isoformas de P2X2 expresadas por transfección en HEK-293 

expresan receptores funcionales 

A. Trazos representativos de corrientes evocadas por ATP 200 µM por 10 s 

en células HEK-293 transfectadas con P2X2a, FLAG-P2X2a y P2X2b, 

respectivamente. B. Esquema representativo de cómo se obtuvo la constante 

de desensibilización, línea azul indicada por la flecha. 
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Tabla 1. FLAG-P2X2a mantiene una constante de desensibilización 

similar a la observada para P2X2a. 

 

Cuantificación de la constante de desensibilización de las diferentes isoformas 

de P2X2 transfectadas en células HEK-293, medida en respuesta a ATP 200 

µM por 10 s. Se utilizan datos publicados por Rokic y col, para comparar lo 

descrito en literatura para P2X2a y P2X2b.  

2.2. Evaluación de la posible interacción del receptor P2X2a con Fe65 y 

de la formación de un complejo con APP 

Masin y col. describieron que solo la isoforma P2X2a es capaz de 

interaccionar con Fe65, no así P2X2b [92]. Considerando esto, en una primera 

instancia quisimos corroborar este antecedente en nuestro modelo 

experimental, para lo cual utilizamos células HEK-293 transfectadas con 

FLAG-P2X2a y realizamos estudios de co-inmunoprecipitación para 

determinar si Fe65 co-inmunoprecipita con el receptor. Se utilizó un anticuerpo 

anti-FLAG para inmunoprecipitar el receptor, y determinamos que en ese 

proceso la proteína Fe65 co-inmunoprecipita con él (Fig. 17A, cuadro rojo). 

De estos resultados es posible confirmar que la proteína Fe65 interacciona 

con P2X2a, lo que se ve corroborado en los resultado negativos de los 
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controles utilizados en este experimento, donde el vector vacío y lisados en 

los que se utilizó IgG no mostraron esta señal de co-inmunoprecipitación. Para 

robustecer y confirmar estos resultados, se realizó una aproximación 

experimental definida como inmunoprecipitación inversa, es decir, se utilizó 

un anticuerpo anti-Fe65 para inmunoprecipitar (Fig. 17B) y en este caso 

observar si la co-inmunoprecipitación era positiva para FLAG-P2X2a. El 

resultado positivo de este experimento nos permite establecer que nuestro 

modelo responde a los patrones de interacción descritos en literatura para 

P2X2a y Fe65.  
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Figura 17. Estudio de co-inmunoprecipitación y co-inmunoprecipitación 

inversa de FLAG-P2X2a y Fe65. 

A. Western blot representativo de la co-inmunoprecipitación de Fe65 en 

lisados de células HEK-293 transfectadas con FLAG-P2X2a. En orden: inputs 

o lisados totales de células transfectadas con el plásmido vacío y con FLAG-

P2X2a, luego la inmunoprecipitación donde se utilizó un anticuerpo anti-FLAG 

e IgG de ratón como control negativo. B. Western blot representativo de la co-

inmunoprecipitación inversa en lisados de células HEK-293 transfectadas. En 

orden: inputs o lisados totales de células transfectadas con el plásmido vacío 
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y con FLAG-P2X2a, y luego la inmunoprecipitación donde se utilizó un 

anticuerpo anti-Fe65 e IgG de conejo como control negativo. 

Utilizando esta misma aproximación experimental, quisimos establecer si la 

otra parte de nuestro paradigma se cumplía, es decir, si APP y P2X2a podrían 

formar parte de un complejo proteico. Para ello estudiamos si la 

inmunoprecipitación de P2X2a lleva consigo a la proteína APP (Fig. 18). 

Utilizando el anticuerpo anti-FLAG descrito previamente (Fig. 17) fue posible 

determinar ahora que en la inmunoprecipitación de este receptor se detectó 

la presencia de la proteína APP en el inmunoprecipitado (cuadro rojo Fig. 

18B). Considerando que este inmunomarcaje no fue posible observarlo en los 

controles utilizados (células transfectadas con GFP, o inmunoprecipitadas con 

el IgG control), este resultado nos sugiere que P2X2a y APP estarían 

formando parte de un mismo complejo, que de acuerdo con las condiciones 

experimentales disponibles en nuestro laboratorio y lo establecido en la 

literatura podría estar mediado por la interacción de ambas proteínas con 

Fe65. 
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Figura 18. Estudio de co-inmunoprecipitación de FLAG-P2X2a y APP. 

A. Western blot representativo de la inmunoprecipitación con el anticuerpo 

anti-FLAG o el control IgG en lisados de células HEK-293 transfectadas con 

FLAG-P2X2a. En orden: inputs o lisados totales de células transfectadas con 

GFP y FLAG-P2X2a, y luego la inmunoprecipitación donde se utilizó un 

anticuerpo anti-FLAG e IgG de ratón como control negativo. B. Western blot 

representativo de la co-inmunoprecipitación de APP en lisados de células 

HEK-293 transfectadas. En orden: inputs o lisados totales de células 

transfectadas con GFP y con FLAG-P2X2a, y luego la co-inmunoprecipitación. 

2.3 Evaluación del impacto del aumento de P2X2 en la co-localización 

entre Fe65 y APP. 

Como hemos establecido en los resultados previos discutidos en esta tesis, el 

receptor P2X2a forma un complejo con Fe65, quien a su vez interacciona con 

APP, por este motivo quisimos estudiar si la sobreexpresión del receptor 

P2X2a podría afectar la interacción entre estas proteínas. Para ello, mediante 
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inmunocitoquímica evaluamos la co-localización de APP y Fe65 luego de 

tratamientos con Aβo (0,5 μM, 24 h) (Fig. 19A, Anexo 4). En primer lugar, la 

exposición de neuronas hipocampales a tratamientos crónicos con Aβo no 

mostró cambios significativos en la inmunofluorescencia total de Fe65 (Fig. 

19B, C = 100,0 ± 8,0%, Aβo = 102,3 ± 14,3%), pero sí se observó un aumento 

en la inmunofluorescencia para APP (Fig. 19C, C = 100,0 ± 7,0%, Aβo = 147,2 

± 15,5), lo que podría significar, entre otras cosas, una eventual potenciación 

de la vía amiloidogénica. Posterior a esto, se estudió la co-localización entre 

estas dos proteínas mediante el uso del coeficiente de superposición de 

Manders (Fig. 19D, C= 0,32 ± 0,05, Aβo = 0,22 ± 0,02). Este resultado indica 

que en nuestros experimentos existe una baja superposición entre los 

inmunomarcajes de Fe65 y APP, lo que no se ve afectado por el tratamiento 

con Aβo. Esto revela que esta aproximación experimental no es lo 

suficientemente sensible para estudiar si el incremento en los niveles del 

receptor P2X2a puede afectar la interacción de Fe65 con APP. 
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Figura 19. Co-localización entre APP y Fe65 luego de tratamientos con 

Aβo. 

A. Imágenes representativas de inmunofluorescencia de Fe65 (rojo) y APP 

(verde) en neuronas hipocampales control y tratadas con Aβo 0,5 μM por 24 

h. Barra blanca indica 10 μm. B. Cuantificación de la inmunofluorescencia de 

Fe65 expresada en % del control. Control = 100,0 ± 8,0%, Aβo = 102,3 ± 

14,3%, ns, n = 5. C. Cuantificación de la inmunofluorescencia de APP 

expresada en % del control. Control = 100,0 ± 7,0%, Aβo = 147,2 ± 15,5, 
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*p<0,05, n = 5. E. Coeficiente de Manders entre los inmunomarcajes de APP 

y Fe65. Control = 0,32 ± 0,05, Aβo = 0,22 ± 0,02, ns, n = 5, N = 13.  

Como una manera de reforzar lo observado en el tratamiento con Aβo, 

quisimos determinar si frente a la sobreexpresión de P2X2R, se observa algún 

efecto en la co-localización de APP y Fe65, para lo cual se utilizaron células 

PC12 transfectadas con ambas isoformas de P2X2, en las que se evaluó la 

co-localización del inmunomarcaje de estas dos proteínas (Fig. 20A, Anexo 

5). Tras el análisis del coeficiente de Manders, no se observaron cambios 

significativos en ninguna de las condiciones (Fig. 20B, C= 0,087 ± 0,038, 

mCherry = 0,13 ± 0,066, P2X2a = 0,099 ± 0,051, P2X2b = 0,16 ± 0,055); y 

además, también se observa una baja co-localización entre estos 

inmunomarcajes en células PC12. Esto refuerza la observación previa (Fig. 

19) de una baja co-localización entre APP y Fe65, y que la sobreexpresión de 

P2X2 no afecta este resultado.  
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Figura 20. Análisis de la co-localización entre Fe65 y APP en presencia 

de la sobreexpresión de P2X2 

A. Imágenes representativas de inmunofluorescencia de Fe65 (rojo) y APP 

(verde) en células PC12 control y transfectadas para sobreexpresar P2X2a, 

P2X2b o mCherry como control de transfección. Cuadro blanco muestra un 

acercamiento de estas células. B. Coeficiente de Manders entre los 

inmunomarcajes de APP y Fe65. Control = 0,087 ± 0,038, mCherry = 0,13 ± 

0,066, P2X2 = 0,099 ± 0,051, P2X2b = 0,16 ± 0,055, ns, n = 3, N = 10.  

2.4 Impacto del tratamiento con Aβo en la interacción de APP con 

factores claves de la endocitosis: Rab5 

Uno de los elementos claves en la vía amiloidogénica es la endocitosis de 

APP, por lo tanto, nos pareció relevante evaluar si las aproximaciones 

experimentales de nuestro modelo inducen un incremento en este proceso. 
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Para ello, utilizamos una estrategia de inmunomarcaje y estudio de co-

localización entre APP y Rab5, marcador de endosomas tempranos, como 

herramienta de estudio para la endocitosis de APP. Así, utilizamos neuronas 

hipocampales tratadas con Aβo 0,5 μM por 24 h, a las cuales se les realizó 

inmunofluorescencia utilizando microscopía confocal (Fig. 21A, Anexo 6). Del 

análisis del coeficiente de Manders, se pudo observar una alta co-localización 

entre APP y Rab5, sin cambios significativas luego del tratamiento con Aβo 

(Fig. 21B, C = 0,59 ± 0,04; Aβo = 0,69 ± 0,04, p = 0,77). Para profundizar en 

este resultado, se utilizó microscopía de superresolución que permite mejorar 

la calidad del análisis en base a un aumento en la resolución espacial (Fig. 

22A, Anexo 7). De esta manera, se determinó que el coeficiente de Manders 

presenta un incremento significativo para la co-localización ya descrita, luego 

de la exposición a  Aβo (Fig. 22B, C = 0,49 ± 0,04; Aβo = 0,64 ± 0,03); lo que 

sugiere que este tratamiento aumenta la presencia de APP en endosomas 

tempranos, que podría estar dado por un aumento en la endocitosis de APP. 
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Figura 21. Análisis de la co-localización entre APP y Rab5. 

A. Imágenes confocales representativas de inmunofluorescencia de MAP1B 

(blanco), Rab5 (rojo) y APP (verde) en neuronas hipocampales control y 

tratadas con Aβo 0,5 μM por 24 h. Cuadro blanco muestra un acercamiento 

de estas células. B. Coeficiente de Manders entre los inmunomarcajes de APP 

y Rab5. Control = 0,59 ± 0,04; Aβo = 0,69 ± 0,04, ns, p = 0,77 n = 5, N = 15.  
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Figura 22. Aβo aumenta la co-localización entre APP y Rab5 observado 

por microscopía superresolución. 

A. Imágenes representativas de microscopía de superresolción de Rab5 (rojo) 

y APP (verde) en neuronas hipocampales control y tratadas con Aβo 0,5 μM 

por 24 h. Cuadro blanco muestra un acercamiento de estas células. B. 

Coeficiente de Manders entre los inmunomarcajes de APP y Rab5. Control = 

0,49 ± 0,04; Aβo = 0,64 ± 0,03, p<0,01, n = 5, N = 16.  

2.5 Incremento en los niveles de Aβ tras la sobreexpresión de P2X2R: 

posible impacto en la endocitosis de APP 

Dado que hemos visto que tratamientos con Aβo incrementan la expresión de 

P2X2R y a su vez la endocitosis de APP, nos propusimos evaluar si el 

incremento de P2X2R podría tener un impacto en los niveles de Aβ, lo que 

permitiría correlacionar preliminarmente nuestros resultados y así establecer 
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una potencial participación de P2X2R en el mecanismo tóxico de este modelo. 

Para esto realizamos Western blot en células PC12 transfectadas con las 

isoformas P2X2a y P2X2b (Fig. 23A). La cuantificación de ambas bandas 

observadas para Aβ muestra un aumento significativo en las condiciones de 

sobreexpresión de ambas isoformas (Fig. 23B, C = 100,0 ± 10,6%;  mCherry 

= 107,9 ± 15,2%; P2X2a = 299,1 ± 54,6%; P2X2b = 299,5 ± 53,8%). Esto 

permite establecer que el incremento de P2X2, independiente de la isoforma 

expresada, induciría una mayor generación de Aβo, lo que podría estar de 

acuerdo con los resultados previos, y permite establecer una correlación entre 

el efecto de los Aβo en la sobreexpresión del receptor P2X2, el incremento en 

la co-localización de APP y Rab5 y un aumento en el procesamiento 

amiloidogenico, en un ciclo que potenciaría la toxicidad amiloide en este 

modelo.  
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Figura 23. La sobreexpresión de P2X2 incrementa los niveles de Aβ en 

células PC12. 

A. Western blot representativo de lisados de células PC12 control, 

transfectadas con mCherry, P2X2a y P2X2b. Se observan las bandas de Aβ, 

P2X2 y Gβ, proteína que fue utilizada como control de carga. Se cargó menos 

cantidad de lisado en las condiciones de sobreexpresión con el fin de no 

saturar la imagen y poder detectar las bandas presentes en las situaciones 

control B. Cuantificación de la inmunorreactividad de Aβ, normalizada con 

respecto de Gβ y expresada en % del control. Control = 100,0 ± 10,6%; 

mCherry = 107,9 ± 15,2%; P2X2a = 299,1 ± 54,6%; P2X2b = 299,5 ± 53,8%; 

**p <0,01 respecto del control; ##p < 0,01 respecto de mCherry, n = 4.  
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3. IMPACTO EN LA DISTRIBUCIÓN SUBCELULAR DE FE65 Y LOS 

NIVELES DE PGC-1α FRENTE A UN AUMENTO DE P2X2 

Nos propusimos evaluar la distribución subcelular de Fe65, ya que esta 

proteína transloca al núcleo y cumple un rol trascendental en la regulacion 

transcripcional de distintos genes [120]. Entre ellos, una proteína clave en la 

biogenesis mitocondrial, PGC-1α [110]. Con este fin, evaluamos cambios en 

los patrones de distribución de la proteína Fe65 en tratamientos con Aβo y 

frente a la sobreexpresión de P2X2a, y sus consecuencias en un factor clave 

como es el ya mencionado PGC1-α. 

3.1 Aβo disminuye la razón núcleo/citosol de Fe65 

Lo primero que hicimos fue evaluar la inmunorreactividad de Fe65 en 

neuronas hipocampales tratadas con Aβo 0,5 μM por 24 h (Fig. 24A, Anexo 

8). Utilizando inmunocitoquímica pudimos determinar que luego de la 

exposición a Aβo, a pesar de que no se observaron cambios en la 

inmunofluorescencia total de Fe65 respecto del control, como fue descrito 

previamente en este mismo trabajo (Fig. 24B, C = 100,0 ± 8,0%; Aβo = 102,3 

± 14,3%); la distribución subcelular (Fig. 24C) presentó una disminución 

significativa en la razón de inmunorreactividad de la proteína en el núcleo 

versus el citosol (núcleo/citosol: N-C) (Fig. 24D, C = 100,0 ± 6,6%; Aβo = 71,6 

± 6,3%). 
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Figura 24. Aβo disminuye la razón N-C de Fe65 en neuronas 

hipocampales. 

A. Imágenes confocales representativas de neuronas hipocampales control y 

tratadas con Aβo 0,5 μM por 24 h, marcadas con MAP-1B (blanco), DAPI 

(azul) y Fe65 (rojo). Línea blanca representa 10 μm B. Cuantificación de la 

inmunofluorescencia total de Fe65 en neuronas hipocampales, representada 

como % del control. Control = 100,0 ± 8,0%; Aβo = 102,3 ± 14,3%, ns, n = 5, 

N = 16. C. Esquema representativo de cómo se analizó la distribución núcleo-

citosol en las neuronas hipocampales, utilizando los marcajes de DAPI y MAP-

1B. D. Cuantificación de la razón N-C de la inmunofluorescencia de Fe65 en 
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neuronas hipocamapales, representada como % del control. Control = 100,0 

± 6,6%; Aβo = 71,6 ± 6,3%; ** = p < 0,01, n = 5, N = 16. 

3.2 P2X2a disminuye la razón núcleo/citosol de Fe65 

Considerando que nuestros resultados previos mostraron que Aβo aumenta 

P2X2, nos propusimos determinar si la sobreexpresión de P2X2 pudiese 

afectar de una manera similar a los tratamientos con Aβo la distribución 

subcelular de Fe65. Utilizando el mismo protocolo experimental de 

inmunofluorescencia en células PC12 transfectadas con las isoformas P2X2a 

y P2X2b, evaluamos eventuales cambios en la razón núcleo/citosol para Fe65 

(Fig. 25, Anexo 9). Al cuantificar la fluorescencia total de Fe65 no se 

observaron diferencias significativas para las distintas condiciones 

experimentales (Fig. 25B, C = 100,0 ± 6,4%; mCherry = 93,7 ± 20,5 %; P2X2a 

= 82,6 ± 14,1%; P2X2 = 97,3 ± 8,8%). Para este objetivo utilizamos las mismas 

imágenes analizadas en la Fig. 19, donde utilizamos APP como marcaje para 

delimitar el citosol (Fig. 25C). De este análisis se cuantificó la razón N-C de 

Fe65, donde se observó una disminución solo en las células transfectadas con 

la isoforma P2X2a (Fig. 25D, C = 100,0 ± 5,3%; mCherry = 96,9 ± 5,9 %; 

P2X2a = 71,5 ± 7,6%; P2X2 = 89,1 ± 6,1%). Esto nos permite confirmar las 

observaciones ya discutidas, respecto del impacto que la sobreexpresión de 

este receptor, especialmente la isoforma P2X2a, puede tener en el ciclo tóxico 

de Aβ.  
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Figura 25. La sobreexpresión de P2X2a disminuye la razón N-C de Fe65 

en células PC12. 

A. Imágenes confocales representativas de células PC12 control y 

transfectadas con mCherry, P2X2a o P2X2b, marcadas con DAPI (azul), 

mCherry como control de transfección (rojo), Fe65 (blanco) y APP (verde). B. 

Cuantificación de la inmunorreactividad total de Fe65 en células PC12, 

representada como % del control. Control = 100,0 ± 6,4%; mCherry = 93,7 ± 

20,5%; P2X2a = 82,6 ± 14,1%; P2X2 = 97,3 ± 8,8%; ns, n = 3, N = 10. C. 

Esquema representativo de cómo se analizó la distribución núcleo-citosol en 

células PC12, utilizando los marcajes de DAPI y APP. D. Cuantificación de la 

razón N-C de la inmunofluorescencia de Fe65 en células PC12, representada 

como % del control. Control = 100,0 ± 5,3%, mCherry = 96,9 ± 5,9 %, P2X2a 

= 71,5 ± 7,6%, P2X2 = 89,1 ± 6,1%). ** = p < 0,01 respecto del control, # = p 

< 0,05 respecto de mCherry, n = 3, N = 12. 
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3.3 Aβo y sobreexpresión de P2X2a disminuyen la inmunorreactividad 

de PGC-1α  

Considerando que Aβo y P2X2a disminuyen la razón N-C de Fe65, se estudió 

el impacto de la reducción de Fe65 en el núcleo, en la expresión y función de 

PGC-1α, un factor clave para la biogénesis mitocondrial. Para ello, utilizamos 

neuronas hipocampales tratadas con Aβo, y cuantificamos  la 

inmunorreactividad total de PGC-1α (Fig. 26A, Anexo 10). De este análisis se 

pudo establecer que efectivamente la presencia de Aβo indujo una reducción 

en la inmunorreactividad de PGC-1α cercana a un 15% (Fig. 26B, C = 100,0 

± 2,3%; Aβo = 84,7 ± 4,6 %). Esta misma aproximación experimental se utilizó 

en células PC12 donde teníamos la posibilidad de transfectar y sobreexpresar 

las isoformas del receptor P2X2 estudiadas en esta tesis (Fig. 27A, Anexo 11). 

Este fue un importante resultado, que nos permitió establecer que la isoforma 

P2X2a logró inducir una disminución significativa de PGC-1α cercana a un 

35% de la condición control (Fig. 27B, C = 100,0 ± 3,7%; mCherry = 83,4 ± 

10,9 %; P2X2a = 66,3 ± 4,8%; P2X2b = 89,0 ± 6,9 %). Esto es relevante para 

establecer la participación del receptor P2X2a, Fe65, APP y PGC-1α en un 

eje que potencia la toxicidad del péptido Aβ y que podrían estar participando 

en los eventos de falla sináptica, estrés oxidativo y falla mitocondrial 

ampliamente descritos en la EA.  
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Figura 26. Aβo disminuye la intensidad de la inmunorreactividad de PGC-

1α en neuronas hipocampales. 

A. Imágenes representativas de epifluorescencia de neuronas hipocampales 

control y tratadas con Aβo, marcadas con MAP1B (rojo) y PGC-1α (verde). B. 

Cuantificación de la inmunofluorescencia total de PGC-1α en neuronas 

hipocampales, representada como % del control. Control = 100,0 ± 2,3%; Aβo 

= 84,7 ± 4,6 %; ** = p < 0,01; n = 5, N = 17. 

 



73 
 

 

Figura 27. La sobreexpresión de P2X2a. pero no de P2X2b, disminuye la 

intensidad de la inmunorreactividad de PGC-1α en células PC12. 

A. Imágenes representativas de epifluorescencia de células PC12 control y 

transfectadas con mCherry, P2X2a o P2X2b, marcadas con DAPI (azul), 

mChery (rojo) y PGC-1α (verde). B. Cuantificación de la inmunofluorescencia 

total de PGC-1α en células PC12, representada como % del control. Control 

= 100,0 ± 3,7%; mCherry = 83,4 ± 10,9 %; P2X2a = 66,3 ± 4,8%; P2X2b = 

89,0 ± 6,9 %; ** = p < 0,01; n = 5, N = 15. 
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4. P2X2 AUMENTA EN LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER 

Finalmente, para correlacionar nuestros resultados utilizando el péptido Aβ 

como agente tóxico en modelos celulares, quisimos evaluar la expresión del 

receptor P2X2 en muestras post mortem de cerebro de pacientes 

diagnosticados con EA y clasificados de acuerdo con los estadios Braak. Se 

utilizaron 10 muestras de cada grupo: estadio Braak I–II, III–IV y V–VI, 

mientras que 9 muestras provenientes de individuos sin demencia fueron 

usadas como control. Se utilizó la técnica de Western blot para evaluar los 

niveles de la proteína P2X2 en lisados obtenidos desde corteza (Fig. 28A). 

Así, fue posible observar un aumento significativo de P2X2 en las muestras 

de pacientes que habían sido clasificados en los estadios Braak V-VI, respecto 

de lo cuantificado en las muestras de pacientes control (ND, Fig.28B, ND = 

105,5 ± 11,4%; I-II = 124,8 ± 17,2%; III-IV = 106, 3 ± 12,1%; V-VI = 153,5 ± 

14,5%), lo que estaría en línea con los resultados experimentales obtenidos 

en los modelos celulares. Es importante destacar, que la banda obtenida en 

este experimento se condice con el tamaño esperado de banda para P2X2 de 

acuerdo a la hoja de datos del anticuerpo, sin embargo, al ser distinta de las 

bandas observadas para las isoformas en nuestros experimentos en líneas 

celulares, no es posible determinar a qué isoforma corresponde la banda 

observada en muestras humanas. 

Este resultado confirma la propuesta de este trabajo de investigación, en 

términos de correlacionar la sobreexpresión del P2X2R y su participación en 

los procesos de falla neuronal y muerte celular característicos de la patología 

y que en esta etapa se tornan irreversibles para la función neuronal.   
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Estas mismas muestras se clasificaron de acuerdo con el estadio Amiloide, 

que está relacionado con las áreas del cerebro en las que se encuentran 

depósitos amiloides en las muestras de cerebro de estas personas (descritas 

en la introducción, Fig. 2B). Al cuantificar estas muestras fue posible observar 

un aumento significativo de los niveles del P2X2 en aquellas muestras de 

pacientes que se encontraban en el estadio C (el estadio que presenta más 

áreas del cerebro con depósitos amiloides), en comparación con las muestras 

control (Fig. 28C, ND = 105,5 ± 11,4%; 0 = 102,2 ± 17,3%; A = 125,2 ± 18,0%; 

B = 131,7 ± 19,0%; C = 152,8 ± 14,1%). Llama la atención y destaca que 

utilizando este tipo de desagregación de los datos (estadios A-C) es posible 

observar una cierta linealidad entre el incremento del receptor y la progresión 

de los estadios relacionado a una mayor cantidad de Aβ; considerando esta 

tendencia estos datos refuerzan nuestra idea de una participación del receptor 

en aquellas etapas de alto deterioro tisular y avanzada enfermedad.  
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Figura 28. P2X2 aumenta sus niveles en el cerebro de personas con EA. 

A. Western blot representativo de P2X2 y GAPDH en muestras obtenidas del 

cerebro de personas control no dementes (ND), o con EA en los estadios 

Braak I-II, III-IV y V-VI. B. Cuantificación de la inmunorreactividad de la banda 

de P2X2, normalizada utilizando GAPDH y representada como % del control. 

Los diferentes estadios Amiloides de las muestras se presentan en un Sistema 

de colores, 0: verde, A: amarillo, B: naranjo, C: rojo.  ND = 105,5 ± 11,4%; I-II 

= 124,8 ± 17,2%; III-IV = 106, 3 ± 12,1%; V-VI = 153,5 ± 14,5%; * = p < 0,05; 

n = 9 (ND). C. Cuantificación de la inmunoreactividad de la banda de P2X2 en 

las muestras de distintos estadios Amiloides, normalizada utilizando GAPDH 

y representada como % del control. ND = 105,5 ± 11,4%; 0 = 102,2 ± 17,3%; 

A = 125,2 ± 18,0%; B = 131,7 ± 19,0%; C = 152,8 ± 14,1; * = p < 0,05, n = 9 

(ND). 



77 
 

 

Como una forma de corroborar las observaciones previas, y descartar que los 

incrementos observados en el P2X2R en las muestras de pacientes con EA 

se debiesen solo a un cambio en su degradación, evaluamos adicionalmente 

los niveles de ARNm de P2X2 en estas mismas muestras utilizando GAPDH 

como gen housekeeping (Fig. 29). De la cuantificación en relación con los 

estadios Braak de las muestras, no se observaron diferencias significativas 

respecto del control (Fig. 29A, ND: 100,0 ± 25,6%; I-II: 202,6 ± 53,8%; III-IV: 

202,1 ± 60,3%; V-VI: 209,6 ± 46,3%), aunque sí se observan algunas 

muestras con un marcado incremento en la expresión, sin embargo, debido a 

la dispersión de los datos no permite establecer una significancia en los 

distintos estadios braak respecto del control. Sin embargo, al realizar esta 

misma cuantificación en función de los estadios Amiloides (A-C) es posible 

observar que ya en el estadio A hay un incremento significativo en el ARNm 

del receptor P2X2 significativo (Fig. 29B, ND: 100,0 ± 25,6%; 0: 161,8 ± 

56,5%; A: 232,2 ± 50,4%; B: 137,5 ± 71,5%; C: 239,7 ± 61,4%), y es posible 

observar tambien que este nivel de incremento se mantiene en el estadio C, 

pero la dispersion de los datos no permite darle una significancia estadística 

a esta determinación. De todas formas este resultado, mantiene una 

correlación con lo observado en el western blot y análisis de la Fig. 28, lo que 

finalmente consolida nuestras observaciones respecto de la participación del 

P2X2R en la toxicidad de Aβo. 
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Figura 29. Los niveles de ARNm de P2X2 aumentan en el cerebro de 

personas con EA. 

A. Cuantificación de la expresión del ARNm de P2X2, normalizada utilizando 

GAPDH como gen housekeeping y representada como % del control. Los 

diferentes estadios Amiloides de las muestras se presentan en un Sistema de 

colores, 0: verde, A: amarillo, B: naranjo, C: rojo.  ND = 105,5 ± 11,4%; I-II = 

124,8 ± 17,2%; III-IV = 106, 3 ± 12,1%; V-VI = 153,5 ± 14,5%; * = p < 0,05; n 

= 9 (ND). C. Cuantificación de la expresión del ARNm de P2X2 en las 

muestras de distintos estadios Amiloides, normalizada utilizando GAPDH y 

representada como % del control. ND = 105,5 ± 11,4%; 0 = 102,2 ± 17,3%; A 

= 125,2 ± 18,0%; B = 131,7 ± 19,0%; C = 152,8 ± 14,1; * = p < 0,05; n = 9 

(ND). 
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VI. DISCUSIÓN 

A pesar de los enormes esfuerzos científicos desarrollados en los últimos 30 

años para poder establecer el mecanismo fisiopatológico preciso de la EA, 

biomarcadores tempranos para el comienzo de la enfermedad y estrategias 

farmacológicas y clínicas para impedir su avance, han sido esfuerzos que no 

han permitido alcanzar estos objetivos de forma certera, y nos enfrentamos 

hoy en día a la conjunción de una serie de factores que perfectamente pudiese 

transformar a la EA en una pandemia silente del siglo XXI, puesto que la 

progresión en el envejecimiento de la población, el incremento en la 

expectativa de vida y el desarrollo tecnológico y biomédico que permiten el 

tratamiento efectivo de patologías concomitantes, han puesto al ser humano 

en un escenario de longevidad que constituye el factor preponderante en la 

incidencia y prevalencia de enfermedades neurodegenerativas como la EA. El 

impacto de esta patología no solo tiene que ver con la irreversibilidad de su 

diagnóstico sino que también con el impacto económico, familiar y para los 

sistema de salud que ello conlleva, de ahí la importancia y la urgencia de 

avanzar en el conocimiento de los eventos celulares y moleculares de esta 

patología, que han estado inicialmente asociados a la presencia de la proteína 

tau hiperfosforilada [121] y los agregados extracelulares del péptido Aβ [13]. 

Pese a que se han estudiado distintos mecanismos celulares y moleculares 

para dilucidar los mecanismos patológicos de la EA, la reciente aprobación 

por la FDA del fármaco biológico Aducanumab vuelve a poner en el centro de 

la estrategia terapéutica al péptido Aβ [122, 123].  
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Si bien los efectos del péptido Aβ, sus agregados y su capacidad de formar 

placas se han descrito ampliamente en la literatura, nadie hasta el momento 

de este trabajo, había propuesto una vinculación directa entre la presencia del 

péptido y la sobreexpresión de un receptor que modulase la neurotransmisión 

purinérgica a nivel neuronal, que de esa manera pudiese participar en los 

eventos neurotóxicos y la falla sináptica características de esta patología. 

Bastante se ha discutido sobre el rol de la transmisión glutamatérgica en esta 

patología, el rol de los receptores de NMDA y de sus subunidades claves 

como N2A y N2B [124, 125]; sin embargo, los fármacos autorizados por la 

FDA para la modulación farmacológica de esta neurotransmisión han 

mostrado resultados modestos en la clínica [126], con lo que de cierta forma 

se releva la importancia de estos receptores en la patología. Por otra parte, el 

aumento observado de P2X2 en el cerebro de pacientes con EA y la 

correlación con los resultados obtenidos en nuestros modelos celulares de 

toxicidad del péptido Aβ, nos permiten plantear la participación de este 

receptor en los mecanismos patogénicos de esta enfermedad. Además del 

aumento en los niveles proteicos de P2X2, y de su mensajero, pudimos 

demostrar que tanto las características electrofisiológicas como la 

señalización intracelular mediada por calcio, se veían exacerbadas cuando los 

agregados del péptido Aβ estaban presentes, lo que nos permite establecer 

que las células expuestas a Aβo experimentan una sobreexpresión de P2X2R 

funcional. Si bien, no podemos descartar que parte de esta respuesta sea 

mediada por otras subunidades de P2XR presentes en estas células, 

experimentos previos realizados en nuestro grupo demuestran que el P2X2 
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sería el más relevante en neuronas para la toxicidad amiloide, [80] lo cual es 

consistente con la evidencia descrita en este trabajo respecto de la 

participación del P2X2R y en particular la isoforma P2X2a en los eventos 

citotóxicos descritos en este modelo. Cabe destacar que P2X2R es una de las 

subunidades ampliamente descritas en la literatura por su expresión en 

diferentes tipos neuronales [82, 127-129]. Es así, que diferentes 

aproximaciones experimentales y modelos de injuria neuronal, han 

demostrado la participación de distintos receptores purinérgicos en los 

mecanismos citotóxicos asociados a estas injurias; por ejemplo, en un modelo 

de privación de glucosa/oxígeno e isquemia, se observó un aumento de la 

expresión de P2X2R en neuronas de la zona CA1 de hipocampo, mientras 

que P2X4R aumentó principalmente en células microgliales [129]. También se 

ha descrito que otras subunidades, como P2X1R y P2X7R, se expresan 

principalmente en células gliales [130], atribuyéndoseles un rol importante en 

la generación de los procesos inflamatorios del SNC, por lo que es probable, 

que estas otras subunidades de los P2XR estén involucradas en la respuesta 

neuroinflamatoria que también se ha descrito en los mecanismos tóxicos de 

la EA [73].  

De nuestros resultados y dadas las características estructurales de la isoforma 

P2X2a, se puede propones que esta tendría una mayor injerencia en los 

eventos celulares y moleculares asociados a la toxicidad de Aβ. En este 

trabajo, determinamos que la principal isoforma expresada luego de 

tratamientos con Aβo sería P2X2a, y la relevancia de esto, se basa en la 
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evidencia descrita en literatura respecto a la capacidad de interaccionar con 

Fe65 [92], un resultado que fue posible corroborar en nuestros modelos 

celulares de trabajo y que nos permite plantear posibles mecanismos de 

participación del P2X2R en la toxicidad amiloide. 

Fe65 además interacciona con APP y podría regular su tráfico y 

procesamiento, lo que se soporta en las referencias bibliográficas expuestas 

en esta tesis [100, 103, 104]. Adicionalmente, evidencia reciente ha 

demostrado que en un modelo celular, el KO para Fe65 aumenta la velocidad 

y difusibilidad de vesículas que contienen APP, y disminuye los niveles de 

péptido Aβ producido en estas células [131], lo que sugiere que la ausencia 

de Fe65 altera el tráfico vesicular de APP y disminuye su procesamiento 

amiloidogénico. Además, se ha descrito que Fe65 funciona como proteína 

adaptadora que interacciona con APP e integrantes de la familia de receptores 

de lipoproteína [96, 105, 132]. De manera importante, se observó que la 

disminución de la formación del complejo APP-Fe65-LRP disminuye el 

procesamiento amiloidogénico de APP [133]. Mientras que LRP1B favorece 

la presencia de APP en la membrana plasmática, disminuyendo la generación 

de Aβ [134]. Esto demuestra que cambios en la expresión de receptores que 

interaccionan con Fe65 son capaces de modificar el tráfico y procesamiento 

de APP. Nuestros resultados de co-inmunoprecipitación sugieren la posible 

formación de un complejo entre P2X2a-Fe65-APP. Además, observamos que 

luego del tratamiento con Aβo y la sobreexpresión de P2X2R no existen 

cambios significativos en la baja co-localización observada entre Fe65 y APP, 
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lo que sugiere que un posible aumento en la interacción de P2X2a con Fe65 

podría no afectar la interacción de esta proteína adaptadora con APP. Explicar 

esto en conjunto con nuestros propios resultados donde la sobreexpresión de 

receptores P2X2a genera un incremento en los niveles de Aβ, es aún más 

complejo, ya que esto se podría contraponer a la hipótesis de la formación de 

este complejo trimérico, ya que el APP estaría siendo dirigido hacia los sitios 

intracelulares, como endosomas, donde es proteolizado para generar Aβ. Esto 

abre una interesante veta de trabajo ya que serán necesarios estudios con 

técnicas más sensibles y mejor dirigidas, para evaluar de forma efectiva la 

formación de este complejo proteico, su ubicación subcelular y el posible 

impacto que el aumento de P2X2a tendría en el tráfico o distribución 

subcelular de APP, su procesamiento y la generación de Aβ.  

Por otra parte, en neuronas hipocampales observamos que luego del 

tratamiento con Aβo aumenta la co-localización de APP con Rab5, una 

proteína que se utiliza para marcar endosomas tempranos. Este resultado 

sugiere que luego de la exposición al péptido Aβ podría estar aumentando la 

endocitosis de APP, paso clave para la formación del péptido Aβ. Es decir, se 

generaría un ciclo tóxico en el que luego de la exposición inicial a Aβo, 

aumenta el procesamiento amiloidogénico de APP en neuronas 

hipocampales, produciendo a su vez más péptido Aβ. Esto también se alinea 

con evidencia descrita en la literatura, en que se ha demostrado que Aβo 

aumenta el procesamiento de APP, llevando a un aumento en la producción 

de Aβ y su acumulación intracelular [135]. 
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Nuestros resultados muestran que luego de la sobreexpresión de ambas 

isoformas de P2X2R aumentan los niveles del péptido Aβ; esto indica que el 

incremento en estos niveles no estaría asociado de forma directa a la 

interacción con Fe65, sino que por un mecanismo independiente de esta 

interacción. Se requerirán mayores esfuerzos para poder dilucidar qué otros 

mecanismos podrían estar relacionados; probablemente, estos son mediados 

por la activación del P2X2R y sus cascadas de señalización. Se demostró que 

tras la activación de P2X2R por ATP se inicia la cascada de las MAP quinasas 

ERK1 y ERK2, mecanismo para el cual el influjo de Ca2+ a través del P2X2R 

es un requisito de activación [136]; esto impacta por ejemplo, en la 

fosforilación de residuos de tirosina en proteínas asociadas a citoesqueleto en 

células PC12 [137]. Mecanismos como este, podrían estar involucrados en un 

cambio en el tráfico y procesamiento de APP. 

Adicionalmente, en este trabajo se observó que luego del tratamiento con Aβo 

se genera un cambio en la distribución subcelular de Fe65. Esta proteína 

transloca al núcleo para regular la transcripción de diversos genes [109, 138, 

139]. Se ha descrito que la interacción con AICD es necesaria para la función 

transcripcional de Fe65, y estas proteínas formarían un trímero con Tip60, una 

histona acetiltransferasa [138]. En ausencia de APP, Fe65 tiene una 

distribución marcadamente nuclear, mientras que la sobreexpresión de APP 

cambia la distribución de Fe65, aumentando su presencia en el citosol, 

dejándola anclada a la membrana [138, 140]. La fosforilación del residuo T668 

de APP disminuye la cantidad de Fe65 asociada a membrana, y aumenta su 
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presencia en el núcleo [107, 141]. Por lo tanto, esta fosforilación, que regula 

la interacción de Fe65 con APP, parece ser también un mecanismo de 

regulación de la función transcripcional de Fe65. En un trabajo más reciente, 

se describió que la inhibición de la formación de AICD por ambas vías de 

procesamiento disminuye también la localización nuclear de Fe65 [109], 

sugiriendo que el procesamiento de APP regula también la función 

transcripcional de Fe65 [120].  

Nuestros resultados muestran que tras la exposición a Aβo disminuye la razón 

N-C del inmunomarcaje de Fe65 en neuronas hipocampales. De acuerdo con 

todo lo discutido previamente, esto podría generar un detrimento en la 

regulación transcripcional ejercida por Fe65. Además, este mismo evento se 

observó en células PC12 tras la sobreexpresión de P2X2a, pero no de P2X2b. 

Este importante resultado, sugiere que la interacción de P2X2a con Fe65 

podría estar generando un aumento en la fracción de Fe65 asociada a 

membranas, incrementando la presencia de esta proteína en el citosol y 

disminuyendo su translocación al núcleo, lo que queda de manifiesto en 

nuestras aproximaciones experimentales donde observamos una disminución 

en la inmunorreactividad de PGC-1α, un co-activador transcripcional que 

regula la biogénesis mitocondrial y cuya transcripción depende de Fe65 [110]. 

Estos resultados se observaron tanto tras la exposición de neuronas de 

hipocampo a Aβo como con la sobreexpresión de P2X2a, lo que está en 

concordancia con los cambios observados en la razón N-C de Fe65. Es decir, 

tanto la exposición a Aβo como la sobreexpresión de P2X2a, disminuyen la 
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presencia de Fe65 en el núcleo, impactando su función transcripcional del gen 

de PGC-1α. Este es un resultado importante en el contexto de la EA, ya que 

la disfunción mitocondrial y una disminución en la biogénesis mitocondrial son 

marcadores de la enfermedad y mecanismos importantes en su patogénesis 

[58]. Incluso, se ha reportado una disminución en los niveles de proteína y 

ARNm de PGC-1α en el cerebro de pacientes con EA [62], lo que se 

correlaciona directamente con lo observado en esta tesis y con otros 

resultados de nuestro grupo de laboratorio en el que se evalúan los niveles de 

esta proteína luego de la exposición a Aβo y el impacto que esto tiene en la 

función mitocondrial [57]. Allí fue posible observar por ejemplo, que la 

morfología mitocondrial se modifica de un patrón fibrilar a uno granular dando 

cuenta de cambios importantes en el control de la dinámica mitocondrial [57]. 

Finalmente, uno de los resultados más importantes de este trabajo fue el 

obtenido en muestras de corteza cerebral de pacientes con EA. En estas, 

pudimos observar un aumento en los niveles de proteína de P2X2 en estadio 

Braak V-VI y estadio Amiloide C; es decir, en etapas avanzadas de la 

enfermedad. Además, los niveles de P2X2 muestran una correlación directa 

con el estadio Amiloide de las muestras, dicho de otro modo, de la cantidad 

de depósitos amiloides presente en el cerebro de los pacientes. Esta 

observación se correlaciona directamente, con nuestros resultados desde 

modelos celulares de exposición a Aβo, es decir, probablemente serían los 

oligómeros solubles los que producen el aumento en la expresión de P2X2R 

en el cerebro de los pacientes con EA. Dado a que el tamaño de banda 
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observado para P2X2 en las muestras humanas es distinto a lo observado en 

los modelos celulares, no podemos definir qué isoforma es la que se expresa 

principalmente en corteza frontal humana y que, por lo tanto, es la que 

aumenta en la EA. Una aproximación experimental diferente será necesaria 

para poder dilucidar esta incógnita.  

Por su parte, el ARNm de P2X2 presenta una tendencia al aumento en las 

muestras de los pacientes en todos los estadios Braak comparados con las 

muestras controles; y se observa un aumento significativo de este en 

muestras del estadio Amiloide  A, es decir, en etapas más tempranas de lo 

que se observa para los niveles proteicos de P2X2. Esto nos indica que en las 

muestras de cerebros de pacientes con EA, aumenta la expresión de P2X2, 

lo que en conjunto con los demás resultados presentados en esta tesis 

constituyen la primera evidencia de la sobreexpresión de este receptor 

purinérgico en la EA, los que han sido publicados recientemente [142]. Esto 

se suma a la creciente evidencia que relaciona a los P2XR con la patogénesis 

de la EA, en especial lo ampliamente descrito para P2X7R y su aumento en 

la expresión de células microgliales y su participación en el proceso de 

inflamación asociado a la EA; esto también fue expuesto en mayor detalle en 

una revisión bibliográfica que publicamos recientemente [73]. 

Es importante mencionar que para poder realizar estos y futuros estudios, el 

contar con el acceso a muestras de pacientes humanos post-mortem es 

completamente necesario. Sin embargo, en Chile, hasta el momento, no es 

posible acceder a este tipo de muestras. Por este motivo, urge que esto se 
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implemente en nuestro país, permitiendo una mejor comunicación entre las 

investigaciones que se realizan en las universidades y centros de 

investigación con hospitales de la zona, lo que permitiría el acceso a muestras 

clínicas de todo tipo, mejorando también la calidad e impacto de las 

investigaciones realizadas en el país. 

Para terminar, el esquema de la Fig. 30 presenta el resumen de los resultados 

expuestos en esta tesis que nos permiten decir que:  

- P2X2R aumenta su expresión en la corteza frontal de personas con EA. 

- Aβo incrementa funcionalmente los niveles de P2X2a en neuronas 

hipocampales (5). 

- La exposición a Aβo aumenta la localización de APP en endosomas 

tempranos (7). 

- La sobreexpresión de P2X2R aumenta los niveles de péptido Aβ (8). 

- La exposición a Aβo y la sobreexpresión de P2X2a disminuyen la 

presencia de Fe65 en el núcleo y disminuyen los niveles de PGC-1α 

(9). 
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Figura 30. Modelo de la relación funcional entre Aβo, P2X2a, Fe65 y APP. 

A la izquierda se observa lo que sucede en condiciones fisiológicas y a la 

derecha en presencia de Aβo. (1) Nuestros resultados plantean que se podría 

formar un complejo P2X2a-Fe65-APP. (2) APP en su tráfico normal es 

endocitado y (3) se produce Aβ en bajas cantidades. (4) Fe65 transloca al 

núcleo donde regula positivamente la transcripción de PGC-1α. (5) Los Aβo 

aumentan los niveles de P2X2a, (6) lo que promueve que Fe65 se encuentre 

más en el citosol y (9) disminuya su función reguladora de la transcripción de 

PGC-1α. (7) Por un mecanismo aún no identificado, el aumento de P2X2 

estaría provocando un aumento en la endocitosis de APP y (8) en la 

generación de Aβ, promoviendo un ciclo de toxicidad amiloide. 
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VII. CONCLUSIÓN 

Esta tesis representa el primer trabajo en donde se ha establecido, con 

evidencia traslacional, que el aumento en la expresión de P2X2R en la EA es 

parte de la fisiopatología de este trastorno cognitivo, y por lo tanto, representa 

una nueva propuesta para estudiar los mecanismos celulares asociados a la 

Enfermedad. Mi trabajo representa el inicio para que futuros estudios puedan 

profundizar en los mecanismos que modifican el tráfico y procesamiento de 

APP, y la localización subcelular y función de Fe65. Finalmente, este trabajo 

nos permite proponer al P2X2R como una nueva diana terapéutica para el 

desarrollo de herramientas farmacológicas en el tratamiento de esta 

enfermedad neurodegenerativa tan compleja. 
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IX. ANEXOS 

 

Anexo 1. Subclonamiento para obtener plásmido FLAG-P2X2a. 

A. Esquema de cómo se realizó la digestión de los plásmidos iniciales con las 

enzimas EcoRI y XbaI, y la posterior ligación del inserto obtenido y el vector 

receptor linealizados para obtener el vector pCMVFLAG(NH)-P2X2. B. 

Secuenciamiento del vector obtenido. Arriba se observan los primeros 200 

pares de bases de la secuencia forward del vector; se destaca la secuencia 

del FLAG, el sitio de restricción para la enzima EcoRI y además, en rojo el 

codón de inicio ATG del FLAG y en verde de P2X2.  Abajo se puede ver el 

secuenciamiento reverse del vector, donde también se muestran los primeros 

200 pares de bases y el sitio de restricción para la enzima XbaI. 



100 
 

 

Anexo 2. Inmunofluorescencia de P2X2 neuronas hipocampales  

Imagen original de las inmunofluorescencia en neuronas hipocampales control 

y tratadas con Aβo 0,5 μM por 24 horas. En rojo se observa el inmunomarcaje 

para MAP2 y en verde para P2X2. 

 

Anexo 3. Inmunofluorescencia de células PC12 transfectadas  

Imagenes originales de las inmunofluorescencia en células PC12 control y 

transfectadas para expresar FLAG-P2X2a o P2X2b-GFP. En azul se observa 

DAPI, en rojo la fluorescencia de mCherry y en verde el inmunomarcaje para 

P2X2, FLAG o la fluorescencia de GFP, respectivamente. 
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Anexo 4. Inmunofluorescencia de APP y Fe65 en neuronas hipocampales  

Imagenes originales de las inmunofluorescencia en neuronas hipocampales 

control y tratadas con Aβo 0,5 μM por 24 horas. En rojo se observa el 

inmunomarcaje para Fe65 y en verde para APP. 
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Anexo 5. Inmunofluorescencia de APP y Fe65 en células PC12  

Imagenes originales de la inmunofluorescencia en células PC12 control y 

transfectadas con mCherry y P2X2a o P2X2b. En blanco se observa el 

inmunomarcaje para Fe65, en verde para APP y en rojo la fluorescencia de 

mCherry. 
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Anexo 6. Inmunofluorescencia de APP y Rab5 en neuronas 
hipocampales  

Imagenes originales de las inmunofluorescencia obtenidas en microscopio 

confocal de neuronas hipocampales control y tratadas con Aβo 0,5 μM por 24 

horas. En rojo se observa el inmunomarcaje para Rab5 y en verde para APP. 
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Anexo 7. Inmunofluorescencia superresolución de APP y Rab5 en 
neuronas hipocampales  

Imagenes originales de las inmunofluorescencia obtenidas en microscopio de 

superresolución de neuronas hipocampales control y tratadas con Aβo 0,5 μM 

por 24 horas. En rojo se observa el inmunomarcaje para Rab5 y en verde para 

APP. 
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Anexo 8. Inmunofluorescencia de Fe65 en neuronas hipocampales  

Imagenes originales de las inmunofluorescencia obtenidas en neuronas 

hipocampales control y tratadas con Aβo 0,5 μM por 24 horas. En rojo se 

observa el inmunomarcaje para Fe65, en blanco para MAP1B y en azul DAPI. 
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Anexo 9. Inmunofluorescencia de Fe65 en células PC12  

Imagenes originales de la inmunofluorescencia en células PC12 control y 

transfectadas con mCherry y P2X2a o P2X2b. En blanco se observa el 

inmunomarcaje para Fe65, en verde para APP, en rojo la fluorescencia de 

mCherry y en azul DAPI. 
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Anexo 10. Inmunofluorescencia de PGC-1α en neuronas hipocampales  

Imagenes originales de las inmunofluorescencia obtenidas en neuronas 

hipocampales control y tratadas con Aβo 0,5 μM por 24 horas. En rojo se 

observa el inmunomarcaje para MAP1B y en verde para PGC-1α. 
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Anexo 11. Inmunofluorescencia de PGC-1α en células PC12  

Imagenes originales de la inmunofluorescencia en células PC12 control y 

transfectadas con mCherry y P2X2a o P2X2b. En verde se observa el 

inmunomarcaje para PGC-1α, en rojo la fluorescencia de mCherry y en azul 

DAPI. 

 


