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Plasticidad de redes astrogliales en la corteza cerebral de la rata: respuesta 
al enriquecimiento ambiental y variables físico-químicas 

 
 
RESUMEN 
 
El enriquecimiento ambiental favorece tanto el desempeño conductual en pruebas 
de aprendizaje motor como la recuperación de comportamientos motores 
afectados en modelos de injuria de la corteza motora. La mejoría ha sido 
generalmente asociada a plasticidad neuronal. Observaciones recientes han 
puesto de manifiesto el rol protagónico que llevan a cabo las redes astrogliales en 
la fisiología de la corteza cerebral y otras regiones cerebrales. En esta Tesis se 
analizan los efectos del enriquecimiento ambiental sobre la configuración de las 
redes astrogliales en la corteza motora, a los fines de ampliar el conocimiento de 
los mecanismos que subyacen a la neuroplasticidad, con potenciales implicancias 
en el diseño de abordajes terapéuticos. En ella se evalúa el impacto del 
enriquecimiento ambiental sobre los patrones de expresión de marcadores 
inmunohistoquímicos neuronales y astrogliales asociados a procesos de 
plasticidad en la corteza motora de la rata, así como sobre la configuración de las 
redes de acoplamiento astroglial, mediante experimentos de dye-coupling 
realizados en rebanadas frescas de cerebro. Los resultados obtenidos muestran 
que en condiciones control las redes de acoplamiento astroglial en la lámina I 
exhiben una mayor densidad celular que en la lámina II-III. Se describe, asimismo, 
la implementación de un modelo de enriquecimiento ambiental cuyo efecto es 
compatible con la inducción de una expansión selectiva del gliopilo cortical en las 
láminas II-III, acompañada de una reducción generalizada de la densidad de 
marca de conexina 30 en ambas láminas. Los hallazgos muestran que la 
plasticidad inducida en la corteza motora por exposición a enriquecimiento 
ambiental involucra cambios a nivel de las redes de acoplamiento astroglial, 
constituyendo un posible mecanismo mediante el cual el componente astroglial 
podría participar en la recuperación observada en patologías inducidas por 
injurias mecánicas, cerebrovasculares u otras. 

Palabras clave: Plasticidad; Enriquecimiento ambiental; Corteza motora; Glía; 
Astrocitos; Redes astrogliales; Uniones gap; Conexina 43; Conexina 30.  
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Plasticity of astroglial networks in the cerebral cortex of the rat: response to 
environmental enrichment and physicochemical variables 

 
 
ABSTRACT 
 
Exposure to an enriched environment improves recovery of behavioral 
performance in motor learning and in motor function in animal models of motor 
cortex injury. This improvement has been generally associated with neuronal 
plasticity. Recent observations have revealed a crucial role of astrocyte networks 
in the physiology of central nervous system circuits. This Thesis presents a study 
of the effects of environmental enrichment on the structure and function of 
astroglial networks of the motor cortex, aiming at improving knowledge regarding 
possible mechanisms with potential therapeutic application. The effects of 
environmental enrichment on the patterns of neuronal and glial markers 
expression, associated with cortical plasticity, were analyzed using 
immunohistochemical labeling in fixed tissue and dye coupling procedures in 
acute, fresh, brain slices. The latter was applied in order to evaluate the effects of 
environmental enrichment on the connectivity and structure of astroglial networks. 
The results show that in control conditions astroglial networks have a higher cell 
density in layer I than in layers II-III. In addition, we present a model of 
environmental enrichment with effects compatible with a selective expansion of the 
cortical gliopil in layers II-III, associated with a generalized reduction in the 
expression of connexin 30 in both layers. These findings show that the 
neuroplasticity induced in the motor cortex by environmental enrichment involves 
changes at the level of astroglial networks, suggestive of the involvement of these 
networks in the recovery process following damage. 

 

Key words: Plasticity; Environmental enrichment; Motor cortex; Glia; Astrocytes; 
Astroglial networks; Gap junctions; Connexin43; Connexin30.     
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INTRODUCCION 

1. Plasticidad cerebral y enriquecimiento ambiental 

La plasticidad es una propiedad del sistema nervioso, que consiste en 

su capacidad de remodelación durante todo el ciclo vital. Puede darse a múltiples 

niveles, desde la modificación de la excitabilidad neuronal en respuesta a la 

actividad previa [1], hasta la reorganización de las funciones de la corteza 

cerebral durante la recuperación posterior a un daño [2]. El estudio de la 

neuroplasticidad constituye un tema central en la neurobiología, ya que 

constituye, por ejemplo, la base del aprendizaje y formación de nuevas memorias 

[3], y de la recuperación luego de traumas severos [2]. 

Uno de los paradigmas experimentales usados para comprender los 

mecanismos de neuroplasticidad es la exposición a ambientes enriquecidos o 

empobrecidos, que manipulan la diversidad e intensidad de los estímulos 

disponibles y las oportunidades de aprendizaje [4], [5]. En el campo experimental, 

un ambiente complejo o enriquecido lo es en relación a las condiciones de 

cuidado estándar en laboratorio, en tres aspectos básicos: sensorial, motriz y 

social, por lo que implica condiciones de estimulación tanto inanimada (o física) 

como social [5]. La aplicación de este paradigma ha permitido verificar, por una 

parte, que la exposición a condiciones de enriquecimiento ambiental se asocia a 

un conjunto significativo de cambios de diferentes parámetros estructurales y 

funcionales en el sistema nervioso central (SNC), tales como elaboración del árbol 

dendrítico y formación de nuevas sinapsis en neuronas corticales. Estos cambios 

tienen impacto potencial en el aprendizaje y resolución de problemas [6], [7], y en 

la reducción de deficiencias asociadas con ciertas enfermedades 

neurodegenerativas, como las enfermedades de Huntington, Parkinson y 

Alzheimer [5].  

La literatura publicada hasta el presente ha enfatizado el análisis de la 

plasticidad estructural macroscópica cortical, así como de distintos componentes 

neuronales [6], [8]. Por ejemplo, se han informado incrementos en el peso [9] y 

grosor [10] en las áreas visual y somatosensorial de la corteza cerebral de ratas 

expuestas a enriquecimiento ambiental, así como incrementos en la densidad de 

espinas dendríticas [11] y en la cantidad de sinapsis por neurona [12], en la 
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corteza visual. También se han detectado incrementos en los niveles de expresión 

de marcadores neuronales sinápticos, como la proteína presináptica sinaptofisina 

(Syp) y la postsináptica PSD-95, en la región anterior del cerebro de ratones 

expuestos a enriquecimiento ambiental [13]. Por otro lado, se han detectado 

cambios en otras regiones cerebrales como el hipocampo, en donde la exposición 

a enriquecimiento ambiental provocó un aumento en la tasa de neurogénesis en 

el giro dentado [14]. Desde una perspectiva funcional, se han observado 

modificaciones en los patrones de actividad electrofisiológica neuronal en diversas 

áreas de la corteza sensorial de la rata, incluyendo la somatosensorial cutánea 

[15], o la asociada a la representación de las vibrisas [16], [17]. En este sentido, 

se ha observado un agrandamiento de la representación cutánea de la pata 

delantera en la corteza somatosensorial (lámina IV), así como un refinamiento de 

los campos receptivos de neuronas en las áreas correspondientes a la palma de 

la mano y extremos dactilares, en ratas expuestas a un paradigma de 

enriquecimiento ambiental que favorecía la manipulación de objetos [15]. Por otro 

lado, en los barriles de la corteza somatosensorial, otros autores observaron un 

refinamiento de los campos receptivos de las vibrisas en neuronas de láminas II-

III, aunque no de lámina IV [16]. Estas observaciones se encuentran en sintonía 

con otro reporte indicando una potenciación generalizada multilaminar de la 

respuesta neuronal a la estimulación de las vibrisas en esa área cortical, mayor 

en láminas II-III [17]. 

Se han comunicado efectos del enriquecimiento ambiental sobre la 

microanatomía de la corteza cerebral de la rata en las regiones frontal y parietal 

[7], [18], [4], [6] que se encuentran asociadas principalmente a funciones de 

control motor y de procesamiento sensorial. Entre los efectos principales se 

destacan los ya mencionados aumentos en la densidad sináptica y en la 

complejidad de las ramificaciones dendríticas [7], [18]. Resulta destacable que, en 

la corteza parietal, el enriquecimiento ambiental produjo un incremento en la 

ramificación de dendritas y densidad de espinas en neuronas de la lámina III, pero 

no en las de la lámina V, indicando selectividad laminar de los efectos del 

enriquecimiento [18]. La selectividad observada a nivel de los cambios 

estructurales, se encuentra en sintonía con los efectos dependientes de lámina 

observados a nivel funcional en la corteza somatosensorial [16]. En conjunto, 
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estos cambios se correlacionan con las mejorías inducidas por el enriquecimiento 

ambiental sobre el desempeño motor en modelos de la enfermedad de 

Huntington, Parkinson y Alzheimer en roedores [4], [5]. También se ha observado 

que el enriquecimiento ambiental retrasa la aparición de síntomas motores 

comúnmente presentes en dichos modelos [5] y mejora la recuperación del 

desempeño motor en modelos de injuria por contusión [19] o isquemia [20], [21] 

en áreas motoras de la corteza cerebral. 

Si bien la función del SNC no puede concebirse si no es considerando 

la totalidad de sus componentes celulares, la mayor parte de los análisis han sido 

enfocados al estudio de los efectos del enriquecimiento ambiental sobre los 

componentes neuronales del neuropilo en diversas regiones cerebrales, 

principalmente la neocorteza y el hipocampo [6]. La documentación de 

modificaciones estructurales y funcionales en las conexiones sinápticas, 

asociadas a procesos de aprendizaje o estimulación sensorial, ha permitido que la 

plasticidad neuronal adquiera un rol central en la interpretación de la capacidad de 

adaptación manifestada por el sistema nervioso [3]. Sin embargo, el conocimiento 

generado en las últimas décadas ha permitido determinar que los astrocitos -

células gliales-, se encuentran en estrecho vínculo estructural y funcional con las 

neuronas, específicamente en los sitios de comunicación sináptica [22], teniendo 

una participación activa en fenómenos de plasticidad cerebral [23]. En términos 

generales, la plasticidad astroglial se entiende como una combinación de 

modificaciones, potencialmente reversibles, que pueden sufrir los astrocitos a 

nivel estructural o funcional, como parte de los cambios adaptativos que puede 

experimentar el SNC, por ejemplo, en un contexto de aprendizaje, o de 

recuperación luego de una injuria [24]. Dada su íntima vinculación con las 

sinapsis, los cambios plásticos sufridos por la astroglía podrán estar involucrados 

en fenómenos de plasticidad sináptica [24], por ejemplo regulando la 

concentración extracelular de neurotransmisores y moduladores [24], [25]. Puede 

también mencionarse que una disminución de la actividad intracelular de calcio en 

los astrocitos produce potenciación sináptica en las neuronas piramidales de la 

región CA1 del hipocampo, sugiriendo de este modo una relación entre la 

actividad astroglial y la ocurrencia de cambios plásticos a nivel neuronal [26].  
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Hasta el presente, la mayoría de los estudios de la plasticidad astroglial 

por exposición a enriquecimiento ambiental se han abocado al estudio de cambios 

en la estructura del citoesqueleto, principalmente mediante el análisis de 

inmunomarcaciones de la proteína glial fibrilar ácida (GFAP, [27], [28], [29]–[33]). 

En este sentido, se han informado fenómenos de hipertrofia astroglial, asociados 

a un aumento de la densidad de marca de los procesos celulares inmunoreactivos 

[30], [31], así como del tamaño del núcleo celular [29], en la corteza visual de la 

rata. A su vez se ha observado una mayor complejidad de las ramificaciones 

astrocíticas en el hipocampo de la rata y el ratón [32], [33]. Resulta interesante 

que, en la corteza cerebral, la respuesta de los astrocitos al enriquecimiento 

ambiental expresó un efecto dependiente de lámina, ya que un estudio ha 

indicado un aumento en la densidad superficial de GFAP, específicamente en las 

láminas II-III de la corteza visual de la rata [31]. Asimismo, mediante un análisis 

ultraestructural, se demostró un incremento en la superficie de contacto de los 

procesos astrogliales con estructuras sinápticas en las láminas superiores de la 

corteza visual de ratas expuestas a enriquecimiento ambiental [34], sugiriendo 

que al menos parte de los cambios estructurales manifestados por la astroglía 

podrían tener un impacto sobre la función sináptica [34]. 

A su vez, los astrocitos se encuentran en íntimo contacto con la pared 

vascular mediante especializaciones estructurales de los procesos con proyección 

vascular, denominadas “pies terminales”, en las que se ha detectado la expresión 

de proteínas mediadoras del transporte de sustancias de relevancia metabólica 

como la glucosa (GLUT 1 [35]), o implicadas en el balance hídrico cerebral 

(acuaporina-4 [36]), así como receptores purinérgicos vinculados a la propagación 

de señales de calcio intracelular [36]. Dado que se ha comunicado un incremento 

en la densidad de capilares sanguíneos en la corteza cerebral de ratas expuestas 

a enriquecimiento ambiental [37]–[39], así como luego de una estimulación 

sensorial [40], la interfase glío-vascular constituye un componente potencialmente 

significativo en la adaptación cerebral a demandas ambientales. En este sentido, 

un análisis del impacto del enriquecimiento ambiental sobre los patrones de 

expresión de marcadores de la interfase gliovascular, por ejemplo acuaporina-4,  

permitirá estudiar su participación en fenómenos de plasticidad cerebral. 



12 
 

En la figura i1 se presenta un resumen de los efectos del 

enriquecimiento ambiental sobre la estructura macroscópica cortical, así como 

sobre componentes estructurales neuronales, astrogliales y vasculares en el 

cerebro de la rata y el ratón, que resultan de interés en el contexto de esta Tesis. 

Figura i1.Resumen de efectos del enriquecimiento ambiental sobre componentes estructurales 
macroscópicos, neuronales, astrogliales, y vasculares, en tres áreas de la corteza cerebral e hipocampo de 
roedores. Los círculos coloreados guardan referencia con los colores de las áreas cerebrales. Imagen 
adaptada de Hannan et al., 2006 [5]. 

 

2. Funciones de los astrocitos protoplasmáticos 

La visión clásica de las células gliales como soporte secundario de la 

función neuronal fue reemplazada en los últimos años por una que las concibe 

como participantes centrales en la integración de señales en el sistema nervioso, 

con participación tan importante como la neuronal [23]. En contraste con el rol de 

soporte estructural y metabólico que tradicionalmente se les atribuyó, 

experimentos recientes han mostrado su participación, por ejemplo, en 

fenómenos de formación y eliminación de sinapsis. En este sentido, se ha 

reportado que la proteína de secreción astroglial hevina, participa en la 

generación de las sinapsis retino-coliculares [41], así como para la estabilización 

de las conexiones sinápticas tálamo-corticales en la corteza visual del ratón [42], 

[43]. Los astrocitos expresan otra proteína de la misma familia (SPARC), que 

produce un efecto antagónico al de hevina in vitro e in vivo [41]. Estos resultados 

sugieren que mediante la modulación de los niveles de expresión de hevina y 

SPARC, los astrocitos podrían regular la formación, maduración y plasticidad de 
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las sinapsis excitatorias en el SNC [41]. Por otro lado, mediante la expresión de 

las variantes tipo 1 y tipo 2 del transportador de aminoácidos excitatorios (GLAST, 

y Glt-1, en roedores), los astrocitos son los principales responsables del 

mantenimiento de los bajos niveles extracelulares de glutamato en el neuropilo 

[44], [45], y también modulan la dinámica de la respuesta post-sináptica, al ser 

responsables de su captación del espacio perisináptico [46]. Resulta interesante 

que luego de una estimulación mecánica sobre vibrisas individuales en el ratón, 

los niveles de expresión de Glt-1 y GLAST aumentaron en el barril cortical 

correspondiente a la vibrisa estimulada, lo cual fue acompañado de un aumento 

de la cobertura perisináptica astroglial [47], indicando la participación de los 

transportadores de glutamato astrogliales en fenómenos de plasticidad. Por otra 

parte, mediante la expresión de receptores de glutamato metabotrópicos, los 

astrocitos responden a la actividad sináptica glutamatérgica por medio de 

aumentos intracelulares de calcio, que provocan la liberación de sustancias 

neuroactivas (gliotransmisores) hacia el espacio extracelular, y de esta manera 

modulan la actividad sináptica [48] (Figura i2). 

Como alternativa a la visión tradicional de la sinapsis con componentes 

neuronales pre- y post- sinápticos, se introdujo el concepto de sinapsis tripartita, 

que contempla la participación de los procesos perisinápticos astrogliales como 

esenciales para la función sináptica [48], [49] (Figura i2). En este contexto, la 

detección de cambios en la densidad y distribución de moléculas astrogliales 

involucradas en la dinámica de la neurotransmisión, tales como Glt-1, en paralelo 

con el análisis de marcadores sinápticos neuronales, constituye una dimensión útil 

para comprender el impacto del enriquecimiento ambiental sobre componentes 

sinápticos neuronales y astrogliales del neuropilo cortical. 

Los astrocitos han sido clasificados siguiendo criterios morfológicos en 

dos tipos principales: mientras que los astrocitos protoplasmáticos son el tipo 

predominante en la sustancia gris del SNC, los astrocitos fibrosos predominan en 

los tractos de sustancia blanca [50]. Los astrocitos protoplasmáticos presentan un 

cuerpo celular ovoide con múltiples prolongaciones radiales ramificadas, las 

cuales proyectan estructuras de tipo lamelar o filopoideo, que constituyen la 

mayor parte de la extensión superficial del astrocito, y presentan un grado variable 
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Figura i2. Sinapsis tripartita. (A) Imagen de microscopía electrónica en donde se resaltan los componentes 
pre- y post- sinápticos neuronales, así como los procesos astrogliales perisinápticos. (B) Esquema de los 
elementos visualizados en el panel A. Los recuadros con fondo gris hacen referencia a las estructuras, 
mientras que los óvalos con fondo verde indican su función principal. Paneles A y B adaptados de Halassa et 
al., 2007 [49]. 

 

de asociación a las sinapsis. Por otro lado, los procesos celulares de los 

astrocitos fibrosos son más largos y presentan un menor nivel de ramificación, 

mientras que suelen correr en sentido paralelo al de los axones en los tractos 

mielinizados [50]. 

Si bien los astrocitos protoplasmáticos constituyen el tipo astroglial 

predominante en el neuropilo de la corteza cerebral de los mamíferos, en la 

corteza de los primates se han descripto tipos de células astrogliales adicionales 

con características particulares, entre los que se destaca, por ejemplo, el astrocito 

interlaminar [51], [52]. Estas células se encuentran exclusivamente en la corteza 

cerebral de primates, incluyendo al humano, y presentan un cuerpo celular 

próximo a la superficie cortical, desde el cual se originan prolongaciones celulares 

que atraviesan varias láminas corticales hasta terminar en las proximidades de la 

lámina IV, que en conjunto conforman una especie de “empalizada” [52]. Estudios 

en nuestro laboratorio han demostrado alteraciones en los atributos morfológicos 

de estos procesos tanto en un contexto de injuria como de neuropatología; por 

ejemplo, se ha demostrado un mayor grado de penetración de la empalizada, así 

como una mayor tortuosidad de los procesos interlaminares en la corteza 

somatosensorial de primates con lesiones en la medula espinal [53]. A su vez, la 

corteza cerebral de individuos con Síndrome de Down mostró abundantes zonas 
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desprovistas de procesos astrogliales interlaminares, mientras que también se 

observó una menor penetración de la empalizada en el área prefrontal 

dorsolateral [54]. Según el estadío de la Enfermedad de Alzheimer, estos 

procesos se encuentran desorganizados o ausentes [55]. 

En la neocorteza [56] y el hipocampo [57], los astrocitos 

protoplasmáticos presentan una distribución espacial caracterizada por un nivel 

muy bajo de superposición volumétrica, que se encuentra restringida a la porción 

periférica de sus procesos celulares. Este fenómeno resulta de relevancia para la 

interpretación de la relación funcional con las neuronas, ya que la actividad 

sináptica en un determinado volumen del neuropilo quedará bajo la influencia del 

dominio espacial de un solo astrocito. Esto llevó a introducir la noción de “islas 

sinápticas”, asociadas al “territorio” de astrocitos individuales [56]. Esta 

disposición espacial fue descripta inicialmente en roedores [56], [57], aunque 

estudios posteriores han demostrado un patrón similar en la corteza cerebral de 

otros mamíferos [58], incluso en humanos [59]. 

Una aproximación experimental utilizada con cierta frecuencia para 

abordar la descripción de la fisiología astroglial es el uso de registros 

electrofisiológicos de astrocitos en rebanadas frescas de cerebro de rata y ratón 

[60]. Los trabajos pioneros caracterizaron inicialmente las propiedades eléctricas 

de membrana de células gliales mediante la obtención de registros 

electrofisiológicos que permitieron medir los perfiles de la corriente macroscópica 

de la membrana, evocada por pulsos de voltaje (registros en modo de fijación de 

voltaje y configuración whole-cell) [60], [61]. Por un lado se describió a un tipo de 

astrocito denominado “pasivo”, caracterizado por un fenotipo eléctrico lineal, y por 

el otro, a uno “complejo”, presentando un amplio repertorio de conductancias de 

potasio dependientes de voltaje [60], [61]. Esta caracterización inicial se vio 

limitada por los métodos de identificación celular con los que se contaba en ese 

entonces, que se basaban en criterios morfológicos y de expresión de la proteína 

astroglial GFAP [60]–[62]. Sin embargo, las semejanzas estructurales que 

presentan los astrocitos y las células gliales NG2 (células precursoras de 

oligodendrocitos que expresan el proteoglicano NG2 [63]), y el hecho de que no 

todos los astrocitos protoplasmáticos expresan niveles detectables de GFAP en la 

sustancia gris [64], tornó complicada la asignación de correspondencia entre los 
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fenotipos electrofisiológicos observados y los subtipos de células gliales presentes 

en la sustancia gris del SNC [65], [66]. El refinamiento de los métodos de 

identificación celular, entre los que se destacó la inmunomarcación post-registro 

del transportador de glutamato astroglial GLAST y NG2 [67], así como la 

marcación vital con sulforodamina-101 (SR-101) [68], [69], permitió una 

clasificación de los subtipos de células gliales y agregó información acerca del 

proceso madurativo de las propiedades eléctricas de la membrana astroglial 

durante el desarrollo postnatal hasta el estadio maduro. Se observó que durante 

las primeras tres semanas de vida, tanto las células NG2+ como las GLAST+ se 

encontraron asociadas a un patrón electrofisiológico de tipo complejo, 

caracterizado por la presencia de conductancias de potasio dependientes de 

voltaje. Por otro lado, se observó que luego de la tercera semana de vida, los 

astrocitos protoplasmáticos GLAST+ se encontraban asociados exclusivamente al 

fenotipo lineal o pasivo, mientras que la mayoría de las células NG2+ siguieron 

presentando un fenotipo electrofisiológico de tipo complejo [67]. Los estudios que 

informan conductancias dependientes de voltaje en células identificadas como 

astrocitos maduros siguiendo un criterio morfológico o dependiente de la 

expresión de GFAP [60]–[62] deben ser interpretados con precaución 

considerando las metodologías de identificación celular implementadas con 

posterioridad [67], ya que podrían estar atribuyéndole a los astrocitos 

protoplasmáticos propiedades electrofisiológicas propias de las células NG2 [67]. 

El solapamiento de las propiedades eléctricas de membrana entre las células 

NG2 y los astrocitos durante las primeras semanas de vida [67], así como la 

detección de actividad del promotor del gen de la proteína astroglial GFAP en 

células NG2 utilizando una línea transgénica reportera de ratones expresando la 

proteína fluorescente verde (eGFP) bajo el control de un fragmento del promotor 

del gen de la proteína GFAP humana (hGFAP/eGFP) [70]–[72], contribuyeron a 

que se confundieran los atributos de ambos tipos celulares [66], [73], [74]. 

Los astrocitos protoplasmáticos maduros presentan un fenotipo 

electrofisiológico lineal, caracterizado por un potencial de membrana 

hiperpolarizado en relación al de las neuronas vecinas, así como por valores de 

resistencia de membrana extremadamente bajos [67]. La adquisición de estas 

características durante el desarrollo postnatal se encuentra vinculada al aumento 



17 
 

en los niveles de expresión de los canales de potasio Kir4.1, miembros de la 

familia de los rectificadores entrantes (inwardly rectifying) [75], [76], así como a los 

de la familia KCNK (two-pore domain) [76], [77], entre otros aún no identificados 

[78]. Los astrocitos muestran una marcada depolarización, así como un aumento 

significativo de la resistencia de membrana, en registros in situ obtenidos de 

ratones con una ablación genética condicional del canal Kir4.1 dirigida a células 

astrogliales [75]. A su vez, mostraron una disminución en su capacidad de 

captación de glutamato y potasio extracelular en rebanadas de cerebro [75]. Estos 

resultados se encuentran en sintonía con los obtenidos luego de suprimir la 

expresión de Kir4.1 empleando la técnica de ARN de interferencia (ARNi) en 

cultivos de células astrogliales [79]. Dado que los transportadores de glutamato 

astrogliales han evidenciado una merma en su capacidad de funcionamiento a 

potenciales de membrana (Vm) depolarizados [80], existe la posibilidad de que la 

disminución en la eficiencia de captación de glutamato extracelular en los 

experimentos mencionados se deba a la depolarización de membrana presentada 

por los astrocitos en ambas preparaciones [75], [79]. Se desprende de estas 

observaciones que la expresión de Kir4.1, inherente al proceso madurativo de los 

astrocitos [76], guarda estrecha relación con dos de las principales funciones que 

desarrollan estas células en el cerebro maduro, como son la captación de 

glutamato y potasio del espacio extracelular que normalmente se liberan en el 

contexto de la actividad neuronal [81], [75]. Por otro lado, la deficiencia de Kir4.1 

se asoció con un aumento de la respuesta post-tetánica y de la plasticidad de 

corto término luego de una estimulación de alta frecuencia en las neuronas 

piramidales de la región CA1 del hipocampo in situ, sugiriendo un papel de Kir4.1 

astroglial en fenómenos de neuroplasticidad [75]. 

Contrastando con su manifiesta pasividad eléctrica, los astrocitos 

responden a la actividad neuronal circundante con elevaciones transitorias en la 

concentración intracelular de iones como calcio o sodio que, por ejemplo, luego 

de propagarse hacia las terminaciones perivasculares de los procesos 

astrogliales, tienen la capacidad de desencadenar respuestas vasomotoras en 

concordancia con las demandas energéticas relacionadas con la actividad 

neuronal [82], [83]. Estas señales tienen la capacidad de propagarse hacia los 

astrocitos vecinos abarcando amplias regiones de la corteza cerebral [84] o el 



18 
 

hipocampo [85], lo cual ha contribuido, en parte, a la génesis del concepto de 

redes astrogliales. 

3. Redes astrogliales 

Una característica distintiva de los astrocitos maduros es la 

conformación de redes de acoplamiento mediante uniones gap [86]. La unidad 

básica de estas uniones consiste en un canal formado por la yuxtaposición de dos 

hexámeros proteicos (hemicanales o conexones), aportados por cada una de las 

células involucradas [87]. Estos canales forman agregados denominados “placas 

de uniones gap”, cuyo tamaño es variable en función del número de canales 

participantes [87]. Las proteínas que conforman estos canales pertenecen a la 

familia de las conexinas (Cx), siendo Cx43 y Cx30 las variantes distintivas de las 

uniones gap astrogliales en la corteza cerebral y el hipocampo [88]–[90]. El 

ensamble de células gliales conectadas mediante uniones gap constituye una 

plataforma para la propagación de señales, tales como ondas de calcio 

intercelulares [91], y para la distribución de metabolitos, como por ejemplo, la 

glucosa [92], [93].  

La caracterización del tamaño y selectividad delas redes astrogliales se 

ha llevado a cabo en rebanadas frescas de cerebro evaluando la dispersión de 

trazadores fluorescentes, luego de su administración intracelular a astrocitos 

individuales, y ha permitido apreciar que su configuración presenta 

particularidades dependientes de la región y/o sub-área analizada [94]. En 

regiones con una clara delimitación de unidades funcionales, como es el caso de 

los barriles de la corteza somatosensorial, o los glomérulos del bulbo olfatorio, los 

astrocitos conforman redes de comunicación acotadas espacialmente, con un 

área de influencia semejante a la de cada una de estas unidades funcionales [95], 

[96]. Se desprende de estos reportes que la configuración de las redes de 

acoplamiento astroglial puede guardar estrecha relación con la estructura y 

función de las redes neuronales subyacentes.  

Las neuronas tienen la capacidad de inducir aumento en la expresión 

funcional de las Cx43 y Cx30 en cultivos primarios astrogliales obtenidos de la 

neocorteza del ratón [97]. A su vez, la conductancia de las uniones gap puede ser 

modulada por factores neuroactivos, tales como el neurotransmisor glutamato [98] 
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y el potasio extracelular [95], [98], [99], lo cual proporcionaría un vínculo funcional 

entre la actividad sináptica y la propagación de señales a través de la red 

astroglial regulada en forma espacio-temporal. En este sentido, el empleo de 

técnicas de monitoreo por imágenes in vivo ha permitido detectar la ocurrencia de 

ondas de calcio intercelulares en astrocitos del hipocampo del ratón, que 

muestran sensibilidad al bloqueo farmacológico de la actividad neuronal, así como 

de la conductancia de las uniones gap [85]. Por su parte, otro estudio reciente ha 

demostrado que la red de acoplamiento astroglial constituye un medio para la 

redistribución de análogos fluorescentes de la glucosa hacia sitios con elevada 

actividad sináptica, permitiendo la continuidad de la actividad sináptica 

glutamatérgica, en ausencia de glucosa extracelular, en rebanadas de hipocampo 

[92]. 

La capacidad de establecer redes de células gliales conectadas por 

uniones gap es esencial para regular funciones neuronales como la 

neurotransmisión [100]. En este sentido se ha comunicado [100] que la ablación 

genética de las conexinas astrogliales (Cx43 y Cx30) provoca un aumento de la 

excitabilidad, así como de la probabilidad de liberación de neurotransmisor en las 

sinapsis de la región CA1 del hipocampo del ratón. Este efecto estaría mediado 

por cambios en la redistribución de potasio y glutamato a través de las redes de 

acoplamiento astrogliales, ya que se observó que sus concentraciones 

extracelulares permanecieron elevadas por más tiempo luego de una estimulación 

de las colaterales de Schaffer [100] en animales deficientes en Cx43 y Cx30. 

Estos resultados indican que el funcionamiento de las redes astrogliales es 

necesario para limitar los niveles de actividad sináptica basal en el hipocampo 

[100]. Otro estudio reciente [101] demostró que las redes astrogliales formadas 

por Cx43 y Cx30 tienen la capacidad de coordinar la actividad de ensambles 

neuronales en el hipocampo del ratón, con potencial impacto en la propagación de 

actividad epileptiforme y de aparición de síntomas convulsivos in vivo, sugiriendo 

que las redes astrogliales pueden ser un blanco para el tratamiento de la epilepsia 

[101]. Por otro lado, se han descripto neuropatologías asociadas a la deficiencia 

funcional de las conexinas que constituyen las uniones gap. Por ejemplo, se ha 

informado que la eliminación de Cx43 y Cx30 produce déficits severos en el 

desempeño sensorial y motriz, así como en la memoria espacial del ratón, lo cual 
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se correlacionó con la formación de edema mielínico y vacuolización de astrocitos 

y oligodendrocitos en el hipocampo [102]. También se han detectado alteraciones 

en la conectividad mediada por uniones gap asociadas a condiciones patológicas, 

como un aumento del acoplamiento astroglial cortical en un modelo murino de la 

Enfermedad de Alzheimer [103]. Esta es una observación interesante, dado el 

aumento de la inmunomarcación de Cx43 en los astrocitos cercanos a las placas 

amiloides en muestras de corteza cerebral de pacientes con dicha enferemedad 

[104]. El aumento del acoplamiento astroglial podría estar desempeñando un rol 

compensatorio, destinado a contrarrestar los elevados niveles de glutamato 

extracelular que se han postulado asociados a la Enfermedad de Alzheimer [103]. 

Considerando la relevancia que presentan las redes de acoplamiento 

astrogliales en la fisiología del SNC, el estudio de los cambios en su configuración 

inducidos por una exposición a enriquecimiento ambiental, ya sea mediante el 

análisis de inmunomarcaciones de las principales conexinas astrogliales Cx43 y 

Cx30, o mediante experimentos de dye-coupling en rebanadas de cerebro, 

contribuirá a evaluar su grado de participación en los fenómenos de plasticidad 

astroglial. 

4. Astrocitos y circuitos corticales 

A pesar de la amplia variedad de funciones que cumplen las diferentes 

áreas de la corteza cerebral, las similitudes encontradas en los tipos de neuronas, 

así como en sus patrones de distribución y de conexiones sinápticas a lo largo de 

toda la neocorteza, han consolidado la idea de la existencia de módulos corticales 

funcionales, que responderían a un patrón de conectividad de tipo canónico [105]. 

En este sentido, una característica prominente de toda la neocorteza de los 

mamíferos es su patrón de laminación compuesto de seis láminas corticales, que 

se debe a las diferencias que presenta la densidad de distribución de los distintos 

tipos celulares en cada lámina (Figura i3). A su vez, el patrón de laminación 

cortical guarda estrecha vinculación con su conectividad [106] (Figura i3).  

Las láminas corticales superiores (I, II, y III) se encuentran 

principalmente vinculadas a funciones de asociación, ya que principalmente 

integran señales provenientes de la misma área, así como de otras áreas 

corticales mientras que sus axones proyectan principalmente dentro de la  
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Figura i.3. Circuitos corticales canónicos. Esquema de un bloque representativo de neocorteza cerebral en 
el que se indican los principales tipos de neurona excitatoria presentes en cada lámina cortical, así como los 
principales destinos de sus eferencias (flechas verdes) y orígenes de sus aferencias (flechas azules, púrpura 
y naranja). Figura adaptada de Purves et al., 2004 [107].  

 

neocorteza (Figura i3). Por otra parte, las neuronas de las láminas inferiores, 

especialmente las grandes neuronas piramidales de lámina V, constituyen un sitio 

de convergencia para la información procesada en las láminas superiores y dan 

origen a las principales salidas de información de la corteza. En la región frontal 

estarán vinculadas a la ejecución de respuestas motoras, al proyectar hacia 

estructuras subcorticales como los ganglios de la base, o la medula espinal [106] 

(Figura i3). Las dendritas apicales de las neuronas piramidales de la lámina V 

(extendidas en las láminas I y II) cuentan con una variedad de mecanismos 

activos de propagación de potenciales post-sinápticos hacia los somas. La 

actividad de estas neuronas resulta de la integración de una amplia variedad de 

estímulos provenientes de otras regiones corticales, así como de estructuras 

subcorticales, que hacen blanco en las láminas superiores [108], [109], [110]. 

Estas señales en la corteza frontal están vinculadas a la formación de circuitos 

que participan del control motor [110], [111].  
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En sintonía con el concepto de una segregación interlaminar de la 

actividad neuronal, se ha demostrado que, en la corteza motora y 

somatosensorial de la rata y el ratón, la densidad de cuerpos celulares 

astrogliales es mayor en la lámina I con respecto a las láminas II-III, utilizando el 

marcador de células gliales SR-101 in vivo [68], [112]–[114]. En relación a 

diferencias funcionales, en un estudio desarrollado en la corteza somatosensorial 

de ratas anestesiadas se observó que la probabilidad de encontrar astrocitos con 

actividad intracelular de calcio espontánea fue mayor en lamina I respecto a las 

láminas II-III, aun considerando las diferencias en su densidad interlaminar [112]. 

Además, los astrocitos activos de lámina I mostraron incrementos de calcio más 

frecuentes que los de las láminas II-III. Por otro lado, la actividad de calcio medida 

en los procesos astrogliales de astrocitos individuales mostró un patrón de 

actividad desincronizada en lámina I, mientras que en los astrocitos de láminas II-

III la actividad de los procesos fue sincrónica [112]. Los autores sugieren que 

estas diferencias podrían ser el reflejo de los distintos tipos de señales reguladas 

por los procesos astrogliales en ambas láminas. En este sentido, la actividad 

sincrónica de los procesos astrogliales en las láminas II-III podría deberse a que 

en la corteza somatosensorial estas láminas reciben aferencias de la lámina IV, 

principal receptora de las sinapsis tálamo-corticales, las cuales presentan 

actividad sincronizada [112]. En otro estudio, realizado en rebanadas de cerebro 

de ratón, se ha observado que en los barriles de la corteza somatosensorial, los 

astrocitos residentes en las láminas II-III responden de manera selectiva a la 

estimulación eléctrica de las neuronas de la lámina IV pero no a las de las láminas 

II-III [115]. Por otro lado, mediante el monitoreo visual de las concentraciones 

intracelulares de calcio en astrocitos y neuronas in vivo, un estudio realizado en la 

corteza visual del hurón [116] ha demostrado que los astrocitos corticales 

presentan la capacidad de responder selectivamente a diferentes estímulos 

visuales, incluso con mayor selectividad respecto a su orientación y frecuencia 

que las neuronas. A su vez, mediante el empleo de una técnica similar, otro 

estudio reciente [117] ha demostrado una correspondencia entre los mapas de 

actividad astroglial y neuronal evocada por estímulos cutáneos en las patas 

delanteras y traseras, en la corteza somatosensorial de la rata. 
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 Estos trabajos han servido para demostrar el íntimo grado de 

asociación funcional que muestran los astrocitos y las neuronas en la corteza 

cerebral, así como la selectividad de la activación de estas células gliales en 

función de patrones de actividad neuronal específicos. Además, demuestran la 

existencia de mapas de actividad astroglial estrechamente vinculados a los mapas 

de actividad neuronal [118], sobre los que tradicionalmente se han basado los 

modelos que describen el funcionamiento de los módulos de procesamiento 

cortical [119]. 

Existen informes indicando que en las áreas motora y somatosensorial 

de la corteza cerebral de roedores, las estructuras sinápticas de las láminas 

corticales superiores presentan una marcada respuesta plástica, tanto en el 

contexto de una exposición a enriquecimiento ambiental, como a consecuencia de 

un aprendizaje motor. Por ejemplo, un estudio ha demostrado aumento en el 

grado de ramificación de las dendritas, así como en el número de espinas 

sinápticas, en neuronas piramidales de la lámina III en la corteza motora de ratas 

expuestas a enriquecimiento ambiental [120]. Por otra parte, mediante el 

monitoreo visual in vivo de las dendritas apicales de las piramidales de la lámina 

V, y de las dendritas basales de las neuronas piramidales de las láminas II-III en 

la corteza somatosensorial del ratón, se han demostrado aumentos en la 

densidad de espinas dendríticas, así como en su tasa de formación y eliminación, 

durante una exposición a enriquecimiento ambiental, tanto en animales jóvenes 

como adultos [121]. En conjunto, estos resultados permiten suponer que el 

impacto favorable de la exposición a enriquecimiento ambiental sobre el 

desempeño en pruebas de aprendizaje [7], la recuperación post-traumática [19], y 

el retraso de la progresión de síntomas en modelos de enfermedades 

neurodegenerativas [5], podrían ser consecuencia tanto de una mayor 

conectividad de la red neuronal relacionada al establecimiento de una mayor 

cantidad de sinapsis, así como a un aumento de la “flexibilidad” debido a la 

ocurrencia de una mayor cantidad de espinas transitorias [121]. 

Considerando el estrecho vínculo funcional presentado por las redes 

neuronales y astrogliales en la corteza cerebral, esta Tesis explora la posibilidad 

de que la configuración de las redes astrocíticas corticales constituyan un locus 

de potencial plasticidad en respuesta al enriquecimiento ambiental. Con ello se 
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espera contribuir a establecer una base para estudios futuros que exploren la 

posible relación causal de los eventos en astrocitos con los fenómenos de 

plasticidad cortical que se observan en los paradigmas de enriquecimiento. 

Asimismo,  se espera contribuir en la construcción de una visión integrada de la 

naturaleza de los fenómenos plásticos que se registran, y a una mejor 

comprensión del rol potencial de las redes astrogliales en los procesos de 

recuperación subsiguientes a injurias o enfermedades neurodegenerativas. 

5. Hipótesis y objetivos específicos 

Observaciones recientes han puesto de manifiesto el rol protagónico 

que llevan a cabo las redes astrogliales en la fisiología de la corteza cerebral. En 

este contexto resulta importante destacar que los beneficios observados luego de 

una exposición a enriquecimiento ambiental sobre el desempeño en pruebas de 

comportamiento y memoria, sobre la recuperación de comportamientos motores 

afectados en modelos de injuria por contusión en la corteza frontal, así como en el 

contexto de enfermedades neurodegenerativas, han sido generalmente asociados 

a los cambios detectados en componentes neuronales del neuropilo involucrado, 

sin contemplar los posibles efectos a nivel de la red astroglial. Se desprende de 

estas observaciones la importancia de proponer un estudio de los efectos del 

enriquecimiento ambiental sobre la configuración de las redes astrogliales, a los 

fines de ampliar el conocimiento de los mecanismos que subyacen a la 

neuroplasticidad, con potenciales implicancias en el diseño de abordajes 

terapéuticos. 

En tal sentido, la hipótesis central de esta tesis afirma que la 

exposición a un ambiente enriquecido en estímulos físicos y sociales, 

durante el periodo de desarrollo, promueve en la corteza cerebral de la rata 

cambios en la configuración de las redes astrogliales, que acompañan a los 

inducidos en componentes neuronales. Esta hipótesis se afirma en la noción 

de un rol integrado de la díada neurona-glía y, por extensión, propone un rol 

significativo de las redes astrogliales en los procesos de organización durante la 

maduración cortical, así como durante la recuperación en un contexto patológico. 
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Objetivos específicos  

Analizar el impacto del enriquecimiento ambiental (EA) temprano               

–administrado en crías de rata luego del destete–, sobre parámetros morfológicos 

y funcionales del componente astroglial del neuropilo, en las láminas I y II-III de la 

corteza motora de la rata, como indicadores de procesos de plasticidad astroglial. 

1. Analizar el efecto del EA sobre la expresión –densidad y distribución- de 

los marcadores: sinaptofisina (neuronal presináptico), Glt-1 (astrocítico 

perisináptico) y acuaporina-4 (astrocítico perivascular).  

2. Analizar el efecto del EA sobre la configuración de redes de acoplamiento 

astroglial en la corteza motora de la rata, mediante experimentos de dye-

coupling en rebanadas frescas de cerebro. 

3. Analizar el efecto del EA sobre los patrones de expresión de las conexinas 

astrogliales: conexina 43 y conexina 30. 
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METODOLOGIA GENERAL 
 

1. Animales 
 

Los procedimientos experimentales fueron aprobados por el Comité de 

Ética Institucional del CEMIC (Protocolo N°: 384/2007) y llevados a cabo 

respetando los lineamientos de la Guía para el Cuidado y Empleo de Animales de 

Laboratorio del Consejo Nacional de Investigación de la Academia Nacional de 

Ciencias (8va edición, 2011, Washington DC, EEUU). Se trabajó con Ratas 

Sprague-Dawley macho, que fueron destetadas a los 21 días de edad (p21) y 

albergadas en jaulas estándar o de enriquecimiento dependiendo del grupo 

experimental asignado. La alimentación consistió en alimento balanceado sólido 

(Cooperación, Asociación de Cooperativas Argentinas, Buenos Aires, Argentina) y 

agua para bebida, suministrados ad libitum. El fotoperiodo de la sala fue 

controlado automáticamente (luz/oscuridad 12h/12h) y la temperatura  ambiente 

se mantuvo en el rango de los 20-24°C. 

 

2.  Enriquecimiento Ambiental 
 

Los animales fueron destetados (p21) y asignados de manera aleatoria 

a cada grupo experimental. A los fines de minimizar las diferencias de desarrollo 

entre los sujetos, el número de crías se redujo a los 3 días de edad (p3) a 8 

individuos por camada. Los grupos experimentales se determinaron en base a las 

condiciones del entorno (enriquecimiento ambiental: EA; y condición estándar: 

CE) y al tiempo de permanencia en cada condición (diez o treinta días), que 

fueron rotulados de la siguiente manera: EA10, CE10, EA30, y CE30 (el número de 

réplicas se indica en la figura correspondiente a cada experimento). El modelo de 

enriquecimiento ambiental empleado fue similar al previamente utilizado [122] y 

consistió en la inclusión de 8 animales en una jaula de 77 x 30 x 45 centímetros 

(longitud x altura x profundidad), provista de una serie de tubos y accesorios 

plásticos (para exploración y anidado), varillas de madera (senderos) y múltiples 

fuentes de alimento y agua (figura M.1A). A su vez, con la intención de que se 

mantuvieran elevados los niveles de novedad, la disposición de los elementos fue 

reconfigurada dos veces por semana. La condición estándar consistió en el  
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Figura M.1. Modelo de enriquecimiento ambiental. (A) Vista panorámica de una jaula de enriquecimiento 
(A1) y detalle de animales accediendo a fuentes de alimento y agua (A2). (B) Vista panorámica de jaula 
estándar. 
 

alojamiento de 2 o 3 animales en jaulas estándar de laboratorio (longitud x altura x 

profundidad, en centímetros: 30 x 18 x 15), provistas de fuentes de agua y comida 

únicas, en posiciones fijas, sin el agregado de elementos de estimulación 

adicionales (figura M.1B). 

 

3. Electrofisiología y acoplamiento celular 
 

a. Preparación de rebanadas de cerebro 
  

Los animales pertenecientes a los grupos experimentales EA10 y CE10 

fueron utilizados en el rango etario p31-p51, mientras que los pertenecientes a los 

grupos EA30 y CE30 se usaron en el rango p51-p80. Al concluir el periodo de 

exposición ambiental, los animales fueron rápidamente decapitados empleando 

una guillotina (Harvard Apparatus, Massachusetts, EEUU). El cerebro fue 

disecado de inmediato y sumergido en la solución de corte (SC) (composición en 

mM: NaCl 87, KCl 2.5, CaCl2 0.5, MgCl2 7, NaH2PO4 1.25, NaHCO3 26, glucosa 

25, sacarosa 50; osmolaridad: 305 mOsm), enfriada previamente por inmersión 

del recipiente en agua con hielo. A continuación se obtuvieron bloques coronales 

de cerebro de 2 mm de espesor, incluyendo la región motora (Figura M2), que 

fueron adheridos por su superficie caudal -utilizando pegamento a base de 

cianoacrilato-, a la platina de un vibrátomo (Vibratome® 1000 plus series, 

Technical Products International, EEUU). La cuba de corte fue inmediatamente 

llenada con SC fría y el seccionamiento de los bloques se produjo cortando en 

sentido dorso-ventral. Las rebanadas coronales obtenidas, de 250 µm de espesor, 

fueron recolectadas en una cámara de incubación con SC a temperatura 
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ambiente (TA: 20-24°C).Luego de un paso de incubación con sulforrodamina-101 

(SR-101, Sigma-Aldrich, #S7635) en la misma solución (1 µM; 20 min. a 32-

34°C)[68], [69], las rebanadas fueron incubadas en líquido cefalorraquídeo 

artificial (ACSF, por su sigla en inglés, artificial cerebrospinal fluid), de 

composición en mM: NaCl 125, KCl 2.5, CaCl2 2, MgCl2 1, NaH2PO4 1.25, 

NaHCO3 26, glucosa 11 (osmolaridad: 295 mOsm) por 10 minutos a 32-34°C. 

Antes de su utilización, las rebanadas permanecieron en esa misma solución por 

al menos 60 minutos a TA. Todas las soluciones fueron permanentemente 

burbujeadas con gas carbógeno (95% O2/5% CO2, pH 7.4). 

 

b. Registros electrofisiológicos y dye-coupling 
 

Las rebanadas fueron transferidas a la cámara de registro de un 

microscopio de platina fija diseñado para aplicaciones electrofisiológicas (DM-

LFS, Leica Microsystems), sujetas con un “arpa” (red de hilos de nylon pegados a 

un alambre de platino doblado en “U”) y continuamente bañadas con ACSF a TA 

burbujeado con carbógeno con un caudal aproximado de 2ml/min. Se analizaron 

las siguientes variables en las condiciones de perfusión, además de la condición 

basal descripta: 1). En los experimentos con potasio extracelular elevado (10 ó 20 

mM), la composición del ACSF fue modificada de manera isoosmótica, 

aumentándose la concentración de KCl en detrimento de la de NaCl. 2). En los 

experimentos con baño extracelular termostatizado (32 - 34 °C), el control de 

temperatura en la cámara de registro se llevó a cabo mediante un dispositivo de 

calentamiento eléctrico en línea, provisto de un microcontrolador electrónico. 3). 

El bloqueo farmacológico de las uniones gap se realizó agregando carbenoxolona 

(100 µM) al ACSF antes del experimento, e incubando durante al menos 30 

minutos en la cámara antes de tomar el registro. Los cambios agudos de solución 

en la cámara de registro se implementaron mediante un sistema de 

abastecimiento múltiple asistido por gravedad y una llave reguladora de paso en 

la entrada de la cámara. Las células fueron visualizadas en las láminas I y II/III de 

la corteza motora utilizando primero un objetivo de bajo aumento (PL 

FLUOTAR10X / AN: 0.3, Leica Microsystems, #11506505) para situarse en el 

área de interés (~100 y ~350 µm desde la superficie pial respectivamente) y 

posteriormente uno de inmersión en agua, de mayor aumento y larga distancia de  
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Figura M2. Áreas corticales utilizadas para los experimentos. (A) Esquemas de cortes coronales del cerebro 
de la rata indicando las áreas corticales utilizadas. (B) Histograma de frecuencias que muestra la cantidad de 
registros electrofisiológicos independientes en función de su ubicación de acuerdo al atlas del cerebro de la 
rata [123]. 

 

trabajo (HCX APO L63X / AN: 0.9 / WD: 2.2 mm, Leica Microsystems, #506148), 

para permitir una adecuada identificación del soma. Las imágenes obtenidas, ya 

sea mediante epifluorescencia o contraste por interferencia diferencial (CID) con 

luz infrarroja, fueron digitalizadas empleando una cámara CCD monocromática de 

1.45 megapíxeles (DFC-360FX, Leica Microsystems, Suiza) y observadas en 

tiempo real en el monitor de una computadora empleando el programa Leica 

Application Suite (LAS, V 3.3.0, Leica Microsystems, Suiza). Se obtuvieron 

registros somáticos en modo de fijación de voltaje y configuración whole-cell de 

astrocitos identificados visualmente en base a su marcación con SR-101 y a su 

morfología distintiva. Esta se caracteriza por un cuerpo celular de forma ovoide o 

irregular relativamente pequeño (diámetro aproximado de 10 µm), del cual se 

originan pocos procesos, claramente distinguibles tanto por microscopía de CID 

como por su contenido de SR-101, colorante fluorescente incorporado 

selectivamente por células gliales [68]. También se obtuvieron registros de 

neuronas (láminas II-III), las cuales fueron identificadas en base a su mayor 
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tamaño y ausencia de marcación con SR-101. Los registros se obtuvieron 

utilizando un amplificador para patch-clamp (EPC-8, HEKA Elektronik, Lambrecht, 

Alemania) conectado a una computadora por medio de un convertidor AD/DA 

(InstruTECH LIH 8+8, HEKA Elektronik, Lambrecht, Alemania). Tanto los 

protocolos de estimulación usados para la generación de pulsos de voltaje y 

corriente, como los de adquisición de datos, fueron configurados empleando el 

programa Patchmaster (PatchMaster® v2x32, HEKA Elektronik, Lambrecht, 

Alemania). Las pipetas de registro fueron fabricadas a partir de capilares de 

borosilicato (1.5/0.84 mm de diámetro externo/interno, World Precision 

Instruments, Florida, EEUU) empleando un estirador de pipetas horizontal 

controlado por microprocesador (P-97, Sutter Instrument Co., EEUU). La 

resistencia de las pipetas, medida en el baño (Rp), se encontró en el rango de los 

4-6 MΩ cuando fueron llenadas con una solución intracelular de la siguiente 

composición (en mM): gluconato de potasio 130, MgCl2 1, Na2ATP, HEPES 20, 

EGTA 10, pH: 7.3 ajustado con KOH)[90]. Alícuotas congeladas conteniendo 

Lucifer Yellow (LY, 1mg/ml, Invitrogen-TFS, #L453) fueron descongeladas y 

filtradas utilizando filtros de jeringa descartables (Whatman Puradisc®, GE-

Healthcare, #6786-0402, Buckinghamshire, Reino Unido) antes de su utilización. 

Las pipetas fueron llenadas empleando Microloader® tips (Eppendorf, Hamburgo, 

Alemania) y sujetas al soporte del preamplificador, contactando un electrodo de 

plata clorurado. Un electrodo de referencia de Ag/AgCl (EP2, World Precision 

Instruments, Florida, EEUU) fue sumergido en el baño de la cámara de registro y 

la diferencia de voltaje fue compensada utilizando el circuito dedicado presente en 

el amplificador. Durante la formación del sello (de hasta 5 Giga Ohm), y hasta la 

culminación del registro, se realizó un monitoreo en línea de los valores de Rp, 

resistencia del sello (Rs) y resistencia total de entrada celular (RT), aplicando 

pulsos de voltaje (duración: 5 ms; amplitud: 2 mV), mediante la función Test 

Pulse. De acuerdo con Lindau y Neher 1988 [124], las corrientes capacitivas de 

membrana no fueron compensadas. Sin embargo, para prevenir la saturación del 

amplificador, 5pF de la capacitancia rápida de la pipeta fueron neutralizados de 

manera rutinaria [125]. Los errores de voltaje debidos a la Ra en serie no fueron 

compensados, ya que el efecto compensatorio ha probado ser infructuoso en 

astrocitos presentando valores bajos de Rm como los reportados en esta tesis [77] 

y para los experimentos de dye coupling realizados no resulta esencial la 
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compensación. Se registró un solo astrocito por rebanada y se implementó un 

tiempo de difusión de colorante de 10 minutos. Se utilizaron para el análisis sólo 

los registros que mostraron valores iniciales de potencial de membrana (Vm) ≤ -75 

mV y de RT ≤ 25 MΩ. La caracterización de las propiedades eléctricas de 

membrana fue llevada a cabo inmediatamente luego de la ruptura del sello (t0) y 

reiterada en dos oportunidades cada cinco minutos. En los experimentos de 

cambio agudo de solución en la cámara de registro, la caracterización se repitió 

cada un minuto. Los registros que mostraron cambios de Ra ≥ 20%, o de Vm ≥ 3 

mV, fueron excluidos. En los experimentos con LY, la pipeta fue removida 

cuidadosamente, y las rebanadas fueron fijadas con paraformaldehido (PFA) al 

4% en buffer fosfato (PB, por su sigla en inglés, phosphate buffer) 0.1 M, pH 7.4, 

durante aproximadamente ~12 h en heladera. Luego de 4 lavados de 20 min con 

buffer fosfato salino (PBS, por su sigla en inglés, phosphate buffered saline) 0.02 

M en heladera, las rebanadas fueron retransferidas al microscopio para la captura 

de imágenes. Para evitar la contaminación de las rodajas frescas con PFA, la 

documentación fue llevada a cabo utilizando una cámara de inmersión y 

accesorios de uso dedicado. 

 

c. Procesamiento y análisis de los registros electrofisiológicos 
 

El voltaje de membrana (Vm) fue obtenido directamente de la lectura del 

amplificador en el modo zero current. Para caracterizar los perfiles de corriente 

versus voltaje, se obtuvieron registros de corriente en respuesta a un protocolo de 

pulsos de voltaje de -160 hasta +40 mV, con incrementos de 15 mV y duración de 

50 ms, desde un potencial de partida de -85 mV. Las corrientes evocadas fueron 

filtradas con un filtro analógico (5 kHz, filtro Bessel de orden 7), digitalizadas 

(frecuencia de muestreo: 100 kHz / resolución: 16-bit) y almacenadas en una 

computadora. La obtención de gráficos I-V en tiempo real contribuyó de manera 

rutinaria con la identificación de las células registradas. La determinación de los 

parámetros eléctricos pasivos de membrana se realizó a partir de la respuesta 

promedio a diez escalones de voltaje de 10 mV de amplitud y 50 ms de duración a 

una frecuencia de 1Hz. Las corrientes evocadas fueron filtradas con un filtro pasa 

bajos (10 kHz) antes de su digitalización (200 kHz / 16-bit). La corriente transitoria 

capacitiva fue modelada con una función mono-exponencial decreciente, entre 
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t150s (al fin de la corriente capacitiva rápida) y t15ms, utilizando el programa IGOR 

Pro (v6.1.2.0, WaveMetrics, Oregon, EEUU). De esta curva ajustada se 

obtuvieron los siguientes parámetros: la corriente instantánea, por extrapolación al 

momento de la aplicación del escalón de voltaje (I0), la corriente en el estado 

estacionario (Iss) y la constante de tiempo (τ). Luego, se calcularon los valores de 

Ra, Rm y capacitancia celular (Cm), según Ra = ∆V / I0, Rm = RT - Ra, donde RT = ∆V 

/ Iss, y Cm = τ / [Rm x Ra / Rm + Ra]. Los registros para el cálculo de Rs (Rs = ∆V / 

Iss) fueron obtenidos con antelación a la ruptura del sello. Todos los cálculos 

fueron automatizados utilizando el programa IGOR Pro. Cada escalón de voltaje 

evocó una corriente transitoria con dos componentes simétricos, presentes tanto 

al comienzo, como al final del salto de voltaje. Los parámetros fueron estimados 

utilizando ambas curvas y luego se trabajó con su promedio.  

 

4. Inmunohistoquímica 
 

Los animales destinados a inmunomarcación fueron sometidos a un 

procedimiento de perfusión trans-cardíaca según lo previamente descripto [122].  

La anestesia se inició mediante una inyección intraperitoneal de tiopental sódico 

(70mg/kg) y la cavidad torácica fue rápidamente abierta, exponiendo el corazón. 

Para prevenir la coagulación sanguínea, una dosis de heparina fue inyectada en 

el corazón (0.2 ml, 1000U) y un minuto más tarde, una cánula fue insertada en la 

aorta ascendente a través del ventrículo izquierdo. Los animales fueron 

perfundidos con ~150 ml de solución salina y luego con ~300 ml de solución 

fijadora (PFA al 4% en PB, pH: 7.4) a TA. Posteriormente se removió el cerebro, 

se post-fijó por inmersión durante toda la noche en la misma solución (heladera) y 

luego de lavados en PBS (2 de 4 h y 1 de 12 h en heladera), se criopreservó por 

inmersión secuencial en soluciones de sacarosa al 15 y 30%. El tejido fue 

congelado por inmersión en isopentano líquido enfriado con hielo seco y 

almacenado en un congelador a -20°C. Se generó una colección de cortes 

coronales de 40 µm de espesor abarcando la corteza motora en un criostato 

(Minitome Plus, International Equipment Company, EEUU), que se almacenó a -

20°C en medio crioprotector-anticongelante (composición: 300ml etilenglicol + 300 

ml glicerol + 400 ml PB). En los experimentos de inmunomarcación post-registro, 

las rebanadas fueron fijadas mediante inmersión en solución fijadora (4 h en 
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heladera) y luego de 4 lavados de 15 min en PBS en heladera, permanecieron en 

PBS hasta el día siguiente (~12 h en heladera). 

Entre una y dos secciones de tejido fueron elegidas al azar y sometidas 

a un procedimiento de inmunomarcación en corte flotante [122]. En todos los 

casos, la tinción de fondo fue minimizada incubando en una solución de albúmina 

de suero bovino (BSA, por su sigla en inglés, bovine serum albumin, Sigma-

Aldrich, #A9647) al 5% en PBS, durante 40 min. a TA. A continuación, las 

secciones fueron incubadas con agitación por 48h a 8°C en presencia del 

anticuerpo primario correspondiente (Tabla M1), en una solución de BSA al 0.5% 

y azida sódica al 0.02% en PBS-Tx (Tritón x-100 al 1% y gelatina 0.2%, en PBS). 

Luego de 4 lavados de 10 min. en PBS-Tx a TA, las secciones fueron incubadas 

con el correspondiente anticuerpo secundario (Tabla M1), en PBS-Tx a TA. Los 

tiempos de incubación fueron de 4 h en el caso de los anticuerpos conjugados 

con fluorocromo, y de 2 h para los biotinilados. La marcación fluorescente de 

anticuerpos secundarios biotinilados se llevó a cabo agregando un paso de 

incubación con Streptavidina-Cy3 (Invitrogen-TFS, #SA1010; 1:400 en PBS-Tx, 

2h, a TA). Luego de dos periodos de 10 min. en PBS  y uno de 10 min. en PB a 

TA, las secciones marcadas con fluorescencia fueron montadas sobre 

portaobjetos utilizando un medio de montaje acuoso (Mowiol® 4-88, Calbiochem, 

#475904) y almacenadas en heladera. Para la inmunodetección del marcador 

neuronal NeuN se usó un anticuerpo secundario acoplado a peroxidasa. La 

actividad de la peroxidasa endógena se redujo mediante la exposición a una 

solución con 0.1% de H2O2 en etanol:PB:agua2:1:2 por 30 min. a TA. Se incubó 

en una solución conteniendo el complejo Extravidine®-Peroxidase (Sigma-Aldrich, 

#E2886, 1:400 en PBS, 2h a TA). A continuación, la actividad de la peroxidasa fue 

inducida en presencia de H2O2 utilizando 3.3’-diaminobencidina tetrahidrocloruro 

(Sigma-Aldrich, #D5637) como cromógeno. Las secciones fueron deshidratadas 

en etanol de graduación ascendente, aclaradas en xileno, y montadas utilizando 

medio de montaje anhidro. En los experimentos de inmunomarcación post-registro 

se incubó el anticuerpo primario (anti-GFAP) durante 24 h en heladera. Las 

rebanadas fueron montadas luego de 2 lavados de 10 min. en PBS-Tx y otros 2 

lavados de 10 min. en PBS.  
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EPITOPE CONJUGADO ESPECIE PROVEEDOR #CATALOGO DILUCIÓN 
AQP4 - Cabra SCBT sc-9888 1:500 
Cx43 - Conejo Invitrogen-TFS 71-0700 1:250 
Cx30 - Conejo Invitrogen-TFS 71-2200 1:1000 
GLT1 - Conejo SCBT sc-15317 1:500 
GFAP Cy3 Ratón Sigma-Aldrich C9205 1:1000 
GFAP - Ratón BioGenex MU020-UC 1:5000 
NeuN - Ratón Merck-Millipore MAB377 1:1000 
SYP - Conejo SCBT sc-9116 1:500 
S100β  Ratón Sigma-Aldrich S2532 1:1000 
Goat-IgG Biotina Conejo Sigma-Aldrich B7024 1:200 
Mouse-IgG Biotina Cabra Sigma-Aldrich B6649 1:200 
Mouse-IgG AF1 488 Conejo Invitrogen-TFS A11059 1:1000 
Rabbit-IgG AF1 555 Cabra Invitrogen-TFS A21428 1:1000 
Rabbit-IgG AF1 635 Cabra Invitrogen-TFS A31577 1:1000 

1Alexa Fluor® 
 
Tabla M1. Lista de anticuerpos. AQP4: acuaporina 4; Cx43: conexina43; Cx30: conexina30; Glt-1 (Eaat2): 
transportador de aminoácidos excitatorios tipo 2; GFAP: proteína glial fibrilar ácida; NeuN: marcador 
nuclear neuronal; Syp: sinaptofisina; S100β: proteína de unión a calcio de la familia S100, variante β.  

 

5. Imágenes 
 

a. Adquisición 
 

La adquisición de imágenes se llevó a cabo en el mismo microscopio 

en el que se realizaron los experimentos de electrofisiología (ver sección 3.b. 

Registros electrofisiológicos y dye-coupling), que contaba con un sistema de 

epifluorescencia con lámpara de mercurio, y filtros apropiados para la 

visualización de los marcadores fluorescentes utilizados. Las imágenes fueron 

adquiridas utilizando la cámara mencionada anteriormente, bajo el control del 

programa LAS (V 3.3.0, Leica Microsystems, Suiza). La selección del área a 

fotografiar fue llevada a cabo con la ayuda de una retícula, empleando un objetivo 

de bajo aumento (N PLAN 5X / AN: 0.12, Leica Microsystems, #11506302). Se 

seleccionaron cuatro campos por corte, comenzando a 2 mm de la línea media, 

cada 500 µm en dirección lateral. En cada ubicación, las imágenes fueron 

obtenidas a 100 y/o 350 µm respecto de la piamadre, asegurándose que el campo 

abarcase la lámina I y parte de las láminas II-III, respectivamente. La correcta 

localización laminar se confirmó en cortes comparables marcados con el 

marcador neuronal NeuN, en los que se apreció la extensión de la lámina I, 
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caracterizada por una muy baja densidad de neuronas, hasta 200 µm 

aproximadamente desde la piamadre, en contraste con las láminas II-III, en las 

que se apreció una mayor densidad de neuronas. En las áreas de interés, se 

obtuvieron imágenes de 322 x 241 µm empleando un objetivo de 40X (N PLAN, 

AN: 0.65, Leica Microsystems, #506097). En los preparados destinados al conteo 

de neuronas y astrocitos, las secciones marcadas para NeuN (histoquímica) y 

S100β (fluorescencia), fueron fotografiadas en toda su profundidad empezando 

desde el primer plano focal cada 2 µm, modificando manualmente la posición en 

el eje z con el control micrométrico del microscopio. En los experimentos de dye-

coupling, la adquisición de imágenes se realizó con un objetivo de inmersión en 

agua (HCX APO L 20X / AN: 0.5 / WD: 3.5 mm, Leica Microsystems, #15506147), 

cada 5 µm. Los parámetros de captura (tiempo de exposición, ganancia, ajuste de 

gamma) fueron establecidos para cada marcador o colorante de modo de 

maximizar el rango dinámico en base a un histograma de intensidades de 

referencia, e implementados de igual manera para los distintos grupos 

experimentales. Por otra parte, el estudio de la asociación entre las células 

acopladas y los astrocitos marcados con GFAP fue desarrollado sobre pilas de 

imágenes de 1024 x 1024 pixeles obtenidas cada 1 m con un microscopio 

confocal de escaneo laser (BX61, Olympus y software FluoView 300) en el 

servicio de microscopía confocal del Departamento de Fisiología, Biología 

Molecular y Celular (FCEN-UBA). Se usó un objetivo 40x de inmersión en aceite 

(UplanApo, AN:1, Olympus). La excitación de LY y Cy3 se llevó a cabo utilizando 

fuentes láser de Argón (λ = 488 nm) y Helio-Neón (λ = 543 nm) respectivamente. 

Para minimizar la interferencia por excitación cruzada, la adquisición de imágenes 

fue realizada en modo secuencial. Todas las imágenes fueron guardadas en 

formato TIFF para su posterior análisis.  

b. Procesamiento 

Todo el procesamiento se llevó a cabo utilizando el programa ImageJ 

[126] (v1.50b). A las imágenes de inmunofluorescencia, se les sustrajo la 

fluorescencia de fondo, calculada como el valor de intensidad promedio de la 

imagen de una sección control inmunorevelada sin anticuerpo primario. También 

se corrigieron las inhomogeneidades sistemáticas del campo. Para esto, se 
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generó una imagen a partir de una muestra uniforme (dispersión de una gota de 

solución del colorante Rodamina-B; Sigma-Aldrich, #R-9131) sobre un 

cubreobjetos. Esta imagen patrón fue dividida por su valor de intensidad 

promedio, generando una matriz de coeficientes en torno a la unidad, que fue 

multiplicada por cada imagen experimental [127]. En el caso de las marcaciones 

de acuaporina-4, a cada imagen resultante se le restó un duplicado suavizado 

(Gaussian Blur con sigma=2), para homogenizar las variaciones de intensidad no 

sistemáticas del fondo, que dificultaban el establecimiento de un umbral global 

durante el análisis [128]. 

c. Análisis 

Todos los análisis se realizaron utilizando el programa ImageJ [126] 

(v1.50b). En el caso de las imágenes que presentaron una inmunomarcación de 

tipo puntillado o granular (Cx43, Cx30, SYP, y Glt-1) el análisis fue realizado 

sobre uno de los cuatro campos fotografiados en cada corte, siguiendo un criterio 

de selección aleatorio. La cuantificación se realizó en tres áreas de muestreo 

circulares (100 pixeles de diámetro), distribuidas aleatoriamente dentro de una 

región de interés rectangular de 322 x 130 µm centrada verticalmente con 

respecto a la imagen, y omitiendo la inclusión de marca asociada a vasos 

sanguíneos, o zonas desprovistas de marca asociadas a la presencia de somas 

neuronales (ver Figura M.3 y Figura I.4 en Resultados). Las imágenes de cada 

área de muestreo fueron binarizadas empleando un umbral global determinado 

mediante el algoritmo Moments, se midió el porcentaje de pixels sobre el valor 

umbral, y los valores de las tres áreas fueron promediados. En el caso de la 

marcación de acuaporina-4, las imágenes fueron binarizadas empleando un 

umbral global basado en el histograma (función Auto-Threshold). La cuantificación 

del porcentaje de área marcada se realizó sobre una región de interés rectangular 

como la mencionada anteriormente (Figura M3C1) y se promediaron los valores 

obtenidos de cuatro posiciones de muestreo (ver sección 5.a: Adquisición). Para 

contabilizar células marcadas con NeuN o S100β, las células visualizadas fueron 

marcadas manualmente mediante la función Multi-point tool dentro de los límites 

impuestos por una sonda de conteo, ubicada en el centro de la imagen (plugin: 

Sampling Window, Jiri Janacek, 2012), con dimensiones 150 x 150 µm y 250 x  
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Figura M.3. Cuantificación de inmunomarcaciones. (A) Imagen de una inmunomarcación representativa de 
tipo puntillado o granular (Cx43), en la corteza motora de la rata (Lámina I). Nótese la banda rectangular 
delimitando el área destinada a la cuantificación, dentro de la cual se localizan tres áreas de muestreo 
aleatorio representativas (círculos amarillos, 100 pixeles de diámetro). (B) Magnificación de las tres áreas 
de muestreo indicadas en A. La primera columna muestra las imágenes en escala de grises (8-bits), mientras 
que la segunda muestra las imágenes binarias obtenidas luego de la determinación del umbral. (C) Imagen 
de la marca de AQP-4. Se muestra una imagen de bajo aumento (C1) indicando la región de interés para la 
cuantificación y un recuadro cuya ampliación se muestra antes (C2) y después (C3) del procesamiento. La 
línea interrumpida delimita la piamadre (A). Barras de escala: 20µm (A, C); 5µm (B).  

 

200 µm para NeuN y S100β, respectivamente. Los resultados fueron expresados 

como número de células marcadas por unidad de área. Para el estudio 

morfométrico de las redes de astrocitos marcadas por transferencia de colorante 

las células acopladas fueron visualizadas, seleccionadas manualmente utilizando 

la función Multi-point tool, y contabilizadas como número de células acopladas. Se 

delimitó el área proyectada de cada red con el comando Polygon selections, así 

como la máxima distancia entre células en los ejes paralelo (eje x) y perpendicular 

(eje y) a la superficie pial, utilizando el comando Straight line selection. La 

extensión de cada red en la profundidad de la rebanada (eje z) se calculó como el 

número de fotografías x 5 µm x 1.36; en donde 5 µm corresponde a la distancia 

nominal entre planos y 1.36 es el índice de refracción de la corteza cerebral de la 



38 
 

rata [129]. Además, se calcularon los valores de densidad celular proyectada en 

un plano como densidad 2D = # células acopladas / área, y de densidad celular 

tridimensional como densidad 3D = # células acopladas / área x eje z (ver Figura 

I.3A). Para evaluar la asociación entre las células llenadas con lucifer yellow y los 

procesos marcados con GFAP se calculó la proporción de células acopladas (LY+) 

que expresaban o no GFAP (LY+/GFAP+ y LY+/GFAP-). Se consideró a una célula 

LY+ como GFAP+ si el soma estaba delimitado por procesos GFAP+. 

6. Estadística  

Las comparaciones estadísticas se realizaron utilizando el programa 

InfoStat (Facultad de Ciencias Agropecuarias, Universidad Nacional de Córdoba, 

Argentina) y Prism (versión 5.01, Grahpad Software, California, Estados Unidos). 

Los supuestos de distribución normal e igualdad de varianzas entre tratamientos 

fueron puestos a prueba utilizando las pruebas de Shapiro-Wilks (modificado) y 

Levene, respectivamente. En los casos de distribución normal se implementó la 

prueba t de Student a dos colas para dos muestras, con o sin corrección de Welch 

por falta de homocedasticidad, según correspondiere, o análisis de la varianza 

(ANOVA) de dos factores, para evaluar efectos del enriquecimiento ambiental en 

diferentes láminas de la corteza. En caso de rechazarse la hipótesis nula de 

normalidad, se implementaron métodos no paramétricos (prueba U de Mann-

Whitney). A su vez, en la situación de rechazo de la hipótesis nula de 

homocedasticidad, y al no poder aplicarse la corrección de Welch, se aplicó una 

transformación de variable logarítmica de base 10 [130]. A menos que se 

especifique lo contrario, los resultados obtenidos se encuentran expresados como 

valor promedio ± su error estándar. El número de réplicas (N) en los experimentos 

de marcación inmunohistoquímica se refiere al número de animales dentro de 

cada tratamiento, mientras que en los experimentos de electrofisiología y dye-

coupling, hace referencia al número de registros o redes. En todos los casos, las 

diferencias significativas fueron establecidas con un valor de probabilidad α ≤ 0.05 

(*); también se indicaron los valores de α ≤ 0.01 (**) y  α ≤ 0.001 (***).  
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RESULTADOS 
 

CAPITULO I 
 

Caracterización de los astrocitos en las láminas I y II-III de la corteza motora 

de la rata. 

 

Uno de los objetivos de esta Tesis fue evaluar el impacto del 

enriquecimiento ambiental sobre la configuración de las redes astrogliales de la 

corteza motora de la rata. Teniendo en cuenta que la estructura y función de estas 

redes pueden estar limitadas por la citoarquitectura laminar de la corteza, se 

implementó un análisis segregado entre las láminas I y II-III. En primer lugar, fue 

necesario caracterizar posibles diferencias en la capacidad de los astrocitos de 

estas láminas para formar redes astrogliales. Para esto, se realizaron 

experimentos de dye-coupling, en astrocitos corticales identificados 

electrofisiológicamente en rebanadas de cerebro, y análisis de la distribución de 

las conexinas que median la formación de redes astrogliales, mediante 

inmunohistoquímica en secciones de tejido fijadas.  

 

1. Identificación electrofisiológica de los astrocitos de la corteza motora 
 

Como se mencionó en la introducción, las propiedades 

electrofisiológicas astrogliales, estudiadas  mediante registros de astrocitos en 

rebanadas frescas de cerebro, se caracterizan por voltajes de membrana (Vm) 

marcadamente hiperpolarizados en relación al Vm neuronal, predominio de un 

fenotipo electrofisiológico lineal, así como por una muy baja resistencia de 

membrana (Rm) [67], [69], [96]. Considerando que en nuestros experimentos la 

edad de los animales utilizados fue al menos de 35 días de edad, la obtención de 

un fenotipo electrofisiológico maduro con las características mencionadas fue 

utilizada como herramienta para confirmar la identidad de las células registradas. 

Se ha reportado previamente que los astrocitos de la lámina I presentan mayor 

frecuencia de elevaciones transitorias espontáneas del calcio intracelular que los 

de las láminas II-III, sin embargo, no se ha abordado una caracterización 

diferencial en cuanto a sus propiedades eléctricas [112]. Con el fin de evaluar una 
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posible diversidad laminar en las propiedades eléctricas de los astrocitos de la 

corteza motora de la rata, se obtuvieron registros de astrocitos, identificados en 

base a su marcación con el marcador sulforhodamina-101 [68] en las láminas I y 

II-III, en rodajas agudas de cerebro de animales de 35 a 42 días de edad. Las 

células registradas mostraron una morfología caracterizada por un cuerpo celular 

ovoide, o irregular, de menos de 10 µm de diámetro, del cual por lo general se 

apreciaba la naciente de algún proceso primario (ver Figura I.1A) y/o incluso 

alguno con clara proyección vascular. Los registros de la lámina I se obtuvieron a 

una distancia promedio de 95 ± 6 µm (N=14), mientras que los de las láminas II-III 

se obtuvieron a 387 ± 11 µm (N=23) con respecto a la piamadre. Los astrocitos 

registrados presentaron un Vm hiperpolarizado en torno a los -80 mV, valores de 

Rm muy bajos en torno a los 2 MΩ, y mostraron un perfil lineal de corrientes 

evocadas por un protocolo de estimulación con pulsos de voltaje escalonados, sin 

evidencia de conductancias dependientes de voltaje o tiempo (Figura I.1B y Tabla 

I.1). No se detectaron diferencias estadísticamente significativas en los valores de 

Vm, Rm, y Cm, entre las láminas I y II-III (Tabla I.1). En contraste con los registros 

astrogliales, los registros de neuronas identificadas por el tamaño de su soma en 

lámina II-III mostraron un Vm relativamente más despolarizado, así como valores 

de Rm decenas de veces mayor que la astrocítica (ver Tabla I.1). A su vez, las 

corrientes evocadas por pulsos de voltaje despolarizantes evidenciaron la 

presencia de componentes dependientes de voltaje y tiempo, con cinética típica 

de las corrientes de acción (Figura I.1C). Los resultados obtenidos permitieron 

definir a los astrocitos de láminas I y II-III de la corteza motora de la rata como 

una población celular con propiedades electrofisiológicas homogéneas, 

caracterizadas por un potencial de membrana hiperpolarizado en relación al de 

las neuronas circundantes, valores de resistencia de membrana bajos, y una 

aparente ausencia de conductancias dependientes de voltaje o tiempo. Estos 

resultados se encuentran en línea con la homogeneidad electrofisiológica 

descripta en la población astroglial de la corteza frontal de ratones jóvenes 

utilizando la misma técnica de registro [131] y con informes de registros 

electrofisiológicos obtenidos in vivo en la corteza somatosensorial de la rata, que 

muestran valores comparables de Vm entre astrocitos superficiales (láminas I-IV) y 

profundos (láminas V-VI) [132]. 



41 
 

Asimismo, el fenotipo electrofisiológico pasivo mostrado por los 

astrocitos registrados se encuentra en línea con lo reportado para astrocitos de 

los barriles de la corteza somatosensorial [96], o del hipocampo [60], [67], [69].  

La determinación de los parámetros electrofisiológicos de membrana 

resultó de utilidad a los fines de la identificación de los astrocitos in situ, así como  
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Figura I.1 (página anterior). Propiedades eléctricas de membrana de astrocitos y neuronas en la corteza 
motora. (A) Identificación de un astrocito cortical en base a su marcación con SR-101 (A1-2), y detalle de su 
morfología bajo microscopía de contraste por interferencia diferencial (A3). Las imágenes en (A4-6) 
representan los mismos campos, una vez transcurridos los 10 minutos de registro con una pipeta cargada 
de lucifer yellow, LY. Nótese la presencia de cuerpos celulares marcados con LY entorno a la célula 
registrada, indicando la existencia de acoplamiento intercelular (cabezas de flecha, A4). Barra de escala: 10 
µm. (B)Registro electrofisiológico en modo de fijación de voltaje y configuración whole-cell del astrocito 
mostrado en A luego de la aplicación de un protocolo de voltajes escalonados de -160 a +40 mV partiendo 
de un voltaje de -85mV, (B1). Registros obtenidos mostrando corrientes simétricas de gran amplitud (B2). La 
grafica I-V muestra un perfil lineal (B3), indicando una aparente ausencia de conductancias dependientes de 
voltaje o tiempo. La marca en B2 indica el origen de los datos utilizados en B3. Barras de escala, horizontal: 
10 ms (B1-2), vertical: 20 mV (B1), 2 nA (B2). (C) Registros representativos de la corriente de membrana 
evocada en una neurona cortical de las láminas II-III llenada con LY y expuesta a un protocolo de pulsos de 
voltaje (-150 a +50 mV, voltaje de partida -75 mV) (C1). Nótese la presencia de componentes transitorios 
con cinética rápida  y dependencia de voltaje (C2, flechas), así como una mayor amplitud relativa de las 
corrientes salientes (C2), que se hace evidente en la gráfica I-V (C3). Barra de escala en C1: 50 µm. La marca 
en C2 indica el origen de los datos utilizados en C3. Barras de escala en C2, horizontal: 10 ms; vertical: 2 nA; 
inset, vertical: 20 mV.  

 

para la constatación de la buena calidad del acceso celular durante la sesión de 

registro, mediante el monitoreo de los valores de Ra y, por ende, del correcto 

llenado celular en los experimentos de acoplamiento intercelular. 

 

Tipo celular Lamina Vm (mV) Rm (MΩ) Cm (pF) Ra (MΩ) N 

Astrocito I -81.8 ± 0.7 1.65 ± 0.16 505.01 ± 52.58 10.71 ± 0.54 14 

Astrocito II-III -80.8 ± 0.4 1.35 ± 0.15 565.08 ± 59.53 11.95 ± 0.72 23 

Neurona II-III -60.3 ± 7.7 110.59±4.26 39.26 ± 2.18 41.34 ± 1.23 3 

 
Tabla I.1. Propiedades eléctricas de membrana de astrocitos y neuronas en las láminas I y II-III de la corteza 
motora de la rata. Valores expresados como promedio ± su error estándar. La prueba U de Mann-Whitney 
no mostró diferencias significativas entre las propiedades astrogliales de láminas I y II-III: Vm, P=0.0912; Rm, 
P=0.0780; Cm, P=0.6566; Ra, P=0.4010; N representa el número de células registradas. 
 
 

2. Redes de acoplamiento astrogliales en las láminas I y II-III 
 

Para evaluar si existían diferencias interlaminares en la configuración 

de las redes de acoplamiento astroglial en las láminas superiores de la corteza 

motora de la rata, se llevó a cabo un estudio comparativo de la estructura de las 

redes de acoplamiento in situ, mediante experimentos de dye-coupling en 

rebanadas frescas de cerebro. Para esto, se administró el marcador fluorescente 

lucifer yellow (LY) vía la pipeta de registro electrofisiológico durante 10 minutos en 

astrocitos individuales y posteriormente se evaluó su difusión hacia las células 
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vecinas en las rodajas fijadas luego del registro. La totalidad de los astrocitos 

analizados mostró alto grado de acoplamiento, documentándose la presencia del 

colorante en decenas de células vecinas al astrocito registrado (Figuras I.1A4, y 

I.2A1). Con el objetivo de analizar la naturaleza de las células acopladas, una 

muestra de las rebanadas con redes marcadas en la lámina I (n=2) fue sometida a 

un procedimiento de inmunomarcación dirigido contra el marcador astroglial 

GFAP y se evaluó el grado de asociación entre esta marca y el lucifer yellow 

presente en las células acopladas. En las redes de células estudiadas, el 96% 

(133/139) de los cuerpos celulares marcados con lucifer yellow se encontraba 

claramente asociado a procesos celulares inmunoreactivos para GFAP, 

constatándose la naturaleza astroglial de casi la totalidad de las células acopladas 

(Figura I.2A2-5). La fracción de las células acopladas que no expresó GFAP fue 

mínima (Figura I.2A5), indicando que la composición de las redes de acoplamiento 

fue en gran mayoría astroglial. Para confirmar que el acoplamiento se encontraba 

mediado por uniones gap, se realizaron experimentos en presencia del 

bloqueante carbenoxolona (CBX). Este derivado del ácido glicirretínico ha 

probado ser un potente bloqueante de uniones gap astrogliales tanto en cultivos 

celulares (20 µM) como en rebanadas frescas de cerebro (100-150 µM), 

ejerciendo su efecto a los pocos minutos de ser aplicado [133]. Si bien se han 

reportado efectos sobre otros blancos en este rango de concentraciones, como 

por ejemplo el bloqueo de canales de calcio dependientes de voltaje [134], o de 

receptores purinérgicos [135], la aplicación de esta droga constituye una 

metodología válida para el estudio de la participación de las uniones gap en la 

difusión intercelular de marcadores de acoplamiento en experimentos de dye-

coupling [72], [96], [136], [137]. 

En nuestros ensayos, la preincubación de las rodajas con CBX 100 µM 

por al menos 30 minutos antes del registro redujo a cero la incidencia del 

acoplamiento, permaneciendo el colorante exclusivamente dentro de la célula 

registrada (Figura I.2B). En estos experimentos, la retención del colorante permitió 

distinguir la marcación intensa del cuerpo celular y de los procesos primarios, así 

como una marcación de los procesos más finos que dan el aspecto 

“espongiforme” característico de los astrocitos protoplasmáticos [56], [57].  
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Figura I.2. Identificación de las células acopladas mediante uniones gap. (A) Visualización de LY (A1), GFAP 
(A2) y su superposición (A3) en una red representativa de astrocitos acoplados en la corteza motora (lámina 
I). (A4) Magnificación de la zona demarcada en A3, en la que se indica la presencia de células acopladas 
asociadas a procesos GFAP+ (A4, flechas), y de una que no lo está (A4, cabeza de flecha). (A5) Cuantificación 
del porcentaje de células acopladas expresando GFAP (n=2 rebanadas, 2 animales). (B) La pre-incubación de 
rebanadas en presencia del bloqueante de uniones gap carbenoxolona (CBX, 100 µM, 30 minutos) inhibió la 
difusión de LY hacia los astrocitos vecinos durante el registro (N=4). Barra de escala: 50 µm. La línea 
interrumpida delimita la piamadre (A1-3, B). 

 

Estos resultados indicaron que la difusión de lucifer yelow en las redes de células 

acopladas se encontraba mediada por uniones gap.  

El análisis interlaminar de la estructura de las redes mostró que el 

número de células acopladas en la lámina I fue casi el doble que en la lámina II-III 

(Figura I.3A-B1), mientras que el área de acoplamiento fue de aproximadamente 

un 40 % menor en las láminas II-III comparando con la lámina I (Figura I.3A-B2). 

El hecho de que la reducción en el área de acoplamiento haya sido menor que la 

del número de células acopladas sugirió la existencia de una diferencia en la 

densidad de empaquetamiento celular en las redes de estas láminas. Calculando 

el cociente entre el número de células acopladas y el área se obtuvo un valor de 

densidad celular promedio un 32% mayor en la lámina I con respecto a las 

láminas II-III (Figura I.3B3). Para evaluar si la diferencia interlaminar en la 

densidad celular observada en las redes reflejaba una densidad astrocítica 
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diferencial en las láminas I y II-III, se analizó la densidad de células 

inmunoreactivas para la proteína astroglial S100β en ratas de 51 días de edad. La 

densidad de células S100β+ arrojó un valor promedio en la lámina I casi un 74% 

mayor que en las láminas II-III (424 ± 29 cel/mm2, n=9 y 244 ± 18 cel/mm2, n=9, 

respectivamente). Esta diferencia fue estadísticamente significativa (prueba t de 

Student a dos colas: P<0.001), sugiriendo que la diferencia observada en la 

densidad celular de las redes de células acopladas podría reflejar parcialmente 

una diferencia intrínseca en la densidad astroglial interlaminar.  

En la corteza cerebral gran parte de las aferencias y eferencias tienen 

una disposición paralela o perpendicular a la superficie cortical [138], [139]. 

Además, los circuitos corticales presentan una organización anatómica y/o 

funcional columnar [140], [141]. Dado que la morfología de las redes gliales puede 

encontrarse limitada por la estructura de los circuitos locales [95], [96], [142], 

[143], nos propusimos evaluar si la morfología de las redes reflejaba la estructura 

cortical. Para esto, se midió la extensión máxima de las redes astrocíticas en las 

direcciones paralela (Eje X) y perpendicular (Eje Y) a la superficie pial (Figura 

I.3A2-3) y se calculó un índice de circularidad “r”, definido como el cociente entre 

las variables Eje X y Eje Y [96], [131], [142]. Las redes que mostraron un 

coeficiente r menor o igual que 1.1 y mayor o igual a 0.91 fueron consideradas 

circulares [142] en cuanto a su proyección en el plano coronal. Las redes 

circulares representaron el 43% (6/14) y 35% (8/23) del total de redes en las 

láminas I y II-III, respectivamente (sin diferencias significativas: Test de Fisher, 

p=0.7321). Las redes de la lámina I que no presentaron un coeficiente r en torno a 

la unidad mostraron una extensión preferencial en la dirección paralela a la 

superficie cortical (50%, 7/14), mientras que una fracción minoritaria lo hizo en la 

dirección perpendicular (7%, 1/14). A su vez, los clusters de las láminas II-III se 

extendieron preferencialmente en la dirección perpendicular (56%,13/23), 

mientras que una minoría lo hizo en la dirección paralela (9%, 2/23). En sintonía, 

el valor promedio de r fue mayor en lámina I respecto a las láminas II-III (1.09 ± 

0.03, n=14; 0.9 ± 0.03, n=23; Prueba t de Student a dos colas: P<0.001). Mientras 

que la extensión del Eje Y no mostró diferencias interlaminares significativas, la 

extensión de los Ejes X y Z en las redes de las láminas II-III fue menor que en las 

de la lámina I (23% y 13%, respectivamente), ver Figura I.3C. 
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Figura I.3. Configuración de las redes de acoplamiento astroglial en láminas I y II-III de la corteza motora de 
la rata. (A) Imágenes de un cluster representativo y definición de las variables de cuantificación de 
acoplamiento medidas: Número de células acopladas (A1), Eje X (A2), Eje Y (A3), Área de acoplamiento (A4) y 
Eje Z (A5-8). La imagen mostrada en A1-4 consiste en una proyección de máxima intensidad generada a partir 
de ~20 fotografías obtenidas utilizando un microscopio de fluorescencia convencional abarcando todo el 
espesor de la rebanada.Las imágenes mostradas en A5-8 fueron obtenidas a 4 profundidades distintas 
dentro de la rebanada. Barra de escala: 50 µm. (B) Cuantificación del acoplamiento en láminas I y II-III. El 
análisis estadístico se realizó mediante la prueba t de Student a dos colas (B1y B2) y la se realizaron 
mediante la prueba t de Student a dos colas.*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001; cada dato corresponde a una 
red. 
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Estos resultados indican que las redes de células acopladas presentan distintos 

patrones de distribución espacial entre dichas láminas, menos extendidas en las 

láminas II-III en la dirección paralela a la superficie pial, aunque extendidas de 

manera comparable en dirección perpendicular. 

3. Expresión de conexinas astrogliales en la corteza motora  
 

Los astrocitos se encuentran acoplados mediante uniones gap 

conformadas principalmente por dos tipos de conexinas: conexina 43 y conexina 

30, siendo responsables del acoplamiento que se observa en los experimentos de 

dye-coupling [90]. Para evaluar si las diferencias encontradas en la configuración 

de las redes de acoplamiento astrogliales en las láminas I y II-III de la corteza 

motora podrían explicarse por una expresión diferencial de conexinas atrocíticas, 

se llevó a cabo un estudio inmunohistoquímico comparativo de la densidad de 

marca de Cx43 y Cx30. Ambas conexinas mostraron un patrón de marcación 

puntiforme de distribución ubicua en todo el neuropilo cortical, que se vio 

interrumpido por zonas desprovistas de marca con forma ovoide, compatible con 

la presencia de cuerpos celulares neuronales, cuya densidad en las láminas II-III 

es mayor, en comparación con la lámina I (Figura I.4A1-4-B1-4). Además, en todas 

las láminas se destacó una marcación intensa, con un patrón compatible con la 

asociación a la pared de algunos vasos sanguíneos, que en ocasiones alcanzó a 

delimitar su contorno, especialmente en los de mediano y gran calibre (Figura 

I.4B). Este patrón de marcación peri-vascular similar al de un “panal de abejas”, 

ha sido descripto con anterioridad y se encuentra asociado a la expresión de 

estas conexinas en las terminaciones peri-vasculares de los procesos astrogliales 

[88], [89], [144]. A su vez, tanto Cx43 como Cx30 presentaron una marcación 

intensa en la superficie cortical, probablemente asociada a la marcación de 

leptomeninges [88], [89], [144] (Figura I.4A1-B1). La densidad de marca en el 

neuropilo cortical mostró un valor promedio de área marcada por Cx43 

ligeramente inferior en la lámina I (~6%) con respecto al observado en las láminas 

II-III (Figura I.4A5). Por otra parte, la densidad promedio de marca de Cx30 en las 

láminas II-III fue casi un 23% menor con respecto al valor de la lámina I (Figura 

I.4B5). 
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Figura I.4. Expresión diferencial de conexinas astrogliales en láminas I y II-III de la corteza motora. (A) 
Imágenes representativas de la marcación de conexina-43 (A1-4), y gráfico de la comparación estadística de 
la densidad de marca interlaminar (L I, 31.21 ± 1.013 %; L II-III, 33.1 ± 1.06 %; Prueba t de Student a dos 
colas, observaciones apareadas: P<0.05, N=9), A5. (B) Imágenes representativas de la marcación de 
conexina-30 (B1-4), y gráfico de la comparación estadística de la densidad de marca interlaminar (L I, 19.51 ± 
1.41 %; L II-III, 15.06 ± 1.334 %; Prueba t de Student a dos colas, observaciones apareadas: P<0.05, N=9), B5. 
En A5 y B5: *P<0.05. En cada panel: la primera columna (A1, A3, B1, B3) contiene imágenes panorámicas en 
donde se indican la unidad de muestreo (rectángulo), y un recuadro (cuadrado), cuyo detalle se muestra 
ampliado en la columna siguiente (A2, A4, B2, B4). Las filas superior (A1-A2, B1-B2) e inferior (A3-A4, B3-B4), 
contienen imágenes de láminas I y II-III respectivamente. Asteriscos indican espacios desprovistos de marca 
probablemente ocupados por cuerpos neuronales (A4, B4). Barra de escala: 20 µm.  

Estos resultados indican la existencia de un patrón de expresión 

diferencial para las principales conexinas astrogliales en el neuropilo de las 

láminas I y II-III de la corteza frontal de la rata, más marcado para Cx30, que 

presenta niveles de expresión más bajos en las láminas II-III, en comparación con 

la lámina I. 

Los datos presentados en este capítulo muestran una organización 

laminar levemente diferencial de las redes atrocíticas de las láminas I y II-III de la 
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corteza motora. En relación a las de lámina I, las redes de acoplamiento 

astrogliales de las láminas II-III resultan menos extensas en el plano paralelo a la 

superficie cortical y presentan una densidad celular más baja. Esto último, 

probablemente refleje la menor densidad de astrocitos en dichas láminas, la cual 

fue determinada contabilizando cuerpos celulares inmunomarcados con S100β.  
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CAPITULO II 
 

Plasticidad funcional de astrocitos en un modelo de enriquecimiento 

ambiental 

 

1. Impacto del enriquecimiento ambiental sobre la configuración de las redes 

de acoplamiento astroglial en la corteza motora de la rata 

 

Los efectos del enriquecimiento ambiental sobre las propiedades de los 

astrocitos de la corteza cerebral han sido abordados en cuanto a aspectos 

estructurales [145]. Por ejemplo, se han observado aumentos en el tamaño del 

núcleo celular, así como en la densidad de marca de la proteína citoesquelética 

astroglial GFAP en la corteza visual de ratas expuestas a enriquecimiento 

ambiental durante treinta días luego del destete [30]. A su vez, la implementación 

de un modelo de enriquecimiento similar provocó un aumento de la cobertura 

sináptica por parte de los procesos astrogliales periféricos en la corteza visual de 

ratas expuestas a enriquecimiento ambiental [34]. Es posible que las mejoras en 

los tiempos de recuperación en modelos de lesión cortical por contusión e 

isquemia, así como el retraso de la progresión de síntomas en modelos de 

enfermedades neurodegenerativas, producidos por una exposición a 

enriquecimiento ambiental, se asocien a plasticidad funcional de las redes de 

acoplamiento astrogliales en la corteza cerebral, tales como modificaciones en su 

extensión o geometría. Para evaluar esta hipótesis, debe abordarse en primer 

lugar el análisis de los efectos del enriquecimiento ambiental sobre la 

configuración de las redes astrocíticas. Con este fin se analizó el impacto de una 

exposición a enriquecimiento ambiental sobre la extensión y morfología de las 

redes de acoplamiento astrogliales, en las láminas I y II-III de la corteza motora de 

la rata. Para esto, los animales fueron destetados a los 21 días de edad y 

permanecieron en condiciones estándar o de enriquecimiento ambiental, entre 30 

y 45 días (CE30, EA30). Una vez cumplido el tiempo de exposición, se procesaron 

para la realización de experimentos de dye-coupling en rebanadas frescas de 

cerebro (Figura II.1A). El enriquecimiento ambiental no produjo cambios 

estadísticamente significativos en los parámetros caracterizados en el capítulo I 

de esta tesis en cuanto a la morfología de las redes de acoplamiento astroglial en 
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la lámina I (Figura II.1B). Por otra parte, las redes de las láminas II-III mostraron 

un área de acoplamiento en promedio un 11.5% mayor en el grupo expuesto a 

enriquecimiento ambiental, mientras que no se detectaron diferencias en el 

número de células acopladas (Figura II.1C2). 
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Figura II.1 (página anterior). Impacto de una exposición de 30 días a enriquecimiento ambiental sobre la 
configuración de las redes de acoplamiento astrogliales en las láminas I y II-III de la corteza motora de la 
rata. (A)Imágenes de redes de acoplamiento astroglial, visualizadas mediante la administración del 
marcador lucifer yellow (LY) en experimentos de dye-coupling. Cada imagen consiste en una proyección de 
máxima intensidad generada a partir de fotografías tomadas cada 5 µm abarcando aproximadamente 100 
m de profundidad de la rebanada. Se muestran imágenes representativas para cada una de las 
condiciones de ambiente (Condición estándar: CE30; Enriquecimiento ambiental: EA30) y lámina cortical 
(Lámina I; Lámina II-III). La línea interrumpida delimita la piamadre. Barra de escala: 50 µm. (B) Variables 
características de la extensión y morfología de las redes de acoplamiento astrogliales en función del 
ambiente (CE30; EA30) en la lámina I. Se muestra número de células acopladas (B1, P=0.4150), área de 
acoplamiento (B2, P=0.9087), densidad celular (B3, P=0.2499), Eje X (B4, y P=0.9652) y Eje Y (B5, P=0.7124). 
En todas las comparaciones se aplicó una Prueba t de Student a dos colas para muestras independientes. 
(C)Variables características de la extensión y morfología de las redes de acoplamiento astrogliales en 
función del ambiente (CE30; EA30) en lámina II-III. Estos experimentos no fueron hechos en forma pareada 
con los de B y no son estrictamente comparables. Se muestra número de células acopladas (C1, P=0.5756), 
área de acoplamiento (C2, P<0.05), densidad celular (C3, P<0.01), Eje X (C4, P=0.1263) y Eje Y (C5, P<0.01). Los 
asteriscos (B, C) indican gráficamente la existencia de diferencias estadísticamente significativas: *P<0.05, 
**P<0.01.   
 

En sintonía con estos resultados, la densidad celular observada en las redes de 

las láminas II-III fue en promedio un 10.7% menor en el grupo enriquecido con 

respecto al control (Figura II.1C3). A su vez, las redes de las láminas II-III del 

grupo enriquecido presentaron en promedio una extensión 11.9 % mayor en la 

dirección perpendicular a la superficie cortical (Eje Y, Figura II.1C4), mientras que 

no se detectaron diferencias estadísticamente significativas en la dirección 

paralela (Eje X), ver Figura II.1C5. Dado que el número de células en la red no se 

modifica, estos resultados son consistentes con una expansión del volumen 

ocupado por estructuras presentes entre los cuerpos celulares astrocíticos 

(gliopilo) de las láminas II-III como consecuencia del enriquecimiento ambiental. A 

la luz de los informes que mencionan una disminución en la densidad de 

neuronas corticales en animales expuestos a enriquecimiento ambiental [146], se 

realizó un análisis de la densidad de neuronas mediante inmunohistoquímica 

utilizando el marcador neuronal NeuN, en secciones de tejido de animales 

expuestos a condiciones estándar o de enriquecimiento ambiental por 30 días 

luego del destete, para evaluar si el modelo usado en esta tesis se caracteriza por 

una disminución en la densidad neuronal. El análisis se realizó en las láminas II-

III, donde observamos expansión de la red glial. Se observó que el 

enriquecimiento ambiental no produjo cambios estadísticamente significativos en 

la densidad de células NeuN+ (CE30 vs EA30; 58 ± 2 células/unidad de muestreo, 

N=9; 63 ± 2 células/unidad de muestreo, N=9; Prueba t de Student a dos colas 

para muestras independientes: P=0.1101). 
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Los efectos producidos por el enriquecimiento ambiental se han 

registrado luego de un amplio rango de tiempos de exposición. Es interesante 

notar que algunos de los efectos son transitorios. Por ejemplo, se ha observado 

un aumento de la tasa de generación de espinas sinápticas en neuronas 

piramidales de la corteza somatosensorial del ratón, que es marcado a los pocos 

días de iniciada la exposición al ambiente enriquecido, pero que decae luego de 

las dos semanas de exposición [121]. Para evaluar si en el modelo usado en esta 

Tesis ocurren efectos transitorios sobre la configuración de las redes de 

acoplamiento, que podrían pasar desapercibidos luego de treinta días de 

exposición, se llevaron a cabo experimentos de dye-coupling destinados evaluar 

la estructura de las redes luego de diez días de permanencia en la condición 

estándar o de enriquecimiento ambiental (CE10; EA10). En esta serie de 

experimentos se obtuvieron registros de astrocitos en todas las láminas para cada 

individuo, lo cual permitió la realización de un análisis contemplando los factores 

Ambiente y Lámina (Figura II.2).  

En contraste con lo observado luego de una exposición de treinta días 

a enriquecimiento ambiental, las redes de acoplamiento no sufrieron 

modificaciones detectables luego de diez días de exposición (Figura II.2B). Los 

resultados obtenidos no apoyan la idea de que las redes astrogliales responden al 

enriquecimiento modulando su configuración de manera temprana y transitoria. 

Por otro lado, el estudio interlaminar de la configuración de las redes arrojó 

resultados similares a los observados en el capítulo I: las redes de la lámina I 

presentaron aproximadamente el doble de células que las de las láminas II-III, 

mientras que el área ocupada también fue mayor, aunque la diferencia no fue tan 

pronunciada, resultando una densidad celular mayor en las redes de la lámina I 

(Figura II.2B). Asimismo, se observó un mayor valor de las variables Eje X y Eje Z 

en la lámina I, mientras que no se detectaron diferencias interlaminares en la 

extensión de la variable Eje Y (Figura II.2B).  

Para evaluar si el efecto producido por los 30 días de exposición a 

enriquecimiento ambiental sobre la configuración de las redes de acoplamiento 

astroglial en las láminas II-III se correlaciona con cambios en la expresión de 

conexinas astrogliales, se llevó a cabo una evaluación del impacto del 

enriquecimiento sobre los patrones de expresión de Cx43 y Cx30. 
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Figura II.2. Impacto de una exposición de 10 días a enriquecimiento ambiental sobre la configuración de las 
redes de acoplamiento astrogliales en las láminas I y II-III de la corteza motora de la rata. (A) Imágenes de 
redes representativas de células acopladas (LY: lucifer yellow) en las láminas I (A1-2), y II-III (A3-4), obtenidas 
de animales albergados en jaulas estándar, CE10 (A1,3), y de enriquecimiento, EA10 (A2,4), durante 10-20 días 
con posterioridad a su destete. Cada imagen consiste en una proyección de máxima intensidad generada a 
partir de fotografías obtenidas tomadas cada 5 µm abarcando aproximadamente 100 m dl espesor de la 
rebanada. La línea interrumpida delimita la piamadre (A1-2). Barra de escala: 50 µm (A1-4). (B) Variables 
características de la extensión y morfología de las redes de acoplamiento astrogliales en función del 
ambiente (CE10; EA10) y lámina cortical (L I; L II-III). Se muestra número de células acopladas (B1, P(Ambiente X 

Lámina)=0.9249; P(Ambiente)=0.9456; P(Lámina)<0.001), área de acoplamiento (B2, P(Ambiente X Lámina)=0.5963; 
P(Ambiente)=0.9749; P(Lámina)<0.001), densidad celular (B3, P(Ambiente X Lámina)=0.4932; P(Ambiente)=0.8801); 
P(Lámina)<0.001, Eje X (B4, P(Ambiente X Lámina)=0.3123; P(Ambiente)=0.9843; P(Lámina)<0.001), Eje Y (B5, P(Ambiente X 

Lámina)=0.6968; P(Ambiente)=0.9824; P(Lámina)=0.2715) y Eje Z (B6, P(Ambiente X Lámina)=0.9695; P(Ambiente)=0.9197; 
P(Lámina)<0.01). Estadística: ANOVA de 2 factores; ***P<0.001. 

 

En la Figura II.3 se muestra que la densidad de marca de Cx43 no 

sufrió modificaciones producto de la exposición al enriquecimiento en ninguna de 

las láminas corticales evaluadas (Figura II.3A). Notablemente, la densidad de 

marca de Cx30 mostró una disminución estadísticamente significativa en el grupo 

enriquecido, en las láminas corticales I y II-III (Figura II.3B). Estos resultados 

indican que el enriquecimiento ambiental modula en forma diferenciada la 
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expresión de conexinas astrocíticas en la corteza motora de la rata. La 

disminución de la expresión de Cx30 que observamos, junto con la expansión de 

las redes, resulta interesante a la luz de un estudio reciente que demuestra que 

en ratones con deficiencia de Cx30 los astrocitos expanden sus procesos e 

invaden la brecha sináptica, modulando la fuerza de sinapsis hipocampales [147]. 

La deficiencia de Cx30 en ratones se ha asociado con un aumento de expresión 

de los transportadores de glutamato astrocíticos GLT1 y GLAST [148]. GLT1 es el 

principal transportador de glutamato en astrocitos [149] y limita la excitabilidad 

sináptica durante la activación sináptica repetida [150]. Notablemente, el 

aislamiento social en ratas, produce una reducción de la expresión de GLT1 en el 

hipocampo, que se previene con ejercicio [151]. Con el objeto de evaluar si el 

enriquecimiento ambiental modula los niveles de expresión de GLT1 en la corteza 

motora de la rata, se analizó su patrón de marcación mediante 

inmunohistoquímica en la corteza de animales expuestos a enriquecimiento 

durante 30 días. Las imágenes obtenidas mostraron un patrón de marcación 

similar al descripto por otros autores [152] (Figura II.3C). El análisis de la 

densidad de marca no detectó interacción estadística significativa entre los 

factores Ambiente y Lámina (P=0.3779). Además, el enriquecimiento ambiental no 

produjo cambios mensurables en la densidad de marca de GLT1 en el neuropilo 

cortical (efecto principal Ambiente: P=0.4641). Por otra parte, la densidad de 

marca de GLT1 fue un 14.3% mayor en las láminas II-III con respecto a la lámina I 

(efecto principal Lámina: P<0.01, ver Figura II.3C). Las redes astrocíticas tienen 

funciones de amortiguación de la concentración de potasio extracelular [90] que 

involucran comunicación con la vasculatura vía los pies astrocíticos terminales 

[82]. Un trabajo reciente muestra que la superficie de cobertura de los vasos por 

los pies terminales astrocíticos puede experimentar plasticidad: en un modelo de 

hipoperfusión cerebral en ratones, los pies terminales se retraen de los vasos del 

cuerpo calloso y este cambio puede prevenirse por exposición a enriquecimiento 

ambiental [153]. Los pies terminales pueden ser identificados por la localización 

de proteínas de membrana características de estos compartimientos, tales como 

el canal de potasio Kir4.1 y acuaporina 4 (AQP-4) [154]. 

Para evaluar si el modelo usado en esta tesis puede inducir plasticidad 

estructural a nivel de los pies terminales astrocíticos, se evaluó la expresión de  
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Figura II.3. Impacto del enriquecimiento ambiental (30 días) sobre los patrones de marcación de las 
conexinas astrogliales Cx43 (A), Cx30 (B), del transportador de glutamato astroglial GLT1 (C), y de la 
acuaporina astroglial AQP-4, en las láminas superiores de la corteza cerebral de la rata. Para cada marcador 
(A-D) se muestra una imagen representativa correspondiente a animales alojados en condición estándar 
(izquierda, CE30) y de enriquecimiento ambiental (derecha, EA30), mostrando la región en dónde se realizó el 
muestreo aleatorio (rectángulo) y un recuadro (cuadrado), cuyo detalle se muestra ampliado en la imagen 
contigua. Para cada marcador se muestran también imágenes representativas de cada lámina cortical 
(arriba, lámina I; abajo, lámina II-III). Los gráficos (A2, B2, C2, D2) muestran los valores de porcentaje de área 
marcada por cada anticuerpo; ANOVA de 2 factores (Ambiente: CE30 vs EA30; Lamina: L I vs L II-III); **P<0.01. 
Barra de escala: 20 µm.  

 

AQP-4 mediante inmunohistoquímica en las láminas I y II-III de la corteza motora 

de animales control y expuestos a 30 días de enriquecimiento ambiental. La 
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marca de AQP-4 mostró un patrón compatible con estrecha asociación a la pared 

de los vasos sanguíneos de diverso diámetro presentes en el parénquima cortical 

(Figura II.3D). El análisis de la densidad de marca de AQP-4 no detectó 

interacción estadísticamente significativa entre los factores Ambiente y Lamina 

(P=0.1479) ni efecto principal significativo del enriquecimiento (P=0.2110), 

mientras que el porcentaje de área marcada en la lámina I fue mayor que en las 

láminas II-III (P<0.01), ver Figura II.3D. 

Los resultados indican que GLT1 y AQP-4 tienen expresión laminar 

diferencial y que sus niveles de expresión no serían sensibles al enriquecimiento 

ambiental descripto en esta Tesis.  

Con el fin de comparar el modelo de enriquecimiento ambiental usado 

en nuestro trabajo con otros modelos descriptos en la literatura, se analizó su 

impacto sobre los patrones de expresión de marcadores inmunohistoquímicos que 

son sensibles al enriquecimiento ambiental en otros modelos. Para esto, se 

evaluó el marcador neuronal pre-sináptico sinaptofisina (Syp), cuyo nivel de 

expresión ha mostrado un aumento en la región anterior del cerebro del ratón 

(incluyendo la corteza frontal), luego de una exposición a enriquecimiento 

ambiental por treinta días luego del destete [13], así como en la corteza frontal e 

hipocampo de ratas y ratones expuestos a enriquecimiento ambiental en la edad 

adulta [155], [156]. La marcación de sinaptofisina fue de tipo puntiforme, con 

distribución uniforme a lo largo del neuropilo cortical, interrumpida en zonas 

consistentes con la presencia de cuerpos celulares (Figura II.4A), y se analizó de 

modo similar al utilizado para las marcaciones de conexinas y GLT1 (ver Figura 

M.3). El análisis no mostró indicios de interacción estadística significativa entre los 

factores Ambiente y Lámina (P=0.7823). Inesperadamente, el enriquecimiento 

ambiental no indujo cambios detectables sobre la densidad de marca de SYP 

(P=0.4784). Por otro lado, el porcentaje de área marcada por SYP fue un 14.2% 

mayor en las láminas II-III con respecto al valor obtenido en la lámina I (P<0.001, 

ver Figura II.4A). En paralelo a los cambios encontrados a nivel de la anatomía 

microscópica cortical, numerosos reportes han descripto un menor aumento de 

peso en los animales expuestos a enriquecimiento, en comparación a los 

controles en jaulas estándar [157], [158]. Este fenómeno ha sido asociado a 

diferencias en la facilidad de acceso a las fuentes de alimento y agua, a  
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Figura II.4. Impacto del modelo de enriquecimiento ambiental (30 días) sobre marcadores reportados como 
sensibles al enriquecimiento. (A) Impacto del enriquecimiento ambiental sobre la expresión del marcador 
neuronal pre-sináptico sinaptofisina, SYP. Se muestra una imagen representativa correspondiente a 
animales alojados en condición estándar (izquierda, CE30) y de enriquecimiento ambiental (derecha, EA30), 
mostrando la región en dónde se realizó el muestreo aleatorio (rectángulo), y un recuadro (cuadrado), cuyo 
detalle se muestra ampliado en la imagen contigua. Se muestran también imágenes para cada lámina 
cortical (arriba, lámina I; abajo, lámina II-III). El gráfico muestra el porcentaje de área marcada; ANOVA de 2 
factores (Ambiente: CE30 vs EA30; Lamina: L I vs L II-III). (B) Gráfico mostrando el peso de los animales al 
momento del destete y luego de 30 días de exposición a condiciones estándar o de enriquecimiento 
ambiental; ANOVA de 2 factores (Tiempo: inicial vs 30 días; Ambiente: CE30 vs EA30); N=8 animales. 
Diferencias estadísticamente significativas entre los grupos experimentales: ***P<0.001. Barra de escala: 20 
µm.  
 

diferencias en los niveles de actividad física, o incluso a diferencias en la 

complejidad de las relaciones sociales entre los individuos, entre las condiciones 

estándar y de enriquecimiento [158].  

Para analizar el impacto del enriquecimiento ambiental usado en esta 

Tesis sobre la ganancia de peso de los animales, se obtuvieron mediciones del 

peso de las ratas al momento del destete y luego de 30 días de exposición a cada 

condición ambiental (ver Figura II.4B). Como era esperable, el peso promedio de 

los animales mostró un aumento significativo luego de treinta días de 

permanencia tanto en condiciones estándar como de enriquecimiento ambiental 

(PTiempo<0.001, Figura II.4B). A su vez, la interacción estadística entre los factores 

Tiempo y Ambiente no fue significativa (PInteracción=0.9213, Figura II.4B), lo cual 
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indica que el peso promedio de los animales en ambas condiciones ambientales 

fue similar tanto al inicio como luego de los treinta días de exposición 

(PAmbiente=0.165, Figura II.4B). Se desprende de este análisis, que el modelo de 

enriquecimiento ambiental implementado no tuvo impacto sobre la tasa de 

ganancia de peso de los animales, luego de treinta días de exposición. 

 

2. Modulación aguda de las redes de acoplamiento astroglial por exposición 

a variables fisicoquímicas. 

 

La conectividad de las redes de acoplamiento astroglial es modulable 

por la actividad neuronal subyacente [159]. En este sentido, estudios en cultivos 

celulares han demostrado aumentos en el número de células acopladas como 

consecuencia del aumento en la concentración extracelular de productos de la 

actividad neuronal como potasio o glutamato [98], [99]. Los efectos del potasio 

también han sido demostrados en rebanadas de cerebro del bulbo olfatorio, en las 

que el número de astrocitos acoplados por dye-coupling aumenta 

aproximadamente un 40% cuando se aumenta la concentración de potasio 

extracelular de 3 a 6 mM [95].  

Dado que en nuestros experimentos el enriquecimiento tuvo efecto 

indetectable sobre la configuración de las redes astrogliales de la lámina I de la 

corteza motora, nos propusimos poner a prueba su capacidad de responder a un 

aumento agudo de la concentración de potasio ex vivo. Para esto, se realizaron 

experimentos de dye-coupling en rebanadas cerebrales de animales criados en 

condiciones estándar durante 30-60 días luego del destete (p51-p80). 

Los resultados mostraron que ni el número de células acopladas ni el 

área de las redes de la lámina I difirió entre los experimentos realizados con baja 

(2.5 mM) o alta (10 mM) concentración extracelular de potasio (Figura II.5A). Sin 

embargo, se observó una disminución estadísticamente significativa del 8.6% en 

la densidad celular de las redes en presencia de la alta concentración de potasio, 

que fue acompañada por un aumento significativo del 10.9% en su extensión, en 

la dirección paralela a la superficie cortical (Eje X, ver Figura II.5A).  
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Los registros electrofisiológicos obtenidos en simultáneo con los datos 

de dye-coupling permitieron documentar una despolarización significativa del Vm 

astroglial (Figura II.5B1) así como una marcada caída en los valores de Rm (Figura 

II.5B2) como consecuencia de la exposición a la solución extracelular con potasio 

elevado. Experimentos adicionales demostraron que los efectos del potasio sobre 

los parámetros eléctricos de membrana fueron de naturaleza reversible, sin que 

se observaran cambios en la resistencia de acceso, poniendo de manifiesto la 

integridad de las células durante el experimento y la calidad del registro, 

respectivamente (Figura II.5C).  

Se ha descripto dependencia con la temperatura para las mediciones 

de algunas variables fisiológicas. Por ejemplo, la frecuencia y duración de los 

aumentos transitorios espontáneos en la concentración intracelular de calcio en 

astrocitos corticales registrados en rebanadas son mayores a temperatura 

fisiológica que a temperatura ambiente [160]. La temperatura ambiente presenta 

un desvío importante con respecto a la temperatura fisiológica de los animales 

homeotermos y podría generar una condición en la que ciertos fenómenos que 

ocurren in vivo pasen desapercibidos, o incluso modelar una condición de 

hipotermia.  

En el contexto anterior, se llevaron a cabo experimentos a los fines de 

determinar el efecto de un incremento de la temperatura del baño sobre la 

conectividad de las redes de acoplamiento astroglial corticales en la lámina I. El 

incremento de la temperatura del baño de 20-24°C a 32-34°C no produjo cambios 

significativos sobre las variables de acoplamiento medidas en las redes de 

astroglía (Figura II.5A). A su vez, no hubo interacción entre los factores potasio y 

temperatura, indicando que el trabajo a temperatura cercana a la fisiológica no 

produjo desenmascaramiento de efectos de la elevación del potasio extracelular 

que pudieran haber pasado desapercibidos al trabajar en condiciones de 

hipotermia (Figura II.5A). 
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Figura II.5. Modulación del acoplamiento de las redes y propiedades de la membrana de astrocitos de la 
lámina I por la concentración extracelular de potasio y la temperatura. (A) Variables características de la 
configuración de las redes, en función de la temperatura del baño (20-24°C vs 32-34°C) y de la 
concentración de potasio extracelular (2,5 vs 10 mM), en la lámina I. Se muestra: número de células 
acopladas (A1, P(PotasioxTemperatura)=0.9355; P(Potasio)=0.6919; P(Temperatura)=0.3251), área de acoplamiento (A2, 
P(PotasioxTemperatura)=0.7884; P(Potasio)=0.1444; P(Temperatura)=0.2193), densidad celular (A3, 
P(PotasioxTemperatura)=0.5213; P(Potasio)<0.01; P(Temperatura)=0.5738), Eje X (A4, P(PotasioxTemperatura)=0.4934; 
P(Potasio)<0.05; P(Temperatura)=0.4289), Eje Y (A5, P(PotasioxTemperatura)=0.9657; P(Potasio)=0.7179; P(Temperatura)=0.2995); 
ANOVA de 2 Factores. (B) Valores de Vm (B1) y Log10(Rm)+1 (B2) astrogliales en función de la concentración 
extracelular de potasio (2,5 vs 10 mM) y la temperatura del baño (20-24°C vs 32-34°C). Para Vm: 
P(PotasioxTemperatura)=0.6154; P(Potasio) <0.001; P(Temperatura)=0.6872; para Log10(Rm)+1: P(PotasioxTemperatura)=0.9184; 
P(Potasio)<0.001; P(Temperatura)<0.001; ANOVA de 2 Factores. (C) Valores de Vm (C1), Rm (C2), y Ra (C3) en función 
de cambios agudos en la concentración extracelular de potasio. ANOVA de 1 Factor con medidas repetidas y 
comparación múltiple de Dunnet; los asteriscos indican diferencias estadísticamente significativas: *P<0.05; 
**P<0.01; ***P<0.001. 
 



62 
 

Mientras que los valores de Vm no sufrieron cambios, los valores de Rm mostraron 

una disminución significativa al incrementarse la temperatura del baño, aunque de 

menor magnitud que la provocada por el incremento en la concentración 

extracelular de potasio (Figura II.4B). La ausencia de interacción entre el efecto 

de la temperatura y el de la concentración de potasio sobre la Rm sugiere que 

estas manipulaciones operan sobre efectores diferentes. 

          En conjunto, los datos presentados en este capítulo muestran que el 

paradigma de enriquecimiento ambiental utilizado produce un efecto moderado de 

expansión de las redes astrogliales de las láminas II-III en dirección perpendicular 

al plano de las láminas, que se acompaña de una reducción en la expresión de 

Cx30 que abarca tanto la lámina I como las láminas II-III. Llamativamente, estos 

efectos no se acompañaron de otros reportados en la literatura, tales como el 

aumento de la densidad de marca para sinaptofisina o la menor ganancia de peso 

de los animales. Esto sugiere que al menos algunos marcadores gliales son 

suficientemente sensibles a este paradigma de enriquecimiento que resulta 

subumbral para otros indicadores. 
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DISCUSIÓN 

 

En las últimas décadas se ha acumulado evidencia contundente en 

favor de la idea de que para comprender mecanismos subyacentes al 

funcionamiento del sistema nervioso, incluyendo los que son la base de procesos 

cognitivos complejos, debe tenerse en cuenta a los astrocitos como elemento 

participante del procesamiento de información. Por ejemplo, la disrupción de la 

liberación vesicular en astrocitos de ratones in vivo produce un desempeño pobre 

en una tarea de reconocimiento de objetos nuevos y reduce la potencia de las 

oscilaciones gamma en el electroencefalograma cortical [161]. 

Si bien se han descripto múltiples mecanismos por los cuales los 

astrocitos pueden participar en el procesamiento de información en los circuitos 

neurales, uno de los mecanismos más explorados es su capacidad de formar 

redes conectadas mediante conexinas [90]. Por ejemplo, la eliminación de Cx43 

de los astrocitos impide la potenciación de larga duración en la corteza 

somatosensorial de ratones en respuesta a la estimulación de vibrisas y 

empobrece su desempeño en tareas de exploración [162]. 

La configuración de las redes astrogliales es susceptible de plasticidad, 

tanto a nivel de la expresión como de la permeabilidad de conexinas. Se ha 

reportado que la expresión de Cx43 se encuentra reducida en la corteza 

orbitofrontal de pacientes con depresión y/o alcoholismo [163]. Por otra parte, en 

rodajas agudas de cerebro como las usadas en esta Tesis se ha mostrado que la 

extensión de redes astrogliales se amplía en presencia de señales producidas por 

la actividad neuronal [92], [95]. Sin embargo, no existen reportes que demuestren 

modulación de la configuración de las redes astrogliales como resultado de la 

experiencia conductual. 

En esta Tesis se llevó a cabo un estudio del impacto del 

enriquecimiento ambiental post-destete sobre la configuración de las redes de 

acoplamiento astrogliales en las láminas superiores de la corteza motora de la 

rata por medio de experimentos de dye-coupling en rebanadas.  
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Fue necesaria una caracterización de las diferencias interlaminares 

constitutivas que reveló que las redes de astrocitos acoplados en la lámina I 

presentaron un área de acoplamiento más extensa e involucraron un mayor 

número de células que los de las láminas II-III. Al mismo tiempo presentaron una 

mayor densidad celular, lo cual probablemente refleja una diferencia intrínseca en 

la densidad de astrocitos entre tales láminas, ya que también se observó una 

mayor densidad de células inmunoreactivas al marcador astroglial S100β en la 

lámina I. 

En línea con nuestras observaciones, se han documentado diferencias 

en la densidad de empaquetamiento de los astrocitos de las láminas I y II-III en 

diversas áreas de la corteza cerebral de roedores, mediante la implementación de 

diversas metodologías, entre las que se destaca la cuantificación de células que 

capturan el marcador vital glial SR101 utilizando microscopía de dos fotones in-

vivo, en las áreas frontal y parietal  de la corteza cerebral de ratas y ratones [68], 

[112], [114]. También se ha confirmado mediante la cuantificación de astrocitos 

identificados por su morfología empleando técnicas de impregnación metálica y 

azul de toluidina en secciones fijadas, y por la cuantificación de perfiles 

astrogliales bajo microscopía electrónica, en las regiones occipital y parietal de la 

corteza cerebral de la rata [164]–[166].  

Además de presentar diferencias en la densidad celular, nuestros 

resultados muestran que las redes de acoplamiento astrogliales de la lámina I 

presentaron una elongación preferencial en la dirección paralela a la superficie 

cortical, mientras que los de las láminas II-III lo hicieron en sentido perpendicular. 

Un estudio similar en la corteza frontal del ratón [131] encontró que las redes de 

acoplamiento marcadas con el trazador biocitina en la lámina I también 

presentaron una elongación preferencial en la dirección paralela a la superficie 

cortical. En contraste con nuestras observaciones, los autores describieron un 

fenómeno similar en las láminas II-III, que puede deberse a que la biocitina 

presenta mayor permeabilidad a través de las uniones gap que el LY utilizado en 

nuestros experimentos [167], [168], así como al mayor tiempo de duración de la 

sesión de registro (20 vs 10 min.), lo cual en conjunto puede haber permitido que 

la difusión del trazador haya enfrentado condiciones no reproducidas por nuestra 

preparación. Por otro lado, este estudio usó ratones juveniles (p9-11), por lo que 
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las discrepancias observadas en la morfología de las redes astrogliales de las 

láminas II-III podrían atribuirse a diferencias interespecíficas o del estadio del 

desarrollo.  

En la corteza somatosensorial del ratón, las redes de acoplamiento 

astrogliales de los barriles muestran mayor extensión en la dirección 

perpendicular a la superficie cortical, lo cual fue considerado evidencia de la 

asociación entre la red de acoplamiento astroglial y los dominios funcionales 

neuronales [96], [169]. Podemos especular que la morfología extendida en la 

dirección perpendicular a la superficie cortical que presentaron las redes de 

acoplamiento astrogliales de láminas II-III en nuestros experimentos está 

relacionada con la existencia de dominios funcionales columnares en esta lámina 

de la corteza motora. Si bien no es robusta la evidencia anatómica de una 

organización columnar en la corteza motora [170], estudios funcionales recientes 

muestran una organización topográfica de la codificación de parámetros 

cinemáticos por neuronas de la corteza motora [140] y una organización columnar 

de las conexiones inhibitorias sobre neuronas piramidales en esta corteza [141]. 

En nuestros resultados, la gran mayoría de las células acopladas (96%) 

presentó clara asociación con la marca de GFAP (Figura I.2), evidenciando que 

casi la totalidad de las células acopladas eran astrocitos. Las células que no 

presentaron clara asociación con la marcación de GFAP pueden haber sido 

astrocitos con niveles de expresión de esta proteína muy bajos [86], o bien 

oligodendrocitos maduros, cuya capacidad de formar uniones gap permeables a 

lucifer yellow con células astrogliales ha sido demostrada en láminas inferiores de 

la corteza cerebral y en la sustancia blanca subcortical [171]. Por otra parte, la 

presencia de astrocitos no acoplados dentro del dominio espacial de una red 

(células GFAP+/LY-) no pudo ser evaluada dado que la marca de GFAP se 

localiza en los procesos astrocíticos y dificulta la identificación de los somas 

asociados. Una alternativa futura será el uso de marcadores astrocíticos 

somáticos, como S100 para poder evaluar la existencia de redes de 

acoplamiento astrogliales selectivas [159], conformadas por subgrupos de la 

población astroglial en una determinada región, como han sido descriptas en el 

hipocampo [131], en los barriles de la corteza somatosensorial [96] y en el bulbo 

olfatorio [95] del ratón.  
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En nuestros experimentos, el estudio de la distribución de las 

principales conexinas astrogliales, Cx43 y Cx30, en las láminas I y II-III, demostró 

una mayor densidad de marca de Cx43 en las láminas II-III, mientras que los 

niveles de Cx30 fueron mayores en la lámina I (Figura I.4). Los resultados 

obtenidos para la distribución de Cx43 contrastan con observaciones previas 

indicando una mayor expresión en la lámina I en comparación con las láminas II-

III en la corteza frontal del ratón [131], y en la parietal y occipital de la rata [88], 

[172]. Sin embargo, a diferencia de estos trabajos, el procedimiento aplicado en 

nuestros experimentos estuvo dirigido a la cuantificación de la marca de tipo 

puntillado distribuida en el neuropilo, omitiendo la inclusión de la marca intensa 

asociada a los procesos astrogliales perivasculares. En este sentido, los mayores 

niveles de densidad de Cx43 reportados en la lámina I pueden haberse debido a 

la abundante marca que existe entorno a los grandes vasos sanguíneos que 

ingresan al parénquima cortical desde la superficie cerebral (Figura I.4).  

Si bien la difusión de trazadores en experimentos de dye-coupling 

queda abolida cuando se elimina la expresión de Cx43 y Cx30 en astrocitos por 

métodos genéticos [90], no es esperable una correlación fuerte entre la extensión 

de las redes y los niveles de expresión de conexinas. En primer lugar, debido a 

que la Cx43 astroglial abocada a la formación de uniones gap intercelulares 

representa una fracción del total, ya que otras fracciones participan en la 

formación de uniones gap auto-celulares [173] y en funciones de adhesión y 

señalización independientes de la formación de canales [174], [175]. En segunda 

instancia, debido a que la extensión de las redes astrogliales depende de la 

permeabilidad relativa de las conexinas disponibles al trazador usado. En nuestro 

caso, se usó el trazador lucifer yellow, que difunde a través de Cx43, pero lo hace 

de forma muy reducida o nula a través de Cx30 [176]. 

Nuestro trabajo aporta evidencia novedosa de que las diferencias 

halladas en la citoarquitectura interlaminar astroglial reportadas en la literatura 

presentan un correlato a nivel funcional, al observarse que las redes de 

acoplamiento astrogliales en la lámina I presentan una mayor densidad celular 

que en las láminas II-III. Estos resultados aportan evidencia acerca de la 

heterogeneidad estructural y funcional que pueden presentar las redes 

astrogliales en diferentes láminas de una misma área cortical [177]. 
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Además de la mayor densidad celular, el tamaño de las redes 

astrogliales en la lámina I también fue mayor. Si se asume que la difusión a través 

de las uniones gap constituye el factor limitante principal para la difusión de LY 

entre las células acopladas [178], entonces se desprendería de nuestras 

observaciones que la eficiencia del acoplamiento sería mayor en lámina I, aunque 

resta evaluarlo en forma directa. 

Cabe preguntarse si la mayor densidad de astrocitos observada en la 

lámina I, que se encuentran funcionalmente conectados, como indican nuestros 

experimentos, tiene implicancias fisiológicas en relación con la función de circuitos 

corticales. Una de las principales funciones atribuidas a los astrocitos 

protoplasmáticos en el sistema nervioso es la de captación de potasio del espacio 

extracelular [81]. El acoplamiento astroglial establece una red celular que favorece 

la captación de potasio en sitios de concentración elevada de potasio extracelular, 

generalmente asociados a zonas de elevada actividad neuronal, y la liberación de 

potasio en zonas distantes, de baja concentración extracelular de potasio [179], 

[180]. Una mayor eficiencia del acoplamiento, así como un mayor número de 

astrocitos acoplados en red, optimizaría el mecanismo de amortiguación de la 

concentración de potasio extracelular [181]. Resta evaluar, mediante estudios 

futuros, si la mayor densidad celular en las redes de la lámina I responde a 

diferentes demandas asociadas a los patrones de actividad sináptica 

interlaminares. En este sentido, resultará valioso el aporte de futuros 

experimentos diseñados para estudiar el grado de asociación entre las diferencias 

interlaminares encontradas en el componente astroglial y los patrones 

interlaminares de actividad de los circuitos neuronales subyacentes. 

Con la intención de poner a prueba la capacidad de modulación aguda 

de la eficiencia del acoplamiento astroglial se evaluó el impacto de una elevación 

de la concentración extracelular de potasio sobre la magnitud del acoplamiento en 

experimentos de dye-coupling. En contraste con lo reportado en cultivos celulares 

astrogliales así como en rebanadas del bulbo olfatorio del ratón, el aumento del 

potasio extracelular no produjo aumentos en el número de células acopladas ni en 

el área de acoplamiento, descartándose un impacto sobre la eficiencia del 

acoplamiento. En este contexto, la observación de una leve expansión 

significativa de las redes en la dirección paralela a la superficie cortical (Figura 
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II.5A4), podría interpretarse en términos de un efecto osmótico, como 

consecuencia de la incorporación de agua en los astrocitos, inherente al proceso 

de captación de potasio extracelular [179]. Mediante el empleo de líneas 

transgénicas anulando la expresión de Cx43 o Cx30, un estudio ha informado que 

el aumento de la eficiencia del acoplamiento luego de una elevación de la 

concentración extracelular de potasio de 3 a 6 mM en el bulbo olfatorio del ratón 

fue dependiente de la expresión de Cx30 y no de Cx43 [95]. Esto podría explicar 

la falta de efecto en nuestros experimentos debido a la ya mencionada muy baja 

permeabilidad del LY a través de las uniones gap conformadas por Cx30 [176]. 

Experimentos complementarios utilizando un marcador de acoplamiento 

permeable a Cx30 como por ejemplo sulforhodamina-B, o biocitina, permitirán 

analizar la existencia de un efecto del potasio extracelular sobre la eficiencia del 

acoplamiento astroglial dependiente de una acción sobre Cx30. Alternativamente 

al aumento generalizado de potasio del baño extracelular empleado en nuestros 

experimentos, una liberación focalizada mediante el empleo de una micropipeta, 

permitirá estudiar el efecto en función de una elevación de potasio restringida 

espacial y temporalmente, análoga a la que ocurre durante la actividad sináptica, 

que también podrá emularse mediante estimulación eléctrica de terminales 

locales. 

A su vez, resulta interesante que la eficiencia del acoplamiento no 

sufrió modificaciones al aumentarse la temperatura del baño desde los 20-24°C 

hasta los 32-34°C (Figura II.5A). Estos resultados contrastan con la disminución 

en la frecuencia y duración de las oscilaciones intracelulares de calcio registradas 

en astrocitos en rebanadas neocorticales de ratón y en cultivos celulares 

astrogliales [160], ante manipulaciones similares, indicando una diferencia en la 

dependencia con la temperatura  entre el acople por uniones gap y la actividad de 

calcio. Además, no se registró interacción entre los factores potasio y 

temperatura, lo cual sugiere que la ausencia de efecto del potasio sobre la 

eficiencia del acoplamiento no se debe al trabajo en condiciones no fisiológicas de 

temperatura. 

El modelo de enriquecimiento ambiental implementado en esta tesis 

fue capaz de inducir una expansión selectiva de las redes de acoplamiento 

astrogliales en las láminas II-III, que consistió en una elongación en sentido 
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perpendicular a la superficie cortical. A su vez, la densidad celular de las redes 

fue menor en el grupo enriquecido, que fue difícil de interpretar en base a cambios 

en la eficiencia del acoplamiento. Estos resultados se encuentran en línea con 

una disminución en la densidad de células astrogliales reportada por otros autores 

en la corteza visual de la rata luego de una exposición de treinta días a 

enriquecimiento ambiental post-destete [30]. A su vez, los autores informaron un 

aumento de la densidad superficial de los procesos celulares marcados con 

GFAP, indicativo de una hipertrofia astroglial, que al provocar una separación de 

los somas astrogliales, sería causa de la disminución en la densidad astroglial 

observada en la corteza visual de los animales expuestos a enriquecimiento 

ambiental, según proponen los autores [30].  

Estos antecedentes permiten proponer la existencia de una hipertrofia 

astroglial en las láminas II-III que explicaría la expansión de las redes de 

acoplamiento astrogliales que se presenta en esta Tesis.  

Una explicación basada en el aumento del volumen vascular tiene poco 

sustento, dado que la densidad de marca de acuaporina-4 no sufrió un aumento 

en el grupo enriquecido, pero cabe notar que este es un marcador indirecto de la 

densidad vascular.  

A la luz de reportes previos indicando aumentos en la expresión de 

sinaptofisina en la corteza frontal e hipocampo de ratas y ratones luego de una 

exposición a enriquecimiento ambiental [13], [155], [156], fue inesperado que la 

densidad de marca de sinaptofisina no sufriera modificaciones producto de la 

exposición a enriquecimiento ambiental usado en esta tesis. Sin embargo, este 

resultado, junto con el dato de que los animales expuestos a enriquecimiento 

mostraron una ganancia de peso indistinguible de la observada en animales 

alojados en condiciones estándar, presenta la interesante posibilidad de que la 

glía responda al enriquecimiento con mayor sensibilidad que otros indicadores. 

Esta característica sería especialmente notable ante paradigmas que resultan de 

intensidad subumbral para los cambios neuronales, como parece ser el usado en 

esta Tesis.  

Es interesante notar que el enriquecimiento ambiental produjo una 

disminución de la densidad de marca de Cx30 tanto en la lámina I como en las 
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láminas II-III. Experimentos recientes han demostrado que la Cx30 cumple 

funciones importantes en la modulación de la actividad sináptica en el hipocampo, 

regulando la migración y el anclaje de los procesos astrogliales peri-sinápticos en 

la hendidura sináptica, independientemente de su función como canal [147]. 

Notablemente, la eliminación de Cx30 promueve una expansión de procesos 

astrocíticos que invaden la hendidura sináptica y deprimen la función de las 

sinapsis, posiblemente al hacer disponible una superficie mayor para la remoción 

del neurotransmisor [147]. Esta evidencia permite proponer que la disminución en 

la densidad de marca de Cx30 registrada en nuestro modelo de enriquecimiento 

ambiental podría encontrarse vinculada con la expansión de procesos astrocíticos 

y, en consecuencia, del gliopilo y las redes gliales.   

Un estudio reciente ha mostrado que diferencias individuales en la 

neurogénesis hipocampal, en grupos de ratones genéticamente homogéneos, se 

encuentran asociadas a diferencias en el nivel de actividad exploratoria y a 

diferencias en indicadores de plasticidad cerebral luego de una exposición a 

enriquecimiento ambiental [182]. Nuestros resultados muestran que la variabilidad 

dentro de los grupos expuestos a enriquecimiento ambiental (EA10 y EA30) no 

mostró diferencias estadísticamente significativas en relación a los controles (CE10 

y CE30), en ninguna de las variables estudiadas (Prueba de Levene), lo cual 

descartaría la posibilidad de que una mayor variabilidad en el grupo enriquecido, 

producto de diferencias individuales o del establecimiento de jerarquías entre los 

animales, haya enmascarado el impacto del enriquecimiento sobre las variables 

estudiadas.  

La exposición a un ambiente enriquecido mejora la recuperación de la 

función motora luego del daño en modelos de injuria por contusión o isquemia en 

la corteza motora [19]–[21]. Estudios complementarios han mostrado que el 

enriquecimiento produce un aumento en el grado de ramificación de las dendritas, 

así como en el número de espinas sinápticas en neuronas piramidales de las 

láminas III y V en dicha área cortical [18].  

Los hallazgos de esta Tesis indican que la configuración de las redes 

astrogliales y la expresión de las conexinas que las median son modulables por la 

exposición a un ambiente enriquecido, aún en ausencia de plasticidad sináptica 
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estructural evaluada mediante marcadores neuronales. Estos resultados permiten 

plantear la posibilidad de que la plasticidad de las redes astrogliales participe en 

una mejor recuperación por exposición a enriquecimiento ambiental luego de una 

injuria y/o en la prevención de la progresión de enfermedades 

neurodegenerativas.  
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