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Resumen

En las neuronas serotonérgicas la serotonina secretada activa mecanismos
importantes de autorregulacion. Este neurotransmisor es secretado tanto en las
sinapsis como en sitios extrasinapticos del soma, las dendritas y los axones,
mediante diferentes mecanismos y produciendo distintos efectos, por lo que es
posible que los mecanismos de autorregulacion en cada compartimento también
sean distintos. Aqui estudiamos en qué sitio de la neurona se localiza un
mecanismo de autoinhibicion que habia sido descrito previamente en las neuronas
de Retzius del sistema nervioso central de la sanguijuela. En estas neuronas, la
serotonina liberada en respuesta a la actividad eléctrica se une a autoreceptores
acoplados a canales de cloro. El flujo de cloro hiperpolariza la membrana y
disminuye su resistencia, y como consecuencia, la excitabilidad subsecuente se ve
disminuida. Esto constituye un mecanismo de autoinhibiciéon. Sin embargo no se
conocia la localizacion especifica de este mecanismo. Dos evidencias sugieren
que este mecanismo de autoinhibicion se localiza en las terminales presinapticas:
1) La respuesta autoinhibidora se observa después de potenciales de accion
sencillos o a bajas frecuencias de disparo, que Uunicamente producen la liberacién
de serotonina a partir de vesiculas claras en las terminales presinapticas y 2) En el
soma de estas neuronas la serotonina activa un mecanismo distinto, que consiste

en una retroalimentacion positiva.

Para estudiar la localizacion del mecanismo de autoinhibicion estimulamos
neuronas en distintas condiciones experimentales en las que se conservan
diferentes compartimentos de la neurona. La estimulacion se llevd a cabo con
trenes de diez impulsos a 10 Hz mediante microelectrodos en el soma. Medimos la
respuesta autoinhibidora, amplificada e invertida por la inyecciéon de cloro, como
una despolarizacion de 16.9 + 0.85 mV después del tren de estimulacion en
neuronas que se aislaron conservando un segmento del axén primario, donde en
cultivo se forman terminales presinapticas cerca del soma. Sin embargo, en somas

neuronales aislados sin axon, en los que no hay terminales sinapticas, o en



neuronas in situ en el ganglio nervioso, en las que las terminales presinapticas se
encuentran electroténicamente distantes del soma, no se observd la respuesta
autoinhibidora, mostrando que el mecanismo de autoinhibicién es exclusivo de las

terminales nerviosas.

Para determinar si la serotonina liberada a partir de vesiculas electrodensas en las
zonas perisinapticas participa en el fendmeno de autoinhibicidon, bloqueamos los
canales de calcio tipo L, que se requieren para producir liberacion extrasinaptica,
pero no sinaptica, con nimodipina 10 uM. La nimodipina disminuyé la amplitud de
la respuesta autoinhibidora de manera especifica y dependiente del tiempo, hasta
en un 63%, indicando que la serotonina liberada de las vesiculas perisinapticas

también participa en la autoinhibicion en las terminales.

Nuestros resultados muestran que el mecanismo que produce la respuesta de
autoinhibicion serotonérgica en las neuronas de Retzius esta localizado
exclusivamente en las terminales presinapticas y que la liberacion perisinaptica a

partir de vesiculas electrodensas participa en su activacion.



1. Introduccion

La serotonina o 5-hidroxitriptamina (5-HT), es una amina biégena que funciona
como neurotransmisor y es uno de los menos abundantes en el sistema nervioso
central (SNC); sélo el 1-2% de la serotonina del organismo se encuentra en el
cerebro (aproximadamente el 90% se localiza en las células enterocromafines del
aparato gastrointestinal y existe también una pequefa proporcidon en las
plaquetas). Unicamente las neuronas y las células cromafines de la pared

intestinal sintetizan serotonina.

En los vertebrados, las neuronas serotonérgicas, cuyos cuerpos celulares se
localizan en los nucleos del rafe del tallo cerebral, proyectan sus axones a todas
las areas del SNC, donde la serotonina modula una gran variedad de funciénes y

esta involucrada en la patologia de muchas enfermedades.

Los sistemas serotonérgicos en diversos organismos tanto vertebrados como
invertebrados se constituyen por numeros pequenos de neuronas. Sin embargo, la
serotonina afecta todos los niveles de la funcion del sistema nervioso central y
periférico, desde nervios sensoriales y salidas motoras hasta funciones complejas
como el suefo, la atencidn y la conducta social. Esto sugiere que la secreciéon de
serotonina se regula de maneras distintas en diferentes sitios del sistema nervioso
central. En efecto, en la ultima década, se ha mostrado que la serotonina es
secretada en terminales sinapticas, en sitios perisinapticos y en sitios
extrasinapticos del soma, el axén y las dendritas y que las caracteristicas de la

secrecion en cada sitio son distintas.

Una de las maneras en que se regula la secrecion de muchos neurotransmisores
es la que lleva a cabo el mismo transmisor sobre las neuronas que lo secretan, es
decir, la autorregulacion. La serotonina no es la excepciéon y actua sobre
autorreceptores en las neuronas serotonérgicas, regulando su actividad eléctrica.
Dado que los mecanismos que regulan la secrecion de serotonina en diferentes
sitios de la neurona son distintos, es posible que los mecanismos de

autorregulacion también lo sean. En este trabajo estudiamos la localizacion un
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mecanismo de autoinhibicion en neuronas serotonérgicas identificadas y
mostramos que se encuentra exclusivamente en las terminales presinapticas, pero

no en sitios de liberacion extrasinaptica.

2. Antecedentes

2.1.Metabolismo de la serotonina

La serotonina no cruza la barrera hematoencefalica, por lo que la que se
encuentra en el cerebro es sintetizada en el interior de las neuronas
serotonérgicas a partir del triptéfano. Las neuronas no pueden sintetizar triptéfano,
por lo que el evento inicial en la sintesis de serotonina es el transporte facilitado de
este aminoacido de la sangre al fluido cerebroespinal. Entonces, un importante
determinante del nivel de serotonina en las neuronas serotonérgicas es la cantidad
relativa de triptéfano en la dieta. Como resultado, los comportamientos asociados
con la funcion de la serotonina son particularmente sensibles a la influencia de la
dieta (Nicholls et al.,2011). La ausencia de triptéfano en la dieta incrementa el
comportamiento agresivo (Moeller et al.,1996) y produce cambios en el ciclo del

suefo (Voderholzer et al.,1998).

Una vez que el triptéfano es captado por las neuronas por un transportador de la
membrana plasmatica, es transformado en 5-hidroxitriptéfano (5-HTP por sus
siglas en inglés) por la enzima hidroxilasa del triptéfano (Tph por sus siglas en
inglés) enzima que solo se encuentra en las células que sintetizan la amina y de la
cual existen dos isoformas: la Tph1, localizada en las células enterocromafines del
tracto digestivo y la Tph2, que se encuentra en las neuronas centrales (Walther et
al.,2003). El 5-HTP es transformado a serotonina (5-HT) por la descarboxilasa de
aminoacidos |-aromaticos (AADC por sus siglas en inglés), la misma enzima que
convierte a la dihidroxifenilalanina (DOPA por sus siglas en inglés) en dopamina.
Con la estimulacién, las neuronas liberan serotonina, lo que incrementa la tasa de

conversion de triptéfano a 5-HTP.



Dentro de la neurona la serotonina es almacenada en las vesiculas a través del
transportador vesicular de monoaminas (VMAT2 por sus siglas en inglés) que
traslada la serotonina del citoplasma al interior de las vesiculas para su futura

liberacion por exocitosis.

Una vez secretada la serotonina se une a receptores en la misma o en otras
neuronas. La serotonina puede también ser recapturada por el transportador de
membrana especifico para serotonina (SERT, por sus siglas en inglés) en las
neuronas serotonérgicas y posteriormente es transportada de nuevo hacia el
interior de las vesiculas o es inactivada por la amino oxidasa mitocondrial (MAO
por sus siglas en inglés) la cual la metaboliza hacia un intermediario inestable, el 5
hidroxindolacetaldehido, que es oxidado por la deshidrogenasa de aldehidos para
formar acido 5-hidroxindolacético (5-HIAA) (Figura 1). El aldehido puede también
ser convertido en 5-hidroxitriptofol por una reductasa; sin embargo, en condiciones

normales el camino predominante es la formacion de 5-HIAA.

Los procesos de liberacion, sintesis y metabolismo de la serotonina son regulados
por diversos mecanismos, mismos que pueden ser sensibles a farmacos de uso
clinico para el tratamiento de trastornos en el funcionamiento de los sistemas

serotonérgicos.



Figura 1. Sintesis y metabolismo de serotonina, modificado de (Ruddell, Mann, y
Ramm 2008).

2.2.El sistema serotonérgico

El sistema serotonérgico de vertebrados e invertebrados esta compuesto por un
numero pequefio de neuronas que inervan todo el sistema nervioso. Por ejemplo,
en el caracol, este serotonérgico se constituye de solo 4 neuronas localizadas en
el primer ganglio abdominal (Heinrich et al.,1999; Hull et al.,1999). En la
sanguijuela el sistema serotonérgico estd compuesto por 7 neuronas en cada uno
de los ganglios segmentales, que contienen un total de 400 neuronas cada uno,
mientras en el cerebro humano hay unas cuantas decenas de miles de neuronas
serotonérgicas, que constituyen una proporcion de so6lo una por cada millon de

neuronas totales en el SNC (Jacobs y Azmitia 1992). En los mamiferos el sistema



serotonérgico esta formado por un grupo de neuronas con mor fologias diversas
que se localizan en pocos nucleos del tallo cerebral (Aghajanian y Vandermaelen
1982; Steinbusch 1984), llamados nucleos del rafe, donde los cuerpos celulares
de las neuronas serotonérgicas forman 9 grupos (B1-B9), que proyectan sus
axones a toda la corteza cerebral, el cerebelo y la medula espinal (Figura 2;
Dahlstroem y Fuxe 1964).

La organizaciéon general de los nucleos del rafe y la distribucion de las neuronas
serotonérgicas es muy similar en todos los mamiferos. El sistema serotonérgico
puede dividirse en tres subdivisiones, el rafe dorsal y nucleo medio, que forman la
division rostral y el complejo caudal. La division rostral esta separada de la division
caudal por un espacio en la mitad del tallo cerebral que carece de este tipo de

células.

Las neuronas dentro del complejo rostral (linea caudal, rafe dorsal y nucleo medio
del rafe) proyectan primariamente a la corteza cerebral, tdlamo y cerebelo, en
contraste con las neuronas del complejo caudal del rafe (nucleo del rafe magnus,
rafe obscurus, rafe pallidus y parte de la formacion reticular lateral) que proyectan
principalmente al nucleo del tallo cerebral, y a la medula espinal (Hornung 2004).
Los nucleos del rafe difieren en la proporcién de neuronas serotonérgicas; el grupo
rostral contiene alrededor del 85% de todas las neuronas serotonérgicas, mientras
que el grupo caudal contiene como maximo el 15% (Térk 1990; Hornung 2004). A
menudo se colocalizan la sustancia P y la serotonina en los somas de las
neuronas. Actualmente, es un hecho constatado que ninguna region del SNC de

los mamiferos carece de la inervacion serotonérgica.



Figura 2. Esquema representativo de las proyecciones del sistema serotonérgico en
el SNC humano. Las neuronas serotonérgicas se encuentran en los nucleos del rafe del
tallo cerebral. Los axones de estas neuronas proyectan hacia el cerebro anterior, el
talamo, el hipocampo, el cuerpo estriado, la corteza, el, bulbo raquideo, la protuberancia,

el mesencéfalo, el cerebelo y la medula espinal.



2.3.Funciones de la serotonina

La serotonina puede actuar como neurotransmisor de manera local en las
terminales sinapticas, como modulador paracrino al difundirse hacia neuronas
vecinas, o como hormona al ser liberada en la sangre por érganos secretores y
recorrer grandes distancias por la circulacion general (De-Miguel y Trueta 2005)..
Ademas, funciona como mediador en el sistema nervioso periférico, modulando

por ejemplo, la motilidad intestinal (Lullmann, Mohr, y Hein 2010).

La serotonina desempefia un importante papel en el comportamiento social, la
agresividad (Raleigh et al.,1991), la regulacién del apetito, la conducta alimenticia
(Breisch, Zemlan, y Hoebel 1976), la termorregulacion, (Moeller et al.,1996), el
comportamiento sexual (Hull et al.,1999), el aprendizaje y la memoria, la actividad
motora (Jacobs y Fornal 1993), la modulacion del dolor, la regulacion del suefio
(Voderholzer et al.,1998), de la funcién suprarenocortical y de la presiéon arterial

(Pérez y Fernandez 2008), asi como en la neurogénesis (Lauder y Krebs 1978).

Las funciones de la serotonina estan conservadas desde los invertebrados hasta
los seres humanos. Por ejemplo, en la sanguijuela las neuronas serotonérgicas
regulan el nado, la locomocion y la alimentaciéon y en los mamiferos este tipo de
neuronas también modulan la locomocién y otros movimientos ritmicos y regulan
procesos de la alimentacion (Jacobs y Fornal 1993). Ademas, en los mamiferos
las alteraciones en el sistema serotonérgico estan implicadas en dafos somaticos

y cognitivos asi como en desordenes afectivos.

El hecho de que unas pocas neuronas regulen tan diversas e importantes
funciones nos indica que el funcionamiento de los mecanismos de liberacion de
serotonina y la modulacion que ésta lleva a cabo, deben estar finamente
regulados, posiblemente de manera diferente en distintas areas del sistema

nervioso.



2.4.Secrecion de serotonina

La serotonina es almacenada en vesiculas secretoras, que son transportadas
hacia la membrana plasmatica y ante un estimulo adecuado se fusionan con ésta
para liberar su contenido al exterior celular por exocitosis. Este proceso es similar
en varios tipos de células, incluyendo las neuronas y las células endocrinas. La
exocitosis involucra a dos familias de proteinas Rab que contribuyen en el anclaje
de las vesiculas a la membrana y al complejo SNARE (Receptor Soluble Sensible
a la N-etil-D-maleimida), que facilita la fusibn de las membranas (Silverthorn
2008). Este complejo es responsable del anclaje de las vesiculas a la membrana
plasmatica de las terminales nerviosas y consiste de la proteina v-SNARE
(sinaptobrevina) y las proteinas t-SNARE (sintaxina y SNAP25). En la sinapsis la
maquinaria SNARE basica esta modulada por el calcio censado por la

sinagtotagmina y por una proteina adicional lamada complexina.

Para que las vesiculas puedan liberar su contenido, se acoplan a la membrana
plasmatica y el complejo SNARE las ensambla parcialmente, pero la complexina
impide la fusion. La despolarizacién de la membrana producida por la actividad
eléctrica de la célula produce la apertura de canales de calcio sensibles al voltaje,
que permiten la entrada de calcio al citoplasma. Una vez dentro, el calcio se une a
la sinaptotagmina. Esto abre un poro de fusion entre la membrana de la vesicula y
la membrana plasmatica, y otros reordenamientos completan la fusién de la
vesicula y liberan la maquinaria de proteinas SNARE, que ahora puede volverse a
utilizar. En las terminales presinapticas la disposicion de la maquinaria de fusién
permite que responda en cuestion de microsegundos a la entrada del calcio, lo
cual es esencial para la rapida y repetitiva sefializacion. La secrecién se bloquea
en ausencia de calcio extracelular o aumentando la concentracién de magnesio,
que bloquea los canales de calcio, lo que muestra que el calcio debe estar
presente en el medio extracelular para que ocurra la liberacion (Katz y Miledi
1970).
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Las vesiculas secretoras en neuronas y en células endocrinas pueden ser de dos
tipos diferentes: unas tienen un diametro de alrededor de 40 nm y al microscopio
electrénico se ven translucidas, por lo que se les llama vesiculas claras; las otras
tienen un diametro de alrededor de 100 nm y al microscopio electronico muestran
un nucleo oscuro, por lo que se les llama vesiculas electrodensas o vesiculas de
nucleo denso. Estas ultimas tienen un volumen 16 veces mayor que el de las

claras y por ello contienen mas neurotransmisor (Bruns y Jahn, 1995).

La serotonina es secretada en las sinapsis y en sitios extrasinapticos del soma, las
dendritas y los axones. Los mecanismos que producen y regulan la secrecién en
cada uno de estos compartimentos son distintos y la serotonina secretada en cada
uno de estos sitios produce distintos efectos (De-Miguel y Trueta 2005; Trueta y
De-Miguel 2012). En la sinapsis, la llegada de un impulso eléctrico a las terminales
de la neurona presinaptica produce la liberacién inmediata de serotonina a partir
de unas cuantas vesiculas sinapticas claras. Debido a que la terminal
postsinaptica se encuentra a soélo unos nandémetros de distancia del sitio de
liberacion del neurotransmisor, este tipo de secrecidn se caracteriza por tener
efectos rapidos y localizados. Por el contrario, la secrecion extrasinaptica requiere
de la actividad eléctrica repetitiva a altas frecuencias y libera cantidades mucho
mayores de neurotransmisor. En este caso la serotonina es liberada sin contar con
una contraparte postsinaptica cercana, por lo que es necesario que alcance a
otras neuronas por difusién en el fluido extracelular. Por ello sus efectos son mas
lentos y difusos y tienen una duraciéon mas prolongada que los de la secrecién
sinaptica. La secrecion extrasinaptica contribuye a lo que ha sido llamado

transmision paracrina o transmisién por volumen (Agnati et al.,1986).

Casi todo lo que se conoce sobre los mecanismos finos de liberacion de
serotonina, tanto en las terminales sinapticas como en sitios extrasinapticos, se ha
estudiado en las neuronas de Retzius aisladas del sistema nervioso central de la
sanguijuela. Este sistema nervioso tiene muchas ventajas para estudiar principios
basicos de la neurobiologia, como se describe en la ultima seccién de los

antecedentes.
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2.5.Secrecion sinaptica y perisinaptica de serotonina.

En las terminales de las neuronas de Retzius hay una poza de vesiculas lista para
liberar, y una poza de reserva, que constan de vesiculas claras. Las vesiculas de
la poza lista para liberar se fusionan con la membrana presinaptica en la zona
activa de la sinapsis y liberan su contenido en respuesta a potenciales de accion
individuales. Por su parte, la poza de reserva es movilizada ante estimulos
repetitivos para mantener la liberacion sinaptica ante la actividad eléctrica
sostenida. Ambas pozas de vesiculas claras se encuentran rodeadas por
vesiculas electrodensas, que liberan su contenido en la periferia de las terminales
nerviosas (Figura 3) ante la actividad eléctrica repetitiva a frecuencias a partir de 2

Hz (Trueta y De-Miguel, en preparacion).

De manera general la liberacion sinaptica depende de la entrada de calcio a partir
de los canales de calcio dependientes de voltaje N, P, y Q que en la sanguijuela
no han sido identificados porque no responden a las toxinas que se utilizan en
vertebrados para bloquearlos. Los canales de calcio tipo L no participan en la
exocitosis sinaptica (Reuter 1996) pero si en la liberacion a partir de vesiculas
electrodensas en las zonas perisinapticas (Trueta y De-Miguel, en preparacion) y

en el soma (Trueta et. al. 2003).

La estimulacién a frecuencias bajas como 1 Hz produce la liberacion del contenido
de las vesiculas claras en las terminales sinapticas, mientras que frecuencias
mayores producen la liberacién a partir de vesiculas claras y electrodensas. La
liberacion sinaptica a partir de vesiculas claras se facilita a frecuencias entre 2y 5
Hz y se deprime a frecuencias mayores, mientras que la liberacién perisinaptica a
partir de vesiculas electrodensas se activa en respuesta a la estimulacion a
frecuencias partir de 2 Hz pero requiere de frecuencias de 20 Hz o mayores para
alcanzar su maxima eficiencia (Trueta y De-Miguel, en preparacién). Esto se
explica porque las vesiculas electrodensas estan mas distantes de la membrana y
a pesar de que requieren de una menor concentracion de calcio para fusionarse

con la membrana (Mansvelder y Kits 2000) es necesario que el calcio difunda
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hasta los sitios donde se encuentran, por lo que se necesita de estimulacién a

frecuencias altas para lograrlo.

Figura 3. Micrografia de una sinapsis Retzius-P de 5 dias. La célula de Retzius tiene
un grupo de vesiculas claras adosadas a la membrana presinaptica. Las vesiculas claras
estan rodeadas por vesiculas de nucleo denso. Frente a la densidad presinaptica la
hendidura sinaptica es mas ancha que en las areas extrasinapticas. Barra de escala 0.2
pm tomado de (Kuffler, Nicholls, y Drapeau 1987).

2.6.Secrecion extrasinaptica

En la ultima década se ha mostrado que, ademas de la liberacion sinaptica,
practicamente todos los neurotransmisores conocidos son secretados a partir del
soma de distintos tipos de neuronas en vertebrados e invertebrados. Por ejemplo,
la dopamina es liberada por el soma de neuronas en la sustancia nigra y de
células amacrinas en la retina; la noradrenalina en el locus coeruleus; la
acetilcolina en neuronas de la medula espinal de Xenopus; el glutamato en
astrocitos y en células gliales en el bulbo olfatorio y el acido y-aminobutirico
(GABA) en células amacrinas de la retina (para revision ver Trueta y De-Miguel
2012), ademas de varios péptidos. Este tipo de liberaciéon es similar a la de las

células endocrinas.
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En el soma de las neuronas serotonérgicas de Retzius, la liberacién ocurre a partir
de cumulos de vesiculas electrodensas, que en reposo se encuentran a mas de
una micra de la membrana plasmatica y requieren de la estimulacion a altas
frecuencias para liberar su contenido. La estimulacién con trenes de impulsos a 10
Hz, pero no a 1 Hz moviliza las vesiculas hacia la membrana plasmatica (Trueta et
al., 2003; Trueta et al.,2004) y produce su fusion y la liberacién de serotonina. Esta
liberacion depende de la activacion de canales de calcio tipo L y de la liberacién
de calcio inducida por calcio (Trueta et al., 2003; Trueta et al.,2004; Leon-Pinzon
et al.,2014), y es sostenida durante varios minutos por un mecanismo de
autorregulacion que consiste en una retroalimentacion positiva, donde la
serotonina liberada se une a autoreceptores acoplados a la fosfolipasa C, que
produce IP3, lo que activa la liberacion de calcio de depdsitos intracelulares en la
region sub-membranal, y permite la fusion de las vesiculas conforme llegan a la

membrana plasmatica (Figura 4; Leon-Pinzon et al.,2014).
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Figura 4. Soma de una neurona de Retzius. A) Micrografia del soma de una neurona de
Retzius, se muestran grupos de vesiculas en el soma de una neurona estimulada a 1 Hz
distantes de la membrana, marcada con flechas Entre los cumulos de vesiculas y la
membrana plasmatica se observan cisternas de reticulo endoplasmico (asteriscos). Las
puntas de flecha marcan el reticulo endoplasmico rugoso, (tomada de Trueta et al.,2004)
B) Esquema del mecanismo de autorregulacion de la secrecién somatica. En el soma la
serotonina secretada actua sobre autoreceptores acoplados a la produccion de IP3, lo que
activa la liberacién de calcio intracelular, y mantiene la secrecidén por varios minutos
(modificado de Leon-Pinzon et al., 2014).
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2.7.Receptores de serotonina

Se han identificado gran cantidad de receptores serotonérgicos, la mayoria de los
cuales son metabotropicos. Estos han sido relacionados con determinados
comportamientos, que incluyen las emociones, el ritmo circadiano, la conducta
motora y el estado de alerta mental. El deterioro de la funcién de los receptores se
considera responsable de muchos trastornos psiquiatricos como depresion,
trastornos de ansiedad y esquizofrenia; los farmacos que actuan sobre los
receptores serotonérgicos son tratamientos eficaces para algunos de estos
trastornos. Los receptores serotonérgicos son puntos diana para una amplia
variedad de agentes terapeéuticos. La activacion de los receptores también media
la saciedad y el menor consumo de alimento, siendo utiles para el tratamiento de

los trastornos de la conducta alimentaria (Purves 2007).

Los receptores de serotonina pueden dividirse en al menos siete clases, las cuales
se han numerado del 5-HT; a 5-HT,. Las clases 5-HT;, 5-HT, y 5-HTs
comprenden a su vez, cinco (5-HT;, a 5-HT;z), tres (5-HT,, a 5-HT,¢) y dos (5-
HT:4 a 5-HT:g ) subtipos respetivamente, mientras que de las clases 5-HT;, 5-HT,,

5-HT, y 5-HT, se conoce hasta el momento un subtipo de cada una.

Todos los receptores de serotonina estan relacionados estructuralmente con la
superfamilia de receptores acoplados a proteinas G, excepto el receptor 5-HT;, el
cual esta acoplado a un canal catidénico de sodio y potasio (Gerhardt y van
Heerikhuizen 1997).

La mayoria de los receptores de serotonina han sido ampliamente estudiados en
neuronas de vertebrados; en neuronas de invertebrados las subunidades de los
receptores pueden tener variaciones que no son reconocidas por los agonistas y

antagonistas de los receptores de vertebrados.

En neuronas de sanguijuela se ha mostrado la presencia de tres tipos de
receptores de serotonina, descritos en las neuronas P (sensibles a presion) y en

neuronas de Retzius, donde se mostré que la administracion de serotonina
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produce una corriente de cloro y una corriente cationica monovalente (Lessmann y
Dietzel 1991). La corriente de cloro es activada por un receptor ionotropico y uno
metabotrépico diferente de los subtipos descritos en mamiferos que esta acoplado
a la formacién de AMP ciclico y es dependiente de la proteina cinasa A; la
corriente cationica parece ser activada por un receptor similar al 5HT2, acoplado a

la proteina cinasa C (Sanchez-Armass, Merz, y Drapeau 1991).

2.8. Autoinhibicién en neuronas serotonérgicas

Las neuronas que liberan serotonina cuentan con caracteristicas comunes en las
especies de diferentes Phylla (Gocht y Heinrich 2007). Una de estas
caracteristicas es que la actividad eléctrica en rafagas a frecuencias altas, produce
una autoinhibicion mediada por las propiedades eléctricas intrinsecas de la
membrana plasmatica. Ademas, las neuronas serotonérgicas presentan
autoreceptores en las dendritas, axones y el cuerpo celular (para revision ver
Aghajanian et al.,1990) y por ello la propia serotonina activa también mecanismos
de autorregulacion. Este ultimo tipo de autorregulacion, mediado por el
neurotransmisor, no es exclusivo de la serotonina; la autoinhibiciéon también ha
sido descrita en neuronas dopaminérgicas de la sustancia nigra (Cheramy, Leviel,
y Glowinski 1981; Grace y Bunney 1984; Kita, Kita, y Kitai 1986), donde el disparo
es inhibido por la aplicacion de dopamina exdgena, ademas de las neuronas
magnocelulares secretoras de vasopresina (Brown 2004), y las neuronas
noradrenérgicas en el locus coeruleus (Aghajanian y VanderMaelen 1982).

Las neuronas serotonérgicas disparan espontaneamente a bajas frecuencias,
entre 0.5 y 3 Hz (Cunningham y Lakoski 1988; Mason 1997; Wang y Aghajanian
1977). La inhibicibn mediada por las propiedades intrinseca de la membrana
consiste en un periodo de supresion de los potenciales de accion espontaneos
después de fases de alta frecuencia de estimulacién (Gocht y Heinrich 2007).
Durante estos periodos la actividad espontanea no se ve afectada por la aplicaciéon

de serotonina exdgena, por lo que la supresion es explicada por las propiedades
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de la membrana (Heinrich et al.,1999). Este tipo de autoinhibicion ha sido descrito
en neuronas serotonérgicas del caracol (Heinrich et al.,1999) y en neuronas de

Retzius in situ dentro de los ganglios nerviosos de la sanguijuela (Carretta 1988).

En la region somatodendritica de las neuronas serotonérgicas de los vertebrados
existe una alta densidad de receptores 5-HT inhibidores. Periodos de alta
frecuencia de disparo evocados experimentalmente por estimulacion eléctrica, son
seguidos de una inhibicion, durante la cual no se generan potenciales de accion
(Aghajanian y Vandermaelen 1982; Wang y Aghajanian 1977) y se ha observado
que la aplicacion de antagonistas de los autoreceptores serotonérgicos (Fornal et
al.,1994; Rogawski y Aghajanian 1981; Trulson y Frederickson 1987) abolen estos
periodos de supresion. Ademas la presencia de serotonina exogena (Chaput,
Blier, y de Montigny 1986; Trulson y Crisp 1986) inhibe la actividad espontanea, lo
cual indica que la serotonina en el fluido extracelular actia uniéndose a
autoreceptores (Gocht y Heinrich 2007) y produce una autoinhibicion en la

actividad eléctrica de las neuronas que la secretan.

En neuronas de Retzius de la sanguijuela en cultivo nuestro laboratorio se mostro
que inmediatamente después de uno o varios potenciales de accidn se presenta
una hiperpolarizacion mas lenta que la producida por la corriente de potasio que
participa en la repolarizacion de la membrana después del potencial de accidn.
Esta hiperpolarizacion lenta es mediada por corrientes de cloro, pues al invertir el
gradiente transmembranal de cloro, inyectando KCI a la neurona con un electrodo
intracelular, se invierte. Esta respuesta se inhibe al bloquear la secrecién
sustituyendo el calcio extracelular por magnesio o cuando se vacian las reservas
de serotonina con reserpina, lo cual muestra que es producida por la serotonina

liberada por la propia neurona (Figura 5: Cercos et al.,2009).
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Figura 5. Las neuronas de Retzius presentan un cambio de voltaje postpotencial
que es mediado por corrientes de cloro y se debe a la liberacion de serotonina
(tomado de Cercos et al., 2009). A) Potencial de accion registrado con un electrodo lleno
de KAc (trazo superior; condiciones fisiologicas) y con un electrodo lleno de KCI (trazo
inferior) para invertir el gradiente transmembranal de cloro. Los insertos muestran
ampliaciones del potencial de membrana justo alrededor del potencial de accion. La
inversion del cambio de voltaje postpotencial muestra que es producido por corrientes de
cloro. B) y C) Registros representativos de neuronas estimuladas con un tren de 10
impulsos a 30 Hz con un electrodo lleno de KCI; los potenciales de accion se muestran
truncados. B) La respuesta postpotencial, que se observa como un despolarizacién
después del tren de impulsos (trazo negro) se inhibe al bloquear la secrecion sustituyendo
el calcio por magnesio en la solucion extracelular (trazo rojo) de manera reversible (trazo
azul). Esto muestra que es producida por una sustancia secretada por la propia neurona.
C) La respuesta postpotencial se inhibe al vaciar las reservas de serotonina, incubando a
las células con reserpina. Esto muestra que es producida por la serotonina secretada por
la propia neurona.
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En este mecanismo la serotonina liberada en respuesta a la actividad eléctrica
actua sobre autoreceptores acoplados a canales de cloro (Figura 7), lo que
hiperpolariza la membrana y disminuye su resistencia, disminuyendo asi la
excitabilidad subsecuente de la neurona (Figura 6; Cercds, De-Miguel, y Trueta
2009).

Figura 6. La serotonina produce una disminucion de la resistencia y de la
excitabilidad de las neuronas Retzius. A) Respuesta de una neurona Retzius en cultivo
a pulsos de corriente hiperpolarizante antes (control; trazo negro), durante (5-HT; trazo
gris obscuro) y después (Recuperacion; trazo gris claro) de la aplicacion de serotonina por
iontoforesis. La disminucién de la respuesta en voltaje producida por la serotonina a la
aplicacion de un pulso de corriente de igual magnitud muestra que la serotonina
disminuye la resistencia de la membrana. B) Registros de una neurona Retzius
estimulada con un tren de 10 impulsos a 1 Hz (trazo superior), 10 Hz (trazo medio), o 30
Hz (trazo inferior) usando un electrodo intracelular lleno de KAc. El porcentaje de fallas de
los potenciales de accién (indicadas por flechas) aumenté al incrementar la frecuencia de
estimulacion, mostrando que la serotonina liberada por la neurona disminuye la
excitabilidad de la misma. Notese que la escala de tiempo es diferente en cada caso.
Escala vertical aplica para todos los trazo. (modificado de Cercos, De-Miguel, y Trueta
2009)
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Figura 7. Representacion esquematica del mecanismo de autoregulacion activado
por la serotonina en las neuronas de Retzius. A) La serotonina liberada actua sobre
autoreceptores acoplados a canales de cloro, lo que hiperpolariza la membrana y
disminuye su resistencia, disminuyendo asi la excitabilidad de la neurona. No se conoce

la localizacion especifica de este mecanismo.

Dado que esta autoinhibicion se observa después de potenciales de accion
individuales, que producen la liberacién de serotonina unicamente de vesiculas
claras en las terminales sinapticas, el mecanismo que lo produce parece estar
localizado en o cerca de las terminales presinapticas. Ademas, como se mostré en
la seccion de secrecion extrasinaptica, en el soma de estas mismas neuronas
existe un mecanismo distinto. Sin embargo, la localizacién del mecanismo que
produce la autoinhibicion no habia sido demostrada. En este trabajo estudiamos la
localizacion de este mecanismo en las neuronas de Retzius. Ademas, como ya se
ha mencionado, en las terminales sinapticas las vesiculas claras estan rodeadas
por vesiculas electrodensas que liberan su contenido en la zona perisinaptica,
produciendo efectos postsinapticos y posiblemente también extrasinapticos y no
se conocia si esta liberacidon extrasinaptica participa en la activacion del fenédmeno
de autoinhibicion. En este trabajo estudiamos también la participacién de la

secrecion perisinaptica en la activacion del mecanismo de autoinhibicién.
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2.9.Sistema nervioso de la sanguijuela Hirudo sp. como

preparacion biologica.

Las funciones fisioldgicas de la serotonina estan conservadas a lo largo de la
escala filogenética (Tecott 2007) y los mecanismos de secrecion también lo estan,
por lo que podemos estudiarlos en las neuronas de invertebrados, que tienen la
ventaja de ser mas grandes que las de los vertebrados y de encontrarse
localizadas de manera estereotipada, es decir, su localizacion es similar entre un
ganglio y otro, entre un individuo y otro e incluso en distintas especies. Todo esto
permite identificar cada tipo neuronal y facilita realizar registros O6pticos vy
electrofisiologicos. Uno de los invertebrados que mas se ha utilizado para estudiar

principios basicos de la neurobiologia es la sanguijuela.

La sanguijuela pertenece al Phyllum Annelida, cuya caracteristica mas distintiva es
su cuerpo segmentado a lo largo del eje anteroposterior, lo cual se refleja

claramente en la organizacion de su SNC (Ruppert y Litvaitis 1968).

La estructura y funcionamiento del sistema nervioso de la sanguijuela ha sido
caracterizado por décadas (Coggeshall y Fawcett 1964). Estd compuesto por 21
ganglios segmentales, ademas de uno cefalico y uno caudal, formados por la
fusiéon de varios ganglios. Cada uno de los ganglios segmentales contiene
alrededor de 400 neuronas, exceptuando los ganglios 5 y 6, que inervan los
organos reproductores y contienen alrededor de 700 neuronas (Muller 1981).
Cada ganglio esta conectado al cuerpo por medio de raices nerviosas y con los
ganglios adyacentes por medio de nervios conectivos (Figura 8; John G. Nicholls
et al., 2011).

En las sanguijuelas es posible estudiar neurona por neurona las bases celulares
de la conducta debido a que tienen comportamientos estereotipados que son
llevados a cabo por relativamente, pocas neuronas, mientras que respuestas
analogas en mamiferos requieren de muchos miles de neuronas (John G. Nicholls
et al., 2011).

22



Figura 8. Esquema del sistema nervioso central de la sanguijuela. Se
muestran los 21 ganglios segmentales (tomado de (Blackshaw y Nicholls 1995)

La mayoria de las neuronas de la sanguijuela han sido identificadas por su
tamano, localizaciéon y funcién (Nicholls y Baylor 1968); entre ellas estan las
neuronas mecanosensoriales sensibles a la presiéon (P), al tacto (T), o a los
estimulos nocivos (N) y las motoneuronas, de las cuales se han descrito 14 pares

excitadores y 3 pares inhibidores. (Figura 9).

Figura 9. Fotomicrografia de un ganglio segmental de Hirudo sp. Se muestra el
aspecto ventral del ganglio donde se observan los cuerpos celulares de las neuronas
identificadas N, T, P y R (Retzius) tomada de (Brodfuehrer y Thorogood 2001).

23



En las sanguijuelas el sistema serotonergico se encuentra conformado por 7
neuronas en cada ganglio segmental, (Coggeshall y Fawcett 1964). Estas
neuronas modulan el nado, la alimentacion (Hull et al., 1999; Lent y Frazer 1977),
la tensién muscular y la liberaciéon de moco en la piel (Lent 1973; Leake 1986; Lent
y Dickinson 1987; Carretta 1988). Las dos neuronas de Retzius, cuyos somas se
localizan en el paquete central de cada ganglio segmental, son las mayores
productoras de serotonina y las mas grandes en todo el ganglio, con un soma de
aproximadamente de 80 micras de diametro, por lo que son faciles de registrar de
manera optica y electrofisioldgica. La estimulacién eléctrica de las neuronas de
Retzius incrementa la propension de las sanguijuelas a nadar, y durante el nado
estas neuronas permanecen activas. Estas neuronas pueden también ser aisladas
y mantenidas en cultivo, donde contintdan liberando serotonina (Henderson 1983)
y pueden formar sinapsis funcionales con otras neuronas co-cultivadas (Ready y
Nicholls 1979). Cuando las neuronas de Retzius se siembran en contacto con una
neurona sensible a la presion (P) forman una sinapsis quimica unidireccional en la
cual la célula Retzius siempre actua como neurona presinaptica y la serotonina
esta contenida en vesiculas claras y electrodensas en la termina (Kuffler, Nicholls,
y Drapeau 1987) (Figura 3). Esta preparacion fue la primera sinapsis establecida
en cultivo (Fuchs, Nicholls, y Ready 1981), ha sido utilizada para estudiar los
pasos en la formacion de sinapsis, y es muy util para estudiar los mecanismos
finos de la exocitosis sinaptica de serotonina (Kuffler y Nicholls, 1990). Ademas,
las neuronas de Retzius liberan serotonina a partir de vesiculas electrodensas en
sitios extrasinapticos del soma (Trueta et al., 2003, 2004) y del axén (Cercés et al.,

en preparacion).

El hecho de que en cultivo las neuronas sean practicamente isopotenciales y las
terminales se encuentren cerca del cuerpo neuronal hace que el registro en el

soma sea una fiel muestra de lo que ocurre en las terminales.
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3. Planteamiento del problema

La respuesta de autoinhibicidn mediada por corrientes de cloro en las neuronas de
Retzius de la sanguijuela (Cercos, De-Miguel, y Trueta 2009) puede ser registrado
inmediatamente después de de un solo potencial de accién. Dado que los
potenciales de accion individuales evocan soélo secrecion sinaptica a partir de
vesiculas claras, esto sugiere que el mecanismo que produce la autoinhibicion
esta localizado en o cerca de las terminales presinapticas. Ademas, en el soma de
estas mismas neuronas se describié un mecanismo de autorregulacion diferente,
que consiste en una retroalimentacion positiva que sostiene la secrecion durante
minutos (Leon-Pinzon et al., 2014). Estas evidencias sugieren que el mecanismo
de autoinhibicién mediado por canales de cloro se localiza especificamente en las

terminales presinapticas.

En las terminales presinapticas las pozas de vesiculas claras estan rodeadas por
vesiculas electrodensas, que liberan su contenido en la zona perisinaptica. En
caso de que el mecanismo de autoinhibicion se localice en las terminales, no se
conoce tampoco si la serotonina liberada por vesiculas electrodensas participa en

la activacion de este mecanismo.

En este trabajo investigamos 1) si el mecanismo de autoinhibicion mediado por
corrientes de cloro se encuentra localizado especificamente en las terminales
presinapticas y 2) si la serotonina liberada por vesiculas electrodensas en los
alrededores de la terminal presinaptica participa en la activacion del mecanismo
de autoinhibicion.

Demostrar que el mecanismo de autoinhibicion esta localizado de manera
especifica en las terminales presinapticas y si la serotonina liberada por vesiculas
electrodensas en la zona perisinaptica participa en la activacion del mecanismo de
autoinhibicion en la terminal, apoyaria la idea de que la liberacion de serotonina en
diferentes compartimentos neuronales es regulada por mecanismos diferentes y
contribuira a entender con mayor detalle el funcionamiento del sistema

serotonérgico.
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4. Hipotesis.

-Si el fendbmeno de autoinhibicion ocurre exclusivamente en las terminales
presinapticas, entonces no estara presente en somas de neuronas aislados sin el
axén primario o crecimiento neuritico, ni se registrara con electrodos en el soma
de neuronas in situ dentro del ganglio nervioso, donde las terminales estan

electrotonicamente alejadas del soma.

-Si la liberacion perisinaptica a partir de vesiculas electrodensas participa en el
fendbmeno de autoinhibicion, entonces la respuesta autoinhibidora disminuira al

inhibir la liberacién a partir de vesiculas electrodensas.

5. Objetivos

-Determinar si el fendmeno de autoinhibicidon ocurre exclusivamente en las

terminales sinapticas.

-Investigar si la liberacion perisinaptica a partir de vesiculas electrodensas

participa en el fendmeno de autoinhibicion.
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6. Métodos

6.1.Cultivo celular

Para aislar las neuronas de Retzius se realiz6 la diseccion de la sanguijuela bajo
un microscopio estereoscopico siguiendo el protocolo de Dietzel et al., (1986). Se
sujeto al animal con alfileres sobre una caja con fondo de sylgard (Dow Corning,
MI, EUA) y se mantuvo bafiado con una solucion fisiolégica pH 7.4 que contiene:
120 mM de NaCl, 4 mM de KCI, 2 mM de CaClz y 10 mM de Tris-maleato. Se
realizd un corte longitudinal en la parte ventral para exponer la cadena ganglionar
y se corto el seno venoso que la recubre, conservando las raices cubiertas con
este tejido para facilitar la sujecién de los ganglios. Una vez aislada la cadena
ganglionar, se colocd en una caja de cultivo de 3 cm de diametro con fondo de
sylgard con medio de cultivo L-15 (Gibco, Gaithersburg,MD,USA) complementado
con: 2% de suero bovino fetal (SBF; Gibco), 6mg/ml de glucosa y 0.1 mg/ml de
gentamicina. La capsula que recubre cada ganglio se abridé con ayuda de un par

de pinzas finas.

Para eliminar la matriz extracelular del rededor de las neuronas y facilitar la
extraccion de éstas, los ganglios descapsulados se incubaron durante una hora
con 2 mg/ml de colagenasa-dispasa, con agitacion continua. Después de esto,
bajo el microscopio estereoscoépico, se identificaron las neuronas de Retzius por

su tamafio y localizacion (Figura 10).
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Figura 10. Aislamiento de neuronas identificadas de un ganglio segmental. La pipeta
esta aislando una neurona P por succion. Las R sefialan las neuronas de Retzius (tomado
de Dietzel et al., 1986).

El aislamiento de las neuronas se realizé por medio de succion realizada con una
micropipeta de vidrio, con la cual se puede extraer el soma unido a un segmento
del axon primario (muidn axonal), aplicando succién hasta que el soma y parte del
axon entren en la micropipeta, seguido de un rapido movimiento perpendicular; o
aislar unicamente el soma, sin la presencia del muidn axonal, aplicando succion
hasta que sélo el soma entre en la micropipeta, seguido de un rapido movimiento

perpendicular.

Una vez extraidas las neuronas se lavaron en gotas de medio de cultivo estéril
dentro de una campana de flujo laminar y se sembraron al dia siguiente en platos
de cultivo (Falcon Franklin Lakes, NJ, USA), incubados previamente con
concanavalina-A 2 mg/ml (Sigma) por 1 hora, y enjuagados con agua desionizada
estéril. Las neuronas se mantuvieron con 3 ml de medio de cultivo L-15
(Gibco,Gaithersburg,MD,USA) complementado con 6 mg/ml de glucosa y 0.1
mg/ml de gentamicina. Las células fueron sembradas asegurandose de que tanto
el soma como el muidn axonal estuvieran en contacto con el fondo del plato, 12
horas después se adicion6 2% de SBF (Gibco). Las células se mantuvieron a una
temperatura de 18°C y se utilizaron entre 2 y 7 dias después de haberlas

sembrado.
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6.2.Registro intracelular

La estimulacion y registro de las neuronas se hizo utilizando un microelectrodo
intracelular de borosilicato, con resistencia entre 20 y 30 MQ, lleno de KCI 3M,
para invertir el gradiente transmembranal de cloro y poder medir la respuesta de
autoinhibicion invertida y amplificada. Los registros se realizaron con un
amplificador de registro intracelular AXOCLAMP-2A (Axon Instruments) en modo
de fijacién de corriente discontinua y se digitalizaron con un convertidor analdgico-
digital Digitada 1322A (Axon Instruments), con una frecuencia de muestreo de 10
KHz, utilizando el software Pclamp 9.0 (Axon Instruments). El potencial de reposo
se mantuvo en -60 mV por medio de la inyeccién de corriente directa (siempre
menor a 1 nA) para evitar variaciones en la amplitud de la respuesta
pstpotencialpor la diferencia entre el potencial de reposo y el potencial de

equilibrio del cloro.

Para los registros de neuronas de Retzius in situ, se aislaron los ganglios y se
colocaron en un plato con fondo de sylgard con solucién fisiolégica adicionada con
11 mM de glucosa, sujetandolos de las raices y conectivos con minucias. Los
registros intracelulares se realizaron utilizando oéptica de campo obscuro para

poder visualizar las neuronas y el microelectrodo.

Las neuronas se estimularon con pulsos de corriente despolarizante de 20 ms de
duracion y con amplitud suficiente para producir un potencial de accion durante
cada pulso. Se produjeron trenes de 10 impulsos a 1 Hz, con la finalidad de
estandarizar la amplitud de corriente necesaria para que la neurona disparara en
cada uno de los pulsos del tren; se esperaron 2 minutos antes de la siguiente
estimulacion, en la cual se produjo un tren de 10 impulsos a 10 Hz. El potencial de
reposo de las neuronas fue mantenido a -60 mV mediante la inyeccién de
corriente directa. Se esperd un tiempo de 5 minutos entre cada tren de 10 Hz para

permitir la recuperacién de las vesiculas secretoras.
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Con la finalidad de estudiar las variaciones en la presencia del fendbmeno de

autoinhibicion en los diferentes compartimentos las neuronas fueron separadas en

4 grupos:

1.

Neuronas con mufidén axonal con crecimiento neuritico: Estas neuronas fueron
aisladas conservando un segmento del axon primario y presentaron
crecimiento neuritico después de ser sembradas (Figura 11A). En estas
neuronas se forman terminales presinapticas en la punta del mufidn axonal y/o
en las neuritas y debido a que las neuronas en cultivo son practicamente
isopotenciales, las respuestas registradas en el soma reflejan claramente la

respuesta de las terminales presinapticas.

Neuronas con axon primario en cultivo: Estas neuronas fueron aisladas
conservando un segmento del axén primario y no presentaron crecimiento
neuritico después de ser sembradas (Figura 11B). En estas condiciones
también se forman terminales presinapticas en la punta del mufidn axonal y las

neuronas son también practicamente isopotenciales.

Somas en cultivo: Estas neuronas fueron aisladas conservando unicamente el
soma neuronal aislado del axén primario, y no presentaron crecimiento
neuritico después de ser sembradas (Figura 11C). Al tener aislado sélo el
soma de la neurona donde no hay terminales presinapticas, se pudo estudiar la

respuesta de este compartimento en particular.

Neuronas en los ganglios nerviosos: Estas neuronas fueron registradas in situ
dentro de los ganglios nerviosos (Figura 11D), conservando las ramificaciones
axonales intactas, donde las terminales presinapticas se encuentran en las

puntas de los axones, que estan electrotbnicamente alejadas del soma.
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Figura 11. Neuronas de Retzius en diferentes condiciones experimentales. A)
Neurona aislada conservando un segmento del axén primario (sefalado por la
flecha), donde en cultivo se forman terminales presinapticas cerca del soma. Esta
neurona regenero neuritas (puntas de flecha). B) Neurona aislada conservando un
segmento del axon primario (flecha), que no regenerd neuritas. C) Soma aislado,
donde no hay terminales presinapticas. D) Neuronas in situ dentro del ganglio
nervioso, donde las terminales presinapticas se encuentran electrotonicamente
distantes del soma (tomada de (Yazdani et al., 2013).

6.3. Analisis de resultados

Los resultados donde se muestra la media y el error estandar fueron calculados a

partir de una muestra de al menos 6 datos para cada condicion.

En las graficas donde se muestran porcentajes, los datos fueron normalizados

tomando como 100% el dato del primer registro de cada neurona.

Se realizé una prueba de “t” de Student, para comparar la media de dos grupos
independientes. Para comparar mas de dos grupos se utilizé el analisis de
varianza (ANOVA) de un factor. En algunos experimentos donde se realizaron
mediciones en distintos tiempos, se utilizo ANOVA de medidas repetidas. Para
determinar cuales grupos difieren, a cada ANOVA se le aplicod una prueba de
rango post hoc de Tukey.

Se considerd que habia una diferencia significativa cuando la probabilidad de error
fue menor al 5% (P<0.05).

En cada registro, se midi6 la amplitud de la respuesta autoinhibidora invertida
como la diferencia entre el potencial de reposo de la neurona antes del tren de
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estimulacion y el punto maximo de la respuesta postpotencial; la duracion media
de la respuesta autoinhibidora fue medida como el tiempo que tardé dicha
respuesta en decaer al 50% de la amplitud maxima alcanzada, tomando como

tiempo inicial el pico del ultimo potencial de accion del tren (Figura 12).

Figura 12. Se muestra como se midieron la amplitud maxima y la duracién media de
la respuesta de autoinhibicién.
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7. Resultados

7.1.Localizacion de la respuesta de autoinhibicion.

Para estudiar si el mecanismo de autoinhibicion mediado por corrientes de cloro
se localiza especificamente en las terminales presinapticas, utilizamos neuronas
de Retzius del sistema nervioso central de la sanguijuela en diferentes condiciones
experimentales, que se describieron con detalle en la seccion de métodos. Las
neuronas se estimularon con trenes de 10 impulsos a 10 Hz mediante la inyeccién
de corriente con un microelectrodo en el soma, lleno de KCI 3 M para invertir y

amplificar la respuesta de autoinhibicion.

La respuesta de autoinhibicion se registré como una despolarizacion después del
disparo de uno o mas potenciales de accion. La amplitud y duracion de esta
despolarizacion presentd una ligera variacién de una célula a otra. Sin embargo, la
cinética de la respuesta fue muy similar dentro y entre los grupos que la

presentaron (Figura 13).

En las neuronas de Retzius que fueron aisladas conservando un segmento del
axon primario (mufion axonal), la estimulacion con trenes a 10 Hz produjo una
despolarizacion gradual a lo largo del tren, que siguio creciendo hasta alcanzar un
pico con una amplitud de 16.9 + 0.85 mV, 566.1 £ 1.39 ms después del ultimo
potencial de acciéon (Figura 13). Esto ocurri6 independientemente de si las

neuronas regeneraron o no neuritas a partir del mufién axonal.

En algunas neuronas el mufidn axonal se apreciaba muy pequefio o delgado al ser
cultivadas. Estas neuronas, no presentaron respuesta de autoinhibicién. Sin
embargo, en aquellas neuronas donde el muidn axonal tenia un grosor y tamafo
similar al mostrado en la figura 11B, presentaban respuesta postpotencial aunque
no hubieran regenerado neuritas y esta fue muy similar a la registrada en células

que regeneraron neuritas (Figura 13).
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Figura 13. Registros representativos de neuronas de Retzius en cultivo que fueron
aisladas conservando un segmento del axén primario.

Las neuronas fueron estimuladas con un tren de 10 pulsos a 10 Hz. La respuesta de
autoinhibicion se muestra como una despolarizacion después de la estimulacion (flechas).
Cada trazo corresponde a una neurona independiente. A) Se muestran respuestas de
neuronas que regeneraron neuritas B) Se muestran respuestas de neuronas que no
regeneraron neuritas pero presentaban un mufidn axonal saludable. Noétese que la
variabilidad en la amplitud y cinética de la respuesta de autoinhibicion es similar en ambos
grupos. Se muestran los registros de 6 neuronas por grupo.
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En neuronas que fueron aisladas conservando un segmento del axén primario
pero que en cultivo no regeneraron neuritas, la respuesta de autoinhibicién tuvo
una amplitud maxima de 16.795 + 1.352 mV, mientras que en las neuronas que en
cultivo regeneraron neuritas la respuesta de autoinhibicién tuvo una amplitud
maxima 16.970 £ 1.122 mV (Figura 13). No hubo diferencia significativa entre la

amplitud de la respuesta entre estos dos grupos.

En los registros realizados en somas neuronales aislados sin axén primario, donde
no hay terminales presinapticas (Figura. 14) se presentd una repolarizaciéon lenta
después del tren, que 150 ms después del ultimo potencial de accidon del tren
(tiempo en que la respuesta de autoinhibicidén en las neuronas que la presentaron,
alcanzé su amplitud maxima), tenia una amplitud de 1.686 £ 0.263 mV por encima
del potencial de reposo. Esta amplitud fue significativamente menor que la
registrada en neuronas que fueron aisladas conservando un segmento del axon
primario y la repolarizacion no tuvo la cinética de la respuesta de autoinhibicion.
Esto sugiere que el mecanismo de autoinhibicion no esta presente en el soma de

las neuronas.

Figura 14. Registros representativos de neuronas de Retzius en cultivo que fueron
aisladas sin el axén primario.

Las neuronas fueron estimuladas con un tren de 10 pulsos a 10 Hz. Nétese que la
repolarizacion lenta después de la estimulacion no tiene las caracteristicas de la
respuesta de autoinhibicion. Se muestran los registros de 6 neuronas independientes.

35



El axén primario de las neuronas de Retzius tiene sitios de secrecion
extrasinaptica (Cercos et al., en preparacion), que podrian presentar el mecanismo
de autoinhibicion. Para comprobar si este mecanismo es exclusivo de las
terminales presinapticas y no esta presente en sitios extrasinapticos del axén
primario, se realizaron registros en neuronas de Retzius in situ dentro de los
ganglios nerviosos. En estas condiciones, las terminales presinapticas estan
electrotonicamente distantes del soma, en las puntas de las ramificaciones
axonales y si la autoinhibicion esta localizada unicamente en las terminales no se
deberia ver su efecto registrando con microelectrodos en el soma. En cambio, el
axon primario estda en la misma posiciéon en relacion con el soma que en las
neuronas en cultivo y si el mecanismo de autoinhibicion esta localizado en este
compartimento y es activado por la secrecion extrasinaptica de serotonina de éste,
deberia ser posible ver su efecto en el soma de las neuronas registradas in situ.
La Figura 15, muestra registros de neuronas de Retzius en cultivo e in situ,
estimuladas con trenes de diez impulsos a 10 Hz. En las neuronas in situ no se
reqgistrd la respuesta de autoinhibicion después de la estimulacion, sugiriendo que
el mecanismo de autoinhibicion esta localizado exclusivamente en las terminales
presinapticas y la propagacion electroténica de las respuestas generadas en las

terminales no permite que lleguen al soma.
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Figura 15. Respuesta de autoinhibicion en diferentes condiciones experimentales.
A) Registros representativos de neuronas de Retzius con diferentes condiciones en cultivo
e in situ, estimuladas con un tren de 10 pulsos a 10 Hz. La respuesta de autoinhibicion
sblo se registrd en neuronas que fueron aisladas conservando un segmento del axén
primario, donde en cultivo se forman terminales presinapticas cerca del soma. Los
potenciales de accion se muestran truncados. B) Promedio de la amplitud maxima de la
respuesta autoinhibidora para cada grupo. No hay diferencia significativa si la neurona
regenero o no neuritas. La hiperpolarizacion observada en los registros in situ se debe a
la corriente de potasio que se activa al final del potencial de accién.
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Como indicador de la cinética del mecanismo de autoinhibicién se utilizé la
duracion media de la respuesta. Al comparar este parametro entre los grupos con
mufidn axonal con (560.3 + 1 ms) y sin (571.9 £ 1.7 ms) neuritas (Figura 16), no se
encontré diferencia significativa, demostrando que a pesar de las diferencias
morfolégicas de las neuronas, la cinética de la respuesta autoinhibidora no se ve

afectada.

Figura 16. Promedio de la duracion media de la respuesta de autoinhibicion en
neuronas en cultivo con mufién axonal. No hay diferencia significativa entre los grupos
sin neuritas (14 neuronas; barra negra) y con neuritas (n= 21 neuronas; barra rosa).
P=0.835.

La presencia de la respuesta de autoinhibicion en neuronas Retzius con mufidn
axonal en cultivo, en donde se forman terminales presinapticas cerca del soma,
pero no en somas aislados ni en neuronas in situ, muestra que la respuesta de
autoinhibicion solo se encuentra en sitios donde la maquinaria sinaptica esta

formada y no en sitios extrasinapticos como el soma o el axén primario.
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Debido a que la amplitud y duracion media de la respuesta de autoinhibicién no
son significativamente diferentes en las neuronas que fueron aisladas
conservando un segmento del axdén primario y que en cultivo no regeneraron
neuritas con respecto a las que si regeneraron neuritas, en los experimentos
posteriores se utilizaron neuronas con muidn axonal que presentaron la respuesta

de autoinhibicidn, sin considerar la presencia o ausencia de neuritas.

7.2.Participacion de Ilas vesiculas electrodensas

perisinapticas en el fenémeno de autoinhibicién

Los experimentos anteriores muestran que la respuesta de autoinhibicién esta
localizada especificamente en las terminales presinapticas. Como ya se menciono,
estas se componen de dos pozas de vesiculas claras: una adosada a la
membrana, y una de reserva, asi como de una poza de vesiculas electrodensas
que rodea a las anteriores y que libera su contenido en los alrededores de la
terminal presinaptica. No se conoce si la liberacion de serotonina a partir de estas
vesiculas electrodensas participa en el mecanismo de autoinhibicion en la

terminal.

Para estudiar si la serotonina liberada por vesiculas electrodensas de la zona
perisinaptica participa en la activacion del mecanismo de autoinhibicion,
bloqueamos los canales de calcio tipo L, que se requieren para producir liberacion
extrasinaptica, pero no sinaptica (Trueta y De-Miguel, en preparacion; Reuter

1996). Para ello incubamos a las neuronas con nimodipina 10 uM.

Las neuronas fueron estimuladas con un tren de 10 impulsos a 10 Hz antes de
afiadir nimodipina 10 yM en el bafo. Este registro fue considerado como control y
en la Figura 17 se muestra como el minuto 0 de incubacion. Después de anadir
nimodipina en el bafo, se estimuld a las neuronas con un tren a 10 Hz cada 5

minutos por 20 minutos.
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Después de 20 minutos en presencia de la nimodipina, las células mostraron una
disminucién en la amplitud de la respuesta de autoinhibicion (Figura 17 A) que en
promedio fue de 57.8% de la respuesta inicial (Figura 17B). Esto sugiere que la
liberacion de serotonina a partir de vesiculas electrodensas perisinapticas si

contribuye a la activacion del mecanismo de autoinhibicién en las terminales.
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Figura 17. El bloqueo de los canales de calcio tipo L disminuyé la amplitud pero no
afectd la cinética del mecanismo de autoinhibicidon. A) Registros representativos de
neuronas de Retzius en cultivo estimuladas con un tren de 10 impulsos a 10 Hz, antes
(control, trazos negros) y después de incubar con nimodipina 10 uM (trazos rojos y rosas).
Los potenciales de accion se muestran truncados. B) Porcentaje de la amplitud maxima
de la respuesta autoinhibidora inicial en funcién del tiempo en ausencia y presencia de
nimodipina. El bloqueo de los canales de calcio tipo L disminuyd la amplitud de la
respuesta autoinhibidora de manera dependiente del tiempo. C) Duracién media de la
respuesta autoinhibidora en funcion del tiempo expresada como porcentaje de su
valor inicial. El bloqueo de los canales de calcio tipo L no afectd la duracién media de la
respuesta. Se muestra el promedio y el error estandar del registro de 6 neuronas.

41



Para corroborar que la disminucion de la amplitud de la respuesta de
autoinhibicion estaba siendo producida solo por el efecto de la nimodipina y no
debido a un deterioro de las neuronas como consecuencia de mantener el
electrodo dentro de éstas durante todo el registro y las constantes estimulaciones,
se realizaron registros control, estimulando cada 5 minutos células en ausencia de
nimodipina o en presencia de etanol 0.0001 %, el vehiculo donde se disolvio la
nimodipina. Ademas, se registré un grupo de neuronas que fue incubado con
nimodipina y al cual soélo se estimuld con un tren de 10 impulsos a 10 Hz antes de
aplicar la nimodipina y otro tren 20 minutos después de haber afadido el farmaco.
Tanto en los registros en ausencia de nimodipina como en aquellos en presencia
del vehiculo no solamente no ocurri6 una disminucibn de la respuesta
postpotencial, sino que la amplitud de ésta se incrementd en un 30 % con respecto
a la amplitud inicial (Figura 17B), debido posiblemente a que a lo largo del registro
se sell6 la membrana plasmatica alrededor del electrodo, incrementando la
resistencia de entrada. En las neuronas que fueron incubadas con nimodipina, la
amplitud de la respuesta de autoinhibicion disminuyo en promedio un 63 % a los
20 minutos de haber incubado con el farmaco, (Figura 18), de manera similar a las
neuronas que fueron estimuladas cada 5 minutos (Figura 17). Estos resultados
comprueban que la disminucién en la amplitud de la respuesta de autoinhibicion
observada en el grupo tratado con nimodipina fue el efecto del bloqueo de los
canales de calcio tipo L por la incubacidén con nimodipina, y no se debe al deterioro
de la actividad eléctrica de las neuronas a lo largo del registro. La disminucion de
la respuesta de autoinhibicion por el bloqueo de los canales de calcio tipo L
sugiere que la serotonina de las vesiculas electrodensas de la zona perisinaptica

si participa en la activacion del mecanismo de autoinhibicién.

Por otro lado, la duracién media de la respuesta de autoinhibicion a lo largo de los
20 minutos que duro el registro no fue diferente en los grupos que se describieron
en esta seccion (Figura 17C), lo que sugiere el bloqueo de los canales de calcio
tipo L, solo afecto la cantidad de serotonina liberada por vesiculas perisinapticas y

no la cinética del mecanismo de autoinhibicion.
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Figura 18. La disminucioén de la respuesta de autoinhibicion es efecto del farmaco y
no de la estimulacioén repetitiva.

Promedio de la amplitud maxima de la respuesta de autoinhibicion. Las neuronas fueron
estimuladas con un tren de 10 impulsos a 10 Hz antes y 20 minutos después sin incubar
con nimodipina (puntos negros) o incubando con nimodipina 10 yM (puntos rojos) n= 6.

Ademas de presentarse después de trenes de estimulacion a altas frecuencias, la
respuesta de autoinhibicién se presenta después de un solo potencial de accion o
de trenes a 1 Hz, que sabemos producen sélo liberacion a partir de vesiculas
claras en la terminal presinaptica (Trueta y De-Miguel, en preparacion). En otras
preparaciones bien estudiadas, esta liberacion depende de la entrada de calcio a
la terminal a través de canales de calcio tipo N, 6 P/Q por lo que el bloqueo de los
canales de calcio tipo L no deberia afectar la liberacion de serotonina de las
vesiculas claras. Para comprobar que la nimodipina no estaba afectando la
liberacion de serotonina a partir de vesiculas claras, se analizaron los registros de

neuronas en cultivo donde la respuesta de autoinhibicion era claramente
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observada después de cada potencial de accion durante trenes a 1 Hz, antes y
después de haber incubado con nimodipina durante 20 minutos. En las neuronas
de Retzius que fueron aisladas conservando un segmento del axon primario
(muidn axonal) se observé una despolarizacion de 3.65 + 1.44 mV después de
cada potencial de accion cuando se estimularon con trenes de 10 impulsos a 1 Hz.
La amplitud de las respuestas de autoinhibicion a esta frecuencia no fue afectada
por la incubacion con nimodipina, lo que muestra que el bloqueo de los canales de
calcio tipo L solo inhibe la liberacidn de serotonina a partir de vesiculas

electrodensas (Figura 19).
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Figura 19. El bloqueo de los canales de calcio tipo L no afectd la liberacion sinaptica. A)
Registros representativos de una neurona de Retzius en cultivo estimulada con un tren de
10 impulsos a 1 Hz, frecuencia que evoca liberacion sinaptica pero no extrasinaptica. El
trazo negro muestra el registro control y el rojo muestra el registro 20 minutos después de
haber afadido nimodipina. Los potenciales de accidén se muestran truncados. B) Promedio
de la amplitud de la respuesta de autoinhibicion después de cada potencial de accién del
tren a 1 Hz en condiciones control (barras negras) y después de 20 minutos de incubacion
con nimodipina (barras rojas). El bloqueo de los canales de calcio tipo L no afectd la
amplitud de la respuesta autoinhibidora a esta frecuencia. n=6.
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8. Discusion

En este trabajo mostramos que el mecanismo de autoinhibicion mediado por
corrientes de cloro en neuronas de Retzius de la sanguijuela se localiza de
manera especifica en las terminales presinapticas, y que la serotonina liberada por
las vesiculas electrodensas que se encuentran en la zona perisinaptica participa

también en la activacion del mecanismo de autoinhibicion en la terminal.

El registro de neuronas de Retzius en diferentes condiciones experimentales
permiti6 estudiar el mecanismo de autoinhibicion en los diferentes
compartimientos de una misma neurona y asi determinar que este se encuentra
de exclusivamente en las terminales presinapticas. Este mecanismo se describid
en neuronas en cultivo que fueron aisladas conservando un segmento del axon
primario (Cercos et al., 2009), donde se forman terminales presinapticas cercanas
al soma. En nuestros experimentos se registro la respuesta de autoinhibicion,
invertida y amplificada, como wuna despolarizacion después del tren de
estimulacién, confirmando que las neuronas en cultivo que conservan un
segmento del axdn presentan el mecanismo de autoinhibicion. El registro de
somas aislados del axon permitié estudiar la posible presencia de la respuesta de
autoinhibicion en el soma, aislandolo de los demas compartimientos funcionales. A
pesar de que las neuronas de Retzius secretan serotonina por el soma, en estas
condiciones no se registro la respuesta de autoinhibicidn después de trenes de
impulsos, lo cual muestra de manera inequivoca que el mecanismo de
autoinhibicion no se lleva a cabo en este compartimiento funcional. En el soma la
serotonina esta almacenada en vesiculas electrodensas, y no existen terminales
presinapticas, sino que toda la secrecién es extrasinaptica por lo cual, la ausencia
del mecanismo de autoinhibicidn en este compartimento sugiere que éste se

encuentra especificamente en sitios de secrecion sinapticos.

En neuronas in situ registradas dentro de los ganglios nerviosos tampoco se
observo la respuesta de autoinhibicion, a pesar de que dentro del ganglio las

neuronas de Retzius presentan terminales presinapticas. Estas terminales se
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encuentran en las puntas de los axones en el neuropilo y estan electrotonicamente
alejadas del soma (Leake 1986), por lo que la propagacién pasiva atenua las
respuestas, impidiendo que lleguen al soma. A diferencia de lo que ocurre en el
ganglio, las neuronas en cultivo conservan un mufidn axonal, en cuya punta se
pueden formar terminales presinapticas. Dado que la punta del muién axonal se
encuentra muy cercana al soma, en estas condiciones los registros en el soma
reflejan de manera fiel los eventos eléctricos que ocurren en las terminales y por
ello las respuestas de autoinhibicion se pueden registrar con un microelectrodo en

el soma de neuronas en cultivo con mufion axonal.

El ax6én primario de las neuronas de Retzius presenta también secrecion
extrasinaptica, cuyas caracteristicas son intermedias entre las de la secrecion
sinaptica y la secrecion somatica (Cercés et al., en preparacion). El hecho de no
registrar respuestas de autoinhibicion en el soma de neuronas in situ muestra
también que el mecanismo de autoinhibicion no se encuentra tampoco en el axon
primario de la neurona en condiciones fisiologicas. De encontrarse en esta region,
las respuestas de autoinhibicion generadas en el axdn primario si se propagarian

hasta el soma y seria posible observarlas en estos registros.

Registrar la respuesta de autoinhibicion en neuronas en cultivo que fueron
aisladas conservando un segmento de axon primario, y no en somas aislados sin
mufon axonal ni en neuronas in situ dentro del ganglio mostré que el mecanismo

de autoinhibicion se localiza especificamente en las terminales presinapticas.

En los registros de neuronas en cultivo que conservaron un segmento del axén
primario no hubo diferencia significativa si las neuronas regeneraron neuritas o no,
ya que las terminales presinapticas se forman independientemente de la apariciéon

de neuritas.

Ademas se conoce que las neuronas serotonérgicas tienen un periodo de
inhibicion después de la estimulacion a altas frecuencias (Gocht y Heinrich 2007),
que en neuronas del rafe es producido por la serotonina liberada (Cunningham y
Lakoski 1988). En neuronas serotonérgicas del caracol (Heinricht al.,1999) y en
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las neuronas de Retzius de la sanguijuela (Carretta 1988) se ha descrito un
mecanismo de autoinhibicion que se atribuye a las propiedades intrinsecas de la
membrana celular, sin embargo, el mecanismo de autoinhibicion mediado por
corrientes de cloro, cuya localizacion estudiamos en este trabajo, es distinto de los
anteriormente mencionados (Cercos, De-Miguel, y Trueta 2009). EI mecanismo de
autoinhibicion mediado por corrientes de cloro, ocurre inmediatamente después de
la estimulacion a altas frecuencias pero también después de un solo potencial de
accion, mientras que la inhibicién post activacidon en neuronas serotonérgicas en
los nucleo del rafe (Cunningham y Lakoski 1988) y en neuronas serotonérgicas del

caracol (Heinrich et al.,1999) ocurre solo ante estimulos a frecuencias altas.

La inhibicién descrita en neuronas de Retzius de sanguijuela por Carretta, 1988,
fue estudiada in situ dentro del ganglio nervioso, donde no fue posible registrar el
mecanismo que estudiamos en este trabajo. En ese estudio se realizaron registros
en donde se estimularon las neuronas en condiciones fisiologicas, es decir,
registrandolas con KAc en el electrodo con pulsos largos que fuerzan a las
neuronas a disparar; en estas condiciones no es posible registrar el mecanismo de
autoinhibicion que estudiamos en este trabajo (Cercos, De-Miguel, y Trueta 2009),
lo que sugiere que aquellos trabajos describen un mecanismo de autoinhibicion

que ocurre en un compartimento funcional diferente a las terminales nerviosas.

Los resultados de este proyecto indican que el mecanismo de autoinhibicion
mediado por corrientes de cloro, s6lo se encuentra en las terminales presinapticas,
lo cual concuerda con el modelo matematico que simula el mecanismo de
autoinhibicion mediado por corrientes de cloro de estas neuronas (Cercos, De-
Miguel, y Trueta 2009). EI modelo esta basado en evidencias experimentales,
electrofisiologicas y morfolégicas y muestra que los potenciales de accién
producidos por la estimulacion eléctrica en el soma de las neuronas in situ sufren
una disminucion en su amplitud al llegar a las terminales presinapticas en la punta
de los axones o en las ramificaciones debido a la autoinhibicion activada por la
serotonina liberada en respuesta a los potenciales de accion precedentes,

mientras que la disminucion de los potenciales de accion no ocurre si se modifican
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los parametros del modelo, de tal forma que no se consideran las terminales
presinapticas, por lo que es una forma en que las neuronas regulan la secrecién

de neurotransmisor y la actividad eléctrica de manera compartamentalizada.

En estas neuronas, como en otras, las terminales presinapticas contienen dos
tipos de vesiculas: vesiculas claras, responsables de la liberacion sinaptica vy
vesiculas electrodensas, que liberan su contenido en la periferia de las terminales
presinapticas, sin embargo, parte de esta serotonina difunde hacia la terminal
contribuyendo a la comunicacion sinaptica. Estimular a las neuronas con trenes de
10 impulsos a 10 Hz permitié evocar liberacion sinaptica a partir de vesiculas
claras y también liberacién perisinaptica a partir de vesiculas electrodensas (De-
Miguel y Trueta 2005), lo que hacia posible que la serotonina liberada a partir de
vesiculas electrodensas estuviera participando en la activacion del mecanismo de

autoinhibicion.

La liberacion extrasinaptica a partir de vesiculas electrodensas es dependiente de
la entrada de calcio por los canales de calcio tipo L ( Trueta et al., 2003; Trueta y
De-Miguel, en preparacion). Estos canales no participan en la liberacién sinaptica
a partir de vesiculas claras (Reuter 1996), por lo cual bloquear los canales de
calcio tipo L incubando a las neuronas con nimodipina 10 uyM nos permitid
bloquear selectivamente la liberacibn de serotonina a partir de vesiculas
electrodensas de la zona perisinaptica y de esta forma investigar si este
componente contribuia de manera significativa en la activacién del mecanismo de

autoinhibicion que se produce en las terminales presinapticas.

El bloqueo de los canales de calcio tipo L disminuyo la amplitud de la respuesta de
autoinhibicion de manera dependiente del tiempo, lo que indica que la nimodipina
disminuyo la cantidad de serotonina liberada por la neurona, y sugiere que la
serotonina liberada por vesiculas electrodensas de la zona perisinaptica si
participa en el mecanismo de autoinhibicion. La nimodipina no tuvo efecto sobre la
cinética del mecanismo, lo que sugiere que los canales tipo L no participan en el
mecanismo activado por la serotonina ni en el tiempo que tarda la serotonina en
difundir y actuar sobre los autoreceptores. Nuestros resultados muestran que la
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serotonina liberada a partir de vesiculas electrodensas participa en la activacion

del mecanismo de autoinhibicion en las terminales presinapticas.

La cinética de una respuesta contiene informacién sobre la distancia entre los
sitios de liberacion y los receptores que producen dicha respuesta. Por ello, el
hecho de que la cinética no se alterara al bloquear la liberaciéon a partir de
vesiculas electrodensas podria sugerir que los autoreceptores se localizan en la
zona periférica de la terminal presinaptica cerca de la zona de liberacion
perisinaptica, de manera que el tiempo que tarda a la serotonina en llegar a ellos
seria independiente del tipo de vesicula que la secreta. Sin embargo, es posible
que la larga duracion de la respuesta por si misma haga que el tiempo de difusiéon
de la serotonina desde un sitio de liberacion u otro no afecte significativamente la
cinética, imposibilitando conocer la localizacion precisa de los autorreceptores a

través de éste parametro.

Bloquear los canales de calcio tipo L no afecté la liberacion sinaptica a partir de
vesiculas claras, ya que en neuronas que fueron estimuladas con un tren de 10
impulsos a 1 Hz, que sabemos solo produce liberacién de serotonina a partir de
vesiculas claras (Trueta y De-Miguel, en preparacion), la nimodipina no disminuyo

la amplitud de la respuesta de autoinhibicion.

La secrecidon de serotonina en la zona activa proveniente de las vesiculas claras
se facilita a 5 Hz y se deprime a frecuencias mas altas, mientras que la liberacion
perisinaptica a partir de vesiculas electrodensas que rodean a las claras se activa
a partir de la estimulacién a 2 Hz pero requiere de frecuencias de 20 Hz o mayores
para alcanzar su liberacion maxima (Trueta, et al.,.en preparacion). Debemos
recordar que a pesar de que en los experimentos la respuesta de autoinhibicion se
ve como una despolarizacién, en condiciones fisioldgicas es una hiperpolarizacién
y una disminucién en la resistencia de entrada que producen una disminucion de
la excitabilidad, por lo que podemos afirmar que la estimulacion a bajas
frecuencias libera menor cantidad de serotonina pero la autoinhibicion es menor
también, mientras que la estimulacién a altas frecuencias provoca mayor

secrecion de serotonina pero esto produce mayor autoinhibicion, reduciendo la
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frecuencia de disparo de la neurona, lo cual sugiere que el mecanismo de
autoinhibicion mediado por corrientes de cloro puede estar regulando la secrecion
de la neurona provocando que se desplace hacia la frecuencia de liberacion

maxima, y manteniendo asi la secrecion en una frecuencia de maxima eficiencia.

Cabe resaltar que en el mecanismo de autoinhibicion que estudiamos en este
trabajo no se conocen cuales son los autoreceptores a los que se une la
serotonina, que se sabe estan acoplados a canales de cloro. En neuronas
sensoriales sensibles a presion de la sanguijuela se ha descrito un receptor a
serotonina que produce una corriente de cloro, el cual esta acoplado a la proteina
cinasa A y no es sensible a los antagonistas para receptores serotonérgicos
utilizados en mamiferos, (Sanchez-Armass, Merz, y Drapeau 1991). Es posible
que este mismo receptor sea el que media este mecanismo de autoinhibicion; sin

embargo, esto es algo que debe ser investigado con mayor detalle.

La serotonina es secretada de distintos compartimientos funcionales en una
misma neurona (soma, axén, terminales presinapticas) y la secrecion a partir de
cada compartimiento tiene caracteristicas distintas y produce efectos diferentes.
La demostracion de que un mecanismo de autorregulacion se localiza
especificamente en uno de estos compartimentos apoya la idea de que la
regulacion de la secrecion es diferente en cada compartimento. Conocer la
localizacion especifica de los mecanismos que regulan la secrecion asi como la
contribucion de las pozas vesiculares a los mismos, contribuye al conocimiento
general de los sistemas serotonérgicos, por lo que identificar si el mecanismo de
autoinhibicion mediado por corrientes de cloro descrito en neuronas de Retzius se
localiza exclusivamente en las terminales presinapticas, contribuye a conocer los
mecanismos finos de regulacion de la secrecién mediados por una misma neurona

en cada compartimiento funcional.

La localizacién especifica de este mecanismo puede ser utilizada como
herramienta para el estudio de otros mecanismos en las terminales presinapticas y
utilizada como modelo para diferenciar de manera indirecta, la secrecion
proveniente de las terminales presinapticas y de sitios extrasinapticos.
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9. Conclusiones

El mecanismo de autoinhibicion mediado por corrientes de cloro esta localizado
exclusivamente en las terminales presinapticas, y no en el soma ni en sitios de

liberacion extrasinaptica del axén primario.

La serotonina liberada por vesiculas electrodensas en la zona perisinaptica

participa en la autoinhibicién en las terminales.
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