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¢Quién pregunta?
El ser humano.

¢Quién responde?...

Puede que estemos condenados,

que no haya esperanza para nosotros,

para ninguno de nosotros, pero, Si es asi,

ilancemos un ultimo alarido agoénico,

espeluznante, un chillido de desafio,

un grito de guerra! jAl diablo las lamentaciones!
Que los muertos se coman a los muertos.

Bailemos los vivos en el borde del créter,

una ultima danza agonica. jPero una danza auténtical!

Henry Miller, Trépico de Cancer
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RESUMEN.
Con este trabajo estudiamos la participacion de los microtibulos en la movilizacién
vesicular durante la secrecion somatica de serotonina.

La serotonina es un neuromodulador y un neurotransmisor que regula funciones
basicas como el ritmo respiratorio y en el ser humano participa en conductas sociales y
trastornos complejos como la depresion. A pesar de las mudltiples funciones de la
serotonina, el nUmero de neuronas y sinapsis serotoninérgicas en el sistema nervioso es
muy bajo. Aunado a esto se ha mostrado que la serotonina se libera también de sitios
extrasinapticos, incluido el soma celular. Esta liberacién ocurre en mayores cantidades que
en las sinapsis y posiblemente es la fuente de modulacién de otras neuronas por una via
paracrina.

Para estudiar la relacion de la secrecién somética de serotonina con los microtibulos
usamos neuronas de Retzius de la sanguijuela. EI soma de estas neuronas es capaz de
liberar serotonina en grandes cantidades mediante exocitosis. Esta liberacién depende de la
frecuencia de estimulacion, de la entrada de calcio a través de canales de tipo L y de la
liberacion de calcio intracelular inducida por calcio. Todo esto produce un movimiento
dirigido de cumulos de vesiculas electrodensas que contienen serotonina desde el interior
de la célula hacia la membrana plasmatica y su fusion con ella. Dado que los mecanismos
por los cuales se lleva a cabo la movilizacion de vesiculas ain no se han estudiado,
enfocamos nuestro estudio a conocer la funcion de los microtibulos en este transporte
vesicular.

La exocitosis se midié como el resultado del transporte vesicular, analizando la
incorporacion del colorante fluorescente FM1-43 a la membrana plasmatica. La exocitosis

produjo un incremento en la intensidad de la fluorescencia en presencia del colorante ante



una estimulacion. Para saber si la endocitosis esta acoplada a la exocitosis se cuantifico el
numero de puntos fluorescentes endocitados por soma, después del lavado del colorante. En
estas condiciones cada punto fluorescente muestra un cimulo de vesiculas endocitadas.

La secrecion somatica se indujo produciendo la liberacion de calcio intracelular con
cafeina 0 mediante estimulacion eléctrica, usando un electrodo intracelular y aplicando
trenes de diez impulsos a 20 Hz con intervalos de dos minutos. Para analizar la
participacion de los microtibulos usamos el farmaco colchicina, el cual favorece su
despolimerizacion.

En células estimuladas con un pulso de cafeina, la intensidad de fluorescencia se
incrementd con una cinética logaritmica. En contraste, al estimular eléctricamente a las
neuronas el aumento en la fluorescencia del soma tuvo varios componentes, con un
intervalo dinamico que dur6 500 segundos. En presencia de colchicina la fluorescencia no
aumentd ante el mismo protocolo de estimulacion eléctrica.

La endocitosis tuvo algunas diferencias con la exocitosis. En células tratadas con
colchicina el nimero de puntos fluorescentes por soma fue menor que en células control.
Sin embargo, la colchicina no abolié la endocitosis. En promedio las células control
tuvieron 102.3 £ 11.55 puntos por soma (media * e.s.; n=7), mientras que las células
tratadas con colchicina presentaron 60.29 + 8.12 (n=7).

En conclusion, proponemos que la secrecion somatica es un proceso altamente
regulado y dependiente de los microtibulos. Ademas, la exocitosis y la endocitosis tienen
diferente dependencia de los microtibulos, lo que sugiere que estos dos procesos son

independientes entre si.



ANTECEDENTES.
LA SEROTONINA.
La 5-hidroxitriptamina o serotonina (Fig. 1) es una indolamina que participa en la
comunicacion nerviosa entre muchos tipos neuronales, sirviendo como neurotransmisor y
neuromodulador, ya que ademas de funcionar como mensajero quimico entre las neuronas,
modula la integracion sinaptica cuando se encuentra en el medio extracelular (Ovsepian y

Vesselkin, 2006).

Trip téfano Elim’
—CH, —CH=—NH;
B
Trip tofano-5-
hidroxilasa
Figura 1. Ruta de sintesis y estructura quimica
5-Hidorxitriptofano coo—

de la serotonina (5-Hidroxitriptamina). Tomado

e — "] il—CH—.{'H; de Purves, et al., 2001.

N
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Serotonina
15-Hid rescitriptamina)
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Funciones de la serotonina.
La serotonina participa en diversas actividades fisiologicas y conductuales, en

animales invertebrados y vertebrados, como son el suefio, la alimentacién, el aprendizaje y



la regulacion de generadores de ritmos biologicos (Gaspar, et al. 1992; Bailey, et al., 1992;
Arbas y Calabrese, 1984; Sze, et al. 2000); en humanos se ha visto que es importante en
trastornos como la ansiedad, la agresividad y la depresion (Nelson y Chiavegatto, 2001;
Mann, 2003; Gross y Hen, 2004). La serotonina mantiene un ciclo de produccion circadiana
en la glandula pineal, siendo precursora de la melatonina, la cual regula funciones como el
suefio, el reloj bioldgico del nticleo supraquiasmatico y la reproduccion estacional (Sun, et
al. 2002).

El desarrollo de ciertas zonas cerebrales asi como la ramificacion y crecimiento
neuritico también son regulados por la serotonina. Por ello, mutaciones en los
transportadores y receptores de serotonina y en enzimas que participan en su degradacion
como la monoamina oxidasa (MAO), producen desordenes en el desarrollo neurologico y
por lo tanto trastornos en la conducta postnatal (Gaspar, et al. 1992).

La serotonina también se involucra en el aprendizaje. En Aplysia, el reflejo de
retraccion del siféon es modulado por la serotonina. Una sola aplicaciéon de serotonina
induce facilitacion a corto plazo, mientras que repetidas aplicaciones pueden inducir la
facilitacion a largo plazo, para la que se requieren cambios transcripcionales. En ello
interviene la activacion de la cascada de sefializacion del cAMP y la creacion de nuevas
conexiones sinapticas (Bailey, et al., 1992). En la sanguijuela la serotonina modula la
excitabilidad de la interneurona S, la cual es esencial para el aprendizaje en el reflejo de
contraccion del cuerpo (Burrell, et al., 2001). Asi, el aumento en la excitabilidad de la
neurona S inducida por aprendizaje es eliminado con el uso de antagonistas de serotonina.
De la misma manera se puede inhibir el incremento en el reflejo de contraccion inducida

por sensibilizacion (Burrell y Sahley, 2005).



Diversos generadores de patrones ritmicos, como el ritmo respiratorio, son
regulados por la serotonina (para revision ver Feldman, et al., 2003). Existen neuronas
serotoninérgicas que son sensores del CO, (Richerson, 2004) y modifican el generador del
ritmo durante la hipoxia. La serotonina también es esencial para la generacion de los
movimientos ritmicos del bigote de los roedores, modulando la actividad de las
motoneuronas del area facial (Hattox, et al., 2003). En la sanguijuela, la serotonina es un
neurotransmisor principal en la modulacion del generador del patron central (GPC) de nado
(para una revision ver Kristan, et al., 2005), el que puede ser iniciado ya sea por excitacion
sinaptica de neuronas activadoras del GPC a partir de neuronas serotoninérgicas (Nusbaum,
1986; Nusbaum y Kristan, 1986), o por via paracrina al estimular a las neuronas de Retzius
(Willard, 1981). La serotonina y/o la excitacion de las neuronas de Retzius también
incrementan la frecuencia del generador del ritmo cardiaco en la sanguijuela (Arbas y
Calabrese, 1984).

En el gusano Caenorhabditis elegans, la asociacion entre el olor y el alimento es
producto de un proceso celular de aprendizaje cuya neurotransmision es mediada por
serotonina (Sze, et al. 2000; Nuttley, 2002). La ingesta puede reducir la sensibilidad al olor
por medio de un mecanismo serotoninérgico, dado que la reducciéon de serotonina
disminuye esta sensibilidad (Chao, et al., 2004).

La serotonina también participa en el establecimiento de la dominancia,
principalmente en machos. Al ser inyectada en langostas, la serotonina provoca una postura
semejante a la adoptada por individuos dominantes (Livingstone, et al., 1980). Esto se debe
a que actua sobre circuitos neuronales del sistema nervioso central que causan la flexion de
los musculos involucrados en dicha postura (Harris-Warrick y Kravitz, 1984; Kravitz,

1988). Por otra parte, una baja concentracion de metabolitos precursores de serotonina en el



fluido cerebroespinal y niveles bajos de serotonina se relacionan con comportamiento
impulsivo y alta agresividad en primates y mamiferos de laboratorio. En el efecto de los
niveles bajos de serotonina sobre la agresion participan otras sustancias quimicas como son
las hormonas esteroides, vasopresina, histaminas, sustancia P, 6xido nitrico y la MAO-A
(Nelson y Chiavegatto, 2001).

A pesar de la gran variedad de funciones en las que participa la serotonina, las
neuronas que la contienen se encuentran en una proporcion muy baja en el sistema
nervioso. En el cerebro de los mamiferos la mayor parte de las neuronas serotoninérgicas se
localizan en zonas pequenas como el rafé dorsal y la substantia nigra pars reticulata (Siegel,
et al., 1999). En animales invertebrados, como la sanguijuela, existen entre siete y nueve
neuronas serotoninérgicas por ganglio (Lent, et al., 1979). Las conexiones sinapticas que
usan serotonina como mensajero quimico también son pocas (Nicholls, 1994). Lo anterior,
aunado a que se han encontrado receptores y transportadores de serotonina en sitios
extrasinapticos, ha llevado a la idea de que la serotonina puede ser liberada de sitios
extrasindpticos como el cuerpo celular (Bunin y Wightman, 1999; De-Miguel y Trueta,
2005). La primera demostracion directa de la secrecion somatica de serotonina proviene de

los trabajos de Trueta et al. (2003, 2004).

SECRECION SOMATICA DE NEUROTRANSMISORES.

La comunicaciéon neuronal mediada por neurotransmisores ha sido generalmente
comprendida como la liberacion de mensajeros quimicos en la sinapsis ante la excitacion
eléctrica. Sin embargo, multiples trabajos recientes han demostrado la existencia de la
secrecion de neurotransmisores en ¢l soma neuronal, tanto en invertebrados como en

vertebrados (Chen, et al., 1995; Huang y Neher, 1996; Zaidi y Matthews, 1997; Jaffe, et al.,



1998; Trueta, et al., 2003; Soldo, et al., 2004). Este mecanismo de liberaciéon es mas
parecido al de una liberacion endocrina que al de la comunicacion sinaptica clasica (De-
Miguel y Trueta, 2005). Esta secrecion permite que el neurotransmisor fluya por los
espacios extracelulares y afecte a las células vecinas al sitio de la secrecion y que posean
receptores para la sustancia (Bunin y Wightman, 1999).

La primera demostracion de la secrecion somatica de neurotransmisor proviene de
neuronas espinales en cultivo de la rana Xenopus, que secretan acetilcolina. Esto se
demostré usando un parche de membrana muscular con receptores de acetilcolina, colocado
cerca del soma neuronal. La liberacion de acetilcolina del soma se detectd al aplicar
estimulaciones eléctricas prolongadas y es dependiente de calcio (Sun y Poo, 1987). La
acetilcolina también es secretada por el soma del ganglio ciliar embrionario del pollo, a
partir de vesiculas claras y en zonas activas especificas (Nguyen y Sargent, 2002).

El ganglio simpatico de la rata puede secretar catecolaminas y diversos péptidos a
partir de vesiculas de ntcleo denso, tanto en el soma, como en dendritas y terminales
nerviosas. La exocitosis desde el soma se puede dar en respuesta a una despolarizacion o a
la aplicacion de agonistas para receptores nicotinicos o muscarinicos ubicados en el soma,
mientras que en terminales nerviosas solo es provocada por agonistas muscarinicos (Zaidi y
Matthews, 1997). Las neurohormonas oxitocina y vasopresina también son liberadas por
exocitosis somdtica en las neuronas magnocelulares supradpticas del hipotdlamo de la rata
(Moss, et al., 1984). Esta liberacion es dependiente de calcio y se facilita con la aplicacion
de pulsos a altas frecuencias (Soldo, et al., 2004).

Hay también varios ejemplos de exocitosis de dopamina por el soma neuronal de
invertebrados y vertebrados. Dicha liberacioén ocurre en la célula mayor dopaminérgica del

caracol, en respuesta a una despolarizacion y es dependiente de calcio (Chen, et al., 1995);



en neuronas de la sustancia negra de la rata a partir de una despolarizacion o de la
aplicacion de glutamato (Jaffe, et al., 1998), y en neuronas dopaminérgicas aisladas de la
retina de rata, donde la exocitosis somatica de dopamina es inducida por potenciales de
accion espontaneos y ritmicos. En estas ultimas la liberacion es regulada por receptores
extrasinapticos (Puopolo, et al., 2001).

En las neuronas del ganglio de la raiz dorsal la liberacion de sustancia P del cuerpo
celular depende de calcio. La exocitosis en estas células proviene de vesiculas grandes de
nucleo denso y es similar a la secrecion en células endocrinas. Por ejemplo, requiere
concentraciones de calcio de 3-10 uM (Huang y Neher, 1996), que son entre 10 y 100 veces
menores a las requeridas para la secrecion en la sinapsis gigante del calamar (Llinas, et al,
1992).

La secrecion de serotonina en el soma neuronal de la célula metacerebral del
gasteropodo Aplysia californica ha sido estudiada combinando las técnicas de electroforesis
capilar con la fluorescencia nativa inducida por laser. La serotonina liberada por el soma
ante una estimulacion de 2 minutos representa el 4% del total de la serotonina contenida en
el soma, que esta calculada en 800+£85 fmoles (Miao, et al., 2003). En la célula de Retzius
de la sanguijuela la secrecion somatica de serotonina se da a partir de vesiculas de ntcleo
denso (Bruns, et al., 2000) ante la estimulacion a altas frecuencias y es dependiente de la
entrada de calcio a través de canales de tipo L (Trueta, et al., 2003).

Hay caracteristicas comunes en los diferentes sistemas en los que se ha estudiado la
secrecion somadtica de neurotransmisores. Podemos destacar que es dependiente de calcio,
principalmente por la entrada por canales de tipo L. Las aminas biogénicas y péptidos son

secretados generalmente por vesiculas electrodensas. Puede darse de una forma mas lenta



que la secrecion sindptica y ser mas prolongada; y la cantidad de neurotransmisor liberado
es mucho mayor que las sinépticas.

En los trabajos pioneros se han descrito propiedades fundamentales de la exocitosis
somatica, sin embargo faltan por estudiar muchas de sus caracteristicas. Por una parte estan
las preguntas de si los neurotransmisores disueltos en el medio externo activan receptores
extrasindpticos funcionales en otras células y por qué mecanismos se lleva a cabo la
movilizacion de vesiculas. Por otra parte, el hecho de que se haya descrito este tipo de
secrecion en neuronas de invertebrados y vertebrados parece indicar que se trata de un
mecanismo de comunicacion nerviosa con un alto grado de conservacion evolutiva, y que si

bien es un fenomeno poco conocido, podria estar extendido en toda la escala filogenética.

Liberacion somatica de serotonina en la célula de Retzius.

La serotonina es el principal neurotransmisor en las células de Retzius, y tal vez el
unico (Rude, et al., 1969). Estas neuronas contienen mas del 50% de la serotonina presente
en la sanguijuela. El neurotransmisor esta contenido en vesiculas sindpticas claras y en
vesiculas grandes de nucleo denso, tanto en el soma como en sinapsis (Kuffler, et al.,
1987). El contenido de serotonina en las vesiculas electrodensas es mucho mayor debido a
su tamafio, por lo que estos organelos son capaces de liberar una mayor cantidad de
serotonina que las vesiculas claras, con un periodo de secrecion mas prolongado. Sin
embargo, la concentracion de serotonina en ambos tipos de vesiculas es similar (Bruns, et
al., 2000).

La distribucion de las vesiculas en la célula de Retzius ha sido esclarecida con el
uso de microscopia electronica. Las vesiculas claras estan en las terminales de la neurona,

mientras que las vesiculas de nucleo denso estan tanto en el axén como en el cuerpo



celular. Es por esto que la serotonina puede ser secretada en la terminal nerviosa por
ambos tipos de vesiculas (Bruns y Jahn, 1995) y en el soma por vesiculas electrodensas
(Bruns, et al., 2000). En el mufion, las vesiculas electrodensas rodean a los paquetes de
vesiculas claras (Bruns y Jahn, 1995), mientras que en el soma se agrupan en cumulos. En
reposo, las vesiculas de nucleo denso estan alejadas de la membrana plasmatica (Fig. 2A).
Sin embargo, después de estimular a altas frecuencias las vesiculas electrodensas aparecen
adyacentes a la membrana (Fig. 2B), desplazando a fragmentos de reticulo endoplasmico

(Trueta, et al., 2004).

Figura 2. Micrografias electronicas del soma de la neurona de Retzius. A) Disposicion de
los camulos de vesiculas electrodensas en el soma de una neurona estimulada a 1 Hz, éstos
se encuentran lejos de la membrana plasmatica. El reticulo endopldsmico se ubica entre la
membrana y los cimulos vesiculares. B) Los cimulos vesiculares en una célula estimulada
a 20 Hz estan adyacentes a la membrana y rodeados por reticulo endoplasmico. Flechas,
membrana plasmatica. Cabezas de flecha, reticulo endopldsmico rugoso. Asterisco, reticulo
endoplasmico. Tomado de Trueta, et al., 2004.
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Mientras que la liberacidon sinaptica de serotonina se induce con potenciales de
accion unicos o con trenes de baja frecuencia, la exocitosis en el soma es producida por
trenes de alta frecuencia con una estimulacion 6ptima a 20 Hz y por la entrada de calcio a
través de canales de tipo L (Trueta, et al., 2003), lo que induce la liberacion de calcio de las
pozas internas (Trueta, et al., 2004). En estos casos la secrecion se midio con el colorante
FM1-43, cuantificando la endocitosis como una medida indirecta de la exocitosis.

Con base en esto, se ha planteado el siguiente esquema para describir la secrecion
somatica que integra esta informacion. La estimulacion abre los canales de calcio de tipo L
a altas frecuencias en la membrana del cuerpo celular. La entrada de calcio activa la
liberacion del calcio de las reservas del reticulo endoplasmico, mientras que el calcio
facilita la movilizacion de los ciimulos de vesiculas electrodensas hacia la membrana y la
fusién vesicular. Sin embargo, faltan por conocer los mecanismos por los cuales se lleva a

cabo dicha movilizacién.
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Figura 3. Micrografia del
soma de la neurona de
Retzius. Los cumulos
vesiculares y el reticulo
endopldsmico se ubican a
diferentes distancias de la
membrana. Cabezas de
flecha, cimulos de
vesiculas electrodensas.
Asteriscos, reticulo
endoplasmico. La barra
mide 2 um. (De-Miguel, F.
F., no publicado)
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Los camulos multivesiculares estan distribuidos en el soma de la neurona de Retzius
a distintas distancias de la membrana plasmatica (Fig. 3). Lo mismo se puede observar con
el reticulo endoplasmico. Al parecer los cimulos vesiculares adyacentes a la membrana
estan listos para liberarse, mientras que los cumulos situados entre la membrana y el nicleo
necesitan estimulaciones intensas o prolongadas para alcanzar la membrana. De esta
manera los cimulos forman niveles de vesiculas que pueden compararse con las pozas
liberables y de reserva existentes en las terminales nerviosas.

También hay evidencias morfologicas de que la movilizacion de los ctimulos
vesiculares podria ser guiada por el citoesqueleto. Dichas evidencias provienen de la
microscopia electronica, con la que se han observado estructuras fibrilares que unen a las
vesiculas electrodensas entre si (Fig. 4). Dado que las vesiculas siempre estan organizadas

en cumulos, puede que estas fibras sean las encargadas de dar cohesion al conjunto.

Figura 4. Camulo de
vesiculas electrodensas
cercano a la membrana en
una neurona de Retzius
estimulada a 20 Hz. Cabezas
de flecha, estructuras
fibrilares asociadas a las
vesiculas.  Flecha, posible
fusion vesicular. Asterisco,
reticulo endoplasmico. La
barra mide 100 nm. (De-
Miguel, F. F., en preparacion)
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Ademas, los paquetes de vesiculas electrodensas estdn asociados a manojos de
fibras de un grosor similar al de los microtubulos y estas fibras se unen en su extremo distal
a la membrana plasmatica (Fig. 5; De-Miguel, F. F., en preparacion), generando una
posible via por la cual los cimulos vesiculares podrian ser dirigidos hacia la membrana
plasmatica. Asi también, las vesiculas endocitadas son conducidas hacia el interior de la
célula y agrupadas en cuerpos multivesiculares, lo cual sugiere que también requieren de un
transporte dirigido para ser degradadas o reutilizadas. Dado lo anterior, este trabajo
pretende esclarecer la funcion de los microtibulos en la movilizacion de los cimulos de
vesiculas electrodensas durante la secrecion somatica de serotonina. En la siguiente seccion
se describen las caracteristicas y funciones de los microtubulos para comprender como se

relacionan éstos con el transporte vesicular.

S @
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Figura 5. Micrografias de ciimulos vesiculares en neuronas de Retzius estimuladas a 1 Hz
(A) y a 20 Hz (B). Se observan estructuras fibrilares que asocian a los cumulos con la
membrana plasmatica, formando un aparente sitio activo de exocitosis. Flechas, fibras de
un grosor similar al de los microtubulos. Asterisco, reticulo endoplasmico. La barra mide
400 nm. Notense las diferentes distancias a la membrana. (De-Miguel, F. F., en
preparacion).
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EL CITOESQUELETO Y LOS MICROTUBULOS.

Las células tienen una gran plasticidad fisica que les permite mantener su forma o
cambiarla ante ciertas situaciones. Su interior constituye un ambiente en el cual sus
componentes se encuentran en un cambio constante entre diferentes estados estructurales y
funcionales. Asi, en la célula se realizan funciones que necesitan movilidad o traslado de
materiales de un lugar a otro y que requieren de un soporte o de un elemento que
proporcione rigidez y estabilidad al entorno. El citoesqueleto constituye el conjunto de
proteinas fibrilares que realiza funciones de soporte estructural y a su vez es el medio de
transporte de otros componentes celulares y de la célula misma.

El citoesqueleto estd formado por una variedad de proteinas que pueden
polimerizarse y formar fibras, estas proteinas forman los microfilamentos de actina, los
microtibulos y los filamentos intermedios (Alberts, et al., 2002). La actina es un
monomero del cual se pueden encontrar hasta 6 tipos, dependiendo la especie. Al
polimerizarse estos mondmeros forman fibras conocidas como microfilamentos de un
diametro aproximado de 8 nm. La tubulina es un dimero formado por dos proteinas
denominadas a-tubulina y B-tubulina que al polimerizarse forman fibras huecas (de ahi su
parecido con los tubos) conocidas como microtibulos, éstos tienen unos 25 nm de grosor
(Dent y Gertler, 2003). También se ha encontrado una amplia gama de proteinas que
conforman fibras en distintos tipos celulares y por su tamafio entre los microfilamentos y
los microtubulos se conocen como filamentos intermedios cuyo didmetro es de 8-10 nm

(Stewart, 1993).
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Los microtubulos.

Los microtubulos estan compuestos de trece hileras de protofilamentos, formados
por dimeros de tubulina. Los dimeros se asocian intercalando una subunidad p-tubulina con
otra a-tubulina, de manera que cada protofilamento tiene una direcciéon. Dado que los
protofilamentos se orientan en paralelo hacia la misma direccion, los microtibulos poseen
polaridad (Borisy, 1978).

En la direccion de la subunidad B-tubulina estd el extremo “mas”, en el cual hay
mas procesos de polimerizacion, es decir, donde hay una tendencia al crecimiento del
microtibulo (Nogales, et al. 1998). En el extremo “menos”, que se encuentra en direccion a
la subunidad o-tubulina, la tendencia es opuesta, dandose con mayor facilidad la
despolimerizacion si no esta estabilizado. Aunque estas tendencias permiten identificar la
polaridad del microtiibulos, la polimerizacion y despolimerizacion ocurren en ambos
extremos (Bergen y Borisy, 1980).

El extremo menos normalmente estd estabilizado en el centro organizador de
microtubulos (MTOC, del inglés MicroTuble Organizing Center), que en muchas células se
conoce como centrosoma (Rose, et al., 1993). El MTOC evita que el extremo menos se
despolimerice y con eso se desintegre el microtibulo. En algunos tipos celulares, como las
neuronas, los microtubulos no permanecen anclados al centrosoma y pueden ser

estabilizados por centros organizadores en la periferia de la célula.

Dinamica de polimerizacion de los microtubulos.
El hecho de que en el extremo mds (orientado hacia la subunidad B-tubulina) el
crecimiento se de con mayor frecuencia, se ha explicado por el aporte de energia de la

molécula GTP (guanosin trifosfato) al ser hidrolizada. La a-tubulina y la B-tubulina estan
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asociadas a una molécula de GTP. En la a-tubulina el GTP no puede ser intercambiado ni
hidrolizado. En cambio, la B-tubulina se puede unir a GTP libre, siendo ésta la forma en la
que el dimero puede ser afiadido con mayor facilidad al microtubulo. Después de un tiempo
el GTP se hidroliza convirtiéndose en GDP (guanosin difosfato). Los dimeros con GTP son
mas estables en el microtubulo que los dimeros con GDP (Mitchinson, 1993). En la figura
6A se esquematizan los ciclos de hidrdlisis del GTP y el intercambio GDP-GTP en la
subunidad B-tubulina.

De esta manera en el extremo mas se puede formar un “casquete” con dimeros de
tubulina asociados a moléculas de GTP que recubren los dimeros hidrolizados, dando
mayor estabilidad al microtibulo (Fig. 6B). Entonces, durante el crecimiento, la tasa de
polimerizacion tiene que ser mas rapida que la de hidrolisis del GTP.

No obstante, el extremo mds también puede acortarse. Cuando la tasa de
polimerizacion es mas lenta que el tiempo que tarda el GTP en hidrolizarse, el casquete de
B-tubulina con GTP se comienza a transformar en una region de B-tubulina con GDP. Esta
modificacion vuelve inestable al extremo mads y facilita la despolimerizacion. Este periodo
se conoce como “catdstrofe” y puede ocasionar que el microtiibulo se desintegre por
completo. La catastrofe puede ser compensada con un periodo posterior de “recuperacion”,
en el cual la tasa de polimerizacidon vuelve a aumentar. El microtibulo puede mantenerse en
equilibrio con periodos alternados de catastrofe y recuperacion (Fig. 6B), dicho estado se
conoce como inestabilidad dindmica (Mitchinson y Kirschner, 1984).

La inestabilidad dindmica tiene consecuencias en diversas funciones celulares. Por
ejemplo, los microtubulos pueden extenderse y retraerse en periodos relativamente cortos
(Holy y Leibler, 1994), de forma tal que los microtibulos que se desintegraron pueden ser

sustituidos casi inmediatamente por otros nuevos. Por otra parte, los microtubulos irradian

16



del MTOC hacia todas las partes de la célula. Pero muchas células estan polarizadas, asi los
microtubulos crecen mas hacia ciertas regiones de la célula, mientras que en el lado opuesto

los microtubulos son mas cortos.

B Extremo mas
Dlmero de tubulina-GTP
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Figura 6. Dinamica de polimerizacion de los microtibulos. (A) Modelo de las
consecuencias de la hidrolisis del GTP para la polimerizacion de tubulina. La presencia de
tubulina-GTP en el extremo del microtibulo lo hace mdas rigido y favorece la
polimerizacion de tubulina. La hidrolisis del GTP debilita al microtiibulo y se desprenden
dimeros de tubulina. La subunidad B-tubulina en el dimero libre puede intercambiar el GDP
por GTP y volver a agregarse al microtibulo. Tomado de Alberts, et al., 2002. (B)
Inestabilidad dinamica de los microtubulos. El microtubulo se forma por dimeros de
tubulina con subunidades a (amarillo) y B. La subunidad  puede asociarse a GDP (verde) o
a GTP (azul). En el extremo mas se da un proceso de catastrofe cuando se pierde el
casquete de tubulina-GTP y hay rescate cuando se forma de nuevo el casquete. Notese la
curvatura de los protofilamentos al hidrolizarse el GTP. Tomado de Dent y Gertler, 2003.

La unién interlateral de los protofilamentos que permite la formacién del cilindro,
depende de la fuerza con la que los dimeros de tubulina interactian entre si. Asi, la hélice

H3 de una proteina de tubulina se une con el asa M de la tubulina adyacente. Se ha sugerido
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que la hidrolisis de GTP provoca un cambio conformacional en la hélice H3, dado que
presenta una topologia similar a la de las GTPasas tradicionales (Downing y Nogales,
1999). Este cambio podria debilitar la fuerza de union de las proteinas contiguas.

Al parecer la fuerza de union lateral de los dimeros unidos a GTP seria mas fuerte
que la fuerza existente al haber hidrolisis. Dado que la a-tubulina esta unida a GTP, la
interaccion con la a-tubulina proxima no es afectada, mientras que las interacciones entre
las subunidades de B-tubulina si se modificarian por el intercambio GTP-GDP. La hidrolisis
de GTP también favorece que los dimeros de tubulina adopten una forma curva, a
diferencia de la forma recta que presentan cuando estdn unidos a GTP (Wang y Nogales,
2005). La curvatura de los dimeros favorece el enrrollamiento de los protofilamentos, con
su consecuente separacion (Fig. 6B). De hecho, al purificar tubulina unida a GDP, ésta se

polimeriza en forma de anillos dobles de 38 nm de diametro (Diaz, et al., 1994).

Proteinas asociadas a los microtubulos.

Uno de los factores que modifican a los microtubulos son las proteinas que se unen
a ellos, probablemente alterando las caracteristicas de la inestabilidad dindmica. Dichas
proteinas se conocen como MAP (del inglés Microtuble-Associated Protein) y actian
principalmente estabilizando a los microtubulos o uniéndolos con otras proteinas. Se
conocen dos grupos de MAP’s: aquellas con un alto peso molecular, conocidas como
proteinas HMW (del inglés High Molecular Weight) y las proteinas tau. Las primeras
tienen un peso molecular de 200 000 a 300 000 daltons y las ultimas de entre 55 000 y 62
000 daltons (Alberts, et al., 2002).

Las MAP’s se componen de dos dominios, uno que se une al microtubulo y otro que

se asocia con otros componentes celulares. La estabilizacion la proporcionan

18



principalmente al unir uno de sus dominios a varias proteinas de tubulina. Las proteinas tau
se han encontrado principalmente en neuronas y se cree que son las responsables de
mantener extendidos los procesos neuriticos, estabilizando a los microtibulos alejados del
soma celular. Asi, una neurita en crecimiento estard siendo impulsada por el crecimiento de
microtubulos. Por el contrario, la retracciéon de neuritas seria acompafiada por la
despolimerizacion de los microtiibulos, ocasionada por una disminucion en la tasa de
polimerizacion.

Con la revelacion de la estructura del dimero de tubulina por cristalografia
(Nogales, et al. 1998) se sabe ahora que la regulacion de la inestabilidad dinamica puede
darse por cualquiera de los tres dominios funcionales de la proteina. Estos son los sitios de

union a GTP, a proteinas asociadas y a drogas, de éstas ultimas se hablara a continuacion.

Farmacos reguladores de los microtubulos.

Existe toda una gama de farmacos que intervienen en la dindmica de polimerizacion
de las proteinas del citoesqueleto. Hay una variedad de proteinas que pueden modificar las
propiedades de crecimiento de los microtubulos. De hecho, una buena parte del
conocimiento acerca de los microtibulos se ha obtenido a partir del efecto que tienen
ciertos farmacos sobre ellos.

Al unirse y afectar a los microtubulos, estos farmacos son utiles para la interrupcion
de la mitosis, provocando la muerte celular y dafiando principalmente a las células con una
divisiéon celular anormal. Estos farmacos se han usado cominmente como agentes
anticancerigenos. Incluso se considera que los microtibulos han sido el mejor blanco para

el tratamiento en la mayoria de los tumores cancerigenos (Jordan y Wilson, 1998). Por ello,
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la investigacion sobre los microtibulos y los farmacos que reaccionan con ellos han sido
objeto de un sinnumero de investigaciones.

Los farmacos que act@ian sobre la tubulina se unen a distintos sitios de ella,
inhibiendo su polimerizacion o estabilizando a los microtibulos (revisado en Wilson et al.
1999 y Jordan 2002). Los principales farmacos que inhiben la polimerizacion se unen a dos
sitios distintos de la subunidad B-tubulina: el sitio vinca y el sitio de colchicina. Al sitio
vinca se unen los alcaloides del grupo vinca como la vinblastina, la vinflunina y la
vinorelbina. Entre los firmacos que se unen al sitio de colchicina, estan la propia colchicina
y el nocodazol (Vazquez, et al. 1997). Las drogas que estabilizan las dinamicas de los
microtubulos sin producir despolimerizacion se asocian a la subunidad B-tubulina en el sitio
del taxol. Algunos ejemplos de estos farmacos son el taxol y el taxotere (Jordan, 2002).

La colchicina (Fig. 7A) fue una de las primeras drogas usadas debido a sus efectos
antimitoticos. Cerca de 30 afios después se demostrd que la colchicina interactia con la
tubulina (Borisy y Taylor, 1967) afectando la polimerizacion de los microtubulos. Estos
trabajos pioneros han sido utiles para elucidar las propiedades y funciones fundamentales
de la tubulina y de los microtibulos. Sin embargo, el uso de la colchicina ha sido
restringida para tratamientos anticancerigenos por su alta toxicidad, aunque se han puesto a
prueba otros farmacos que se unen al sitio de unién de colchicina de la tubulina (Jordan,

2002).

Inhibicion de la polimerizacion de tubulina por colchicina.
La colchicina se une con el heterodimero de tubulina, muy probablemente en la
interfase de los monoémeros, del lado interno del microtibulo (Downing y Nogales, 1999).

El sitio de union potencial al anillo A de la colchicina se ha identificado como un residuo
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de cisteina en la subunidad P (Bai, et al., 1996). La interaccion de la colchicina con dicho
sitio induce la formacioén de un complejo tubulina-colchicina (TC), mediante una reaccion
pobremente reversible que provoca un cambio conformacional de la tubulina.

La colchicina inhibe la polimerizacion de los microtibulos aun cuando su
concentracion es menor que la de la tubulina libre. Esto indica que su efecto no es debido a
la unién con todos los dimeros de tubulina libre, sino que se une a los extremos de los
microtubulos. Sin embargo, la tubulina se une con poca afinidad a los extremos de los
microtubulos (Skoufias y Wilson, 1992). Por lo tanto, la colchicina se debe unir primero a
la tubulina libre y formar el complejo TC.

El complejo TC es capaz de unirse al microtiibulo y de disminuir la capacidad de la
tubulina libre de afiadirse al polimero (Fig. 7B; Margolis y Wilson, 1977). Los complejos
TC, regulan el intercambio de tubulina en los extremos del microtiibulo, incluso a
concentraciones mas bajas que las necesarias para provocar el desensamble de los
microtubulos. De hecho al unirse de una a dos moléculas del complejo TC por microtubulo,
se frena la tasa de incorporacion de tubulina en un 50% (Skoufias y Wilson, 1992).

La mayor parte de estudios de la interaccion de la colchicina con los microtibulos
han utilizado microtibulos ensamblados a partir de tubulina aislada, es decir in vitro. Dado
que la inestabilidad dindmica puede ser regulada por fairmacos, es de suponerse que dicha
regulacion tenga su origen en la interaccion de los microtibulos con moléculas presentes en
el entorno, encargadas de regular su dinamica de polimerizacion. Entonces, posiblemente
los efectos de la colchicina sobre los microtibulos pueden ser modificados por factores
enddgenos. Las proteinas MAP, incluyendo las proteinas tau y HMW, pueden inhibir la
union de la colchicina a la tubulina libre mediante competencia (Nunez, et al. 1979). Sin

embargo, la efectividad de la colchicina in vivo para desensamblar a los microtiibulos ha
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sido probada, a pesar de la interaccion del farmaco con proteinas endogenas, evidenciando

la disociacion de la tubulina del aparato mitdtico (Salmon, et al., 1984).

Casgquete Tubulina-GTP

COLCHICINA H

Complejo
Tubulina-Colchicina

Figura 7. La colchicina afecta la dindmica de polimerizacion de los microtubulos. (A)
Modelo de la estructura quimica de la colchicina. (B) Los microtubulos estan en una
inestabilidad dindmica con dimeros de tubulina compuestos por una subunidad o unida a
GTP (verde claro) y una subunidad  que se puede unir a GTP (rojo) o a GDP (verde
oscuro). La formacion del casquete tubulina-GTP favorece la agregacion de mas dimeros
de tubulina. La colchicina se une a la subunidad B del dimero de tubulina formando
complejos tubulina-colchicina (TC) (en negro). Los complejos TC al unirse al extremo mas
del microtibulo favorecen la despolimerizacion y disminuyen la agregacion de mas
dimeros de tubulina, modificando la inestabilidad dinamica.

PROTEINAS MOTORAS INVOLUCRADAS EN EL TRANSPORTE VESICULAR.

Los microtibulos forman una red que puede usarse como un complejo de rieles para el
transporte de materiales celulares en dos direcciones: del MTOC o el centro de la célula
hacia la membrana celular, o de ésta hacia el MTOC. Asi, en el caso de la secrecion, las

vesiculas que participan en la exocitosis se desplazan preferencialmente hacia la membrana
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celular y las vesiculas que fueron endocitadas y se dirigen a un reciclaje o a una
degradacion usan la segunda direccion (Goldstein y Yang, 2000).

Existe proteinas motoras cuya cinética depende de ATP (adenosin trifosfato), que
son intermediarias entre la carga a ser desplazada y los microtubulos. Estas proteinas tienen
un sitio de uniodn a la carga y en otro extremo un sitio de unién al microtabulo. El sitio de
uniodn al microtibulo es la region motora, que normalmente consta de dos cabezas y realiza
un desplazamiento unidireccional intercalando el movimiento de una cabeza con la otra, de
una forma similar a la locomocion en los bipedos (Asbury, 2005).

En el caso de los movimientos del polo negativo al polo positivo del microtibulo, o
sea, con direccion anterograda, la cinesina se ha identificado como proteina motora (Vale,
et al., 1985; Fig. 8A). La region motora esta constituida por un dimero de la cadena pesada,
mientras que la region de uniéon a la carga es un dimero de la cadena ligera. El
desplazamiento motor de la cinesina (Fig. 8B; Asbury, 2005) y su posible activacion han
sido muy estudiadas. Como lo han demostrado experimentos con mutantes, la cadena ligera
es necesaria para el marcaje y activacion de la cinesina in vivo. Cuando se elimina la
cadena ligera, la cadena pesada se aglutina alrededor del aparato de Golgi (Rahman, et al.,
1999).

La dindmica funcional de la cinesina involucra cambios conformacionales. Cuando
la cinesina no est4 unida a su carga, la cola de la cadena ligera se une a la cadena pesada,
provocando un plegamiento (Stock, et al., 1999). La forma plegada de la cinesina tiene
poca afinidad a los microtibulos (Verhey, et al., 1998) y baja actividad de ATPasa (Coy, et
al., 1999). Al parecer la cola de la cinesina actia como un inhibidor del desplazamiento
cuando no est4 unida a su carga (Friedman y Vale, 1999). Esto ahorra el gasto de ATP si no

hay alguna carga a desplazar.
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.A Cabezas Tallo

Uniones del cuello Cola

ATP

Figura 8. (A) Modelo estructural de la cinesina. Tomado de Asbury, 2005. (B) Posible
mecanismo del desplazamiento de la cinesina sobre un filamento de tubulina. I. La cabeza
que estd fija al microtibulo no tiene nucledtido y la cabeza libre estd unida a ADP
(adenosin difosfato). II. E1 ATP se une a la cabeza trasera, lo cual promueve que la cabeza
delantera se ancle al microtubulo. IIl. La cabeza delantera libera ADP y se fija al
microtiubulo, creando tension en las uniones del cuello. IV. El ATP se hidroliza en la
cabeza trasera, ésta se libera del microtubulo y por la tension da un paso adelante.
Modificado de Amos y Cross, 1997.

La activacion de la cinesina parece darse por la union de la cadena ligera a su carga
(Coy, et al., 1999), por la fosforilacion de la cadena ligera (Matthies, et al, 1993;
Lindesmith, et al., 1997) o de la cadena pesada (Doneland, et al., 2002) y por un cambio en
el pH de la carga (Verhey, 1998). La actividad del motor podria ser regulada por el cambio
en la concentracion de calcio, afectando a un sensor del i6n en la cadena ligera, como
ocurre con la calmodulina (Matthies, et al., 1993).

Recientemente, se ha descubierto que otro sensor de calcio, la calsyntenina,
participa en el anclaje de las cargas vesiculares con la cinesina. La calsyntenina es una
proteina transmembranal de la familia de las cadherinas (Vogt, et al., 2001), con segmentos

de uniodn al sitio TPR de la cadena ligera de la cinesina. Algunas mutaciones en dichos
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segmentos reducen la unidén con la cadena ligera de la cinesina y ademads alteran el
transporte de los organelos vesiculares unidos a calsyntenina (Konecna, et al., 2006).

La union de la cinesina a su carga de organelos se relaciona con una proteina
membranal denominada cinectina (Kumar, et al., 1995, Sheetz, 1996). También existen
formas solubles de cinectina que podrian participar en la unién de la cinesina con cargas no
membranales (Kumar, et al., 1998; Sheetz, 1999). La cinectina membranal es esencial para
la unién de la cinesina con las vesiculas, ya que al usarse un anticuerpo para el epitopo
nativo de la cinectina, dicha unién se inhibe (Kumar, et al., 1995).

La region del cuello de la cinesina que une a las cadenas pesadas, participa en el
desplazamiento del motor. Esta region estd conformada por una secuencia de 15 residuos de
aminodcidos y funciona como un amplificador mecénico del movimiento. Esto se sabe por
que al mutar la region del cuello, la velocidad de desplazamiento de la cinesina se reduce
dramaticamente (Case, et al., 2000).

También, se ha propuesto que la cinesina es responsable del transporte anterogrado
de vesiculas a “largas distancias”, desde el aparato de Golgi hasta la periferia de la célula;
mientras que otro motor asociado a la actina, como la miosina, transportaria las vesiculas a
distancias cortas para su posterior fusion con la membrana (Kamal y Goldstein, 2000).

La proteina dineina participa en el movimiento retrogrado basado en microtibulos
(Schnapp y Reese, 1989). La cadena pesada de la dineina es mas grande que la de la
cinesina y algunas de sus formas pueden tener tres cabezas (Goldstein y Yang, 2000). Se
sabe también que su movimiento es regulado por calcio.

Otra proteina, la dinactina, participa en la regulacion del transporte retrégrado en los
microtubulos. Probablemente la activacion de la dineina esté relacionada con su unién a la

dinactina (Vallee y Sheetz, 1996). La dineina flagelar es regulada por calcio en alguno de
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sus tres brazos. En el brazo interno hay dos sensores de calcio, la centrina y la calmodulina.
El brazo externo posee al menos un sensor proteico de calcio conocido como LC4 que
regula la sensibilidad al ATP en el brazo externo (Sakato y King, 2003).

Aunque se reconoce a la cinesina y a la dineina como motores con direccion
anterograda y retrograda respectivamente, en algunos casos estas proteinas pueden tener la
actividad contraria (Bloom, 1992).

La actividad de las proteinas motoras también puede ser regulada por la proteina
tau. Esta afecta la unién de los motores moleculares a los microtibulos. En presencia de la
proteina tau, la efectividad de union de la cinesina al microtubulo es menor que la de la
dineina. Sin embargo, bajo las mismas condiciones la probabilidad de desunion al

microtibulo de ambas proteinas aumenta (Trinczek, et al., 1999).

Algunas proteinas motoras, como la dinamina, participan en la endocitosis. Se
propone que participan en el cierre de los poros de fusion formados entre las vesiculas y la
membrana celular, formando un cinturén que envuelve al cuello del poro y lo cierra. Esta
actividad se considera primordial para que ocurra la endocitosis en vesiculas secretoras. Asi
lo demuestran las moscas mutantes shibire, que al tener una mutaciéon en el gen que
codifica a la dinamina no pueden llevar a cabo el reciclaje de vesiculas sindpticas (Kosaka,
et al., 1983; Ramaswami, et al., 1994).

Se ha sugerido que la dinamina forma paquetes que “barren” regiones de secrecion
activas en la membrana. Al encontrar un sitio de exocitosis, estos paquetes inducen la
endocitosis con un retardo de 30 segundos. La formacion de paquetes depende de los

microtibulos, ya que al ser desensamblados, los paquetes se reducen en un 50% en
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respuesta a una estimulacion (Tsuboi, et al., 2002). Sin embargo, la dinamina 2, se asocia

estrechamente con los microfilamentos de actina (Schafer, 2004).

MOVILIZACION VESICULAR.

En los ultimos afios se ha avanzado enormemente en el conocimiento del transporte
vesicular asociado a la liberacion de neurotransmisores. Dicho auge puede explicarse por la
utilizacion de técnicas novedosas, que si bien sus principios se habian propuesto desde
tiempo atras, su aplicacion en el estudio de la secrecion y las dinamicas vesiculares tuvo
que esperar bastante tiempo para alcanzar el desarrollo tecnoldgico adecuado. Estas
técnicas incluyen principalmente la amperometria, la medicion de capacitancia, el uso de
colorantes lipofilicos, y el desarrollo de nuevas técnicas Opticas, como la excitacion de
fluorescencia multifotonica y la microscopia de onda evanescente (TIRFM por su siglas en
inglés Total Internal Reflexion Fluorescence Microscopy; para revisiones Angelson y Betz,
1997; Neher, 1998).

En células neuroendocrinas ha sido dificil establecer las dindmicas e incluso la
existencia de pozas vesiculares. Sin embargo, con el uso de la microscopia de onda
evanescente se han visto grandes pozas vesiculares atracando en zonas cercanas a la
membrana plasmatica y permanecer ahi hasta detectar una sefial para su liberacion (Steyer,
et al., 1997). Una vez anclados los granulos de secrecion tienen poco movimiento e
intercambio por granulos nuevos, de manera que la llegada de nuevas vesiculas, s6lo ocurre
después de un proceso de exocitosis (Steyer y Almers, 1999).

La secrecion de contenidos vesiculares se colocaliza con los microdominios de

calcio (Llinas, et al., 1992) formados ante el aumento en la concentracion de calcio debido
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a la entrada repentina del i6n a través de los canales transmembranales. Asi la alta
concentracion de calcio en un microdominio estimula la secrecion a partir de la fusion de
una vesicula cercana. Sin embargo, no todas las vesiculas expuestas al microdominio de
calcio son exocitadas. La alta concentracion local puede facilitar el acercamiento de las
vesiculas hacia la zona de influencia del microdominio y presumiblemente favorecer la
exocitosis de la vesicula en respuesta a la siguiente estimulacion (Becherer, et al., 2000).

La liberacion de calcio de las pozas intracelulares puede producir efectos similares a
la entrada de calcio extracelular. Al liberarse el calcio interno, la concentracion de calcio
local produce zonas de alta concentracion. Si se considera la concentracion promedio de
calcio intracelular, ésta no es suficiente para estimular la secrecion de vesiculas
electrodensas. Asi, se requiere de una concentracion mayor a la promedio, que es alcanzada

en las zonas cercanas a la liberacion de las pozas de calcio (Tse, et al., 1997).

EXOCITOSISY EL CITOESQUELETO

Existen evidencias de la interaccion entre la secrecion vesicular y el citoesqueleto,
principalmente con la corteza de actina y con los microtubulos. La corteza de F-actina esta
formada por una red de microfilamentos que envuelve al citoplasma en la zona inmediata a
la membrana celular. Se ha supuesto que dicha corteza puede actuar como barrera para el
desplazamiento de las vesiculas secretoras. Sin embargo, su papel en la exocitosis parece
ser mucho mas complicado, dado que en células no excitables la despolimerizaciéon de la F-
actina puede activar la secrecion. Pero si en el mismo tipo celular se desensambla por

completo la corteza de actina, la exocitosis se elimina, lo que indica que hay requerimientos
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minimos de corteza de actina para el buen funcionamiento de la secrecion (Muallem, et al.,
1995).

En células PC-12, la movilidad de las vesiculas en la corteza de actina depende de
ATP. Si se usa un inhibidor de miosina, la movilidad subplasmatica se reduce (Lang, et al.,
2000). Se ha propuesto que la corteza de actina es un bloqueador del movimiento vesicular,
pero que las dindmicas de polimerizacion permiten el desplazamiento de las vesiculas a
través de ella. Al mismo tiempo, la corteza de actina facilita la movilizaciéon vesicular
mediante una molécula motora similar a la miosina. Asi, la corteza de actina mediaria
también el transporte vesicular en zonas cercanas a la membrana, de acuerdo con lo
observado en células cromafines (Lang, et al., 2000). Sin embargo, en las mismas células la
colchicina reduce la velocidad de desplazamiento de las vesiculas secretoras, sugiriendo
también la participacion de los microtubulos (Tsuboi, et al., 2002).

La estabilizacion o la despolimerizacion de los microtiibulos afectan a la secrecion
lenta en células cromafines, sin modificar la etapa rapida. Por otro lado la inhibicion de la
actina y de la miosina afecta la etapa rapida de la secrecién (Neco, et al., 2003). Esto indica
que los microtibulos transportan complejos vesiculares de las pozas de reserva a las pozas
de liberacion, mediando un trafico entre lugares internos hacia regiones periféricas de la
célula. (Kamal y Goldstein, 2000).

Para estudiar la funcidon de los microtibulos en el transporte vesicular, también se
han utilizado células transfectadas con proteinas de secrecion marcadas con GFP. En estas
células el desacople de los microtubulos interrumpe la movilidad de vesiculas en el
citoplasma y retarda la secrecion, sin eliminarla por completo. Después del periodo de
estimulacion, las células tratadas con nocodazol (compuesto que favorece la

despolimerizacion de los microtubulos) presentan una mayor cantidad de proteina secretora
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que las células control. De manera que al afectarse a los microtubulos no se logra la
secrecion caracteristica de las células control (Wacker, et al., 1997).

La secrecion en mastocitos también es afectada por el uso de farmacos
antimit6ticos. En respuesta a un antigeno, la secrecion se reduce a un cuarto de su valor en
células tratadas con colchicina, mientras que la movilidad interna de las vesiculas
secretoras se interrumpe (Smith, et al., 2003). Esto indica que en algunos tipos celulares, a
diferencia de las células cromafines, los microtibulos participan tanto en fases iniciales
como finales de la secrecion.

La disrupcion de los microtubulos, también afecta la distribucion de proteinas
asociadas al transporte vesicular, como el complejo Exocyst (Bowser, et al., 1992). Este
complejo regula la exocitosis, guiando a las vesiculas secretoras hacia las zonas de
liberacion. En células PC-12 diferenciadas que comienzan a generar extensiones neuriticas,
el complejo Exocyst se distribuye preferencialmente en los &pices neuriticos, donde
también hay complejos de microtubulos. Cuando se aplica nocodazol a células
diferenciadas, el complejo Exocyst esta disperso en el cuerpo celular, esta distribucion es
similar a la de los microtiibulos (Vega y Hsu, 2001).

Con base en lo anterior y aunado a la evidencia acerca de la secrecion somatica en la
neurona de Retzius, la movilizacion de los cumulos vesiculares podria llevarse a cabo por
medios activos. Como en otros tipos celulares, en particular en células neuroendocrinas, el
mecanismo de movilizacion de los ciimulos en la secrecion somatica de serotonina seria

mediado por el citoesqueleto.
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SISTEMA NERVIOSO DE LA SANGUIJUELA.

Para estudiar la secrecién somatica de serotonina y su relacion con los microtibulos,
usamos la neurona de Retzius en cultivo de la sanguijuela europea Hirudo medicinalis
(Linné, 1758). El sistema nervioso central de la sanguijuela (Fig. 9A) consta de 34 ganglios
nerviosos conectados por un cordén nervioso ventral. Seis de los ganglios estan en la region
cefalica, aqui uno forma el cerebro supraesofagico conectado a otro subesofagico, mientras
que los otros cuatro ganglios forman la masa ventral del cerebro. Otros siete ganglios estan
fusionados en una masa caudal. Los veintiin ganglios intermedios estdn conectados en
serie a lo largo del cordon ventral y unidos entre si por el nervio de Faivre y las fibras de
Rohde. Cada ganglio del cordon ventral contiene alrededor de 400 neuronas (Fig. 9B) la
mayoria de ellas pareadas, entre las cuales se conocen las funciones de aproximadamente
dos tercios (considerando que estan en pares; Kristan, et al., 2005).

Dentro del ganglio las neuronas estdn dispuestas en seis paquetes ventrales, dos
centrales, dos anteriores y dos posteriores. En la region dorsal estd el neuropilo, donde se
establecen las conexiones sinapticas. En el paquete central anterior hay un par de células de
Retzius. Se caracterizan en el microscopio estereoscOpico porque tienen los somas mas
grandes de cada ganglio. Cada par de neuronas de Retzius estd acoplado eléctricamente
entre si (Hagiwara y Morita, 1962; Eckert, 1963; Garcia-Pérez, et al., 2004). Ademas en los
otros paquetes laterales hay 14 neuronas mecanorreceptoras sensibles a estimulos de tacto
(T), presion (P) o dafio (N). Cada una de ellas tiene un cuerpo identificable por su tamafio y
una localizacion tipica. Las neuronas T, P y N estan conectadas monosinapticamente a la
motoneurona L (Leydig), que controla las contracciones musculares. Todas las neuronas
mecanosensoriales forman conexiones polisinapticas con las células de Retzius

(Wittenberg, et al. 1990; Velasquez-Ulloa, et al., 2003).
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El cordén ventral de las sanguijuelas no posee axones gigantes (fibras gigantes)
como los demas anélidos, sin embargo existen fibras (fibras de Rohde de 3 pm de diametro)
y manojos de fibras (nervio de Faivre) que estdn segmentados y conectados entre un
ganglio y otro, estos forman un sistema que conduce con una velocidad aproximada de

Im/s (Mann, 1961).
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Figura 9. Sistema nervioso de la sanguijuela Hirudo medicinalis. (A) Esquema del sistema
nervioso compuesto por una cadena con 21 ganglios similares, y dos masas nerviosas
formados por la fusion de varios ganglios, una anterior y otra posterior. (B) Micrografia de
un ganglio nervioso, cada ganglio presenta alrededor de 400 neuronas, la mayoria en pares.
Las neuronas de Retzius (cabezas de flecha) son las neuronas mas grandes de cada ganglio
y contienen mas de la mitad de la serotonina presente en el animal. Adaptado de Nicholls,
etal., 2001.
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En la sanguijuela, la serotonina participa en casi todas sus conductas (Kristan, et al.,
2005), incluidas la locomocidn, contraccion, alimentacién, y mecanismos defensivos
(Kristan y Nusbaum, 1983). El gran tamafio del soma de la neurona de Retzius le permite
liberar serotonina en cantidades mil veces mayores a las liberadas por la sinapsis (De-
Miguel y Trueta, en preparacion) cuando dispara potenciales de accion a alta frecuencia
(Trueta, et al., 2003). Por otra parte, al recibir estimulos nociceptivos, las neuronas P y N
inducen disparos de alta frecuencia en la neurona de Retzius, que serian suficientes para
provocar la secrecion somatica de serotonina. Asi, la informacion sensorial podria inducir
la secrecion somatica de las neuronas de Retzius y modular las conductas antes
mencionadas (De-Miguel y Trueta, 2005).

Cuando se aplica un pinchazo en la piel de la sanguijuela, las neuronas P y Retzius
disparan rafagas de impulsos a alta frecuencia (Wittenberg et al. 1990), mientras que las
neuronas N disparan ocasionalmente (Velazquez-Ulloa, et al., 2003). También, la
estimulacion eléctrica de una neurona P puede activar a las neuronas de Retzius en todos
los ganglios del cordon nervioso central (Szczupak y Kristan, 1995). Por otra parte, un
toque ligero en la piel produce una rafaga de disparos en la neurona T y si el estimulo se
intensifica, la actividad eléctrica en dicha neurona se adapta. Al disminuir la actividad en la
neurona T con un estimulo intenso, la actividad en la neurona de Retzius se incrementa
(Velazquez-Ulloa, et al., 2003). Asi, la neurona T podria contribuir al inicio y final de una
reaccion en respuesta a estimulos de diferentes intensidades, favoreciendo principalmente a
la liberacion sinaptica. En contraste, la neurona P propiciaria un incremento en la actividad
de la neurona de Retzius suficiente para evocar la secrecidon somatica, mientras que la

neurona N la reforzaria.
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HIPOTESIS

Si la movilizacion vesicular en la secrecion somatica de serotonina depende de los
microtibulos, entonces el uso de un farmaco que favorezca la despolimerizacion de
los microtubulos reduciria la exocitosis.

Si las vesiculas cercanas a la membrana pueden desplazarse por medios distintos a
los microtdbulos, entonces la secrecion inmediata a la estimulacion inicial podria no
afectarse por la colchicina.

Si la endocitosis es dependiente de los microtibulos, entonces el tratamiento con

colchicina afectaria este proceso.
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OBJETIVOS

Objetivo general.
e Estudiar la participacion de los microtubulos en la movilizacion vesicular durante la

secrecion somatica de serotonina.

Objetivos particulares.
e Medir la secrecion somatica de serotonina en las neuronas de Retzius en tiempo real
por medios Opticos.
e Comparar las cinéticas de la secrecion somética de serotonina a lo largo del tiempo
en células estimuladas bajo diferentes condiciones.
e Analizar como afecta la despolimerizacion de los microtdbulos a la secrecion
somatica de serotonina.

e Comparar la funcién del citoesqueleto en la exocitosis y la endocitosis.
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METODOLOGIA Y MATERIALES

PREPARACION BIOLOGICA

Diseccion

Los experimentos se hicieron en neuronas de Retzius en cultivo. Las neuronas fueron
aisladas de acuerdo con el protocolo de Dietzel et al., 1986. Para ello se extrajeron los
ganglios del sistema nervioso de la sanguijuela, colocandola en un plato de 15 cm de
diametro, con fondo de Sylgard (Dow Corning, MI, EUA), donde fue inmovilizada
estirandola longitudinalmente mediante el uso de alfileres. Para mantener al animal en
buenas condiciones se le agregd constantemente solucion Ringer normal. El sistema
nervioso de la sanguijuela fue expuesto haciendo un corte longitudinal por la parte ventral
del animal con ayuda de un bisturi. Se cortaron las raices para separar los ganglios del
cuerpo del animal. Los ganglios 5 y 6 fueron desechados ya que son diferentes a los demas
debido a que regulan funciones sexuales.

Las cadenas de ganglios se trasladaron a un plato de cultivo de 30 mm de didmetro
con fondo de Sylgard con 3 ml de medio de cultivo: L-15 Leibovitz, glucosa 6 mg/ml
(Sigma, Steinheim, Alemania), gentamicina 0.1mg/ml (Rayere, México) y suero bovino
fetal inactivado al 2%, pH 7.4. Las cadenas fueron estiradas con microalfileres, mostrando
la cara ventral hacia arriba. Los ganglios fueron descapsulados rompiendo el tejido que los
envuelve con el uso de dos pinzas finas.

Dado que las neuronas estan envueltas en la matriz extracelular y ésta dificulta el
aislamiento y cultivo, los ganglios se trataron con colagenasa dispasa (Roche, Mannheim,

Alemania) a una concentracion de 2mg/ml en el plato. El plato se mantuvo en agitacion
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durante una hora, después de la cual se lavé dos veces con medio de cultivo estéril, dentro

de una campana de extraccion.

Cultivo de neuronas

El par de células de Retzius fue extraido por succion de cada ganglio (Fig. 10). Las
neuronas se cultivaron de dos en dos en platos de cultivo de 30 mm con fondo de vidrio y
con 3ml de medio de cultivo sin suero, asegurandose de que el soma y el muiién de las

células se adhirieran al vidrio. Después de un dia se le agreg6 suero bovino fetal.

300 um

Figura 10. Aislamiento de neuronas del ganglio nervioso de la sanguijuela. Se muestra
como se succiona una neurona P del ganglio con el uso de una micropipeta. Tomado de
Dietzel, et al., 1986.
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Tratamiento farmacoldgico
Para desensamblar los microtibulos se agregd colchicina (Calbiochem, Darmstadt,
Alemania; 10 6 100 pM) al medio de cultivo en cajas con células sanas una hora antes de

los registros.

ESTUDIO DE LA SECRECION SOMATICA DE SEROTONINA.

Tincion con FM1-43

El colorante FM1-43 es un compuesto lipofilico que en medio acuoso no emite
fluorescencia, pero al entrar en contacto con una membrana celular fluoresce a 540 nm en
respuesta a luz de una longitud de onda de 480 nm.

Cuando el colorante entra en contacto con la membrana celular se produce una
fluorescencia inespecifica que revela la superficie membranal. Durante la exocitosis, las
vesiculas secretoras se fusionan con la membrana celular, lo cual aumenta la superficie de
membrana y por lo tanto la fluorescencia mientras el colorante se encuentra en el medio
extracelular (Smith y Betz, 1996). Cuando las vesiculas se cierran y regresan al interior de
la célula, llevan consigo al colorante, lo que permite visualizarlas. De este modo, después
de lavar el colorante que se encuentra en la superficie de la célula, aun se podra observar
fluorescencia dentro de la célula debido a la endocitosis. En las células de Retzius la
fluorescencia posterior al lavado presenta un patron de puntos, donde cada punto
corresponde a un cimulo vesicular endocitado (Trueta et al., 2003). Entonces este
bioensayo permite tener una medida para la exocitosis, que es el aumento en fluorescencia
y otra medida para la endocitosis, que es el colorante internado a la célula.

Para tefiir a las células con el colorante FM1-43, se aplicd un protocolo modificado

(Betz, 1992) que se describe a continuacion. A la caja con la célula se agregé FM1-43
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(Molecular Probes, OR, EUA), a una concentraciéon final de 2 uM (Trueta, et. al., 2003).
Las neuronas se incubaron en oscuridad de 10 a 15 minutos. Las neuronas fueron
observadas con un microscopio invertido Eclipse TE-200 (Nikon, Tokio, Japén), mientras
que la fluorescencia fue visualizada mediante el sistema T.ILL.L. Photonics (GmbH,

Alemania) con la aplicacion de un haz luz de 488 nm (Diagrama 1). Para la emision se us6

un filtro Nikon de 488-535 nm montado en el microscopio.

Amplificador intracelular

R

Unidad de control
A

—]

Cabezal ‘

Microscopio -

t Camara.CCD
Microelectrodo

t .

Monocromador

Preparacion

TILLvisION

Jaula de Faraday

Diagrama 1. Equipo usado para el registro optico.

Para inducir la secrecion somatica de serotonina se aplicaron dos tipos de estimulos
en presencia del FMI1-43 en el medio extracelular. En cuatro células se produjo la

liberacion de las reservas internas de calcio con cafeina (10 mM; Sigma; Trueta, et al,
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2004). Otras células fueron estimuladas eléctricamente con trenes de diez impulsos a 20Hz,
frecuencia que es oOptima para inducir la secrecion somatica de serotonina (Trueta, et al
2003). La estimulacion eléctrica se realizd tanto en células control como tratadas con
colchicina.

Cuando el protocolo de estimulacion eléctrica se habia completado, el medio de
cultivo fue sustituido por solucién Ringer adicionado con glucosa y N-metil-D-glucamina
(Sigma) para igualar la osmolaridad del medio a la intracelular de 330 mosm/I. Se dejé fluir
la solucion durante 10 minutos, para retirar el colorante unido a la superficie membranal y
poder cuantificar los sitios de endocitosis como puntos fluorescentes, que en estas neuronas

corresponden a los caimulos multivesiculares (Trueta, et al., 2003).

Estimulacion intracelular

Para la estimulacion eléctrica se usaron microelectrodos con una resistencia de 11-20
MQ. La solucion interna usada fue KCI a 3M. Los microelectrodos fueron hechos en un
estirador de pipetas (P-97, Sutter, CA, EUA), a partir de microcapilares (Imm x 0.75mm,
FHC, ME, EUA). Para posicionar el electrodo en la célula se us6 un micromanipulador
Leitz (Alemania).

Los cumulos de vesiculas electrodensas se distribuyen en estratos a diferentes
distancias de la membrana como lo indican las evidencias de microscopia electronica (De-
Miguel, datos no publicados). Por ello tratamos a los ciimulos vesiculares como pozas
liberables y de reserva. Asi que usamos una estimulacion repetida para facilitar la
movilizacion y secrecion de los diferentes estratos vesiculares. Se aplicaron trenes de 10
pulsos a 20 Hz a intervalos de 2 minutos. Los registros intracelulares fueron realizados con

un preamplificador intracelular Pre 1B (Almost Perfect Electronics, Basel, Suiza). Los
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trenes de impulsos se produjeron usando un estimulador S88 con unidad de aislamiento
SIUS (Grass, MA, EUA), controlado por el software TILLvisION v 4.01 (Impuls, GmbH,
Alemania) mediante la unidad de control del sistema T.I.L.L. Photonics. El potencial de
membrana de las células se monitore6 con un osciloscopio (Tektronix 2221A, OR, EUA).
Mediante el uso de un digitalizador de sefiales DigiData 1200 y el software PClamp 9.0
(Axon Instruments, CA, EUA) se almacenaron los registros en una PC y posteriormente se

analizaron con el mismo software (Diagrama 2).

Osciloscopio

——p Cabezal —
1 t L

| Microscopio
Mircomanipulador

Amplificador
—— Amplificador intracelular

Microelectrodo

Convertidor A/D

Preparacion
DigiData 1200 PClamp 9.0

Jaula de Faraday

Diagrama 2. Configuracion del equipo para registro electrofisiologico.
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Captura de iméagenes

Las imagenes en luz visible y con fluorescencia fueron capturadas mediante una camara
digital enfriada CCD (Charge Couple Device) IMAGO de T.L.L.L. Photonics y fueron
almacenadas en una PC con el software TILLvisION (Diagrama 1). Se grabaron secuencias
de imagenes de fluorescencia con un tiempo de adquisicion de 400 ms a una frecuencia de
0.5 Hz, antes y durante la estimulacion. Después del lavado de las células se tomo otra
secuencia con una captura cada 2 segundos, a diferentes planos focales para visualizar los

puntos fluorescentes en toda la neurona.

ANALISIS DE DATOS
Analisis de los cambios en fluorescencia

Para cada célula se eligieron areas de pixeles que contuvieran un area de membrana
determinada, y se hizo un promedio de los valores de luminosidad a lo largo del tiempo. De
esta forma los cambios en la intensidad de la fluorescencia pudieron ser visualizados
indirectamente de las graficas. Se realizaron graficas en tiempo real de la luminosidad de
pequeiias areas de membrana. Gracias a este andlisis en linea pudimos observar
objetivamente los cambios en fluorescencia en respuesta a la estimulacion eléctrica.

Para el analisis estadistico de los cambios en la intensidad de fluorescencia, se
incluy6 a todo el soma de las células de Retzius.

Dado que las graficas obtenidas a partir de los valores de intensidad de
fluorescencia en la célula tefiida estaban en unidades arbitrarias (de 0 a 4095) se
normalizaron los datos para poder comparar las graficas de fluorescencia. El valor de
intensidad de la fluorescencia membranal antes de la estimulacion fue tomado como el

valor basal de 100%. Los datos individuales de las células fueron promediadas.
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Conteo de puntos fluorescentes

Las secuencias de imagenes en el eje z obtenidas después del lavado de las células,
fueron usadas para contar los puntos fluorescentes totales en el soma de las células
estimuladas eléctricamente. Estos puntos se consideran cimulos vesiculares endocitados y

tienen un diametro promedio de 1.2 um (Trueta, et. al., 2003)

Analisis estadistico

Para comparar los cambios en la intensidad de fluorescencia durante la estimulacion
eléctrica, usamos la prueba de suma de rangos de Wilcoxon de una sola cola. Esta prueba
no paramétrica analiza pares de datos que en nuestro caso fueron los promedios de las
graficas individuales, un promedio para células control y otro para células tratadas con
colchicina. Para comparar los porcentajes de fluorescencia finales se usé la prueba no
paramétrica Mann-Whitney de una sola cola.

También se compararon los promedios de los puntos de fluorescencia por célula entre
controles y células tratadas con colchicina. Para ello se realiz6 una prueba t de Student no
pareada de una sola cola. Estas pruebas estadisticas se realizaron con el programa
GraphPad Prism v 4.0 (GraphPad Software, CA, E.U.A.). Los datos son presentados como

la media =+ su error estandar.
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RESULTADOS

Cultivo de neuronas de Retzius.

Para estudiar la secrecion somatica de serotonina se usaron neuronas de Retzius en cultivo.
En estas condiciones la secrecion medida con el uso del colorante FM1-43 es similar a la de
neuronas en el ganglio (Trueta et al., 2003). Las neuronas de Retzius sembradas en platos
de cultivo sobre fondo de vidrio, desarrollaron extensiones neuriticas (Fig.11). Un buen
estado fisiologico de las células, comprobado visualmente, mostr6 una superficie
membranal rugosa y una transparencia caracteristica al microscopio estereoscopico.
Mediante registros eléctricos se garantizd que el potencial de reposo de las células fuera al
menos de -50 mV, caracteristico de células saludables, y similar al de las neuronas en el
ganglio. También se verificaron la forma y duracion de los potenciales de accion (Fig. 13
A, 16 A y B). Las células con potenciales de reposo menores a -50 mV o potenciales de
accion anormales fueron excluidas de los experimentos. Algunas neuronas presentaban un

registro de fluorescencia inestable, por lo que también fueron excluidas del estudio.

Figura 11. Micrografia de una neurona de Retzius
en cultivo sobre un plato con fondo de vidrio,
tomada con un objetivo 40x. Notese las extensiones
neuriticas (flechas). La barra mide 20 um.
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Induccion de la secrecion somatica con cafeina.

En algunas células (n=4) la secrecion somatica de serotonina se indujo con la
aplicacion de cafeina al medio extracelular, para activar la liberacion de calcio de las
reservas intracelulares (Fig. 12A; Trueta, et al., 2004). Esto fue con la finalidad de tener un
control positivo de la secrecion somatica en neuronas con altas concentraciones de calcio
intracelular y comparar las cinéticas del aumento en fluorescencia. El cambio en
fluorescencia a lo largo del tiempo durante la aplicacion de la cafeina muestra un rapido
incremento (Fig. 12B). La figura 12 muestra la fluorescencia en funcion del tiempo con una
escala lineal (12B) y con escala logaritmica (12C). La recta en la escala logaritmica refleja
un proceso en el que influyen factores independientes entre si, que sugiere que la
concentracion interna de calcio es maxima e independiente de la entrada de calcio

extracelular.

Induccion de la secrecién somatica de serotonina por estimulacion eléctrica.

La secrecion también se indujo usando un protocolo de estimulacion eléctrica consistente
en trenes de 10 pulsos a 20 Hz (Fig. 13A) con un intervalo de 2 minutos entre ellos, usando
un microelectrodo intracelular. Este protocolo provocod un incremento en la fluorescencia
de la membrana celular en presencia del colorante FM1-43 (Fig. 13B). En la mayoria de los
casos, la entrada del electrodo a la célula provoco una rafaga de potenciales de accion a alta
frecuencia seguido de un incremento en la fluorescencia, por lo que este momento se

considerd como el inicio de la estimulacion (Fig. 13C).
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Figura 12. Incremento en fluorescencia en el soma en respuesta a la aplicacion de cafeina
10 mM al bano. (A) Serie de imagenes de microscopia de fluorescencia de una neurona de
Retzius estimulada con cafeina al tiempo cero, adquiridas con un objetivo 100x. La barra
blanca mide 20 pm. (B) Incremento en la fluorescencia del soma de una célula con respecto
al tiempo, en respuesta a un pulso de cafeina. El triangulo sefiala el momento en el que se
aplicé la cafeina. (C) Incremento en la fluorescencia de la misma célula que en B con

escala logaritmica. La fluorescencia estd dada con respecto al valor basal que se considera
el 100%.

Las graficas de células individuales de porcentaje de fluorescencia contra tiempo
mostraron cinéticas y porcentajes distintos (n=9; Fig. 13C). En algunas células se observan
cambios drasticos en la pendiente de la cinética de fluorescencia en respuesta la aplicacion
de estimulos (Fig. 13D). 500 segundos después de iniciarse la estimulacion, los valores de
fluorescencia en nueve células variaron de 110% hasta un 339%, con un coeficiente de

variacion de 46.54%.

46



40 mV }

I T || |
MW wwbkk

200 ms

C D

330, 140
\2 —
< 3004 X
- 300 £ 130
- 5
5 230 g 120 N
@ 200 2
: © 110
=1 150, o
0 Z 100
1001—; - : ; | ” . o |
0 100 200 300 400 500 0 50 100 150 200 250
Tiempo (s) Tiempo (s)

Figura 13. La aplicacion del protocolo de estimulacion induce un incremento en la
fluorescencia en el soma celular. (A) Tren de 10 potenciales de accion a 20 Hz evocado con
pulsos cuadrados de corriente. (B) Secuencia de imagenes de microscopia de fluorescencia
de una neurona de Retzius estimulada eléctricamente en presencia del colorante FM1-43.
Objetivo 40x, la barra mide 40 pm. Cinéticas de cambio en la fluorescencia en nueve
células control (C) y a escala aumentada (D). Las cabezas de flecha indican el momento de
la aplicacion de un tren de impulsos. El tiempo cero indica la entrada del electrodo
intracelular, lo que provocod una rafaga de impulsos a alta frecuencia marcado como el
primer tridngulo. Las flechas indican graficas de fluorescencia con cambios en la pendiente.
Notense las diferentes latencias en el incremento de la fluorescencia y su relacion con el
momento de la aplicacion de los trenes.
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La fluorescencia promedio de estas células aument6é con un intervalo dindmico no
lineal en los primeros 500 segundos después de la primera estimulacion (Fig. 14B).
Después de este tiempo la fluorescencia alcanzé una media de 197.7 + 31.1 (n=9). El
cambio en la fluorescencia promedio fue escalonado y parece indicar un proceso compuesto
por etapas (Fig. 14B). Después del cuarto tren de estimulacion la fluorescencia promedio
alcanzd una meseta, posteriormente a esta no se observé mas incremento en la

fluorescencia.

Secrecion somatica retardada.

Las nueve células mostraron un aumento en la fluorescencia en presencia del
colorante en respuesta a la estimulacion eléctrica. Sin embargo, las pendientes iniciales
fueron distintas y en ocasiones la respuesta Optica se inicid después de varios trenes.
Ademas, las pendientes de algunos registros se incrementaron después de varios trenes,
mientras que otros llegaron a mesetas.

En siete de las nueve células la fluorescencia empez6 a aumentar a partir de la
primera rafaga de impulsos (Fig. 14A). El segundo tren aplicado provoco el inicié del
incremento en fluorescencia en una célula y en otra ocurrié después del tercer tren. Esto nos
indica que aunque el mayor porcentaje de las células responde al primer estimulo, algunas
pueden responder a estimulos posteriores. Pero el protocolo de estimulacion usado, asegura

la secrecion en todas las células control.
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Figura 14. (A) La secrecion
somatica de serotonina se inicia
en respuesta a un namero distinto
de estimulos eléctricos. En la
mayoria de las células control el
aumento en fluorescencia inicid
en respuesta al primer tren de
pulsos (negro), mientras que en
una célula aumento6 en después
del segundo (azul) y en otra
después del tercero (rojo). (B)
Promedio y error estandar del
valor en fluorescencia de las
nueve células control.

Lo anterior podria depender de la posicion de los cimulos vesiculares con respecto

a la membrana plasmatica, ya que como se menciond anteriormente, en reposo las

poblaciones se distribuyen a diferentes distancias de la membrana. En algunas células el

incremento inicial de fluorescencia fue rapido (Trueta, et al., 2003), lo que podria deberse a

la secrecion desde cimulos adyacentes a la membrana. En otras neuronas el inicio en el

incremento de la fluorescencia fue lento. Después se observan fases de incremento rapido

con latencias variables respecto al inicio de la estimulacion. Estas fases corresponderian a

la secrecion a partir de los cimulos de vesiculas originalmente dispuestos a distancias
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intermedias, cuya movilizacioén se inici6 con la estimulacion previa, y que comienzan a
llegar a la membrana plasmatica después de varias estimulaciones.

De acuerdo con esto, es posible que aquellas células que no secretaron ante los
primeros estimulos, tuvieran en reposo cimulos vesiculares distantes de la membrana y por
lo tanto se necesitaran mas estimulos para hacerlos llegar a ella. En siete de las nueve
neuronas estudiadas, la fluorescencia alcanzé la saturacion, sugiriendo el agotamiento de la
poza vesicular. Las diferencias entre neuronas podrian entonces depender de la distribucion

de los ciimulos vesiculares en la célula.

Distribucion membranal de la fluorescencia.

Las neuronas de Retzius estimuladas en presencia del colorante FM1-43 tienen una
distribucion caracteristica de su fluorescencia, con zonas mas intensas que otras (Fig. 15A).
Esto podria ser un indicador de que en esas zonas hay una mayor liberacion de vesiculas
electrodensas. Por ello nos preguntamos si distintas regiones en una misma célula tendrian
cinéticas de fluorescencia con caracteristicas diferentes, mostrando distintas propiedades de
secrecion o endocitosis. Para ello estudiamos pequefias regiones de las neuronas (Fig. 15B)
y comparamos sus perfiles de intensidad de fluorescencia provenientes de imagenes
capturadas cada 2 segundos, antes y durante la estimulacion (Fig. 15C).

Las neuronas incubadas con FM1-43 en reposo tienen niveles de fluorescencia
similares en toda la membrana y no se observan zonas mas intensas que otras. Después de
iniciar la estimulacion, comienzan a aparecer zonas con mas fluorescencia que otras. En
general los cambios de fluorescencia en estas areas pequefias estan ligados al incremento de

fluorescencia en toda la célula, es decir su forma es parecida al promedio de toda la célula.
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Figura 15. Los cambios en la fluorescencia son diferentes en areas independientes de las
células de Retzius. (A) Vista global con pseudocoloracion de una neurona de Retzius
estimulada en presencia de FM1-43. (B) Regioén aumentada con las areas seleccionadas de
la célula que presentan diferencias en la fluorescencia. (C) Grafica temporal de la
fluorescencia de las areas marcadas en B y a escala aumentada (D). Las cabezas de flecha
indican un tren de impulsos eléctricos. La flecha indica una joroba, que podria corresponder
con la fusion sincronizada de las vesiculas adyacentes a la membrana.

En distintas areas de una misma célula el incremento inicial es muy similar (Fig.
15D), sin embargo conforme se aplican mas trenes, algunas regiones muestran un mayor
incremento en la fluorescencia. Las figuras 15 C y D muestran que la region con menor

fluorescencia (la region “y”) tiene un incremento menor, mientras que la region “z” tiene
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un incremento pronunciado después del primer tren de pulsos y la region “x” muestra un
incremento mayor después del segundo tren. Al finalizar el registro optico, las regiones “z”
y “x” alcanzan un nivel de fluorescencia similar. En la mayoria de las células hubo

variaciones de este tipo en la fluorescencia regional. Esto sugiere que hay zonas

preferenciales para la secrecion de serotonina.

El tratamiento con colchicina reduce la secrecion somatica de serotonina.

Para estudiar la participacion de los microtibulos en la secrecion vesicular, se
incubaron células de Retzius con el farmaco colchicina que inhibe la polimerizacion de la
tubulina. Las neuronas se estimularon con el mismo protocolo de trenes de impulsos
eléctricos. Los potenciales de accion de células tratadas con colchicina por una hora, fueron
similares a los de células control (Fig. 16A y B). Los resultados obtenidos de neuronas
incubadas con colchicina fueron similares, con concentraciones de 10 6 100 uM. En las
siete neuronas estudiadas la fluorescencia no aumentd por encima del 10% en los 500
segundos después del inicio de la estimulacion eléctrica en presencia de FM1-43 (Fig. 17A
y B). Como se observa en la figura 17C, al inicio de la estimulacion eléctrica no hubo un
aumento en la fluorescencia en la mayoria de las células y en una de ellas la fluorescencia
se redujo un 2%, probablemente debido al blanqueamiento del colorante. Esto muestra que
en presencia de la colchicina se eliminaron todos los componentes de la secrecion en las

células estudiadas.
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Figura 16. El tratamiento con colchicina eliminé el aumento en fluorescencia en respuesta
a la estimulacion eléctrica. (A) Comparacion de los trenes de impulsos evocados en una
célula control y otra tratada con colchicina por pulsos cuadrados de corriente. (B) Primeros
(izquierda) y ultimos (derecha) potenciales de accion de los trenes en A, con y sin
colchicina, ampliados y sobrepuestos.

Después de 500 segundos del primer tren, el incremento medio de fluorescencia fue
de 4.96 % + 1.74 (n=7). Los porcentajes de fluorescencia promedio entre las células control
y las tratadas con colchicina (Fig. 17D), tuvieron una diferencia significativa, de acuerdo
con la prueba no paramétrica de Wilcoxon de una sola cola (P<0.0001). El porcentaje final
de fluorescencia (Fig. 17E) también tuvo diferencias significativas entre las neuronas
control y las tratadas con colchicina usando la prueba no paramétrica de Mann-Whitney de

una sola cola (P=0.0002).
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Figura 17. (A) Secuencia de imagenes de fluorescencia de una neurona de Retzius tratada
con colchicina antes y durante la estimulacion eléctrica. La barra mide 40 um. (B)Cinéticas
de la fluorescencia en el soma de neuronas de Retzius en funcién del tiempo, antes y
durante la estimulacion eléctrica, y a una escala aumentada (C). (D) Promedio de los
cambios en fluorescencia en células control, n=9 y células tratadas con colchicina, n=7. (E)
Porcentaje de fluorescencia final después de 500 segundos de iniciada la estimulacién
eléctrica. Cada cabeza de flecha representa un tren de impulsos.
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La endocitosis es menor en las células tratadas con colchicina.

Para averiguar si la endocitosis posterior a la exocitosis también es dependiente de
los microtubulos, se cuantifico la cantidad de puntos fluorescentes especificos en el cuerpo
celular. Para ello se retir6 el colorante del medio externo, lavando las neuronas por diez
minutos con soluciéon normal. De este modo se puede revelar un patréon caracteristico de
puntos fluorescentes, cada uno de los cuales corresponde a un cumulo vesicular internado
(Trueta, et al., 2003). En este caso, se hicieron imagenes a partir de un barrido en el eje “z”
(Fig. 18A y B).

A partir de estas series de imagenes se cuantificdé la cantidad de puntos
fluorescentes, considerando las caracteristicas definidas por Trueta, et al. (2003, 2004).
Para células control el nimero promedio fue de 102.3 = 11.55 puntos por soma (n=7),
mientras que en las células tratadas con colchicina, la media fue 41% menor, o sea 60.29 +
8.12 puntos por soma (n=7; Fig. 18C). Se aplic6 una prueba t de Student no pareada de una
cola y se obtuvo una diferencia significativa entre estos dos promedios (P= 0.0058). Dado
que el nimero de puntos en células control es similar al reportado por Trueta, et al., 2003,
comparamos nuestros datos con los de dicha publicacion. En este caso, el nimero de puntos
por soma en células tratadas con colchicina es mayor al observado en una secrecion basal
(34 = 8; P=0.0178), cuando las neuronas se incubaron con el colorante en ausencia de
estimulacion, con estimulacion a 1 Hz o a 20 Hz en presencia de magnesio en lugar de

calcio.
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Figura 18. El nimero de puntos fluorescentes después de la estimulacion eléctrica fue
menor en células tratadas con colchicina. En A (neurona control) y B (neurona tratada con
colchicina), se muestran las reconstrucciones X, Y, Z con el patron de puntos fluorescentes
revelado después del lavado del colorante FM1-43. La escala es 20 um. (C) El nimero de
puntos fluorescentes por soma en células tratadas con colchicina (blanco, 60.29 + 8.12) es
menor que en células control (gris, 102.3 £ 11.55), pero es mayor que el observado en una
secrecion basal (linea punteada, 34.0 = 8.0, tomado de Trueta, 2003). Las medias de los
puntos fluorescentes por soma fueron diferentes estadisticamente de acuerdo a la prueba de
t de Student de una cola.

El tratamiento con colchicina tuvo un efecto menor en la endocitosis que en la
exocitosis (Fig. 19). Esto es que la dependencia de los microtiibulos es menor en la
endocitosis. Por ello se puede sugerir que los mecanismos que acoplan a la exocitosis con la
endocitosis son independientes con respecto a los microtubulos. Entonces una posible

explicacion es que la estimulacion eléctrica puede activar la endocitosis a niveles mayores
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que los basales atun cuando las células hayan sido tratadas con colchicina y no haya habido
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Figura 19. Promedio normalizado con respecto a las neuronas control para la intensidad de
fluorescencia (Exocitosis) y el nimero de puntos por soma (Endocitosis), en células control
y tratadas con colchicina. Al afectar a los microtibulos, la exocitosis alcanz6 solamente el
5.03 % del valor en neuronas control, mientras que la endocitosis fue del 58.94%.
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DISCUSION
La secrecion depende de varios factores que afectan su cinética.
La secrecion somatica de serotonina inducida con cafeina, tuvo una cinética logaritmica,
diferente de la multifasica, caracteristica de neuronas estimuladas eléctricamente. Estas
diferencias parecen estar dadas por la regulacion en la entrada de calcio.

Los canales de calcio somaticos en la neurona de Retzius, estudiados mediante la
técnica de “Loose Patch Clamp”, tienen una densidad mas baja que en el axén primario
(Fernandez-de-Miguel, et al., 1992) y se distribuyen en cimulos (Fernandez de Miguel,
datos no publicados). De esta manera, al entrar calcio extracelular ante estimulaciones de
alta frecuencia, en las regiones cercanas a los cumulos se formarian microdominios de alta
concentracion (Llinas, et al., 1992) que podrian ser suficientes para activar los motores que
movilizan a las vesiculas hacia la membrana, asi como la propia exocitosis (Becherer, et al.,
2003). Sin embargo, la secreciéon somadtica, no so6lo depende de la entrada de calcio
extracelular, sino que también requiere de la liberacion del calcio intracelular (Trueta, et
al., 2004).

La microscopia electronica muestra que el reticulo endoplasmico esta distribuido a
todos niveles dentro del soma celular, con una capa cercana a la membrana (Trueta, et al.,
2004). Entonces, cuando se estimula eléctricamente se podria inducir la liberacion
escalonada de calcio del reticulo endopldsmico. Al estimular eléctricamente a la neurona, la
entrada de calcio extracelular activaria la liberacion de calcio del reticulo cercano a la
membrana. Los pulsos de calcio provenientes de las reservas internas alcanzarian
fragmentos de reticulo endoplédsmico distribuidos al interior de la célula, provocando la

liberacioén en pasos subsecuentes. Con esto los motores moleculares podrian activarse de
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forma gradual y los cimulos vesiculares iniciarian su movilizacion hacia la membrana de
forma escalonada dependiendo de su distancia a la membrana plasmatica.

La activacién de un motor de cinesina por la elevacion de calcio, podria darse al
propiciar su acople con las vesiculas. La calsyntenina, que es una proteina sensible a calcio
unida a las vesiculas secretoras, regularia la union de la carga con la cinesina (Konecna, et
al., 2006). Al acoplarse el motor a la carga vesicular, éste seria capaz de desplazarla a lo
largo del microtibulo en presencia de ATP. Proteinas como la calmodulina, que podria
estar unida a la cadena ligera de la cinesina, regularian el desplazamiento de la proteina en
el microtiibulo (Matthies, et al., 1993).

La entrada de calcio extracelular podria activar a los motores de fusion vesicular y
regular la liberacion al nivel de una sola vesicula (Becherer, et al., 2003), asi la
estimulacion eléctrica seria suficiente para provocar la fusion en las vesiculas adyacentes a
la membrana. Los mecanismos de fusion vesicular podrian ser reforzados por la liberacion
de calcio intracelular inducida por calcio, siempre y cuando esta liberacion lograra
aumentar la concentracion de calcio en las cercanias de la membrana.

La estimulacion con cafeina activaria casi simultdneamente la liberacion de calcio
en todo el reticulo endopldsmico y la concentracion del i6n se incrementaria
repentinamente, por lo que los motores de fusidon vesicular podrian activarse
constantemente, mientras que los motores moleculares asociados al citoesqueleto podrian
desplazar las vesiculas hacia la membrana a una tasa constante. El periodo de saturacion de
la secrecion estaria reflejando la méxima secrecion que puede darse para una célula
determinada, a altas concentraciones de calcio intracelular. Asi se favoreceria
inmediatamente la movilizacion de todos los cumulos, incluso de los mas internos. Por lo

tanto, los cimulos vesiculares llegarian en menos tiempo a la membrana.
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La cinética logaritmica de las curvas de fluorescencia de neuronas estimuladas con
cafeina refleja un proceso en el cual un factor es el determinante para su velocidad. En estas
condiciones se produce la liberacion simultdnea del calcio intracelular, induciendo
aumentos en la concentracion del calcio que posiblemente alcanzan la saturacion, y
activando los motores moleculares y la fusion vesicular. También se obtiene que la
velocidad de la secrecion disminuye a lo largo del tiempo debido a que los factores que
participan en ella tienen una relacion simple. Esta disminucion puede ser explicada por el
agotamiento de las vesiculas liberables o por una posible disminucién de la energia
necesaria para el funcionamiento de los motores moleculares.

En las cinéticas de fluorescencia de células estimuladas eléctricamente, cuya
respuesta eléctrica era caracterizada como saludable, los ajustes matematicos dieron
resultados variables, por lo que se sugiere que el proceso de secrecion es sumamente
complejo. En este caso la sucesion de trenes induce cambios en la cinética de liberacion,
posiblemente debidos a cooperatividad entre distintos elementos, como la entrada de calcio
extracelular, la liberacion escalonada del calcio intracelular y la activacion de los motores

de movilizacion y fusion vesicular.

Respuesta diferencial entre neuronas.

Las neuronas control tuvieron una gran variabilidad en la secrecion evocada por la
estimulacion eléctrica. Hubo células cuya fluorescencia se duplicoé y en algunos casos se
triplico. También se encontraron dos neuronas en las que la fluorescencia s6lo aumento el
20% y en otra el 10%. Las cinéticas de incremento en la fluorescencia también fueron muy
distintas de célula a célula. Algunas neuronas presentaron una liberacion inicial rapida,

mientras que otras secretaron lentamente e incrementaron su velocidad en fases posteriores.
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Podemos pensar que las células pueden tener -caracteristicas fisiologicas
relativamente diferentes, dependientes de la distribucion intracelular de los ctmulos
vesiculares en reposo. Si una célula presenta inicialmente mas cumulos de vesiculas
electrodensas adyacentes a la membrana, entonces la secrecion inicial podria favorecerse.
En caso contrario, si hay pocos cimulos cercanos a la membrana, se necesitaria mas tiempo
y estimulaciones para hacer llegar los cimulos distantes hacia la membrana. Entonces las
neuronas de Retzius no tienen una forma estereotipada de secrecion, lo cual se podria
traducir en una respuesta diferencial bajo distintas condiciones en los ganglios presentes a
lo largo del cordon nervioso. El hecho de que en células tratadas con colchicina no se haya
visto esta variacion en la secrecion parece indicar que la colchicina, al desactivar el

mecanismo de movilizaciéon homogeniza la respuesta.

Efecto del protocolo de estimulacion.

La aplicacion de trenes repetidos podria regular la movilizacion de los ciimulos
vesiculares. Si en un primer tren se secretan los cumulos cercanos a la membrana, también
se favorece el acercamiento de otros ctimulos a ella. Con trenes posteriores, se estimularia
la secrecion de los cimulos de vesiculas que antes estaban lejos de la membrana. Por otra
parte, en células tratadas con colchicina se pudo descartar que la ausencia de secrecion se
debiera a una falla en la estimulacion eléctrica dado que todos los trenes aplicados
ocasionaron trenes de potenciales de accion de caracteristicas similares a los de las

neuronas control. De manera que la estimulacion eléctrica no fue afectada por la colchicina.
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Secrecion diferencial en una misma célula.

Las diferencias entre areas independientes en una misma célula muestran que la
secrecion no es uniforme en todas las regiones de la membrana. Esto puede ser explicado
por el hecho de que los cumulos vesiculares llegan solo a ciertas zonas de la membrana. Sin
embargo, las cinéticas en diferentes zonas de una misma célula son bastante parecidas, y
cambian de manera similar.

Posiblemente no detectamos diferencias tan marcadas entre distintas zonas por el
tipo de microscopia que se us6. La microscopia de epifluorescencia tiene la desventaja de
mostrar la luz fuera de foco en las tres dimensiones, lo cual contamina el plano de la
imagen que se estd tratando de observar. Por esto puede ser que los cambios en la
fluorescencia hayan sido muy parecidos en distintas zonas de la célula, ya que la luz que se
estd cuantificando en un sitio proviene del mismo sitio y de las zonas circundantes. Por otra
parte el tiempo entre una imagen y otra fue de 2 segundos, tiempo insuficiente para detectar
eventos vesiculares del orden de los milisegundos. Asi, la cinética del promedio de la
fluorescencia en toda la célula parece ser un buen parametro ha estudiar dadas las

condiciones del experimento.

Cinética promedio.

La fluorescencia promedio de células estimuladas eléctricamente en ausencia de
colchicina se incrementa en escalones suaves (Fig. 14B). Estos escalones coinciden con la
aplicacion de los trenes y también podrian ser explicadas por la organizacion intracelular de
los cimulos vesiculares a diferentes distancias (Ferndndez de Miguel, datos no publicados).
Suponemos entonces que cada escalon mostraria la secrecion de las pozas vesiculares que

inicialmente se encontraban a diferentes distancias de la membrana. La liberacion inicial
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seria a partir de vesiculas adosadas a la membrana, mientras que la primera joroba
corresponderia a la liberacion de ctimulos provenientes del primer estrato, la siguiente
joroba corresponderia a un estrato vesicular mas profundo. Entonces la estimulacion
eléctrica repetida estaria induciendo la movilizacion radial centrifuga gradual de los

cumulos vesiculares.

¢Por qué la secrecion inicial se elimina con colchicina?

De acuerdo a lo reportado por otros autores (Lang, et al. 2000; Oheim y Stiihmer,
2000; Neco, et al., 2003) los filamentos de actina pueden ser vias de movilizacion vesicular
en otros tipos celulares, sobre todo en las fases iniciales de la secrecion, posiblemente
afectando vesiculas cercanas a la membrana plasmatica. Por ello, una posibilidad era que la
fase inicial en el incremento de fluorescencia, correspondiente a la secrecion de las
vesiculas cercanas a la membrana, se mantuviera en presencia de colchicina.

Sin embargo, el hecho de que la secrecion inicial junto con sus demas componentes
hayan sido eliminados con el tratamiento con colchicina, parece indicar que los
microtibulos son esenciales incluso para el desplazamiento hacia la membrana de los
cimulos que se encuentran mas cercanos a ella. De esta manera los microtibulos podrian
formar parte de la maquinaria de transporte a corta distancia. También parece que los
microtibulos son parte esencial en la estructura de zonas activas de liberacion, como lo
indica la microscopia electronica (Fig. 5).

Otra posibilidad es que el desacople de los microtubulos afecte la distribucion de los
canales de calcio. Se sabe que los canales de sodio y potasio permanecen inmoéviles en la
membrana, manteniendo su distribucidon, que en algunos casos consiste en parches

(Stihmer y Almers, 1982; Weiss, et al., 2005). Pero probablemente al afectar al
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citoesqueleto se pueda alterar la distribucion y densidad de los canales idnicos, como lo
indican estudios con inhibidores del motor de dineina o despolimerizadores del
citoesqueleto (Choi, et al., 2005; Leach, et al., 2005). Entonces, si la colchicina afecta la
distribucion de los canales de calcio y no se logran formar los microdominios de calcio, no
se alcanzarian las altas concentraciones en zonas cercanas a la membrana, afectando con
ello la fusion vesicular. Sin embargo no tendriamos suficiente resolucion para detectarlo.
Esto es porque so6lo vemos si hubo o no secrecion, pero no podemos saber en qué momento
se afecta la secrecion, si en el transporte o en la fusion vesicular.

Por otra parte las vesiculas adyacentes a la membrana pueden liberarse de forma
constitutiva, es decir sin necesidad de estimulacion, dado que existe una endocitosis basal
(Trueta, et al., 2003). Asi, bajo nuestras condiciones de estudio, si esta liberacion basal es
muy lenta, s6lo podria ser detectada con tiempos de registro dptico mucho mas largos que

los usados.

Diferencia entre las dinamicas de la exocitosis y la endocitosis.

Se sabe que los movimientos de los paquetes de dinamina en la membrana son
dependientes de los microtubulos (Tsuboi, et al, 2002), lo cual apoya el hecho de que la
endocitosis en la secrecion somatica de serotonina haya sido afectada por la
despolimerizacion de los microtubulos. Sin embargo, ésta no llegd a eliminarse con el
tratamiento con colchicina, por lo que la estimulacion eléctrica activa la endocitosis a pesar
del tratamiento con colchicina.

Por otra parte, aunque la exocitosis y la endocitosis estén acopladas por una cascada
de senalizacion, el hecho de que en respuesta a la estimulacion exista endocitosis por

encima de los niveles basales, aiin cuando no hay exocitosis, parece indicar que la
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endocitosis en vesiculas secretoras no es una simple consecuencia de la exocitosis. Existen
otras evidencias de que estos procesos son mecanismos independientes. Por ejemplo, los
motores que transportan a las vesiculas hacia la periferia de la célula para su fusién con la
membrana plasmatica usan ATP, mientras que la dinamina cierra los poros vesiculares
usando GTP. Por otra parte, la dinamina tiene una dependencia de calcio a diferentes
concentraciones que los motores de fusion vesicular, por lo que sus sensores de calcio
parecen ser de distinta naturaleza (Marks y McMahon, 1998). Ademas, las proteinas que
constituyen la membrana de las vesiculas exocitadas se difunden a través de la membrana
plasmatica, mientras que las vesiculas posteriormente exocitadas estan compuestas
principalmente por proteinas que formaban parte de la membrana plasmatica (Wienisch y
Klingauf, 2006). Entonces de lo anterior se obtiene que la endocitosis estd mas acoplada a

la estimulacion eléctrica y el calcio intracelular que a los microtibulos y la exocitosis.

Similitudes con la secrecion en células endocrina.

Como se menciond anteriormente, las caracteristicas de la secrecidon somatica de
serotonina en la neurona de Retzius son similares a las de células endocrinas. A este
esquema contribuimos mostrando la dependencia al citoesquleto, como se ha visto también
en células cromafines (Neco, et al., 2003), células cebadas (Smith, et al., 2003) y en células
Vero transfectadas con cromogranina humana (Wacker, et al., 1997). En estas ultimas, el
tratamiento con nocodazol retarda y reduce a la mitad la secrecion. Posiblemente el tiempo
de registro usado en las células de Retzius no permite ver una secrecion retardada en el
tratamiento con colchicina. Con esto se puede pensar que este mecanismo de comunicacion

nerviosa estd mas relacionado con la comunicacion neuroendocrina y sus origenes
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pudieran ser mas primitivos que los de la comunicacion sinaptica, considerandose como un

tipo de secrecion paracrina.

Perspectivas.

Con las distintas cinéticas de aumento en fluorescencia se evaluaron de manera
preliminar las ecuaciones matematicas a las cuales se podrian ajustar, para conocer como es
el proceso de secrecion y la naturaleza de la maquinaria que se involucra con €l. Dado que
son cinéticas diferentes y presentan caracteristicas particulares, falta por hacer un estudio
detallado. Por ello se tiene planeado realizar un modelo matematico que considere las
variables bioldgicas en el fendmeno y las traduzca a variables matematicas, de manera que
pueda describir lo que sucede en la experimentacion.

Se han considerado varios experimentos que podrian realizarse en este sistema de
secrecion y que den informacion relevante acerca del fendmeno de la secrecion somatica de
neurotransmisores, por ejemplo, probar farmacos que afecten a los microtubulos pero cuya
accion sea reversible. Esto para saber si en una misma célula la secrecion puede
restablecerse después de haber retirado el farmaco. Un paso siguiente seria evaluar la
relacion de los filamentos de actina en el transporte vesicular con ayuda de un farmaco
despolimerizador de microfilamentos. Otro experimento podria consistir en visualizar los
motores moleculares con anticuerpos unidos a marcadores fluorescentes y relacionarlos con
la movilizacién de vesiculas marcadas. También se podria desactivar a la cinesina, que al
parecer es la responsable del transporte de vesiculas para su secrecion. Esto ofreceria una
evidencia mas directa del motor molecular que interviene en la exocitosis. Una posibilidad
seria usar un analogo de ATP no hidrolizable. También podria usarse un inhibidor

especifico para la cinesina (Sackowicz, et al., 1998). Por otra parte seria util estudiar como
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se distribuyen los complejos moleculares que se involucran con el marcaje de los sitios de
exocitosis, como el complejo SNARE o el complejo Exocyst. Con esto se podria ubicar si

hay sitios preferenciales de secrecion como lo sugiere la microscopia electronica.
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CONCLUSIONES.

La cinética de secrecién somatica de serotonina en la neurona de Retzius es diferente en
celulas estimuladas con cafeina que en células estimuladas eléctricamente. Ya que la
liberacion directa de las reservas internas de calcio produce una secrecion rapida con una
cinética logaritmica, mientras que la estimulacion eléctrica a altas frecuencias tiene como
consecuencia una secrecion inicial lenta que se ve incrementada a lo largo del tiempo y en
respuesta a la aplicacion de mas estimulos. Esto parece indicar que la secrecién somatica
ante la estimulacion eléctrica es un proceso con factores cooperativos.

En células estimuladas eléctricamente hubo diferencias en los incrementos de
fluorescencia en diferentes areas de una misma neurona. Esto sugiere que la secrecion de
serotonina tiene zonas preferenciales y coincide con lo demostrado por la microscopia
electronica, que muestra vesiculas agrupadas en cumulos a distintos niveles de la
membrana plasmatica.

La secrecidén somatica de serotonina fue afectada por la despolimerizacion de los
microtibulos al punto de anular la secrecion y desacoplarla de la estimulacion eléctrica. De
esto se obtiene que los microtubulos participan en la movilizacién de cimulos vesiculares
hacia la membrana celular para su exocitosis.

La despolimerizacion de los microtibulos afecta a la endocitosis en menor medida
gue la exocitosis. Por lo que la endocitosis es mas dependiente de la estimulacién eléctrica
y la entrada de calcio que de los microtdbulos. Entonces, el hecho de que la endocitosis y la
exocitosis presenten una diferente dependencia de microtubulos sugiere que estos dos

procesos son independientes entre si.
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