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RESUMEN 
En este trabajo estudiamos la secreción sináptica y somática de serotonina en una misma 

neurona y analizamos su dependencia de la frecuencia de disparo y del calcio transmembranal 

e intracelular. Utilizamos neuronas serotonérgicas de Retzius de la sanguijuela, que en cultivo 

conservan su identidad y forman terminales presinápticas al entrar en contacto con neuronas 

sensibles a presión (P). Estudiamos la secreción somática a partir de la incorporación del colorante 

fluorescente FMl-43 durante la endocitosis que sigue a la exocitosis. Trenes de impulsos producidos 

por estimulación intracelular en presencia de FMl-43 y de calcio extracelular incrementaron la 

fluorescencia membrana! y produjeron puntos fluorescentes en ella. El número de puntos fue una 

función sigmoidal de la frecuencia de estimulación. Mientras que diez impulsos a 1 Hz produjeron 

19.5 ± 5 puntos por soma, el mismo número de impulsos a 10 Hz produjo 77.8 ± 13.9 puntos. 

En ausencia de calcio extracelular un tren a 10 Hz sólo produjo 34.0 ± 7.9 puntos por soma. Los 

diámetros y perfiles de intensidad de los puntos producidos por cada protocolo de estimulación 

fueron similares. Los puntos se destiñeron al despolarizar las neuronas con 40 mM de K+ en el 

medio externo, demostrando exocitosis. Además, los patrones de tinción somática fueron similares 

en neuronas estimuladas en el ganglio o en cultivo. Micrografías electrónicas mostraron cúmulos de 

vesículas de núcleo denso en el soma y la ausencia de vesículas claras y zonas densas, características 

de terminales presinápticas. La secreción somática se abolió al bloquear los canales de calcio tipo L 

con nimodipina (10 µM), y se redujo en un 42°/o al bloquear la liberación de calcio inducida por calcio 

con rianodina (100 µM), mostrando que la secreción somática neuronal tiene un mecanismo similar 

al de la secreción en células endocrinas excitables. 

Para comparar la dependencia de la frecuencia de la secreción somática y sináptica, analizamos 

las corrientes postsinápticas producidas en sinapsis en cultivo entre neuronas de Retzius y células 

P. La secreción sináptica se activó con un solo impulso presináptico y se mantuvo estable durante 

trenes de 10 impulsos a frecuencias hasta de 1 Hz. La eficiencia sináptica se incrementó en función 

de la frecuencia, con una fase de facilitación rápida a frecuencias entre 1 y 5 Hz que disminuyó a 

10 Hz y una segunda fase de incremento lento a frecuencias mayores, que tiende a la saturación. 

Para estudiar la contribución de las vesículas claras y de las electrodensas a estas respuestas, 

incrementamos la probabilidad de liberación, aumentando la concentración de calcio extracelular a 

10 mM. En estas condiciones, la secreción sináptica se deprimió durante trenes de impulsos entre 

1 y 5 Hz, presumiblemente debido al agotamiento de la poza de vesículas claras, y se facilitó entre 

10 y 20 Hz, posiblemente por el reclutamiento de vesículas electrodensas. La facilitación se inhibió 

bloqueando los canales de calcio tipo L con nimodipina, de manera similar a la secreción somática. 

En contraste, el bloqueo de la liberación de calcio inducida por calcio con rianodina en la sinapsis 
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abolió la hiperpolarización postpotencial en la neurona presináptica y produjo un alargamiento del 

potencial postsináptico de 552 ± 174 °/o sobre el control para impulsos sencillos, 436 ± 168 º/o para 

impulsos pareados y 420 ± 105 º/o para trenes de impulsos a 20 Hz. Esto sugiere que la liberación 

de calcio inducida por calcio activa una corriente hiperpolarizante que reduce el curso temporal de 

la secreción de serotonina en la terminal. 

Para estudiar las entradas sinápticas y los estímulos fisiológicos capaces de inducir secreción 

somática, registramos las respuestas a la estimulación de la piel en las neuronas mecanosensoriales 

del ganglio, simultáneamente con las neuronas de Retzius. La estimulación mecánica de la piel 

de la sanguijuela produjo potenciales sinápticos y de acción en las dos células de Retzius del 

ganglio, dependiendo de la intensidad de la estimulación. En algunos casos las ráfagas de impulsos 

alcanzaron frecuencias promedio hasta de 50 Hz. Las neuronas de Retzius respondieron después de 

las neuronas sensibles al tacto (T) y de las células P, con quienes correlacionó su actividad sostenida. 

Nuestros resultados muestran que las neuronas de Retzius liberan serotonina de terminales sinápticas 

especializadas con efectos locales, y del soma de manera masiva, como células endocrinas, con lo 

que podrían modular las respuestas de circuitos enteros en el sistema nervioso. La estimulación 

mecanosensorial es capaz de inducir la secreción somática. 
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J:NTRODUCCIÓN 
Además de la liberación rápida y localizada de neurotransmisores en las sinapsis, algunas 

neuronas secretan mensajeros químicos por el soma, los cuales podrían difundir y producir 

efectos más lentos y menos localizados de neuromodulación. En este trabajo estudiamos cómo 

una misma neurona regula ambos modos de liberación. 

ANTECEDENTES 
Comunicación intercelular 

En los seres vivos pluricelulares, la comunicación entre las distintas células, tejidos y 

órganos es fundamental para el funcionamiento del organismo. En los animales existen tres 

tipos de comunicación intercelular mediados por la liberación de mensajeros químicos, que 

producen su efecto mediante la activación de receptores específicos en las células blanco. Estas 

son la comunicación sináptica, la endocrina y la parácrina. 

La comunicación sináptica consiste en la liberación de neurotransmisores en sitios 

especializados muy cercanos a la célula blanco. Dentro de las terminales presinápticas 

una proporción de las vesículas de secreción está directamente adosada a la membrana y 

prácticamente en contacto con los canales de calcio (Sheng et al., 1998; Wu ei: al., 1999; 

Catterall, 1999), por lo que ante la llegada de un.impulso a la terminal presináptica la liberación 

del neurotransmisor ocurre rápidamente. Además, debido a la cercanía entre las células, la 

respuesta postsináptica es muy rápida y localizada. 

En la comunicación endocrina, las hormonas son liberadas al sistema circulatorio y actúan 

sobre células en órganos distantes al sitio de liberación. Debido a que el control central del sistema 

endocrino en los vertebrados es llevado a cabo por neuronas secretoras en el hipotálamo, se habla 

de comunicación neuroendócrina. Un ejemplo de este tipo de comunicación en los vertebrados 

ocurre en el eje hipotálamo-hipófisis-gónadas, donde las hormonas hipotalámicas son liberadas 

en el sistema porta hipofisiario para alcanzar células blanco en _la hipófisis anterior. A su vez las 

hormonas producidas por esta glándula son secretadas a la circulación y regulan la producción de 

gametos y la secreción de hormonas esteroides en las gónadas, entre otras funciones. Algunas 

células endocrinas están polarizadas, de manera que la liberación ocurre preferentemente en 

una región determinada, donde hay canales de calcio acumulados y también se encuentran las 
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vesículas de secreción (Bokvist et al., 1995; Quian et al., 2001), pero en general no hay zonas 

activas tan restringidas como en las terminales sinápticas. Además, las vesículas, están a una 

cierta distancia de la membrana plasmática y no directamente adosadas a ella. La secreción por 

lo tanto inicia con una latencia mayor (Bokvist et al., 1995), ya que requiere de la difusión del 

calcio dentro de la célula para movilizar las vesículas y producir su fusión con la membrana. Para 

lograr esto, las células secretoras requieren del disparo en ráfagas con frecuencias altas que 

les permitan acumular calcio (Thomas et al., 1990; Ammala et al., 1993). Además, las células 

endocrinas tienen una retroalimentación por la liberación de calcio de depósitos intracelulares 

que incrementa la concentración de calcio intracelular ([Ca2+]1). En algunos casos esta liberación 

ocurre a través de receptores de rianodina, que se activan por incrementos en la concentración 

citoplásmica de calcio, efectuando una liberación de calcio inducida por calcio (Lemmens et al., 

2001; Kang y Holz, 2003). En otros casos, la activación de receptores acoplados a proteínas G 

estimula la producción de inositol 1,4,5-trifosfato (IP3), que a su vez activa receptores en el 

retículo endoplásmico que liberan calcio de dicho depósito (Tse et al., 1997; Tse y Tse, 1999). 

Los canales de calcio que participan en la secreción endocrina (Mansvelder y Kits, 2000) son por 

lo general diferentes de los que hay en las terminales sinápticas (Reuter, 1996). Mientras que 

en las sinapsis predominan los canales tipo P/Q y N, en las células endocrinas predominan los 

de tipo L. 

La comunicación parácrina es intermedia entre las dos anteriores. Ocurre entre células 

cercanas, pero que no están en contacto directo. En este tipo de comunicación, los mensajeros 

químicos son liberados al medio extracelular y difunden hacia las células vecinas. Por ello, este 

tipo de comunicación tiene efectos más lentos, difusos y de mayor duración que la transmisión 

sináptica y puede modular la actividad de las neuronas circundantes, modificando sus respuestas 

a las entradas sinápticas que reciben. En la comunicación parácrina, los mensajeros actúan 

por lo general sobre receptores metabotrópicos de alta afinidad, acoplados a proteínas G. Un 

ejemplo de modulación parácrina es la que ejercen los neuropéptidos en el sistema nervioso 

central alterando la liberación de transmisores y las respuestas a la activación de receptores 

postsinápticos (Fuxe et al., 1994). La comunicación parácrina requiere de la secr~ión de 

cantidades mayores de moléculas del mensajero químico que la comunicación sináptica, ya que 

en la primera éste tiene que difundir en un volumen mucho mayor que el del surco sináptico 

(Agnati et al., 1995), por lo que la secreción en las terminales presinápticas no parece ser 

suficiente para explicar este tipo de secreción. Aunque en los axones y dendritas de algunos tipos 
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neuronales hay sitios de secreción que no parecen hacer contactos sinápticos (Chazal y Ralston, 

1987; Moukhles et al., 1997), no está claro dónde se produce la secreción de los moduladores 

que ejercen acciones parácrinas. Recientemente se ha descrito que algunas neuronas liberan 

transmisores a partir del soma, que por su superficie membrana! parece ser una estructura 

apropiada para la liberación de grandes cantidades de moléculas en períodos cortos. 

Los mensajeros químicos pueden también actuar sobre receptores en la célula que los 

libera (llamados autorreceptores), ejerciendo una regulación autócrina. 

La serotonina: neurotransmisor, neuromodulador y neurohormona 

La 5-hidroxitriptamina, o serotonina, es una indolamina que actúa como mensajero 

químico dentro y fuera del sistema nervioso tanto de invertebrados como de vertebrados. 

Este mensajero actúa indirectamente mediante la activación de receptores que en su mayoría 

·son metabotrópicos acoplados a la activación de proteínas G. A nivel periférico, la serotonina 

circula en la sangre y actúa sobre el músculo liso, regulando el tono vascular (Rapport et al., 

1948), efecto del que proviene su nombre. También es secretada por el hipotálamo y regula la 

secreción de prolactina, adrenocorticotropina y hormona del crecimiento en la adenohipófisis 

{Frazer y Hensler, 1994). En el sistema nervioso central (SNC) la serotonina modula circuitos 

neuronales responsables de una gran variedad de funciones fisiológicas y conductas. Entre 

éstas se encuentran la conducta social, incluyendo la agresividad y la depresión, varios patrones 

motores rítmicos, la alimentación, el sueño, los ritmos circadianos, la conducta sexual, la 

secreción de hormonas y el aprendizaje. Evolutivamente, la serotonina ha mantenido sus 

funciones en muchas de estas conductas, como se puede ver en la similitud de sus efectos tanto 

en invertebrados como en vertebrados (Weiger, 1997). Mientras que en algunos invertebrados 

se conocen paso a paso los mecanismos de acción de la serotonina, la complejidad del sistema 

nervioso de los vertebrados no ha permitido tener un conocimiento tan profundo de ellos. A 

continuación hago una breve revisión de algunas de las conductas moduladas por la serotonina 

en vertebrados e invertebrados, incluidas la conducta social, los patrones motores, la conducta 

alimenticia y el aprendizaje. Además de las conductas mencionadas, la serotonina también 

participa en la regulación de la atención (Jacobs y Azmitia, 1992). de los ciclos circadianos 

(Prosser et al., 1990), de la conducta sexual (Hull et al, 1999; Weiger, 1997) y de la ansiedad 
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(Zangarossi et al., 2001; Graeff et al., 1996; Gross et al., 2000). En humanos, las alteraciones en 

el metabolismo de la serotonina están relacionadas con desordenes conductuales y trastornos 

neurológicos como los alimenticios, la depresión {Arango et al., 2002}, la epilepsia (Jobe et al., 

1999}, la esquizofrenia (Brieden et al., 2002), o alteraciones de la ansiedad como el desorden 

obsesivo-compulsivo (Jenike et al., 1996). Aunque los efectos de los fármacos que alteran la 

transmisión serotonérgica utilizados en el tratamiento de estos desordenes son bastante claros, 

los mecanismos por los cuales actúan éstos todavía no se comprenden completamente. 

Conducta social 

La regulación de la conducta social es una de las funciones de la serotonina que se han 

conservado a lo largo de la escala filogenética, y se presenta tanto en vertebrados como en 

invertebrados. Los niveles de serotonina producen cambios en el comportamiento que van 

desde la agresión asocia_da a la dominancia social, (Kravitz, 2000} hasta la conducta sumisa y 

la depresión (Raleigh et al., 1991). En los mamíferos, incluyendo al ser humano, la conducta 

agresiva y el establecimiento de la dominancia social son modulados por este transmisor (Ferris, 

2000; Lesch y Merschdorf, 2000). En los primates, por ejemplo, los individuos tratados con 

agonistas serotonérgicos o inhibidores de la recaptura de serotonina muestran comportamientos 

de afiliación y poca agresividad, y se convierten en dominantes dentro del grupo (Raleigh et 

al., 1991}, mientras que los individuos con una baja actividad serotonérgica en el SNC (Higley 

y Linnoila, 1997} o tratados con antagonistas serotonérgicos, expresan conductas impulsivas, 

agresivas y de aislamiento social, e invariablemente se convierten en subordinados, llegando 

incluso a la depresión (Raleigh et al., 1991). Las alteraciones en la transmisión serotonérgica 

cambian las conductas agresivas en todos los vertebrados, desde los peces hasta los mamíferos 

(para revisión ver Weiger; 1997). 

La regulación serotonérgica de la conducta agresiva y el establecimiento de jerarquías 

sociales ocurre también en invertebrados. Por ejem¡:>lo en las langostas que conviven en el 

mismo espacio, las dominantes presentan una postura erguida con las extremidades flexionadas, 

que se puede reproducir mediante la inyección de serotonina (Livingstone et al., 1980). En estos 

organismos se ha estudiado con detalle el circuito que regula esta conducta y se conocen paso a 

paso los mecanismos de acción de la serotonina (Kravitz, 2000). Algunas neuronas de comando 
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(Wiersma e Ikeda, 1964) estimulan a dos pares de neuronas serotonérgicas, que amplifican 

la señal y activan el patrón motor de flexión de las extremidades, en el que se estimulan las 

motoneuronas excitadoras de los músculos flexores y las inhibidoras de los músculos extensores, 

a la vez que se inhiben las motoneuronas inhibidoras de los músculos flexores y las excitadoras 

de los músculos extensores (Harris-Warrick y Kravitz, 1984). Además, la serotonina se secreta a 

la hemolinfa desde dos órganos neurosecretores (Kravitz, 1988} y también actúa directamente 

sobre la placa neuromuscular, incrementando tanto la liberación de neurotransmisor presináptica 

como la fuerza y duración de las contracciones en los músculos (Glusman y Kravitz, 1982; Gay 

y Kravitz, 1989; Dixon y Atwood, 1989). 

Patrones motores 

La serotonina contribuye también a la generación de patrones motores rítmicos como la 

masticación, la locomoción y la respiración en la rata y el gato (White et al., 1996), facilitando las 

respuestas de las motoneuronas faciales al glutamato (Mccall y Aghajanian, 1979). El sistema 

serotonérgico facilita las respuestas motoras a lo largo de toda la escala filogenética (Jacobs y 

Fornal, 1993; Weiger, 1997). En nemátodos y moluscos por ejemplo, la serotonina actúa como 

neurohormona regulando la locomoción y dando lugar a distintos comportamientos (Satterlie y 

Norekian, 1996; Weiger; 1997), y en la sanguijuela, modula al circuito neuronal que coordina el 

nado (Willard, 1981), el cual describiré con detalle más adelante. 

Conducta alimenticia 

La ingesta de alimentos también está regulada por la serotonina en vertebrados e 

invertebrados. En mamíferos, el incremento en la liberación de este transmisor o la inyección 

intraventricular de inhibidores de su recaptura disminuyen la ingesta, mientras que la inhibición 

de su síntesis, o la activación de autorreceptores del tipo 5-HT1A, que inhiben el disparo de las 

neuronas serotonérgicas, la incrementa (Breisch et al., 1976; Saller y Stricker; 1976), de manera 

que la serotonina parece inhibir tónicamente la conducta alimenticia. Los efectos hipofágicos 

de la serotonina se han relacionado con desórdenes alimenticios en humanos, como la anorexia 

nerviosa (Frazer y Hensler; 1994). La serotonina también regula varios aspectos de la conducta 
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alimenticia en los moluscos, anélidos y artrópodos (Lent, 1985; Goldburt et al., 1994; Wilson et 

al., 1996a; Weiger, 1997; Zhang et al., 2000). 

Aprendizaje 

La serotonina participa en procesos de aprendizaje en algunos invertebrados como los 

moluscos y anélidos. En Aplysia californica la liberación de serotonina de algunas interneuronas 

sobre las neuronas sensoriales, incrementa la liberación de neurotransmisor hacia las 

motoneuronas que producen la retracción del sifón y las agallas, causando la sensibilización de 

este reflejo (Klein et al., 1980; Byrne et al., 1991). La serotonina modula también procesos de 

aprendizaje en la sanguijuela (Ehrlich et al., 1992; Sahley, 1994), modificando la excitabilidad 

y la actividad de una serie de neuronas esenciales para dichos procesos en estos organismos, 

llamadas células S (Burrell et al., 2001, 2002). 

La regulación de conductas corno las mencionadas anteriormente requiere de la secreción 

de grandes cantidades de serotonina {Willard, 1981), que permitan que ésta alcance el fluido 

extracelular en concentraciones suficientes para activar a sus receptores extrasinápticos y actúe 

de manera parácrina sobre los circuitos neuronales (Bunin y Wightman, 1999). Sin embargo, se 

desconoce la fuente de la liberación masiva de serotonina capaz de producir efectos generalizados 

en los circuitos que controlan todas estas conductas. 

Sistema serotonérgico en n1arníFeros 

En los mamíferos, los somas de las neuronas serotonérgicas se encuentran en 9 grupos 

neuronales, denominados B 1 a B 9 , localizados a lo largo de la línea media del tallo cerebral. 

Estos con-esponden a los núcleos del raphé, aunque hay algunas neuronas serotonérgicas fuera 

. de estos núcleos (Dahlstrom y Fuxe, 1964). Los axones de las neuronas serotonérgicas inenian 

prácticamente todas las áreas del SNC. Los grupos de neuronas serotonérgicas 8 1 a 8 5 , en los 

núcleos más caudales del raphé, envían proyecciones descendentes por el tallo cerebral hacia 

la médula espinal, donde modulan las vías que regulan la percepción del dolor. Los grupos 8 6 y 
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, que constituyen el núcleo dorsal del raphé, el 8 8 , que corresponde al núcleo medio o central 

superior, y el grupo B 9 , que no es considerado uno de los núcleos del raphé, inervan todo el 

cerebro, incluyendo la corteza. Junto con proyecciones del locus coeruleus forman parte del 

sistema activador reticular ascendente, que regula la atención, el control motor y los ciclos de 

sueño-vigilia, entre otras funciones. 

Liberación de serotonina 

La liberación de serotonina ocurre por exocitosis. La tasa de liberación de serotonina 

en las neuronas de los núcleos del raphé depende de la frecuencia de disparo. Estas neuronas 

tienen además autorreceptores a serotonina, cuya activación disminuye su frecuencia de disparo, 

y por lo tanto su propia liberación (Frazer y Hensler, 1994). Los mecanismos de liberación de 

serotonina en terminales sinápticas se conocen a partir de sinapsis entre neuronas cultivadas 

de sanguijuela, en las que se encuentra tanto en vesículas claras como en vesículas de núcleo 

denso (Kuffler et al., 1987; Bruns et al., 2000) y su liberación es cuántica, dependiente de 

calcio (Henderson et al.~ 1983) y del potencial de membrana presináptico (Dietzel et al., 1986). 

La disminución del potencial de reposo presináptico incrementa la liberación cuántica, tanto 

espontánea como evocada por despolarizaciones breves o potenciales de acción. La liberación 

evocada depende también de la amplitud de la despolarización, de manera similar a la de la 

sinapsis gigante del calamar (Katz y Miledi, 1967a, b). La liberación presenta facilitación ante 

pulsos pé'º ~ ,, • . .,,, dependiente de la frecuencia (Dietzel et al., 1986), a pesar de que las corrientes 

de calc;o e1, ·· :t a dos despolarizaciones consecutivas son idénticas (Stewart et al., 1989), 

apoyando :d .. · ... t .. 's del calcio residual (Katz y Miledi, 1968), que postula que la facilitación es 

producida por la acumulación de calcio dentro de la terminal durante impulsos consecutivos. 

Tanto en vertebrados como en invertebrados, algunas terminales serotonérgicas 

establecen contactos sinápticos, y liberan serotonina ante la estimulación eléctrica (Bunin y 

Wightman, 1999). Por ejemplo, en la substantia nigra reticulata casi todos los sitios de liberación 

hacen contacto con dendritas postsinápticas (Moukhles et al., 1997). Sin embargo, en la mayoría 

de las áreas del SNC, incluyendo el raphé dorsal y la substantia nigra compacta, hay sitios de 

liberación en axones y en dendritas, sin evidencia de contactos sinápticos (Chazal y Ralston, 

1987; Moukhles et al., 1997). 
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El tipo de terminales que forman las neuronas serotonérgicas tiene implicaciones 

importantes para definir la manera en que la serotonina participa en el procesamiento de 

información en cada región. Los contactos sinápticos especializados sugieren una asociación 

fuerte entre la neurona presinápica y su blanco, mientras que la falta de especializaciones 

sinápticas sugiere un mecanismo parácrino. En concordancia con estos sitios aparentes de 

secreción extrasináptica, la serotonina en varias áreas del sistema nervioso central, incluyendo 

el raphé dorsal y la substantia nigra reticulata, se encuentra en el fluido extracelular en 

concentraciones compatibles con la afinidad de sus receptores. Además, tanto los receptores 

como los transportadores para serotonina se localizan en sitios extrasinápticos, apoyando que la 

serotonina puede tener efectos de tipo parácrino (para revisión ver Bunin y Wightman, 1999). 

Tanto en vertebrados como en invertebrados, la serotonina es secretada además hacia el sistema 

circulatorio, con lo cual alcanza órganos periféricos, actuando como neurohormona. 

La serotonina entonces puede actuar de tres modos distintos: como neurotransmisor 

en sinapsis especializadas, como neuromodulador en sitios de secreción parácrina, y como 

neurohormona, cuando es liberada a la circulación. Posiblemente la secreción parácrina es 

la responsable de la modulación de los circuitos que controlan las conductas mencionadas 

anteriormente, sin embargo se desconoce la fuente de liberación masiva de serotonina· capaz 

de producir efectos generalizados en estos circuitos. Aunque se ha propuesto que la serotonina 

puede difundir desde los sitios sinápticos hacia el fluido extracelular (Bunin y Wightman, 1999), 

y las terminales secretoras que no hacen contactos sinápticos pudieran liberar serotonina de 

manera extrasináptica (Chazal y Ralston, 1987; Moukhles et al., 1997), la reciente descripción de 

la secreción somática de otros neuromoduladores (Zaidi y Mattews, 1997, 1999; Puopolo, 2001) 

abre la posibilidad de que el soma de las neuronas serotonérgicas participe en su secreción 

masiva, produciendo efectos parácrinos. Sin embargo, hasta el momento no se ha descrito la 

secreción somática de serotonina. 

Secreción somática en neuronas 

En los últimos años se ha mostrado que algunas neuronas, tanto de invertebrados 

como de vertebrados, secretan mensajeros químicos a partir del soma. Oun y Minota (1982) 

propusieron la liberación somática como responsable de una despolarización postetánica en 
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neuronas del ganglio cervical superior y mesentérico de conejo y cobayo, debido a que dicha 

despolarización es causada por la estimulación intracelular directa de las mismas neuronas y 

se produce aún después de la denervación preganglionar. Esto fue confirmado más adelante 

mediante microscopía electrónica (Zaidi y Mattews, 1997; 1999) utilizando ácido tánico para 

estabilizar el núcleo electrodenso de las vesículas después de su exocitosis. Mediciones de 

capacitancia en neuronas del ganglio de la raíz dorsal también han mostrado que hay secreción 

somática de substancia P en respuesta a la despolarización con alto potasio (K+). Esta secreción 

es dependiente de calcio y se activa con concentraciones de calcio intracelular a partir de 0.6 

rnM, similares a las que activan la secreción en células endocrinas (Huang y Neher, 1996). 

La secreción somática también se ha mostrado en neuronas dopaminérgicas de la substantia 

nigra, mediante amperometría con fibra de carbono. Esta secreción ocurre en condiciones de 

reposo y se incrementa por la aplicación local de glutamato, y la entrada de calcio (Jaffe et al., 

1998). La dopamina también es secretada a partir del soma de células amacrinas en la retina 

ante el disparo rítmico de potenciales de acción. Esta secreción es regulada por la activación 

de receptores extrasinápticos a glutamato, GABA y a la propia dopamina y depende de la 

entrada de calcio a través de canales de tipo L (Puopolo et al., 2001). En celenterados (Gillis y 

Anctil, 2001) y en moluscos (Chen et al., 1995), hay neuronas que secretan aminas biogénicas 

mediante exocitosis dependiente de calcio, tanto a partir de terminales como a partir del soma, 

mostrando, de nuevo, un mecanismo conservado. 

De los datos provenientes de los distintos tipos neuronales que se han estudiado, se 

puede sintetizar que la secreción somática proviene al menos en parte de vesículas de núcleo 

denso (Zaidi y Mattews 1997; 1999), parece ocurrir en ausencia de sitios activos y depende 

de la entrada de calcio (Huang y Neher, 1996) a través de canales de tipo L (Puopolo et al., 

2001). Estas características son más similares a las de la secreción endocrina que a las de la 

transmisión sináptica. Sin embargo, el mecanismo completo de activación y regulación de la 

secreción somática no ha sido estudiado en una misma neurona, ni se conoce cómo es regulada 

esta secreción por la actividad eléctrica neuronal o por mecanismos intracelulares. Si una misma 

neurona puede liberar transmisores tanto de las terminales presinápticas. como del soma, es 

posible que cada compartimento tenga mecanismos de regulación diferentes. En este trabajo 

estudiamos ambos modos de secreción y su regulación en un mismo tipo neuronal. 
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Sistema nervioso de la sanguijuela 

Este estudio se llevó a cabo en neuronas identificadas del sistema nervioso central de 

la sanguijuela. Debido al gran tamaño y la accesibilidad de las neuronas así como al número 

limitado de neuronas en sus circuitos, el sistema nervioso de muchos invertebrados ha sido de 

gran utilidad para el estudio del funcionamiento básico de las neuronas y sus interrelaciones. 

El sistema nervioso de la sanguijuela ha sido uno de los más estudiados en neurobiología y 

ha contribuido a entender algunos aspectos básicos del funcionamiento del sistema nervioso 

(ver, por ejemplo, Muller et al., 1981). Las ventajas del sistema nervioso de la sanguijuela 

para estudios de neurobiología provienen del número relativamente pequeño de neuronas que 

controlan cada función, de sus ganglios estereotipados, de los claros pasos que se siguen en su 

desarrollo, de la capacidad de regeneración y del repertorio limitado de comportamientos que 

presenta (Blackshaw y Nicholls, 1995). 

Las sanguijuelas son anélidos de la clase Hirudinea en los que cada segmento consta de 

5 anillos corporales. Una de las especies más utilizadas para el estudio del sistema nervioso es la 

sanguijuela medicinal Hirudo medicinalis, que por haber sido utilizada en tratamientos médicos 

desde tiempos antiguos (Payton, 1981a), inspiró los estudios anatómicos de Gustav Retzius 

y otros anatomistas desde el siglo XIX. Su SNC está formado por una cadena ganglionar que 

corre por la parte ventral del animal, en la que cada ganglio controla de manera relativamente 

independiente un segmento del animal. Cuatro ganglios están fusionados en el extremo anterior, 

formando un ganglio cefálico, y otros siete en el extremo posterior, formando un ganglio caudal 

que controla la ventosa posterior. Los 21 ganglios intermedios o segmentales están conectados 

entre sí a través del nervio conectivo y cada uno inerva ur segmento a través de las raíces 

laterales, que se ramifican hacia la periferia (Fig. lA). Cada ganglio segmenta! contiene cerca 

de 400 neuronas, muchas de las cuales (aproximadamente el 75º/o) han sido identificadas por 

su función, su patrón de actividad eléctrica, sus transmisores y sus conexiones, además de su 

forma, tamaño y localización característica en el ganglio. Dentro del ganglio se encuentran los 

somas neuronales (Fig. lB), y parte de sus neuritas, que forman el neuropilo. Algunas neuronas 

envían además prolongaciones a través de las raíces laterales para inervar los órganos internos, 

la piel, músculos y glándulas en la pared corporal, o bien a través del nervio conectivo, para 

conectarse con neuronas en los ganglios adyacentes (Payton, 1981b). Cada neurona se repite 

de un ganglio a otro, de un espécimen a otro, e incluso entre distintas especies. Las neuronas 
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son monopolares y sus somas tienen diámetros de entre 10 y 80 mm. El gran tamaño de los 

cuerpos neuronales facilita los registros electrofisiológicos. Las primeras neuronas que fueron 

identificadas anatómicamente fueron las llamadas células de Retzius, por el anatomista que 

las describió (Muller et al., 1981). Las primer::is en ser funcionalmente identificadas fueron las 

neuronas mecanosensoriales que responden al tacto (T), a la presión (P) y a estímulos nocivos 

(N) en la piel (Nicholls y Baylor, 1968), de las que hablaré más adelante. 

A 

B 

Ganglio 
cefálico 

anterior Ventosa 
posterior 

Figura 1. Sistema nervioso central de la sanguijuela. A, Esquema de la cadena 
de ganglios que forma el sistema nervioso central. El ganglio cefálico y el caudal están 
formados de varios ganglios fusionados. cada ganglio segmentar inerva un segmento del 
animal y están conectados entre sí por el nervio conectivo. B, Micrografía de un ganglio 
donde se observan algunos cuerpos neuronales (tomado de Nicholls y Baylor, 1968). 
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En la sanguijuela se han estudiado extensivamente el desarrollo del SNC (Weisblat, 

1981), la formación y el funcionamiento de las sinapsis serotonérgicas (Fernández de Miguel 

y Drapeau, 1995), la regeneración del sistema nervioso después de una lesión (Nicholls, 

1987), las propiedades de las células gliales (Kuffler y Potter; 1964; Kuffler y Nicholls, 1966), 

el funcionamiento de las neuronas y de los receptores mecanosensoriales (Nicholls y Baylor; 

1968; Blackshaw y Thompson, 1988; Blackshaw et al.,1988) la conducción de señales en las 

ramificaciones neuronales (Gu, 1991; Baccus, 1998), los circuitos neuronales que coordinan 

distintos patrones conductuales y su modulación (Friesen et al., 1976; Willard, 1981; Kristan y 

Nusbaum, 1983; Nusbaum y Kristan, 1986; Szczupai< y Kristan, 1995), así como la codificación 

de la actividad en poblaciones de neuronas que controlan la respuesta motora a las entradas 

sensoriales (Lewis y Kristan, 1998). 

La serot"onjna regula 1nuchas de las Funciones y cornportarnient"Ds vitales en la 
sanguijuela 

En los ganglios del SNC de la sanguijuela hay siete neuronas serotonérgicas, que se pueden 

. identificar por su tinción con el colorante rojo neutro (Lent y Frazer; 1977): la~ dos neuronas de 

Retzius, que son las de mayor tamaño en el ganglio y contienen el 50°/o de la serotonina total 

en el animal (McAdoo y Coggeshal, 1976), dos pares de neuronas laterales, uno en la parte 

dorsal del ganglio, también llamadas 21, y uno en la parte ventral, llamadas 61, y una célula en 

el paquete medial posterior. Las neuronas de Retzius envían axones hacia la periferia a través 

de las raíces laterales del ganglio, mientras que el resto de las células se.-otonérgicas tienen su 

árbol dendrítico restringido al SNC. Todas estas neuronas reciben entradas sinápticas comunes, 

aparentemente colinérgicas, y producen actividad sincrónica. Además están acopladas entre sí 

mediante sinapsis eléctricas débiles que permiten el flujo de corriente tanto despolarizante como 

hiperpolarizante. Las dos células de Retzius en cada ganglio están acopladas mediante una 

sinapsis eléctrica, que permite que ambas disparen de manera sincrónica (Lent y Frazer; 1977). 

La serotonina regula una gran cantidad de funciones fisiológicas en la sanguijuela, muchas 

de ellas relacionadas con la conducta alimenticia. Las sanguijuelas hambrientas se ubican por 

lo general en aguas poco profundas y cuando detectan movimientos en el agua, provenientes 

de una posible presa, nadan hacia la fuente de las ondas. El nado es coordinado por una serie 

de interneuronas osciladoras, que estimulan e inhiben de manera rítmica y alternada a las 
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motoneuronas excitadoras e inhibidoras de los músculos longitudinales ventrales y dorsales de 

manera progresiva a lo largo de la cadena de ganglios, generando ondulaciones del cuerpo de 

adelante hacia atrás (Friesen et al., 1976). Las neuronas serotonérgicas desempeñan un papel 

fundamental en la iniciación del nado. Las neuronas mecanosensoriales excitan a varias de las 

neuronas serotonérgicas, incluyendo las células de Retzius y las 21 y 61, a través de una vía 

polisináptica (Nusbaum y Kristan, 1986) y éstas a su vez pueden iniciar la actividad del circuito 

del nado (Nusbaum, 1986). La estimulación de las neuronas de Retzius o la aplicación de 

serotonina en el baño producen episodios de nado (Willard, 1981), debido a que la serotonina 

modula la actividad de algunas de las interneuronas osciladoras que inician la actividad rítmica 

del circuito. Por ejemplo, mediante la modulación de distintos canales de sodio, la serotonina 

cambia la excitabilidad de una de las interneuronas que inician el ciclo del nado (llamada célula 

204), disminuyendo el umbral para que ésta desencadene la actividad del circuito (Angstadt 

y Friesen, 1993a, b). La serotonina también modula la actividad de las motoneuronas que 

producen el nado, promoviendo su actividad rítmica alternada (Mangan et al., 1994). Por ello se 

considera que la serotonina es el factor determinante para la ·activación del nado. De hecho, la 

probabilidad de que una sanguijuela nade se correlaciona con la concentración de serotonina en 

la sangre (Willard, 1981). y en el SNC (Lent y Dickinson, 1984). 

Una vez que la sanguijuela encuentra una posible presa, comienza una fase de exploración, 

durante la cual la actividad de las neuronas serotonérgicas se incrementa (Wilson et al., 1996a). 

Cuando los labios sienten una superficie tibia, algunas neuronas serotonérgicas se activan, 

disparando trenes de impulsos a altas frecuencias y la serotonina activa la ingesta, estimulando 

directamente a las glándu:as salivales, las mandíbulas y la faringe (Lent y Dickinson, 1984). 

Durante la ingestión, la serotonina regula la relajación de los músculos de la pared corporal 

(Sawada y Coggeshall, 1976a, b) y la secreción de moco en la piel (Lent, 1973). La distensión 

de la pared corporal después de la alimentación hiperpolariza a las neuronas serotonérgicas y 

termina la ingestión, produciendo el estado de saciedad, (Groome et al., 1993; Goldburt et al., 

1994). 

Además de la modulación de todos estos aspectos de la conducta alimenticia, la 

serotonina modula reflejos como el acortamiento o la flexión local y procesos de aprendizaje 

en la sanguijuela (Lockery y Kristan, 1991; Ehrlich et al, 1992; Sahley, 1994; Burrell et al., 

2001, 2002). La serotonina liberada por las neuronas de Retzius tiene además un efecto 
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neuromodulador sobre el bloqueo de conducción en las ramificaciones de algunas neuronas 

(Mar y Drapeau, 1996). 

La serotonina en el SNC de la sanguijuela es liberada de terminales sinápticas, ejerciendo 

un efecto específico y local sobre las neuronas postsinápticas (Nusbaum y Kristan, 1986; Mar y 

Drapeau, 1996). Sin embargo, la modulación de algunos patron~s conductuales, por ejemplo el 

nado, requiere de la secreción de cantidades muy grandes de serotonina (Willard, 1981), que no 

se han podido explicar por la liberación sináptica del neurotransmisor y aunque se ha supuesto 

que proviene de las células de Retzius, se desconoce aún su forma de liberación. El soma de 

las neuronas de Retzius, con su gran tamaño y contenido de serotonina (McAdoo y Coggeshall, 

1976), podría ser una estructura idónea para la secreción masiva de la serotonina responsable 

de la modulación parácrina de los circuitos mencionados. 

Las neuronas de sanguijuela en cultivo: una preparación útil en el estudio de la 
formación y el funcionamiento de las sinapsis 

La capacidad regenerativa del sistema nervioso de la sanguijuela (Baylor y Nicholls, 1971; 

Jahnsen y Nicholls, 1972), a diferencia del SNC de los vertebrados, permite aislar individualmente 

neuronas adultas identificadas y mantenerlas en cultivo, en donde sobreviven por semanas, 

conservando sus características fisiológicas distintivas, como la forma de sus potenciales de 

acción, la expresión de canales iónicos, y la formación de sinapsis específicas (Fuchs et al., 1981) 

al quedar en contacto con las neuronas adecuadas. Estas sinapsis se forman cerca del soma, 

de manera que los registros pre y postsinápticos en éste son un reflejo fiel de lo que ocurre en 

la sinapsis (Nicholls y Kuffler, 1990). Además, estas sinapsis presentan formas de modulación y 

plasticidad similares a las del SNC (Fernández de Miguel y Drapeau, 1995). 

La sinapsis Reáius-P 

Una· de las sinapsis mejor estudiadas es la que forman las neuronas de Retzius con 

las neuronas mecanosensoriales sensibles a presión (células P). El soma de las neuronas de 

Retzius tiene alrededor de 80 mm de diámetro, por lo que es muy accesible para registros 

electrofisiológicos. Estas neuronas pueden ser aisladas fácilmente y si al ser puestas en cultivo 
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el muñón del proceso primario de una neurona de Retzius queda en contacto con una célula P, 

forman una sinapsis química inhibidora similar a la que forman en el ganglio (Fuchs et al., 1982). 

En esta sinapsis, la célula de Retzius es siempre presináptica (Fuchs et al., 1982; Liu y Nicholls, 

1989). 

La serotonina produce potenciales sinápticos inhibidores en las células P, mediados por 

la entrada de cloro. Los potenciales sinápticos tienen un tiempo al pico de aproximadamente 50 

ms y una caída bifásica con una constante de tiempo rápida, de 60-100 ms y otra lenta, de 1-2 

seg. Hay dos receptores que producen una respuesta directa: uno que produce una respuesta 

rápida con una constante de tiempo de 10 ms y que se desensibiliza rápidamente, y otro que se 

activa más lentamente, con una constante de tiempo de 18 ms y no se desensibiliza (Lessman y 

Dietzel, 1995). Además, un receptor distinto activa corrientes de cloro a través de la activación 

de la vía de señalización intracelular mediada por AMP cíclico y la cinasa de proteínas tipo A 

(Sanchez-Armass et al., 1991). 

Las neuronas de Retzius tienen también autorreceptores para serotonina, que activan en 

su mayoría corrientes de cloro, y en una proporción pequeña (10°/o de la corriente total) canales 

catiónicos selectivos para iones monovalentes (Lessman y Dietzel., 1991). 

Las neuronas de Retzius en cultivo sintetizan serotonina a partir de triptofano o 5-

hidroxitriptofano (Henderson, 1983) y la almacenan en vesículas tanto claras como de núcleo 

denso (Kuffler et al., l987; Bruns et al., 2000). En las terminales presinápticas de las células 

de Retzius, las vesículas claras se encuentran en zonas activas formando cúmulos cerca de la 

membrana presináptica y las vesículas de núcleo denso rodean a éstas, y están más dispersas 

y alejadas de la membrana (Fig. 2; Kuffler et al., 1987; Nicholls y Kuffler, 1990; Bruns et al, 

2000). El soma de las neuronas de Retzius en contraste, contiene principalmente vesículas de 

núcleo denso (Bruns et al, 2000; H. Hernández, M.A. Morales y F.F. De-Miguel, observaciones 

inéditas), que pueden liberar su contenido si las células son incubadas con ionomicina (Bruns et 

al, 2000). Mediante registros amperométricos (Chow, y Van Rüden, 1995) se ha mostrado que 

las vesículas de núcleo denso liberar.i 17 veces más serotonina que las claras. Mientras que las 

vesículas claras liberan aproximadamente 4,700 moléculas del transmisor, las de núcleo denso 

liberan alrededor de 80,000 (Bruns y Jahn, 1995). 
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La liberación de serotonina en esta sinapsis ha sido estudiada utilizando 10 mM de calcio 

extracelular para incrementar su probabilidad y facilitar su registro. La serotonina se libera de 

manera cuántica y dependiente de calcio (Henderson et al., 1983). Los canales de calcio no están 

distribuidos homogéneamente en la superficie celular; sino que su densidad es mucho mayor 

en la punta del muñón, donde se forman las terminales presinápticas (Fernández de Miguel 

et al., 1992}. La liberación de serotonina tiene una fuerte dependencia tanto del potencial de 

reposo como de la magnitud de las despolarizaciones de la membrana presináptica, y muestra 

facilitación ante pulsos pareados, la cual depende del intervalo entre los pulsos (Dietzel et al., 

1986). Además, la transmisión sináptica presenta depresión con estimulaciones consecutivas a 

bajas frecuencias (0.5-1 Hz; Fuchs et al., 1982). Sin embargo, no se sabe cómo es la liberación 

ante trenes de impulsos a distintas frecuencias, ni se ha estudiado la liberación de serotonina 

en condiciones fisiológicas de calcio extracelular. Tampoco se conoce si la liberación a partir de 

las vesículas claras y de núcleo denso ocurre de manera independiente, ni la regulación de la 

transmisión por mecanismos intracelulares. 

Figura 2. Terminal sináptica de una neurona de Retzlus sobre una célula 
P co-cultivadas por 5 días. La célula de Retzius (R) tiene un cúmulo de vesículas 
clarascerca de la membrana presináptica y engrosamientos presinápticos. Las 
vesículas claras están rodeadas de vesículas de núcleo denso. Frente a las densidades 
presinápticas la hendidura sináptica es más ancha que en las áreas extrasinápticas. 
Escala = 0.2 µm. Tomado de Kuffler et al., 1986. 
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PLANTEAMJ:ENTO DEL PROBLEMA 
La actividad moduladora de la serotonina requiere de la secreción de grandes cantidades 

de moléculas, lo cual no ha podido explicarse con base en la liberación en las terminales 

sinápticas. El soma neuronal podría ser una estructura adecuada para la secreción parácrina, 

por su gran superficie membrana!. De ser cierto esto, las neuronas podrían liberar serotonina 

tanto de sus terminales sinápticas como del soma. Dado que en los casos conocidos la secreción 

somática ocurre en ausencia de zonas activas, de manera similar a la de las células endocrinas 

excitables, la regulación de la secreción sináptica y somática podría ser distinta. 

En este trabajo investigamos si hay secreción somática de serotonina, y si los mecanismos 

de la secreción somática y la sináptica son distintos. Para ello utilizamos las neuronas de Retzius 

y estudiamos ambos tipos de secreción de serotonina en un mismo tipo neuronal. Estudiamos 

1) la regulación de cada tipo de secreción por la frecuencia de disparo, 2) los canales de calcio 

membranales que participan en cada una y 3) la participación de la liberación de calcio de 

los depósitos intracelulares. También estudiamos qué entradas sinápticas en las neuronas de 

Retzius podrían producir secreción somática. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 
Cultivo de neuronas de sanguijuela 

Utilizamos sanguijuelas Hirudo medicinalis adultas. La cadena nerviosa se aisló en 

solución salina (en mM): NaCI 120; KCI 4; cac12 2; tris-maleato 10; el pH fue ajustado a 7.4 

con HCI), conservando las raíces de los ganglios segmentales unidas a tejido conectivo para 

facilitar su sujeción posterior. Las neuronas se aislaron siguiendo el procedimiento de Dietzel et 

al. (1986), descrito a continuación. Los ganglios nerviosos se mantuvieron en medio de cultivo 

L-15 (Sigma) complementado con 2°/o de suero bovino fetal (Gibco) inactivado por calor, 6 mg/ 

mi de glucosa y 0.1 mg/ml de gentamicina. Los ganglios se abrieron por la parte ventral con 

pinzas finas y se trataron con 2 mg/ml de colagenasa-dispasa (Boehringer-Mannheim) durante 

45 a 60 minutos, después de lo cual las neuronas de Retzius y las células P se identificaron 

visualmente por su localización en el ganglio y su tamaño característico. Las células se aislaron 

una por una mediante la aplicación de succión a través de una micropipeta de vidrio como se 

muestra en la figura 3, con lo que se obtiene el soma unido a una parte del proceso primario, 

al que nos referimos como "muñón". Las neuronas se enjuagaron varias veces con medio estéril 

para eliminar los detritos y los microorganismos contaminantes, y se sembraron en platos de 

cultivo, utilizando concanavalina-A (2 mg/ml) como substrato (Sigma). Para los experimentos de 

análisis de la secreción somática las células de Retzius se sembraron individualmente, en platos 

de cultivo con fondo de vidrio. Para los experimentos encaminados a caracterizar las sinapsis, 

el muñón axonal de la célula de Retzius se colocó tocando el soma de la célula P. La figura 4 

muestra una célula de Retzius en cultivo haciendo contacto con una célula P para formar una 

sinapsis. Los experimentos se hicieron después de 1 a 7 días en cultivo. 

Figura 3. Aislamiento de neuronas identificadas de un ganglio. La pipeta 
está aislando una célula P. La R indica las neuronas de Retzius. 
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Figura 4. Sinapsis quimica 
unidireccional formada entre 
neuronas Identificadas de 
sanguijuela. A, micrografía de una 
neurona de Retzius (Pre) formando 
una sinapsis con una célula P (Post) 
en cultivo. Se ven los electrodos de 
registro pre y postsinápticos y un 
electrodo para la aplicación de pulsos 
iontoforéticos de 5-HT.. B, registro 
intracelular de las respuestas pre y 
postsinápticas a la estimulación de la 
neurona de Retzius. Escala=BO µ m. 

Determinación de la secreción somática: tinción con FM 1-43 

La exocitosis somática se analizó usando la incorporación del colorante fluorescente FMl-

43 (Molecular Probes; Betz et al., 1992). El FM 1-43 es un fluoróforo con una porción hidrofílica 

y una lipofílica, que se une a los lípidos de la capa externa de la membrana. En solución acuosa 

prácticamente no emite fluorescencia, pero al unirse a una membrana fluoresce en 535 nm si 

es excitado con una longitud de onda de 480 nm. Cuando las vesículas de secreción se fusionan 

con· la membrana ante un estímulo, el fluoróforo se une también a ellas, incrementando la 

fluorescencia total de la membrana. Al recuperar las vesículas por endocitosis, el colorante 

queda dentro de ellas y después de lavar el colorante del exterior celular, se pueden ver los sitios 

donde hubo endocitosis porque las vesículas quedan marcadas con el compuesto fluorescente. 

Los métodos utilizados para estudiar la secreción somática fueron descritos con detalle (Trueta 

et al., 2003). 
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Estimulación de la secreción somática 

Se usaron dos protocolos distintos para inducir secreción. El primero consistió en trenes 

de 10 potenciales de acción producidos por la inyección intracelular de pulsos de corriente 

despolarizante de 10 ms a frecuencias de 0.5 a 50 Hz, frecuencias que están en el intervalo 

de disparo fisiológico de estas neuronas (Velázquez-Ulloa et al., 2003). Para ello se utilizaron 

microelectrodos fabricados a partir de tubos capilares de borosilicato de pared delgada (Frederick 

Haer and Co.) con resistencias de 18 a 25 MW llenos de una solución de KCI (3M). El FMl-43 

(2µM) se añadió al medio de cultivo después de penetrar la neurona con el microelectrodo e 

hiperpolarizarla a -60 mV para evitar su disparo espontáneo. Se esperaron 3 minutos antes de 

estimular, para permitir la unión del colorante a la membrana celular. Los registros de la actividad 

neuronal fueron digitalizados por medio de un convertidor analógico-digital Digidata 1200 (Axon 

Instruments) a una frecuencia de 20 KHz utilizando el programa Pclamp 8 (Axon Instruents) y se 

almacenaron en una computadora PC. Antes de retirar el electrodo, las neuronas se perfundieron 

por 2 minutos con solución fisiológica (en mM: NaCI 120; KCI 4; cac12 2; tris-maleato 10; N

metil D-glucamina 66) en la cual el calcio fue substituido por magnesio para evitar la secreción 

(Trueta et al., 2003). La N-metil D-glucamina fue utilizada como un osmolito inerte para ajustar 

la osmolaridad de las soluciones a 330 mosm., similar a la osmolaridad del medio de cultivo. 

Después de dicho período de lavado, el electrodo se retiró y las células se perfundieron por 8 

minutos más con solución fisiológica normal. 

El segundo protocolo de estimulación consistió en despolarizar a las neuronas con una 

solución extracelular con 40 mM de potasio. Para esto, el FMl-43 se añadió a los platos de cultivo 

con 1 mi de solución fisiológica normal y después de 3 minutos se añadió 1 mi de una solución 

fisiológica modificada con 76 mM de KCI, substituyendo una cantidad equimolar de NaCI. La 

mezcla dio como resultado una concentración de 40 mM de K+. Las neuronas se incubaron en 

esta solución por 5 minutos y después el colorante se lavó por perfusión como se describió 

anteriormente. Como controles, algunas neuronas fueron estimuladas en una solución fisiológica 

con Mg2 + en lugar de Ca2+. Otras neuronas se incubaron con FMl-43 en una solución normal (2 

mM de Ca2+) sin ser estimuladas, o bien se estimularon con alto K+ en presencia de ca2 + y en 

ausencia de FMl-43. La cámara de registro se perfundió en todos los casos por gravedad y el 

cambio total de la solución dentro de ésta requirió aproximadamente de 30 segundos. 
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Análisis de la exocitosis somática 

Para analizar la exocitosis somática, observamos las neuronas con un microscopio Nikon 

Eclipse TE200, utilizando un objetivo Nikon 100X de inmersión en aceite con distancia de trabajo 

ultra larga y apertura numérica de 1.25. Para la microscopía de fluorescencia, las células se 

iluminaron de manera continua con una lámpara de mercurio (Nikon). Se utilizaron filtros de 

densidad neutral para red'..lcir la intensidad de iluminación en un 90°/o con el objeto de reducir 

el blanqueo de la fluorescencia producido por la iluminación y evitar daños a las neuronas. Para 

adquirir la fluorescencia del FMl-43 se usaron filtros de fluoresceína con pico de excitación a 

480 nm y de emisión a 535 nm. Las imágenes se adquirieron por medio de una cámara CCD 

acoplada a un procesador Argus 10 (Hamamatsu Photonics) programado para integrar de 128 

a 256 imágenes cada vez. 

Se adquirieron manualmente imágenes secuenciales, aproximadamente cada 5 segundos 

antes y después de la estimulación con microelectrodos, y se almacenaron en disco duro en 

forma digital usando el programa Metamorph (Universal Imaging Corporation). La fluorescencia 

se midió a partir de regiones delineadas manualmente que contuvieran la membrana celular o los 

puntos fluorescentes (ver más adelante), utilizando el mismo programa. Para medir la intensidad 

de la fluorescencia en las regiones de interés, el programa se calibró usando las regiones con la 

intensidad mínima y la máxima de cada célula como los valores de O y 255 unidades de la escala 

de luz respectivamente (escala de 8 bits). La fluorescencia de las regiones de interés se midió 

por interpolación lineal entre estos 2 valores. Para restar la fluorescencia de fondo, se midió la 

intensidad en una región que no contuviera la célula y la intensidad en esta región para cada 

imagen secuencial se le restó a la intensidad de la región de interés de la misma imagen. Los 

valores de fluorescencia se normalizaron después con respecto al valor inicial obtenido en la 

primera imagen que se adquirió de cada célula, para hacer comparaciones entre células. 

Análisis del patrón de tinción con FM1-43 

Después de lavar el FMl-43 del medio externo, las neuronas mostraron un patrón 

característico de tinción con puntos fluorescentes. Para analizar este patrón, se adquirieron series 
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de imágenes de las neuronas teñidas en distintos planos focales bajo condiciones calibradas en 

el eje z. El número de puntos por soma se cuantificó manualmente a partir de las imágenes de 

planos focales secuenciales utilizando el programa Metamorph, usando criterios que evitaron 

que se contara más de una vez el mismo punto en imágenes consecutivas (Coggeshal y Lekan, 

1996). 

El análisis cuantitativo del diámetro de los puntos fluorescentes y de sus perfiles 

de intensidad se llevó a cabo a partir de series en z de imágenes confocales. Se utilizó un 

microscopio confocal Bio-Rad para adquirir series de imágenes en planos focales consecutivos 

separados por 1 mm de distancia, usando los mismos filtros de fluoresceína que se describieron 

en la sección anterior. Para medir los puntos fluorescentes se trazó una línea recta a través de 

su diámetro mayor cuando eran asimétricos y se midió la longitud de la línea a partir de una 

calibración previa obtenida de la imagen original en el microscopio. Para tener una calibración 

más precisa de las imágenes confocales, se utilizaron microesferas de látex fluorescentes de 0.5 

y de 2.0 mm de diámetro (Molecular Probes). 

Experimentos de "desteñido" y "reteñido" 

Para desteñir los sitios de endocitosis que capturaron FMl-43, las células se perfundieron 

con solu~ión despolarizante con 40 mM de K+ y 10 mM de ca2 +. Durante la perfusión, se 

adquirieron imágenes de fluorescencia cada 5 segundos aproximadamente. A pesar de la 

utilización de filtros de densidad neutra, la iluminación continua con la lámpara de fluorescencia 

ocasiona siempre una pérdida gradual de la intensidad de fluorescencia de los fluoróforos, a la 

que se llama "blanqueo". Para tener un control de la pérdida de fluorescencia por este fenómeno 

y distinguirlo de la caída de la fluorescencia debida a la exocitosis de las vesículas teñidas con 

FMl-43, antes de iniciar la perfusión con la solución de alto potasio se adquirieron imágenes 

secuenciales de la manera descrita pero perfundiendo con una solución con 2 mM de Mg2 + en 

lugar de ca2 + para evitar la exocitosis. La intensidad de los puntos fluorescentes individuales se 

midió como se describió anteriormente. 

Para los experimentos de re-tinción, las neuronas fueron primero teñidas ya sea por 

estimulación con un tren de 10 impulsos a 20 Hz o por despolarización por 30 segundos con alto 

K+ en presencia de FMl-43. Después de adquirir imágenes de fluorescencia de los sitios teñidos, 
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éstos fue.-on blanqueados pai-cialmente poi- iluminación continua durante 35 segundos utilizando 

toda la potencia de la lámpara de fluoi-escencia. Se utilizó el blanqueo en luga.- de desteñir las 

neu.-onas poi- despolai-ización pai-a evitar el agotamiento de la poza de vesículas secretoi-as 

disponibles. Las neu.-onas fuei-on entonces i-e-teñindas poi- medio de oti-a despolai-ización con 

alto K+ du.-ante 2 minutos para pi-oduci.- una sec.-eción masiva en pi-esencia de FMl-43. 

Manipulaciones farmacológicas de canales de calcio y de los depósitos intracelulares 
de calcio 

Para estudia.- el papel de distintos canales de calcio, o de la libei-ación de calcio de los 

depósitos inti-acelulai-es, en algunos expei-imentos se utilizó w-Conotoxina MVIIA 2 µM, que 

bloquea canales de calcio tipo N; FTX 3.3 1 µM, que bloquea canales tipo P/Q; w- Conotoxina 

MVIIC 1 µM, que bloquea canales tipo Q; PLTX-11 50 nM, que bloquea canales de calcio en insectos 

(todas las antei-ioi-es obtenidas de Alomone Labs.); nimodipina 10 µM (Sigma), que bloquea 

canales tipo L; i-ianodina 100 µM (calbiochem), que bloquea la liberación de calcio inducida po.

calcio; cafeína 10 mM (Sigma), que activa a los .-eceptoi-es de i-ianodina; o tapsigai-gina 200 nM 

(Calbiochem), que bloquea a la ATPasa de calcio que bombea este ion hacia el intei-ior de los 

depósitos intracelulai-es. En todos los casos se pi-epai-ó una solución en una concentración lOOOX 

en el solvente adecuado (etanol pai-a la i-ianodina y la nimodipina, DMSO pai-a la tapsigai-gina, 

agua desionizada para la cafeína y_ las toxinas bloqueado.-as de canales de calcio). De la solución 

concenti-ada se tomai-on 3 µI que se disolviei-on pi-imei-o con agitación fuerte en 200 µI de medio 

de cultivo o de solución fisiológica y postei-ioi-mente se añadiei-on a la cáma.-a de i-egisti-o con 3 

mi de solución fisiológica o de medio de cultivo, para obtenei- la concenti-ación final adecuada. 

Microscopía electrónica 

Algunas neu.-onas de Retzius, tanto aisladas como foi-mando sinapsis en cultivo con 

células P fuei-on pi-ocesadas para mici-oscopía electi-ónica. Las neui-onas cultivadas se lavai-on 

con una solución amortiguadoi-a de cacodilato 0.08 M (Sigma) y se fijai-on por 10 minutos con 

glutai-aldehido al 0.6°/o (Sigma) y parafo.-maldehido al 0.4°/o en solución de cacodilato 0.08 M, 

pH 7.4, según el pi-ocedimiento descrito por Kuffler et al. (1987). Se realizó una post-fijación con 

tetraóxido de osmio al 1°/o (Fluka) en solución de cacodilato. Las neuronas fueron deshidratadas 
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serialmente e infiltradas con Epon-Etanol (1:1) durante toda la noche. Después de varias 

substituciones de Epon, éste se polimerizó a 60º por 24 horas. Este procedimiento lo llevó a 

cabo Victor Hugo Hernández. Se realizaron cortes ultrafinos que se contrastaron con acetato de 

uranilo por 10 minutos y con citrato de plomo por 2.5 minuto~. Los cortes fueron realizados en la 

unidad de microscopía del Instituto de Fisiología Celular por Rodolfo Paredes y Jorge Sepúlveda. 

Los cortes se observaron en un microscopio electrónico Jeol 1010 {Jeol USA Inc.). 

Determinación de la secreción sináptica: registro intracelular en las sinapsis en 
cultivo 

Para determinar la liberación sináptica de serotonina, se formaron sinapsis en cultivo 

colocando la punta del muñón de una célula de Retzius en contacto con el soma de una célula 

P. Los pares Retzius-P se registraron después de 5 días en cultivo para garantizar la formación 

de la sinapsis. Se utilizaron microelectrodos intracelulares fabricados a partir de tubos capilares 

de borosilicato {Frederick Haer and Company). Para la estimulación de la neurona presináptica 

se utilizaron electrodos con resistencias entre 15 y 30 MW llenos con acetato de potasio 4 M. 

Para el registro de la neurona postsináptica se utilizaron electrodos con· una resistencia entre 

15 y 20 MW llenos de CsCl2 2 M, para bloquear canales de potasio y con ello incrementar la 

resistencia de entrada de las células y disminuir las corrientes de fuga. La inyección de cloro a 

la célula permite además invertir y amplificar los potenciale~ postsinápticos, que en condiciones 

fisiológicas son inhibidores pero son muy pequeños debido a la cercanía entre el potencial de 

reposo y el potencial de equilibrio del cloro {Fuchs et al., 1982; Henderson et al., 1983; Liu y 

Nicholls, 1989). La célula presináptica se registró con un amplificador de registro intracelular con 

balance de puente {Getting, modelo 5), y la postsináptica se registró en condiciones de fijación 

de voltaje utilizando un preamplificador igual al descrito, conectado a un módulo de fijación 

de voltaje {Almost Perfect Electronics), utilizando una frecuencia de muestreo de 2-5 KHz. El 

potencial de membrana de la célula postsináptica se fijó en -so mV, que es el potencial de reposo 

de las células P in vivo y se midieron las corrientes sinápticas en respuesta a la estimulación 

presináptica. La célula presináptica se estimuló con pulsos de corriente despolarizante utilizando 

un estimulador Grass 5588. Los registros fueron digitalizados con un convertidor analógico

digital {Digidata 1200, A><on Instruments) a 2-5 KHz, almacenados y analizados utilizando el 

programa Pclamp 8 {Axon Instruments}. 
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Se estimuló la neurona presináptica con un pulso de prueba que produjo un solo potencial 

de acción, seguido después de 2 segundos por un tren de 10 impulsos a una frecuencia entre 

0.5 y 50 Hz. Entre una estimulación y otra transcurrieron al menos 2 minutos para permitir 

la recuperación de la poza de vesículas sinápticas disponibles. La respuesta postsináptica se 
analizó calculando la integral de las corrientes sinápticas producidas por el tren de 10 impulsos 

y dividiéndola entre la integral de la corriente producida por el pulso sencillo y entre el número 

de impulsos en el tren (10). Esto da una estimación del índice de eficiencia de la sinapsis, que 

si es menor que 1 representa depresión sináptica y si es mayor que 1 representa facilitación 

sináptica. 

En la sinapsis Retzius-P la liberación de serotonina en condiciones fisiológicas con 2 mM 

de Ca2 + tiene una probabilidad baja, que aunado a la baja resistencia de entrada de las células 

dificulta el registro de respuestas sinápticas ante un solo impulso. Por esto, generalmente se 

incrementa la concentración extracelular de Ca2 + y con ello la probabilidad de liberación (ver 

por ejemplo Ready y Nicholls, 1979; Dietzel et al., 1986; Stewart et al., 1989; Sanchez-Armass 

et al., 1991). Para poder registrar las respuestas sinápticas en las células P en condiciones 

fisiológicas de Ca2 + extracelular, redujimos la concentración extracelular de cloro de 128 mM 

a 68 mM, substituyendo equimolarmente el NaCI por Na2504 y cambiamos el potencial de 

equilibrio del cloro poniendo KCI en el microelectrodo. Con ello pudimos resolver las corrientes 

postsinápticas. 

Los experimentos con rianodina se realizaron con registro intracelular convencional en 

ambas neuronas, utilizando electrodos llenos con KCI 3M. La duración del potencial sináptico se 
calculó a partir del tiempo medio de caída, definido como el tiempo a partir del pico al cual el 

voltaje ha caído a la mitad de su amplitud máxima. 

Dobles tinciones de neuronas de Retzius con rianodina fluorescente y FM1-43 

Para examinar la posible co-localización entre sitios de secreción y de liberación de calcio 

intracelular se realizaron dobles tinciones con bodypi-TR-rianodina y FMl-43. Para ello, se utilizó 

bodipy-rianodina acoplada a rojo de Texas (Molecular Probes). Se tiñeron las neuronas con FMl-

43 despolarizando con 40 mM de K+ de la manera descrita anteriormente. El colorante se lavó 

del medio por perfusión continua durante 10 minutos y posteriormente se añadió la rianodina al 
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plato de cultivo en una concentración de SO nM y se incubó durante 4S minutos a temperatura 

ambiente. Posteriormente se lavaron las neuronas durante 10 minutos, cambiando varias veces 

la solución por solución fisiológica fresca. Las neuronas se observaron en el microscopio confocal 

utilizando doble filtro de excitación a 488 y S68 nm y doble filtro de emisión a S22 y 680 nm. 

Estudio del patrón de disparo de las neuronas de Retzius producido por la estimulación 
mecanosensorial de la piel 

Se aislaron ganglios conectados a la piel por las raíces laterales de un lado (Nicholls y 

Baylor, 1968). Las preparaciones se sujetaron con alfileres en platos cubiertos con sylgard llenos 

de solución fisiológica (ver arriba). Las neuronas T, P, N y Retzius pudieron ser identificadas 

inequívocamente por su tamaño y posición característica en el ganglio, así como por la forma de 

sus potenciales de acción (Nicholls y Baylor, 1968). La estimulación de la piel se realizó utilizando 

pinzas de disección para tocar, rozar o pellizcar la piel sin dañarla, mientras se registraban las 

respuestas de las neuronas mediante registro intracelular convencional. 

Análisis estadístico 

Todos los datos se expresan como la media ::1:: el error estándar. A los histogramas de 

distribución de los diámetros de los cúmulos de vesículas, así como de los diámetros de los 

puntos fluorescentes se les ajustaron distribuciones gausianas utilizando el programa Origin S.O 

(Microcal Software Inc.). 

Para comparar las medias de más de dos grupos de datos, se utilizó el Análisis de Varianza 

de una vía. En caso de encontrar diferencias significativas, se realizó una comparación grupo 

por grupo utilizando la prueba de t de Student. Para comparar sólo 2 grupos se utilizó la prueba 

de t de Student. En el caso de comparaciones de las mismas neuronas antes y después de un 

tratamiento, se utilizó una prueba de t pareada. En todos los casos, se consideró una diferencia 

significativa cuando la probabilidad de error fue menor al Sº/o (P< O.OS). 
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RESULTADOS 

l. Secreción somática en neuronas de Retzlus 

La secreción somática en las neuronas de Retzius se analizó a partir de la incorporación 

del colorante fluorescente FMl-43. Un tren de diez impulsos a 20 Hz mediante estimulación 

intracelular en presencia de FMl-43 produjo un incremento gradual en la fluorescencia de la 

membrana (Fig. 5). La figura SO muestra el curso temporal del incremento en la intensidad de 

la fluorescencia en la membrana de 7 células distintas. Como se ve, antes de la estimulación la 

intensidad de la fluorescencia fue constante, y se incrementó como resultado de la estimulación 

de las neuronas con un tren de 10 impulsos a 20 Hz. Después de dos minutos alcanzó un 96 

± 20º/o sobre el nivel basal (con un rango entre 50 y 180º/o; n=7), sugiriendo la fusión de 
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Figura s. La estimulación eléctrica 
incrementa la fluorescencia de 
FM1-43 en el soma de las neuronas 
de Retzius. A, micrografía de contraste 
de fases de una neurona de Retzius en 
cultivo, mostrando el soma (5) unido al 
muñón (flecha). Las cabezas de flecha 
señalan neuritas y conos de crecimiento. 
Escala=60 µm. B, registro intracelular 
del tren de impulsos a 20 Hz producido 
por inyección de corriente. C, imágenes 
de fluorescencia de una región del soma 
de la misma neurona antes y después 
del tren a 20 Hz en presencia de FMl-
43. El tiempo (segundos) después de la 
estimulación se muestra en cada imagen. 
Ocasionalmente, la membrana conservó 
debris adherido, que se tiñó con FMl-43 
(asterisco). Esta tinción inespecífica se 
excluyó del análisis (Smith y Betz, 1996) 
y la fluorescencia se midió únicamente 
en áreas de membrana limpias (cabeza 
de flecha). Barra de escala=30 mm. 
D, incrementos en la fluorescencia de 
áreas seleccionadas de la membrana 
en 7 neuronas antes y después de la 
estimulación. cada símbolo indica datos 
de una neurona diferente. Tomado de 
Trueta et al., 2003. 
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vesículas secretoras con la membrana (Smith y Betz, 1996; Kilic et al., 2001). El incremento en 

la fluorescencia membrana! duró más de 3 minutos en algunas neuronas. 

Al perfundir las células con una solución en la que el calcio fue substituido por magnesio 

para evitar la secreción, la fluorescencia de la membrana disminuyó gradualmente (Fig. 6A y B) 
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Figura 6. Tlncl6n punteada de la 
membranade las neuronas de Retzlus. 
A, micrografía de contraste de fases de una 
neurona de Retziuse imágenes fluorescentes 
de un área seleccionada de la membrana 
después de la estimulación eléctrica con 
un tren a 20 Hz en presencia de FM 1-
43. Las imágenes de fluorescenciafueron 
tomadas al principio y a los 240 segundos 
de perfusión con solución con Mg2 +. El 
lavado de la tinción inespecífica de FMl-
43 en la _membrana permitió ver puntos 
fluorescentes. Escala: 60 µm (contraste 
de fases) y 10 µm (fluorescencia). B, 
decaimiento de la fluorescencia en areas de 
la membrana seleccionadas de 4 neuronas 
durante la perfusión con Mg2+ para lavar 
la tinción inespecífica. Cada símbolo 
indica datos de una neurona diferente. C, 
puntos fluorescentes de FMl-43 vistos a 
diferentes tiempos durante la perfusión 
con solución con Mg2 + (tres imágenes 
superiores) y durante la despolarización 
con 40 mM de K+ y 10 mM de ea2 + 
(imágenes inferiores). La despolarización 
en presencia de ea2+ destiñó rápidamente 
los puntos fluorescentes. El tiempo (seg) 
en cada imagen es una continuación del 
mostrado en A y B. Barra de escala=lµm. 
O, decaimiento de la intensidad de la 
fluorescencia de los puntos durante la 
perfusión con solución con Mg2 + seguida 
de la despolarización con solución con 40 
mM de K+ y 10 mM de Ca2 +. El protocolo de 
perfusión se muestra arriba. Se muestran 
datos de 12 puntos en 3 neuronas. Cada 
símbolo indica datos de un punto diferente. 
Tomado de Trueta et al., 2003. 
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debido al lavado del colorante unido a la cara externa de la membrana (Cochilla et al., 1999). 

Esto desenmascaró un patrón de tinción con puntos fluorescentes bien delimitados, d:stribuidos 

en la superficie del soma neuronal (Fig. 6A). Dichos puntos pudieran ser sitios de exocitosis 

y endocitosis, en cuyo caso, la secreción subsecuente produciría la liberación del colorante 

capturado en las vesículas (Betz et al., 1992) y por lo tanto los puntos se desteñirían. Para probar 

esto, cuantificamos la fluorescencia de los puntos durante el lavado con magnesio y después 

con una solución con 40 mM de K+ y 10 mM de Ca2 + para despolarizar las células y producir 

secreción. Como se muestra en la figura 6C y D, durante la perfusión con Mg2 + la intensidad 

de los puntos disminuyó lentamente, debido posiblemente al blanqueo de la fluorescencia por 

la iluminación continua. Sin embargo, al cambiar la solución por una con alto K+ y alto Ca2 +, la 

intensidad de la fluorescencia de los puntos cayó mucho más rápidamente, y regresó a su nivel 

basal durante el siguiente minuto (Fig. 6D; n=12 puntos de 3 neuronas). Esto sugiere que los 

puntos fluorescentes corresponden a sitios de exocitosis y endocitosis. El decaimiento de la 

fluorescencia fue gradual, en lugar de escalonado, sugiriendo que cada punto contenía varias 

vesículas teñidas (Fig. 6C y D). 

Ultraestrudura de los sitios de secreción so1náticos 

Para entender el substrato morfológico de los sitios de secreción teñidos con FMl-43, se 

observaron al microscopio electrónico secciones ultrafinas de células de Retzius en cultivo. Hubo 

una diferencia clara entre la ultraestructura del soma y del muñón de las neuronas. El soma 

contenía vesículas de núcleo denso de aproximadamente 100 nm de diámetro (Fig. 7A; Bruns et 

al., 2000; V.H. Hernández, M.Morales y F.F. De-Miguel, en preparación), similares a las reportadas 

en neuronas de Retzius in situ (Coggeshall, 1972; Yaksta-Sauerland y Coggeshall, 1973). Las 

vesículas de núcleo denso estaban generalmente agrupadas en cúmulos, algunos muy cerca de 

la membrana o incluso haciendo contacto con ella y otros alejados, en regiones citoplasmáticas 

(Fig. 7A, B). Los cúmulos incluían vesículas completamente densas, vesículas con núcleo denso 

concéntrico y, ocasionalmente, vesículas claras grandes (100 nm). En ninguno de los 6 somas 

neuronales que se estudiaron hubo cantidades apreciables de vesículas claras pequeñas (40 nm) 

características de los botones presinápticos de estas células (Kuffler et al., 1987). 

Los cúmulos de vesículas, medidos a lo largo de su diámetro mayor (ya que por lo general 

tuvieron formas irregulares), se agruparon en dos clases: aquellos cuyas vesículas más externas 
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estaban a menos de 150 mm de la membrana plasmática se consideraron superficiales (cabezas 

de flecha grandes en Fig. 7A), mientras que aquellos cuyas vesículas más externas estaban a 

una distancia mayor de 150 mm de la membrana se consideraron citoplásmicos (asterisco en 

Fig. 7B). Los diámetros no tuvieron una distribución normal (Fig. 7C y O). Ajustando una curva 

gausiana, los cúmulos superficiales tuvieron una media de 493 ± 35 nm (Fig. 7C), que excluyó los 

cúmulos con diámetros mayores. Por ello se estimó también la media de los diámetros de todos 

los cúmulos medidos (n= 58), que fue de 630 ± 58 nm. Los cúmulos citoplásmicos tuvieron una 
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Figura 7. Distribución 

subcelular de las estructuras 
secretoras. A, micrografía 
electrónica que muestra cúmulos 
de vesículas de núcleo denso 
(cabeza de flecha) y mitocondrias 
en el soma de una neurona de 
Retzius. Los cúmulos cerca de la 
membrana con vesículas haciendo 
contacto con ésta se marcan con 
cabezas de flecha pequeñas. 
No se encontraron densidades 
presinápticas .. El asterisco marca 
una vesícula clara grande. B, 
además de los cúmulos de vesículas 
cercanos a la membrana, otros 
cúmulos se encontraron alejados 
de ésta (asterisco). La escala en A 
es tambien para B. C, distribución 
de los diámetros de los cúmulos 
superficiales. La línea continua es 
un ajuste gausiano a los datos, 
con una media de 493 ± 231 nm. 
La línea vertical es el diámetro 
promedio de toda la muestra. O, 
análisis similar para los cúmulos a 
distancias mayores de 150 nm de 
la membrana celular. E, micrografía 
de la zona de contacto con una 
célula P, mostrando un proceso 
de la neurona de Retzius con dos 
grupos de vesículas claras y de 

núcleo denso cerca de la membrana (cabezas de flecha). F, autapsis formada por un proceso y 
el muñón de una neurona de Retzius. Se ve una zona presináptica densa con vesículas claras 
y de núcleo denso (cabeza de flecha) en contacto con la membrana. El asterisco muestra un 
cúmulo de vesículas en el muñón. Barras de escala=l µm. Tomado de Trueta et al., 2003. 
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media de 375 ± 24 nm de diámetro, estimada a partir de un ajuste gausiano, mientras que la 

media aritmética de toda la muestra (n=43) fue de 513 ± 48 nm. En secciones seriadas obtenidas 

de seis neuronas nunca se encontraron autapsis o terminales presinápticas con vesículas claras 

pequeñas (30-50 nm) en el soma que pudieran contribuir al patrón de tinción punteado de FMl-

43. Las estructuras presinápticas estuvieron restringidas al muñón, en sitios de contacto con 

neuronas sensibles a presión (Fig. 7E), o en el muñón mismo, formando autapsis (Fig. 7F; ver 

también Kuffler et al., 1987). La estructura de estos dos tipos de terminales presinápticas fue 

similar y consistió en cúmulos de vesículas claras pequeñas adosadas a la membrana y rodeadas 

de vesículas de núcleo denso (Fig. 7E, F; ver también Kuffler et al., 1987). 

Figura S. Dependencia 
de la frecuencia de disparo y 
del Ca2 + para la tinción con 
FM 1-43. A, registros intracelulares 
de trenes de potenciales de acción 
a 1 y 10 Hz respectivamente, 
producidos por la inyección de 
corriente. B, patrón de tinción 
de neuronas estimuladas con 
diferentes protocolos, indicados 
en cada imagen. Los patrones de 
tinción de las neuronas estimuladas 
en cultivo o en el ganglio fueron 
similares. Si se substituye el ca2 + 
por Mg2+ se previene la tinción 
con FMl-43 de las neuronas 
estimuladas con un tren a 10 Hz 
o con 40 mM de K+. Las imágenes 
de fluorescencia son no-confocales 
y fueron tomadas en planos 
focales comparables entre sí, en 
el sitio de contacto de la neurona 
con el fondo del plato. Barra de 
escala=lO !•m. e, cuantificación 
del número total de puntos por 

l2omv 

soma bajo las diferentes condiciones de estimulación mostradas en B. Los asteriscos sencillos 
indican diferencias significativas (p < O.OS) con respecto a las neuronas estimuladas en 
presencia de Ca2+. El número de puntos por soma en las neuronas despolarizadas con alto K+ 
fue significativamente mayor que el de las neuronas estimuladas con microelectrodos (doble 
asterisco). Tomado de Trueta et al., 2003. 
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La presencia de vesículas de núcleo denso en el soma concuerda con las observaciones 

de Bruns et al. (2000) y sugiere que la secreción somática en las neuronas de Retzius proviene 

exclusivamente de cúmulos de ellas. Los puntos fluorescentes de FMl-43 podrían corresponder 

a cúmulos de vesículas teñidas. 

El nú"'ero de puntos de FMZ-43 depende de la Frecuencia de esti"'ulaci6n y de la 
presencia de c.,z+ extrac:elular 

Para analizar el significado del patrón Tluorescente punteado, estimulamos neuronas con 

trenes de 10 impulsos a frecuencias entre 0.5 y 50 Hz, o con 40 mM de K+ durante 5 minutos 

(Fig. B). El número de puntos fluorescentes en el soma dependió del protocolo de estimulación. 

Por ejemplo, con 10 impulsos a 1 Hz, se produjeron únicamente 19.5 :t: 5 puntos por soma 

{n=6), mientras que el mismo número de impulsos a 10 Hz produjo 77.B :t: 13.6 (n=B) puntos, un 

número significativamente mayor. El incremento de la frecuencia de disparo a 20 Hz produjo 91.5 

:t: 16.9 puntos por soma {n=lO), marginalmente mayor al obtenido con 10 Hz. La estimulación 

con alto K+ por su parte, produjo 166.8 :t: 16.8 puntos por soma (n=B), significativamente mayor 

al número de puntos producido por 20 Hz. La figura se muestra la cuantificación de los puntos 

por soma para todos los protocolos de estimulación descritos en esta sección. 

Si los puntos de FMl-43 representan sitios donde ocurren la exocitosis y la endocitosis, 

entonces su aparición debe ser dependiente de la presencia de calcio extracelular. Para probar 

esto, algunas neuronas de Retzius fueron estimuladas con trenes a 10 Hz o con alto K+ en una 

solución fisiológica en la que el ca2 + fue reemplazado equimolarmente por Mg2 + (Fig. 88). En 
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Figura 9. Curva de tinción 
con FM1-43 en función de la 
frecuencia de disparo. Número 
de puntos por soma (media error 
estándar) en neuronas estimuladas con 
un tren de 10 impulsos a frecuencias 
entre 1 y 50 Hz. La línea continua es 
el ajuste de una función logística a los 
datos experimentales. 
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ausencia de Ca2+, la estimulación a 10 Hz o con alto K+ produjeron únicamente 34.0 ::1:: 7.9 y 41.6 

::1:: 9.9 puntos por soma respectivamente, números significativamente menores a los producidos 

por las mismas estimulaciones en presencia de ca2+. La tinción de este número reducido de 

puntos fluorescentes sugiere que hay una secreción basal, incluso en ausencia de estimutación 

o de calcio extracelular. La dependencia del ca2 + extracelular apoya la interpretación de que los 

puntos fluorescentes observados corresponden a sitios de secreción y endocitosis. 

Para definir cuantitativamente la dependencia de la frecuencia de disparo para la secreción 

somática, estimulamos neuronas cultivadas, con trenes de 10 impulsos a frecuencias entre 0.5 y 

50 Hz, en el intervalo fisiológico de disparo de estas neuronas (Lent y Frazer, 1977; Velázquez

Ulloa et al., 2003). El número de puntos de FM1-43 por soma fue función de ta frecuencia de 

disparo, de manera que la estimulación con 10 impulsos a 0.5 y 1 Hz produjo 20.8 ::1:: 5.1 y 

19.5 ::1:: 5.1 puntos por soma respectivamente, el intervalo dinámico estuvo entre 2 Hz (24.0 ::1:: 

7.5 puntos) y 10 Hz (77.9 ::1:: 13.9 puntos), y entre 20 Hz (96.5 ::1:: 19.3 puntos) y 50 Hz (98 ::1:: 

13.5 puntos) ta respuesta no creció, sino que hubo saturación (Fig. 9). Los datos se ajustaron 

empíricamente a una función sigmoidal de la forma: 

y= 20.36 - 98.61 + 98.61 
1 +(~)7.38 

donde y es el número puntos por soma y f es la frecuencia de disparo. 

El número de puntos obtenidos con frecuencias menores a 5 Hz fue similar al basal 

producido por estimulación a 10 Hz en presencia de Mg2 +. El número de puntos fluorescentes 

por soma, entonces, parece representar la cantidad de secreción que ocurre con ta estimulación, 

y es dependiente de calcio y de la actividad eléctrica. El alto coeficiente de Hill (7.38) sugiere que 

la secreción somática está regulada de manera cooperativa por varios factores (ver discusión). 

Características del patrón de tinci6n con FM~-43 

La dependencia del número de puntos fluorescentes con la frecuencia de estimulación sugirió 

que el número de puntos podría reflejar la cantidad de exocitosis y ta subsecuente endocitosis 

producidas por cada estimulación. Para probar esta posibilidad, analizamos si las características 

de los puntos eran tas mismas bajo las diferentes condiciones de estimutación. Las neuronas 

se estimularon con trenes de 10 potenciales de acción a 1 ó 10 Hz, o fueron despolarizadas 
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durante 5 minutos con 40 mM de K+, pero esta vez los puntos fluorescentes se observaron con 

microscopía confocal en condiciones calibradas. Las reconstrucciones tridimensionales en la 

figura lOA, muestran que el número de puntos fluorescentes fue determinado por el protocolo 

de estimulación de manera similar a lo ya descrito. Mientras un tren de 10 impulsos a 1 Hz 

produjo solamente algunos puntos fluorescentes, el mismo número de impulsos a 10 Hz o la 

despolarización con K+ produjeron un patrón de tinción profuso. Sin embargo, las características 

de los puntos fueron similares en los tres tipos de estimulación. La figura lOA muestra también 

la amplificación de algunos puntos fluorescentes producidos por cada protocolo de estimulación 

Figura 10. Patrón 
de tinción de las 
neuronas de Retzius con 
FM1-43. A, superposición 
de imágenes confocales 
de neuronas de Retzius 
estimuladas en presencia 
de FMl-43. El protocolo de 
estimulación se muestra 
en cada imagen. La flecha 
apunta al muñón neuronal. 
Barra de escala=30 µm. 
Abajo se muestran imágenes 
confocales amplificadas de ~ 

microesferas fluorescentes ~ , , 
de 2.0 y 0.5 µm de diámetro 
y puntos de FMl-43 de 
neuronas estimuladas con 
cada protocolo. Nótese la 
asimetría de los puntos. 
B, perfiles de intensidad s µm 

de luz de Varios puntos en C 60 1 Hz 
25 

10 Hz 40 mM K" 

cada una de las neuronas -!@ 50 Jt:. ~;:L 
mostradas arriba. Los trazos ili •o JllL: 20 

2so -1:: 
superiores corresponden a ~ ~~ n=211 :: ::.00~ n=1os2' 
los puntos mostrados en las § , 0 

imágenes. Se observaron z ºo_"__,O.e 1.2 1.e 2.• ~º :o-• 10.s 1.2 '·ª 2.• 3.0
1 o oe , 2 1 e 2.• 3.o 

comúnmente diferentes Diameter (µm) Diameter (µm) Diameter (µm) 
picos en cada punto 
(flechas). Las intensidades están en una escala de grises arbitraria c:te 256 unidades (u). Nótese 
el incremento en el ruido basal en los perfiles de las neuronas estimuladas a 10 Hz y con alto K+ 
(cabezas de flecha). C, histogramas de distribución de los diámetros de los puntos de FMl-43 
obtenidos de imágenes confocales de distintas células estimuladas con cada protocolo. Tomado 
de Trueta et al., 2003. 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

40 



así como imágenes de microesferas fluorescentes de 0.5 y 2.0 µm de diámetro con propósitos 

de calibración. Los puntos fluorescentes fueron asimétricos y de intensidad no homogénea. En 

muchos casos, los perfiles de intensidad luminosa de puntos individuales tuvieron más de un 

pico {flechas en Fig. 108), sugiriendo que cada punto contenía varias vesículas, pero los valores 

máximos de estos perfiles en una misma neurona y en neuronas estimuladas con diferentes 

protocolos fueron similares (Fig. 108). Entre los puntos bien delimitados, hubo pequeños picos 

fluorescentes, que destacaron del ruido de fondo de los perfiles de intensidad (cabezas de flecha 

en Fig. 108). Suponemos que estas fluctuaciones se deben a la tinción de vesículas aisladas, 

aunque la resolución de nuestro sistema de imágenes limitó el análisis de este componente, por 

lo que en adelante me referiré únicamente a los puntos fluorescentes ya descritos. 

Los diámetros de los puntos de FMl-43 también fueron similares en neuronas estimuladas 

con distintas protocolos. La medición del diámetro mayor de los puntos fluorescentes dio lugar a 

las distribuciones gausianas mostradas en la figura lOC. Los puntos en las neuronas estimuladas 

a 1 Hz, 10 Hz y con alto K• tuvieron una media.de 1.34 ± 0.58 mm (n=211), 1.36 ± 0.45 mm 

(n=115) y 1.16 ± 0.35 mm (n=1052) respectivamente, diferencias no significativas {p>0.05). 

Como el diámetro de las vesículas somáticas es de 100 nm (8runs et al., 2000), los diámetros 

de los puntos fluorescentes apoyan que éstos pueden haber sido producidos por grupos de 

vesículas, y no por vesículas individuales. 

La .secreci6n somática en las neu'°nas de Retzius es IYsioldgica 

Para investigar si la secreción somática de las neuronas de · Retzius ocurre in situ, es 

decir, en su localización habitual en el sistema nervioso, es decir, es fisiológica, estimulamos 7 

neuronas con trenes a 10 Hz in situ, dentro de los ganglios nerviosos, en presencia de FMl-43. 

En este experimento la relación señal/ruido de las imágenes fluorescentes se vió afectada por la 

unión inespecífica del colorante en el ganglio. Por ello, y para mejorar las condiciones ópticas y 

obtener imágenes comparables con las de las neuronas cultivadas, las neuronas fueron aisladas 

después de la estimulación, en una solución con Mg2 • para evitar la pérdida de la tinción por 

secreción, y fueron sembradas en platos con fondo de vidrio para observarlas al microscopio de 

fluorescencia. Todas ellas tuvieron un patrón de tinción similar al de las neuronas estimuladas 

en cultivo, con una media de 92.3 ± 18.5 puntos por soma (Fig. 88, C). 
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Sitios de liberaci6n teñidos anle esl'imulaciones sucesivas 

Para analizar si los sitios de secreción teñidos son zonas activas membranales en lugares 

fijos, o si la secreción ocurre de manera difusa en sitios al azar, estimulamos células de Retzius 

con alto K+ por 30 segundos en presencia de FMl-43 y observamos planos focales con puntos 

fluorescentes (Fig. llA). La fluorescencia fue entonces blanqueada por iluminación continua 

D 100 50 

60 40 

Número 60 30 
de eventos 

40 
º/o de eventos 

20 

o o 

Figura 11. Re-tinción de los puntos fluorescentes. A, imagen de fluorescencia 
de una neurona de Retzius teñida por despolarización con 40 mM de K+ con 10 mM de 
Ca2 + por 30 segundos en presencia de FMl-43. El asterisco marca un punto inespecífico 
usado como referencia del plano focal. La flecha gris apunta a un punto que no se re-tiñó 
en C, aunque permaneció en el mismo sitio. B, mismo plano focal después de blanquear la 
fluorescencia por iluminación directa con la lámpara de fluorescencia. Nótese la disminución 
de la fluorescencia de los puntos. C, mismo plano focal después de volver a teñir por 
despolarización durante 2 minutos en presencia de FMl-43. Nótese que algunos de los 
puntos se volvieron a teñir (cabezas de flecha grandes). Las cabezas de flecha pequeñas 
indican sitios donde desaparecieron puntos previamente teñidos y las flechas indican puntos 
nuevos que no habían aparecido anteriormente. O, numero (escala izquierda) y porcentaje 
(escala derecha) de puntos que se re-tiñeron, no se re-tiñeron pero permanecieron en el 
sitio, desaparecieron y aparecieron nuevos con la segunda estimulación. Escala = 20 µm. 
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durante 35 segundos usando toda la potencia de la lámpara de fluorescencia. Esto disminuyó 

la intensidad de los puntos, pero permitió que siguieran visibles (Fig. 118). Aunque los puntos 

se podían desteñir estimulando con alto potasio, preferimos blanquear los puntos, para evitar 

que las vesículas secretoras de la célula se agotaran, ya que los niveles de secreción producidos 

por la despolarización son enormes. Las células fueron entonces re-teñidas con 2 minutos de 

despolarización con alto K+ en presencia de FMl-43. Como se muestra en la figura 11C, el 41º/o 

de los puntos que se habían observado originalmente se volvieron a teñir (cabezas de flecha 

grandes), el 18°/o permanecieron en el mismo sitio pero no se re-tiñeron (ver flecha gris en Fig. 

11A), el 21°/o de los puntos originales desaparecieron (sitios señalados por las cabezas de flecha 

pequeñas) y además, aparecieron nuevos puntos en sitios donde antes no los había (17º/o de los 

puntos totales; flechas blancas; Fig. 110). Esta dinámica de re-tinción mixta sugiere que algunos 

cúmulos vesiculares liberaron, endocitaron y volvieron a liberar en el mismo sitio, mientras que 

otros nuevos fueron reclutados y otros más, internalizados. 

Canales de calcio que participan gn la secreción somática 

La dependencia de la frecuencia de disparo para la ~ecreción somática de serotonina 

apoya que ésta es similar a la secreción en células endocrinas (Ammala et al., 1993), pero 

distinta que la liberación en la sinapsis (Fuchs et al., 1982). Para incrementar la evidencia 

acerca qe la similitud entre la secreción somática neuronal y la endocrina, analizamos la posible 

mediación de los canales tipo L, cuya contribución es común en la secreción endocrina, pero 

poco convencional en la sináptica. Para ello estimulamos 12 neuronas de Retzius con trenes 

de 10 impulsos a 20 Hz en presencia de nimodipina, un bloqueador de canales de calcio tipo L 

(Fig. 12). En estas condiciones, la estimulación produjo 22.9 ± 6.4 puntos por soma (n=12; Fig. 

12A, C), significativamente menor (75°/o) que el número de puntos producidos en ausencia del 

bloqueador (91.5 ± 16.9, n=lO), pero similar a la secreción basal que se produce al estimular 

con 1 Hz ó con 10 Hz o alto K+ en presencia de Mg2 + (ver sección anterior). Cuando 9 de éstas 

neuronas fueron incubadas con cafeína, para producir la liberación de calcio de los depósitos 

intracelulares (Rousseau y Meissner, 1989; Sitsapesan y Williams, 1990; Armstrong et al., 1991), 

en presencia de FMl-43 y nimodipina, el número de puntos fluorescentes se incrementó a 73.2 

:i:: 12.5, alcanzando niveles similares a los de las células estimuladas en ausencia de nimodipina 

(Fig. 128, C), de modo que las células aún eran capaces de secretar ante una elevación de 
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concentración interna de calcio. 

Estudios previos en neuronas de Retzius (Dierkes et al., 1997; Beck et al., 2001) mostraron 

que la entrada de calcio al soma es dependiente de canales tipo L, pero no es afectada por la 

w-Conotoxina GVIA, que bloquea canales de tipo N, ni por la w-Agatoxina IVA o la w-Agatoxina 

TK, que bloquean canales de tipo P/Q. Esta falta de efecto puede deberse a la insensibilidad de 

las neuronas de esta especie a toxinas bloqueadoras de canales iónicos (Johansen y Kleinhaus, 

1986). Sin embargo, la posible participación de otros tipos de canales de calcio en la secreción 

somática, fue evaluada estimulando neuronas de Retzius con 40 mM de K+ en presencia de FMl-

43 y de otro grupo de toxinas bloqueadoras de los diferentes tipos de canales de Ca2+. Probamos 

w-Conotoxina MVIIA (2 µM; n=6). que bloquea canales de calcio de tipo N; FTX 3.3 (1 µM; n=B). 

que bloquea canales de tipo P/Q; w- Conotoxina MVIIC (1 ~·M; n=6). que bloquea canales tipo 

Q, y PLTX-11 (50 nM; n=B), que bloquea canales de calcio de insectos. La estimulación en estos 

experimentos se llevó a cabo despolarizando las neuronas por 5 minutos con alto K+. Como se 

muestra en la tabla 1, únicamente la nimodipina (20µM; n=7) redujo la tinción somática de 

manera significativa en un 47°/o con respecto al control. 

Figura 12. Bloqueo de 
la secreción somática por 
nimodipina. A, imagen de 
fluorescencia de una neurona de 
Retzius estimulada con un tren a 20 
Hz en presencia de nimodipina 10 µM 
y de FMl-43. Se observan muy pocos 
puntos (flechas). Barra de escala=20 
µm. B, la incubación subsecuente 
con cafeína 10 mM en presencia de 
FMl-43 incrementó el número de 
puntos fluorescentes. El plano focal 
es el mismo que en A. Nótese que los 
puntos en A también están presentes 
en B. e, número de puntos producidos 
por las condiciones de estimulación 
en A y B, comparados con neuronas 
control estimuladas con un tren a 20 
Hz. Tomado de Trueta et al., 2003. 
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Tipo de Canal Toxina Concentración No. de Puntos/ n 

Soma 
L Nimodipina 20 uM 88.42 ± 7.86 * 7 

P/Q FTX 3.3 1 µM 176.50 ± 11.83 8 

Q w-Cono-MVIIC 1 µM 175.00 ± 22.94 6 
N w-Cono-MVIIA 2 uM 183.33 ± 7.74 6 

Insectos PLTX 50 nM 179.62 ± 12.09 8 
Control (K+ con ca2 +) 166.87 ± 16.80 8 

Control negativo 41.66 ± 9.90 6 

(K+ con Mg2+) 

Tabla l. Efectos de diferentes bloqueadores de canales de calcio en la secrec1on somática. La 
secreción fue estimulada con 40 mM de K+ por 5 minutos. El número de puntos por soma se expresa como 
la media :1: el error estándar. El asterisco indica una diferencia significativa con respecto al control. 

Partic:ipac:i6n de la.s pozas intrac:elulare.s de c:alc:io en la .sec:rec:i6n .son1átic:a 

La dependencia de la frecuencia de disparo en la secreción somática sugiere que la 

acumulación del calcio que entra con impulsos subsecuentes es necesaria para producir la 

secreción somática. Además, la cooperatividad de la secreción en función de la frecuencia 

sugiere que se requieren varios factores para su activación. Considerando que las neuronas 

de Retzius tienen una baja densidad de canales de calcio ·en el soma (Fernández de Miguel et 

al., 1992), supusimos que la liberación de calcio de los depósitos intracelulares (Pozzan et al., 

1994) podría reforzar la entrada de calcio transmembranal y proveer una elevación de la [ca2+]1 

suficiente para producir la secreción, de nuevo como ocurre en células endocrinas (Lemmens et 

al., 2001; Kang y Holz, 2003). Esto fue apoyado por la observación anterior de que la incubación 

con cafeína recupera el nivel de secreción después del bloqueo de los canales tipo L. 

Como primer paso para probar la posible contribución de la liberación intracelular de 

calcio en la secreción somática, analizamos el patrón de tinción de FMl-43 producido por 

cafeína, la cual se une a los receptores de rianodina e incrementa su probabilidad de apertura 

(Usachev and Thayer, 1997; Sitsapesan y Williams, 1990). Las incubación con cafeína (10 mM) 

por 5 minutos en presencia de FMl-43, produjo un patrón de tinción fluorescente muy similar 

al producido con alto K+ o con trenes de impulsos a altas frecuencias. La figura 13 muestra la 
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superposrcron de imágenes confocales de neuronas de Retzius estimuladas con cafeína (Fig. 

13A) y con alto K+ (Fig. 13B), así como la cuantificación de los puntos fluorescentes producidos 

en ambas condiciones y con estimulación a 10 Hz (Fig. 13C). La incubación con cafeína produjo 

168 :!:: 21.7 puntos por soma (n=lO), cantidad estadísticamente similar a la producida por la 

despolarización con alto K+ (166.87 :!:: 16.8). 

e 

El efecto de la cafeína se previno en un 50°/o mediante la incubación previa con tapsigargina 

"' 

r~iD n r+i 
~ Caf Ca2 + Mg>• 

40mMK+ 

r1 r-i 
Ca2 + Mg>• 

10 Hz 

Figura 13. Estlmulacl6n 
de la secreción somática por la 
liberación de calcio intracelular. A, 
reconstrucción tridimensional confocal 
de una neurona incubada con cafeína 
10 mM en presencia de FMl-43, y en 
ausencia de estimulación eléctrica y 
de ca2 + extracelular. Escala = 30 µm 
(también para B). B, la reconstrucción 
de otra neurona despolarizada con 40 
mM de K+ se muestra para comparación. 
C, el número de puntos por soma en 
neuronas estimuladas con cafeína fue 
similar al de neuronas despolarizadas 
con alto K+ y mayor al de las estimuladas 
con trenes de 10 impulsos a 10 Hz en 
presencia de ca2 + extracelular. 

(200 nM) durante 30 minutos para provocar el vaciamiento de las pozas intracelulares de calcio 

(Fig. 14; comparar A y B; n=9). Para descartar que esta reducción fuera debida al agotamiento 

de las pozas de vesículas en respuesta a la fuga de calcio producida por la tapsigargina, 

cuantificamos la tinción producida por la incubación con tapsigargina en presencia de FMl-43, 

en un medio sin ca2 + extracelular. La tapsigargina por sí misma produjo 58.77 ::1:: 10.8 puntos por 

soma, cantidad similar a la basal (Fig. 14), descartando que la fuga de calcio producida por la 

tapsigargina produzca secreción somática. 

Para valorar el posible papel fisiológico de la liberación de calcio intracelular, estimulamos 

neuronas con trenes de 10 impulsos a 10 Hz en presencia de rianodina 100 µM, que en esta 

concentración, mantiene cerrados a los receptores liberadores de calcio (McPherson et al., 1991) 
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y por lo tanto bloquea la liberación de calcio inducida por calcio (Lattanzio et al., 1987; Meissner, 

1986). Con esto la secreción somática disminuyó significativamente, en un 42°/o con respecto a 

las neuronas control (de 146.7 :t:: 18.24 puntos en los controles; n=ll a 85.45 :t:: 14.21 puntos 

en presencia de rianodina; n=ll; Fig. 15A). La re-estimulación de estas neuronas con un tren 

a 10 Hz después de incrementar la concentración de calcio extracelular a 10 mM, incrementó 

significativamente el número de puntos por soma a 132.12 ::1:: 18.76 (Fig. 158). 

Figura 14. Disminución 
de la tinción estimulada 
con cafeína por el 
vaciamiento de los 
depósitos intracelulares 
de calcio. A, neurona 
de Retzius incubada con 
cafeína por 5 minutos en 
presencia de FMl-43. B, 
el pretratamiento por 30 
minutos con tapsigargina 
(TG) para vaciar los 

D 
200 

depósitos intracelulares de E1 160 
calcio redujo el número de ~ 

120 puntos producidos por la 
incubación con cafeína en B 80 
presencia de FMl-43. C, la § 
incubación con tapsigargina a.. 40 
en presencia de FMl-43 no 0 
produjo una tinción por sí Cafeina TG-Caf TG 
misma. Escala para A-C = 30 µm. D, cuantificación del número de puntos por soma producidos 
por los tratamientos mostrados en A-C. 

La rianodina, en ciertas concentraciones mantiene a su receptor en un estado de 

subconductancia (Fill y Coronado, 1988) que permite una fuga continua de calcio (Meissner, 

1986). En este caso, el incremento en la [ca2+], podría evocar secreción y disminuir la poza 

de vesículas secretoras en la neurona durante la incubación, explicando alternativamente la 

reducción de la secreción. Para descartar este posible efecto, incubamos neuronas de Retzius 

con rianodina en presencia de FMl-43 en una solución sin ca2 + y con Mg2 +. El número de puntos 

por soma en estas neuronas fue 43.66 :t:: 4.27 (n=6; Fig. 15C), similar a la tinción basal. Por lo 

tanto, podemos atribuir la disminución de la tinción somática en las neuronas estimuladas en 

presencia de rianodina al bloqueo de la liberación de calcio inducida por calcio. 
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Figura 15. 
Dependencia de la 
llberaclón de calcio 
Inducida por calcio 
para la secreción 
somática. A, imagen 
de fluorescencia 
de una neurona de 
Retzius estimulada 
con un tren a 10 
Hz en presencia de 
rianodina 100 µM. En 
estas condiciones se 
observó un número de 
puntos menor que en 
las neuronas control. 

o+-~--~-~---'--~---'-.--~--_.,,.,,_ Escala= 20 µm. B, la 
ria 10 mM Cn" ria+ Mg" re·estimulación de la 

1 o nz misma neurona a 10 
Hz en presencia de 10 mM de Ca2 + extracelular incrementó el número de puntos fluorescentes. 
Las flechas indican nuevos puntos. El asterisco muestra un punto de referencia para comparación. 
C, la incubación con rianodina en presencia de FMl-43 no produjo una tinción significativa. 
D, cuantificación del número total de puntos por soma en 6 neuronas con cada uno de los 
tratamientos en A-C, comparado con el número de puntos en neuronas control estimuladas a 10 
Hz. La franja de diagonales indica la tinción basal obtenida en células estimuladas a 10 Hz con 
Mg2 + substituyendo el ca2 +. 

El conjunto de resultados presentados en esta primera parte muestran que ante trenes 

de impulsos a frecuencias superiores a 2 Hz, la entrada de calcio principalmente a través de 

canales tipo L es reforzada por la liberación de calcio de pozas intracelulares y con ello se induce 

la secreción somática a partir de la fusión de vesículas de núcleo denso. La siguiente pregunta 

abordada en este trabajo es cuáles son las semejanzas y las diferencias entre la secreción 

somática y la sináptica, dado que ambas coexisten en la misma neurona. 
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JI. Liberación sináptica de serotonlna en las neuronas de Retzlus 

El mecanismo de secreción somática mostrado en la sección anterior contrasta con el de 

la secreción sináptica, en la que un impulso basta para producir liberación (Fuchs et al., 1982; 

Henderson et al., 1983). Esto sugiere que las neuronas de Retzius se comportan de modo distinto 

en el soma y en las sinapsis. Sin embargo, se desconoce cómo responde la sinapsis a trenes de 

impulsos con las frecuencias a las que se produce la secreción somática, y si los mecanismos que 

regulan ésta también se presentan en la sinapsis o son distintos. En esta sección presento un 

estudio de la dependencia de la frecuencia y la regulación de la secreción sináptica, mostrando 

similitudes y diferencias con la secreción somática. 

1 Hz 5 Hz 

~ 1 J 1111111111 j 1111111111 

~I~ 
2 sec 

10 Hz 50 Hz 

Figura 16. Dependencia de la frecuencia para la transmisión sln6ptlca en 
condiciones fisiológicas. Respuestas Pre- y postsinápticas a la estimulación intracelular 
de la neurona presináptica con un impulso sencillo seguido de un tren de 10 impulsos a 1, 5, 
10 ó so Hz en presencia de 2 mM de ca2 + extracelular. Los experimentos fueron realizados 
disminuyendo la concentración extracelular de CI· de 128 a 68 mM para incrementar la 
amplitud de las corrientes postsinápticas. 
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Analizamos la secreción sináptica a partir de las corrientes postsinápticas, medidas en 

condiciones de fijación de voltaje con un microelectrodo. La neurona presináptica se estimuló con 

un impulso sencillo seguido por un tren de 10 impulsos a distintas frecuencias y el potencial de 

membrana de la célula postsináptica se fijó a - 50 mV para registrar las corrientes postsinápticas 

(Fig. 16). Ante un tren de 1 Hz las corrientes postsinápticas en respuesta a cada impulso fueron 

similares. Sin embargo, a 2 Hz ó más, la amplitud de las respuestas a impulsos subsecuentes 

varió a lo largo del tren. Por ejemplo, a 5 Hz las corrientes se incrementaron al inicio del tren, 

mostrando facilitación, pero al final se redujeron, mostrando depresión. Estas variaciones fueron 

características de cada frecuencia. Las amplitudes de las corrientes postsinápticas en respuesta 

a cada impulso presináptico son una medida de la liberación presináptica a lo largo del tren. Sin 

embargo, a partir de 10 Hz el análisis de las respuestas individuales se dificultó debido al curso 

temporal de las corrientes sinápticas, que hace que la respuesta a cada impulso se sobreponga 

con la siguiente. Para tener un índice global de la respuesta sináptica en función de la frecuencia, 

normalizamos las respuestas totales al tren con la respuesta unitaria. Para ello, la corriente 

evocada por el tren de diez impulsos se integró y la carga se dividió entre la produdda por el 

pulso de prueba multiplicada por diez. De este modo, los valores superiores a 1 mostrarían una 

predominancia de la facilitación durante el tren, mientras que los valore~ ;.,f.,.r;nr"'!s a 1 indicarían 

depresión predominante. El cálculo se hizo de acuerdo con la fórmula: ¡ = fT 
10Ju 

Donde I es el índice de liberación sináptica a lo largo del tren con respecto a la respuesta 

unitaria, oT es la integral de las corrientes producidas en respuesta al tren completo, y ou es la 

integral de la corriente en respuesta al impulso sencillo antecediendo al tren. Este procedimiento 

no aporta información acerca de la dinámica instantánea a lo largo del tren, sino sólo un 

estimado promedio de las respuestas a los diez impulsos, pero permite comparar la función de 

la frecuencia de la secreción sináptica con la somática. 

El índice de liberación sináptica (Fig. 17) fue cercano a 1 (1.02 :t: 0.07) para trenes a 1 

Hz, y se incrementó con la frecuencia del tren de impulsos impuesto a la neurona presináptica. El 

índice de liberación tuvo dos fases: entre 1 y 5 Hz, se incrementó rápidamente, alcanzando un valor 

de 3.15 ± 0.47 a 5 Hz; sin embargo, a 10 Hz la eficiencia sináptica disminuyó consistentemente, 

a una media de 2.45 :t: 0.24 (nótesis también la reducción en el error estándar), y a frecuencias 

mayores se incrementó nuevamente, tendiendo a la saturación, aunque ésta no se alcanzó a 50 

Hz, que fue la máxima frecuencia de estimulación que analizamos. A pesar de que el incremento 
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en la frecuencia favoreció un incremento en la magnitud de la respuesta postsináptica, este 

comportamiento es a primera vista distinto del somático, que tuvo umbral más alto y fue una 

función sigmoidal de la frecuencia. 
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Figura 17. Relación de la 
eficiencia de la transmisión 
sináptica con la frecuencia 
de disparo en condiciones 
fisiológicas. A, el índice de 
liberación se calculó como la 
integral de la corriente sináptica 
en respuesta al tren de 10 
impulsos dividida entre 10 X la 
integral de la corriente sináptica 
unitaria. Los valores por encima 
de la línea punteada representan 
facilitación sináptica y los valores 
por debajo representan depresión 
sináptica. Los puntos son los 
datos experimentales ::1:: el error 
estándar, y la línea. continua es un 
ajuste de la función mostrada en el 
recuadro, con los parámetros que 
se indican. B, se muestra la curva 
de secreción somática en función 
de la frecuencia de disparo, para 
comparación. 

La forma de la curva descrita sugiere varios componentes en la liberación: a bajas 

frecuencias se induce posiblemente liberación del contenido de vesículas claras, que se facilita 

al aumentar la frecuencia, ya que al entrar más calcio y acumularse dentro de la terminal, la 

cantidad de cuantos liberados se ~ace mayor {Katz y Miledi, 1967) dando lugar a una liberación 

que guarda una relación no-lineal con la concentración de calcio en la terminal {Oodge y 

Rahamimoff, 1967; Smith et al., 1985). Sin embargo, es de esperarse que gradualmente 

la facilitación se reduzca y se haga aparente la depresión al sobrepasarse la capacidad de 

recuperación de la poza liberable {Schneggenburger et al., 1999; Meyer et al., 2001). Esto 
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pudiera explicar la reducción del índice de liberación a 10 Hz, explicando también la reducción de 

la dispersión de los datos. Adicionalmente, a partir de cierta frecuencia se reclutaría la liberación 

a partir de vesículas electrodensas, que teóricamente tendrían una función sigmoidal, reflejando 

un comportamiento similar al somático. Esto explicaría la fase de incremento en la liberación a 

partir de 20 Hz, con tendencia a la saturación. 

1 Hz 

1 WJJJ.JJJJJ 
1rnrrmrrr 
2 seg 

10 Hz 
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U,.lilllll.L---ll~lll _ 

~ 
50 Hz 

Figura 18. Dependencia 
de la frecuencia para la 
transmisión sináptica 
en condiciones de 
alta probabilidad de 
liberación. Respuestas 
pre- y postsinápticas a la 
estimulación intracelular 
de la neurona presináptica 
con un impulso sencillo 
seguido de un tren de 10 
impulsos a 1, 5, 10 ó SO Hz 
en presencia de 10 mM de 
ea2 + extracelular. 

El reclutamiento de vesículas electrodensas a frecuencias altas es apoyado por registros 

amperométricos en las neuronas de Retzius (Bruns y Jahn, 1995), que muestran que impulsos 

únicos producen liberación a partir de vesículas claras y a lo largo de trenes de tres impulsos 

se incrementa la probabilidad de exocitosis a partir de vesículas de núcleo denso. Como una 
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. primera aproximación para probar esta hipótesis, incrementamos la probabilidad de liberación 

aumentando la concentración extracelular de calcio a 10 mM. Con ello esperaríamos incrementar 

la cantidad de transmisor liberado por los primeros impulsos del tren y con ello favorecer 

el agotamiento gradual de la poza liberable de vesículas claras y por lo tanto la depresión 

(Meyer et al., 2001) y a la vez favorecer la liberación a partir de vesículas electrodensas. La 

figura 18 muestra registros representativos de las respuestas pre y postsinápticas en estas 

condiciones. Las corrientes sinápticas en respuesta a un solo impulso fueron mayores que con 

baja probabilidad de liberación y fueron obvias aún sin reducir la concentración externa de 

cloro. Por esta diferencia en las condiciones experimentales no es posible campar directamente 

las amplitudes de las corrientes. La estimulación con trenes de 10 impulsos a frecuencias de 

0.5 a 2 Hz produjo depresión gradual de las corrientes sinápticas a lo largo del tren (Fig. 19), 

explicable con base en el agotamiento de la poza de vesículas claras en la terminal presináptica 

dada la alta probabilidad de liberación, como ocurre en la sinapsis del cáliz de Held (Meyer et 

al., 2001). Al incrementar la frecuencia a 5 Hz el índice de liberación fue cercano a 1, y aumentó 

con frecuencias mayores, mostrando facilitación, lo que sugiere el reclutamiento de otra poza de 

vesículas, posiblemente las de núcleo denso. La facilitación disminuyó de nuevo al incrementar 

la frecuencia a 50 Hz (Fig. 19), sugiriendo que esta segunda poza se deprime a frecuencias 

cercanas a 50 Hz. 
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Figura 19. ·Relación de la 
eficiencia de la transmisión 
sináptica con la frecuencia de 
disparo en condiciones de alta 
probabilidad de liberación. 
El índice de liberación se calculó 
como en la figura 17. Los valores 
por encima de la línea punteada 
representan facilitación sináptica y 
los valores por debajo representan 
depresión sináptica. Nótese la 
diferencia de escala en el eje de las 
ordenadas con la figura 17. 
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Los cambios descritos no tuvieron un origen postsináptico, ya que la respuesta de las 

células P a la aplicación de trenes iontoforéticos de serotonina a 10 Hz se mantuvo lineal 

durante 3 segundos (Fig. 20), descartando que la disminución en la respuesta se deba a la 

desensibilización de los receptores postsinápticos a serotonina. 
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Figura 20. Ausencia de 
desensibilizacion de los 
receptores a 5-HT en las células 
P. Corrientes transmembranales 
producidas por la aplicación de 
pulsos iontoforéticos de 5-HT 
a través de un microellectrodo 
colocado cerca de una célula P 
postsináptica. Registros en fijación 
de voltaje con un microelectrodo 
lleno de 1M de CsCI. A, Respuesta 
a un pulso de 100 ms. B, Respuesta 
a un tren de pulsos de 100 ms a 10 
Hz durante 3 seg. 

Parlicipaci6n de los canales de calcio t"ipo L en la liberaci6n sinápt"ica 

Las vesículas de núcleo denso liberan por lo general su contenido en sitios perisinápticos 

(Golding y Bayraktaroglu, 1984). Dado que la secreción somática a partir de vesículas de núcleo 

denso es mediada por canales tipo L, es posible que el mismo tipo de canal de calcio pudiera 

estar mediando la fusión de vesículas densas cerca de las terminales. Si este fuera el caso, el 

bloqueo de los canales tipo L podría eliminar el componente de facilitación en condiciones de 

alta probabilidad de liberación, con alteraciones menores en las respuestas de baja frecuencia. 

Para probar esto, registramos las respuestas postsinápticas en condiciones de alta probabilidad 

de liberación y en presencia de nimodipina (10 µM) en el medio extracelular. A frecuencias bajas, 
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en todas las sinapsis probadas se mantuvo una depresión gradual a lo largo del tren. Además, 

en 8 de 13 sinapsis estudiadas, a frecuencias altas no hubo facilitación y predominó la depresión 

sináptica (Fig. 21). La figura 22 muestra el índice de liberación calculado a partir de las integrales 

de las corrientes en estas 8 sinapsis, en comparación con las sinapsis control con 10 mM de ca2 + 

extracelular en ausencia de nimodipina. Únicamente a 2 Hz hubo menos depresión en presencia 

de nimodipina que en los controles (asterisco en Fig. 22), sugiriendo que los canales de tipo 

L pudieran participar en la movilización de las vesículas de reserva a partir de ésta frecuencia, 

con lo que se incrementa la liberación ante los primeros impulsos, agotándose antes la poza de 

vesículas. 

1 Hz 5Hz 

! 1 J 11 J 111111 ~llllllll 

10 Hz 50Hz 

l 1 J,_.___.l~-

Figura 21. Efecto del bloqueo de los canales de calcio de tipo L en la transmisión 
sináptica con alta probabilidad de liberación. Respuestas pre- y postsinápticas a la 
estimulación intracelular de la neurona presináptica con un impulso sencillo seguido de 
un tren de 10 impulsos a 1, 5, 10 ó 50 Hz en presencia de 10 mM de ca2 + extracelular y 
nimodipina 10 µM. 
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Figura 22. Cuantlflcal6n de 
los efectos del bloqueo los 
canales de calcio de tipo L 
en la transmisión sln6ptlca 
con alta probabllldad de 
llberacl6n. El índice de 
liberación se calculó como 
en la figura 17. La adición de 
nimodipina eliminó la facilitación 
sináptica y produjo depresión a 
todas las frecuencias. 

En otros 5 pares de células tratadas con nimodipina, no hubo ninguna diferencia con 

respecto a los controles. Esto pudiera deberse a una disolución incompleta de la nimodipina 

en el medio de registro, a la inactivación del fármaco durante el experimento, o a una falta de 

respuesta de las células al bloqueador: Dado que en los experimentos en ausencia de nimodipina 

nunca hubo esta variabilidad ni se encontraron dos poblaciones de resultados, suponemos que 

estas neuronas no respondieron debido a variaciones en las condiciones experimentales y no a 

una variabilidad intrínseca entre ellas. 

Papel de la liberación de calcio inducida por calcio en la liberación sinápl'ica de 
serotonina 

Una conclusión del trabajo en el soma, es que los canales de calcio y los receptores de 

rianodina forman complejos funcionales para cooperar en la secreción. El acoplamiento entre los 

receptores de rianodina y los canales de calcio se ha demostrado en células endocrinas {Tse y 

Tse, 1999) y neuronas {Chavis et al., 1996), y en fibras musculares estos dos tipos de canales 

forman incluso un complejo molecular {Agnew, 1988; Block et al., 1988; Chadwick et al., 1988). 

Esto abre la posibilidad de un acoplamiento funcional entre los canales de tipo L, los receptores 

de rianodina y las vesículas de núcleo denso, operando como un subcompartimento dentro de la 

sinapsis. En las terminales sinápticas de las neuronas de Retzius hay retículo endoplásmico muy 

cerca de las terminales sinápticas. La figura 23A es una micrografía electrónica de una terminal 
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en una sinapsis Retzius-P en cultivo, proporcionada por el Dr. Juan Fernández de la Universidad 

de Chile, mostrando organelos intracelulares similares al retículo endoplásmico de otros tipos 

neuronales (Peters et al., 1991). Esta evidencia sugiere que los depósitos intracelulares de 

calcio podrían ser parte del mecanismo de la liberación de serotonina en la sinapsis. 

Figura 23. Co-localización 
de sitios de liberación de 
neurotransmisor con los 
depósitos intracelulares de 
Ca2+ en las neuronas de 
Retzius. A, micrografía 
electrónica de un botón 
sináptico con retículo 
endoplásmico liso (marcado 
con la flecha) cerca de las 
vesículas. Escala = 400 nm. 
Proporcionada por el Dr. Juan 

Co-localización de los receprores de rianodina con los sirios de secreción 

Como una primera aproximación, analizamos si los depósitos intracelulares de calcio co

localizan con los sitios de liberación presinápticos. Para ello hicimos dobles tinciones usando FMl-

43 para marcar las vesículas sinápticas y un derivado fluorescente de la rianodina (bodypi-TR

rianodina) para marcar los receptores liberadores de calcio de los depósitos intracelulares. La 

colocalización se buscó en los muñones de las neuronas vivas mediante microscopía confocal. 
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Los receptores a rianodina estaban ampliamente distribuidos en las neuronas, formando redes 

tanto en el soma como en el muñón y los conos de crecimiento. El FMl-43, en cambio, tuvo 

un patrón puntiforme, similar al ya descrito en el soma, aunque como ya se mencionó, la 

microscopía electrónica mostrada en la figuras 2 y 23A así como los regist.-os amperométricos 

de Bruns y Jahn (1995), han mostrado que en esta región los sitios de liberación son zonas 

activas que incluyen tanto vesículc:. : claras como de núcleo denso (Kuffler et al., 1987; Bruns et 

al., 2000). La imagen confocal de la figura 23B fue tomada de una zona del muñón. La rianodina 

fluorescente se ve en rojo y el FMl-43 en verde. En los puntos amarillos ca-localizan ambos 

marcadores, sugiriendo que los sitios de liberación de calcio int.-acelular están suficientemente 

cerca de los sitios de secreción para poder participar en la liberación de serotonina. 

Papel de la liberaci6n de calcio inducida por calcio en la liberaci6n sinápNca de serot"onina. 

El papel de la liberación de calcio intracelular en la secreción sináptica de serotonina fue 

estudiado mediante registros intracelulares convencionales en sinapsis Retzius-P en cultivo. 

Usamos rianodina (100 ~·M), para inhibir la liberación de calcio inducida por calcio (Meissner, 

1986; Lattanzio et al., 1987; McPherson et al., 1991). Antes de aplicar la rianodina, un pulso de 

corriente despolarizante de 30 ms en la neurona presináptica produjo un potencial de acción 

seguido de una hiperpolarización postpotencial (Fig. 24A, panel superior, trazo negro). El 

potencial postsináptico en estas condiciones tuvo un tiempo medio de caída de 70.5 ± 28.92 ms 

(n=ll; Fig. 24A, panel inferior, trazo negro). La aplicación de rianodina 100 µM a las mismas 

células abolió la hiperpolarización postpotencial (Fig. 24A, panel superior, t.-azo gris), y produjo 

un alargamiento del potencial postsináptico (Fig. 24A, panel inferior, trazo gris). Al aplicar 

pulsos pareados o de mayor duración (200 ms) pa.-a producir trenes de impulsos en la neurona 

presináptica, la rianodina produjo una despolarización postpotencial de hasta 20 mV, que duró 

varios segundos, acompañada de nuevo por un alargamiento del potencial sináptico (Fig. 248). 

Como control, registramos las respuestas postsinápticas en ausencia de rianodina a lo largo del 

tiempo. En estos casos, el tiempo medio de caída del potencial sináptico se incrementó sólo 

marginalmente a lo largo de 5 minutos de registro (Fig. 25, triángulos neg.-os). 

Los cambios producidos por la rianodina, fueron significativos (círculos grises en Fig. 25). 

Ante un impulso sencillo, la rianoc:lina incrementó el tiempo de caída de 70.S ± 28.92 ms al inicio 
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Figura 24. La 
liberación de 
calcio inducida por 
calcio activa una 
hiperpolarización 
postpotencial 
que detiene la 
liberación de 
serotonina. A, 
potencial de acción 
presináptico en 
la neurona de 
Retzius y potencial 
postsináptico 
registrado en la célula 
P, en respuesta a un 
pulso de corriente 
despolarizante en la 
célula de Retzius en 
condiciones control 
(negro) y después 
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de 5 minutos con rianodina 100 µM (gris), B, Respuestas pre y postsinápticas a una 
despolarización presináptica de 200 ms para producir un tren de impulsos en la célula 
de Retzius. El bloqueo de la liberación de calcio inducida por calcio por rianodina eliminó 
la hiperpolarización postpotencial lenta en la neurona de Retzius y prolongó el potencial 
postsináptico en la célula P. 

del registro a 389.73 ± 100.35 ms después de 5 minutos (n=3), es decir, produjo un incremento 

del 552 ± 174 °/o, mientras que en condiciones control sólo cambió de 106.13 :t: 21.57 ms 

a 131.21 ± 25.23 ms en 5 minutos de registro (n=ll). Con impulsos pareados, el potencial 

sináptico en presencia de rianodina se incrementó en un 436 ± 168 °/o, de 140.82 ± 19.34 ms 

a 689.22 ± 271.28 ms (n=5), mientras que en los contr-oles sólo cambió de 168 ± 34.58 ms a 

188.53 ± 28.09 ms (n=13). Con trenes de 5 ó 6 impulsos a 20 Hz la rianodina incrementó el 

tiempo de caída del potencial sináptico en un 420 ± 105 º/o, de 335.88 ± 116.69 ms a 1454.28 

± 325.84 ms (n=S), mientras que en condiciones control el cambio fue de 392.66 :t: 108 ms a 

441.96 ± 100.11 ms (n=8). Los cambios en la respuesta postsináptica no se debieron a cambios 

en la resistencia de entrada o la constante de tiempo de la membrana postsináptica {Fig. 26A). 

La .-espuesta de la neurona postsináptica a la serotonina aplicada por iontoforesis {ver Fig. 4 en 

sección de métodos) tampoco fue alterada por la rianodina {Fig. 268), lo que sugiere que los 
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Figura 25. Alargamiento del potencial sináptico por el bloqueo de la liberación 
de calcio intracelular. Tiempo medio de caída del potencial postsináptico antes 
(inicial) y 5 minutos después (prueba) de la adición de rianodina 100 µM. Las células 
control fueron registradas en ausencia de rianodina. Los resultados se presentan como 
la media ± el error estandar de al menos 6 pares para cada grupo. 

efectos sobre el alargamiento del potencial sináptico se deben a cambios presinápticos en la 

liberación del neurotransmisor.Los resultados de esta segunda parte muestran que la liberación 

sináptica de serotonina en condiciones fisiológicas se activa de manera estable a frecuencias 

menores a 2 Hz y se facilita a frecuencias mayores. Los canales de tipo L y la liberación de calcio 

intracelular participan en la liberación de serotonina sináptica. La figura 27 es un esquema de 

los posibles mecanismos de regulación de la liberación sináptica planteados a partir de estos 

resultados. 

Figura 26. La rianodina no 
afecta las propiedades de 
la membrana de la célula 
postsináptica. Respuesta en 
voltaje de la célula P a un pulso de 
corriente hiperpolarizante (A) y a 
un pulso iontoforético de serotonina 
(mostrado por la barra negra) (B), 
antes (trazos negros) y 10 minutos 
después de la adición de rianodina 
100 µM (trazos grises). La rianodina 
no cambió la resistencia de entrada 
o la constante de tiempo de la 
membrana, ni el curso temporal de 
la respuesta a 5-HT. 
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Figura 27. Esquema de los posibles mecanismos de regulación de la 
secreción sináptica de serotonina. Con la llegada de un impulso, se abren 
canales de calcio en la membrana presináptica y se produce la fusión de vesículas 
claras. El calcio transmembranal activa receptores de rianodina (RyR) en el retículo 
endoplásmico y produce la liberación de calcio intracelular. Este activa canales de 
potasio dependientes de calcio y produce la hiperpolarización de la membrana, con 
lo cual se cierran los canales de calcio y se detiene la liberación. El calcio intracelular 
podría también producir la fusión vesicular o la movilización de vesículas de la poza 
de reserva a la poza liberable. A altas frecuencias, se activan también canales de 
calcio tipo L (rectángulos rosas) en sitios perisinápticos, que producen la exocitosis 
de vesículas electrodensas. Los rectángulos azules representan otros tipos de 
canales de calcio, todavía no identificados. 
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111. Regulación de la frecuencia de disparo de las neuronas de Retzlus por neuronas 
mecanosensoriales 

Para proveer información acerca de las posibles vías de estimulación de la secreción 

somática, analizamos cualitativamente el papel de la estimulación mecanosensorial sobre la 

actividad eléctrica de las neuronas de Retzius. Las neuronas de Retzius responden a estímulos 

táctiles a la piel (Wilson et al., 1996b) y reciben una entrada polisináptica proveniente de las 

células P (Wittenberg et al., 1990; Szczupak and Kristan, 1995), así como de quimioreceptores y 

termorreceptores (Zhang et al., 2000). Además de las células P, hay otros dos tipos de neuronas 

mecanosensoriales en el ganglio. En cada ganglio tres neuronas responden al tacto (células T) 

y dos responden a estímulos nociceptivos (células N) aplicados a la piel ipsilateral y otras tantas 

a la piel contralateral (Nicholls y Baylor, 1968; Blackshaw et al., 1988). 
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Figura 28. Respuestas de las neuronas de 
Retzius a la estimulación mecanosensorial de 
la piel. A, preparación de un segmento de la pared 
corporal unido al ganglio. La flecha blanca apunta 
hacia la parte anterior. Las neuronas de Retzius son 
los óvalos blancos en la parte anterior del ganglio. 
B, respuesta intracelular al roce de la piel. El inicio 
del estímulo (flecha hacia abajo), indicado por los 
artefactos, fue seguido de potenciales sinápticos 
excitadores y potenciales de acción. Después del 
término del estímulo (flecha hacia arriba), la neurona 

de Retzius se repolarizó gradualmente. C, respuesta con alta frecuencia de la neurona 
de Retzius a un pellizco en la piel. Las flechas grises indican el tiempo aproximado de 
inicio y final del pellizco. La serie de EPSPs después del estímulo (cabezas de flecha) 
indican entradas sinápticas excitadoras a la neurona de Retzius que continuaron activas. 
Tomado de Velazquez-Ulloa et al., 2003. 

La figura 28A muestra un ganglio unido a un segmento de piel por las raíces laterales. 

La estimulación mecánica, ya sea por roce o pinzamiento aplicados a la parte central de la piel, 

produjo respuestas sinápticas y potenciales de acción en las neuronas de Retzius (Fig. 288 y C). 

Las flechas indican los tiempos del inicio y término del estímulo mecánico, que en algunos casos 

pudieron determinarse por los artefactos en el registro. El contacto o roce con la piel produjeron 

predominantemente potenciales sinápticos, siempre excitadores (EPSPs), ya que su polaridad 

no cambió al registrar con electrodos llenos de cloruro de potasio o de acetato de potasio, 

ni se invirtieron al cambiar el potencial de reposo de las neuronas de Retzius en un intervalo 
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entre -80 y --40 mV por inyección de corriente directa en sus somas. Al pellizcar la piel con las 

pinzas, las células de Retzius se despolarizaron gradualmente y generaron potenciales de acción. 

Estas respuestas se mantuvieron durante el estímulo (n=13), y al término de éste persistieron 

series de EPSPs (cabezas de flecha). Ante esta forma de estimulación, las neuronas de Retzius 

produjeron frecuencias de disparo promedio hasta de 50 Hz, que son suficientes para inducir 

secreción somática de serotonina. 

Respuestas simultáneas de las dos neuronas de Retzius del ganglio 

Ambas células de Retzius en cada ganglio respondieron simultánea y sincrónicamente 

a la estimulación unilateral de la piel (Fig. 29). Esto no es sorpresivo, ya que las dos neuronas 

de Retzius de cada ganglio están acopladas eléctricamente (Lent y Frazer; 1977). Sin embargo, 

la neurona contralateral (trazo gris) no pareció ser un simple seguidor de la ipsilateral (trazo 

negro), ya que sus potenciales de acción no estaban siempre en fase con los de la otra neurona 

(Fig. 29B), sino que algunas veces los precedían. Esto se sustentó mediante experimentos en 

otros ganglios inyectando pulsos de corriente en una neurona de Retzius y registrando el voltaje 

o~ 
j ""---..:. 
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Figura 29. Ambas neuronas de Retzius de un 
ganglio responden a la estimulación mecánica 
de la piel. En A-0, los trazos negros son la respuesta 
de la neurona ipsilateral a la región de piel estimulada. 
La respuesta excitadora a la estimulación de la· piel 
fue similar en ambas neuronas de Retzius de un 
ganglio. B, expansión de un segmento del registro 
mostrado en A. La neurona contralateral (trazo gris) 
no fue simplemente un seguidor de la actividad de la 
neurona ipsilateral, sino que algunas veces disparó 
antes, sugiriendo que la actividad es producida 

por una entrada sináptica común. C, propagación de la corriente despolarizante e 
hiperpolarizante de una neurona a la otra. Después de la producción de potenciales 
de acción por la inyección de corriente despolarizante a una de las neuronas (trazos 
negros), la neurona seguidora (trazos grises) tuvo un bloqueo de la conducción y los 
potenciales de acción de la otra neurona fueron conducidos pasivamente (marcados 
por flechas negras), sugiriendo que el disparo sostenido de las neuronas de Retzius es 
producido por entradas sinápticas químicas. O, respuestas de un par de neuronas de 
Retzius a la estimulación mecanosensorial de la piel (la barra gris muestra la duración 
del estímulo) con las dos neuronas de Retzius hiperpolarizadas a -85 mV para evitar el 
disparo. La actividad sináptica registrada en las dos células fue similar pero no idéntica 
en amplitud y forma, sugiriendo una entrada común a ambas neuronas de Retzius. 
Tomado de Velazquez-Ulloa et al., 2003. 
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de ambas. Como se ve en la figura 29C, la corriente positiva o negativa se propagó a la neurona 

contralateral y cuando la despolarización alcanzó el umbral de disparo en la neurona estimulada, 

la secuencia de potenciales de acción no fue seguida por la neurona contralateral, que después 

de unos cuantos impulsos (uno en la figura), mostró bloqueo de conducción y los potenciales 

de acción producidos en la neurona estimulada fueron conducidos pasivamente a la acoplada 

(flechas negras; Eckert, 1963; Hagiwara y Morita, 1962). Esto sugirió que ambas neuronas de 

Retzius comparten una entrada sináptica común proveniente de las neuronas mecanosensoriales. 

Para probarlo, impedimos el disparo de las neuronas de Retzius, hiperpolarizándolas a -85 mV 

mediante inyección de corriente directa negativa. En estas condiciones, al pellizcar la piel ambas 

neuronas produjeron ráfagas de potenciales sinápticos, cuya amplitud y cinética fueron similares 

(n= 6 pares; Fig. 290). 

Correlaci6n entre las respuestas de las neuronas sensoriales y las neurvnas de 
Retzius 

Para explorar cuáles de las neuronas mecanosensoriales tienen mayor efecto en el disparo 

de las neuronas de Retzius, registramos las respuestas de ambos tipos de células a la estimulación 

de la piel. La figura 30 resume resultados de 19 experimentos hechos con dobles o triples 

registros combinados de neuronas mecanosensoriales y de Retzius. L"ls células T respondieron 

a los estímulos táctiles suaves con trenes de potenciales de acción de alta frecuencia, seguidos 

por EPSPs y ocasionalmente potenciales de acción en las neuronas de Retzius (Fig. 30A). Las 
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Figura 30. Registros simultáneos de las 
respuestas de lasneuronasmecanosensoriales 
y de Retzlus a la estlmulacl6n de la piel. A, el 
roce de la piel produjo un tren de potenciales de 
acción a alta frecuencia en una célula T y potenciales 
sinápticos en la neurona de Retzius. Un pellizco en 
la piel produjo una respuesta a alta frecuencia en 
la célula T al inicio del estímulo, seguido por una 
disminución de la frecuencia de disparo durante 
el estímulo y una respuesta a la terminación del 
estímulo. La neurona de Retzius tuvo una ráfaga de 
EPSPs durante la disminución de la actividad de la 
célula T. B, registros simultáneos de neuronas P, N y 

Retzius durante un pellizco. La neurona de Retzius disparó durante las respuestas 
de la célula P e incrementó su tasa de disparo (flechas) después de la actividad en 
la célula N. Tomado de Velázquez-Ulloa et al., 2003. 
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neuronas de Retzius no siguieron la respuesta sostenida de las células T. En cambio, un pellizco 

a la piel produjo respuestas "on" y "off" de alta frecuencia en las células T (Nicholls y 8aylor, 

1968), con una respuesta tónica de baja frecuencia entre ellas. En estos casos, la frecuencia de 

disparo de las neuronas de Retzius varió de manera inversa a la de las células T. 

La activación de las neuronas de Retzius correlacionó principalmente con la de las células 

P (Fig. 308), que respondieron antes o ligeramente después que las neuronas de Retzius, y 

ambos tipos neuronales dispararon a lo largo del estímulo e incluso después. En contraste, las 

células N dispararon sólo a bajas frecuencias, después de uno o más segundos (Pinato y Torre, 

2000). Las respuestas de las neuronas P y de Retzius tuvieron su máximo durante la actividad 

de las células N (flechas en Fig. 308) sin que esto signifique que fue a causa de ellas. 

Estos resultados sugirieron que la actividad eléctrica de las neuronas de Retzius se 

induce por entradas sinápticas bilaterales de los tres tipos de neuronas mecanosensoriales en el 

ganglio, reflejando la información mecanosensorial de la pared corporal. Este estudio se amplió 

en la tesis de Norma Velázquez-Ulloa, registrando las respuestas de las células de Retzius a la 

estimulación intracelular de los tres tipos de neuronas mecanosensoriales. En él se confirmó 

ésta hipótesis y se demostró que las vías de entrada a las neuronas de Retzius son polisinápticas 

en todos los casos. Además se demostró que las entradas sinápticas están posiblemente en las 

dendritas no acopladas de las neuronas de Retzius (Velázquez-Ulloa et al., 2003). 

D:ISCUSJ:ÓN 
Este trabajo muestra que las neuronas de Retzius liberan serotonina desde terminales 

presinápticas, y desde el soma. Mientras que la liberación sináptica ocurre tanto a partir de 

vesículas claras como de núcleo denso, la secreción somática está restringida a vesículas de 

núcleo denso. La liberación sináptica se activa con un solo impulso y ante trenes de impulsos 

incrementa su eficiencia en función de la frecuencia; la secreción somática requiere trenes de 

impulsos y es una función sigmoidal de la frecuencia. Los canales de calcio de tipo L participan 

en la liberación de serotonina a altas frecuencias tanto en la sinapsis como en el soma. La 

liberación de calcio inducida por calcio favorece la secreción somática y aparentemente limita el 

curso temporal de la secreción sináptica. 
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Secreción somática en las neuronas de Retzius 

El incremento en la fluorescencia de la membrana somática después de un tren de 

impulsos a 20 Hz en presencia de FMl-43 indica que el soma está llevando a cabo exocitosis, 

ya que el colorante se une a las vesículas que se fusionan con la membrana, incrementando 

la fluorescencia total (Smith y Betz, 1996; Kilic et al., 2001). Este incremento duró más de 

3 minutos en algunas neuronas, sugiriendo que un tren de impulsos puede desencadenar 

exocitosis y endocitosis prolongadas, similar a la de las células endocrinas excitables, donde la 

secreción se mantiene por periodos similares, aún después de que la [Ca2 +)1 ha regresado a su 

nivel basal (Penner y Neher, 1988; Heinemann et al., 1993). El gran tamaño de estas neuronas 

dificulta la medición de los cambios en la capacitancia membrana! para determinar eventos 

secretores, porque la capacitancia basal es muy alta. Sin embargo, intentamos medir cambios 

en la capacitancia de las neuronas de Retzius a partir de los cambios en la amplitud del voltaje 

aplicando ondas senoidales de corriente con una frecuencia suficientemente alta para que la 

corriente fluyera principalmente por el capacitar de la membrana (ver Gillis, 1995). Aunque en 

estos experimentos la alta capacitancia basal de las neuronas de Retzius dificultó la medición de 

cambios pequeños de capacitancia, el curso temporal de los incrementos que observamos fue 

similar al del incremento en la fluorescencia, como se ha visto en células endocrinas después de 

la estimulación (Smith and Betz, 1996; Kilic, 2002). 

El lavado del colorante de la superficie externa de la membrana reveló un patrón de 

puntos fluorescentes bien delimitados en la superficie de las neuronas. Los puntos se destiñeron 

de manera dependiente de ca2 + y de la despolarización, sugiriendo que son zonas de exocitosis 

y endocitosis. Como las características de los puntos fueron similares en todas las condiciones 

mientras que su número dependió de la frecuencia de disparo y de la presencia de ea2 + 

extracelular, el número de puntos parece reflejar la cantidad de exocitosis en respuesta a la 

estimulación. 

Mediante amperometría con fibra de carbono se han mostrado eventos secretores 

cuánticos en el soma de neuronas de Retzius tratadas con ionomicina (Bruns et al., 2000). La 

similitud entre los patrones de tinción de las neuronas de Retzius estimuladas en cultivo y en 

el ganglio sugiere que la secreción somática es fisiológica. El soma de las neuronas de Retzius 
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parece estar bien adaptado para esta función, ya que su gran superficie membrana! permite 

la secreción masiva de serotonina a partir de grandes cantidades de vesículas secretoras en 

períodos cortos. Aunque el método que utilizamos en este trabajo para analizar la exo- y 

endocitosis somática no permitió seguir su curso temporal, sí permitió visualizar la secreción 

somática global y resultó ser un buen bioensayo para estudiar su regulación. 

A primera vista, el patrón de tinción punteado de las neuronas de Retzius es similar al 

patrón fluorescente de FMl-43 observado en lactotropos (Angleson et al., 1999) y en células 

acinares pancreáticas (Giovannucci et al., 1998). Sin embargo, mientras que en los lactotropos 

cada punto fluorescente es producido por un gránulo de secreción individual de gran tamaño 

{Angleson et al., 1999), en las neuronas de Retzius el tamaño, la asimetría y los perfiles de 

intensidad de los puntos fluorescentes sugieren que cada punto está formado por un grupo de 

vesículas. La calibración con microesferas fluorescentes de diámetro conocido muestra que el 

tamaño de los puntos de FMl-43 está dentro del rango de resolución del microscopio confocal, 

por lo que no se debe a la dispersión de la luz a partir de vesículas individuales de 100 nm. Cada 

punto fluorescente, entonces, parece representar una zona de eventos secretores y endocíticos 

múltiples. Esta hipótesis multivesicular es además apoyada por el desteñido gradual de los 

puntos durante la despolarización. 

La microscopía electrónica, que muestra cúmulos de vesículas de núcleo denso en el 

soma de las neuronas de Retzius {Fig. 7; ver también Bruns et al., 2000), apoya también la 

posibilidad de que los puntos fluorescentes estén formados por grupos de vesículas. La captura 

de peroxidasa dentro de las vesículas somáticas en neuronas de Retzius estimuladas a altas 

frecuencias (H. Hernández, M.A. Morales y F.F. De-Miguel, observaciones inéditas), junto con 

la formación de puntos fluorescentes, sugiere que la exocitosis y la endocitosis de los cúmulos 

vesiculares ocurren en el mismo sitio, manteniendo la estructura de los cúmulos, y formando 

zonas activas de ultraestructura distinta a la sináptica, de modo que los cúmulos vesiculares 

actuarían como unidades funcionales para la secreción y la endocitosis somáticas. En algunas 

células endocrinas, como las t\ pancreáticas, las vesículas se agrupan en zonas cercanas a las 

áreas membranales que tienen cúmulos de canales de calcio, y la secreción ocurre únicamente 

en estas zonas (Bokvist et al., 1995; Quian et al., 2001). Es posible suponer que en las neuronas 

de Retzius existan también cúmulos de canales de calcio en el soma, que favorezcan la 

secreción en sitios discretos, dando lugar a los puntos fluorescentes de FMl-43. También la 
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endocitosis simultánea de grupos vesiculares ocurre en células 13 pancreáticas (Eliasson et al., 

1996), melanotropos (Thomas et al., 1990) y células cromafines (Neher y Marty, 1982). En 

terminales neuromusculares de serpiente también hay zonas activas para la endocitosis (Teng et 

al., 1999). El mantenimiento de la estructura de los cúmulos vesiculares apoyaría la posibilidad 

de un mecanismo tipo "Kiss and Run" (ver Palfrey y Artalejo, 1998) en la secreción somática. 

La aparición del patrón de puntos fluorescentes (aunque con una densidad mucho menor), aún 

con estimulación a bajas frecuencias o en presencia de Mg2+, apoya que los cúmulos pueden ser 

unidades funcionales incluso para la secreción espontánea. La tinción basal observada en estas 

condiciones podría reflejar secreción y/o endocitosis constitutivas, que ocurren en ausencia de 

estimulación y de calcio extracelular. 

La re-estimulación en presencia de FMl-43 después de una primera tinción, mostró que 

algunos de los puntos previamente observados se vuelven a teñir, otros desaparecen, algunos 

más permanecen sin volver a teñirse, y aparecen puntos nuevos. Esto sugiere que hay un 

movimiento dinámico de los grupos de vesículas ante la estimulación. La microscopía electrónica 

(H. Hernández, M.A. Morales y F.F. De-Miguel, sin publicar) apoya que los cúmulos de vesículas 

electrodensas en el soma se movilizan desde regiones internas del citoplasma hacia la membrana 

ante la estimulación. Suponemos entonces que el reclutamiento de puntos fluorescentes con 

incrementos en la frecuencia de disparo, se debe a la exocitosis de un número mayor de cúmulos 

gracias a su movilización desde sitios citoplásmicos hacia la membrana, como sucede con los 

gránulos de secreción en las células cromafines (Steyer y Almers, 1999). 

El diámetro promedio de los cúmulos de vesículas de núcleo denso en las micrografías 

electrónicas es de 630 nm, mientras que los puntos fluorescentes de FMl-43 tienen 1.2 mm 

de diámetro. La diferencia en el tamaño podría deberse a la forma en que las vesículas se 

distribuyen para fusionarse con la membrana, probablemente extendiendo el cúmulo conforme 

se acerca a la membrana y haciendo que ocupe un área mayor. Además, las imágenes de 

fluorescencia, aunque son confocales, no fueron procesadas por deconvolución, y pueden tener 

dispersión de luz fuera de foco que podría causar una sobreestimación del diámetro real de los 

puntos fluorescentes. 
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Dependencia de la hecuencía para la sec1Y1Ci6n somática 

En contraste con la secreción sináptica en estas neuronas, que se activa incluso con 

impulsos sencillos (Dietzel et al., 1986; Stewart et al., 1989), la activación de la secreción 

somática requiere de trenes de impulsos a frecuencias de 5 Hz o mayores, de manera similar 

a la secreción endocrina (Zorec et al., 1991; Ammala et al, 1993). Esto ocurre también en 

general para la liberación de péptidos y ca-transmisores a partir de vesículas de núcleo denso 

en distintas terminales sinápticas y células neurosecretoras (Cazalis et al., 1985; Whim y Lloyd, 

1989; Htikfelt, 1991; Leenders et al., 1999). 

La secreción somática fue una función sigmoidal de la frecuencia, cuya forma sugiere la 

cooperación de varios factores en su activación. La deperidencia de la frecuencia para la secreción 

somática proviene presumiblemente de la distancia entre las vesículas y los canales de calcio, 

que hace necesario incrementar la entrada y la difusión del calcio para promover el transporte 

y fusión de las vesículas con la membrana. La baja densidad de canales de ca2 + dependientes 

de voltaje en el soma de las neuronas de Retzius en comparación con el muñón y las regiones 

presinápticas (Fernández de Miguel et al., 1992) puede contribuir a esta dependencia. Todo 

esto hace que un solo potencial de acción o trenes a baja frecuencia durante los cuales la 

[ca2 +]1 puede regresar al nivel basal, no incrementen suficientemente la [ca2 +]1 para activar la 

secreción. Ésta sólo se activa con trenes de impulsos a frecuencias que permitan la acumulación 

del calcio residual entre ellos (Heinemann et al.,.1993). En células~ pancreáticas (Ammala et al, 

1993) y en melanotropos (Thomas et al, 1990) dicha acumulación de calcio "facilita" la secreción 

endocrina ante trenes de despolarizaciones. 

Otro factor que contribuye a la secreción en células endocrinas es la liberación de calcio 

inducida por calcio, que actúa como un mecanismo de retroalimentación positiva que incrementa 

y mantiene la secreción (Cheek et al., 1990; Guo et al., 1996; Tse et al., 1997; Lemmens et al., 

2001; Kang y Holz, 2003). La microscopía electrónica en el soma de las neuronas de Retzius 

(V.H. Hernández, M.A. Morales y F.F. De-Miguel, resultados sin publicar) muestra una gran 

cantidad de retículo endoplásmico liso, casi en contacto con la membrana plasmática, apoyando 

que en estas neuronas pudiera haber un mecanismo similar. Efectivamente, el bloqueo de los 

receptores de rianodina redujo la secreción somática en un 42º/o, mientras que la incubación 

con cafeína en ausencia de ca2 + extracelular la estimuló. A todos estos factores hay que agregar 
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que la endocitosis también puede depender de calcio (von Gersdorff y Matthews, 1994; Eliasson 

et al., 1996; Kasai et al., 1996; Engisch et al., 1998) y por lo tanto de la frecuencia de disparo, 

contribuyendo a la relación sigmoidal del número de puntos fluorescentes con la frecuencia. 

La reducción hasta niveles basales de la secreción somática en presencia de nimodipina, 

sugiere que la mayor parte de los canales de calcio que acoplan la excitación con la secreción 

en el soma son de tipo L, lo cual es también similar a los mecanismos de las células endocrinas 

excitables (Davalli et al., 1996; Villalobos et al., 1997) y se distingue de la secreción sináptica, 

en la que por lo general predominan otros tipos de canales, como los N, T, ó P/Q (para revisión 

ver Reuter, 1996). 

El análisis de los incrementos de [Ca2 +]1 en las neuronas de Retzius ha mostrado que 

la entrada de ca2 + al soma ocurre al menos en parte a través de canales de tipo L (Beck et 

al., 2001). Las células endocrinas, además de estos canales, tienen una contribución de otros 

tipos de canales de calcio como los N, P ó Q al acoplamiento excitación-secreción (Davalli et 

al., 1996; Lukyanetz y Neher, 1999). En células cromafines, por ejemplo, los canales de calcio 

de tipo L producen una secreción mayor y más rápida que los canales tipo P y N, pero éstos 

últimos también participan en la secreción (Artalejo et al., 1994; Elhamdani et al, 19.98). En 

nuestros experimentos, durante despolarizaciones largas con alto K+ la nimodipina no bloqueó 

completamente la secreción somática, sugiriendo la participación de otros tipos de canales ante 

estimulaciones más prolongadas. La falta de efecto de los bloqueadores de canales tipo N, P y 

Q en este estudio puede deberse a la insensibilidad de estas neuronas, como ocurre con otras 

toxinas bloqueadoras de canales dependientes de voltaje (Johansen y Kleinhaus, 1986). Por 

ello, no podemos descartar la presencia de otros tipos de canales de calcio y su contribución a 

la secreción somática. 

La secreción somática ocurre también en otras neuronas (Chen et al., 1995; Huang y 

Neher, 1996; Zaidi y Matthews, 1997, 1999; Jaffe et al., 1998; Puopolo et al., 2000), que liberan, 

a partir de vesículas de núcleo denso, catecolaminas y/o neuropéptidos, los cuales, como la 

serotonina, actúan como neuromoduladores a través de receptores metabotrópicos. En vista 

de estas similitudes, es posible que las aminas biogénicas y neuropéptidos, que actúan como 

moduladores lentos, sean susceptibles de liberarse por el soma neuronal y modular de manera 

parácrina las respuestas de las células vecinas. La dependencia de la frecuencia en la secreción 
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somática no ha sido estudiada en ninguna otra de estas neuronas. 

Secreción sináptica de serotonina 

Las terminales sinápticas de muchos tipos neuronales tienen tanto vesículas claras como 

vesículas de núcleo denso. En muchos casos, las primeras contienen transmisores de bajo 

peso molecular y las segundas ca-transmisores peptídicos (Lundberg et al., 1981; Fried et al., 

1985; Bloom et al., 1987; 1989; Bean y Roth, 1991; Hokfelt, 1991; Whim y Lloyd, 1989). En 

aferentes simpáticas del bazo, por ejemplo, las vesículas claras contienen noradrenalina y las 

electrodensas contienen neuropéptido Y. En estas sinapsis se ha mostrado que la estimulación 

a bajas frecuencias produce la liberación de noradrenalina, mientras que a altas frecuencias se 

libera el péptido (Lundberg et al., 1986). Con base en estas evidencias se ha propuesto que la 

liberación del contenido de vesículas claras ocurre a frecuencias bajas, mientras que las vesículas 

de núcleo denso requieren altas frecuencias de disparo para exocitar (Dutton y Dyball, 1979; 

Lundberg y Héikfelt, 1983; Hokfelt, 1991). Las neuronas de Retzius, son representativas de este 

tipo de terminales, ya que también contienen ambos tipos de vesículas, pero en este caso ambas 

contienen serotonina (Kuffler et al., 1987; Bruns et al., 2000). 

La liberación sináptica de serotonina en las neuronas de Retzius se activó con impulsos 

únicos (Fuchs et al., 1982; Henderson et al., 1983) y en condiciones fisiológicas los trenes de 

estimulación de baja frecuencia dieron lugar a secreción sináptica estable a lo largo del tren. 

Al incrementar la frecuencia del tren presináptico la secreción sináptica pareció mostrar dos 

componentes dependientes de la frecuencia: uno que se facilita a frecuencias bajas y se agota a 

partir de 5 Hz y otro que se recluta más lentamente a frecuencias altas y tiende a la saturación. 

El primer incremento rápido podría deberse a la facilitación de la liberación a partir de vesículas 

claras. Estas se deprimirían a partir de 5 Hz, y el segundo incremento podría deberse al 

reclutamiento de vesículas de núcleo denso, con un umbral más alto que el primero, y que 

permitiría una recuperación y mantenimiento de la liberación a frecuencias altas. 

Registros amperométricos en estas neuronas han mostrado que la liberación ante pulsos 

pareados a bajas frecuencias es principalmente a partir de vesículas claras (Bruns y Jahn, 1995). 

El incremento de la liberación en función de la frecuencia sugiere el reclutamiento de más 

vesículas de este tipo, produciendo facilitación a frecuencias entre 1 y 5 Hz, ya que el incremento 
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en la frecuencia permitiría la acumulación de calcio en la terminal presináptica, dando lugar 

a liberación con una dependencia no lineal con respecto a la concentración de calcio (Dodge 

y Rahamimoff, 1967; Smith et al., 1985). Por ello, creemos que el incremento inicial en esta 

relación se podría expresar matemáticamente con una función potencial del tipo: I = K (fe>) j, 
similar a la que explica la liberación de transmisor en función de la concentración de calcio en la 

placa neuromuscular (Dodge y Rahamimoff, 1967), donde 1 es el índice de liberación, K es una 

constante de proporcionalidad, y f<•l es una función de la concentración de· calcio, que explica 

la cinética de unión de este ion a las moléculas que producen la liberación. En nuestro caso, f<•> 

debería ser una función de transferencia entre la frecuencia de disparo y la entrada de calcio 

a la terminal, que produce a su vez la liberación a partir de una poza disponible de vesículas, 

y la regulación de ésta mediante la movilización de vesículas de la poza de reserva. La función 

es además una normalización de la liberación a partir de vesículas claras y de núcleo denso. La 

potencia a la n en esta función determina un umbral al inicio de la curva (Dodge y Rahamimoff, 

1967), que en este caso sería el límite entre la liberación estable que ocurre a frecuencias E. 1 

Hz (un índice de liberación de 1) y el inicio de la facilitación sináptica. 

La actividad sostenida en sinapsis químicas con vesículas claras produce su depresión 

debido al agotamiento de la poza liberable (Schneggenburger et al., 1999; Weis et al., 1999). Es 

posible entonces que la fase de disminución de la liberación que ocurre entre 5 y 10 Hz se deba 

al agotamiento de la poza de vesículas claras, al sobrepasarse la capacidad de recuperación de 

la poza. Esta fase podría entonces ser explicada con otra función del mismo tipo, que se le resta 

a la primera. 

Dado que las terminales sinápticas de las neuronas de Retzius contienen tanto vesículas 

claras como de núcleo denso, suponemos que a altas frecuencias la secreción incorpora a las 

segundas, como se ha propuesto en otras sinapsis donde coexisten ambos tipos vesiculares 

(Dutton y Dyball, 1979; Lundberg y Hokfelt, 1983; Hokfelt, 1991). Registros amperométricos 

en las neuronas de Retzius muestran que la probabilidad de liberación a partir de vesículas 

electrodensas aumenta a lo largo de trenes de tres impulsos (Bruns y Jahn, 1995), apoyando 

esta hipótesis. La recuperación del índice de liberación a frecuencias mayores de 10 Hz sugiere 

entonces el reclutamiento de vesículas de núcleo denso, que posiblemente comienza con un 

umbral de frecuencia mayor que el componente de las vesículas claras y se comporta de manera 

parecida a la liberación en el soma. Por ello, creemos que esta parte de la curva podría ser 
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explicada por una función logística, del mismo tipo que el que encontramos par.a la liberación 

somática. El inicio de la liberación a partir de vesículas electrodensas se empalmaría con la fase 

de depresión de las vesículas claras y permitiría sostener la liberación ante ráfagas de impulsos 

a altas frecuencias aún cuando la poza de vesículas claras estuviera deprimida. 

Al incrementar la probabilidad de liberación, aumentando la concentración extracelular 

de calcio, se produjo depresión a bajas frecuencias (Dietzel et al., 1986), similar a la sinapsis 

del cáliz de Held (Meyer et al., 2001). Esto se debe a que el incremento en el número de 

cuantos liberados reduce más rápidamente la poza liberable, que no se recupera a lo largo 

del tren (Schneggenburger et al., 1999; Weis et al., 1999). Al incrementar la frecuencia del 

tren presináptico, la eficiencia de liberación aumentó y alcanzó la facilitación, sugiriendo el 

reclutamiento de una segunda poza de vesículas, posiblemente las electrodensas (Bruns y Jahn, 

1995). La facilitación disminuyó cuando la frecuencia de disparo fue de 50 Hz, sugiriendo el 

agotamiento de esta segunda poza. Estos resultados apoyan la hipótesis de que la liberación en 

función de la frecuencia es una combinación del contenido de vesículas claras y de núcleo denso 

que se activan de manera diferente en función de la frecuencia. 

La eliminación de la facilitación en presencia de nimodipina en condiciones de alta 

probabilidad de liberación sugiere que este componente de liberación sináptica procede de 

vesículas acopladas a canales de tipo L. La dependencia de este tipo de canales de calcio en la 

facilitación es parecida a la que ocurre en neuronas hipocampales para la liberación de GABA 

(Jensen y Mody, 2001; Murakami et al., 2002) y en la vejiga urinaria para la liberación de 

acetilcolina y noradrenalina (Somogyi et al., 1997) a altas frecuencias de estimulación. Por su 

dependencia de la frecuencia y farmacología, el componente de liberación sináptica que causa la 

facilitación en las neuronas de Retzius pudiera ser análogo al somático, y provenir de vesículas 

de núcleo denso, de modo que la sinapsis desde el punto de vista estructural y funcional parece 

tener dos componentes que operan con relativa independencia entre sí: uno con vesículas claras 

asociado a otros tipos de canales, y otro con vesículas de núcleo denso, asociado a canales de 

calcio de tipo L. 

A pesar de que en muchas neuronas se ha descrito la presencia de depósitos 

intracelulares de calcio e incluso su participación en la generación de señales postsinápticas en 

las dendritas (Llano et al., 1991; Kano et al., 1995; Emptage et al., 1999; Sun et al., 2000), su 
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papel en la liberación de neurotransmisor en las terminales presinápticas se ha estudiado poco 

(Smith y Cunane, 1996; Llano et al., 2000; Emptage et al., 2001). La presencia de reservorios 

intracelulares de calcio en terminales presinápticas sugirió que funcionalmente, la liberación 

de calcio de estos compartimentos pudiera tener efectos similares a los somáticos y a los de 

neuronas parasimpáticas, cerebelares e hipocampales, en donde la liberación de calcio de 

depósitos intracelulares favorece la liberación de transmisor (Smith y Cunane, 1996; Llano et 

al., 2000; Emptage et al., 2001). Sin embargo, a diferencia del soma, donde el acoplamiento 

funcional entre el calcio transmembranal y el intracelular favorecen la secreción, en las terminales 

sinápticas de las neuronas de Retzius encontramos un mecanismo más complejo. 

El efecto reductor de la rianodina en la hiperpolarización postpotencial es similar al descrito 

en aferentes gastrointestinales (Hillsley et al., 2000), neuronas parasimpáticas (Jobling et al., 

1993; Sah y Mclachlan, 1997) e hipocampales (Lancaster y Zucker, 1994; Torres et al., 1996), 

en las que hay un acoplamiento entre estos reservorios y los canales de potasio dependientes 

de calcio, ya que el bloqueo de la liberación intracelular de calcio evita la activación de éstos 

y por lo tanto de la hiperpolarización postpotencial. Sin embargo, a pesar del efecto directo 

del calcio intracelular sobre la actividad eléctrica de estas neuronas, no se conoce cómo afecta 

esto a la liberación de trnnsmisor. Dado que el bloqueo de la liberación intracelular de calcio 

en las neuronas de Retzius se acompaña de un alargamiento del potencial sináptico, nuestros 

resultados sugieren que el calcio intracelular repolariza la neurona y reduce la entrada de calcio, 

determinando el curso temporal de la liberación de transmisor. 

La despolarización postpotencial producida por la rianodina en la neurona presináptica fue 

de hasta 20 mv ante trenes de impulsos. Dado que en esta sinapsis la disminución del potencial 

de membrana presináptico produce un incremento en la liberación cuántica de serotonina 

(Dietzel et al., 1986), esto puede de causar una despolarización de alrededor de 1 mv en la 

célula postsináptica, similar a la que ocurrió en nuestros experimentos. 

El alargamiento en el potencial sináptico a altas frecuencias pudiera deberse, al menos 

en parte, a un efecto del calcio que sigue entrando a la terminal sobre la liberación a partir de 

vesículas electrodensas. La posibilidad de que los canales de calcio de tipo L, que tienen poca 

inactivación por voltaje (Nowycky et al., 198Sa), participen en la liberación de transmisor en 

estas sinapsis, como ocurre en neuronas con respuestas fisiológicas graduadas y sostenidas, 
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como los fotorreceptores y las células bipolares de la retina (Schmitz y Witkovsky, 1997), 

podría explicar el alargamiento de la liberación de neurotransmisor que ocurre al bloquear los 

receptores de rianodina. Es posible entonces proponer un acoplamiento entre los reservorios 

intracelulares de calcio, los canales de calcio de tipo L y los canales de potasio dependientes de 

calcio, que juntos determinan el curso temporal de la liberación de serotonina en las sinapsis. El 

curso temporal del potencial sináptico puede tener consecuencias importantes en la integración 

de la información que lleva a cabo la neurona postsináptica, ya que las señales rápidas son mas 

filtradas por la membrana y por ello se propagan menos eficientemente (Rall, 1969), reduciendo 

su posible suma temporal. 

Aunque nuestros experimentos no permiten distinguir si hubo una contribución de éste 

tipo, la liberación de calcio inducida por calcio antes de promover la hiperpolarización podría 

también tener un efecto rápido sobre la liberación de transmisor. El efecto del bloqueo de la 

liberación de calcio ocurre ante un solo impulso, a diferencia del efecto de los canales tipo L, que 

se ve únicamente con trenes de altas frecuencias, lo cual sugiere que la liberación de calcio de 

los depósitos intracelulares podría actuar a bajas frecuencias sobre la liberación del contenido de 

vesículas claras y a altas frecuencias podría además contribuir a la movilización de vesículas de 

núcleo denso desde la poza de reserva hacia la poza liberable (Wang y Kaczsmarek, 1998). Por 

otro lado, la hiperpolarización postpotencial causada por el calcio intracelular también tendería 

a reducir la frecuencia de disparo, de modo que a largo plazo regularía negativamente ambos 

tipos de liberación. 

La diferencia en la función de los depósitos intracelulares de calcio en la sinapsis y en el 

soma de la misma neurona es una consecuencia interesante de la distribución diferencial que 

tienen los distintos tipos de canales iónicos en distintas áreas de la membrana. Esta diferencia 

correlaciona con la distribución de los canales de K+ dependientes de calcio en las neuronas 

de Retzius, detectadas con la técnica de "loose patch clamp" (F.F. De-Miguel, resultados sin 

publicar). 
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Regulación de la frecuencia de disparo por entradas sinápticas a las neuronas de 
Retzius 

La estimulación mecanosensorial de la piel produjo potenciales postsinápticos excitadores 

y potenciales de acción en ambas neuronas de Retzius del ganglio. La frecuencia y la duración 

de las respuestas dependieron de la fuerza y la duración de la estimulación a la piel, pero se 

alcanzaron frecuencias de disparo de hasta 50 Hz en las neuronas de Retzius, similares a las que 

activan la secreción somática de serotonina. Por ello es probable que la estimulación de las vías 

sensoriales en la piel de la sanguijuela sea uno de los mecanismos fisiológicos de activación de 

la secreción somática. Las neuronas de Retzius respondieron después que las células T y P, pero 

antes que las N y su actividad sostenida correlacionó con la actividad de las células P, sugiriendo 

que éstas son las principales inductoras del disparo a altas frecuencias. La falta de correlación 

entre el disparo de las células T y las Retzius sugiere que las células T podrían contribuir a las 

respuestas de las neuronas de Retzius al principio de los estímulos, pero la actividad sostenida 

de las neuronas de Retzius debe provenir de las entradas sinápticas de otros tipos neuronales. 

Recientemente se mostró que las conexiones de todas las células mecanosensoriales a las 

células de Retzius son polisinápticas y ocurren posiblemente en las dendritas no acopladas de las 

Figura 31. Representación 
esquemática del circuito 
hipotético que regula la 
actividad de las neuronas 
de Retzius. Las neuronas 
mecanosensoriales T, P y N 
ipsilaterales se conectan con más 
de una interneurona (1), que a su 
vez forma contactos a distintas 
distancias con las dendritas no 
acopladas de ambas neuronas 
de Retzius (R) en cada ganglio. 
Podrían existir también algunos 
contactos con las dendritas 
acopladas (flechas punteadas). 

Las neuronas P y N tienen vías independientes y también convergen sobre interneuronas 
comunes. Las distancias de las conexiones con las neuronas de Retzius son arbitrarias. 
Todas las dendritas de las neuronas de Retziu"s se conectan con el axón primario, donde 
se lleva a cabo la integración. Esta vía controla las respuestas de alta frecuencia en las 
neuronas de Retzius que producen la secreción somática de serotonina. Las entradas no 
definidas en las dendritas acopladas (centro del esquema) producen potenciales sinápticos 
espontáneos, responsables del disparo a baja frecuencia que produce principalmente 
secreción sináptica de serotonina. Tomado de Velázquez-Ulloa et al., 2003. 
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neuronas de Retzius (Fig. 31; Velázquez-Ulloa et al., 2003). Esto está en contraste con la actividad 

producida en las dendritas acopladas, donde las entradas sinápticas provenientes de neuronas 

todavía no identificadas producen principalmente actividad de baja frecuencia (De-Miguel et 

al., 2001), asociable básicamente a la liberación de serotonina en las terminales presinápticas. 

Entonces, dependiendo de las entradas sinápticas que recibe la neurona, se pueden producir 

distintos patrones de disparo y activar uno u otro modo de liberación de serotonina, teniendo 

efectos distintos sobre circuitos neuronales en el sistema nervioso. 

Posible significado funcional de los distintos modos de secreción en las neuronas de 
Retzius 

Las diferencias en la cantidad de serotonina liberada y su regulación en la sinapsis y en 

el soma indican que las neuronas pueden tener un comportamiento bimodal: como neuronas 

clásicas, liberando neurotransmisor desde las terminales presinápticas y como células endocrinas, 

liberando moduladores a partir del soma. El tipo de liberación que se activa depende de la 

frecuencia de disparo de la neurona, que a su vez depende de las entradas sinápticas que ésta 

recibe. Además, debido a que las neuronas de Retzius tienen autorreceptóres para serotonina, 

que en su mayoría activan corrientes de cloro (Lessman y Dietzel, 1991), la misma serotonina 

podría regular la frecuencia de disparo de las neuronas que la secretan y de esta manera regular 

su propia secreción. Lo mismo ocurre en las neuronas sero~onérgicas de los núcleos del raphé 

en los vertebrados (Frazer y Hensler, 1994). 

La secreción somática es similar a la secreción en células endocrinas excitables y distinta 

de la liberación sináptica de neurotransmisor. Hay grandes diferencias entre ambas en términos 

de la dependencia de la frecuencia de disparo, los mecanismos de regulación y las cantidades de 

serotonina liberadas por cada mecanismo. A primera vista, el comportamiento semilogarítmico 

es distinto del somático, que no se activa con impulsos sencillos ni a frecuencias menores 

de 5 Hz, y es una función sigmoidal de la frecuencia. Sin embargo, no es posible hacer una 

comparación directa debido a que los métodos utilizados para estudiar la ~recién sináptica y la 

somática fueron diferentes. Mientras que las respuestas postsinápticas son un reflejo directo de 

la cantidad de serotonina liberada, la secreción somática se analizó a partir de la endocitosis y el 

método tiene una sensibilidad diferente. Sin embargo, es posible suponer que ésta ocurre como 

consecuencia de la exocitosis y el número de puntos refleja la cantidad de secreción. 
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La cantidad de contenidos vesiculares que se liberan en la sinapsis puede ser estimada 

conociendo la respuesta postsináptica a la liberación de un cuanto de serotonina, que es de 

0.15 mV, calculada con análisis de ruido (Dietzel et al., 1986) y con el análisis cuántico de 

los potenciales miniatura (Henderson et al., 1983). Como las respuestas postsinápticas a un 

impulso presináptico son de unos cuantos milivoltios (alrededor de 5 mV o menos, variando 

entre preparaciones), esto representa la liberación de unas pocas decenas de cuantos. En 

contraste, el soma contiene cúmulos con alrededor de 30 de vesículas de núcleo denso cada 

uno. La tinción de 90 puntos fluorescentes ante la estimulación con un tren de impulsos a 20 

Hz, representaría la liberación de cerca de 2,700 contenidos vesiculares. Esto concuerda con 

resultados de experimentos preliminares en los que intentamos medir cambios en la capacitancia 

de las neuronas de Retzius. Aunque la baja relación señal/ruido en estos experimentos dificultó 

la medición de cambios pequeños de capacitancia, los cambios detectados ante un tren de 10 

impulsos a 20 Hz correspondieron a la fusión de aproximadamente 7,500 vesículas. Además, las 

vesículas de núcleo denso, contienen 17 veces más moléculas de serotonina que las claras (Bruns 

y Jahn, 1995), lo que hace todavía más grandes las diferencias en la cantidad de serotonina 

liberada en el soma y en la sinapsis. Entonces, mientras que los botones sinápticos liberan pocos 

cuantos de neurotransmisor ante potenciales de acción únicos e incrementan su eficiencia con la 

frecuencia de disparo, el soma requiere trenes de impulsos a altas frecuencias y parece liberar 

grandes cantidades de serotonina. 

En cuanto al efecto de cada tipo de secreción en el sistema nervioso, la "liberación 

sináptica tiene efectos específicos y localizados. Aunque la liberación de contenidos de 

vesículas electrodensas puede ocurrir en zonas perisinápticas (Golding y Bayraktaroglu, 1984) 

y tener efectos parácrinos, la magnitud de este tipo de secreción hace que su acción sea más 

localizada que la de la secreción somática. Por ello, suponemos que los efectos de la liberación 

sináptica están restringidos a las terminales sinápticas y sus blancos inmediatos. En contraste, 

la secreción somática podría tener efectos más difusos y generalizados. A diferencia de los 

neurotransmisores con acciones directas como el glutamato y el GABA, la serotonina parece 

ejercer acciones principalmente parácrinas en varias áreas del sistema nervioso central (Bunin y 

Wightman, 1999). La liberación somática de serotonina pudiera ser la fuente de esta secreción 

parácrina, y por lo tanto la responsable de la modulación de las conductas social (Raleigh et al., 

1991), sexual (Hull et al, 1999), alimenticia (Breisch et al., 1976; Saller y Stricker, 1976), o los 

patrones motores rítmicos (Jacobs y Forna!, 1993) en vertebrados, así como el nado (Kristan y 
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Nusbaum, 1983) y la alimentación (Lent y Dickinson, 1984; Zhang et al., 2000) en la sanguijuela. 

En resumen, la secreción somática podría modular circuitos enteros en el sistema nervioso y 

podría en general obedecer un mecanismo general desecreción extrasináptica. 

CONCLUSIONES 
1) La secreción de serotonina en las neuronas de Retzius es bimodal: las terminales 

presinápticas liberan serotonina en sitios especializados de contacto con otras neuronas, y el 

soma libera serotonina de manera masiva, como célula endocrina. 

2) La secreción somática ocurre a partir de cúmulos de vesículas de núcleo denso que 

actúan como unidades funcionales de secreción. Esta se activa con altas frecuencias de disparo 

y es mediada principalmente por canales de calcio de tipo L. La liberación de calcio inducida 

por calcio participa en el soma como un factor de retroalimentación positiva que incrementa la 

secreción. 

3) La secreción sináptica en condiciones fisiológicas se activa con bajas frecuencias, y 

se facilita con incrementos en la frecuencia de disparo presináptica. En condiciones de alta 

probabilidad de liberación, la secreción sináptica tiene dos componentes. A bajas frecuencias 

hay depresión y por encima de 5 Hz hay facilitación, que depende de canales de tipo L. 

La liberación de calcio inducida por calcio activa una hiperpolarización postpotencial en la 

célula presináptica y reduce el tiempo de caída del potencial sináptico. 

4) La secreción somática podría ser evocada por la estimulación mecanosensorial, que 

produce actividad de alta frecuencia en las neuronas de Retzius. 

Las principales conclusiones de este trabajo se esquematizan en la figura 32. 
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Figura 32. Representación esquemática de la secreción sináptica y somática 
en las neuronas de Retzius. En el soma, la estimulación a altas frecuencias produce 
la secreción a partir de vesículas de núcleo denso a través de la activación de canales de 
calcio de tipo L con una retroalimentación positiva de la liberación de calcio inducida por 
calcio. En las terminales presinápticas la liberación del contenido de vesículas claras es 
estimulada a bajas frecuencias de disparo y facilitada por el disparo a frecuencias altas. 
La activación de canales de calcio de tipo L a altas frecuencias participa en la facilitación 
de la secreción a partir de vesículas de núcleo denso. La liberación de calcio de depósitos 
intracelulares a través de receptores de rianodina (RyR), produce la hiperpolarización de la 
membrana y detiene la liberación de serotonina. 
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