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“Ella estaba en"e[ forizonte — dice Ternando. Birri-. Me acerco dos pasos, ella se aleja dos pasos. Camino
dies pasos y el horizonte se corre dies pasos mds alld. Por mucho que yo camine, nunca la alcanzaré ;
Para qué sirve la utopia? ®ara eso sirve: para caminar®

Eduardo Galeano/ Las palabras andantes

“Vi la circulacion de mi oscura sangre, vi el engranaje del amor y la modificacion de fa muerte, vi ef
Aleph, desde todos los puntos, vi en el Aleph (a ticrra, y en [a tierra otra ves el Alepli y en ef Aleph fa
tierra, vi mi cara y mis visceras, vi tu caray senti vértigo y lloré, porque mis ojos fiabian wisto ese objeto
secreto y conjetural; cuyo nombre usurpan los fiombres, pero que ningin fiombre fia mirado: el
inconcebible universo.

J.LBorges/ El Aleph

“Se hiabia alhiondado aftora en el fondo de su cerebro (que es un lugar profiibido a nuestra mirada) en un
estanque donde fiabitan las cosas, en una oscuridad tan profunda que casi no sabemos lo que son. Mird
ese estanque o ese mar que refleja todo y lo cierto es que algunos dicen que nuestras pasiones mds fuertes,
yelarte, y la religion, son reflejos que vemos en el fiueco negro del fondo de la cabesa, cuando
efimeramente se oscurece el mundo visible,”

Virginia 1Voolf / Orlando
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RESUMEN

Los patrones de actividad eléctrica en neuronas son producidos a partir de la integracion de
sus entradas sinapticas. El objetivo del presente trabajo fue investigar como la relaciéon
espacio-temporal entre las entradas sinapticas con amplitudes variables afecta la
integracidn, en neuronas acopladas eléctricamente.

Utilizamos pares de neuronas de Retzius de sanguijuela, que estan acopladas
eléctricamente. Estas neuronas reciben entradas sinapticas, localizadas en distintas regiones
de su arbol dendritico. Una entrada sinaptica comun esta localizada en las dendritas
acopladas y genera potenciales postsinapticos excitadores espontaneos (ESPSs). Estos
pueden ser sincronicos (al mismo tiempo) en ambas neuronas o asincronicos (a distintos
tiempos). Los sincrénicos pueden ser simétricos o asimétricos. La suma de estos ESPSs
genera potenciales de accion a bajas frecuencias.

Ademas de la entrada comin presente en las dendritas acopladas, la estimulacion
mecanosensorial de la piel produce ESPSs en neuritas no acopladas. Estos dan lugar a
potenciales de accion a frecuencias de disparo proporcionales a la intensidad del estimulo.
Estas entradas activadas por estimulacion mecanosensorial son capaces de generar
patrones de disparo a altas frecuencias y se asocian a liberacion somatica de serotonina.

Se realizo un analisis para conocer si la liberacion del neurotransmisor responsable del
disparo a bajas frecuencias es cuantica. Combinando métodos electrofisiologicos 'y de
modelaje matematico se encontré que la distribucion de los ESPSs es cuantica, es decir el
neurotransmisor responsable de los EPSPs se libera en vesiculas que contienen una
cantidad fija de neurotransmisor. Siendo que las amplitudes de los EPSPs estan formadas
por multiplos de la amplitud de los EPSPs unitarios. Ademas, la amplitud del cuanto se
encuentra regulada postsinapticamente por el grado de acople.

El papel de la sinapsis eléctrica en la integracion de EPSPs se analizo generando
potenciales sinapticos artificiales por inyeccién de corriente en el soma de ambas neuronas
de Retzius. Se produjeron potenciales sinapticos excitadores artificiales sincronicos,
asincrénicos, simétricos y asimétricos. Cuando los potenciales sinapticos fueron simétricos
y sincrénicos, su amplitud en el soma de ambas neuronas no se afectd, aunque sus tiempos
de caida se incrementaron. Cuando los potenciales sinapticos fueron asincrénicos
(simétricos o asimétricos), el tiempo de caida se incrementd en todos los casos (excepto
cuando el sinaptico de menor amplitud precedié por 10 ms al de mayor amplitud). Cuando -
el potencial sinaptico en la neurona contralateral se produjo antes, la suma ocasiond un
aumento en la amplitud del potencial sinaptico local.

Nuestros resultados muestran que el acople eléctrico puede producir cambios en la
amplitud y en el tiempo de caida de los potenciales sinapticos, dependiendo de la relacion
que exista entre ellos. Los incrementos en la amplitud favorecen la llegada al umbral de
disparo y por lo tanto el aumento de su frecuencia de disparo. Los aumentos en la fase de
caida favorecen la suma temporal y reducen el filtrado de la membrana mejorando asi la

propagacion del potencial sinaptico.



1 INTRODUCCION
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1. Comunicaciéon neuronal: sinapsis eléctricas y quimicas

Las neuronas se comunican entre si transmitiendo sefiales eléctricas, que son cambios de
voltaje en las neuronas. La frecuencia, amplitud y duracién de estos cambios de voltaje dan
lugar a patrones eléctricos que le permiten al sistema comunicarse entre si, con otros
organos y con el exterior. Estas sefiales eléctricas fluyen de una a otra célula a través de las
sinapsis, que es donde los flujos eléctricos se traducen y se transmiten. Las sinapsis pueden
ser entre las neuronas o de estas con sus células efectoras. En las sinapsis la informacion se
traduce y se transmite a otras neuronas. Existen dos tipos de sinapsis: las sinapsis eléctricas
y las sinapsis quimicas. En todas las sinapsis existe una célula presinaptica y una

postsinaptica.

En la sinapsis quimica, un cambio de voltaje depolarizante en la célula presinaptica produce
una respuesta excitadora o inhibidora en la célula postsindptica, dependiendo de los
receptores postsinapticos. En la sinapsis eléctrica, el cambio de voltaje de la neurona
presinaptica produce una respuesta de la misma polaridad en la célula postsinaptica.

1.1 Sinapsis eléctricas

Las sinapsis eléctricas permiten el flujo directo de informacion de una célula a otra. Este se
realiza a través de uniones comunicantes que son sitios donde se agrupan canales
intercelulares. Es a través de la sinapsis eléctrica que fluyen los im?ulsos eléctricos, ya que
permiten el paso de iones, metabolitos y segundos mensajeros (Ca*", cAMP, IP;) (revisado
por Bruzzone et.al., 1997).

En los vertebrados, estos canales intercelulares resultan de la asociacién de 2
hemiconexones; cada uno aportado por una célula (Fig.1). Los hemiconexones, a su vez,
son un ensamble hexamérico de proteinas llamadas conexinas. Se han identificado
aproximadamente 20 tipos de conexinas, lo cual permite una gran variedad de
combinaciones entre ellas. Existen canales homotipicos (cuando los 2 conexones son
iguales) o heterotipicos (cuando los conexones son distintos) (revisado por Dermietzel,
1993). En invertebrados hay una especie de proteinas homologas a las conexinas,
denominadas inexinas y aunque no son similares en secuencia a las conexinas, su funcion

fisiologica si lo es (Phelan, 1998).

Los conexones, al igual que otros canales pueden tener distintos estados de apertura, que
son modulados por dopamina, Ca®*, pH, v la fosforilacion de algunas cinasas (revisado por

Dermietzel, 1993).

Los primeros en demostrar la existencia de una sinapsis eléctrica fueron Furshpan y Potter
en el afio de 1959, registrando fibras nerviosas del axén gigante del acocil.Esta sinapsis
eléctrica es rectificante, es decir, permite el paso de la corriente despolarizante en una
direccion, de la célula presinaptica a la célula postsinaptica y de la hiperpolarizante en



sentido contrario. Hoy en dia se conocen sinapsis eléctricas tanto rectificantes como no
rectificantes.

A pesar de que anteriormente se pensaba que la comunicacién neuronal era. mediada
principalmente por sinapsis qu1m1cas se han demostrado uniones comunicantes en muchos
organos, en los que su expresion varia durante el desarrollo del ~
individuo. Se han encontrado conexinas en: corazdn, higado, testiculos, piel,

Membrana plasmitica de
céhfa A

Conexones hexameércos
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Figura 1. Representacion esquematica de una sinapsis eléctrica. La representacion esta
basada en analisis de difraccion por rayos X y microscopia electronica. El flujo de iones y
segundos mensajeros se realiza a través del poro de los conexones o canales hexameéricos.

(modificado de Oviedo-Orta et al, 2002).

higado, cerebro ( neuronas, oligodendrocitos, astrocitos), rifiones y pulmones (revisado por
Dermietzel y Spray, 1993). El hecho de que las conexinas tengan una distribucién tan
amplia, ha hecho revalorar su importancia en la comunicacion intercelular y por lo tanto en
el papel que desempefian en procesos fisioldgicos. Debido a que las sinapsis eléctricas
tienen efectos muy rapidos, favorecen reflejos de escape (Giaume, 1987) y. la
sincronizacion de redes neuronales en la corteza (Tamas et. al, 2000) y otras areas del

cerebro.
1.2 Sinapsis quimicas

Las sinapsis quimicas fueron demostradas mucho tiempo antes de las sinapsis eléctricas y
como su nombre lo indica, utilizan un intermediario de naturaleza quimica para traducir el
mensaje de la neurona presinaptica a la celula postsinaptica. La despolarizacion de la
terminal presinaptica y la entrada de Ca®" extracelular inducen la liberacion de
neurotransmisor de la presinapsis. El neurotransmisor se libera al espacio intercelular o
hendidura sinaptica, para posteriormente unirse a su receptor en la célula postsinaptica (Fig.
2), para finalmente abrir canales cationicos o anidnicos que modifican el potencial al cual



se encuentra la célula. Debido a los multiples pasos involucrados, el proceso de transmision
quimica es mas lento que las sinapsis eléctricas, con un retardo de 0.2 a 1.5 ms. entre la

llegada del impulso presinaptico y la respuesta postsinaptica.

Dependiendo del neurotransmisor liberado, de los receptores y del voltaje postsinaptico, se
pueden producir potenciales sinapticos subumbrales excitadores (EPSPs) o inhibidores
(IPSPs). La suma de EPSPs en algin momento ocasiona que la célula llegue a su umbral de
disparo y se genere un potencial de accion.

1.3 Teoria cuintica

Trabajando con la unién neuromuscular de la rana, en 1952 Fatt y Katz demostraron que la
acetilcolina se libera en cuantos o paquetes multimoleculares. Hoy en dia, un cuanto
presinaptico se define como la cantidad neurotransmisor secretado por una vesicula.

En 1954 Del Castillo y Katz, realizaron registros tanto de potenciales esponténeos como de
potenciales evocados en condiciones de bajo Ca** y alto Mg®*, disminuyendo la
probabilidad de liberacién. A partir de los histogramas de las amplitudes de los potenciales
registrados, observaron que las amplitudes de los potenciales evocados eran miltiplos de la
amplitud promedio de los potenciales espontaneos. Su interpretacion fue que la amplitud
media de los potenciales espontaneos miniatura equivale al valor de un cuanto, y las
amplitudes de las respuestas de sindpticos evocados estan formadas por varios de ellos. Es
decir, los potenciales de la placa neuromuscular (e.p.p.) estan formados estadisticamente
por miltiplos de las unidades que conforman los potenciales espontaneos miniatura.

Otra aportacion sumamente importante de este trabajo, fue la demostracion de que en
condiciones de baja probabilidad de liberacion, es posible calcular una distribucion teérica
para las amplitudes de potenciales evocados utilizando la amplitud media de los potenciales
sinapticos espontaneos. Del Castillo y Katz supusieron que una terminal presinaptica tiene
# namero de cuantos para liberar durante un impulso sinaptico, con una probabilidad
promedio de liberacién x. De manera que uno puede calcular la amplitud media (#7) con
base en el nimero de quantos liberados () y su probabilidad de liberacién (), tal como lo
predice una distribucion Binomial. Sin embargo, para calcular /m de esta manera, es
necesario conocer el namero de quantos liberados y la probabilidad de liberacion, lo cual
era practicamente imposible. Ante tal dificultad, Del Castillo y Katz replantearon dos
formas alternativas para calcular m. Suponiendo que al haber alto Mg~ y bajo Ca®’ la
probabilidad de liberacion es muy baja, por lo que ocasionalmente habra respuestas con uno
6 dos cuantos, y la mayoria de las respuestas seran fallas, Debido a que la probabilidad de
liberacién es muy baja, el valor de m a partir de larga serie de observaciones tendera a
distribuirse como una distribucion de Poisson. Esta distribucion se utiliza generalmente
para eventos discretos sobre un continuo; por ejemplo, cuantas veces al afio llueve sobre un
desierto (Frecuencia= exp((-m)/m*/x!))).
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Figura 2 . Estructura de una sinapsis quimica. A. Esquema general para una sinapsis quimica. La
estructura presindptica contiene (Pre.) numerosas vesiculas granulares y sc encuentraa separada del proceso
postsindptico por un espacio extracelular de aproximadamente 30 nin. En la hendidura sindptica. los procesos
postsinipticos s¢ encuentran muy cerca de la presindpsis. Corte transversal visto al microscopio dc proceso
presindptico en conjunto con varias membranas postsindpticas. La flecha indica material sindptico denso. En
1a presindpsis podemos obscrvar varias vesiculas con ncurotransmisor (modificado de Muller ¥ McMahan,
1976 ¢in Neurobiology of the Leech, capitulo 6).

Entonces, suponiendo las condiciones anteriores de baja probabilidad de liberacion y que »
es grande, m se puede distribuir como una distribucién de Poisson, y por lo tanto puede ser
calculada de dos maneras:

b
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calculada de dos maneras:

a) m = Amplitud media de los e.p.p
Amplitud media de los potenciales sindpticos espontdineos

b) m = [n Numero total de impulsos evocados
Nimero de fallas

Del Castillo y Katz midieron la amplitud de los e.p.p. evocados, las fallas, y la amplitud
media de los potenciales sinapticos espontaneos. Calculando m de ambas maneras los
resultados fueron muy similares. Este valor sirvio para calcular la distribucién tedrica de las
amplitudes dependiendo del nimero de cuantos liberados. Sobreponiendo la distribucién
tedrica con la distribucion obtenida experimentalmente mostraron que son muy similares

y dejaron claro que la liberacion de la acetilcolina en la placa neuromuscular es de
naturaleza cuantica. Ademas, la distribucion de amplitudes por las condiciones
experimentales impuestas podia ser predicha por una distribucion de Poisson.

En general, el nimero de cuantos liberados de una terminal presinaptica (contenido
cuantico) puede variar considerablemente, pero el nimero de moléculas contenido en cada
cuanto de la misma terminal (tamafio cuantico) es relativamente fijo con una varianza del
10% aproximadamente (Boyd y Martin, 1956). Entonces, un cuanto presinaptico es la
cantidad de neurotransmisor liberado en una vesicula. Sin embargo, un cuanto también
puede definirse postsinapticamente. En este caso la amplitud del potencial producido por un
cuanto depende del nimero de receptores activados.

1.4 Importancia de la liberacién cudintica

Los cuantos proveen las unidades de neurotransmisor que constituyen las sefiales quimicas
que son convertidas en potenciales sinapticos. La amplitud de los potenciales sinapticos
dependera de la cantidad de cuantos liberados por la célula presinaptica.

Dependiendo de la sinapsis existe un balance entre el contenido cuantico y la probabilidad
de liberacion, por ejemplo en el sistema nervioso de vertebrados hay una reduccion en el
contenido cuantico conforme uno se va acercando hacia sinapsis mas centrales. En la placa
neuromuscular, donde la transmision debe ser muy segura el contenido cuantico medio es
grande (m=100-300 cuantos), sin embargo en sinapsis centrales como la de motoneuronas
espinales, que integran muchas entradas sinapticas, el contenido cuantico es mucho menor,
El hecho de que el contenido cuantico sea menor, no significa que esa sinapsis falle todo el
tiempo, ya que la probabilidad de liberacion es mucho mas alta (revisado en Nicholls,
2001).Dependiendo del tipo de sinapsis el contenido cuantico varia y el tamafio cuantico
dependera de la probabilidad de liberacion.
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2. Integracidn sinaptica y factores que la modifican

Las neuronas generan sus patrones de disparo integrando la informacion proveniente de sus
entradas sinapticas. La célula postsinaptica integra una combinacion de variaciones de
voltaje producidos por multiples entradas sinapticas para convertirlas en un solo cambio de
voltaje final. Diferentes elementos determinan la integracidn sinaptica: la cinética de la
respuesta postsinaptica, la geometria dendritica, las propiedades eléctricas pasivas de la
membrana, la existencia de propiedades activas (canales activados por voltaje), la relacion
espacio-temporal entre las entradas sinapticas y el acople eléctrico entre las células.

Las propiedades pasivas y la geometria dendritica son elementos que influyen de manera
directa la integracion, porque independientemente de la cinética de la respuesta
postsinaptica, cualquier potencial tendra que propagarse hacia el sitio de integracion para
ser procesado. Generalmente las entradas sinapticas estan en las dendritas y el sitio de
integracién en el axén. Entonces, dependiendo de la forma de la neurona y de sus
propiedades pasivas, los potenciales se propagaran de manera distinta,

2.1 Propiedades Pasivas y Geometria Dendritica

En 1957, Rall propuso un modelo de la neurona como un circuito eléctrico RC, y tomando
en cuenta parametros como capacitancia, resistencia, corriente, cambios de voltaje, y la
geometria de la célula; predijo la propagacion pasiva de potenciales electrotonicos en
dendritas.Rall considero la longitud del compartimiento neuronal - dendrita o axén- como
una serie de segmentos formados por componentes eléctricos. Imaginé las dendritas como
cables conductores (Fig 3). Segn el modelo, si se aplica un pulso de voltaje despolarizante
estacionario Vi, en uno de los extremos, la propagacion del potencial va a depender del
cambio de voltaje interno V; a lo largo del cable.

La corriente dentro de la dendrita se propagara de segmento en segmento. Una parte de la
corriente fluye para cargar el capacitor (C?), otra parte de la corriente fluye a través de la
resistencia interna (#7) de la dendrita (citoplasma), y el resto de la corriente se fuga a
través de la resistencia de membrana (#m). El potencial de reposo de la célula esta
representado por E;. El cambio final en el voltaje (Vr) es posible calcularlo restando el
cambio de voltaje instantaneo (Vm) menos el potencial de reposo (E, ) (Hodgkin y Rushton,
1946).

Vr= Vm - E.—

A partir de esta sencilla ecuacion, Rall calculd la formula que nos permite conocer como es
que un potencial va decreciendo conforme se aleja del lugar donde fue generado, es decir el
decaimiento exponencial electrotonico:

Vi Voo™ TRSR CON
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segmento 1 segmento 2

Figura 3. Representacién esquemitica y cléctrica de una neurona. A. Representacion esquemiitica de una
neurona. B, Representacion esquematica de un compartimicnto nervioso (axon o dendrita). En un extremo se
aplica una pulso despolarizante (Vio), que sc propaga a lo largo del proceso generando un cambio cn cl
potencial interno (Vi). C. Representacion de la dendrita como circuito cléctrico. El pulso dc corriente
cstacionario (Io) gencrado en Vio donde la distancia es x=0, sc propaga dc scgmento cn segmento. Una
fraccion de la corriente s¢ propaga a través de la resistencia interna (ri) y otra se fuga a través de Ia resistencia
de membrana (rm). El potencial de membrana esta representado como Er (modificado de Shepherd, 1990).

Donde el voltaje final (Vy) es igual al voltaje inicial (Vo) multiplicado por el ntimero ¢
elevado a la longitud caracteristica (distancia (x)/ constante de espacio (A)). Lo anterior,
siempre y cuando el potencial sea estacionario. Imaginemos que queremos conocer la
magnitud del potencial en el lugar en que es producido, es decir, el punto donde x=0
entonces ¢ sera igual a 1, por lo que el V; sera igual al Vo En el caso en el cual x=A , ¢
estara elevado a la -1, lo que significa multiplicar Vy por .37. Lo anterior en términos
practicos significa que cuando x=A , el voltaje habra decaido en un 63% (Fig. 4). Una
distancia electrotonica de 2A esta considerada como el limite para interacciones especificas
entre potenciales sinapticos.
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Figura 4, Descripcion del potencial clectroténico en un cable de extension semiinfinita,

A. Representacion csquemdtica del cable y del flujo de corriente durante la inyeccién de un pulso de corricnte
i en x=0. B. Representacion del cable como una seric de segmentos. C. Distribucién del potencial
clectrotdnico cstacionario de acuerdo con la ccuacién V= Vo e ¥*, Ordenadas: amplitud del potencial
tomando como referencia Vo . Abcisas: L, definida como la longitud real (x) relativa a la longitud

caracteristica (7.) (Shepherd. 1990).

Matematicamente, la constante A se define como
A=rm/ri = JRmIRi*d/4

donde rm es la resistencia de membrana (€/cm) y 7/ es la resistencia interna ($2/cm).

La resistencia de membrana esta dada por los canales idnicos en la membrana y 7/ por el
cnoplasma celular. Normalmente »/ se mantiene constante, pero »m varia con la apertura y.
cierre de los canales que generan los potenciales sinapticos. G

Entonces lo que define el valor de A es el coeficiente entre rm /7.

La resistencia de membrana (r#) depende de la resistencia especifica de la membrana (Rm) :
y del tamafio de la circunferencia del cable. La resistencia interna depende a su vez dela:
resistencia interna especifica (Ri) y del area de la dendrita. Es por estas razones que. el valor
de A depende del diametro de la dendrita o del axon, entre mas grande sea el dlametro 7» '
sera mayor y la propagacidn a lo largo del cable sera mejor. e
Hay varios parametros que influyen en la propagacion del potencial: la resnstenc1a mterna o
axial (#1), la resistencia de membrana (rm), la capacitancia (Cn) y A. B

Debido a que A es afectada por el diametro, la propagacion de un potencial smaptlco en las
dendritas es diferente a la propagacion en el soma.




Figua 5, Diferencias eléctricas entre una dendrita y cl soma de una neurona. A, Circuito cqmvdlcnlc para
una dcndmd B. Circuito cquivalente para un soma csférico. Donde G,, y C,, representan la conductancia de
la membrana cn reposo y la capacitancia de una unidad de membrana; ri cs la resistencia mlcrn.l del cable. La
conductancia sindptica esta representada por G,y (tomado de Magee, 2000)

En dendritas, la corriente sinaptica fluye a lo largo de la membrana a través de G,y Cy;

y se propaga al siguiente compartimento por medio de 7. El valor de 1 es inversamente
proporcional a la G, y al area, por lo que las dendritas presentan una /; mucho mayor
comparada con la del soma. En el soma, la corriente fluye solamente por dos vias (' y Gy,
debido a que r; es muy pequeiia (Fig. 5).

Como resultado de lo anterior, la amplitud local de un ESPS generado por la misma
conductancia sinaptica serd mucho mas grande en una dendrita con poco diametro y mucha
resistencia interna, que en el soma. Al mismo tiempo, la posibilidad de que la corriente
fluya por otras vias, ademas de C,, y G, provoca una fuga de corriente mayor.

Debido a estas razones la cinética de los potenciales sinapticos producidos dendritas
lejanas al sitio de integracion serd mucho mas lenta al llegar a él, ya que la sefial se va
filtrando mientras recorre los diversos compartimentos del cable.

El valor de la conductancia de membrana (G,,) varia de las dendritas al soma. Rall describié
un factor llamado rho (p) para definir sefialar la relacion conductancia dendritica y la
somdtica, Se ha demostrando que en la mayor parte de las neuronas, las dendritas
presentan una conductancia de entrada de 5 a 10 veces mayor que el soma. Sin embargo,
esto es opuesto a lo que ocurre en invertebrados, donde el diametro somético es enorme
(Garcia et.al., en prensa)

Otro factor influyente en la propagacion del potencial en las dendritas, es la manera en la
cual la que estas se bifurcan formando arboles dendriticos. Si la dendrita madre se bifurca
dando lugar a ramas electrotonicamente equivalentes a ella, la propagacion sera similar a la
de un cilindro con didametro constante. Esto se cumple siempre y cuando el diametro de la

dendrita madre (diy,) elevado a la 3/2 sea igual a la suma de los diametros de las dendritas

hijas (i) elevados a la potencias 3/2.
411113/2 =Zdh 372
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Supongamos que tenemos una dendrita con un diametro de 4 um (4 23 ), entonces
para que las dendritas hijas constituyan un cilindro equivalente, estas deberan medir 2,5 pm
aproxnmadamente

La ﬁgura' 6 muestra el efecto de forma de bifurcacion de las dendritas en la propagacion del
potencial sinaptico. Cuando los diametros de las dendritas hijas forman un cable
equivalente la propagacion del potencial o la relacion V¢/V,, decae exponencialmente. Hay
un aumento en la relacion V¢V, cuando el diametro de las dendritas hijas es mas pequefio.
y un decaimiento mas rapido cuando el diametro de las dendritas hijas es mas grande que el

de la madre.

Figura 6, Efectos de la propagacion electrotonica en distintos tipos de ramificaciones. A, Grifica de Ia
propagacion del potencial electrotonico. a través de dendritas con tipos de ramificaciones distintas (mostradas
cn B). B. Tres modelos de ramificacion basicos, cuando cl didametro de Ia madre es de 8pum: (a) cada rama hija
cs de 1 pm de didmetro; (b) cada rama hija cs aproximadamente de 2.5 pm. de mancra que la suma dh** es
igual a ¢m**; (¢) cada rama hija tienc el mismo didmetro que la rama madre (tomado de Shepherd. 1990),

Como hemos visto, diversas variables influyen la propagacion de un potencial sinaptico
hacia el sitio de integracién, Entonces, dependiendo de en que lugar se encuentre la entrada
sindptica y los compartimientos eléctricos que el potencial sinaptico recorra, su amplitud y
cinética seran alteradas. Rall demostro que el tiempo al pico y la amplitud del potencial en
una neurona donde la propagacion depende exclusivamente de propiedades pasivas son un
indicador de la distancia a la cual esta localizada la entrada sinaptica (Fig. 7). Cuando las
entradas estan localizadas cerca del soma, las respuestas son amplias y rapidas, mientras
que cuando las entradas estan distantes, las respuestas son mas lentas y de menor amplitud.
Esto se debe al filtrado que sufren los potenciales sinapticos al propagarse a través de la
membrana.

El filtrado de potenciales sinapticos provenientes de entradas distales tendra esencialmente
dos consecuencias en sus propiedades de integracion. La primera, es que los potenciales
sinapticos seran de menor amplitud y su curso temporal serd mas largo. Al prolongarse la
duracion temporal se extiende el periodo en cual los potenciales sinapticos se suman.

La actividad mas lenta, proveniente de las entradas distales, puede sobreponerse con
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Figura 7. Propagacién del potencial clectroténico en un iirbol dendritico. A. Arbol dendritico. donde Ia
rcgla de los 3/2 sc cumple en cada bifurcacién. B. Simulacién de dendritas como cilindros equivalentes. Ei
cilindro 1 cquivale al punto mas cercano al soma. C. Grafica de amplitud vy ticmpo a distintas distancias del
soma cn el drbol dendritico. (Shepherd, 1990)

Sin embargo en las dendritas existen mecanismos capaces de compensar el filtrado
dendritico; entre los que se encuentran:
1) La alta resistencia especifica (Rm) de la membrana.
2) La alta resistencia interna (#7)
3) La geometria y las bifurcaciones dendriticas.
4) Algunas dendritas presentan propiedades activas (canales idnicos activados por
voltaje).

2.2 Cinética de la Respuesta Postsinaptica
Hasta ahora hemos revisado los factores influyentes en la propagacion pasiva de los
potenciales sinapticos hacia el sitio de integracion, sin embargo algo sumamente importante

es la naturaleza del potencial sinaptico, o sea la cinética de la respuesta postsinaptica
(amplitud, duracion y polaridad ).
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En general, las respuestas pueden ser: excitadoras e inhibidoras. Las respuestas excitadoras
despolarizan la célula, permitiendo la entrada iones con cargas positivas. La suma de varias
respuestas excitadoras eventualmente genera un potencial de accion. Por el contrario, las
respuestas inhibidoras hiperpolarizan la membrana celular, ya sea dejando pasar iones con
cargas negativas o sacando K; con lo que disminuye la probabilidad de llegar al umbral de
disparo.

Las respuestas postsinapticas pueden tener amplitudes y duraciones muy distintas,
dependiendo de los canales y/o receptores que los producen. El potencial de reposo de la
célula y los iones participantes también desempefian un papel fundamental en la polaridad,
la amplitud y la duracion de la respuesta. Todos estos factores, influyen cuantitativamente
en la respuesta y por lo tanto su integracion.

Los potenciales de accion generalmente actian como una variable que renueva la actividad
eléctrica en la neurona, provocando que la integracién de las entradas posteriores a él
comience desde cero (Koch, 1999).

2.3 Propiedades Activas y mecanismos sindpticos

La mayoria de las neuronas tienen arboles dendriticos sumamente complejos que reciben
miles de entradas sinapticas. En caso de que la eficiencia de las entradas sinapticas filese
dependiente de su localizacion, estaria dominada por las constantes electrotdnicas de
membrana. Sin embargo, en los ultimos afios se ha demostrado que en muchas neuronas la
integracion es independiente de la localizacion de las entradas sinapticas (Stuart y
Sakmann, 1995; Gillesen y Azlheimer1997; Magee y Cook, 2000.).

Pero entonces como es que los potenciales de las entradas mas lejanas logran llegar al sitio
de integracion, o dicho de otra manera jcomo es que las dendritas distales se hacen
escuchar por el axon? Una solucion podria ser que las dendritas distales “hablaran” mucho
mas fuerte que las proximales. Spruston ha hecho una analogia util para comprender lo
importante que es en algunos casos, compensar el filtrado dendritico. La analogia es la
siguiente: cuando hablamos por teléfono con un amigo que se encuentra en otro pais, lo
escuchamos de la misma manera que si estuviéramos hablando con él aqui. Sin embargo,
nuestra voz es transmitida por una serie de cables a través de distancias muy largas, casi sin
atenuacion. Para lograr esto los cientificos han disefiado estrategias que evitan la
atenuacion de las sefiales conforme se propagan. Algunas neuronas tienen que hacer lo
mismo. Para lo cual se valen de mecanismos tales como amplificar la sefial usando canales
dependientes de voltaje (propiedades activas) o bien que la fuerza de las sinapsis distales
sea mayor.

La forma en que las sinapsis distantes pueden ser mas fuertes es utilizando mecanismos
sinapticos encargados de modificar el tamafio y las propiedades cinéticas de la
conductancia sinaptica. Estos mecanismos pueden ser presinapticos (el contenido del
transmisor vesicular, el nimero de sitios de liberacion por terminal) o postsinapticos

( numero de receptores, densidad, afinidad o conductancia del receptor/canal, y su cinética).
Por ejemplo Pettit y Augustine (2000), demostraron que tanto en neuronas neocorticales
como en neuronas piramidales de hipocampo las dendritas distales son mucho mas
sensibles al glutamato que las dendritas proximales. Ademas, en muchas dendritas existen
canales activados por voltaje, distintos a los canales activados por neurotransmisores
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cuando ocurre una sinapsis. Las corrientes producidas por los canales influyen en-la
cinética de los potenciales sinapticos y por lo tanto en su mteg,racnon En las dendritas de
muchas neuronas se han encontrado canales de Na*, Ca®", K* y una corriente catidnica no
especifica( / »).

Canales de Na*

La corriente de Na* es la mas importante en la generacion del potencial de accion en el
axon. Esta corriente se produce en el axon y en algunos casos en las dendritas; y su
distribucién varia dependiendo del tipo celular. Se ha visto que en neuronas piramidales de
la neocorteza, en interneuronas y neuronas piramidales de la capa CA1 del hipocampo, y en
células mitrales, la distribucion de los canales de Na” es relativamente constante a lo largo
del arbol dendritico. Sin embargo en dendritas de células de Purkinje y de neuronas
piramidales de la capa CA3 del hipocampo, la densidad de canales decrece conforme
aumenta la distancia del soma (revisado por Migliore y Shepherd; 2002). Esta distribucién
diferencial permite que en algunas neuronas el filtrado dendritico pasivo que sufren los
potenciales sinapticos pueda ser compensado. Por ejemplo, en las neuronas piramidales de
la capa V de la neocorteza, Stuart y Sakmann demostraron que los EPSPs de las entradas
distantes al soma, son amplificados por canales de Na" dependientes de voltaje localizados
principalmente en la region axosomatica. De manera similar Adreasen y Lambert (1999),
han observado en neuronas piramidales de la capa CAl del hipocampo una amplificacion
de los potenciales sinapticos generados en sitios distantes. Esta amplificacion es debida a
una corriente de Na* no inactivable (Iy..;). Con ello, la integracién se vuelve independiente
del lugar en el cual se encuentra la entrada sinaptica.

Canales de Ca’*

Los canales de Ca** también participan en la propagacién sinaptica activa, por ejemplo en
neuronas piramidales (Gillesen y Alzhezxmer 1997) Sin embargo, la informacion a cerca
de la distribucion y densidad de canales de Ca®*, en general es mucho mas hmltada.

El mecanismo mediante el cual tanto los canales de Na" como los de Ca dependlentes de
voltaje contribuyen a minimizar el efecto de la pérdida de corriente smaptlca a traves de la.:
resistencia de membrana, es proveyendo un flujo extra de iones. : SR

Canales de K*

Distintos tipos de canales de K" dependientes de voltaje son responsables de la fase de
repolarizacidn del potencial de accion y contribuyen al control de la frecuencia de disparo
en el axon. En algunas dendritas este tipo de canales se distribuyen a una densidad
relativamente constante ( ej. neuronas talamocorticales). Aunque en otros tipos celulares la
densidad de los canales se incrementa conforme la distancia al soma aumenta (ej. neuronas
mitrales, neuronas piramidales de CA1) (revisado por Migliore y Shepherd, 2002). Fricker
y Miles (2000), han descrito una corriente de K+ en interneuronas de la capa CAl del
hipocampo. Estos participan en la reduccion de la fase de caida de los EPSPs y por lo tanto
modulan la frecuencia de disparo. Lo mismo ocurre en células granulares del bulbo
olfatorio (Shoppa y Westbrook, 1999) En estas células la conductancia de K~ favorece la
integracion de entradas a frecuencias muy altas y el modo de deteccion coincidente se

sobrepone al de suma temporal.
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Canales cationicos activados a potenciales hiperpolarizanies (I )

La corriente / , catidnica no especifica, activada por hiperpolarizacion, y desactivada por
despolarizacion de la membrana. Esta corriente incrementa la conductancia de la membrana
durante el reposo, reduciendo asi el curso temporal de los ESPSs subumbrales. En algunas
neuronas esta corriente aumenta con la distancia al soma .En neuronas piramidales de la
capa CA1 en el hipocampo, la presencia de la corriente / , aumenta 6 veces en las dendritas
distales. Esta corriente a potenciales despolarizantes se desactiva aumentando la resistencia
de entrada. Sin embargo, esta corriente casi no afecta las amplitudes de los ESPSs si no las
fases de caida, haciéndolas mas rapidas, y por tanto reduciendo la sumacion temporal de los

EPSPs. (revisado Magee, 2000).

En general los mecanismos activos, se encuentran en una gran cantidad de neuronas -y su
principal ventaja es que al disminuir el filtrado dendritico hacen que la integ,raciérf’sea
independiente del sitio de la entrada sinaptica. Ademas en algunas neuronas permlten
modos de integracion muy especificos. i

2.4 Relacion espacio-temporal entre Ias entradas sindpticas

Las neuronas tienen que integrar potenciales sinapticos de cinéticas variables, originados en
distintos lugares y a diferentes tiempos. La neurona entonces debe sumar tanto espacial

como temporalmente, para finalmente computar la interaccion entre las dlstmtas entradas, y

asi obtener una respuesta final.

Suma espacial

La suma espacial se refiere a la integracion de dos o mas entradas originadas en distintos
lugares. El resultado de la suma depende de la localizacion de las entradas sinapticas sobre
el arbol dendritico. Cuando la propagacion es exclusivamente pasiva, la.suma espacial, esta
influida principalmente por la constante de membrana (A), ya que de ésta depende la
eficiencia de la propagacion de los potenciales sinapticos hacia el sitio de integracion. Entre
mas grande sea A, las entradas mas lejanas seran mas efectivas.

Cuando se activan dos entradas sinapticas en sitios relativamente cercanos entre si, la
interaccion entre las conductancias de ambas respuestas determina la magnitud de la
respuesta final. Supongamos que tenemos dos entradas similares, situadas sobre la misma
rama dendritica muy cerca una de la otra, Si activamos ambas entradas al mismo tiempo, la
magnitud de la respuesta sera de mayor amplitud a la obtenida cuando solo activamos una
de las entradas. Sin embargo, sera menor a la suma lineal calculada tedricamente, aunque
las conductancias en ambos casos sean iguales. A este tipo de suma se le conoce como
suma sublineal y se debe a que la resistencia de la membrana disminuye, y se reduce el
potencial electroquimico, por lo que al final el cambio de voltaje es menor. Estas
interacciones seran mayores, entre mas cercanas estén entre si las sinapsis. Para evitar, las
interacciones sublineales, es suficiente con que las entradas sinapticas se localicen a
distancias sinapticas equivalentes. La ramificacion dendritica tiende a minimizar las
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interaccion entre sus conductancias se minimizara.
Suma. Temporal

Es la suma de secuencias de potenciales sinapticos a lo largo del tiempo. La constante de
tiempo (1) es determinante en este tipo de suma, ya que entre mas larga sea, le tomara mas
tiempo al potencial sinaptico decaer, y la probabilidad de que se sume con otros sinapticos
sera mayor. A Gltimas fechas se ha propuesto que las neuronas son capaces de integrar en
dos modos distintos, dependiendo de la duracion del intervalo en cual sumen sus entradas
sinapticas (revisado por Konig , Engel y Singer ;1996). Si el intervalo de integracion esta
en la media del intervalo existente entre un espiga y otra, las neuronas actian como
integradores temporales. Sin embargo, si el intervalo de integracion es mas corto
comparado con el intervalo entre la generacion de una espiga y otra, las neuronas actiian
como detectores de coincidencia, retransmitiendo de preferencia entradas sincronizadas.
Este tipo de integracion ha sido propuesta para neuronas corticales.

2.5 Acople Eléctrico

El acople eléctrico puede influir considerablemente en la integracion sinaptica. Las
sinapsis eléctricas pueden coexistir con las sinapsis quimicas, por lo que es de esperarse
que una neurona acoplada eléctricamente sume tanto las entradas provenientes de las
sinapsis quimicas, como las entradas provenientes de las sinapsis eléctricas. Ello provoca
que la integracion se torne mas compleja, ya que el nimero de entradas es mayor y la
relaciones espacio-temporales pueden ser mas complejas. Por lo tanto, en neuronas
acopladas eléctricamente la integracion dependera tanto de los parametros antes
mencionados como del nimero de neuronas acopladas eléctricamente, del grado de acople
entre ellas y de la relacion temporal entre todas las entradas. El grado de acople es un factor
sumamente importante ya que de €l depende el peso que tenga la sinapsis eléctrica. En
diversos tipos neuronales, las sinapsis eléctricas coexisten con las sinapsis quimicas, por
ejemplo en neuronas de Retzius de sanguijuela, en interneuronas de disparo rapido (células
FS) en la neocorteza, en interneuronas de canasta en la corteza y en neuronas ganglionares
(Hagiwara et.al.,, 1962; Eckert, 1936, Galarreta et. al., 1999, Tamais, et. al, 2000,
Mastronarde, D.N.; 1983).

Se han estudiado diversos casos en donde las sinapsis eléctricas tienen consecuencias
especificas sobre el flujo de informacion de una célula a otra, ocasxonando patrones de
disparo caracteristicos. Algunas de estas consecuencias son: ,

Sinapsis eléctricas como filtros pasobajas.

En algunos casos las sinapsis eléctricas funcionan como un filtro pasobajas. En las
neuronas del Locus Coeruleus de ratas recién nacidas, las sinapsis eléctricas sincronizan la
actividad subumbral de la red, fungiendo como un filtro pasabajas (Christie, et. al.; 1989).
El acople eléctrico restringe la entrada de corriente proveniente de los potenciales de
accion generados en la neurona acoplada. Discriminando asi, las entradas sinapticas
dependiendo de su frecuencia.
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Participacion en procesos sindpticos rapidos

El flujo de informacion a través de una sinapsis eléctrica es mucho mas rapido que a través
de una sinapsis quimica, debido a que no existe retardo sinaptico. Lo anterior, ha llevado a
postular que las sinapsis eléctricas podrian ser utiles en procesos sindpticos donde son
necesarias respuestas sinapticas rapidas y las ventanas temporales son muy cortas. Por
ejemplo, en respuestas de escape (Giaume, et.al., 1987).

Generacion de sincronia en redes neuronales

En el cerebro humano, la actividad de grupos neuronales disparando de manera repetida y
sincronica, es importante en la generacion de funciones complejas. Por ejemplo: en el
hipocampo la actividad gamma (4-10 Hz), la actividad theta (20-80Hz) y la de alta
frecuencia (200 Hz), se relacionan con procesos de atencién y cognicion. La generacion de
sincronia en redes neuronales se ha asociado a neuronas acopladas eléctricamente. En
neuronas de la capa CA3 de hipocampo, y Draguhn y colaboradores (1998) demostraron
que las oscilaciones de alta frecuencia son el resultado del acople eléctrico entre numerosas
neuronas. En neuronas del Locus Coeruleus, el acople eléctrico sincroniza la actividad
subumbral presente en los primeros dias de nacimiento de la rata. Otro caso, en el cual el
acople eléctrico participa en la sincronizacion de un red, es en las neuronas de embriones de
pez cebra, donde las despolarizaciones periddicas subumbrales son dependientes del acople
eléctrico (Saint-Amant y Drapeau, 2001).

Interacciones entre sinapsis eléctricas y quimicas

En la mayor parte de las neuronas las sinapsis eléctricas coexisten con las quimicas. El
balance entre ambos tipos de comunicacion neuronal genera patrones especificos de disparo
y algunas veces, ambos tipos de sinapsis participan en la sincronizacion de la red neuronal.
En el desarrollo de la rata, las motoneuronas de la médula espinal poseen una sincronia
don dos ritmos: uno lento dependiente del acople eléctrico, y uno rapido dependiente delas
sinapsis quimicas. (revisado por Kiehn O y Tresch M., 2002). Quiza un claro ejemplo de la
interaccidn entre sinapsis quimicas y eléctricas sea el del trabajo de Galarreta y Hestrin
(2001) en interneuronas GABAergicas de la neocorteza. Estas interneuronas de disparo
rapido (FS) ademas de estar acopladas eléctricamente, presentan conexiones inhibitorias
entre ellas. Este hecho permite obtener distintas respuestas dependiendo de la ventana
temporal entre las entradas (Figura 8).

Cuando la ventana es muy corta entre ambas entradas, la respuesta es excitadora en las dos
células. Sin embargo, si el intervalo entre una entrada y otra se amplia a 5ms , la respuesta
es completamente distinta ya que en una de las célula es excitadora; mientras la otra es
inhibidora, con una pequefia despolarizacion al inicio. Esta despolarizacion es ocasionada
por la corriente que fluye de la neurona acoplada eléctricamente. La respuesta excitadora
de la segunda neurona se ve opacada por la entrada inhibidora. Lo anterior resalta que una
neurona al estar acoplada eléctricamente con otra, aumenta de manera considerablemente
sus modos de integracion sinaptica.
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Figura 8, Influencia del acople cléctrico en interneuronas de la corteza. A. Lado izquierdo: represeacion
de 2 neuronas FS acopladas eléctricamentc, con una sinapsis inhibitoria entre cllas. Lado derecho: respucestas
obtenidas al estimular la neuronat presindptica. En la ncurona postsindptica hay dos componentes, una
pequeiia despolarizacion, correspondicnte a la entrada de la sinapsis cléetrica y un potencial inhibitorio
correspondicnte a la sinapsis quimica. B. Respucstas cuando se estimulan ambas neuronas con distintas
ventanas temporales (modificado de Galarreta y Hestrin, 2001).

Un modelo muy sencillo para estudiar el papel del acople eléctrico en la integracion son el
par de neuronas de Retzius de sanguijuela. Estas neuronas, ademas del acople eléctrico,
presentan otras entradas sinapticas localizadas en diferentes regiones de sus arboles
dendriticos. Por lo que integran informacion proveniente tanto de entradas sinapticas
provenientes de sinapsis eléctricas como de entradas provenientes de la otra neurona, Con
ello permiten analizar la influencia del acople eléctrico en la integracion de entradas
sinapticas con distintas relaciones espacio-temporales.

18



3. Generalidades sobre el Sistema Nervioso de la Sanguijuela

El sistema nervioso central de la sanguijuela esta constituido por una cadena ganglionar que
corre a todo lo largo del animal, de manera tal que los 32 segmentos metaméricos y el
prostomio se encuentran enervados por un ganglio-cerebroide, 21 ganglios enervando el
cuerpo y 7 ganglios fusionados el ganglio caudal. Los 21 ganglios pertenecientes al cuerpo
son muy similares entre si, conteniendo aproximadamente la misma distribucion y numero
de células, con excepcion de los ganglios que enervan los drganos sexuales (revisado
Nicholls, 2001).

Los ganglios estan unidos por medio de nervios conectivos. De cada ganglio, emergen
raices nerviosas, que se ramifican para enervar las estructuras de ese segmento (Fig. 9). En
cada ganglio hay distintos tipos neuronas sensoriales, motoneuronas e interneuronas. Por
otra parte, los nervios periféricos forman complejas redes que consisten en anillos de
nervios y en tractos longitudinales.

Cada ganglio contiene aproximadamente el mismo niamero de neuronas, sin embargo este
niimero varia ligeramente de una especie a otra. Para la especie Haemenieria officinalis
cada ganglio contiene aproximadamente 325 neuronas (Izquierdo E. Y De Miguel F., no
publicado). Sin embargo, para la sanguijuela Hirudo medicinalis el nimero de neuronas por
ganglio aumenta a 400 aproximadamente (revisado Nicholls, 2001). Todos los ganglios son
muy similares con excepcion de los ganglios que enervan los drganos sexuales en los
segmentos 5 y 6, donde el nimero de células es alrededor de 700. En la figura 10 se
muestra un ganglio, con sus nervios conectivos, raices y varias neuronas identificadas.
Como podemos observar es facil identificar a las células por su forma, tamaiio y posicion.
Ademas de esto, cada neurona presenta un patron de disparo distinto al ser estimuladas
fisiologica o experimentalmente, lo cual facilita identificacion.

4. Neuronas de Sanguijuela Acopladas eléctricamente

En cada ganglio existen varios tipos de neuronas acopladas eléctricamente: las células S,
las NS vy las Retzius (Muller K., et. al, 1983; Rela L. et.al. 2003, Retzius, 1891). Las
neuronas de Retzius se encuentran en la parte antero-medial del ganglio y son las mas
grandes (Fig. 10). Ambas neuronas se encuentran acopladas por una sinapsis eléctrica no
rectificante (Hagiwara y Morita, 1962; Eckert, 1963).

4.1 Morfologia de las Neuronas de Retzius

Las neuronas de Retzius son las mas grandes del ganglio, poseen un soma de 60-80 um de
diametro (Garcia et.al., en presa). Su morfologia muy similar a las de la especie Hirudo
medicinalis, donde del soma emerge una proyeccion primaria, que se divide en 4 ramas
secundarias. Dos de estas ramas se dirigen hacia ganglios adyacentes y las otras dos ramas
viajan hacia la periferia a través de las raices nerviosas. La proyeccion primario o axén
posee arborizaciones neuriticas que entran al neuropilo. En estas neuritas subyace el acople
eléctrico entre las dos células (Fig. 11)(Lent, 1973; Smith et al,1975; Mason y Leake, 1977,

Garcia et.al., en prensa). - DVURSSSr . o
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Figura 9. Sistema nervioso central (SNC) de la Sanguijucla. A. SNC de Ia sanguijucla formado por 21
ganglios corporalcs, un ganglio conformando al cerebro, y un ganglio conformando la cola. Cada segmento
metamérico csta formado por 5 anillos. B. Corte transversal de una sanguijucla donde sc observa el sistema
nervioso central conformado por una cadena de ganglios que inervan cada uno un segmento metamérico del
animal, por medio de las raices. La cadena ganglionar se encucntra unida por los conectivos. y dentro del seno
ventral del animal (tomado de Payton en Neurobiology of the leech, 1981).
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Figura 10. Ganglio del SNC de una sanguijuela. Vista ventral de un ganglio de sanguijucla con sus
concctivos y raices. En la parte antero-medial se muestran las neuronas de Retzius (R). También s¢ observan
ncuronas mecanoscnsoriales que responden al tacto (T), presion (P) y a estimulos de nocicepcion (N). asi
conto motoneuronas crectoras anulares (AE). Cada tipo ncuronal presenta distintos patrones de disparo
(tomado de Nicholls et. al 2001).

Estudios realizando dobles tinciones en las neuronas de Retzius de Haementeria officinalis
(De Miguel, et al, 2001; Garcia- Pérez, et al., en prensa) han mostrado que los sitios de
contacto entre las dos células se encuentran exclusivamente en las neuritas (Fig. 12A).
Descartando posibles contactos entre los somas o axones. El nimero de contactos se ha
estimado entre 45.42 + 2,63 e.e (Garcia-Pérez, en prensa). Los diametros de estas neuritas o
dendritas van desde 1 a 1.8 um y su largo varia de 35-55 um. Aproximadamente un 71% de
estas dendritas carecen de bifurcaciones y se encuentran conectadas directamente con el
axon primario. El resto de las dendritas tienen una (91%) o mas ramas (9%), las cuales
poseen diametros iguales a las neuritas madre, no siguiendo la regla de los 3/2 para un
cable electrotonicamente equivalente. Sin embargo, el 70% de las dendritas que cumplen
con la regla de los 3/2 puedan ser modeladas como un cable (E. Garcia, et. al., en prensa).

El coeficiente somatodendritico (p ) en estas células varia de 0.005 a .15. Es importante
sefialar que en estas células a diferencia de las neuronas de vertebrados el factor p se
encuentra invertido, debido al area tan grande del soma en comparacion con la de las
dendritas. Contrariamente a lo que sucede con la mayoria de las neuronas en los
vertebrados. El bajo valor de p predice una atenuacion de los EPSPs al llegar al soma, por
lo que es de esperarse que los EPSPs sean mucho mas grandes en las dendritas.
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Figura 11. Morfologia y acople eléctrico de ncuronas de Retzius. A. Reconstruccién de un par de ncuronas
de Retzius en el ganglio. Se mucstran las fibras mayores cn los conectivos posterior (post) y anterior (ant), y
los nervios segmentales ipsilaterales (L1 y Lr). El drbol dendritico también esta representado (tomado de
Smith et.al, 1973) B. Representacion de ncuronas de Retzius en un ganglio con dos microelectrodos de
registro (V1 y V2). C. Registro simultinco de potenciales de accion, donde V2 siguc a V1. D, Demostracién
de que la sinapsis no cs rectificante (tomado de De Miguel F.. 1998).
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4.2 Fisiologia de las Neuronas de Retzius

El sistema serotoninérgico de la sanguijuela esta formado por un pequefic nimero de
neuronas, de las cuales las neuronas de Retzius liberan la mayor cantidad. En la
sanguijuela la serotonina es un neurotransmisor implicado en varias funciones fisiologicas
como la activacion del programa motor para el nado (Willard, 1981), liberacidon de moco
(Lent, 1973; Mann 1961), disminucién en la tension del musculo longitudinal y relajacion
posterior a la contraccion muscular (Mason et. al., 1979),

En las neuronas de Retzius la serotonina en la regidn presinaptica se almacena en vesiculas
sinapticas pequeiias y en vesiculas sinapticas densas (Henderson, 1983; Kuffler, 1987). Sin
embargo, en el soma también existen vesiculas densas con serotonina ( Bruns et al, 2000).
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Figura 12. Morfologia y actividad eléctrica espontinca en ncuronas de Retzius acopladas
eléctricamente. A, Neuronas de Retzius, en imagen confocal, teilidas con distintos colorantes c/u. Los puntos
donde hay colocalizacién de los colorantes, se encuentran exclusivamente cn las dendritas. B. Actividad
espontianca de baja frecuencia en las neuronas de Retzius. C. Escala amplificada del registro en B donde sc
observan EPSPs. C,. Ampliacion del recuadro en C, sc muestran ESPSs  sincronicos tanto simétricos como
asimétricos. El asterisco denota quec es posible la existencia de sindpticos simétricos-asincrénicos. Cs.
Potenciales donde sc observa un EPSP en una de las células (V1). mientras que en la otra célula al haber
cxistido un falla en la transmisién presindptica, solamente sc observa la propagacion del siniptico originado
cn V1. D, Potenciales de accidon (P.A.) cn ncuronas de Retzius. producidos por la suma de ESPSs. Los
potenciales marcados con un asterisco  producen un P.A. cn una de las neuronas (V1). ¢l cual es seguido por
otro P.A. cn la ncurona acoplada cléctricamente. En todos los casos. ¢l potencial de accién producido en uny
neuronz ¢s seguido por otro en la neurona contralateral (De Miguel ct..al., en preparacion ).
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Dependiendo de la frecuencia de estimulacion la liberacion del neurotransmisor puede ser
sinaptica o somatica. La liberacion somatica se da a frecuencias altas entre 1-20Hz, esta
liberacion parece ser similar a la realizada por células secretoras (Trueta, et al., 2003).

Las neuronas de Retzius producen potenciales postsinapticos excitadores espontaneos
(EPSPs), que al sumarse originan potenciales de accion a bajas frecuencias (Fig. 12B y D).
Estos EPSPS son generados por una posible entrada sinaptica coman a las dos neuronas,
localizada sobre las dendritas acopladas eléctricamente. Es por esta razon que los cuando se
realizan registros simultaneos en ambas Retzius aparecen ESPSs sincrénicos. Estos
sinapticos sincrénicos pueden ser de la misma amplitud (simétricos) o tener distintas
amplitudes (asimétricos) (Fig. 12C,). Potenciales sinapticos con distintas amplitudes
reflejan variaciones en los contenidos cuanticos liberados por la terminal presindptica.
Ademas de los potenciales sinapticos sincrénicos, también hay asincronias. Cuando existe
una falla en una de las entradas, observamos un ESPSs en una de las neuronas, y su
propagacion hacia la neurona acoplada. En ella el potencial propagado se observa con una
amplitud menor y con una fase de subida mucho mas lenta (Fig. 12C;) (modificado de

Garcia, et. al., enviado).

Garcia y colaboradores utilizando técnicas electrofisiologicas y de modelaje matematico
han propuesto que la entrada comun responsable del disparo a bajas frecuencias esta a 7.5
um de la sinapsis eléctrica. Esto predice que la sinapsis eléctrica modula al cantidad de
corriente que fluye de una neurona a la otra. Si la resistencia de acople es muy grande, la
cantidad de corriente propagada hacia la neurona acoplada sera menor que si la resistencia
es pequeiia. En este trabajo los autores proponen un modelo donde los somas de las
neuronas acopladas eléctricamente estan representadas por un dos circuitos RC en
paralelo, las dendritas acopladas por un cable finito, y el acople eléctrico por una

resistencia.

Vi p— L — Rc \Z

FALLA DE ORIGEN

i
aLB_Ib U rmoon

Figura 13. Modelo para ncuronas de Retzius acopladas eléctricamente, propuesto por Garcia y
colaboradores. Los somas dc las ncuronas de Retzius estin representados por 2 circuitos RC en paralelo.
unidos por un cable finito (dendritas acopladas) de cicrta longitud (1) y una resistencia con valores variables
(acople cléetrico). Las entradas sindpticas comuncs (a y b) se encucntran muy cerca de la resistencia de acople
( tomado de Garcia, ct. al, enviado).
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Este modelo predice que la resistencia de acople modula la amplitud unitaria de los EPSPs
en la neurona de origen (V1). Siendo que a resistencias de acople grandes la cantidad de
corriente fugandose a la neurona acoplada es poca, la amplitud del sinaptico en V.1 sera
mayor que si la resistencia es baja. La amplitud del sinaptico propagado a la neurona
acoplada (V2) siempre seria la misma, debido a que las variaciones en la cantidad de
corriente propagada estarian compensadas por la impedancia dendritica. De tal manera que -
si fluye poca corriente a través de una alta resistencia de acople, la impedancia aumentara
manteniendo el voltaje y viceversa en la situacion contraria. Por lo que el voltaje en V2
siempre sera constante, a pesar de que la corriente propagada varie,
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Fig, 14, Amplitud normalizada para los ESPSs en funcién de la fraccion de / con distintas resistencias
de acople (/ es la longitud del cable , / =0 corresponde al lugar donde se cncuentra la sinapsis cléctrica). Lado
izquicrdo amplitudes cn V1. Lado derecho, amplitud del sindptico propagado a V2. La amplitud en V1 del
potencial siniptico cambia en funcion del valor de la resistencia de acople. sin embargo en V2 la amplitud del

sindiptico propagado cs constantc.

Por otro lado, Velazquez-Ulloa y colaboradores (2002) demostraron que la estimulacién
mecanosensorial produce respuestas postsinapticas en las neuronas de Retzius. Esto se
afiade a la entrada comtn generadora de actividad espontanea.
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Figura 15, Esquema representando el posible circuito de entradas sindpticas sobre las neuronas de
Retzius. Sobre las dendritas acopladas eléctricamente se encuentra la entrada responsable de la actividad
espontanca de baja frecuencia. Las ncuronas mecanosensoriales P, N y T tienen sinapsis con mis de una
interncurona. Esta interncurona a su vez forma contactos en diferentes puntos sobre las dendritas no acopladas
de cada ncurona de Retzius. Algunos contactos también pueden ser establecidos sobre las dendritas acopladas
cléctricamente (tomado de Veliazquez-Ulloa, et. al., 2002).
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La intensidad de la respuesta sinaptica en las neuronas de Retzius es directamente
proporcional a la intensidad del estimulo mecanico aplicado en la pnel La respuesta en las
neuronas de Retzius puede ir desde ESPSs hasta potenciales de accion de altas frecuencnas :
capaces de inducir liberacion somatica de serotonina :

Las entradas mediadas por la estimulacion de neuronas mecanosensoriales (células'P, T y
N) se encuentran localizadas en las dendritas no acopladas, sin embargo hay una pequefia
poblacién que pudiera encontrarse sobre las dendritas acopladas (Fig. 15) (Velazquez-
Ulloa, et. al., 2002). El sitio de integracion sinaptica en estas neuronas se encuentra en el

axdn primario (Garcia et.al., en prensa).

Las variaciones en las amplitudes de los EPSPs y la distribucion de las entradas sinapticas,
sugieren que la resistencia de acople participa activamente en la integracion. La amplitud y
la cinética de estos potenciales sinapticos al llegar al sitio de integracion dependeran de la
localizacién de la entrada y de la suma con otros potenciales sinapticos, por ejemplo con los
provenientes de las entradas activadas por las células mecanosensoriales. De manera que la
relacion espacio-temporal entre las entradas sinapticas y el acople eléctrico determinaran la
forma en que estos potenciales se integren.
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Figura 16, A. Simplificacién del circuito de entradas sindpticas sobre las neuronas de Retzius. La flecha
indica cl sitio de integracién (axoén primario) donde sc suma la informacion provenicnte tanto de entradas cn
las neuritas acopladas como cn las no acopladas. Los potenciales sitipticos producidos cerca de Ia sinapsis
cléctrica o propagados a través de ella sc verin influenciadas por el valor de la resistencia de acople. Para las
entradas cercanas al sitio de integracion, los cfectos del filtrado dendritico seridn menores que para las
cntradas lcjanas. B. Registro de un par de neuronas de Retzius. donde sc mucstra como potenciales
sindpticos (simétricos, asimétricos) s¢ sumuan (flcchas lado izquicrdo). También podemos observar una falla
en la (ransmision sindptica (V- flecha lado derecho).

Las variaciones en la amplitud de los EPSPs en estas neuronas pueden ser tanto por
mecanismos presinapticos (distintos contenidos cuanticos) como por mecanismos
postsinapticos (el grado de acople eléctrico). Estas dos posibilidades se exploraron
probando que a pesar de que la liberacidn es cuantica, la amplitud de los EPSPs varia en
funcion de la tasa de acople.

Produciendo potenciales sinapticos artificiales en el soma de ambas neuronas de Retzius,
analizamos el papel del acople eléctrico cuando los potenciales sinapticos poseen distintas
amplitudes y relaciones temporales entre ellos.
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II. HIPOTESIS

Las neuronas de Retzius reciben una entrada comun en las dendritas acopladas
eléctricamente, la cual origina EPSPs de amplitudes variables. Las fluctuaciones en las
amplitudes de los EPSPs podrian ser por 2 razones. La primera es por variaciones en el
contenido cuantico (efecto presinaptico). Si esto es cierto, entonces podriamos calcular el
nimero de eventos y de fallas (potenciales propagados de la otra neurona, donde si hubo un
evento) y calcular una distribucion teédrica, donde la amplitud de los EPSPs este dada por
multiplos de la amplitud promedio de los EPSPs unitarios.

La segunda razon por la que se puede haber variaciones en la amplitud es debido a la
resistencia de acople entre estas neuronas (efecto postsinaptico). Si la resistencia de acople
regula el flujo de corriente entre ambas neuronas y las entradas sinapticas se localizan muy
cerca de ella, entonces se espera que el valor de la resistencia modifique fa amplitud de los
EPSPs unitarios regulando la cantidad de corriente que se queda en la neurona local y la
que se fuga a la neurona acoplada. Si lo anterior es cierto, la relacion entre la resistencia de
acople y la amplitud de los ESPSs, sera directamente proporcional. La misma relacion es
esperada para la frecuencia de potenciales de accion, ya que al ser los EPSPs mas amplios
sera mas facil llegar al umbral.

Las neuronas de Retzius al estar acopladas eléctricamente integraran de manera diferencial
dependiendo de la relacion espacio-temporal entre sus entradas y del grado de acople entre
ellas. Con base en la teoria de la propagacion de corriente pasiva en dendritas suponemos
que que si los potenciales en ambas neuronas son simétricos y sincronicos, al no haber
diferencia de potencial entre ellas, no habra flujo de corriente de una neurona a otra y por
tanto la sinapsis eléctrica no tendra un papel relevante. Sin embargo, cuando los potenciales
sinapticos sean asimétricos, habra una diferencia de potencial, la cual permitira flujo de
corriente entre las neuronas. En este caso, la resistencia de acople entre ellas despefiaria un
papel relevante, modificando las amplitudes de los. potenciales sinapticos. En cuanto ala
relacion temporal entre las entradas, esperamos que cuando los sindpticos en la neurona
acoplada precedan a los de la neurona registrada, la suma incrementara la amplitud del
sinaptico local. En cambio, en el caso contrario, cuando el sinaptico en la neurona acoplada
se produzca después del sinaptico local, la suma producira cambios en la fase de caida
haciéndola mas larga.

II1. OBJETIVOS

e  Analizar las variaciones en las amplitudes de los potenciales sinapticos en funcion
de su caracter cuantico y la resistencia de acople.

e  Analizar codmo es que la relacion espacio-temporal entre entradas sinapticas con
amplitudes variables afecta la integracion en neuronas acopladas eléctricamente.
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IV. MATERIALES Y METODOS

4.1 Preparacion y diseccion

Los experimentos se llevaron a cabo con neuronas de Retzius de ganglios del sistema
nervioso central de sanguijuelas adultas Haementeria officinalis. Se utilizaron los ganglios
de los segmentos intermedios de la sanguijuela, exceptuando el 5 y 6 por sus caracteristicas
distintas al resto. Los ganglios fueron obtenidos por diseccion utilizando un microscopio

estereoscopico, tijeras y pinzas.
Una vez obtenido, el ganglio fue inmovilizado clavando unos alfileres sobre los nervios

conectivos y las raices, en platos rellenos de Sylgard. Todo el proceso se realizé en
presencia de Ringer normal (115 mM NaCl, 4mM KCIl, 1.8 mM CaCl,, 11 mM glucosa, 10
mM Tris-maleato, pH—7 4). Las células de Retzius fueron identificadas por su morfologa

caracteristica y su posicion central en el ganglio.
4.2 Sistema para Registro Intracelular

Utilizando un puller P97 (Sutter Instruments) capilares de vidrio con un diametro externo
de 1 mm y un diametro interno de 0.75mm., fueron estirados para obtener electrodos. Los
electrodos fueron llenados con una solucion de 3 M de KCl, obteniendo electrodos con
resistencias entre 18 y 25 MQ. Estos fueron introducidos en un sujetador, el cual fue
conectado a un cabezal sostenido por un manipulador. El cabezal conduce los potenciales
registrados a un amplificador. Se utilizaron dos amplificadores Almost Perfect Electronics
para registrar intracelularmente. Para la inyeccién de corriente se utilizd un amplificador
Gettting modelo 5 y un amplificador disefiado por B. Méndez. Los amplificadores para
registro intracelular se conectaron a un filtro Bessel pasabajas (frecuencia de corte 400Hz),
el cual fue conectado un osciloscopio. Los cambios de voltaje fueron observados en el
osciloscopio y con una tarjeta analogica-digital de modelo Digidata 1200(Axon
Instruments) a una frecuencia de muestreo de 20 kHz. fueron adquiridos en una
computadora. Para la adquisicion y almacenamiento de datos, utilizamos el programa
Axoscope (Axon Instruments) o Pclamp5, dependiendo del tipo de registro.

Cada uno de los amplificadores utilizados para inyectar corriente fue conectado a un
estimulador (Almost Perfect y Grass SD9).

El nivel de ruido durante la mayoria de los registros fue de aproximadamente de 0.2 a 0 3
mV,

Las sefiales registradas fueron a filtradas y amplificadas entre 100 y 1000 veces
dependiendo del tipo de registro. :

4.3 Registros Intracelulares

Una vez con los microelectrodos en el bafio (Ringer) antes de empalar la célula se
compensd: la capacitancia, la resistencia del microelectrodo y el potencial de union.
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4.3.1 Registros Simultaneos de la Actividad espontanea de las células de Retzins

Ambas células de Retzius fueron empaladas en el soma con un microelectrodo. Una vez
adentro de la célula se balance6 el puente, y se midio la taza de acople (V2/V)) estacionaria
entre estas las células. Donde V, es la neurona donde se aplica un pulso de corriente lo
suficientemente largo para llegar a un voltaje estacionario, y V3 es la neurona donde se
registra este potencial propagado. Para esto, se aplico un pulso de corriente hiperpolarizante
durante 150 ms. a una de las neuronas (V,), registrando ambas células.

La actividad eléctrica espontanea de las neuronas de Retzius se registrd aproximadamente
durante 2h. Los registros se realizaron utilizando Ringer normal o Ringer con | mM de
CaCl; y 2 mM de MgCl,. El Ringer con Ca®" y Mg®" se utilizd para disminuir la
probabilidad de liberacion y asi aumentar el nimero de fallas y los EPSPs unitarios. ( Del
Castillo y Katz, 1954). El potencial de membrana se mantuvo entre —50 y ~55 mV.

4.4 Produccion de sindpticos artificiales en neuronas de Retzius

Los potenciales sinapticos artificiales en las neuronas de Retzius fueron producidos y
registrados empleando 2 microelectrodos en cada neurona. Un microelectrodo fue utilizado
para registrar la actividad eléctrica y el otro para inyectar corriente (Fig 17A de
materiales). Los registros se hicieron en presencia de Ringer normal.

Para asegurarnos que la relacidn entre la corriente inyectada y los sinapticos producidos
fuese lineal, se realizaron curvas I/V. La cantidad de corriente utilizada varié un poco de
neurona a neurona, sin embargo, la relacion entre la corriente inyectada y el voltaje
registrado fue lineal en todos. Estos experimentos se realizaron también en presencia de
Tetrodotoxina (TTX), para comprobar que no habia canales de Na+ dependientes de voltaje
involucrados en la generacion de estos sinapticos.

Se utilizaron pulsos de corriente de 0.5 ms y de 4-6.5 nA para producir potenciales
sinapticos de 1.5 mV o 3 mV respectivamente. Se produjeron sinapticos artificiales tanto
simétricos (misma cinética y amplitud en ambas neuronas) como asimétricos (distinta
amplitud en cada neurona). También se produjeron sinapticos sincrénicos y asincronicos
variando el intervalo de produccidén entre un sinaptico y otro. Los intervalos entre el
sinaptico producido en una célula (V1) y el producido en la otra (V) fueron hasta de 10 ms.
(Fig. 17B materiales)

4.5 Andlisis de los Registros

Los datos fueron analizados con el programa Clampfit. Los parametros medidos fueron el
tiempo al pico y la amplitud de cada sinaptico espontaneo. Cabe mencionar que solo los
potenciales sinapticos sencillos, aquellos cuya pendiente de subida fiiera monoténica,
fueron considerados para el analisis estadistico (ver Fig. 12C).

Los registros de 10 sinapticos artificiales fueron promediados. En estos promedios
se midieron la amplitud, la fase de subida, la fase de caida y el t25 (tiempo al cual la
amplitud maxima decrece al 25%) de los potenciales.
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Figura 17, A. Representacién esquematica del protocolo de estimulacién de Retzius acopladas
eléctricamente. Cada célula fue impalada por 2 microelectrodos: uno para inyectar corriente (I y
12) y otro para medir (V1 y V2). B. Protocolo de corriente atilizado para la produccién de
potenciales sindpticos artificiales simétricos y asimétrices.
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4.6 Andlisis Estadistico en potenciales sindpticos artificiales

Para el analisis de las amplitudes de los sinapticos simétricos y asimétricos (Vi y V3), se
utilizé una prueba de ANOVA para saber si al menos alguno de los promedios para cada
uno de los retardos era distinto a otro. Se utiliz6 un o=.05 para todos los casos.
Posteriormente, para el caso de los potenciales asimétricos medidos en V1 asimétricos y los
potenciales simétricos, se utilizo la prueba de Bonferroni, para saber dependiendo del
retardo en donde hubo aumentos significativos en la amplitud.

Se utilizd un a=.05 para todos los casos. Este analisis se realizd utilizando el programa

Excel.

Para el analisis de las fases de caida y los t25 se utilizd6 una prueba de Wilcoxon para
diferencias pareadas. Se utilizo esta prueba debido a que tanto las T, como.los t25 en los
sinapticos control y en los experimentales variaban mucho de una neurona“a otra Sin
embargo, ambos presentaban tendencias similares en funcion del retraso de una neurona a
otra. Se usé el programa proporcnonado por el Institute of Phonetic Scnences (IFA)
Universiteit van Amsterdam en la pagina. web:
http://fonsg3.let.uva.nl/Service/Statistics/Signed_Rank_Test. html.

4.7 Andlisis Estadistico para los EPSPs

Una vez obtenidos los tiempos al pico y las amplitudes de un minimo de 500 potenciales
sinapticos espontaneos (ESPSs) por registro, se realizaron distribuciones de amplitudes vs
tiempos al pico para cada neurona registrada. También se realizaron histogramas de
amplitudes y de tiempos al pico. A los histogramas de tiempos al pico se les ajustaron el
nimero de gaussianas mas adecuado. Para la mayoria de los histogramas de tiempos al
pico, el mejor ajuste fue con dos gaussianas. Lo anterior, permitio separar los potenciales
con tiempos cortos de los potenciales con tiempos largos. Los potenciales con tiempos
cortos se tomaron como eventos, y los potenciales con tiempos largos como fallas.

Una vez que se obtuvieron los eventos, se realizé un histograma de sus amplitudes.

A este histograma se le ajustaron varias gaussianas. El nimero de gaussianas dependié de
la poblacion y se tomo el numero de gausssianas que representara el mejor ajuste. Esto con
la finalidad de comprobar que en la distribucion de amplitudes hay distintas poblaciones.
Con las distintas poblaciones, fue necesario comprobar que los picos de las gaussianas
fuesen multiplos del valor del pico de la primer gaussiana, tal como lo dicta la Teoria
Cuantica.

Las distribuciones, histogramas y ajustes de gaussianas se realizaron utilizando el programa
Origin S.

4.8 Distribuciones tedricas de amplitudes
Basandonos en la teoria cuantica (Del Castillo y Katz, 1952), realizamos distribuciones

teoricas de las amplitudes de los ESPSs. Suponiendo que la entrada sinaptica responsable
de la actividad espontanea presenta liberacion de caracter cuantico, con baja probabilidad
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de liberacién por boton, es posible suponer que los eventos pueden ser predichos por una
distribucion Poisson. Usando programas disefiados y ejecutables en Matlab (Garcia E.et.al.,
en prensa) realizamos distribuciones teodricas de los histogramas de amplitudes. Las
distribuciones teoricas de amplitudes se realizaron a partir de una distribucién de Poisson
que calcula frecuencias de eventos discretos en un continuo;

Frecuencias = exp ((-m) m*/x!)

Para ello obtuvimos el promedio de las amplitudes (). De acuerdo con Del Castilloy Katz
(1954) hay dos maneras de calcular m. Una predice que en condicionesde " baja
probabilidad de liberacion, es posible estimar el nimero de fallas y el numero de eventos y
asi calcular. n con orme a: SN

m=In Eventos totales (N
fallas (770)

Siendo: N= eventos(n) + fallas (r79)

Utilizando los histogramas de los tiempos al pico de los EPSPs registrados en Ringer con
ImM de CaCl, y 2mm de MgCl,, estimamos el niimero de potenciales sinapticos (eventos)
y el nimero de fallas. Inicialmente se graficaron las amplitudes vs tiempos al pico de los
potenciales sinapticos (Fig. 18Ade materiales). Eliminamos algunos potenciales sinapticos
que tenian amplitudes grandes y tiempos al pico muy cortos, por considerar que no
provenian de la entrada comun localizada en las dendritas acopladas. Sino de una entrada
distinta mucho mas cercana al soma (Velazquez-Ulloa et.al., 2003). Para el caso de la
primera célula de la figura 19 (lado izquierdo) se eliminaron las amplitudes mayores a 1.2
mV con tiempos al pico cortos.

Con la poblacién resultante se realizaron histogramas de tiempos al pico, ajustandoles
varias gaussianas. A partir del histograma de tiempos al pico, se estimaron el numero de
eventos y de fallas. Al no conocerse la neurona presinaptica, las fallas fueron estimadas de
manera indirecta, a partir de los potenciales propagados de la neurona acoplada. Al haber
una falla en una de las neuronas, es posible observar el potencial propagado de la otra
célula donde si hubo un evento (De Miguel, et. al. 2001). Los potenciales propagados son
distinguibles por sus tiempos al pico largos y amplitudes pequeiias. Para determinar a partir
de qué tiempo al pico, el potencial llegaba de la neurona contralateral, se utilizo la
interseccion entre las 2 gaussianas del histograma de tiempos al pico. Por ejemplo, para el
caso de la célula de la figura 18B, la interseccion fue en 10 ms. Entonces los eventos
fueron definidos por sus tiempos al pico menores a 10 ms. Las fallas fueron potenciales con
tiempos al pico mayores a 10 ms.

El nimero de eventos y de fallas, se introdujeron a los programas de Matblab, que
calcularon la amplitud promedio “m"" y la frecuencia de los eventos y las fallas predicha
por la distribucion de Poisson. Las proporciones fueron trasladadas a amplitudes,
resultando la distribucion tedrica de amplitudes.

Estos datos fueron procesados en Excel y normalizados conforme al numero total de
eventos “N", para obtener una grafica final: Probabilidad de fallas y eventos vy amplitud.
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Finalmente esta distribucion se comparé con la distribucién de eventos experimentales (n).
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Figura 18. A, Amplitudes vs tiempos al pico para EPSPs de un:a ncurona de Retzius. Para ¢l andlisis las
amplitudes mayores a 1.2 mV con tiempos cortos se climinaron, por considerarlas perienecientes a una
cntrada distinta mucho mas cercana al soma. B, Histograma de tiempos al pico para los EPSPs, En barras
sc observa la distribucion de los ticmpos al pico de EPSPs obtenidos experimentalmente. Las lineas continuis

representan cl ajuste de curvas gaussianas,

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

33



V. RESULTADOS

Las variaciones en la amplitud se dan de manera presinaptica, debido a variaciones en el
contenido cuantico y a fallas en la transmision sinaptica. Para esto fue necesario comprobar
que la liberacion del neurotransmisor responsable de la actividad espontinea en las
neuronas de Retzius es cuantica, de manera que existan eventos con amplitudes distintas, y
fallas en la liberacion del neurotransmisor. A partir de los registros de EPSPs en bajo Ca®”
y alto Mg®" analizamos la distribucién de tiempos al pico de los ESPSs espontaneos.
Utilizamos esta distribucion para determinar los eventos exitosos y las fallas cuanticas. Se
tomaron como fallas sinapticos propagados de la neurona acoplada.

Como se observa en la figura 19, tanto a los histogramas de tiempos al pico como a los de
amplitudes se les ajustaron curvas gaussianas, hasta encontrar el mejor ajuste. En la figura
19A se muestran los histogramas de tiempos al pico para dos neuronas de Retzius, donde
los picos de las gaussianas para una célula (lado izquierdo) estan en x;= 6.56 +-0.63 ms y
x2= 12,29+-3.06 ms. El punto donde intersectaron las dos gaussianas fue 10 ms. Potenciales
sinapticos con tiempos al pico por debajo de 10 ms se tomaron como eventos exitosos,
potenciales sinapticos con tiempos al pico mayores a 10 ms se tomaron como fallas. Para
la otra neurona (lado derecho) los picos de las curvas gaussianas se encuentran en

Xx;= 7.6+-.19ms y x,= 13.46+-.46 ms. Las curvas gaussianas intersectaron en 1! ms,
Potenciales sinapticos con tiempos al pico por debajo de 11 ms se tomaron como eventos y
sinapticos con tiempos al pico mayores a 11 ms se tomaron como fallas.

El panel B muestra los histogramas de amplltudes consideradas como eventos.

Para la célula del lado izquierdo, los picos de las gaussianas se encuentran x;=0.43+-, 016
mV y x2=0.78+-0.09 mV. Para la neurona del lado derecho, los picos de las gaussianas
estan en x;=0.30 +-0.008 mV y x,=0.50+-.19 mV. Lo anterior fue un indicador, igual que
en la otra neurona, de que el segundo pico podria ser multiplo del primero.

Una vez, calculado el nimero de eventos y de fallas, utilizamos la distribucion de Poisson
para calcular una distribucion de las amplitudes (eventos). En el panel C se muestran las
fallas calculadas y las distribuciones teoricas (linea continua), sobrepuestas a las
distribuciones de amplitudes obtenidas a partir de datos experimentales (graficas en barras).
Todo fue normalizado con respecto al nimero total de eventos (N= eventos + fallas). Para
la primera célula, el nimero de eventos fue 356 y las fallas 258, mientras que para la otra
neurona fueron 477 y 184 respectivamente.

El nimero de curvas gaussianas que predijeron las curvas tedricas es el mismo que el que
se obtiene al ajustar de manera independiente las gaussianas a los eventos experimentales
(comparese Fig. 19B y 19C). El valor de la amplitud de los EPSPs unitarios vario de una
neurona a otra, correlacionando con variaciones en la tasa de acople.

El analisis anterior se realizO para 4 pares mas de neuronas de Retzius, encontrando
resultados similares, y sugiere que la liberacion del neurotransmisor responsable de la
actividad espontanea en estas células es cuantica. Ademas es posible predecir el numero de
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Figura 19. Distribucién de tiempos al pico y amplitudes de EPSPs. Los pancles del lado izquicrdo
corresponden a una neurona y los del lado derecho a otra. A. Histogramas de tiempos al pico de los ESPSs,
ajustando dos gaussianas, Lado izquierdo: El pico de la primer gaussiana estd en 6.56 £ .063 ms y cl de la
segunda en 12,29 £ 3.06 ms. Lado derccho: histograma de otra neurona. El pico de la pritner gaussiana esti
cn 7.6 £ .19 ms y ¢l pico de la secgunda cn 13.46 * 46 ms. Los eventos bajo la segunda gaussiana fucron
usados como fallas para predecir la distribucién de Poisson c¢n C. B. Histogramas d¢ amplitudes de eventos
exitosos con ajuste de 2 gaussianas. Lado izquicrdo: primer pico en 43 £ .01 mVy scegundo en .78 £ .09
mV. Lado derecho: primer pico en .3 +£.008 mV y segundo en .30 £ .19 mV. C. Comparacion de la
distribuciéon de amplitudes obtenidas experimentalmente (barras), con la distribucion tedrica de
amplitudes (linca) y fallas predichas por la distribucién de Poisson. Lado izquicrdo: los picos de Ia
distribucion tedrica (4 y .8 mV, o=17) coinciden con los picos de la distribucion de cventos experimentales
(pancl B, lado izquicrdo). Esto significa que podemos calcular una distribucion tedrica usando las fallas v los
cventos calculados a partir de Ia distribucion experimental. Lo anterior, permite considerar que la liberacion
del neurotransmisor responsable de la actividad espontinea cn las neuronas de Retzius ¢s cuintica. Lado
derecho: otra célula donde los picos dc la distribucion teérica cstin en .3 y .6 mV (o=11). lo que corrclaciona
con los picos del histograma cn B (lado derecho).
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fallas'y eventos exitosos, a partir de los histogramas de tiempos al pico utilizando los
eventos lentos como fallas locales.

Existe una estrecha relacion entre el valor de la tasa de acople y la frecuencia promedio.
Para neuronas de Retzius con una tasa de acople pequeiia la frecuencia promedio es alta y
viceversa (Fig.20A). Como era de esperarse, la relacion entre la amplitud unitaria vy la taza
de acople resultd similar (Fig. 20B). Con tasas de acople muy bajas la amplitud unitaria
(producida por la liberacion de un cuanto presinaptico) de los EPSPs fue grande, mientras
que para tasas de acople muy grandes, la amplitud del unitario fue pequefia. El punto
marcado con una flecha, corresponde al experimento en que una neurona fue eliminada por
fotoblacion. La amplitud unitaria para esta neurona tiene un valor de 0.6, ya que al eliminar
a la neurona acoplada las dendritas se comportan como un cable sellado, similar a cuando la
resistencia de acople tiene un valor muy alto.

Esto confirma que el grado de acoplamiento entre las neuronas de Retzius es capaz de
regular la amplitud unitaria de los ESPSs de manera postsinaptica, y por lo tanto influenciar
la frecuencia promedio a la cual disparan estas neuronas potenciales de accién espontaneos.

Produccion de potenciales sinapticos artificiales

Sabiendo que es posible obtener variaciones en la amplitud de los potenciales sinapticos ya
sea por variaciones cuanticas o por la resistencia de acople entre las neuronas de Retzius.
Lo siguiente fue analizar como potenciales sinapticos con amplitudes variables y con
distintas relaciones espacio-temporales afectan la integracidén en estas neuronas. Para esto
produjimos potenciales sinapticos artificiales mediante inyeccion de corriente. Utilizando
de 4 a 6 nA se produjeron potenciales sinapticos de 1.5 o 3 mV. La relacion entre la
corriente y la amplitud varié un poco de neurona a neurona. Los registros se muestran en la
figura 21A, donde V, es el potencial sinaptico producido en una de las neuronas de Retzius,
y V2 es su propagacion hacia la neurona acoplada. Al reproducir el experimento a distintos
potenciales de membrana, encontramos que tanto la amplitud y la cinética de los
potenciales en V, y V; fueron independientes de! voltaje de membrana. Esto, sugirié que en
la generacion y propagacion de estos potenciales solamente intervienen propiedades
pasivas. Sin embargo, para asegurar que no hubiese canales de Na~ involucrados en la
propagacion, agregamos TTX durante los registros. La presencia de TTX no afecto la
propagacion de los potenciales sinapticos, lo que indica que no participan canales de Na™
dependientes de voltaje en la propagacion (Fig. 21A). Para bloquear los posibles canales de
Ca? involucrados, utilizamos Ringer con Co*? sustituyendo al Ca™ . En presencia de Co*?,
la propagacion en estas neuronas tampoco se vio afectada, por lo que los canales de Ca™ no
estan involucrados en la propagacion.

Se realizaron curvas voltaje vs corriente para determinar si la relacion entre la cantidad de
corriente inyectada y los potenciales sinapticos producidos era lineal (Fig. 21B). Esta
relacion resultd fue lineal atin en presencia de TTX, confirmando la ausencia de
componentes activos involucrados en la generacion de estos potenciales. Las curvas
También fueron similares al realizarse a potenciales de membrana de -60 mV y =70 mV.
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Figura 20, Relacién entre la frecuencia de los potenciales de accién, la amplitud de los ESPSs y la tasa
de acople. A. La frecucncia promedio de disparo en funcién de la tasa de acople fuc inversamente
proporcional & la tasa de acople. B. Amplitud de los EPSPs unitarios en funcién de 1a tasik de acople. La
amplitud unitaria de los EPSPs cs inversamente proporcional a la tasa de acople. El punto marcado con una
flecha. indica la amplitud de los potenciales sindpticos unitarios despuds de climinar a la neurona acoplada
climinada por fotoblacion,
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Figura 21. Relacion entre la amplitud y la cinética de potenciales sinapticos excitadores
artificiales producidos a distintos potenciales de reposo, en ausencia y en presencia de TTX.
A. Lado izquicrdo: sinapticos artificialcs producidos en V1 y propagados hacia V2. a potenciales de
reposo de =35 y -75 mV. La amplitud y la cinética de los potenciales artificiales son
independientes del potencial de reposo, lo que sugiere que la propagacion cs independiente del
potencial de reposo (Vm). Lado derecho: registros en las mismas condiciones pero en presencia de
TTX. La amplitud y la cindtica fucron iguales ¢n ambas situaciones. lo cual descarta la
participacion dec canales de Na™ activados por voltaje. B. Relacion entre Ia corriente y la amplitud de
los potenciales sindpticos artificiales fue lincal aun en presencia de TTX. lo cual sugicre que en Ia
generacion de los sinapticos no intervicnen propicdades activas.
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Potenciales sinspticos artificiales sincrénicos

Proseguimos a investigar como la relacion espacio-temporal entre las entradas sinapticas
afecta la integracion. El primer caso que analizamos fue cuando ocurren los potenciales

sinapticos sincronicos simétricos.

Se produjeron potenciales sinapticos artificiales en ambas neuronas de Retzius. Los
potenciales sinapticos resultantes, se compararon con el control, producido solamente en la
neurona registrada (V;). En este caso (Fig. 22A trazo negro), la suma no produjo cambios
en amplitud, sin embargo la fase de caida se alargod significativamente (» < .03125) al
comparar con el control (trazo rojo). Las asimetrias en los potenciales sinapticos artificiales
incrementaron los efectos ya descritos. Cuando los sinapticos fueron sincrénicos pero
asimétricos, es decir V) fue de la mitad de amplitud a V,. La suma registrada en V| resulta
en un potencial sinaptico cuya amplitud no fue afectada, pero su fase de caida se alargo
considerablemente. En contraste, el sinaptico registrado en V2, casi no se ve afectd (Fig.

23A).
Potenciales sinapticos artificiales asincrénicos

Cuando los potenciales sinapticos fueron simétricos-asincronicos y el sinaptico en V, fue
precedido 10 ms por el producido en V>, la amplitud del potencial sinaptico registrado en
Vi aumento y en su fase de subida apareci6 un pie (Fig. 22B), reflejando la propagaciéon del
potencial sinaptico de la neurona acoplada. Al producirse potenciales asimétricos con estas
condiciones, sucedié lo mismo, aunque los aumentos en la amplitud fueron mucho mas
evidentes. V2 en el caso de los asimétricos permanecidé muy similar al sinaptico control (Fig.

23B).

Sin embargo, cuando V| precedi6 10 ms a V3, la amplitud no cambi6 pero la fase de caida
aumentd considerablemente. El artefacto que aparece en la fase de caida, indica la
produccidn del potencial sinaptico en V, (Fig. 22C). Para el caso de los asimétricos (Fig,
23C) V| no cambi6 su amplitud, pero su fase de caida se incrementd y apareci6é una joroba.
El sindptico en V; aumenté su amplitud con respecto al control y aparecid el pie
caracteristico en la fase de subida. Su fase de caida también fue alargada.

Para el analisis de aumentos en amplitud y tiempos de caida en funcion de la relacién
temporal entre los potenciales sinapticos artificiales. Se tomé como referencia la neurona, :
en la cual se estaba realizando la medicion (V). Por ejemplo, un A t = ~10 ms mdxca que el
sinaptico en V; fue precedlo 10 ms por el producido en V2. En cambio, un A, t= 10 ms
indica que V2 ocurrio 10 ms después de V. ERE

Aniilisis de cambios en la amplitud

Los 6 pares de neuronas estudiadas tuvieron un comportamiento similar, La figura 24A
muestra el promedio de las amplitudes de los potenciales sinipticos simétricos en funcién
del At. En la grafica podemos observar que las amplitudes son mayores cuando el valor del
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Figura 22. Suma de Potenciales Sinapticos Simétricos Sincrénicos y Asincrénicos. A. Los
trazos en el lado izquierdo: El trazo cn rojo cs cl control aplicado solo a V). Trazos en negro.
produjeron potenciales sindpticos simétricos-sincronicos. A la derecha: Registros en VI (negro).
sobrepucstos al control (rojo). Hubo un alargamiento de la fase de caida sin cambio en la amplitud.
B. Lado izquicrdo protocolo de corriente para producir potenciales sinapticos simétricos-
asincrénicos. Lado derecho: sobreposicidn de un potencial en Vy precedido en 10 ms por Vs
Registroen V1 (ncgro). El control esta cn rojo y sc observa un pic al inicio de la fasc de subida
(flecha). y un incremento en la amplitud. La linca puntcada indica la amplitud del control. C. Lado
izquicrdo: protocolo de corriente para producir sinapticos simétricos-asincronicos. Lado derecho:
registro en V1 (negro) cuando los sinapticos son simétricos, pero ¢l sindptico producido cn V2 s¢
produjo 10 ms después de V1. En cste caso, la amplitud no sc afectd sin embargo. la fasc de caida
sc¢ alarga mucho mas que cn las condiciones anteriores (flecha).
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Figura 23. Suma de potenciales sinipticos asimétricos en neuronas de Retzius.

Trazos ¢n ¢l lado izquierdo: protocolos de corriente utilizado para producir potenciales sinapticos asimétricos. donde V:
¢s del doble de amplitud a V. En medio: registros en V. Lado izquierdo: registros ¢n V. Los trazos ¢n rojo son los
trazos control. cuando solo se¢ produjo un potencial sinaptico cn la célula registrada. A. Suma de  potenciales
sinapticos sincronicos asimétricos. Rcgistro en V| cuando los potenciales son sincronicos v asimétricos (trazo cn
negro). Como pucde verse, la amplitud del sinaptico no sc afectd, pero su fase de caida se alargd en comparacién con el
control. Registro en V: (trazo en ncgro), comparando con ¢l control. notamos que ¢l sinaptico es ligeramente mayor ¢n
amplitud y su fasc de caida sc alarga. La linca puntcada indica la amplitud del control. El aumento en la amplitud como
veremos mas adelante no cs significativo. B. Suma de potenciales sindpticos sinapticos asincrdénicos asimétricos.
Cuando cl sinaptico producido en V- precede al producido en V. La suma de V) y Va produce un sindptico de mas or
amplitud. con un pie ¢n la fase de subida y un alargamicnto de la fase de caida (flechas). La linca punteada indica la
amplitud del sinaptico control. En V-, cl cfecto es practicamente nulo, al comprar con ¢l control. C. Suma de
potenciales sindpticos asincrénicos asimétricos. Cuando cl sindptico cn V, precede 10 ms al producido en V2. El
registro en V1 mucstra una joroba cn la fasc de caida (flecha). La amplitud no se afecta. Para ¢l registro en Va. la suma
produce un aumento con respecto al dcl control. En la fasc de subida aparece ¢l pic caracteristico.
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At es negativo. Las amplitudes de los potenciales sinapticos producidos con At=-10y -5
ms resultaron significativamente mayores a las amplitudes producidas con un A t=10 ms
(0=.05). : e

Aniilisis de cambios en la amplitud

El analisis de las amplitudes para los potenciales sinapticos asimétricos fue similar al de
los sinapticos simétricos. En la figura 24B se encuentra el promedio de las amplitudes
medidas para V1. Cuando A t fue negativo, hubo aumentos considerables en la amplitud, en
comparacion con los sinapticos producidos con otros retardos. Las amplitudes de los
potenciales sinapticos obtenidos con At =—10ms y —5ms fueron significativamente mayores
a las obtenidas con 10 ms (o=.05). En el panel 24C estan los promedios de las amplitudes
para V. Para los sinapticos en V3, encontramos que no hubo diferencias significativas en

las amplitudes a distintos At (a=.05).

El panel D, resume el comportamiento de las amplitudes medidas en todas las condiciones.
Los promedios fueron normalizados con respecto al promedio de las amplitudes obtenidas
con At = 10ms. Se observa que los mayores aumentos en la amplitud, fueron con At
negativos. Este efecto se acentud cuando V3 tuvo el doble de amplitud que V;, T
Sin embargo los mayores cambios en la amplitud se dan en V1 cuando los smaptxcos son -
asimétricos y cuando los sinapticos son simétricos. Para V2 cuando los sinapticos son
asimétricos no hay cambios en la amplitud con ningtn retardo.

Relacién entre la amplitud los potenciales sin:ipticos artificiales y la V2/V;

Debido a que los incrementos en las amplitudes y fases de caida se deben al flujo de
corriente a través de la resistencia de acople, analizamos la influencia de la resistencia de
acople en la cantidad de corriente fluyendo entre ambas neuronas. Graficamos la amplitud
de los potenciales en V; y V» en funcién de la tasa de acople estacionaria (Fig. 25). La
amplitud de los potenciales sinapticos controles (V) fue independiente de la tasa de
acople, debido a que fue impuesta por la inyeccion de corriente en el soma. Sin embargo,
las amplitudes de los potenciales propagados hacia V3, fueron directamente proporcionales
a la tasa de acole (V2/V)) e inversamente proporcionales al valor de la resistencia de acople
(r.). Larc fue calculada a partir de simulaciones en el dominio senoidal (Garcia, et.al., en

prensa).

Analisis de las fases de caida y t»s

Debido a que la cantidad de corriente fluyendo entre estas neuronas varia dependiendo de la
V,/Vi los aumentos en las fases de caida seran distintos de célula a célula. El analisis de las
constantes de caida de los sinapticos producidos arroj6 resultados ambiguos. El ajuste no
fue monoexponencial, sino que fue necesario ajustarle a la fase de caida 2 exponenciales, y
en algunos casos hasta 3. La segunda de las constantes fue descartada por considerarle parte
de un artefacto, ya que siempre se mantuvo constante a pesar del At. La presencia de la
tercera constante de tiempo, solo se presentd en V| en potenciales sinapticos asimétricos y
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Figura 24, Cambios en la Amplitud en funcién del retardo en la generacion de Potenciales
sinépticos artificiales.

A. Amplitud vs At* de potenciales sinapticos simétricos. Promedio de amplitudes en funcion
del retardo (n=6 células). Las mayorcs amplitudes sc dicron con At = -3 v -10ms. Comparando las
amplitudes de cstos At con las de 10 ms, hay un aumento significativo cn la amplitud (o=.03). B.
Amplitud medida en V, vs At de potenciales sinapticos asimétricos, cuando V; tuvo la mitad
de amplitud a V. (n=6). Las mayorcs amplitudes fucron para potenciales sinapticos con At= -5 v
—10 ms fucron significativamente mayores con respecto a At= 10ms  ( a= .03). C, Amplitud
medida en V, vs At en la generacion de potenciales sinapticos asimétricos (n=6),
Independientemente del retardo no hay diferencias en la amplitud con (a=.035).

D. Amplitudes promedio normalizadas vs At (n=6) Amplitudes normalizadas con respecto a la
amplitud promedio cuando ¢l retardo es de 10 ms.

* Para el retardo, sc tomo siempre como referencia VI (ver texto).
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Figura 25, Papel de la tasa de acople en la amplitud de los potenciales sindpticos en ambas
neuronas.

A. La amplitud de los potenciales sinapticos controles en V1, vs distintas tazas de acople. Esta
rclacion fue constante. B. La Amplitud del potencial sindptico propagado hacia V2 vy la taza de
acople. Conforme la tasa de acoplc aumenta y la resistencia de acople (rc) disminuye. la amplitud
del sinaptico propagado aumenta. Los valores de re, para cada tasa de acople fucron tomados de
Garcia. ct. al., cn prensa.
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correlaciono con At positivos. Analizando solamente la primera constante de tiempo ( 71 ),
encontramos que cuando los potenciales fueron simétricos, esta aumentd conforme el At
se fue haciendo positivo. La T, de los potenciales sinaptico producidos con At =10 ms
resultaron significativamente mayores que las 1) para A t= -10 ms (p< .03125). Es
importante mencionar que las T, de los sinapticos simétricos son mayores a las 1, de los
sinapticos control (p<.03125).

En el caso de los potenciales sinapticos asimétricos el analisis de T arrojo resultados
ambiguos, donde no pudimos identificar ningiin tipo de tendencia en funcion deA t. Aunque
al ver los registros era evidente que las fases de caida eran distintas al menos en la forma, a
las de los controles. Por lo tanto, para cuantificar el incremento en el tiempo de caida,
medimos el tiempo al cual la amplitud maxima del potencial sinaptico decrece al 25% (123).
Utilizamos este valor porque a este tiempo, en todos los registros observamos el efecto de
la suma en la fase de caida. Los tzs controles variaban mucho de una neurona a otra,
presumiblemente a la constante de tiempo de la membrana y posiblemente a la penetracion
de los electrodos. Sin embargo, cuando los potenciales fueron simétricos, el tas fue
significativamente mas grande que el tz5s de los controles (p< .03125) (Fig. 26A). Aunque
esperariamos que hubiese una tendencia del tz5s a aumentar cuando el At es positivo, esto no
se observo en todas las células. Comparando con los controles, los aumentos en el tys van
desde un 20 hasta un 120% (Fig. 26B).

Cuando los potenciales sinapticos fueron asimétricos, el aumento en el t25 fue mayor. La
figura 27A muestra los promedios comparados con ‘el tnico control que tuve como
referencia. Sin embargo, no hay una relacion entre los 125 promedio y el retardo (o= 05)
Los tys aumentaron entre un 134-250% (Fig. 27B). i

Para V; los valores de tz5 son mayores a los t2s control (p< .0625) (Fig. 27C). Aunque de
nuevo, los incrementos no variaron en funcién de At. Comparando con los controles, los
aumentos en el t25 fueron hasta de un 77%. Menores a los observados para V1 (Fig. 27D).

Para analizar si los aumentos en la amplitud y en las fases de caida fueron debidos a la
suma lineal de la corriente producida de corriente de la neurona acoplada. Realizamos
sumas digitales de los sinapticos locales con los sinapticos propagados desde V; y las
comparamos con los registros de estimulacion simultanea.

Sumando los potenciales sinapticos controles con las amplitudes de los sinapticos
propagados de la neurona acoplada, resulté que cuando el sinaptico en la neurona acoplada
precede al sinaptico local y hay aumentos en la amplitud, estos aumentos son lineales
(a=.05). Obtuvimos resultados siinilares tanto para los potenciales simétricos como para los
asimétricos, Para aumentos en la fase de caida, al potencial control le sumamos el
potencial propagado de la neurona acoplada a distintos tiempos (5 o 10 ms después).
Resultando potenciales muy similares a los registrados para esos retrasos (Fig. 28), de
manera que la suma también es lineal. Esto fue tanto para potenciales simétricos como

asimétricos.
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Figura 26, t;s vs /\t (ms) para Potenciales Sinapticos Simétricos

A. Efectodel At enel t s para potenciales sindpticos simétricos. La linca continua horizontal es ¢l
promedio de los sindpticos control y las lincas discontinuas representan ¢l crror estindar, Resultando que los
125 para todos los retardos resultan significativamente mayores a los controles ( p<.03125 en todos los casos).
B. Porcentaje promedio del incremento del t;5 para cada célula con respecto a su control, en funcion
del A t. Cuando los sindpticos fucron simétricos sus {25 aumentan con respecto a su control. para cualquicr
retardo.
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Figura 27, tasvs At para Potenciales Sinapticos Asimétricos

A. Efecto del /\ten t.5 para potenciales en V1. Comparando los t23 en funcién del retardo.
resultd que no hay diferencias en cl t;s en funcién del retardo (=.03). La linea continua indica cl
valor del t35 para la tnica ncurona que tuvimos control. B. Incremento porcentual en el valor de
t25 en funcién de /\t. Los tss cn V1 cuando los potenciales fucron asimétricos fucron mas grandes
que cl control. C. Efecto del retardo en tz; para potenciales en V2. Los t25 medidos ¢n V2
cuando los sinapticos fucron asimétricos resultaron mayores a sus controles (p< .0623 para todos
los casos); con excepcion dc los sindpticos producidos con un A¢ =-10 ms. Linca horizontal
continua: control. Linea discontinua: crror cstandar. D. Promedio del Porcentaje del incremento en
25 cn funcién del A¢ .
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Figura 28. Suma lincal de potenciales sindpticos asimétricos.

A. Potencial sindptico artificial control producido en una ncurona de Retzius. El protocolo de corriente csta
abajo. (V1= a). B. Potencial artificial medido en V;, pertenccicnte a la propagacion del sindptico producido en
V2 con amplitud de 3 mV.C, El trazo cn ncgro (c) s ¢l resultado de la suma tedrica entre a y b cuando At=10
ms. entre la produccién de a y la propagacion de b. Trazo en rojo: control. D. Comparando con el trazo
experimental la suma de a y b resulta muy similar, lo que indica que 1a suma de los potenciales ¢s lincal.
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Los resultados de este trabajo, demuestran que el grado de acoplamiento eléctrico entre las
neuronas de Retzius modula la amplitud unitaria de los EPSPs. Estos cambios de amplitud
correlacionan con la frecuencia de disparo de las neuronas. Asi mismo, confirmamos que la
liberacion del neurotransmisor responsable de los EPSPs es cuantica. El acople eléctrico
permite la propagacion de potenciales sinapticos de una neurona a otra. Cuando se
producen potenciales sinapticos en ambas neuronas, estos se suman linealmente y la
relacion temporal y de amplitudes entre ellos ocasiona cambios en la amplitud y en los

tiempos de caida.

El acople eléctrico, modula la amplitud de los potenciales sinapticos regulando el flujo de
corriente entre las neuronas (Garcia et. al., enviado). Al existir poco acople entre las
células, poca corriente se fuga hacia la otra neurona, ocasionando que la amplitud del
sinaptico local se incremente. En este caso las dendritas tienden a comportarse como un
cable sellado. En cambio, si la resistencia es baja y hay un gran acople, la cantidad de
corriente que se fuga es mayor y la amplitud se reduce (Garcia et. al. enviado). Esta
hipétesis fue demostrada de manera directa en el presente trabajo. Ademas de las
variaciones en la amplitud de los EPSPs atribuibles a distintos contenidos cuanticos, la
amplitud de los EPSPs sufre modificaciones postsinapticas en funcion del valor de la

resistencia de acople.

En cuanto a las probabilidades de liberacion del neurotransmisor responsable del disparo a
bajas frecuencias, el analisis utilizado confirma que la liberacion es de caracter cuantico.
El método usado, es original ya que aprovechando el acople eléctrico, calculamos el
numero de eventos y fallas a partir de la cinética de los potenciales espontaneos. Sin
embargo, a pesar de que los ajustes de la curva tedrica son bastante cercanos a la
distribucién experimental de amplitudes, lo mas probable es que el nimero de fallas haya
sido subestimado, debido a que no determinamos el nimero de fallas simultaneas en ambas
neuronas. Es importante mencionar que las distribuciones de amplitudes estuvieron
dominadas por eventos unitarios, lo que aunado al numero de sitios de contacto (45) y a la
suma lineal de los potenciales sinapticos, sugiere que cada neurita acoplada produce solo
respuestas unitarias y que la suma ocurre en el axon primario. Entonces, si la integracion
depende de la amplitud y de la relacion espacio- temporal entre las entradas sinapticas, cual
seria la probabilidad de que ocurran potenciales sinapticos sincronicos sobre una misma
dendrita? Velazquez-Ulloa y colaboradores en el laboratorio, encontraron que hay 46.6 +
1.2 e.s. puntos de contacto entre ambas neuronas de Retzius (en preparacion). Sugiriendo
un numero similar de dendritas acopladas. Entonces, si suponemos una entrada sinaptica
sobre cada dendrita acoplada eléctricamente, la probabilidad de tener un evento o un
potencial sinaptico unitario es de 1/45=022. Siendo entonces 1/45%1/45=.0005 la
probabilidad de tener un evento doble en una dendrita o de tener sinapticos sincronicos
sobre la misma dendrita. Dado que las distribuciones de amplitudes estan dominadas por
eventos individuales, la probabilidad es tan baja que los potenciales sinapticos producidos
en las dendritas acopladas eléctricamente, son eventos unitarios, y eventos dobles o triples
registrados en el soma son la suma en el axén primario de todos los eventos individuales
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producidos simultineamente en varias dendritas. La figura 29 simula el efecto. integrativo
de esta hipotesis.

A TR CON

FALLA DE ORIGEN |

Figura 29. Integracion de potenciales sinfipticos unitarios en diferentes dendritas acopladas
eléctricamente. A. Representacion esquematica de entradas sinapticas en diferentes dendritas
acopladas. B. A la izquicrda dc cada pancl sc obscrva la amplitud de los EPSPs ¢n V, cuando la
resistencia de acople es 30 MQ y a la derecha cuando es 340 MQ (derecha). Notese que la
amplitud ¢n V; depende del valor de la resistencia de acople. C. A la izquierda estan los EPSPs
producidos cn ay c vistos en V. A la derecha csta la suma de a y ¢ (tomado de De Miguel. ct. al.,
¢n preparacion).

En teoria el hecho de tener eventos en distintas dendritas le permitiria a la sinapsis electnca
participar en la integracion sinaptica, ya que al existir diferencias de potenclal de’ una -
dendrita a otra, habria flujo de corriente, y el potencial sinaptico se podria propagar a Ia otra
neurona, .

El hecho de que la amplitud de los potenciales propagados de sinapticos artificiales varie
con respecto a la taza de acople, confirma que la resistencia de acople modula el flujo de
corriente entre ambas neuronas. Es importante sefialar que el modelo tedrico propuesto por
E. Garcia y colaboradores propone que simulando corrientes constantes en V, la amplitud
del sinaptico en V, sera modulada por el valor de la resistencia de acople. Sin embargo la
amplitud del potencial propagado en V3 se mantiene constante, esto para entradas cercanas

50



TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

a la sinapsis eléctrica. Tedricamente el valor de V, puede ser calculado ya que el circuito se
comporta segun la ley de Ohm. Aunque la cantidad de corriente fluyendo hacia V, depende
del valor de la resistencia de acople, los cambios en la corriente seran compensados por la
impedancia dendritica que se mueve en paralelo con la resistencia. En nuestros
experimentos V; varia porque el valor de corriente inyectada no fue constante. Por el
contrario la amplitud del potencial en V) fue lo que se mantuvo constante. En este caso, hay
dos parametros que varian: la corriente inyectada y la corriente fluyendo hacia V.. Es por
eso que la impedancia dendritica no compensa el flujo de corriente a través de la resistencia
y la amplitud del sinaptico en V, cambia dependiendo de la resistencia de acople entre las
neuronas de Retzius. In vivo, estas neuronas reciben mdultiples entradas con distintas
relaciones espacio-temporales, lo que provoca flujos de corriente variables lo cual sugiere
fuertemente que la resistencia de acople modula la cantidad de corriente fluyendo entre
ambas neuronas, por lo que la amplitud de los sinapticos propagados dependeria del grado
de acople eléctrico.

La activacion de entradas localizadas cerca del soma o sobre las dendritas acopladas
eléctricamente ( entradas activadas por neuronas mecanosensoriales (Velazquez-Ulloa,
2002)) puede ser equivalente a lo que sucede durante la generacion de potenciales
sinapticos artificiales. Generando, potenciales sinapticos artificiales en ambas neuronas de
Retzius se demostro que no hay conductancias ni de Na' ni de Ca™? involucradas en la
generacion de estos potenciales sinapticos artificiales, ni tampoco en su propagacion. Esto
esta en concordancia con datos previos de Garcia et.al, (2003), donde modelando
potenciales postsinapticos teoricos con la funcidon de transferencia en el dominio senoidal
sugieren fuertemente que la conduccion en las neuritas acopladas es puramente pasiva.

Encontramos que la suma de potenciales artificiales producidos en ambas neuronas afecta
la amplitud y la fase de caida, dependiendo de la relacion temporal entre los potenciales
sindpticos en las neuronas (sincrdénicos o asincronicos) y de sus amplitudes.

Cuando los potenciales sinapticos artificiales fueron simétricos y sincronicos, su fase de
caida aumentd en comparacion con la de los controles. Esto se debe a que al producirse con
la misma amplitud y al mismo tiempo, las corrientes que fluyen del soma a las dendritas
son de la misma magnitud pero con direcciones contrarias. Por ello, las neuronas no
generan una diferencia de potencial y por lo tanto no hay flujo de corriente de una a otra.
Sin embargo, la carga pasiva y el retraso debido a la velocidad de conduccion alarga la fase
de caida del potencial. En este caso, cada neurona de Retzius integraria la informacion que
recibe de manera independiente y la sinapsis eléctrica se comportaria como una dendrita
sellada. Cuando los potenciales fueron asimétricos y sincrénicos, debido a que los
sinapticos no son de la misma amplitud, el flujo de corriente no se anula (como es el caso
para los simétricos-sincrénicos). Entonces la diferencia de potencial, resulta en el flujo de
corriente del voltaje mayor al menor (de V; hacia V), afectando la fase de caida de este
ultimo. V, actua reduciendo el cambio de voltaje y por tanto la fuga de corriente a la
neurona acoplada por lo que en V2 no hay cambios en amplitud, sin embargo su tiempo de
caida es mayor al control.

Cuando los sinapticos fueron simétricos asincronicos, la anticipacién del potencial en V;
permitid la suma de ambos, acercando a V) al umbral. Ademas hubo un alargamiento de la
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fase de caida. Los aumentos en la amplitud se deben a la suma de corriente propagada de la
otra neurona. La otra posibilidad analizada fue cuando el sinaptico en V, es seguido por el
sinaptico en V. En este caso, no hubo cambios en la amplitud del potencial V, pero su fase
de caida increment6 con la corriente proveniente de la neurona acoplada. A pesar de que es
posible esperar también un aumento significativo en el tas, con respecto a los smaptlcos
producidos con —10 y —5ms de retraso, no lo hubo.

Para los potenciales sinapticos asimétricos y asincrénicos, sucede lo mismo que para los
simétricos asincronicos con la diferencia de que por ser asimétricos, la diferencia de voltaje
es mayor y por tanto se incrementa el flujo de corriente entre las neuronas. Por lo que para
V; los cambios en la amplitud seran mayores. La amplitud de V; permanece igual.

Los cambios en la fase de caida y en la amplitud produciran efectos distintos en la
integracion. Aumentos en la amplitud acercan el voltaje al umbral y tenderian a incrementar
la frecuencia de disparo. Los aumentos en la fase de caida, favorecerian la suma temporal
de otras entradas sinapticas y reducirian el filtrado de la membrana, mejorando la
propagacion del potencial sinaptico. (Magee, 2000; Shepherd, 1990).

" TESIS CON
| FALLA DE ORIGEN

Figura 30, Posibles potenciales sinapticos ocasionados por entradas localizadas sobre las
dendritas acopladas eléctricamente. A. Esquema represcentando un par de ncuronas de Retzius
acopladas eléctricamente (resistencia)con entradas sindpticas (a.b.c.d) a diferentes distancias de la
sinapsis cléctrica. Las dendritas estin simuladas por un cable v la sinapsis ¢léetrica por una
resistencia. B. Predicciones del cfecto de 1a localizacion de las entrada sinapticas en la localizacién.
Lado izquicrdo: sinaptico registrado ¢n V, cuando cntradas son Icjanas a la sinapsis c¢léetrica (a.b) .
Lado dcrecho: sinaptico c¢n V| cuando entradas cercanas a la sinapsis cléctrica (c.d) sc activan.
(tomado de¢ De Migucl. ct.al., en preparacion)

En resumen, podemos afirmar que siempre que los potenciales sinapticos producidos en
ambas neuronas se sobreponen en curso temporal, la suma favorece aumentos en la fase de
caida. Es importante mencionar que si la entrada se encuentra muy cerca de la sinapsis
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eléctrica la localizacidn favorecera que la suma incremente la amplitud del potencml de
manera independiente del valor de la resistencia de acople.

Si las entradas estan sobre las dendritas acopladas, la corriente fluye exclusivamente a
través de ellas, hacia los sitios de integracion. Cuando los potenciales sinapticos son
sincrénicos y simétricos, y se generan cerca del soma la corriente fluye primeramente del
soma a la sinapsis eléctrica y al colisionar, la corriente fluye de regresé al soma.

Esto provoca un aumento en la fase caida del potencial. En cambio, para entradas cercanas
a la sinapsis eléctrica, habra un aumento en la amplitud del sinaptico y la fase de caida no
se alargara (Fig. 29).

Cabe recalcar que en ambos casos, el valor de la resistencia de acople no tendria ninguna
relevancia y las neuronas integrarian de manera independiente. En caso de que los
sinapticos fueran asimétricos y sincronicos, el valor de la resistencia es determinante en la
cantidad de corriente que fluye de una neurona a la otra. Para las entradas cerca de la
sinapsis los aumentos en la amplitud serian mucho mas notorios (Fig. 29B).
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VII. CONCLUSIONES

e El acople eléctrico en las neuronas de Retzius de la sanguijuela Haemenreria
officinalis permite distintos modos de integracion sinaptica.

e La liberacion del neurotransmisor sobre las neuritas acopladas es cuantica y
probabilistica. Fue posible obtener una aproximacion relativamente buena del
nimero de fallas contando los potenciales propagados de la neurona acoplada.

e La amplitud unitaria de los potenciales sinapticos espontaneos (ESPSs) esta
determinada por el valor de la resistencia de acople. La amplitud unitaria es
inversamente proporcional a la tasa de acoplamiento y directamente proporcional a
la resistencia de acople.

e La relacion temporal y de amplitudes entre las entradas sinapticas de ambas
neuronas influyen en la respuesta postsinaptica final de dos maneras:

a) Cuando los sinapticos son sincrénicos-simétricos hay un aumento en la fase de
caida, debido a que la corriente se propaga en un sola direccion. En este caso no hay
flujo de corriente hacia la otra neurona y el hecho de que las neuronas estén
acopladas eléctricamente es irrelevante.

b) Cuando los sinapticos son asincronicos se alarga la fase de caida en todos los casos.

¢) Cuando el sinaptico en la célula acoplada precede al local, la suma aumenta el
cambio de voltaje. La magnitud del cambio depende del retardo, y de la amplitud
del sinaptico producido en la neurona acoplada. En estos casos, el valor de la
resistencia de acople desempefia un papel relevante, al modular la cantidad de
corriente fluyendo de una neurona a la otra.

e En todos los casos provocados, la suma de potenciales producidos en ambas
neuronas fue lineal.

e La localizacion de las entradas sinapticas desempefia un papel fundamental en los
incrementos de amplitud, en la propagacion del potencial a la neurona acoplada y en
la suma espacial con otras entradas.

e El acople eléctrico confiere a las neuronas mayor diversidad en sus modos de
integracién. Incrementos en la amplitud ocasionan que la célula llegue mucho mas
rapido al umbral y por tanto aumente su frecuencia de disparo. Aumentos en la fase
de caida favorecen la suma temporal y reducen los efectos del filtrado de la
membrana, contribuyendo a una mejor propagacion del potencial sinaptico.
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