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RESUMEN 

En este trabajo estudiamos el efecto que produce la serotonina sobre la 

excitabilidad de las propias neuronas serotonérgicas en el momento de ser 

liberada y sobre su propia liberación en las terminales sinápticas. Para ello 

utilizamos neuronas serotonérgicas de Retzius, aisladas del sistema nervioso 

central de la sanguijuela Hirudo medicinalis. 

La estimulación de las neuronas de Retzius con trenes de impulsos a 

diferentes frecuencias en condiciones fisiológicas produjo una hiperpolarización 

post-potencial que, al igual que las respuestas de las neuronas de Retzius a la 

serotonina, se invirtió al invertir el gradiente transmembranal de cloro mediante 

la utilización de microelectrodos intracelulares llenos de cloruro de potasio 

(KCl). La respuesta post-estimulación se abolió reversiblemente cuando la 

secreción de serotonina fue bloqueada sustituyendo el calcio por magnesio en 

la solución extracelular, y no se presentó en neuronas donde la reserva de 

serotonina fue eliminada mediante el tratamiento con reserpina, mostrando que 

la respuesta post-estimulación es producida por la serotonina liberada por las 

propias neuronas de Retzius, que actúa sobre autorreceptores produciendo 

una hiperpolarización dependiente de corrientes de cloro. 

Para estudiar cómo la auto-respuesta a la serotonina afecta la 

excitabilidad de las neuronas de Retzius, analizamos el porcentaje de fallas en 

los potenciales de acción durante trenes de pulsos intracelulares de corriente a 

1, 10 y 30 Hz. Las neuronas mostraron un aumento en el número de fallas 

proporcional al incremento en la frecuencia de estimulación. Mientras a 1 Hz 

las neuronas dispararon un potencial de acción en respuesta a cada pulso de 

corriente, al incrementar la liberación de serotonina mediante la estimulación a 

10 y 30 Hz se presentaron un 23% ± 6% y un 47% ± 2% de fallas 

respectivamente. Las fallas desaparecieron reversiblemente al agregar el 

antagonista serotonérgico metisergida. Las neuronas tratadas con reserpina, 

presentaron únicamente un 5 ± 4% de fallas, pero respondieron a la aplicación 

iontoforética de serotonina que incrementó el porcentaje de fallas a 35 ± 3 %. 



Para estudiar cómo la disminución en la excitabilidad afecta la liberación 

de serotonina de las terminales sinápticas, utilizamos sinapsis formadas en 

cultivo entre neuronas de Retzius y células mecanosensoriales sensibles a 

presión (P). Cuando la autoinhibición producida por la serotonina produjo fallas 

en los potenciales de acción en las neuronas presinápticas, la integral de la 

corriente postsináptica y el índice de liberación fueron significativamente 

menores que en registros donde incrementamos la amplitud de la corriente 

intracelular para forzar a la célula presináptica a disparar todos los potenciales 

de acción y así sobrepasar el mecanismo de autoinhibición. Además, la cinética 

de caída de las corrientes sinápticas fue significativamente más larga en 

presencia de la autoinhibición serotonérgica que cuando ésta fue sobrepasada, 

lo cual sugiere que la serotonina además de regular la cantidad de serotonina 

liberada mediante la regulación de la excitabilidad presináptica, acorta el curso 

temporal de su propia liberación mediante la hiperpolarización rápida de la 

membrana presináptica después de la estimulación.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



INTRODUCCIÓN Y ANTECEDENTES 

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

mensajero químico dentro y fuera del sistema nervioso tanto de invertebrados 

como de vertebrados. 

La mayor parte de la serotonina en los mamíferos se encuentra en 

células fuera del cerebro, como las plaquetas, los mastocitos o las células 

enterocromafines; sin embargo como no puede atravesar la barrera 

hematoencefálica, toda la serotonina que hay en el cerebro tiene que ser 

producida allí. 

La serotonina se sintetiza a partir de la hidroxilación inicial del triptofano 

por medio de la enzima hidroxilasa del triptofano, la cual le transfiere un átomo 

de oxígeno en la posición 5, dando como resultado 5-hidroxitriptofano (5-HTP). 

Esta reacción es el paso limitante en la síntesis de serotonina, y para ello la 

enzima requiere de oxígeno molecular y pteridina reducida como cofactor. 

Debido a que la concentración de triptofano en el cerebro normalmente no 

satura a la enzima, la síntesis de serotonina se incrementa con aumentos en la 

ingesta de triptofano; el nivel de oxígeno en los tejidos también regula la 

síntesis de serotonina. Posteriormente el 5-hidroxitriptofano es descarboxilado 

por la enzima descarboxilasa L-amino ácido aromático (AADC) dando como 

resultado 5-hidroxitriptamina o serotonina (Figura 1). 

La degradación de la serotonina es iniciada por la enzima oxidasa de 

monoaminas, que la convierte en 5-hidroxindolacetaldehido, el cual puede ser 

oxidado por una deshidrogenasa de aldehidos dependiente de NAD+ para 

formar ácido 5-hidroxi-inolacético, o bien reducido por una reductasa de 

aldehídos dependiente de NADH para producir 5-hidroxitriptofol. La vía que se 

lleva a cabo depende de las concentraciones relativas de NAD+ y NADH en el 

tejido. En el cerebro, el principal metabolito de la serotonina es el ácido 5-

hidroxi-indolacético.  



 

Figura 1. Vía de síntesis, degradación y estructura química de 
la serotonina (5-Hidroxitriptamina). 



  Dahlstrom y Fuxe en 1964, usando la técnica de histofluorescencia 

(Falck-Hillarp, 1962), encontraron la mayoría de los cuerpos serotonérgicos en 

grupos celulares designados por Taber, Brodal, y Walberg (1960) como los 

núcleos del Raphé. Dahlstrom y Fuxe describieron nueve grupos celulares que 

contienen serotonina, los cuales nombraron B1 a B9. Aunque los somas se 

encuentran restringidos a éstos núcleos, los axones de las neuronas 

serotonérgicas inervan prácticamente todas las áreas del sistema nervioso 

central (Figura 2).  

El número de neuronas serotonérgicas tanto en vertebrados como en 

invertebrados es pequeño, comparado con el total de neuronas en el sistema 

nervioso. Sin embargo las proyecciones de las neuronas serotonérgicas 

constituyen uno de los sistemas anatómicos y funcionales más complejos y 

extensos del cerebro (para revisión ver Jacobs y Azmitia, 1992). Por ejemplo 

aunque la proporción de neuronas 5-HT respecto al resto de neuronas del SNC 

es de 1/200,000 su capacidad de inervación de estructuras anteriores, como la 

corteza cerebral o el hipocampo, es muy alta estimándose de 3 a 6 millones el 

número de varicosidades por mm3 (Audet, et al., 1989; Oleskevich y 

Descarries, 1990). Esto, aunado a la diversidad e importancia de las funciones 

que regula la serotonina en el sistema nervioso, nos lleva a suponer que la 

actividad de las neuronas serotonérgicas debe estar muy finamente regulada. 

Los grupos de neuronas serotonérgicas B1 a B5 son pequeños, están en 

los núcleos más caudales del Raphé y envían sus proyecciones dentro del tallo 

cerebral y hacia la médula espinal, donde modulan la transmisión en las vías 

involucradas en la percepción del dolor. Los grupos B6 y B7 son considerados 

conjuntamente como el núcleo dorsal de Raphé. El grupo B8 corresponde al 

núcleo medio del Raphé. El grupo B9 esta formado por parte del tegmento 

ventrolateral del puente y el cerebro medio.  

Los núcleos del Raphé dorsal y medial dan salida a múltiples paquetes 

de axones que forman caminos separados para diferentes regiones cerebrales, 

inervando prácticamente todo el cerebro, incluyendo la corteza cerebral.  



Se ha observado que estructuras funcionalmente relacionadas en el 

cerebro son inervadas por el mismo grupo de neuronas serotonérgicas, por 

ejemplo el hipocampo y el séptum (estructuras límbicas) parecen estar 

inervadas predominantemente por neuronas del Raphé medial, mientras que el 

estriado y la sustancia nigra (sistema de los ganglios basales que median la 

actividad motora) son inervados por el Raphé dorsal. Además, las células 

dentro del Raphé dorsal y medial están organizadas en zonas particulares o 

grupos que envían axones a áreas específicas del cerebro como la corteza o el 

hipocampo.  

Figura 2.- Núcleos serotonérgicos y sus principales 
proyecciones (representadas por flechas) en el SNC. 
Modificado de Nestler, et al., Molecular Neuropharmacology, 
2001. 

 

La liberación de serotonina ocurre principalmente por exocitosis, ya que 

por ser una molécula con carga eléctrica, no puede atravesar la membrana 



plasmática por difusión simple. Además, es necesario que la serotonina se 

almacene en vesículas para protegerla de la degradación por la oxidasa de 

monoaminas. La serotonina es almacenada en vesículas por un transportador 

vesicular de monoaminas sensible a la reserpina y tetrabenacina (Ericsson, et 

al., 1992). En el interior de la vesícula, la serotonina permanece unida a una 

proteína denominada proteína de unión a la serotonina o SBP por sus siglas en 

inglés (Gershon, et al., 1983).  

Una vez liberada, la serotonina puede activar receptores pre y 

postsinápticos o ser recaptada mediante su transportador específico, siendo 

éste el principal mecanismo para regular su concentración extracelular y su 

disponibilidad para activar receptores. El transportador se localiza en áreas 

ricas en cuerpos y terminaciones serotonérgicas (Azmitia, 1981; Fuxe, et al., 

1983; Hrdina, et al., 1990; Qian, et al., 1995), así como en células gliales (Katz 

y Kimelberg, 1985). 

Algunas terminales serotonérgicas establecen contactos sinápticos 

especializados con neuronas blanco. Estos contactos especializados sugieren 

una asociación fuerte entre la neurona presináptica y su blanco. Sin embargo 

en algunas áreas del sistema nervioso central hay sitios en varicosidades 

axonales y en dendritas que morfológicamente parecen ser de liberación, pero 

carecen de estructuras postsinápticas (Chazal y Ralston, 1987; Moukhles, et 

al., 1997). Se ha propuesto que en estos sitios, la serotonina liberada difunde 

para actuar como neuromodulador, modificando la actividad sináptica en las 

neuronas circundantes (Bunnin y Wightman, 1999). Además, la serotonina es 

liberada en grandes cantidades por el soma de las neuronas serotonérgicas 

(Trueta, et al., 2003a), como ocurre con otros neuromoduladores (Zaidi y 

Mattews, 1997, 1999; Puopolo, 2001; Huang y Neher, 1996) lo cual podría 

tener efectos paracrinos. Tanto en vertebrados como en invertebrados, la 

serotonina es también secretada por órganos neurohemáticos hacia el sistema 

circulatorio, actuando como neurohormona sobre órganos periféricos. La 

serotonina entonces, puede actuar de tres modos distintos: como 

neurotransmisor en sinapsis especializadas, como neuromodulador en sitios de 

secreción paracrina, y como neurohormona, cuando es liberada a la circulación 

desde órganos neurosecretores. 



Los mecanismos de liberación de serotonina en terminales sinápticas se 

conocen a partir de sinapsis entre neuronas cultivadas de sanguijuela, en las 

que la serotonina se encuentra tanto en vesículas claras como en vesículas de 

núcleo denso (Kuffler, et al., 1987; Bruns, et al., 2000). En estas terminales 

sinápticas, la liberación es cuántica, dependiente de calcio (Henderson, et al., 

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

 

Regulación de funciones fisiológicas por la serotonina. 

La serotonina desempeña un papel muy importante regulando circuitos 

neuronales que controlan una gran variedad de funciones fisiológicas y 

conductas tanto en invertebrados como en vertebrados, incluyendo al ser 

humano. Sin embargo, a diferencia de los invertebrados, en donde se conocen 

muy bien las vías y los mecanismos por los que la serotonina ejerce sus 

efectos, la complejidad del sistema nervioso de los vertebrados no ha permitido 

tener un conocimiento tan profundo de estos mecanismos.  

Entre las funciones que regula la serotonina se encuentran algunos 

patrones motores (McCall y Aghajanian, 1979; Jacobs y Fornal, 1993; White, et 

al., 1996; Weiger, 1997), la ingestión de alimentos (Breisch, et al., 1976; Saller 

y Stricker, 1976), el sueño, la atención (Jacobs y Azmitia, 1992), la conducta 

sexual (Hull, et al.,1999), la conducta social desde la agresión hasta la 

depresión (Raleigh, et al., 1991) y el aprendizaje (Klein, et al., 1980; Byrne, et 

al., 1991; Ehrlich, et al., 1992; Sahley, 1994). Además participa en el control 

hipotalámico de la secreción pituitaria, de prolactina, adrenocorticotropina y 

hormona del crecimiento (Frazer y Hensler, 1994). 

En humanos, se ha asociado a la serotonina con varios desórdenes 

conductuales y transtornos neurológicos como la depresión (Arango, et al., 

2002), la esquizofrenia (Brinden, et al., 2002), la epilepsia (Jobe, et al., 1999), 

la ansiedad (Jenike, et al., 1996), así como en trastornos alimenticios como la 

anorexia nerviosa (Frazer y Hensler, 1994). 

 



Se ha propuesto que las vías serotonérgicas en los mamíferos controlan 

la ansiedad. La activación de la vía ascendente del núcleo dorsal del Raphé 

facilita las conductas defensivas aprendidas. Por otro lado, la activación de la 

vía del núcleo dorsal del Raphé al área periventricular inhibe las reacciones 

innatas de pelea o escape. Se cree que la disfunción de éstas vías está 

relacionada con el transtorno de ansiedad y con el pánico (Zangarossi, et al., 

2001). La vía del núcleo medial del Raphé hacia el hipocampo, por su parte, 

atenúa el estrés mediante la facilitación de la transmisión en el hipocampo 

(Graeff, et al., 1996). Los ratones que no expresan el receptor 5HT1A muestran 

más miedo en varias pruebas de comportamiento, lo que sugiere que este 

receptor modula algún circuito relacionado con el miedo (Gross, et al., 2000). 

La serotonina parece estar involucrada también en la regulación de los 

ritmos circadianos, ya que el núcleo supraquiasmático, que es la estructura que 

coordina estos ciclos, recibe una inervación serotonérgica muy densa de los 

núcleos del Raphé. Aunque se desconoce la función exacta de esta entrada 

serotonérgica, se ha mostrado que la aplicación de agonistas serotonérgicos 

cambia la fase de actividad eléctrica espontánea de las neuronas de núcleo 

supraquiasmático en rebanadas de cerebro aisladas (Prosser, et al., 1990). En 

el gato, las neuronas serotonérgicas del núcleo dorsal del Raphé tienen 

cambios marcados en su actividad a lo largo de estos ciclos. Durante la vigilia, 

tienen una actividad lenta y rítmica, que disminuye cuando el animal entra en 

estado de sueño de ondas lentas. Durante el sueño REM la actividad en estas 

neuronas cesa por completo. En contraste, estímulos que producen atención 

incrementan la actividad de estas neuronas. Se ha propuesto que la serotonina 

coordina la actividad del sistema nervioso manteniendo un tono de actividad de 

acuerdo con el nivel de atención del organismo (Jacobs y Azmitia, 1992). 

La accesibilidad para realizar registros electrofisiológicos en neuronas 

identificadas que ofrecen los invertebrados ha permitido estudiar con detalle las 

funciones de la serotonina y las vías neuronales que regula. En langostas se ha 

estudiado ampliamente la modulación que ejerce la serotonina en la conducta 

agresiva y en las conductas asociadas con el establecimiento de jerarquías 

sociales entre pares de individuos. Cuando se colocan dos langostas 

conviviendo en un mismo espacio, en un principio ambas muestran una 



conducta agresiva que consiste en caminar erguidas manteniendo las 

extremidades flexionadas y mostrando las pinzas hacia adelante. Los dos 

individuos presentarán algunos encuentros agresivos, pero posteriormente se 

determina cuál de ellos va a ser el dominante y cuál el subordinado. Con base 

en la descripción anterior el individuo que resulta dominante permanece 

erguido con las extremidades flexionadas y se desplazará por todo el tanque, 

mientras que el subordinado tiende a extender las extremidades, pegando su 

cuerpo al fondo y permanece en rincones del tanque, evitando al individuo 

dominante (Harris-Warrick y Kravitz, 1984; Kravitz, 2000). La serotonina y la 

octopamina producidas en el sistema nervioso de estos animales regulan las 

conductas que determinan si un individuo es dominante o subordinado. La 

inyección de serotoinina produce una postura dominante que consiste en la 

flexión de las extremidades y el abdomen, mientras que la octopamina por el 

contrario produce una conducta sumisa que consiste en la extensión de las 

extremidades (Livingstone, et al., 1980). En estos organismos se conoce con 

detalle el mecanismo de acción de la serotonina (Kravitz, 2000). Algunas 

neuronas de comando (Wiersma e Ikeda, 1964) estimulan a dos pares de 

neuronas serotonérgicas, que amplifican la señal y activan el patrón motor de 

flexión de las extremidades, en el que se estimulan las motoneuronas 

excitadoras de los músculos flexores y las inhibidoras de los músculos 

extensores, a la vez que se inhiben las motoneuronas inhibidoras de los 

músculos flexores y las excitadoras de los músculos extensores (Harris-Warrick 

y Kravitz, 1984). La octopamina, por el contrario, inhibe a las motoneuronas 

excitadoras de los músculos flexores y a las inhibidoras de los músculos 

extensores, y excita a las motoneuronas activadoras de los músculos 

extensores y a las inhibidoras de los músculos flexores (Harris-Warrick y 

Kravitz, 1984).  

La serotonina también modula la conducta agresiva y el establecimiento 

de la dominancia social en los mamíferos, incluyendo al ser humano. En los 

primates, los individuos con una baja actividad serotonérgica en el sistema 

nervioso central (Higley y Linnoila, 1997) o tratados con antagonistas 

serotonérgicos (Raleigh, et al., 1991), expresan conductas agresivas e 

impulsivas que los llevan a un aislamiento social convirtiéndose en 



subordinados, mientras que los individuos que fueron tratados con agonistas 

serotonérgicos o inhibidores de la recaptura de serotonina muestran menos 

agresividad, convirtiéndose en dominantes (Raleigh, et al., 1991). 

La serotonina inhibe también algunos aspectos del comportamiento 

sexual, en ratas tanto hembras como machos. En machos se ha visto que 

incrementa la latencia para la iniciación de la cópula y para la eyaculación (Hull, 

et al., 1999) . 

En los mamíferos el incremento de serotonina o la inyección 

intraventricular de inhibidores de la recaptura de serotonina disminuyen la 

ingesta de alimentos. Por el contrario la activación de receptores 5HT1A que 

inhiben el disparo de las neuronas serotonérgicas, incrementa la ingesta de 

alimentos (Breisch, et al., 1976; Saller y Stricker, 1976). En invertebrados como 

la sanguijuela, la serotonina es un transmisor de particular importancia en todos 

los aspectos de la conducta alimenticia, como se describe con detalle más 

adelante.  

La serotonina también participa en procesos de aprendizaje. Por ejemplo 

en el nemátodo Caenorhabditis elegans, la asociación entre el olor y el 

alimento es producto de un proceso celular de aprendizaje cuya 

neurotransmisión está mediada por serotonina. (Sze, et al., 2000; Nuttley, 

2002). La ingesta puede reducir la sensibilidad al olor por medio de un 

mecanismo serotonérgico en donde la reducción de serotonina disminuye la 

sensibilidad al olor (Chao, et al., 2004). La serotonina modula también procesos 

de aprendizaje en la sanguijuela (Ehrlich, et al., 1992; Sahley, 1994; Lockery y 

Kristan, 1991), modificando la actividad de las células S (Burell, et al., 2001, 

2002). 

En Aplysia la estimulación del manto por tacto o por corrientes de agua 

produce la retracción del sifón y del manto. Si se aplica un estímulo de 

intensidad media después de uno muy fuerte como un choque eléctrico a la 

cola del animal, la intensidad de la respuesta aumenta y permanece así por 

más de una hora. A este fenómeno se le conoce como sensibilización. Se ha 

encontrado que la estimulación intensa produce la liberación de serotonina de 



interneuronas, la cual actúa sobre las neuronas sensoriales activando la 

producción de AMPc, que a su vez activa a la cinasa de proteínas A. Ésta 

fosforila un tipo de canales de potasio llamados canales S. La fosforilación 

reduce la actividad de estos canales, con lo que la duración del potencial de 

acción es prolongada y por lo tanto entra más calcio a la terminal presináptica. 

Además, el AMPc incrementa la movilización de vesículas sinápticas hacia la 

poza liberable, lo cual incrementa la transmisión a las motoneuronas que 

producen el reflejo de retracción del manto (Klein, et al., 1980; Byrne, et al., 

1991).  

 

Receptores de serotonina.  

La serotonina actúa sobre distintos tipos de receptores, que se 

distinguen por su farmacología y por las respuestas que producen en las 

células blanco. La mayoría de los receptores a serotonina son metabotrópicos; 

sólo los receptores 5-HT3 son ionotrópicos (Peroutka, 1993). Cada uno de los 

receptores está distribuido de manera distinta en las diferentes áreas del 

sistema nervioso central. En los mamíferos se han identificado siete tipos de 

receptores a serotonina, algunos de los cuales tienen a su vez varios subtipos.  

Los receptores 5-HT1 se caracterizan por su alta afinidad por la 

serotonina y constituyen una población heterogénea en cuanto a su 

farmacología: el receptor 5-HT1A tiene una alta afinidad por la espiperona 

(Peroutka y Snyder, 1979), mientras que el 5-HT1B tiene baja afinidad por este 

fármaco (Pedigo, et al., 1981). Los receptores 5-HT1A tienen una localización 

dual: se localizan en el cuerpo de las neuronas serotonérgicas, donde actúan 

como autorreceptores y también en terminales postsinápticas, preferentemente 

en estructuras límbicas (Pazos y Palacios, 1985; Verge, et al., 1985; Miquel, et 

al., 1991; Pompeiano, et al., 1992; Kia, et al., 1996). Los receptores 5-HT1A 

están presentes en alta densidad en neuronas piramidales y granulares en el 

hipocampo (Pompeinao, et al., 1992; Burneo, et al., 1995; Francis, et al., 1992), 

el séptum, la amígdala, el hipotálamo y la neocorteza (Barnes y Sharp, 1999). 

Tanto en el hipocampo como en el núcleo del Raphé, los receptores 5-HT1A 

están asociados a la apertura de canales de K+, a través de una proteína G 



(Nicoll, et al., 1990; Aghajanian, 1995). En tejido hipocampal el receptor 5-

HT1A se puede acoplar positivamente con la adenilato ciclasa (Shenker, et al., 

1983; Markstein, et al., 1986; Fayolle, et al., 1988), pero además se puede 

acoplar negativamente con la adenilato ciclasa mediante proteínas G (Boess y 

Martin, 1994; Saudou y Hen, 1994; Albert, et al., 1996).  

Algunas especies como en el cerdo, el gato, los bovinos y el hombre, no 

presentan el receptor 5-HT1B pero presentan un tipo de receptor llamado 5-

HT1D . Por medio de estudios de unión de radioligandos, se ha demostrado 

que el receptor 5-HT1B en ratas y ratones y el receptor 5-HT1D en cerebro 

bovino y humano se presentan en alta densidad en los ganglios basales, 

particularmente en el globo pálido, y la sustancia nigra (Pazos, et al., 1985a; 

Verge, et al., 1986; Bruinvels, et al., 1993). En el plexo coroideo se encontró 

una alta densidad de otro grupo de receptores 5-HT1 con características 

farmacológicas distintas a los dos anteriores. A este receptor se le llamó 5-

HT1C. Los receptores 5-HT1B y 1D son también autorreceptores. Hay 

receptores 5-HT1B y 5-HT1D en sitios postsinápticos donde pueden modular la 

liberación de otros neurotransmisores (Maura y Raiteri, 1986; Cassel, et al., 

1995; Harel-Dupas, et al., 1991). Estos receptores serotonérgicos están 

asociados a la inhibición de adenilato ciclasa a través de una proteína G 

(Adham, et al., 1992; Levy, et al., 1992; Hamblin y Metcalf, 1991; Weinshank, et 

al., 1992). 

La distribución y función del resto de receptores de tipo 1 (5-HT1E y 5-

HT1F) se conoce mucho menos debido a la falta de radioligandos selectivos. El 

receptor 5-HT1E se identificó inicialmente en homogenados de corteza humana 

(Leonhardt, et al., 1989) y tiene una distribución parecida a la de los receptores 

5-HT1B (Millar y Teitler, 1992). El ARNm del receptor 5-HT1F se ha encontrado 

en núcleo del Raphé dorsal, corteza, hipocampo, estriado y, en menor grado, 

en tálamo e hipotálamo (Adham, et al., 1993; Lovenberg, et al., 1993).  

En muchas áreas de la corteza cerebral se encuentra una alta densidad 

de receptores 5-HT2. Los receptores 5-HT2 también se encuentran con una 

densidad particularmente alta en el claustrum, una región que está conectada a 

la corteza visual, a partes del sistema límbico, a los ganglios basales y al 



núcleo olfatorio (Pazos, et al., 1985b, 1987; López-Giménez, et al., 1997). Los 

receptores 5-HT2 activan la hidrólisis de fosfoinosítidos (Boess y Martín, 1994; 

Sanders-Bush y Canton, 1995; Pritchett, et al., 1988a y b; Julios, et al., 1990; 

Stam, et al., 1992) y movilización de Ca2+ a través de la fosfolipasa C tras la 

activación inicial de una proteína G (De Chaffoy, et al., 1985; Doyle, et al., 

1986). Además activan una corriente entrante que produce la despolarización 

neuronal, aparentemente mediante el cierre de canales de K+ a través de una 

proteína G (Aghajanian, 1995). El receptor 5-HT2B se encuentra sobretodo en 

tejidos periféricos donde media, por ejemplo, la contracción del musculo liso 

(Kursar, et al., 1992). En el cerebro de rata se ha detectado muy poca cantidad 

de este receptor (Foguet, et al., 1992). Los receptors 5-HT2C, se encuentran 

en alta densidad en los plexos coroideos (Palacios, et al., 1986). También se 

han detectado en otras regiones como el sistema límbico y áreas asociadas a 

la actividad motora, así como en la corteza frontal y piriforme, el núcleo 

olfatorio, el núcleo subtalámico y el núcleo del Raphé dorsal (Pazos, et al., 

1985; Clemett, et al., 2000), aunque en menor proporción que en los plexos 

coroideos.  

Los receptores 5-HT3 son los únicos receptores a serotonina que 

producen respuestas directas, es decir, son receptores ionotrópicos que forman 

un canal catiónico permeable a Na+ y K+ (Wallis y Elliot, 1991). La activación de 

este receptor produce una rápida despolarización de la membrana neuronal. 

Los receptores 5-HT3 se encuentran en alta densidad en ganglios y nervios 

periféricos, así como en la sustancia gelatinosa de la médula espinal. La mayor 

densidad del receptor 5-HT3 en el cerebro se ha encontrado en regiones como 

el hipocampo, la amígdala, en capas superficiales de la corteza, el núcleo 

caudado y el putamen (Abi-Dargham, et al., 1993; Bufton, et al., 1993; Parker, 

et al., 1996).  

Además se ha descrito otro receptor a serotonina en el sistema nervioso 

central, el tracto gastrointestinal y el corazón, el 5-HT4. Las características 

farmacológicas de este receptor no se parecen a las de los otros tres tipos 

descritos, y debido a que no tiene un radioligando de alta afinidad no se ha 

podido estudiar mucho. El receptor 5-HT4 activa a la adenilato ciclasa e inhibe 



canales de K+, está involucrado en la modulación de la actividad de varias 

neuronas en el sistema nervioso central, por ejemplo facilita la liberación de 

acetilcolina (Tonini, et al., 1989, 1992; Craig y Clarke, 1990; Elswood, et al., 

1991; Kilbinger, et al., 1995) y modula la liberación de dopamina en el cerebro 

(Benloucif, et al., 1993; Gale, et al., 1994; Bonhomme, et al., 1995; Steward, et 

al., 1996).  

El receptor 5-HT5 es probablemente el menos comprendido de todos los 

receptores de serotonina. Este receptor tiene dos subtipos: el receptor 5-HT5A 

y el receptor 5-HT5B. Se ha mostrado la presencia de tres tipos de RNA 

mensajero del receptor 5-HT5A en extractos del cerebelo y del cerebro de rata 

utilizando Northern blot (Erlander, et al., 1993) y con estudios con hibridación in 

situ se mostró que los receptores 5-HT5B se encuentran en baja densidad en el 

núcleo supraóptico y en el hipotálamo (Erlander, et al., 1993) así como en otras 

regiones del cerebro de la rata como el núcleo del Raphé dorsal y el bulbo 

olfatorio. Por estudios de unión a radioligandos se sabe que ambos receptores 

se encuentran acoplados a proteínas G (Barnes y Sharp, 1999).  

El receptor 5-HT6 se encuentra en el núcleo caudado, en el núcleo 

acumbens y en el hipocampo de la rata. La utilización de algunos 

antidepresivos que tienen un efecto antagónico con los receptores 5-HT6, 

sugiere una posible relación entre estos receptores y la depresión (Boess, et 

al., 1997). Este receptor está acoplado positivamente con la adenilato ciclasa a 

través de proteínas G (Conner y Mansour, 1990; Schoeffter y Waeber, 1994).  

El receptor 5-HT7 tiene una distribución distinta en el sistema nervioso 

central. En el cerebro de la rata y del cuyo, se encuentra altamente expresado 

en regiones del tálamo, hipotálamo e hipocampo, mientras que en la corteza 

cerebral y en la amígdala se encuentran generalmente niveles bajos de 

expresión de este receptor (To, et al., 1995; Gustafson, et al., 1996; Stowe y 

Barnes, 1998). El receptor 5-HT7 parece estar implicado en la regulación de los 

ritmos circadianos, así como en algunos desordenes psiquiátricos. Estudios 

realizados por Beck y Bacon (1998), mostraron que el receptor 5-HT7 inhibe la 

hiperpolarización post-estimulación en neuronas piramidales hipocampales en 

CA3, un efecto análogo al del receptor 5-HT4 en neuronas hipocampales en 



CA1. Está acoplado positivamente a la adenilato ciclasa a través de proteínas 

G (Bard, et al., 1993; Lovenberg, et al., 1993 a, b; Plassat, et al., 1993). 

Algunos registros intracelulares con células hipocampales piramidales en 

rebanadas de cerebro muestran que la serotonina produce hiperpolarizaciones 

y reduce la resistencia de entrada (Segal, 1980). 

Autorreceptores.  

Las neuronas serotonérgicas tanto de vertebrados como de 

invertebrados tienen autorreceptores de serotonina que participan en la 

regulación de su actividad eléctrica.  

En mamíferos el receptor 5-HT1 es un autorreceptor que se localiza en el 

área somatodendrítica de las neuronas serotonérgicas en los núcleos del 

Raphé y modula su actividad eléctrica (Verge, et al., 1985; Blier, et al., 1998), 

produciendo una retroalimentación negativa (Sprouse y Aghajanian, 1987), 

mientras que los autorreceptores 5-HT1B y 5-HT1D se han localizado en 

terminales serotonérgicas presinápticas en diferentes especies (Göthert, 1990; 

Stamford, et al., 2000; Sari, 2004).  

Cuando se incrementa la concentración de serotonina en el cerebro, por 

ejemplo después de la administración del L-triptofano o con la aplicación de 

serotonina exógena, la actividad de las neuronas serotonérgicas disminuye 

(Gallager y Aghajanian, 1976; Trulson y Jacobs, 1976). La aplicación 

microiontoforética de serotonina suprime reversiblemente el disparo 

espontáneo en células serotonérgicas de la rata (Sprouse y Aghajanian, 1988). 

Además, algunos estudios han mostrado que la autoinhibición de serotonina en 

cortes del Raphé en ratas es dependiente de L-triptofano y de la triptofano 

hidroxilasa activada por cinasas; la actividad en algunos de los cortes no se ve 

afectada por los antagonistas de los receptores 5HT1A debido al bajo 

contenido de serotonina en éstos. Al restablecer el nivel de serotonina con la 

adición de L-triptofano se restablece la síntesis de serotonina, lo cual rehabilita 

la autoinhibición mediada por los receptores 5HT1A (Liu, et al, 2005).  

La aplicación de agonistas de los receptores 5-HT1A, 5-HT1B o 5-HT1D 

suprime el disparo espontáneo en neuronas serotonérgicas del núcleo dorsal 



del Raphé. Los efectos producidos por la aplicación de agonistas así como por 

la aplicación exógena de serotonina se han observado en diferentes especies: 

incluyendo la rata (Rogawski y Aghajanian, 1981; Gobert, et al., 1995; De 

Montgny y Aghajanian, 1977; VanderMaelen, et al., 1986; Sprouse y 

Aghajanian, 1987; Sinton y Fallon,1988) el gato (Fornal, et al., 1994; Casimir, et 

al., 1994) y el ratón (Trulson y Crisp, 1986; Trulson y Frederickson, 1987; 

VanderMaelen, et al., 1986; Sprouse y Aghajanian, 1987; Sinton y Fallon, 

1988). Además se ha demostrado que la administración sistémica o local de 

agonistas selectivos del receptor 5HT1A en el núcleo de Raphé inhibe la 

síntesis (Hjorth y Magnusson, 1988; Invernizzi, et al., 1991) y liberación (Sharp, 

et al., 1989; Bonvento, et al., 1992) de serotonina. 

Por otro lado se ha observado que la administración de antagonistas del 

autorreceptor 5-HT1A produce un incremento dependiente de la dosis en el 

disparo de las neuronas serotonérgicas (Casimir, et al., 1994). Sin embargo 

cabe destacar que la eficacia de estas drogas en la supresión de la actividad 

neuronal, particularmente a bajas dosis, está altamente influenciada por el 

estado de desarrollo del animal (Casimir, et al., 1994). 

La liberación de 5-HT por las dendritas y posiblemente por terminales 

axónicas en la región del Raphé (Chazal y Ralston, 1987) parece inhibir a las 

neuronas serotonérgicas por la activación de autorreceptores 

somatodendríticos, lo cual produce una hiperpolarización de la membrana 

celular al incrementar la conductancia de potasio (Aghajanian y Lakoski, 1984). 

Estudios donde se usaron animales anestesiados, no mostraron cambios 

en la actividad espontánea de las neuronas serotonérgicas del núcleo del 

Raphé dorsal después de bloquear farmacológicamente a los autorreceptores 

de serotonina con la administración sistémica de espiperona. Esto se podría 

atribuir a la baja actividad espontánea de las neuronas serotonérgicas bajo 

anestesia, correspondiente a un nivel bajo de serotonina endógena liberada 

(Lum y Piercey, 1988; Blier, et al., 1998).  

La sensibilidad de los autorreceptores somatodendríticos serotonérgicos 

varía en los diferentes grupos de células del Raphé. Por ejemplo, las neuronas 

del núcleo del Raphé caudal (Raphé pálido y Raphé magno) presentan una 

respuesta menor a los agonistas del autorreceptor 5-HT1, tales como el 5-



MeODMT y LSD, que las neuronas del núcleo del Raphé rostral (Heym, et al., 

1982; Jacobs, et al., 1983; Fornal y Jacobs, 1988). En gatos las neuronas 

serotonérgicas del núcleo del Raphé son más sensibles que las neuronas 

serotonérgicas del núcleo central del Raphé a la aplicación sistémica de 

agonistas selectivos a 5-HT1A como el 8-OH-DPAT y la ipsapirona (Tada, et 

al., 1991). Por otro lado en células piramidales de rata el efecto inhibidor 

producido por agonistas del receptor 5HT1A es pequeño comparado con el 

efecto producido por la aplicación de serotonina exógena. A su vez el receptor 

5HT1B produce un efecto débil e irregular comparado con el receptor 5HT1A 

(Sprouse y Aghajanian, 1987). En resumen, la autoinhibición en cada tipo de 

neuronas serotonérgicas es diferente a pesar de la presencia de 

autorreceptores en todas ellas.  

La existencia de un control de retroalimentación negativo en los 

receptores 5HT1A ha sido cuestionado (Kalsner, 2000). Se ha propuesto que 

los autorreptores 5HT1A no controlan la actividad serotonérgica en condiciones 

fisiológicas sino que funcionan como sensor en respuesta a excesos de 

serotonina patológicos o farmacológicos (Adell, et al., 2002). 

En ganglios del sistema nervioso central de la langosta (Heinrich, et al., 

1999) y de la sanguijuela (Gocht y Heinrich, 2007; Rose, et al., 2006), las 

neuronas serotonérgicas tienen un periodo de inhibición del disparo 

espontáneo después de una estimulación prolongada. Al aumentar la amplitud 

o la duración del pulso de corriente de estimulación, hay un aumento en la 

duración de la autoinhibición post-activación. Sin embargo, la autoinhibición 

post-activación no es afectada por el vaciamiento de la reserva de serotonina 

mediante la inyección repetida de 5,7-dihidroxitriptamina, por lo que se ha 

propuesto que la autoinhibición que se observa en estas neuronas no es 

producida por la serotonina, sino por cambios en las propiedades intrínsecas 

de la membrana (Gocht y Heinrich, 2007; Rose, et al., 2006). 

La mayor parte de la evidencia que existe sobre autorregulación en 

neuronas serotonérgicas proviene de estudios en los que se aplicaron 

agonistas o antagonistas de los autorreceptores serotonérgicos y se observó 

un efecto ya sea en la actividad eléctrica de las neuronas serotonérgicas o en 

la cantidad de serotonina en el fluido extracelular. En estos experimentos, los 



fármacos afectan la respuesta de las neuronas serotonérgicas a la serotonina 

que ya se encuentra en el fluido extracelular en condiciones estacionarias, es 

decir la respuesta al llamado “tono” serotonérgico (ver Bunin y Wightman, 

1999). Sin embargo, no hay un estudio detallado de cómo la serotonina regula 

la actividad de la neurona en tiempo real en el momento de ser liberada.  

Además, se sabe poco sobre cómo la serotonina liberada afecta en ese 

momento su propia liberación (ver Chapul, et al., 1996; Piñeyro, et al., 1996). 

En este trabajo estudiamos el efecto en tiempo real de la serotonina liberada en 

la actividad eléctrica de las propias neuronas y en la liberación sináptica, 

utilizando neuronas identificadas aisladas del sistema nervioso central de la 

sanguijuela. 

 

Sistema nervioso de la sanguijuela.  

En este trabajo se utilizaron neuronas de Retzius aisladas del sistema 

nervioso central de la sanguijuela Hirudo medicinalis. En esta sección se 

describe este sistema nervioso con el fin de exponer las ventajas de esta 

preparación.  

Las sanguijuelas son anélidos pertenecientes a la clase Hirudinea. Su 

sistema nervioso central está conformado por una cadena ganglionar con un 

ganglio cefálico formado por la fusión de cuatro ganglios, un ganglio caudal 

formado por la fusión de siete ganglios y 21 ganglios segmentales que son 

similares entre sí (Figura 3A) y contienen alrededor de 400 neuronas cada uno. 

La mayoría de las neuronas han sido identificadas por su función, su forma, su 

patrón de actividad eléctrica y su localización (Nicholls y Baylor, 1968). Dentro 

del ganglio se encuentran los somas neuronales (Figura 3B) y parte de las 

neuritas, que forman el neuropilo. Algunas neuronas envían prolongaciones ya 

sea a través de las raíces laterales para inervar los órganos internos, músculos, 

piel y glándulas en la pared corporal, o a través de los nervios conectivos, para 

conectarse con neuronas en los ganglios adyacentes (Payton, 1981). 



 

 
 
 
 
Figura 3.- 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 fusión de varios ganglios, una anterior y otra 
posterior (imagen superior). B) Micrografía de un ganglio 
nervioso, cada ganglio presenta alrededor de 400 neuronas. 
Las neuronas de Retzius (R) son las neuronas más grandes de 
cada ganglio (tomado de Nicholls y Baylor, 1968).  

 

A diferencia del sistema nervioso central de los mamíferos, el de los 

invertebrados tiene la capacidad de regenerar después de una lesión (Baylor y 

Nicholls, 1971; Jahnsen y Nicholls, 1972). Esto ha permitido aislar neuronas 



individuales y mantenerlas en cultivo, en donde sobreviven por semanas, 

conservando sus características fisiológicas distintivas, tales como la forma de 

sus potenciales de acción y los transmisores que liberan. Además, si se ponen 

en contacto con un blanco adecuado forman sinapsis específicas (Fuchs, et al., 

1981). Como estas sinapsis se forman cerca del soma, los registros pre y 

postsinápticos reflejan fielmente lo que ocurre en la terminal sináptica (Nicholls 

y Kuffler, 1990).  

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

número limitado de neuronas en sus circuitos, el sistema nervioso de muchos 

invertebrados ha sido de gran utilidad para el estudio del funcionamiento básico 

de las neuronas y sus interrelaciones. El sistema nervioso de la sanguijuela ha 

sido uno de los más estudiados en neurobiología y ha contribuido a entender 

algunos aspectos básicos del funcionamiento del sistema nervioso (ver, por 

ejemplo, Muller, et al., 1981). Las ventajas del sistema nervioso de la 

sanguijuela para estudios de neurobiología provienen del número relativamente 

pequeño de neuronas que controlan cada función, de sus ganglios 

estereotipados, de los claros pasos que sigue en su desarrollo, de la capacidad 

de regeneración y del repertorio limitado de comportamientos que presenta 

(Blackshaw, et al., 1988). Cada neurona se repite de un ganglio a otro, de 

especímen a otro, e incluso entre distintas especies. Las neuronas tienen 

somas con diámetros de entre 10 y 80 µm, lo cual facilita realizar registros 

electrofisiológicos en ellos.  

En la sanguijuela se ha estudiado extensivamente el desarrollo del 

sistema nervioso central, la formación y el funcionamiento de las sinapsis 

serotonérgicas (Fernández de Miguel y Drapeau, 1995), la regeneración del 

sistema nervioso después de una lesión (Nicholls, 1987), así como el 

funcionamiento de las neuronas y de los receptores mecanosensoriales 

(Nicholls y Baylor, 1968; Blackshaw y Thompson, 1988; Blackshaw, et al., 

1988). 

 

 

 



Sistema serotonérgico en sanguijuelas.  

Se han identificado varias neuronas serotonérgicas en los ganglios de 

éste sistema nervioso, por tinción con el colorante rojo neutro (Lent y Frazer, 

1977). En la mayoría de los ganglios segmentales hay siete neuronas 

serotonérgicas: las dos neuronas de Retzius, que son las neuronas de mayor 

tamaño en el ganglio y contienen el 50% de la serotonina de la sanguijuela, dos 

pares de neuronas laterales localizados uno en la parte dorsal del ganglio 

(también llamadas células 21) y otro en la parte ventral (llamadas células 61), y 

una célula en el paquete medial posterior. Los tres primeros ganglios de la 

cadena presentan además un par de neuronas en el paquete medial anterior, 

cerca de las neuronas de Retzius. Las neuronas de Retzius envían axones 

hacia la periferia a través de las raíces laterales del ganglio, mientras que el 

resto de las células serotonérgicas tienen su árbol dendrítico restringido al 

sistema nervioso central.  

La serotonina regula una gran cantidad de funciones fisiológicas en la 

sanguijuela, la mayoría de ellas relacionadas con la conducta alimenticia.  

Cuando las sanguijuelas están hambrientas por lo general se encuentran 

en aguas poco profundas. Cuando detectan movimientos en el agua, que 

podrían provenir de una posible presa, empiezan a nadar hacia la fuente del 

movimiento. Las neuronas serotonérgicas desempeñan un papel fundamental 

en la iniciación del nado. 

 Las neuronas mecanosensoriales excitan a varias de las neuronas 

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

una vía polisináptica (Nusbaum y Kristan, 1986). La estimulación de las células 

21 y/o 61 causa la iniciación de episodios de nado en cadenas ganglionares 

(Nusbaum y Kristan, 1986), ya que éstas células a su vez excitan a 

interneuronas generadoras del patrón central del nado. El patrón de nado en 

estos organismos está coordinado por una serie de interneuronas que cuando 

se activan presentan una actividad osciladora. Estas interneuronas estimulan e 

inhiben de manera rítmica a las motoneuronas excitadoras e inhibidoras de los 

músculos longitudinales ventrales y dorsales de manera alternada. La 

activación de este patrón central ocurre de manera progresiva a lo largo de la 



cadena de ganglios, lo que da lugar a ondulaciones del cuerpo de adelante 

hacia atrás (Friesen, et al., 1976). 

La estimulación de las neuronas de Retzius o la aplicación de serotonina 

en el baño también produce episodios de nado (Willard, 1981). Esto ocurre 

porque la serotonina modula la actividad de algunas de las interneuronas 

osciladoras que pueden iniciar la actividad rítmica del circuito que produce el 

nado.  

Una vez que la sanguijuela encuentra una posible presa, comienza una 

fase de exploración. Tanto en la fase de nado como en la fase de exploración, 

hay un incremento en la actividad de las neuronas serotonérgicas (Wilson, et 

al., 1996). Cuando los labios de la sanguijuela sienten una superficie tibia, se 

activan algunas neuronas serotonérgicas que promueven la ingestión. La 

serotonina activa la ingesta, estimulando directamente a las glándulas salivales 

para secretar saliva, a las mandíbulas para morder y a la faringe para generar 

movimientos peristálticos, que continúan durante toda la fase de ingestión. 

Durante la ingestión, las sanguijuelas relajan los músculos de la pared 

corporal e incrementan la cantidad de moco en la piel. Las neuronas de Retzius 

estimulan directamente la secreción de moco en las glándulas mucosas de la 

pared corporal (Lent, 1973). 

La distensión de la pared corporal después de la alimentación 

hiperpolariza a las neuronas serotonérgicas, lo que produce un estado de 

saciedad que termina la ingestión (Groome, et al., 1993). Las sanguijuelas 

saciadas tienen una menor cantidad de serotonina en el sistema nervioso 

central y en la sangre que las hambrientas (Groome, et al., 1993) y se sitúan en 

aguas más profundas o en el fondo de los estanques, nadando mucho menos.  

La administración o la eliminación de serotonina causa alteraciones en la 

conducta alimenticia de estos animales, tales como hiperfagia y anorexia 

respectivamente (Lent, 1985).  

 

 

 



Sinapsis Retzius – P 

Si se pone en contacto el muñon de una neurona de Retzius aislada del 

sistema nervioso con una neurona mecanosensorial sensible a presión (a la 

que se llama célula P) en cultivo, se forma una sinapsis química unidireccional 

inhibidora similar a la que forman en ganglio (Fuchs, et al., 1982), donde la 

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

1989). En ésta sinapsis, la serotonina se libera de manera cuántica, 

dependiente de calcio (Henderson, et al., 1983) y del potencial de membrana 

presináptico (Dietzel, et al., 1986) y en la célula P se producen potenciales 

sinápticos mediados por corrientes de cloro (Henderson, et al., 1983). La 

sinapsis muestra facilitación o depresión dependiendo de las condiciones de 

estimulación (Dietzel, et al., 1986; Fuchs, et al., 1982). 

La serotonina es el principal neurotransmisor en las células de Retzius, y 

tal vez el único (Rude, et al., 1969). El soma de las neuronas de Retzius tiene 

alrededor de 80 µm de diámetro, por lo que es muy accesible para registros 

electrofisiológicos. Mediante microscopía electrónica se ha mostrado que en las 

terminales sinápticas de las neuronas de Retzius la serotonina se encuentra 

tanto en vesículas claras como en vesículas de núcleo denso (Kuffler, et al., 

1987; Bruns y Jahn, 1995). Registros amperométricos realizados por Bruns y 

Jahn (1995) mostraron que mientras las vesículas claras contienen 4,000 

moléculas de serotonina, las de núcleo denso contienen 64,000 (17 veces más 

serotonina que las claras). El soma de estas neuronas contiene sólo vesículas 

de núcleo denso (Bruns, et al., 2000; Trueta et al., 2003a). 

 

Receptores serotonérgicos en sanguijuela.  

  La transmisión sináptica química entre pares de neuronas de Retzius y 

entre neuronas de Retzius y células P es mediada por serotonina, que activa 

conductancias de cloro a través de al menos un receptor ionotrópico 

(Henderson, 1983; Liu y Nicholls, 1989; Lessman y Dietzel, 1991) y uno 

metabotrópico acoplado a la producción de AMP cíclico y a la activación de la 

cinasa de proteínas tipo A (Sanchez-Armass, et al., 1991). 



Las neuronas de Retzius presentan los mismos receptores en etapas 

embrionarias que en sanguijuelas adultas (Lessmann y Dietzel, 1991). 

Además en células P existe otro receptor famacológicamente similar al 

5-HT2, que activa pequeñas conductancias catiónicas monovalentes mediante 

la activación de la cinasa de proteínas tipo C (Drapeau y Sánchez-Armass, 

1988; Drapeau, et al., 1989; Sánchez- Armass, et al., 1991). Este receptor 

parece ser extrasináptico ya que cuando se forman sinapsis Retzius-P en 

cultivo, desaparecen las conductancias catiónicas que se observan en células 

P aisladas (Drapeau y Sánchez-Armass, 1988; Drapeau, et al., 1989). No se ha 

determinado el papel fisiológico de la respuesta despolarizante producida por 

las conductancias catiónicas.  

Se ha especulado que tanto la dopamina como la serotonina se unen a 

los mismos receptores en la sanguijuela (Leake y Walker, 1980). El grupo de 

Drapeau investigó esta posibilidad y encontraron que la serotonina activa 

canales de cloro de manera ionotrópica, mientras que la dopamina induce un 

incremento en la actividad de los mismos canales de cloro pero por la vía del 

AMPc al activar a la proteína cinasa A, es decir de manera metabotrópica (Ali, 

et al., 1998).  

 



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 
 

 

Desde hace décadas es conocido que la serotonina tiene un efecto de 

autorregulación sobre las neuronas serotonérgicas, tanto en vertebrados 

(Rogawski y Aghajanian, 1981; Gobert, et al., 1995; De Montgny y Aghajanian, 

1977; VanderMaelen, et al., 1986; Sprouse y Aghajanian, 1987; Sinton y Fallon, 

1988; Fornal, et al., 1994; Casimir, et al., 1994; Trulson y Crisp, 1986; Trulson y 

Frederickson, 1987) como en invertebrados (Heinrich, et al., 1999; Gocht y 

Heinrich, 2007; Rose, et al., 2006). Sin embargo, la mayor parte de los estudios 

realizados sobre autorregulación en neuronas serotonérgicas han consistido en 

aplicar agonistas o antagonistas de los autorreceptores serotonérgicos y 

analizar cómo se altera la frecuencia de disparo de las neuronas 

serotonérgicas, o la concentración de serotonina en el fluído extracelular, lejos 

de los sitios de liberación. Esta estrategia experimental altera principalmente el 

tono serotonérgico, es decir la cantidad de serotonina que hay en el fluido 

extracelular en el estado estacionario (ver Bunin y Wightman, 1999) y por ello, 

proveen una evidencia indirecta de cómo la serotonina que ya se encuentra 

bañando a los circuitos neuronales afecta a las propias neuronas 

serotonérgicas. Sin embargo, no existe un análisis detallado, de cómo la 

serotonina regula la actividad de las propias neuronas serotonérgicas en 

tiempo real mientras está siendo liberada. Además, se conoce poco sobre 

cómo la serotonina liberada afecta su propia liberación en las terminales 

sinápticas en ese momento (ver Chaput, et al., 1986; Piñeyro, et al., 1996).  

En este trabajo estudiamos el efecto que produce la serotonina en el 

momento de ser liberada sobre la excitabilidad de las propias neuronas 

serotonérgicas y sobre su propia liberación en las terminales sinápticas. Para 

ello utilizamos neuronas serotonérgicas de Retzius, aisladas del sistema 

nervioso central de la sanguijuela Hirudo medicinalis. La serotonina en las 

neuronas de Retzius, al igual que en otras neuronas de este sistema nervioso 

(Henderson, et al., 1983; Dietzel, et al., 1986; Liu y Nicholls, 1989; Fernández 

de Miguel y Drapeau, 1995) produce una hiperpolarización dependiente de 

corrientes de cloro (Lessmann y Dietzel, 1991). Dado que las neuronas de 

Retzius liberan serotonina, al menos algunos de los receptores a serotonina 



que presentan podrían ser autorreceptores y responder a la serotonina liberada 

por la propia neurona. Esto, junto con las ventajas que ofrece poder aislar las 

neuronas y mantenerlas en cultivo ya sea solas o formando sinapsis con 

neuronas blanco adecuadas, hace de las neuronas de Retzius una preparación 

ideal para estudiar la autorregulación serotonérgica en tiempo real, pues nos 

permite estudiar los mecanismos de acción. 

 

 

 

 

 



HIPÓTESIS: 
Si las neuronas de Retzius liberan serotonina y las terminales presinápticas 

tienen autorreceptores para la misma, entonces la serotonina liberada en 

respuesta a la estimulación podría producir un efecto sobre las propias 

neuronas en el momento de ser liberada. Si los autorreceptores en las 

terminales presinápticas activan corrientes de cloro, entonces la serotonina 

liberada por las neuronas de Retzius podría disminuir la excitabilidad de las 

propias neuronas en el momento de ser liberada, y disminuir así la liberación 

subsecuente de serotonina de las terminales presinápticas.     

 

OBJETIVO GENERAL: 
Determinar el efecto que produce la serotonina en el momento de ser liberada 

sobre la excitabilidad de las propias neuronas serotonérgicas y sobre su propia 

liberación en las terminales sinápticas.  

 
OBJETIVOS PARTICULARES: 
1.- Determinar si la hiperpolarización que presentan las neuronas de Retzius 

después de la estimulación es producida por la serotonina liberada por las 

propias neuronas. 

2.- Determinar si la serotonina disminuye la excitabilidad de las neuronas de 

Retzius en el momento de ser liberada. 

3.- Determinar si la serotonina liberada por las neuronas de Retzius regula la 

liberación subsecuente en las terminales presinápticas.  

 



MATERIALES Y MÉTODOS 
 

Aislamiento y cultivo neuronal 
 

Los experimentos se realizaron con neuronas de Retzius, aisladas del 

sistema nervioso central de sanguijuelas Hirudo medicinalis adultas. La cadena 

de ganglios que forma al sistema nervioso central se aisló bajo un microscopio 

estereoscópico, conservando las raíces de los ganglios segmentales unidas a 

tejido conectivo para facilitar su sujeción posterior. Durante la disección se 

mantuvo al animal bañado en una solución Ringer que contenía (en mM): NaCl 

120; KCl 4; CaCl2 2; tris-maleato 10. El pH se ajustó a 7.4 con HCl o NaOH. 

Las neuronas se aislaron siguiendo el procedimiento de Dietzel, et al., (1986), 

descrito a continuación. Los ganglios nerviosos se mantuvieron en medio de 

cultivo L-15 (Gibco, Gaithersburg, MD, USA) complementado con 2% de suero 

bovino fetal (Gibco) inactivado por calor, 6 mg/ml de glucosa y 0.1 mg/ml de 

gentamicina. Los ganglios se abrieron por la parte ventral con pinzas finas y se 

trataron con colagenasa-dispasa 2 mg/ml (Boehringer-Mannheim, Mannheim, 

Germany) durante 45 a 60 minutos, después de lo cual las neuronas de Retzius 

se identificaron visualmente por su localización en el ganglio y su tamaño 

característico: las dos neuronas de Retzius son las mayores en cada ganglio y 

se encuentran en la parte central (Figura 4). Las neuronas se aislaron una por 

una mediante la aplicación de succión a través de una micropipeta de vidrio, 

con lo que se obtuvo el soma unido a una parte del proceso primario, al que 

nos referimos como “muñon”.  

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 4 .- Aislamiento de neuronas identificadas de un ganglio 
de sanguijuela. La pipeta esta aislando una célula P.  
(R = neurona de Retzius). Tomado de Dietzel, et al., 1986. 

 

Las neuronas se enjuagaron varias veces con el medio de cultivo 

descrito, dentro de una campana de flujo laminar para limpiarlas y mantenerlas 

en condiciones de esterilidad, y se sembraron en platos de cultivo (Falcon, 

Franklin Lakes, NJ, USA), utilizando concanavalina-A (2 mg/ml) como substrato 

(Sigma, St. Louis, MO, USA) y el medio de cultivo descrito anteriormente. Se 

mantuvieron a 18-20ºC y se registraron entre 1 y 7 días después de haberlas 

sembrado. 

Para algunos experimentos se utilizaron sinapsis formadas en cultivo, 

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

soma de una célula P (Figura 5).  

Los pares Retzius-P se registraron después de 5 días en cultivo para 

garantizar la formación de las sinapsis.  

 

 



 

 

 

 

 

 

 
 
 
 

 
Figura 5 .- Sinapsis entre una neurona de Retzius y una célula P 
en cultivo. El muñón de la neurona de Retzius (R) hace contacto 
con el soma de la célula P (P). 

 
 

Antes de realizar los experimentos se comprobó que las neuronas que 

mantuvimos en cultivo estuvieran en buenas condiciones. Esto se hizo en 

primer lugar por inspección visual utilizando un microscopio invertido (Nikon, 

Diaphot). Las neuronas que no están saludables se ven obscuras y pueden 

presentar burbujas en la membrana, por lo que se corroboró que las neuronas 

que íbamos a utilizar en nuestros experimentos no presentaran ninguna de 

estas características. Otra forma de comprobar que las neuronas estuvieran 

sanas fue realizar registros electrofisiológicos y corroborar que tanto el 

potencial de reposo como la forma del potencial de acción tuvieran las 

características reportadas para cada tipo neuronal. En las neuronas de 

sanguijuela la actividad eléctrica de cada tipo neuronal está muy bien 

caracterizada y es un rasgo que nos permite identificarlas (Baylor y Nicholls, 

1971). Las células de Retzius sanas tienen un potencial de reposo cercano a –

60mV; por su parte las células P tienen un potencial de reposo de -50mV. 
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Registro intracelular 
 

Para estimular y registrar la actividad eléctrica de las neuronas de 

Retzius, se fabricaron microelectrodos intracelulares a partir de tubos capilares 

de borosilicato de pared delgada, con un diámetro externo de 1.0mm, y un  

diámetro interno de 0.75mm, y con un filamento interno (Federick Haer y Co), 

utilizando un estirador de pipetas Sutter P-97. Se usaron microelectrodos con 

una resistencia de 18-25 MΩ, llenos de acetato de potasio (KAc) 4M o en 

algunos experimentos llenos de cloruro de potasio (KCl) 3M para invertir el 

gradiente transmembranal de cloro. Se utilizó un amplificador para registro 

intracelular Axoclamp 2A (Axon Instruments, Unión City, CA, USA) en modo de 

balance de puente. Las neuronas se estimularon inyectando pulsos únicos o 

trenes de pulsos de corriente a diferentes frecuencias entre 1 y 50 Hz, 

utilizando un estimulador Grass S88 conectado a una unidad de aislamiento 

SIU5 (Grass Instruments, W. Warwick, RI, USA). Entre una estimulación y otra 

transcurrieron al menos 2 minutos para permitir la recuperación de la poza de 

vesículas disponibles.  

En algunos experimentos, se realizaron registros en modo de fijación de 

voltaje con un microelectrodo, utilizando una frecuencia de muestreo entre 2 y 

5 KHz. En estas condiciones, el voltaje durante el tren de pulsos no pudo ser 

fijado al estimular a altas frecuencias, pero sí después de la estimulación, 

permitiendo ver la dirección de la corriente transmembranal observada después 

del tren de impulsos. En este caso cabe aclarar que según la convención de 

Franklin, cuando entran corrientes negativas de cloro hablamos de una 

corriente saliente, y en el caso en que salen corrientes negativas de cloro 

hablamos de una corriente entrante. 

 

Los registros fueron digitalizados por medio de un convertidor analógico-

digital Digidata 1320 (Axon Instruments) utilizando el programa pCLAMP9 

(Axon Instruments) y se almacenaron en una computadora PC. 

 

 
 
 



Estimaciones de cambios en la resistencia membranal 
 

Para estudiar el efecto de la serotonina en la resistencia de la membrana 

se aplicaron pulsos de corriente hiperpolarizante de 120 pA y 200 ms a 1Hz. Se 

calculó la constante de tiempo (τ) de las neuronas ajustando una función 

exponencial al registro de voltaje en respuesta a cada pulso de corriente 

hiperpolarizante, utilizando el sofware Clampfit 9 (Axon Instruments). Aunque 

convencionalmente para calcular la resistencia de entrada se mide la amplitud 

de la respuesta en voltaje en el estado estacionario, utilizamos este ajuste para 

estimar cambios en la resistencia de entrada porque la constante de tiempo de 

estas neuronas es muy larga y se necesitan pulsos de corriente muy largos 

para llegar al estado estacionario, lo cual limita mucho la frecuencia a la que se 

puede medir la resistencia. Suponiendo que la capacitancia de la membrana y 

la resistencia interna permanecen constantes durante el experimento, las 

variaciones en la constante de tiempo son directamente proporcionales a los 

cambios en la resistencia de la membrana.  

 

 
Aplicación de serotonina por iontoforésis 
 

Para determinar la respuesta de las neuronas de Retzius a la serotonina 

se les aplicó éste transmisor por iontoforésis utilizando microelectrodos 

similares a los usados en los registros intracelulares llenos de una solución de 

serotonina (5-hydroxytryptamine (5-HT) HCl, Sigma) 0.1M en Ringer. Dado que 

la serotonina tiene una carga positiva, se aplicó una corriente directa de –1nA 

utilizando un amplificador intracelular (Getting, USA), para retener la serotonina 

dentro del microelectrodo. Para aplicar pulsos iontoforéticos a las neuronas, se 

colocó la punta del microelectrodo lleno con serotonina muy cerca del soma de 

la neurona y se aplicaron pulsos de corriente positiva de una amplitud de 10nA 

y una duración de 30 ms.  

 

Como control negativo se registraron las respuestas intracelulares de 

neuronas a las que se les aplicó pulsos iontoforéticos de la misma amplitud y 

duración pero con microelectrodos llenos de Ringer. Como control alterno en 



algunos registros se aplicaron pulsos negativos de corriente a la pipeta de 

serotonina. En estos casos las neuronas tratadas con reserpina no presentaron 

respuestas (no se muestran los datos).  

 

 

Soluciones y tratamientos farmacológicos 

 
Para determinar el papel de la secreción de serotonina en la respuesta 

post-estimulación se realizaron registros inicialmente con las neuronas en una 

solución fisiológica que contenía (en mM): NaCl 120; KCl 4; CaCl2 2; tris-

maleato 10; N-metil D-glucamina 66. Después de registrar la respuesta de las 

neuronas a la estimulación en estas condiciones, se cambió la solución 

extracelular por una solución fisiológica en la cual el calcio fue substituido por 

magnesio (en mM): NaCl 120; KCl 4; MgCl2 2; tris-maleato 10; N-metil D-

glucamina 66, para evitar la secreción. El cambio se realizó perfundiendo por 5 

minutos a una velocidad aproximada de 3 ml/minuto, y posteriormente se 

registraron las respuestas a la estimulación en estas condiciones. Por último se 

perfundió de nuevo con solución fisiológica normal para registrar la 

recuperación de las respuestas post-estimulación. En estas soluciones se 

utilizó N-metil D-glucamina como osmolito inerte para ajustar la osmolaridad de 

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

 

En algunos experimentos, para vaciar la reserva de serotonina las 

neuronas se trataron con reserpina (Sigma; 1µM tomado de una solución stock 

500µM disuelta en metanol), la cual fue adicionada en el medio de cultivo al 

momento de sembrarlas y se mantuvieron durante 7 días con este tratamiento 

antes de realizar los registros electrofisiológicos, Drapeau, et al., (1989), 

mostraron que este tratamiento vacía completamente el contenido de 

serotonina en estas neuronas. Como control negativo se utilizaron neuronas 

incubadas con metanol (0.2%), que fue utilizado como vehículo para disolver la 

reserpina. Los registros de las neuronas tratadas con reserpina y las neuronas 

control fueron realizados en paralelo. 

 



En algunos experimentos se utilizó metisergida, un antagonista poco 

selectivo de receptores de serotonina (140 µM preparado a partir de una 

solución stock 4.2 mM disuelta en Ringer). Después de observar el efecto de la 

metisergida por 10 minutos, se lavó el fármaco perfundiendo a las células con 

una solución normal para ver la recuperación. Dado que la metisergida se 

aplicó manualmente en el medio extracelular con una pipeta, y llegó a las 

neuronas por difusión, el tiempo de respuesta de las neuronas presentó 

variabilidad en distintas células. Por ello, se determinó su efecto después de 

distintos tiempos (3, 5 y 7 minutos) y se reportan los resultados después de 

todos ellos.  

 

 

Determinaciones de cambios en la excitabilidad neuronal 

 
Para estudiar cómo la serotonina liberada por la neuronas de Retzius 

afecta su excitabilidad, analizamos el número de potenciales de acción y de 

fallas en respuesta a trenes de pulsos de corriente intracelular. Para cada 

neurona, se encontró la amplitud mínima necesaria para producir un potencial 

de acción en respuesta a cada pulso de corriente cuando se estimulaba a una 

frencuencia de 1 Hz. Con esa misma amplitud de corriente se estimuló a la 

misma célula a frecuencias de 10 y 30 Hz.  

El porcentaje de fallas se calculó dividiendo el número de potenciales de 

acción entre el número total de pulsos de corriente durante el tren de 

estimulación.   

 

 
Análisis de la liberación sináptica de serotonina 
 

 Para estudiar el efecto de la serotonina liberada por las neuronas de 

Retzius sobre su propia liberación en las terminales sinápticas, se utilizaron 

sinapsis formadas entre neuronas de Retzius y neuronas mecanosensoriales 

sensibles a presión (P) en cultivo. En esta preparación la neurona de Retzius 

es siempre presináptica y la liberación sináptica de serotonina se puede 



cuantificar a partir de la respuesta postsináptica registrada en la célula P 

(Henderson, et al., 1983; Dietzel, et al., 1986).  

 

 El protocolo de estimulación de las neuronas presinápticas de Retzius 

consistió en la aplicación de un pulso cuadrado de corriente de 10 ms de 

duración y de amplitud suficiente para producir un potencial de acción (pulso de 

prueba), seguido después de 5 segundos por un tren de 10 pulsos de la misma 

amplitud. Este tren se aplicó a diferentes frecuencias entre 1 y 50 Hz, en el 

intervalo fisiológico de disparo de estas neuronas (Lent y Frazer, 1977; 

Velázquez-Ulloa, et al., 2003). Las corrientes postsinápticas se registraron en 

condiciones de fijación de voltaje con un microelectrodo lleno de CsCl2 2M de 

resistencia entre 15 y 20 MΩ. Se utilizaron microelectrodos llenos de CsCl2 ya 

que el cesio bloquea canales de potasio y con ello incrementa la resistencia de 

entrada de las células. Además la inyección de cloro a la célula permite invertir 

y amplificar los potenciales postsinápticos, que en condiciones fisiológicas son 

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

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

al., 1983; Liu y Nicholls, 1989). 

 

 Para hacer una estimación de la cantidad de serotonina liberada por la 

terminal presináptica, se calculó la integral de la corriente postsináptica para 

obtener una estimación de la carga sináptica. Sin embargo, dado que las 

respuestas sinápticas pueden variar de una sinapsis a otra y presentar 

variabilidad con respecto al tiempo de registro en la misma sinapsis, 

normalizamos la respuesta durante los trenes dividiendo la integral de la 

corriente en respuesta a un tren de 10 pulsos entre 10 veces la integral de la 

corriente en respuesta al pulso de prueba en cada ensayo.  

 

 Para el análisis se utilizaron registros en los que se produjeron fallas 

durante el tren de pulsos (ocasionadas presumiblemente por la autoinhibición 

producida por liberación de serotonina) y registros subsecuentes en los que se 

incrementó la amplitud de los pulsos de corriente para forzar a la neurona a 

disparar un potencial de acción en respuesta a cada pulso del tren. Se utilizó 

esta estrategia dado que no existen antagonistas selectivos de los 



autorreceptores presinápticos,por lo que no fue posible bloquear la respuesta 

presináptica a la serotonina sin bloquear también la respuesta postsináptica, lo 

que haría imposible medir su efecto en nuestras condiciones.  

 

 Para estudiar el papel de la serotonina en la modulación del curso 

temporal de su propia liberación medimos la duración de la fase de caída de las 

corrientes postsinápticas (midiendo desde el pico de la corriente hasta el 

regreso a la corriente basal) en respuesta a trenes de 10 pulsos con y sin fallas 

en los potenciales de acción presinápticos. Además medimos la duración de la 

fase de caída de las corrientes postsinápticas en respuesta a un potencial de 

acción o trenes de 10 impulsos presinápticos producidos con microelectrodos 

llenos de KAc o KCl.  

 

 

Análisis estadístico 
 
 Los resultados que se presentan en gráficas de barras, muestran la 

media ± el error estándar estimados a partir de grupos de al menos 6 datos 

para cada condición. Para comparar las medias se analizó la normailidad y la 

homogeneidad de varianza usando una prueba de “z” de Kolmogorov-Smirnov 

y un análisis de Levene respectivamente. 

 

 Para comparar las medias de dos grupos independientes se utilizó una 

“t” de Student. Para comparar más de dos grupos entre sí, se utilizó análisis de 

varianza (Anova) de una vía, aplicando un análisis de muestras repetidas 

cuando se trataba de grupos dependientes.  

 Para comparar el porcentaje de fallas en ausencia y presencia de 

metisergida, como los datos incluían varios ceros, se utilizó una prueba no 

paramétrica de Friedman.  

 Para analizar la transmisión sináptica con y sin fallas en el mismo par de 

neuronas se utilizó la prueba no paramétrica “t” de Wilcoxon para muestras 

dependientes.  

 En todos los casos, se consideró una diferencia significativa cuando la 

probabilidad de error fue menor al 5% ( p<0.05).  



RESULTADOS 

Respuesta de las neuronas de Retzius después de la estimulación 

Después del potencial de acción, las neuronas de Retzius en 

condiciones fisiológicas presentan una hiperpolarización postpotencial (Baylor y 

Nicholls, 1968), que en nuestros registros tuvo una amplitud de -3.029 mV ± 

0.495 mV y una duración de 590.85 ms ± 111.123 ms. Cuando las neuronas se 

estimularon con trenes de 10 impulsos a 10 ó 30 Hz utilizando microelectrodos 

llenos de KAc, se produjo una hiperpolarización postpotencial de -4.657 ± 0.887 

mV y 1248.6 ± 240.1 ms o de -6.146 ± 1.166 mV y 1422.063 ± 267.128 ms 

respectivamente (Figura 6A). Esta dependencia de la frecuencia de 

estimulación que presentaron la duración y la amplitud de la hiperpolarización 

post-estimulación es similar a la que presenta la liberación de serotonina en las 

neuronas de Retzius, que tanto a partir del soma como de terminales sinápticas 

se incrementa con la frecuencia de estimulación (Stewart, et al., 1989; Trueta, 

et al., 2003a; Trueta, 2003b). La serotonina en las neuronas de Retzius, al igual 

que en otras neuronas de este sistema nervioso (Henderson, et al., 1983; 

Dietzel, et al., 1986; Liu y Nicholls, 1989) produce una hiperpolarización 

dependiente de corrientes de cloro (Lessmann y Dietzel, 1991). Esto abrió la 

posibilidad de que la hiperpolarización observada después de la estimulación 

fuera producida al menos en parte por la serotonina liberada por las propias 

neuronas.  

Para estudiar esta posibilidad, en primer lugar analizamos si la 

hiperpolarización después de la estimulación era dependiente de corrientes de 

cloro. Para ello, invertimos el gradiente transmembranal de cloro inyectando 

cloruro a las neuronas mediante la utilización de microelectrodos intracelulares 

llenos de KCl 3M. En estas condiciones la respuesta después del tren de 

impulsos se invirtió, dando lugar a una despolarización de 15.406 ± 2.708 mV 

después de un tren de 10 impulsos a 30 Hz (Figura 6B). Esta inversión sugiere 

que la respuesta después de la estimulación se debe a la activación de 

conductancias de cloro en las neuronas de Retzius.  



Dado que el cambio en el voltaje transmembranal después de la 

estimulación puede ser una hiperpolarización o una despolarización 

dependiendo del gradiente transmembranal de cloro, para simplificar la 

descripción de estas respuestas en lo sucesivo me referiré a ellas como 

“respuesta post-estimulación”.  

 

 

 
 

 
Figura 6.- La dirección de la respuesta post-estimulación 
depende del gradiente transmembranal de cloro. 
Registros intracelulares de neuronas de Retzius en cultivo 
estimuladas con un tren de 10 pulsos despolarizantes a una 
frecuencia de 30 Hz. A) Neuronas registradas con 
microelectrodos llenos de KAc mostraron una hiperpolarización 
después de un tren de impulsos. B) Neuronas con el gradiente 
transmembranal de cloro invertido por la utilización de un 
microelectrodo lleno de KCl mostraron una despolarización 
después de un tren de impulsos.  

 

 
  

 



Para estudiar más a fondo la naturaleza de la respuesta post-

estimulación, determinamos la dirección de la corriente transmembranal que se 

activa en las neuronas de Retzius después de trenes de pulsos 

despolarizantes. Para ello, realizamos registros en condiciones de fijación de 

voltaje con un microelectrodo. 

Debido al gran tamaño de los somas de las neuronas de Retzius, no es 

posible fijar el voltaje durante los pulsos despolarizantes utilizando un sólo 

microelectrodo. Sin embargo fue posible observar la dirección de la corriente 

transmembranal después de los trenes de estimulación. 

En los registros en los que se mantuvo el gradiente transmembranal de 

cloro fisiológico utilizando microelectrodos llenos de KAc, después de un tren 

de 10 pulsos despolarizantes a 30 Hz se registró una corriente saliente (Figura 

7A). En contraste, en los registros en los que se invirtió el gradiente 

transmembranal de cloro utilizando microelectrodos llenos de KCl, después de 

la estimulación se registró una corriente entrante (Figura 7B). Esta inversión 

dependiente del gradiente transmembranal de cloro confirma que después de 

la estimulación se activa una corriente de cloro en las neuronas de Retzius y 

sugiere que la respuesta post-estimulación observada en fijación de corriente 

se debe a la activación de corrientes de cloro.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 
Figura 7.- La dirección de la corriente transmembranal después 
de la estimulación depende del gradiente transmembranal de 
cloro.  
Registros de la corriente transmembranal en condiciones de 
fijación de voltaje después de un tren de 10 pulsos 
despolarizantes de 10 ms a 20 Hz. A) Corriente saliente 
registrada con un microelectrodo lleno de KAc. B) Corriente 
entrante registrada en una neurona con el gradiente 
transmembranal de cloro invertido por la utilización de un 
microelectrodo lleno de KCl.  

 

 

Determinación de la respuesta de las neuronas de Retzius a la serotonina 

Las neuronas de Retzius liberan serotonina en respuesta a la actividad 

eléctrica tanto a partir de las terminales sinápticas (Dietzel, et al., 1986) como a 

partir del soma (Trueta, et al., 2003a). Se ha mostrado que la serotonina activa 

conductancias de cloro en las neuronas de Retzius (Lessmann y Dietzel, 1995) 

y en otras neuronas de este sistema nervioso (Henderson, et al., 1983; Dietzel, 

et al., 1986; Liu y Nicholls, 1989). Para corroborar esto en nuestras 

preparaciones, registramos de manera directa el efecto de la serotonina 

aplicada por iontoforésis en las neuronas de Retzius en cultivo. 

Las neuronas que se registraron con microelectrodos de KAc 

respondieron a la serotonina con una hiperpolarización (Figura 8A), mientras 



que las registradas con microelectrodos llenos de KCl mostraron una 

despolarización (Figura 8B). 

Como control negativo en estos experimentos, se aplicaron pulsos 

iontoforéticos con microelectrodos llenos de solución fisiológica sin serotonina. 

En estas condiciones no se obtuvo respuesta (Figura 8B trazo rojo). 

 

 

 

 
Figura 8.- La respuesta de las neuronas de Retzius a la 
serotonina es producida por corrientes de cloro. 
Registros representativos de la respuesta a un pulso iontoforético 
de serotonina (5-HT; señalado por la barra horizontal). A) 
Neuronas registradas con microelectrdos llenos de KAc 
mostraron una hiperpolarización en respuesta a la serotonina. 
B) Neuronas con el gradiente transmembranal de cloro invertido 
por la utilización de microelectrodos llenos de KCl mostraron una 
despolarización en respuesta a la serotonina.  
El trazo rojo en B) muestra la respuesta de la misma neurona a la 
aplicación de un pulso iontoforético con una micropipeta llena de 
Ringer. 

 

 

 

 



La respuesta post-estimulación es producida por la serotonina liberada 
por las neuronas de Retzius 

Dado que la respuesta de las neuronas de Retzius a la serotonina es 

similar a la respuesta post-estimulación, está última podría ser producida por la 

serotonina secretada por las propias neuronas. Para estudiar esta posibilidad, 

se bloqueó la secreción sustituyendo el calcio de la solución extracelular por 

magnesio y se analizó la respuesta post-estimulación en 8 neuronas de Retzius 

con un protocolo similar al descrito anteriormente. Debido a que en condiciones 

fisiológicas el potencial de equilibrio del cloro es muy cercano al potencial de 

reposo, es difícil observar cambios en la amplitud de las respuestas producidas 

por corrientes de cloro. Como ya se mostró, cuando se invierte el gradiente 

transmembranal de cloro, las respuestas se invierten y se amplifican, haciendo 

más fácil su observación y manipulación (Henderson, et al., 1983; Dietzel, et 

al., 1986). Por tal motivo, en los siguientes experimentos se utilizaron 

microelectrodos llenos de KCl para invertir y amplificar las corrientes de cloro y 

con ello la respuesta post-estimulación.  

Las neuronas registradas con un microelectrodo lleno de KCl en 

presencia de una solución fisiológica normal presentaron una despolarización 

de 15.406 ± 2.708 mV (n=8) después de un tren de 10 impulsos a 30 Hz, como 

se había mostrado arriba. Esta despolarización fue abolida reversiblemente al 

sustituir el calcio por magnesio en la solución extracelular. En estas 

condiciones se produjo incluso una pequeña hiperpolarización de -2.379 ± 

0.802 mV. Esta hiperplarización es posiblemente producida por corrientes 

rectificantes de potasio que se activan después del potencial de acción 

(Stewart, et al., 1989). Al regresar a una solución fisiológica normal, la 

respuesta post-estimulación se recuperó, mostrando que el bloqueo es 

reversible.  

 



 

 

 

 
 
Figura 9.- La respuesta post-estimulación es abolida 
reversiblemente al bloquear la secreción.  
A) Registros representativos de una neurona registrada con un 
microelectrodo lleno de KCl y estimulada con trenes de 10 pulsos 
despolarizantes a 30 Hz. En presencia de una solución fisiológica 
normal se produjo una despolarización después de un tren de 
impulsos (trazo negro). Al sustituir el calcio por magnesio en la 
solución extracelular se produjo una hiperpolarización después 
del tren de impulsos (trazo rojo). Al regresar a una solución 
fisiológica normal se produjo nuevamente una despolarización 
después del tren (trazo azul).  
Los potenciales de acción se muestran truncados. 
B) Promedio de la amplitud de la respuesta post-estimulación en 
8 células. El asterisco muestra una diferencia estadísticamente 
significativa con respecto a la respuesta en Ringer normal.  
  

 
 



Esto sugiere que la respuesta post-estimulación es producida por alguna 

sustancia secretada por las propias neuronas. Para corroborar que la secreción 

de serotonina es responsable de la respuesta post-estimulación, se vació el 

contenido de serotonina de 7 neuronas de Retzius mediante el tratamiento con 

reserpina.  

Las neuronas tratadas con reserpina y registradas con microelectrodos 

llenos de KCl no presentaron la respuesta post-estimulación característica de 

las neuronas control después de un tren de impulsos. Las neuronas tratadas 

incluso presentaron una pequeña hiperpolarización (-2.629 mV ± 0.858 mV; 

n=7; Figura 10A, trazo superior). Como en el caso anterior, la hiperpolarización 

que se observa en estas neuronas es presumiblemente producida por canales 

de potasio que se activan cuando la célula dispara (Stewart, et al., 1989). 

 Como control negativo se utilizaron neuronas incubadas con metanol 

(0.2%), que fue el vehículo utilizado para disolver la reserpina. Las células 

tratadas con el vehículo sí mostraron una despolarización de 11.148 mV ± 

2.187 mV (n=7) después de la estimulación con microelectrodos llenos de KCl 

(Figura 10A, trazo inferior).  

 

 
 

 

 

 



 
 

Figura 10.- La respuesta post-estimulación se debe a la liberación 
de serotonina de las propias neuronas de Retzius.  
A) Registros intracelulares representativos de neuronas de 
Retzius en cultivo estimuladas con un tren de 10 pulsos 
despolarizantes a una frecuencia de 30Hz con microelectrodos 
llenos de KCl. Neuronas tratadas con reserpina mostraron una 
hiperpolarización después de un tren de impulsos (trazo 
superior). Neuronas incubadas con el vehículo mostraron una 
despolarización después de un tren de impulsos (trazo inferior).  
B) Promedio de la amplitud de la respuesta post-estimulación en 
7 células para cada grupo. El asterisco muestra una diferencia 
estadísticamente significativa con respecto a las células control.  

 

Para comprobar que la ausencia de la respuesta post-estimulación en 

las neuronas tratadas con reserpina es producida por la ausencia de serotonina 

y no por un cambio en la sensibilidad de las neuronas al transmisor, se 

aplicaron pulsos iontoforéticos de serotonina a las células tratadas con 

reserpina. Las células tratadas con reserpina y registradas con microelectrodos 

llenos de KCl respondieron a la serotonina con una despolarización, de manera 

similar que las células sin tratamiento (Figura 11A). Más aún, cuando a las 

células tratadas con reserpina se les aplicaron pulsos iontoforéticos de 

serotonina simultáneamente con pulsos de corriente intracelular, después de 

un tren de impulsos se produjo una despolarización (Figura 11B) similar a la 

respuesta post-estimulación observada en las células sin tratamiento. Esto 

descarta la posibilidad de que la ausencia de respuesta post-estimulación en 



las neuronas tratadas con reserpina se deba a un cambio en la sensibilidad a la 

serotonina.  

 

 

 

 
 
Figura 11.- La ausencia de respuesta post-estimulación en 
neuronas tratadas con reserpina no se debe a una reducción en 
la sensibilidad a la serotonina.  
A) Las células tratadas con reserpina y registradas con 
microelectrodos llenos de KCl respondieron a la serotonina con 
una despolarización. 
B) La aplicación de pulsos iontoforéticos de serotonina 
simultáneamente con pulsos de corriente intracelular a células 
tratadas con reserpina produjo despolarizaciones después de un 
tren de 10 impulsos similares a las respuestas post-estimulación 
en células sin tratamiento. Los potenciales de acción se muestran 
truncados.  



Todos estos resultados sugieren que la respuesta post-estimulación es 

producida por la serotonina liberada por las propias neuronas de Retzius, que 

actúa sobre autorreceptores, produciendo en condiciones fisiológicas una 

hiperpolarización dependiente de corrientes de cloro.  

La apertura de canales de cloro en condiciones fisiológicas tiene dos 

posibles consecuencias: la primera es que si el potencial de equilibrio del cloro 

es más negativo que el potencial de reposo, se produce una hiperpolarización, 

que aleja a las neuronas del umbral de disparo. La segunda, a veces menos 

evidente, es que la activación de conductancias en la membrana reduce su 

resistencia y con ello hace más difícil cambiar el voltaje membranal. En estas 

condiciones, la corriente despolarizante que se requiere para llevar a la 

membrana al umbral de disparo es mucho mayor que con una resistencia 

membranal más alta. Esto ocurre incluso cuando el potencial de equilibrio del 

cloro es muy cercano al potencial de reposo y la apertura de los canales de 

cloro no producen una hiperpolarización evidente. Estas dos acciones tienen 

como resultado una disminución en la excitabilidad neurona. Para estudiar si la 

serotonina liberada por las neuronas de Retzius produce estos efectos, 

analizamos en primer lugar el efecto que tiene la serotonina sobre la resistencia 

de entrada, y posteriormente, cómo la liberación de serotonina afecta la 

excitabilidad de las neuronas.  

 

Efecto de la serotonina en la resistencia de entrada 

 Para estudiar el efecto de la serotonina en la resistencia de entrada se 

utilizaron neuronas tratadas con reserpina para eliminar la reserva de 

serotonina, y de esta manera poder medir la resistencia de entrada en ausencia 

de la liberación del transmisor. A estas neuronas se les aplicaron pulsos de 

corriente intracelular hiperpolarizante, y para analizar posibles cambios en la 

resistencia de entrada, se calculó la constante de tiempo de la membrana 

ajustando una exponencial al registro de voltaje en respuesta a cada pulso de 

corriente hiperpolarizante (ver métodos). Después de medir la resistencia de 

entrada en condiciones basales, se aplicaron trenes de pulsos iontoforéticos de 

serotonina sincronizados con los pulsos de corriente intracellular.  



Suponiendo que la capacitancia de la membrana permanece constante, 

las variaciones en la constante de tiempo son directamente proporcionales a 

los cambios en la resistencia de la membrana.  

La figura 12 muestra que la aplicación iontoforética de serotonina 

produjo una disminución significativa y reversible de 23% en la constante de 

tiempo de las neuronas de Retzius (de 75.091 ± 1.063 ms a 57.531 ± 2.989 ms; 

n=6). La disminución de la constante de tiempo refleja una disminución en la 

resistencia de entrada, lo cual es una consecuencia esperada de la activación 

de una corriente. Es de esperarse que la disminución de la resistencia de 

entrada, sumada a la hiperpolarización post-estimulación que produce la 

serotonina dificulte que el voltaje membranal alcance el umbral de disparo 

durante la estimulación, y por lo tanto este mecanismo podría disminuir la 

excitabilidad de las neuronas. Dado que la liberación de serotonina en las 

neuronas de Retzius depende de la frecuencia de disparo (Trueta, et al., 

2003a; Trueta y De-Miguel, en preparación), para estudiar esta posibilidad 

analizamos cómo cambia la excitabilidad en función de la frecuencia de 

estimulación.  

 

 

 

 

 

 



 

Figura 12.- La serotonina produce una disminución en la 
resistencia de entrada en neuronas de Retzius. 
El promedio de la constante de tiempo en 6 neuronas tratadas 
con reserpina antes (control), durante (5-HT) y después 
(recuperación) de la aplicación de serotonina por iontoforésis, 
muestra una disminución reversible durante la aplicación de 
pulsos iontoforéticos de serotonina. El asterisco muestra una 
diferencia significativa con respecto al control.  

 

  

Relación entre la frecuencia de estimulación y la excitabilidad en 
neuronas de Retzius 

Para estudiar el efecto de la serotonina liberada por las neuronas de 

Retzius en su propia excitabilidad, se estimularon neuronas con pulsos 

intracelulares de corriente de la amplitud mínima necesaria para producir un 

potencial de acción en respuesta a cada pulso de corriente cuando se 

estimulaba a una frecuencia de 1Hz. Con esa misma amplitud de corriente se 

estimuló a la neurona a frecuencias de 10 y 30 Hz y se analizó la excitabilidad 

de las neuronas cuantificando el número de potenciales de acción y el número 

de fallas, es decir cuando no se produjo un potencial de acción en respuesta a 

un pulso de corriente.  

Las neuronas estimuladas con este protocolo mostraron un aumento en 

el número de fallas proporcional al aumento de la frecuencia de estimulación 

(Figura 13A). Ante la estimulación a 10 Hz hubo un 23% ± 6% de fallas en los 



trenes de estimulación, y el porcentaje de fallas se incrementó a 47% ± 2% con 

la estimulación a 30 Hz (n=6).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
Figura 13. La excitabilidad de las neuronas de Retzius disminuye 
al aumentar la frecuencia de estimulación.  
A) Registros representativos de una neurona estimulada con 10 
pulsos de corriente de 4 nA a 1 Hz (trazo superior), 10 Hz (trazo 
intermedio) y 30 Hz (trazo inferior) con la corriente mínima 
necesaria para producir un potencial de acción en respuesta a 
cada pulso de corriente a 1 Hz. A altas frecuencias hay fallas en 
los potenciales de acción (indicadas con flechas) durante la 
estimulación.  
B) El promedio del porcentaje de fallas de 6 neuronas aumentó 
de manera proporcional al aumento de la frecuencia de 
estimulación. Un asterisco indica una diferencia significativa con 
respecto a la estimulación a 1 Hz. Dos ateriscos indican 
diferencias significativas con respecto a 1 y a 10 Hz.  

 
  
 
La reducción de la excitabilidad de las neuronas de Retzius se debe a la 
liberación de serotonina 
 

Dado que la liberación de serotonina se incrementa con la frecuencia de 

estimulación (Stewart, et al., 1989; Trueta, et al., 2003a; Trueta, 2003b; Trueta 

y De-Miguel en preparación), la disminución de la excitabilidad proporcional a la 

frecuencia de estimulación podría ser producida por el incremento en la 

liberación de serotonina. Sin embargo, la ocurrencia de fallas durante trenes de 

estimulación a frecuencias crecientes puede también deberse al menos en 

parte al periodo refractario de las neuronas. Para descartar esta posibilidad y 

estudiar de manera directa si las fallas que ocurren a frecuencias de 

estimulación altas eran producidas por la serotonina liberada por las propias 

neuronas en respuesta a la estimulación, bloqueamos las respuestas a la 



serotonina utilizando metisergida, un antagonista poco selectivo de los 

receptores de serotonina y analizamos las fallas que se producían ante la 

estimulación a 10 Hz, por ser una frecuencia a la que se produjo un número 

intermedio de fallas.  

Antes de la aplicación de metisergida, se observó un 22% ± 2% de fallas 

durante los trenes de estimulación, como se había mostrado anteriormente. 

Después de la aplicación de metisergida en el baño desaparecieron las fallas 

en todas las neuronas registradas (n=17) a pesar de que el tiempo necesario 

para que las fallas desaparecieran por completo varió entre las diferentes 

células. En todos los casos, siete minutos después de la aplicación de la 

metisergida no se observó ninguna falla (Figura 14 A,C). 

En algunos experimentos, después de observar la desaparición de las 

fallas, se pudo lavar la metisergida por perfusión con solución fisiológica y se 

observó una recuperación del 80% en la proporción original de fallas (n=6; 

Figura 14B trazo inferior, C).  

Estos resultados sugieren que la disminución en la excitabilidad 

observada cuando se estimulan las neuronas a frecuencias altas es producida 

por la serotonina que liberan las propias neuronas, y no a su periodo 

refractario.  

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

 

 
 



 
 

Figura 14 .- La fallas de los potenciales de acción en neuronas de 
Retzius durante la estimulación a 10 Hz son producidos por la 
serotonina liberada de las propias neuronas.  
A) Neuronas registradas con un microelectrodo lleno de KAc y 
estimuladas con trenes de pulsos despolarizantes de corriente a 
10 Hz (control) mostraron un porcentaje variable de fallas. 
Registros realizados 3, 5 y 7 minutos después de agregar 
metisergida en el medio extracelular mostraron una disminución 
progresiva en el número de fallas durante el tren.  
B) Registros representativos de una neurona estimulada a 10 Hz 
con un microelectrodo lleno de KAc. En condiciones control se 
observan fallas a lo largo del tren (trazo superior). 7 minutos 
después de la aplicación de metisergida no se observaron fallas 
(trazo intermedio). Después de perfundir con una solución 
fisiológica normal y lavar la metisergida, nuevamente se 
observaron fallas a lo largo del tren (trazo inferior). 
C) Promedio del porcentaje de fallas antes (control) y 7 minutos 
después de la aplicación de metisergida, así como después de 
lavar el antagonista (n=6). El asterisco indica una diferencia 
estadísticamente significativa con respecto al control. 

 

  

Además, como experimento alterno para determinar el papel de la 

serotonina liberada por las neuronas de Retzius en la reducción de su 

excitabilidad, se analizó la excitabilidad en neuronas tratadas con reserpina. 

Estas neuronas presentaron un porcentaje de fallas en respuesta a la 

estimulación (5% ± 4%) significativamente menor que las neuronas sin 

tratamiento (23% ± 6%) (Figura 15B, D), apoyando la hipótesis de que la 

liberación de serotonina es la responsable de la disminución de la excitabilidad 

que ocurre al estimular las neuronas a frecuencias altas.  



Cuando se aplicaron trenes de pulsos iontoforéticos de serotonina 

simultáneamente con los trenes de pulsos de corriente intracelular, las 

neuronas tratadas con reserpina presentaron un 35% ± 3 % de fallas (Figura 

15B2, C), que desaparecieron por completo aproximadamente 2 segundos 

después de detener la aplicación de serotonina (no se muestran los datos).  

Como control negativo se aplicaron pulsos de corriente negativa a la 

pipeta de serotonina. En estos casos las neuronas tratadas con reserpina no 

presentaron fallas (no se muestran los datos). Posteriormente a las mismas 

neuronas se les aplicaron pulsos iontoforéticos (positivos) de serotonina y 

nuevamente se produjeron fallas (25% ± 7%; n=3) .  

 

 

 

 



 

 
 
 
 
 

 

Figura 15.- Las neuronas tratadas con reserpina no muestran 
fallas en los potenciales de acción durante un tren de impulsos.  
A) y B) Registros representativos de neuronas registradas con 
microelectrodos llenos de KAc y estimuladas con un tren de 
pulsos de corriente a 10 Hz. A) Neuronas control muestran fallas 
en los potenciales de acción. B1) Neuronas tratadas con 
reserpina no muestran fallas durante el tren. B2) La aplicación de 
serotonina por iontoforésis a la misma neurona mostrada en B1) 
produjo fallas. Los pulsos iontoforéticos (trazo inferior) fueron 



aplicados de manera sincronizada con los pulsos de corriente 
intracelular.  
C) Porcentaje de fallas en 11 neuronas tratadas con reserpina. 
Cada línea une los puntos correspondientes a la misma célula 
antes y después de la aplicación iontoforética de serotonina. Los 
símbolos indican diferentes frecuencias de estimulación: ▲1 Hz, 
●5 Hz, ■10Hz.  
D) Promedio del porcentaje de fallas a 10 Hz en 6 células sin 
tratamiento y en 6 células tratadas con reserpina antes y durante 
la aplicación de pulsos iontoforéticos de serotonina. El asterisco 
indica una diferencia estadísticamente significativa.  

  

 

 En 3 neuronas tratadas con reserpina se cuantificó además el número 

de potenciales de acción que disparó la neurona en respuesta a la aplicación 

de un pulso largo de corriente intracelular de 300 ms. El número de impulsos 

disminuyó cuando se aplicó serotonina por iontoforesis simultáneamente con el 

pulso de corriente intracelular (Figura 16), lo cual apoya la idea de que la 

serotonina disminuye la excitabilidad neuronal.  

Todos estos resultados muestran que la disminución en la excitabilidad 

observada al estimular a frecuencias altas es debida a la liberación de 

serotonina por las propias neuronas y apoyan la hipótesis de que la serotonina 

liberada por las neuronas de Retzius tiene un efecto de autoinhibición de la 

excitabilidad neuronal. Dado que la liberación de serotonina depende de la 

frecuencia de disparo, es de esperarse que esta reducción de la excitabilidad 

disminuya a su vez la liberación de serotonina y de esta manera la liberación 

produciría una retroalimentación negativa sobre sí misma. 

 

 



 
 
 

Figura 16.- La serotonina disminuye el número de potenciales de 
acción que se producen al aplicar un pulso largo de corriente 
intracelular.  
A) Registro representativo de una neurona estimulada con un 
pulso de corriente intracelular con una duración de 300 ms. La 
neurona disparó 5 potenciales de acción durante el pulso. 
B) Al aplicar pulsos iontoforéticos de serotonina simultáneamente 
con el pulso de corriente intracelular, se observaron sólamente 3 
potenciales de acción.  
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Autorregulación de la liberación de serotonina en las terminales 
sinápticas 

Para estudiar la posibilidad de que la liberación de serotonina en 

respuesta a la activación de las neuronas a altas frecuencias ejerza una 

retroalimentación negativa sobre si misma, se analizó la liberación sináptica de 

serotonina en sinapsis formadas entre neuronas de Retzius y células P en 

cultivo. En esta preparación la neurona de Retzius es presináptica y la 

liberación sináptica de serotonina se puede cuantificar a partir de la respuesta 

postsináptica registrada en la célula P (Henderson, et al., 1983; Dietzel, et al., 

1986)  

La neurona de Retzius presináptica se estimuló con trenes de 10 pulsos 

de corriente a diferentes frecuencias, precedidos por un pulso de prueba, a 

través de un microelectrodo intracelular lleno con KAc. 

Como se mostró anteriormente, cuando la amplitud de los pulsos 

despolarizantes se mantiene en un intervalo fisiológico, la serotonina liberada 

produce una disminución de la excitablidad en la propia neurona, y se 

presentan fallas durante los trenes de estimulación (ver Figura 13). Las 

respuestas sinápticas fueron registradas en estas condiciones y posteriormente 

se estimuló nuevamente a la neurona presináptica con un tren de pulsos 

similar, pero incrementando la amplitud de la corriente intracelular para forzar a 

la neurona a disparar un potencial de acción en respuesta a cada uno de los 

pulsos de corriente y evitar que se produjeran fallas durante el tren. Se calculó 

la integral de la corriente postsináptica y el índice de liberación (ver métodos) 

en respuesta a la estimulación presináptica en ambas condiciones, y se 

compararon los resultados en presencia y ausencia de fallas presinápticas.  

Como era de esperarse, la integral de la corriente postsináptica y el 

índice de liberación fueron menores en respuesta a los trenes de estimulación 

en los que ocurrieron fallas que en respuesta a los trenes sin fallas. Esta 

diferencia ocurrió en todos los casos registrados, sin importar la frecuencia de 

estimulación (Figura 17B,C). Esto muestra que la liberación de serotonina es 

muy sensible a los cambios en la excitabilidad neuronal, y sugiere que la 

serotonina liberada por las neuronas de Retzius ejerce una autoinhibición sobre 

su propia liberación mediante la reducción de la excitabilidad.  



 

 
 

 
 
 
 
 

 
 

 
 



 
 

 
Figura 17.- La liberación sináptica de serotonina en las neuronas 
de Retzius disminuye por la autoinhibición producida por la 
serotonina.  
A) Trazos representativos de una sinapsis Retzius-P en donde la 
neurona presináptica (trazo superior) fue estimulada con un tren 
de 10 pulsos de corriente utilizando un microelectrodo lleno de 
KAc. Los trazos azules muestran un registro en el que hubo fallas 
durante el tren debido a la autoinhibición serotonérgica. El trazo 
negro muestra un registro subsecuente de la misma neurona 
estimulada con pulsos de corriente con una amplitud mayor para 
evitar fallas durante el tren. Las corrientes postsinápticas se 
muestran en el trazo inferior. B) y C) Integral de la corriente 
postsináptica, e índice de liberación sináptica en 7 pares de 
neuronas donde la neurona presináptica fue estimulada con 
trenes de 10 pulsos de corriente a diferentes frecuencias 
(indicadas con diferentes símbolos: ▲3 Hz, ∗7 Hz, ＋13 Hz, 
■30Hz, ×40 Hz, ●50 Hz), precedidos por un pulso de prueba. 
Las líneas unen los datos del mismo par de neuronas en 
respuesta a un tren a la misma frecuencia con y sin fallas 
presinápticas. En todos los casos, la liberación presináptica de 
serotonina en presencia de la autoinhibición serotonérgica (con 
fallas) fue menor que la transmisión en ausencia de fallas. 

 
  

 

La liberación de serotonina de las terminales presinápticas tiene una 

fuerte dependencia del potencial de membrana (Dietzel, et al., 1986). Por ello, 

el curso temporal de los cambios en el potencial de membrana presináptico 

puede determinar el curso temporal de la liberación y por lo tanto determinar al 

menos en parte la cinética de las corrientes postsinápticas. Es probable 

entonces que la hiperpolarización post-estimulación que produce la serotonina 



liberada por las neuronas de Retzius no sólo disminuya la excitabilidad en el 

tiempo subsecuente, sino también haga que en ese momento se detenga la 

liberación de serotonina antes de lo que se detendría en ausencia de la 

autorregulación que hemos mostrado. Esto se vería reflejado en un 

acortamiento en la cinética de caída de las corrientes postsinápticas. Para 

estudiar esta posibilidad, medimos la duración de la fase de caída de las 

corrientes postsinápticas en respuesta a trenes de 10 pulsos con y sin fallas en 

los potenciales de acción presinápticos. Como se muestra en la figura 18, en 

todos los casos las corrientes sinápticas en respuesta a los trenes con fallas, 

en los que la liberación de serotonina fue disminuida por la autorregulación, 

tuvieron una fase de caída más larga que las corrientes sinápticas en respuesta 

a los trenes sin fallas, en los que se liberó más serotonina. Esto sugiere que la 

hiperpolarización presináptica que produce la serotonina detiene la liberación 

rápidamente al final del tren de impulsos, lo que produce un acortamiento en la 

fase de caída de las corrientes postsinápticas.  

El alargamiento de la fase de caída de la corriente postsináptica en 

respuesta a los trenes con fallas podría explicarse como la consecuencia de 

una liberación más prolongada de serotonina en respuesta a una repolarización 

más lenta de la membrana presináptica cuando la hiperpolarización producida 

por la autoinhibición serotonérgica está ausente. Esto implica que las 

despolarizaciones subumbrales sean capaces de producir la liberación de 

serotonina. De manera consistente con esta hipótesis, la fase de caída de las 

corrientes postsinápticas en respuesta a un potencial de acción o a trenes de 

impulsos en neuronas presinápticas que presentaron una despolarización 

después de la estimulación por tener el gradiente transmembranal de cloro 

invertido, fueron mucho más largas (690.850 ± 110.485 y 4318.466 ± 360.196 

ms para 1 y 10 impulsos respectivamente) que aquellas en que la neurona 

presináptica se estimuló con un microelectrodo lleno de KAc (391.510 ± 38.438 

ms y 1243.891 ± 152.597 ms respectivamente; figura 19). Esto demuestra que 

las despolarizaciones subumbrales son capaces de producir la liberación de 

serotonina, y apoya la hipótesis de que la hiperpolarización producida por la 

serotonina en la neurona presináptica detiene esta liberación, haciendo más 

corta la fase de caída de la corriente sináptica.  



Dado que sabemos que la sensibilidad de la membrana postsináptica a 

la serotonina permanece constante durante la aplicación continua de 

serotonina por más de un segundo (Trueta, et al., 2003a), podemos suponer 

que estos cambios se deben a un cambio en el curso temporal de la liberación 

presináptica de serotonina.  

 

 

 

 
Figura 18. El curso temporal de la liberación de serotonina es 
regulado por la serotonina liberada por las propias neuronas de 
Retzius.  
Duración de la fase de caída calculada en 9 pares de neuronas 
Retzius-P donde la neurona presináptica fue estimulada con 
trenes de 10 pulsos de corriente a diferentes frecuencias 
(indicadas con diferentes símbolos: ∗7 Hz,＋13 Hz, ■30Hz, 
×40 Hz, ●50 Hz), precedidos por un pulso de prueba. Las 
líneas unen los datos del mismo par de neuronas en respuesta a 
un tren a la misma frecuencia con y sin fallas presinápticas. En 
todos los casos, la duración de la fase de caída de la corriente 
sináptica fue mayor cuando la autoinhibición disminuyó la 
liberación de serotonina (trenes con fallas). 

 
 

Estos resultados muestran que la serotonina además de regular la 

cantidad de liberación al modular la excitabilidad, puede regular el curso 

temporal de la liberación mediante la modulación del potencial de membrana 

presináptico.    



 

 
 
Figura 19. Las despolarizaciones subumbrales producen la 
liberación de serotonina.  
A) Fase de caída de la corriente postsináptica registrada en 
células P en respuesta a la estimulación de la neurona de Retzius 
presináptica con un microelectrodo lleno de KAc (trazo negro) o 
lleno de KCl (trazo azul). La neurona presináptica disparó 10 
impulsos a 10 Hz en los dos casos. La amplitud de las corrientes 
está normalizada para sobreponer los picos de las corrientes.  
B) Promedio de la duración de la fase de caída de la corriente 
sináptica en respuesta a un potencial de acción presináptico (eje 
izquierdo; n=10) o a un tren de 10 potenciales de acción 
presinápticos (eje derecho), producidos mediante la estimulación 
con un microelectrodo lleno de KAc (barras blancas) o de KCl 
(barras grises; n=12). La duración de la fase de caída de la 
corriente sináptica fue mayor cuando se invirtió el gradiente 
transmembranal de cloro en la neurona presináptica. Los 
asteriscos indican diferencias significativas con respecto a la 
estimulación con KAc. 



DISCUSIÓN 
   

Nuestros resultados muestran que las neuronas de Retzius presentan un 

mecanismo de autoinhibición por medio del cual la serotonina liberada ante la 

actividad a altas frecuencias ocasiona una disminución en la excitabilidad de 

las propias neuronas y en su propia liberación. Este mecanismo se activa 

rápidamente después del inicio de la liberación de serotonina, y tiene un efecto 

inmediato sobre la liberación subsecuente.  

La estimulación de las neuronas de Retzius en cultivo a altas frecuencias 

produjo una hiperpolarización después del disparo de un tren de impulsos. De 

manera consistente, en condiciones de fijación de voltaje, se registró una 

corriente saliente después del tren de pulsos despolarizantes. Estas respuestas 

post-estimulación se invirtieron al invertir el gradiente transmembranal de cloro 

mediante la inyección de cloruro a la neurona, lo que sugiere que son 

producidas por la activación de corrientes de cloro. La respuesta post-

estimulación se abolió en ausencia de calcio extracelular, así como en 

neuronas a la que se les vació la reserva de serotonina, lo cual sustenta que la 

respuesta post-estimulación es producida por la serotonina liberada por las 

propias neuronas. Para estudiar esta dependencia, los experimentos se 

realizaron invirtiendo el gradiente transmembranal de cloro, ya que en estas 

condiciones las respuestas en voltaje se invierten y se amplifican, permitiendo 

una manipulación más sencilla de su amplitud (Fuchs, et al., 1982). En 

contraste, en condiciones fisiológicas no se observó un cambio evidente al 

bloquear la secreción, posiblemente debido a que el potencial de equilibrio del 

cloro es muy cercano al potencial de reposo, lo cual hace que la respuestas 

post-estimulación producidas por corrientes de cloro sean muy pequeñas y su 

amplitud sea difícil de modular. 

  

Al bloquear la liberación sustituyendo el calcio extracelular por 

magnesio, no sólo se abolió la despolarización observada en las neuronas 

control después de la estimulación, sino que se presentó una pequeña 

hiperpolarización. Esto puede deberse a que las neuronas de Retzius muestran 

corrientes rectificantes de potasio que contribuyen a la repolarización del 



potencial de acción así como a la hiperpolarización post-potencial (Stewart, et 

al., 1989). El efecto de estas corrientes de potasio se hizo evidente cuando se 

bloqueó la despolarización producida por la serotonina en neuronas con el 

gradiente de cloro invertido.  

 

Las neuronas de Retzius mostraron una disminución en la excitabilidad 

cuando fueron estimuladas a altas frecuencias, que fue revelada por la 

aparición de fallas en la generación de potenciales de acción en respuesta a 

algunos de los pulsos de corriente durante un tren de estimulación. La amplitud 

de los pulsos de corriente era suficiente para producir un potencial de acción 

sin estimulación previa. Sin embargo, después del disparo de unos cuantos 

potenciales de acción a alta frecuencia, que presumiblemente producen la 

liberación de serotonina, la misma corriente fue insuficiente para llevar a la 

neurona al umbral de disparo. Dicha disminución en la excitabilidad se abolió al 

aplicar un antagonista poco selectivo de los receptores de serotonina 

(metisergida) y no se observó en neuronas tratadas con reserpina, lo cual 

apoya la hipótesis de que la disminución de la excitabilidad es producida por la 

serotonina liberada por las propias neuronas.  

 

Algunos de los receptores a serotonina en las neuronas de sanguijuela 

son farmacológicamente distintos de los conocidos en vertebrados. Por 

ejemplo, las neuronas de Retzius y las neuronas P, presentan un receptor 

ionotrópico que activa una conductancia de cloro (Henderson, 1983; Liu y 

Nicholls, 1989; Lessman y Dietzel, 1995). En las células P hay además un 

receptor metabotrópico acoplado a la producción de AMP cíclico y a la 

activación de la cinasa de proteínas tipo A, que también activa una 

conductancia de cloro (Sanchez-Armass, et al., 1991). Además de estos dos 

tipos de receptores, cuya farmacología es distinta de los receptores conocidos 

en vertebrados, las células P presentan receptores extrasinápticos de tipo 5-

HT2, que activan pequeñas conductancias catiónicas monovalentes (Drapeau y 

Sánchez-Armass, 1988; Drapeau, et al., 1989). Como la mayor parte de las 

herramientas farmacológicas disponibles para receptores de vertebrados no 

son efectivas en estas neuronas y no se sabe cuáles de los receptores 

presentes en éstas son autorreceptores, es difícil bloquear selectivamente a los 



autorreceptores sin bloquear los receptores postsinápticos. Por tal motivo, para 

evitar el efecto de la autoinhibición sobre la excitabilidad presináptica y poder 

estudiar su papel en la transmisión sináptica, utilizamos una estrategia 

diferente, que consistió en forzar el disparo de las neuronas aumentando la 

corriente de estimulación para sobrepasar el efecto autoinhibidor de la 

serotonina. Como era de esperarse, en estas condiciones la liberación 

sináptica fue siempre mayor que en presencia del efecto inhibidor de la 

serotonina sobre la excitabilidad neuronal, lo cual muestra que la liberación de 

serotonina es muy sensible a los cambios en la excitabilidad neuronal y sugiere 

que la serotonina ejerce una autoinhibición sobre su propia liberación a través 

de la disminución de la excitabilidad de las neuronas serotonérgicas.  

 

Además de la disminución de la cantidad de liberación producida por la 

disminución de la excitabilidad, la serotonina afectó el curso temporal de su 

propia liberación. Cuando las neuronas se estimulan con una amplitud de 

corriente suficiente para asegurar que se alcance el umbral de disparo en todos 

los pulsos de un tren a alta frecuencia, se produce una liberación masiva de 

serotonina (Trueta, et al., 2003a, Trueta, 2003b; Trueta y De-Miguel en 

preparación). En estas condiciones, la duración de la fase de caída de las 

corrientes sinápticas fue significativamente menor que cuando la autoinhibición 

serotonérgica disminuyó la cantidad de serotonina liberada. Esto sugiere que la 

hiperpolarización que produce la serotonina en las neuronas de Retzius detiene 

la liberación de manera rápida, disminuyendo el tiempo de caída de las 

corrientes sinápticas. El alargamiento de la corriente postsináptica que se 

presentó en condiciones fisiológicas, cuando la serotonina redujo la 

excitabilidad y la subsecuente liberación, se podría explicar por la ausencia de 

esta hiperpolarización después de los pulsos subsecuentes, que no producen 

una liberación suficiente para activar una hiperpolarización post-estimulación. 

Aunque no se alcanza el umbral de disparo, estos pulsos de corriente producen 

una despolarización sub-umbral pasiva. A pesar de que no realizamos un 

análisis detallado de la cinética del potencial de membrana presináptico en 

estas condiciones, cabe suponer que en ausencia de potenciales de acción y 

de la consecuente liberación de serotonina, el potencial de membrana 



presináptico regresa al potencial de reposo más lentamente después de una 

despolarización sub-umbral, ya que la cinética del cambio de voltaje en esas 

condiciones es determinada únicamente por las propiedades pasivas de la 

membrana. Esta repolarización lenta podría permitir la liberación de cantidades 

pequeñas de serotonina durante un tiempo más prolongado que cuando hay 

una hiperpolarización rápida que detiene súbitamente la liberación. De hecho, 

las neuronas de Retzius liberan serotonina incluso con despolarizaciones 

graduadas sub-umbrales (Dietzel, et al., 1986). Esto fue comprobado en 

nuestros experimentos con KCl en el microelectrodo presináptico, en los que la 

despolarización presináptica que ocurrió después de la estimulación con un 

tren de impulsos produjo un alargamiento muy importante del potencial 

sináptico, mostrando que la neurona de Retzius continúa liberando serotonina 

incluso durante una despolarización sub-umbral. En resumen, en condiciones 

fisiológicas, donde la serotonina reduce la excitabilidad y la neurona 

presináptica presenta fallas durante los trenes de estimulación, la consecuente 

disminución en la liberación de serotonina hace que después de los pulsos 

subsecuentes no ocurra una hiperpolarización post-potencial y que el potencial 

de membrana presináptico regrese al potencial de reposo más lentamente, lo 

cual permite que se siga liberando serotonina en pequeñas cantidades, pero 

por un tiempo mayor, alargando la fase de caída de la corriente postsináptica. 

El resultado final en respuesta a un tren de estimulación con estas 

características es una corriente sináptica de menor amplitud y más lenta.  

 

A pesar del alargamiento en la cinética de la corriente postsináptica, su 

integral y el índice de liberación fueron menores cuando la serotonina produjo la 

autoinhibición sobre las neuronas presinápticas que cuando no ocurrió la 

autoinhibición, es decir, el efecto neto de la autoinhibición es una reducción en la 

cantidad total de serotonina liberada. Sin embargo, el alargamiento del curso 

temporal de la corriente postsináptica podría tener implicaciones sobre la 

propagación de los potenciales sinápticos en las dendritas de una neurona 

postsináptica, ya que los potenciales sinápticos lentos son filtrados en un grado 

menor por las propiedades pasivas de la membrana que los rápidos. Esto podría 



entonces tener implicaciones en la contribución que tendrían estos potenciales 

sinápticos a la excitación de la neurona postsináptica durante su integración.  

 

El efecto de autoinhibición sobre la excitabilidad de las neuronas de 

Retzius fue evidente únicamente cuando las neuronas se estimularon a 

frecuencias altas, que producen una liberación grande de serotonina. Sin 

embargo, el análisis de la cinética de las corrientes sinápticas mostró que la 

liberación de serotonina en respuesta a un solo potencial de acción también se 

alarga cuando se invierte el gradiente transmembranal de cloro en la neurona 

presináptica. Esto sugiere que la serotonina liberada en respuesta a un solo 

potencial de acción es de hecho sensada por los autorreceptores. Para 

producir un cambio evidente en la excitabilidad neuronal en respuesta a pulsos 

de corriente supra-umbrales como los que utilizamos, se requiere de la 

activación de un número mayor de autorreceptores, pero es posible que en 

condiciones fisiológicas en que la actividad eléctrica es determinada por la 

integración de potenciales sinápticos sub-umbrales, la serotonina liberada 

incluso ante el disparo a bajas frecuencias tenga una contribución a la 

regulación de dicha actividad.  

 

Estudios realizados con neuronas serotonérgicas en langostas (Heinrich, 

et al., 1999) y sanguijuelas (Gocht y Heinrich, 2007; Tobias, et al., 2006; Rose, 

et al., 2006), mostraron que después de una estimulación prolongada ocurre un 

periodo de autoinhibición en el que las neuronas dejan de disparar después de 

una estimulación prolongada. Dado que en dichos estudios la autoinhibición 

persistió en neuronas en que se vació la reserva de serotonina por inyecciones 

repetidas de 5,7-dihidroxitriptamina, se llegó a la conclusión que la 

autoinhibición no dependía de la liberación de serotonina, sino que era 

producida por cambios en las propiedades intrínsecas de la membrana. El 

fenómeno que mostramos en este trabajo es distinto al reportado por los 

citados autores, ya que ocurre en tiempos cortos después del inicio de la 

estimulación y liberación de serotonina, mientras que el fenómeno de 

autoinhibición reportado en los trabajos antes mencionados ocurrió después de 

un periodo de despolarización mediante la inyección de corriente directa 



sostenida que forzó a las neuronas a disparar por varias centenas de 

milisegundos. Es posible que el fenómeno de autoinhibición que mostramos en 

este trabajo fue enmascarado en los citados experimentos, en los que la 

estimulación fue muy distinta de la que reciben las neuronas en condiciones 

fisiológicas y muy posiblemente sobrepasó el mecanismo rápido de 

autoinhibición mostrado aquí de la misma manera que en nuestros 

experimentos para estudiar la transmisión sináptica, donde incrementamos la 

amplitud de la corriente de estimulación para forzar el disparo de las neuronas.  

 

Los experimentos que mostramos fueron realizados en neuronas 

aisladas en cultivo. En registros de neuronas in situ dentro de los ganglios 

nerviosos, no observamos la inversión de la respuesta post-estimulación que 

mostramos en cultivo al invertir el gradiente transmembranal de cloro. Esto 

sugiere que el mecanismo de autoinhibición que reportamos aquí es un 

mecanismo sináptico. En las neuronas dentro del ganglio, las terminales 

sinápticas se encuentran lejos del sitio de registro, lo que podría explicar que 

no sea evidente el efecto de la serotonina sobre la propia neurona de Retzius. 

Es posible que al estimular en el soma los primeros potenciales de acción que 

se producen allí lleguen a la terminal sináptica, produciendo la liberación de 

serotonina y la activación de autorreceptores, y esto afecte la excitabilidad 

local, haciendo que los potenciales de acción subsecuentes no lleguen a la 

terminal y se produzcan fallas locales que no se registraron en el soma. Si la 

autoinhibición que reportamos fuera producida por la liberación somática de 

serotonina actuando sobre autorreceptores somáticos, posiblemente sería 

evidente también en neuronas in situ. En condiciones de cultivo las neuronas 

son prácticamente isopotenciales y esto elimina la propagación electrónica 

aumentando la resolución de los eventos sinápticos. Otra posibilidad es que en 

cultivo el muñon de la neurona puede formar sinapsis sobre sí mismo, es decir, 

formar autapsis (Kuffler, et al., 1987). Es posible que la formación de autapsis 

en las neuronas de Retzius haga más evidente el efecto que produce la 

serotonina en las propias neuronas.  

 



 La regulación de la frecuencia de disparo se lleva a cabo mediante la 

integración de los potenciales sinápticos que reciben las neuronas. Las 

neuronas de Retzius tienen un proceso de integración muy fino, que es 

regulado en parte por la sinapsis eléctrica que acopla las dos neuronas de 

Retzius en el ganglio (De-Miguel, et al., 2001). Las neuronas de Retzius 

reciben entradas sinápticas químicas en las dendritas acopladas 

eléctricamente, provenientes de neuronas aún sin identificar, que producen el 

disparo a bajas frecuencias. Además, en las neuritas no acopladas reciben 

información de las neuronas mecanosensoriales, cuya activación produce el 

disparo a frecuencias altas (Velázquez-Ulloa, et al., 2003). El mecanismo de 

autoinhibición que mostramos en este trabajo podría contribuir sobre todo a la 

regulación de la frecuencia de disparo de las neuronas serotonérgicas una vez 

que comienzan a disparar a frecuencias altas por la activación de las neuronas 

mecanosensoriales. Sin embargo, dado que el efecto sobre los autorreceptores 

es inmediato y se activa incluso en respuesta a un solo potencial de acción, 

podría tener también una contribución menor a la regulación de la integración 

y/o la actividad eléctrica a bajas frecuencias.  

El número de neuronas serotonérgicas tanto en vertebrados como en 

invertebrados es pequeño en relación con la cantidad de otros tipos 

neuronales. Por ejemplo, en los roedores hay únicamente 9,000 neuronas 

serotonérgicas (Fuxe, et al., 1994) y en la sanguijuela hay 7 pares en cada 

ganglio (Lent y Frazer, 1977). A pesar del reducido número de neuronas 

serotonérgicas, la serotonina tiene una serie de funciones muy importantes, 

sobre todo en la conducta (Raleigh, et al, 1991; Kravitz, 2000; McCall y 

Aghajanian, 1979; Jacobs y Fornal, 1993; White, et al., 1996; Weiger, 1997; 

Breisch, et al., 1976; Saller y Stricker, 1976; Jacobs y Azmitia, 1992; Hull, et al., 

1999; Klein, et al., 1980; Byrne, et al., 1991; Ehrlich, et al., 1992; Sahley, 1994), 

donde variaciones pequeñas en la cantidad de serotonina pueden tener efectos 

importantes. Esto sugiere que la función de las neuronas serotonérgicas debe 

tener una regulación muy fina. El mecanismo de autoinhibición que mostramos 

aquí podría participar de manera importante en la regulación de la actividad de 

estas neuronas una vez que comienzan a disparar a frecuencias altas, evitando 

una liberación excesiva de neurotransmisor que podría tener efectos adversos 



en la conducta o saturar los receptores. Este mecanismo podría también 

prevenir que se agote la poza de vesículas disponibles, lo que haría que las 

células dejaran de ser funcionales. El mecanismo de autoinhibición parece 

entonces ser un mecanismo importante de regulación de la frecuencia de 

disparo y de la liberación de serotonina. 

 

 

 



CONCLUSIONES 

 

La serotonina liberada por las neuronas de Retzius en respuesta a la 

estimulación eléctrica actúa sobre autorreceptores en las propias neuronas, 

activando corrientes de cloro que producen una disminución en la resistencia 

membranal y una hiperpolarización. Esto tiene como consecuencia una 

disminución en la excitabilidad neuronal y por lo tanto en la propia liberación de 

serotonina en las terminals sinápticas. Además de regular la cantidad de 

serotonina liberada, esta autoinhibición regula el curso temporal de la 

liberación, deteniéndola rápidamente después de la estimulación eléctrica.  
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