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RESUMEN

En este trabajo estudiamos cémo un circuito neuronal simple compuesto de solo
tres neuronas conectadas entre si mediante sinapsis quimicas y eléctricas,
mantiene constantes sus capacidades integrativas durante el crecimiento. Para ello,
combinamos experimentos electrofisioldgicos con modelado matematico en 9 pares
de neuronas de Retzius de sanguijuelas desde post-natales hasta adultas (21-75
micras). Las dendritas acopladas eléctricamente de ambas neuronas reciben un
entrada quimica presinaptica comun. Los potenciales sinapticos excitadores
(EPSPs) producidos en las dendritas de ambas neuronas se suman para producir
los potenciales de accion caracteristicos de la actividad basal de las neuronas
serotoninérgicas. En este circuito estudiamos como se adaptan la conduccion
pasiva y las conexiones quimicas y eléctricas al crecimiento geométrico del circuito.

Primero estudiamos las caracteristicas de las conexiones quimicas y eléctricas
sobre las dendritas acopladas de pares neuronales con diametros somaticos de 21
a 75um. Encontramos que los EPSPs registrados en los somas fueron similares sin
importar el tamafio neuronal. Sin embargo, la tasa de acoplamiento de las neuronas
variaba independientemente de su tamafio. Para comprender qué factor daba lugar
a estas propiedades, obtuvimos los valores de la resistencia de la membrana del
soma (rm) y de las dendritas (rdend), la resistencia de acoplamiento de las dendritas
(rc ), su constante de espacio (A), y longitud dendritica caracteristica (L=1/\). Para
ello alimentamos un modelo matematico con las variables biofisicas obtenidas al
inyectar corrientes de ruido en el soma de una de las neuronas y medimos los
cambios de voltaje registrados en ambas neuronas acopladas. Encontramos que
incrementos en la resistencia de la membrana de las dendritas compensan el efecto
del crecimiento geométrico de las neuronas, incrementando el valor de A
manteniendo asi la longitud dendritica efectiva. El descubrimiento mas relevante de
nuestro trabajo fue mostrar que con el simple hecho de incrementar la resistencia
dendritica, este circuito mantiene constantes sus capacidades integrativas durante
el crecimiento.
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[.INTRODUCCION

Nuestro objetivo fue analizar la integracion sinaptica durante el crecimiento
de un circuito. Las neuronas procesan la informacion y dan una salida integrada en
respuesta, a la cual se conoce como integracion sinaptica (Cooke and Lipkin., 1972).
Este procesamiento de informacion es de vital importancia para la comunicacién en
el sistema nervioso.

Muchos circuitos neuronales son completamente funcionales al momento de
nacer mucho tiempo antes de que el cerebro alcance sus dimensiones finales. El
crecimiento del cerebro después del nacimiento y durante la evolucion impone un
gran reto a los circuitos que deben mantener su relacion entrada / salida mientras
las neuronas individuales crecen.

Este escalamiento dinAmico de tamafio tiene otras expresiones comunes en
neurobiologia. Por ejemplo, un perro chihuahua adulto es de la mitad de tamafio
que la cabeza de un perro gigante de los pirineos. A pesar de tales diferencias de
tamafo, las funciones elementales de sus circuitos cerebrales se despliegan con
precisiones similares.

Por otro lado, los circuitos que se encuentran bien preservados de una
especie a otra también despliegan amplias diferencias de tamafio en especimenes
adultos, por ejemplo, ciertas neuronas que desempefan la misma funcién en
ratones o en elefantes tienen radicalmente distintas dimensiones.

En todos esos casos las propiedades eléctricas de las neuronas y sus
conexiones deben compensar la expansion progresiva del soma, las dendritas y los
axones.

Las adaptaciones eléctricas de algunas neuronas individuales durante el
crecimiento se han estudiado a cierto nivel (Hochner and Spira, 1987; Kepler et al.,
1990; Edwards et al., 1994 a,b; Picones et al., 2003; Atkinson and Williams, 2009).

Aln mas, se ha demostrado que la fuerza sinaptica quimica se modula
mientras que el circuito crece (Peng et al., 2009) y que algunos, si no es gue muchos
circuitos neuronales también incorporan conexiones eléctricas (Furshpan and
Potter, 1959; Llinas et al., 1974; Korn and Faber, 1976; Wine and Krasne, 1982;
Galarreta and Hestrin, 1999).

Este estudio se disefid para encontrar la relacidon entrada/salida de un
circuito neuronal incorporando sinapsis quimicas y eléctricas durante el crecimiento.

Para este estudio, el sistema nervioso central de la sanguijuela ofrece varias
ventajas, debido a que cada ganglio intermedio contiene Unicamente alrededor de
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400 neuronas, muchas de las cuales se han identificado funcionalmente (Blackshaw
and Nicholls, 1995; Friesen and Kristan, 2007).

El par de neuronas serotoninérgicas de Retzius es facilmente identificable
debido a su gran tamafo en el soma de cada ganglio. Cada par de neuronas de
Retzius se encuentra acoplado eléctricamente por una sinapsis eléctrica no-
rectificante (Hagiwara and Morita, 1962; Eckert, 1963).

La tasa de acoplamiento es similar entre neuronas del mismo animal pero
varia de un animal a otro debido presumiblemente a estados modulatorios
intrinsecos (De-Miguel et al., 2001).

La sinapsis eléctrica se establece entre las dendritas de ambas neuronas
(Garcia-Pérez et al., 2004). Adicionalmente, las dendritas acopladas de ambas
neuronas producen potenciales sinapticos excitadores (EPSPs) cerca de la sinapsis
eléctrica (De-Miguel et al., 2001; Garcia-Pérez et al., 2004). La identidad y el nUmero
de neuronas contribuyendo a esta entrada permanece aun sin identificar. Sin
embargo, debido a que los EPSPs que tienen amplitudes variables aleatoriamente
se producen simultaneamente en ambas neuronas, la misma entrada parece ser
comun a ambas células.

Los EPSPs producidos en cada neurona se propagan al soma, pero también
atraviesan la sinapsis eléctrica y se propagan a la neurona acoplada en donde se
suman con los EPSPs producidos localmente para generar los potenciales de
accibn que caracterizan la baja frecuencia de disparo de esas neuronas
serotoninérgicas (De-Miguel et al., 2001; Garcia-Pérez et al., 2004; Vazquez et al.,
2009).

Debido a que la sinapsis eléctrica (rc) permite la propagacion de corrientes
sinapticas a la neurona acoplada, la amplitud de los EPSPs es inversamente
proporcional al valor de la resistencia de acoplamiento (Garcia-Pérez et al., 2004;
Véazquez et al., 2009).

El acoplamiento eléctrico de las neuronas de Retzius con las otras neuronas
serotoninérgicas en el ganglio (Lent and Frazer, 1977) y también las entradas
guimicas poli-sinapticas sobre las dendritas no acopladas de las neuronas de
Retzius también han sido caracterizadas (Velazquez-Ulloa et al., 2003), sin
embargo, no contribuyen a la integracion estudiada aqui (De-Miguel et al., 2001).
Por lo tanto, el circuito mas simplificado posible se esquematiza en la Figura 2.

El origen embrionario de las neuronas de Retzius se ha trazado a etapas
tempranas del desarrollo (Weisblat, 1981; Stuart et al., 1987) y el patron morfolégico
de las neuronas de Retzius es modulado por interacciones embrionarias entre ellas
(Todd et al., 2010) y con sus blancos (Jellies et al., 1987; Loer et al., 1987). Sin
embargo, las neuronas de Retzius antes de nacer ya han formado sus conocidas
sinapsis quimicas y eléctricas (Reese and Drapeau, 1988; Todd et al., 2010; Baker
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and Macagno, 2014), y al tiempo de nacer su patron de arborizacion ya es
notablemente similar al del sistema nervioso adulto (Jellies et al., 1987).

Tomando como base el amplio conocimiento que se tiene acerca del sistema
formado por las neuronas de Retzius y a sus propiedades biofisicas en estado
adulto estudiadas en nuestro laboratorio (Garcia et al., 2004), medimos las
diferentes variables contribuyendo a la integracion sinaptica de neuronas de Retzius
con rangos somaticos de 21 a 75 um, para poder determinar cual o cuales de ellas
eran responsables de regular la integracion neuronal durante el crecimiento.

II.LEL CONCEPTO DE INTEGRACION SINAPTICA

Para entender este concepto, es necesario comprender como se propagan
pasivamente las corrientes a lo largo de una fibra nerviosa. Es indispensable
mencionar que a medida que una corriente se propaga a lo largo de un axén
nervioso o dendrita, se atenla con la distancia, debido a las propiedades eléctricas
de la membrana, es decir: su resistencia y su capacitancia, (Hermann 1905.Hodgkin
and Rushton., 1946., Rall, 1959).

Por otro lado, Hodgkin y Rushton en 1946 estudiaron la propagacion de
corriente sub-umbral en el axdn de la pierna caminadora de la langosta Homus
vulgaris y establecieron la formulacion matematica que permite calcular las
constantes de tiempo y espacio de las fibras axonales.

Dicha teoria se denomina “de Cable” o electrotonica, y predice que en la
propagacion pasiva de potenciales en fibras nerviosas intervienen los parametros
eléctricos de las neuronas (resistencia y capacitancia de la membrana, y resistencia
interna de la fibra) cuyos valores determinan las constantes de tiempo y de espacio
de las células.

Esta teoria fue ampliada mas adelante por Rall (1959), al incluir la geometria
de motoneuronas de humano y de gato como son su diametro, longitud y espesor.
Rall propuso ecuaciones en las que tomo6 en cuenta al soma y la arborizacion
dendritica.

Para contestar la pregunta de nuestro proyecto, utilizamos pares de células
de Retzius de sanguijuela Haementeria officinalis.
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Algunas ventajas de utilizar este tipo de neuronas son su gran tamafio y
ubicacion al centro del ganglio, lo cual permite su fécil identificacion (Figura 3B) vy,
la insercién de electrodos intracelulares para realizar estudios electrofisiolégicos y
morfolégicos. Ademas se cuenta con un amplio conocimiento acerca de sus
conexiones sinapticas y su funcion en el animal.

l1I.LFISIOLOGIA DE LA SANGUIJUELA

La sanguijuela es un anélido segmentado (Figura 1, 3A). Virtualmente todas
las sanguijuelas despliegan movimientos de busqueda o exploracion. Tales
movimientos incrementan la entrada de informacion sensorial concerniente al
ambiente, asi como de fuentes locales de perturbacion. EI comportamiento
exploratorio se expresa en respuesta a una variedad de estimulos, especialmente
perturbacion acuética e intensidad de luz (Sawyer, R.T, 1970).

El sistema nervioso de la sanguijuela esta formado por una cadena de 21
ganglios que corre a lo largo del animal (Payton,1981), cada ganglio de la especie
Haementeria Officinalis (Figura 3A) contiene aproximadamente 325 neuronas
(Izquierdo E y De- Miguel FF, sin publicar), con las que lleva a cabo un limitado
repertorio de comportamientos estereotipados como son el nado (Willard.,1981), la
alimentacion (Lent et al.,1984), el acortamiento (Sahley,1995), la secrecion de moco
(Lent,1973), el aprendizaje (Burrel et al., 2002) o el reflejo de escape.

El principal modulador de dichas conductas es la serotonina (Willard., 1981)
que a la vez actia como neuro-hormona al ser liberada masivamente del cuerpo
neuronal (Trueta et al., 2003). Ademas, las conductas antes mencionadas estan
presentes desde el nacimiento (Jellies et al., 1987), lo cual nos hizo pensar que para
nuestro estudio posiblemente la integracion sinaptica seria constante a lo largo del
crecimiento de los circuitos.
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Figura 1.El sistema nervioso central de la sanguijuela consiste de una cadena de 21 ganglios
segmentales, una cabeza ganglionar y una cola ganglionar. (Tomado de Nicholls et al., 2003)

IV. FISIOLOGIA DE LAS CELULAS DE RETZIUS

Hay un par de neuronas de Retzius en cada ganglio (Figura 3B). Estas se
encuentran acopladas entre si por medio de una sinapsis eléctrica no rectificante
(Hagiwara y Morita., 1962; Eckert, 1963; De-Miguel et al., 2001) que permite la
comunicacion bidireccional entre ellas.

Las dendritas acopladas de cada neurona reciben una entrada quimica
comun que produce potenciales sinapticos excitadores (EPSPs) continuos y
sincronos en ambas neuronas, aunque con amplitudes que varian al azar
(sugiriendo cantidades diferentes de serotonina siendo liberada). Cada EPSP se
propaga al soma de ambas neuronas. La amplitud de los EPSPs en la neurona que
los produjo es inversamente proporcional al valor de la resistencia de acoplamiento
de las dendritas. Este efecto se debe a que la cantidad de corriente sinaptica que
se fuga a través de la sinapsis eléctrica es proporcional a la tasa de acoplamiento
e inversamente proporcional a la resistencia de acoplamiento (Garcia-Pérez et al.,
2004; Vazquez et al., 2009).

El acoplamiento eléctrico de las neuronas de Retzius es similar de un ganglio
a otro en un mismo animal pero varia de una sanguijuela a otra, debido
presumiblemente a modulacion intrinseca en cada animal (De-Miguel et al., 2001).

Se han estudiado las caracteristicas electrofisioldgicas pasivas y activas de
las conexiones sinapticas de neuronas Retzius adultas en el ganglio y en cultivo con
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gran detalle (Stewart, 1978; Nicholls et al., 1990; Kleinhaus et al., 1995; Garcia-
Pérez et al., 2004; Vazquez et al., 2009).

Las neuronas Retzius junto con otras neuronas serotoninérgicas (neuronas
no acopladas) en el ganglio también reciben conexiones sinapticas excitadoras de
cada neurona mecanosensorial susceptible al tacto (células T), la presiéon (células
P) o a estimulos nocivos (células N) (Velazquez- Ulloa et al., 2003).

Al incrementarse la frecuencia de disparo de las células de Retzius,
fendbmeno que se observo y analizé en nuestro laboratorio, la serotonina se libera
masivamente del soma (Trueta et al., 2003), de tal manera que las células de
Retzius, son interneuronas que ademas funcionan como neuro-hormonas.

La estimulacién eléctrica de las neuronas de Retzius incrementa los niveles
de serotonina circulante en el ganglio y ademas modula el acortamiento local
(Lockery et al., 1990) y la alimentacion (Lent et al., 1984). Ademas, se ha trazado el
origen embrionario de las células de Retzius en las etapas tempranas del desarrollo
(Weisblat, 1981), observandose que durante este periodo su patron morfologico es
modulado por interacciones con su blancos (Jellies et al., 1987) y que las células
Retzius forman terminaciones pre-sinapticas sobre neuronas sensibles a la presion
(Reese and Drapeau, 1988).

Al momento de nacer, el patrén de arborizacion de las neuronas de Retzius
es notablemente similar la del estado adulto (Jellies et al., 1987). En la Figura 3A se
muestran sanguijuelas Hamenteria officinalis, asi como ganglios de los diferentes
tamafnos analizados en el presente estudio.

El circuito eléctrico formado por las neuronas Retzius ha sido bien
caracterizado y puede describirse por dos circuitos RC representando las
membranas somaticas de ambas células. Cada soma esta unido al axon, y del axén
surgen dos cables que describen las dendritas acopladas de ambas neuronas. El
acoplamiento ocurre mediante un resistor (rc) que corresponde a la sinapsis
eléctrica (Garcia et al., 2004). Contamos con los valores caracteristicos de los
parametros pasivos en estado adulto, obtenidos a partir de datos experimentales en
combinacion con un modelo matematico (Garcia et al., 2004). Esto nos permitié
extender el estudio a la integracion en el circuito formado por pares de neuronas de
diferentes tamafos, que reciben una entrada sinaptica comun (Figura 2).
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Figura2.Representacion esquematica de las neuronas de Retzius acopladas eléctricamente y
su entrada sinaptica quimica coman (Adn sin identificar). La neurona manejadora se muestra
en color rojo, en la cual se hizo la inyeccién de corriente. La neurona seguidora se representa en
color azul. Las respuestas de voltaje debidas a la inyeccién de corriente se registraron en ambas
neuronas por medio de un microelectrodo insertado en cada soma. El electrodo para el registro de
voltaje en la neurona manejadora es V1Y el electrodo de registro de voltaje de la neurona seguidora
es V2. Las dendritas se indican como los cilindros blancos de longitud L=1/ A. Las sinapsis eléctricas
que acoplan las dendritas de ambas neuronas se indican como una resistencia de acoplamiento (rc).
La interneurona (dibujada en color verde) esta conectada quimicamente a las dendritas acopladas
de ambas neuronas de Retzius y produce los EPSPs sincronos que se propagan a ambos somas.
Las dendritas no acopladas se indican como cilindros abiertos.

V. INTEGRACION SINAPTICA (TEORIA DE SISTEMAS)

La integracion sinaptica es el procesamiento ordenado de entradas para
producir una salida (Cooke I, Lipkin M., 1972).

De manera esquematica, la integracion sinaptica puede describirse en términos de
la teoria de sistemas, como un sistema lineal o una caja negra donde:

Entrada sensorial Salida motora
Dendritas AXOn primario
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La teoria de sistemas lineales, particularmente el analisis de circuitos
eléctricos aplicada a la integracion neuronal permite conocer la relacion entrada —
salida de un circuito al estimular con una sefal de corriente con distintos valores de
frecuencia, o ruido (Wright et al., 1996) mediante pulsos de corriente que producen
respuestas que llegan a un estado estacionario.

En neuronas acopladas eléctricamente la tasa de acoplamiento es la
funcidn de transferencia del sistema, refleja la eficiencia con la que las sefiales
se propagan entre ambas células en los rangos de frecuencia especificos para
cada protocolo.

Al obtener la tasa de acoplamiento usando el analisis de ruido, aplicando
analisis de Fourier al circuito eléctrico, se determina la relacion entrada / salida en
funcién de la respuesta en frecuencia del sistema.

Al mantener libres algunos parametros de la funcion y alimentarlos con otros
obtenidos de manera experimental como la constante de tiempo y la tasa de
acoplamiento estable, es posible determinar parametros cuyos valores son
relevantes para entender la integracion(ver la parte concerniente al modelado
matematico), con la gran ventaja de que podemos determinar valores dificiles de
medir como son la resistencia de acoplamiento de las células (rc) y la constante de
espacio (A) y por consiguiente la longitud caracteristica del sistema biologico
formado por las neuronas de retzius en particular, pero que podrian aplicarse
también a otros sistemas celulares.

VI. PROPIEDADES PASIVAS DE LAS NEURONAS

Las propiedades pasivas de las células son un conjunto de caracteristicas
geomeétricas y eléctricas que tienen todas las neuronas que incluyen Los diametros
somaticos y dendriticos, la longitud de las fibras dendriticas, asi como las
resistencias y capacitancias de las membranas somaticas y dendriticas,
comprendiendo también el tipo de arborizacion o terminacion que no se estudiara
aqui ( FF De Miguel et al., 2001).

Las propiedades pasivas son de especial importancia para nuestro estudio
debido a que determinan la forma y la propagacion de los potenciales (EPSPSs).

La propagacion de los EPSPs a lo largo de las dendritas o cables se lleva a
cabo de manera similar a la forma en como Fourier estudio la propagacion de calor
a través de un cable, por lo cual este tipo de Analisis matematico es aplicable a la
propagacion de potenciales sinapticos a través de fibras dendriticas (Nicholls.,
2001, FF De Miguel et al., 2001).
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Al aplicar una magnitud de corriente en un punto determinado de una fibra
nerviosa (axén o dendrita) o cable, se producen sefiales de voltaje que se propagan
de forma longitudinal en el tiempo y el espacio dependiendo de su diametro, las
resistencias y la capacitancia que en conjunto determinan las constantes de tiempo
y de espacio de la fibra y que se denominan también propiedades electrotonicas de
las células.

VI.1.CONSTANTE DE ESPACIO DE LA FIBRA

Es la distancia a la cual el voltaje estacionario cae al 37% de su valor en el
origen. La constante de espacio puede obtenerse por medio de la expresion:

A =(rm / ri)1?

donde:

rm= resistencia de la membrana [Q .cm]

ri= resistencia del axoplasma interna, resistencia axial [Q /cm]

VI.2. CONSTANTE DE TIEMPO

Es el tiempo al cual el potencial cae al 63% de su valor inicial. Se calcula por
medio de la expresion:

T="Im Cm [MS]
donde:
1= constante de tiempo de la membrana [ms]
rm=resistencia de la membrana [Q .cm]

Cm= capacitancia de la membrana [nF]
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VI.3. LONGITUD CARACTERISTICA

Permite medir la eficiencia sinaptica y es de particular utilidad debido a que
se encuentra normalizada a la longitud dendritica.

L=1/A

Donde:

L= Longitud caracteristica [adimensional]
I= Longitud dendritica o axonal [cm], [um]

A= Constante de espacio de la fibra [cm], [um].

VII. HIPOTESIS INICIALES

Las sanguijuelas al nacer son organismos completamente autbnomos en los
que sus circuitos, a pesar de no haber alcanzado las proporciones del adulto, son
completamente funcionales, en lo que respecta al nado, la alimentacion, el reflejo
de escape, lo cual nos sugiri6 que sus capacidades integrativas estaban
completamente desarrolladas al nacer, conduciendo a que:

1.- La integracion sinaptica se mantendria constante durante el crecimiento, de la

misma manera que en neuronas adultas.

Por otro lado, la primera aproximacion mas simple fue considerar las propiedades
pasivas que involucraban los tamafios del soma neuronal, por lo que:

2.- El didmetro de una neurona pequefa tendria una constante de tiempo pequena,

mientras que una neurona adulta tendria una tau grande(Liu et al., .)
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3.-Suponiendo que la segunda hipotesis fuera cierta, y suponiendo que la cm
permaneciera constante, la resistencia de la membrana somatica

de las neuronas pequeiias seria mayor que la de las adultas.

4.-Supusimos que existiria una tendencia generalizada de alguna o algunas de las
propiedades pasivas que se expresara como una ley general aplicable a

neuronas de Retzius durante el crecimiento.

VII. MATERIALES Y METODOS

VIIl.1. MORFOLOGIA DE LAS NEURONAS DE RETZIUS

Disecamos ganglios provenientes del cordon nervioso de animales de entre
1.5y 8 cm de longitud. Sujetamos los ganglios con las pinzas y los fijamos con pines
metalicos a la base de silicon sylgard de platos de plastico preparados para tal fin,
manteniendo a los ganglios dentro de solucion Ringer normal (115mM NaCl, 4mM
KCI, 1.8mM CacClz, 11mM glucosa, 10mM trismaleato, amortiguado a un pH de 7.5);
posteriormente procedimos a descapsular los ganglios, es decir, a retirar la pelicula
transparente que los rodea, con la finalidad de poder introducirles electrodos de
registro intracelular.

Mediante una camara digital motic adaptada al microscopio de diseccion
tomé imagenes de los ganglios como los mostrados en la (Figura 3B). Estas se
almacenaron en una computadora y posteriormente medi los ejes mayor y menor
de las células Retzius por medio del programa de software Motic Images Plus 2.0
(China) y debido a que una gran mayoria de las células tenia forma eliptica,
utilizamos la relacion:

(A= ma.b)

correspondiente al area de una elipse (A), donde a, b son los ejes mayor y menor
de la célula.
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Para determinar el diametro considerando una geometria somatica neuronal
esférica (Garcia et al., 2004), utilizamos la relacion:

A) d= (A / 1t )V2

100 pm

Figura 3.Diferentes tamafios de sanguijuelas, sus ganglios y las neuronas de Retzius. Arriba
se muestran ejemplos de sanguijuelas Haementeria officinalis pequefias y adultas, de los tamafios
extremos utilizados en este estudio. Sus ganglios centrales se muestran abajo. Los somas de las
neuronas de Retzius en cada ganglio son las mas grandes y brillantes al centro de cada ganglio. Las
imagenes de los ganglios se tomaron utilizando un condensador de campo oscuro. La misma barra
de escala es util para ambas sanguijuelas o para ambos ganglios.
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Por otra parte, Basados en el mismo estudio previo, calculamos la longitud
de las dendritas acopladas (I) de cada neurona suponiendo crecimiento isométrico
con una proporcion de 0.83 veces el didmetro somatico (ldsenda =0. 83 (diametro
somatico)).

VIII.2. ELECTROFISIOLOGIA

Para llevar a cabo estos estudios, utiizamos una de las células como
comando (Figura 2), en la cual se inyectaron dos tipos de corrientes de estimulacion:

a) Pulsos cuadrados de corriente

b) Corrientes de ruido(corrientes con distintos contenidos de amplitud y
frecuencia)

Pudiendo medir voltajes de respuesta tanto en la neurona comando (Vi)
como en la neurona seguidora (V2).

A la relacion entrada-salida (V2 / V1) la denominamos tasa de acoplamiento
(Figura 2, p 18), obteniéndola tanto para estado estable como para analisis de ruido.

Los registros electrofisioldgicos se llevaron a cabo usando electrodos
intracelulares de vidrio de borosilicato con valores de resistencia en el rango de 16
a 24 MQ usando un estirador de pipetas (puller) Sutter 95 (Novato, CA). Rellenamos
los electrodos con 3M KCI e insertamos uno dentro de cada neurona. Para el
registro intracelular utilizamos un amplificador axoclamp en modalidad de fijacion de
corriente en modo discontinuo a una frecuencia de 900 Hz para la célula comando
y en seguidor de voltaje para la neurona seguidora. Los datos se almacenaron en
una PC usando el programa AXOCLAMP.

Para conocer la dependencia de la frecuencia de la tasa de acoplamiento y
calcular la constante de tiempo de las neuronas, la resistencia de su membranay la
resistencia de acoplamiento, hicimos inyecciones de corrientes de ruido. Para ello
disefié y construi con algunos colaboradores, un generador de ruido con base en
un procesador digital de sefales (DSPC50) de Texas Instruments, en el que
programamos en lenguaje ensamblador, una secuencia generadora de numeros
pseudoaleatorios con frecuencias de 0.1 a 100 Hz, basada en el algoritmo
matematico de Lehmer. Enviamos dichas sefales de ruido con amplitudes de -10 a
10 nA al amplificador de registro intracelular o setup, obteniendo sefiales como las
presentadas en la (Figura 5, p26). En el disefio y fabricacion de dicho instrumento
participamos las siguientes personas: Adriana de la Rosa Tovar y dos estudiantes
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de servicio social de la Facultad de Ingenieria de la UNAM: Clara Susana Yafiez
Martinez y Médnica Meztli Oropeza Cruz, con ayuda del Ing. Bruno Méndez
Ambrosio, técnico académico del laboratorio.

VIII.3. CALCULO DE LAS RESPUESTAS PASIVAS

Una vez que contamos con el valor del diametro celular, Inyectamos 16
escalones de corriente de forma gradual hasta llegar a -2 nA de amplitud con
duraciones de 200 ms en la neurona comando y registramos las respuestas de
voltaje en ella (V1) y en la neurona seguidora (V2).

La constante de tiempo de la membrana somatica se midié a partir de un
ajuste exponencial sencillo de la descarga de la membrana pasiva al final de los
pulsos cuadrados negativos de corriente (Figura 4).

Es conveniente destacar el hecho de que aun cuando esas descargas
contienen informaciéon de las propiedades membranales del arbol dendritico,
expresado como una serie combinada de exponenciales (Rall, 1969), el gran soma
de las neuronas Retzius, que se encuentra conectado isopotencialmente con el
axon es dos 6rdenes de magnitud mayor que las delgadas dendritas (1 um de
diametro). Por lo tanto, el compartimiento soma axén domina la carga y descarga
de la membrana en el sitio de registro (Garcia-Pérez et al., 2004; Vazquez et al.,
2009). En el modelo el soma se encuentra conectado isopotencialmente al axén y
ambos se representan como un circuito paralelo formado de una resistencia de la
membrana y un capacitor.

Por otro lado, considerando Cm = 1uF / cm?, asi como la relacién t =RmCm,
obtuvimos los valores de cm y rm en cada neurona de estudio. Cabe mencionar que
los registros simultaneos de ambas neuronas requerian una duracion de al menos
20 minutos bajo condiciones Optimas, durante las cuales repetimos tres veces una
adquisicion de cinco minutos de EPSPs que aparecian simultaneamente.

Este protocolo nos permitio ademas, medir la resistencia de entrada de las
células y la tasa de acoplamiento estacionaria o de estado estable para cada
experimento, ademas de la ya mencionada constante de tiempo de la membrana
somatica.

En la ultima parte de la secuencia aplicamos corrientes de ruido con una
duracion de 60 s para determinar las respuestas de voltaje de cada par de neuronas.

El criterio de inclusion para el analisis de los datos fue la constante de tiempo
de la membrana del soma, la resistencia de entrada de la neurona comando y el
mantenimiento del tiempo al pico y la amplitud de los EPSPs.
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Este analisis nos sirvi6 ademas,

para conocer sus distribuciones de

amplitudes y de tiempos al pico, medir la frecuencia de los potenciales de accién e
investigar los mecanismos subyascentes a la integracién sinaptica, que se
encuentra en la ultima parte de la descripcion de los experimentos.

VIIl.4. CALCULO DE LOS PARAMETROS BIOFISICOS

La lista de los parametros estimados en este estudio se presenta en la Tabla 1.

TABLA 1
PARAMETROS
o

Cm soma

A

L

I

e
I'dend

m

Capacitancia especifica de la membrana
Capacitancia de la membrana somaética

Constante de espacio

Longitud caracteristica

Longitud dendritica

Resistencia de acoplamiento
Resistencia de la membrana dendritica
Resistencia de la membrana somatica

Constante de tiempo de la membrana

UNIDADES
UF / cm?

MF

um

(1)
pm
MQ
MQ.cm
MQ.cm

ms

26



Figura 4. Protocolo electrofisiolégico de estado estable. Inyectamos 16 pulsos de corriente
cuadrada hiperpolarizante en la neurona comando y medimos respuestas de voltaje tanto en la
neurona comando (V1) como en la neurona seguidora(V2).

FIGURA 5. Protocolo de corrientes de ruido. Inyectamos corrientes de ruido de distintas
amplitudes y frecuencias hasta de -10nA en la neurona comando y medimos voltajes producidos en
respuesta a estas corrientes tanto en la neurona comando (V1) como en la neurona seguidora (V2),
obteniendo registros en ambas neuronas como se muestra en la figura.
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FIGURA 6.0btencién de espectros de Potencia de las dos sefiales medidas en el protocolo de
ruido. Por medio del programa clampfit, determinamos el espectro en potencia de ambas sefiales y
determinamos el cociente V2 / V1, conocido como tasa de acoplamiento o funcion de transferencia
de nuestro sistema bioldgico formado por las neuronas de Retzius.

Las tasas de acoplamiento obtenidas de esa manera (Figuras 4 y 6)
permitieron ajustar los parametros libres del programa pudiendo determinar los
parametros pasivos responsables de modular la respuesta pasiva de las neuronas
de Retzius durante el crecimiento.

Por otro lado, los valores de la constante de espacio dendritica (A), la
constante de tiempo somatica (1) y la resistencia de acoplamiento (rc) se obtuvieron
ajustando las respuestas en frecuencia de las neuronas al modelo matematico de
neuronas de Retzius acopladas eléctricamente basado en teoria de sistemas
lineales (Garcia-Pérez et al., 2004., Vazquez et al., 2009). En el modelo el soma se
encuentra conectado isopotencialmente al axon y ambos se representan como un
circuito paralelo formado de una resistencia de la membrana y un capacitor.

Las dendritas de cada neurona se representan por cilindros con una longitud
de 0.83 veces el diametro del soma (Garcia-Pérez et al., 2004). Un extremo de las
dendritas se comunica al compartimiento soma/axon y el otro lado se conecta a las
dendritas de la neurona acoplada a través de un resistor representando a la
sinapsis eléctrica.

Las tasas de acoplamiento obtenidas de esa manera permitieron ajustar los
parametros libres del programa pudiendo determinar los parametros pasivos
responsables de modular la respuesta pasiva de las neuronas de Retzius durante
el crecimiento.
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VIII.5 MODELADO MATEMATICO

El diagrama eléctrico que representa al sistema biologico formado por las dos
neuronas de Retzius, sus troncos dendriticos y su sinapsis eléctrica ( rc )se muestra
a continuacion:

1 e _

rs = Cs rs =

:Cs

Como parte del trabajo experimental realizado en nuestro laboratorio en
neuronas de Retzius adultas (Garcia et al., 2004), contamos con un profundo
conocimiento de este circuito. En dicho estudio , se calcul6 matematicamente la
funcién de transferencia o relacion entrada salida del mismo (Garcia et al., 2004),
misma que se programé en matlab y permitié obtener modelados matematicos
(curvas predictivas) al variar cada uno de los pardmetros involucrados en esta
funcién matematica. Esta herramienta nos resulté de mucha utilidad ya que pudimos
determinar variables dificiles de medir como la constante de espacio o la resistencia
de acoplamiento entre las dos neuronas, pudiendo alimentar este modelo con las
mediciones morfoldgicas y los estudios de estado estable.
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IX.RESULTADOS
IX.1 ACTIVIDAD ESPONTANEA DE LAS NEURONAS DE RETZIUS

La Figura 3A muestra sanguijuelas representativas de los tamafios extremos
en nuestro estudio. También se muestran los ganglios aislados en la Figura 3B.

La actividad registrada en 9 pares de neuronas de Retzius con didmetros
somaticos entre 21 y 75 uym en los cuales los registros se mantuvieron a lo largo
del experimento fue similar a la ya descrita en neuronas adultas (Hagiwara and
Morita, 1962; De-Miguel et al., 2001), consistentes en un potencial de reposo entre
-55y -60 mV, sobre el que aparecieron EPSPs espontaneos a frecuencias promedio
relativamente fijas de un par neuronal a otro en el rango de 0.5y 1.7 s-}(Figuras
5,7), gréfica en la Figura 12.

Los EPSPs aparecieron simultaneos en ambos somas con amplitudes que
variaron aleatoriamente (Figura 7), sugiriendo variaciones presinapticas en la
liberacion de transmisor (De-Miguel et al., 2001).

Diameter =22 pum; V,/V} = 0.61
Vi -‘UJW’WW‘"MJW”J“
V2 W

Diameter =49 um; V,/V;=0.62

I U
1mV|_,L L, ol

FIGURA 7 Actividad eléctrica espontanea de neuronas de Retzius. (A). Actividad sinaptica
espontanea registrada simultaneamente en un par de neuronas con diametro soméatico de 22 umy
una tasa de acoplamiento de 0.61. El registro de la neurona manejadora (V1) se muestra en el trazo
rojo mientras que el registro de la neurona seguidora (V2) se muestra en azul. (B) Se observan
registros de voltaje similares en un par de neuronas de 49 micras y tasa de acoplamiento de 0.62.
Las caracteristicas de los EPSPs en términos de su amplitud y frecuencia son similares a los
mostrados en (A). La escala es la misma para los trazos en (A, B). (C) Variaciones de amplitudes en
pares subsecuentes de EPSPs producidos simultdneamente. Esas diferencias de amplitud sugieren
distintas cantidades de transmisor liberadas de terminales presinapticas bajo impulsos
subsecuentes, Las puntas de flechas indican la llegada de EPSPs de la neurona acoplada
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bajo una falla local en la transmisiéon. Es importante notar que los EPSPs propagados son mas
pequefios y mas lentos que los originados en la neurona de registro. Sus tiempo al pico mas largos
y sus amplitudes mas pequefias se deben a la propagacion a lo largo de las dendritas desde el sitio
de origen en la neurona acoplada y a través de la sinapsis eléctrica (De-Miguel et al., 2001). (D) Los
EPSPs producidos en ambas neuronas se suman y contribuyen a la produccion de potenciales de
accion

Por otro lado, la distribucion de los tiempos al pico de los EPSPs tuvo dos
valores. Una poblacion de EPSPs (59%) tuvo un tiempo al pico rapido en el rango
de 3.63 £0.05 a 5.83 £ 0.09 ms (Figura 8A), indicando que éstos fueron producidos
en la neurona comando. Una segunda poblacién de EPSPs (41%) con tiempos al
pico mas lentos en el rango entre 7.33 £ 0.16 y 9.13 + 0.3 ms (Figura 8B) llego de
las dendritas de la neurona acoplada a través de la sinapsis eléctrica, lo cual
correlaciona con los experimentos realizados en nuestro laboratorio (De-Miguel et
al., 2001; Garcia-Pérez et al., 2004). Los rangos de esos valores de tiempos al pico
que obtuvimos en nuestro estudio fueron similares a los descritos previamente en
neuronas adultas (Garcia-Pérez et al., 2004).

Con el objetivo de realizar una descripcion mas profunda acerca de estos
resultados y de sus implicaciones en la integracion sinaptica durante el crecimiento,
ahondaré con mayor detalle en la parte concerniente a la investigacion de los
mecanismos presinapticos subyascentes a la integracion, y al analisis de la fuerza
singptica en la parte final del andlisis de los resultados.

Por ahora, continuaré con los resultados obtenidos de las propiedades
pasivas y su relacion con el diametro.

IX.2. ESTIMACIONES DE LAS PROPIEDADES ELECTRICAS PASIVAS

Una vez que calculamos los diametros neuronales promedio de las células
que estudiamos, y considerando el valor estdndar de la capacitancia especifica de
la membrana como Cm= 1 yF / cm? pudimos determinar la capacitancia somatica (c
atica (cm ) y una vez que obtuvimos la constante de tiempo estacionaria a partir de
la caida exponencial de cambios de voltaje estacionarios debidos a la inyeccion de
pulsos de corriente cuadrados (Figura 4), y haciendo uso de la expresion : T = rm Cm
[ms] obtuve el valor de la resistencia de la membrana del soma. Para obtener la
longitud de las dendritas, utilizamos la expresion: | dend =0.83Diam somético
mencionada lineas arriba. Para calcular el valor de la resistencia de la membrana
dendritica contamos con la expresion A = (rm / 1)) Y2, para lo cual era necesario
primeramente obtener el valor de lambda, y como es un parametro que no se puede

31



determinar facilmente, fue necesario obtenerlo de manera indirecta por medio del
modelado matematico.

Ademas pudimos determinar la tasa de acoplamiento estacionaria al dividir
directamente V2/ V1 a partir de los mismos trazos. Las tasas de acoplamiento en el
rango de 0.41-0.64 (Figura 8) obtenidos de respuestas estacionarias
correlacionaron linealmente (R=0.96) con las obtenidas a partir de analisis de ruido
pero no correlacionaron con el diametro del soma. Por ejemplo, las neuronas mas
pequefias, cuyos diametros somaticos de 21 y 22 upm, tuvieron tasas de
acoplamiento de 0.42 y 0.64 respectivamente. Mas aun, las neuronas con diametros
de 36 um tuvieron la tasa de acoplamiento mayor de 0.64, y las neuronas mayores,
con un didmetro de 58 um tuvieron una tasa de acoplamiento intermedio de 0.53,
como puede apreciarse en la (Figura 8)
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Figura8. La tasa de acoplamiento vari6 independientemente del diametro neuronal.
Respuestas de estado estable producidas por escalones hiperpolarizantes de corriente inyectados
en la neurona seguidora(A). El voltaje se registré simultdneamente a partir de la neurona manejadora
(V1) y de la seguidora (V2). (B) la tasa de acoplamiento fue independiente del didmetro del soma.
Note que el rango de tasas de acoplamiento en las neuronas pequefias es mayor que en las adultas.

Ahora bien, para obtener la tasa de los parametros biofisicos rc, tau, L y
lambda fue necesario efectuar la superposicion de las respuestas neuronales junto
con las curvas resultantes del modelado matematico (Figura 9C,D) variando un solo
parametro a la vez y obteniendo los mejores ajustes de los puntos experimentales
a las curvas de modelado obtenidas con el programa matlab.

32



A) B) 10.0,

.

-

L
—

0.011

v, WW 0.0014

— 0.1 lj()

=<
=
)
mV2/ Hz

10 100

Frequency (Hz)
L)) D)
1.0 1.0 *2lum
0.5 0.5
e ] e ]
>{“1 >|v'~.;|
0.14 , = 0.1- ' . i
0.1 1.0 10 100 0.1 1.0 10 100
Frequency (Hz) Frequency (Hz)

Figura9. Estimaciones de los parametros biofisicos contribuyendo a la integracién .En A) se
muestra el protocolo electrofisiol6gico de ruido aplicado a nueve pares neuronales Vi (rojo) y
V2(negro) (B) Espectros en potencia de las sefiales Vi(rojo) y Vz(azul) . En (C) se muestran los
espectros en potencia de dos pares neuronales con diametros celulares de 21 y 22 micras morado
(0.42) y verde (0.6) y los resultados del modelado como curvas negras y continuas superpuestas a
dichos puntos. En (D) se muestran neuronas de diferentes tamafios (21 y 58 micras).

Una vez que obtuve los valores de lambda por medio del modelado, recurri
a la expresion matematica: A = (rm /1)) ¥?, donde ri= 85 [kQ /cm] para determinar
los valores de la resistencia de la membrana dendritica ( rm dend). Y por ultimo,
emplee la expresiéon L= 1/ A para determinar el valor de la longitud electrotonica.

Por ultimo, ya que obtuve todos los parametros biofisicos que involucran al
sistema biologico de las neuronas de Retzius, procedi a dibujarlos mediante el
programa Origin. A continuacién se muestran los resultados obtenidos en la Figura
10.
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Figural0 Parametros eléctricos del soma y las dendritas que contribuyen a la integracién
sinaptica. A) La constante de tiempo somatica de las neuronas con diferentes diametros somaticos
se restringié6 al rango 20-30ms. (B) La resistencia de la membrana del soma decrecio
exponencialmente al incrementarse el diametro somatico. (C) La resistencia de la membrana de las
dendritas (rm) y sus valores de A se incrementaron al aumentar el diametro somatico y al
incrementarse la longitud dendritica. La longitud dendritica se calcul6 considerando crecimiento
isométrico de la dendrita y el soma. Las lineas negras horizontales indican neuronas formando un
par. (D) El valor L (I / A) incrementd exponencialmente al incrementarse el diametro. Los valores de
correlacién (R?) de los ajustes a las curvas se indican para cada caso.

Encontramos que los valores de las constantes de tiempo medidas a partir
de caidas de voltaje exponencial oscilaron entre 20 y 30 ms para el rango completo
de didmetros somaticos (Figura 10A). Este rango correlacioné con el de 18-40 ms
reportado con anterioridad en el trabajo del laboratorio en neuronas adultas (Garcia-
Pérez et al., 2004). Como era de esperarse, los valores de la capacitancia de la
membrana (cm) del compartimiento soma-axén, se incrementaron linealmente
(R=0.99) con el diametro somatico, de 6.6 pF cuando el diametro era de 21 ym
hasta 23.4 pF cuando el diametro somatico era de 75 puM. En contraste, la
resistencia de la membrana somatica (rm) decrecié exponencialmente (R? = 0.9) de
3.4 MQ.cm a 1.4 MQ.cm cuando el diametro somatico fue 74 ym (Figura 10 B).
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El parametro que compenso la propagacion de los EPSPs fue la resistencia
de la membrana de las dendritas, que se comporté de manera opuesta a la del
soma, mostrando un incremento exponencial (R> = 0.82) al incrementarse el
diametro somatico (Figura 10C). Suponiendo un valor constante de 85 KQ / cm
para la resistencia interna (Garcia-Pérez et al., 2004), el incremento exponencial en
la resistencia de la membrana dendritica incrementd la constante de espacio
dendritica (A\) de manera proporcional (figura 7D).Por esta razon, la longitud
dendritica efectiva L = |/ de las dendritas se increment6 exponencialmente ( R? =
0.91) al incrementarse el diAmetro somatico (Figura 7E) para alcanzar una meseta
cuando el diametro somatico se aproximé a 50 pm.

IX.3.ANALISIS DE LA ACTIVIDAD SINAPTICA ESPONTANEA
IX.3.1MECANISMOS PRESINAPTICOS SUBYASCENTES A LA
INTEGRACION SINAPTICA DURANTE EL CRECIMIENTO

Una cuestion que nos interesaba conocer era la actividad sinaptica
espontanea de las neuronas durante el crecimiento, entre otras cosas, para saber
si existia alglin mecanismo sinaptico que tuviera que ver con la probabilidad de
liberacién de neurotransmisor en la neurona manejadora y estudiar sus efectos en
la neurona seguidora en caso de que la amplitud de los EPSPs sinapticos fuera
diferente a la ya estudiada en el laboratorio en neuronas de Retzius en estado
adulto, y por otro lado, para saber comparar la fuerza sinaptica de las neuronas
durante el crecimiento con respecto de la adultas. Para contestar ambas preguntas,
Prashant Kumar Mishra llevo a cabo mediciones de amplitudes y tiempos al pico de
los sinapticos y yo me di a la tarea de llevar a cabo un analisis poblacional de ambos
parametros, obteniendo ajustes gaussianos con valores de correlacion (R?=0.9). Ver
Figura 11, obteniendo sorpresivamente, una tendencia similar a la obtenida en el
estado adulto por Garcia et al.,2004, lo cual arroj6o como resultado que existian dos
tipos de poblaciones: valores de amplitudes y tiempos al pico cortos debidos
presumiblemente a la sinapsis quimica que dispara espontaneamente en ambas
células, y otra poblacién con tiempos al pico mas largos y que correspondian a los
EPSPs provenientes de la neurona propagada.

A continuaciéon me permito mencionar dos ejemplos obtenidos de los 9 pares
estudiados:
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Figura 11 Caracteristicas de los EPSPs. (A)Distribuciones del tiempo al pico (Izquierda) y
Amplitudes de EPSPs registrados en la misma neurona con un diametro de 22 pm y una tasa de
acoplamiento de 0.61 mostrado en (A). El tiempo al pico de EPSPs indica su distancia de
propagacioén del origen al soma. Los EPSPs con tiempos al pico mas rapidos se produjeron en las
dendritas acopladas de la neurona manejadora mientras que EPSPs con tiempos al pico mas lentos
(rojo pdlido) se produjeron en las dendritas acopladas de la neurona seguidora después de
propagarse a través de la sinapsis eléctrica (De-Miguel et al., 2001; Garcia-Pérez et al., 2004). Los
valores de “n” indican el nUmero de eventos en las gréaficas de distribucion. Las distribuciones de
amplitud se produjeron utilizando Unicamente los EPSPs con tiempos al pico rapidos generados en
las dendritas de la neurona manejadora. La distribucion desplegé dos picos de amplitud, el segundo
duplicando la amplitud del primero. (B) Tiempos al pico similares y distribuciones de amplitud se
obtuvieron de un par neuronal con didmetro neuronal de 33um y una tasa de acoplamiento similar
de 0.62. A pesar de las diferencias de tamafo de los pares neuronales. Los EPSPs arrivando al
soma de los pares neuronales con tasas de acoplamiento similares tuvieron amplitudes parecidas.

Retomando los resultados acerca del analisis de EPSP’s mencionado en la
pag 31, en los nueve pares neuronales estudiados en el rango de tamafios de 21-
70 micras, obtuvimos las siguientes clases de resultados:
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Una poblacion de amplitudes grandes y tiempos al pico cortos y otra segunda
de menor amplitudes y con tiempos al pico mayores, por lo que al analizar los
tiempos al pico, pudimos inferir que la primera poblacién era de potenciales
sincrénicos originados presumiblemente por la sinapsis quimica comin a ambas
neuronas, y la segunda mas larga con origen en la neurona propagada.

De manera interesante pudimos observar que los valores de amplitudes no
guardaron relacién alguna con el tamafo sino con la tasa de acoplamiento de las
neuronas y de manera particular con la resistencia de acoplamiento: A mayor tasa
de acoplamiento, menor resistencia de acoplamiento y en consecuencia la amplitud
de los EPSPs era mas grande que cuando la tasa de acoplamiento entre las dos
neuronas de Retzius era menor, su resistencia de acoplamiento mayor, y las
amplitudes de los EPSPs eran mucho menores.

Analizamos los siguientes casos:

Caso 1: Una neurona pequefia cuyo diametro somatico fue de 22 um y su tasa de
acoplamiento de 0.61 tuvo un EPSPs con un tiempo al pico de 5.32 + 0.01 msy
una distribucién bimodal de amplitudes con un pico mayor de 0.45 + 0.01 mV y un
segundo picoa 1.1 + 0.1 mV (Fig 11 A).

Otro par con diametro mayor de 33um y una tasa de acoplamiento también de 0.62
tuvo EPSPs con un tiempo al pico de 4.53 + 0.13 ms y una distribucién bimodal de
amplitudes con un pico mayor de 0.43 £ 0.13 mV y un segundo pico de 0.98 + 0.09
mV.

Caso 2: En otro par celular proveniente de un mismo ganglio, una célula de 23 um
y otra de 58um y tasa de acoplamiento de 0.47, los EPSPs tuvieron tiempos al pico
similares, de 4.92 £+ 0.09 y de 4.6 £ 0.06 ms, respectivamente. De manera
interesante, la distribucion de amplitudes de ambas poblaciones de EPSPs tuvieron
picos de amplitudes similares, siendo de 0.52 + 0.03 mV en el par neuronal de 23
pmy de 0.54 £ 0.01 mV en la neurona de 58 um. Ambos picos fueron menores que
en las neuronas con las tasas de acoplamiento mas grandes(ver el caso 1). Esos
datos también confirman que a coeficientes de acoplamiento similares, las
propiedades membranales de las neuronas compensan su crecimiento para
producir propiedades integrativas constantes, por lo que continuamos analizando
cual de las propiedades biofisicas era la responsable de mantener la integracion
sinaptica constante.
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IX.3.2.FRECUENCIA DE LOS AP'S y EPSPs

La suma de los EPSPs producidos en ambas neuronas acopladas genero
potenciales de accién a frecuencias de 0.04 a 0.17 s cuando el potencial de reposo
se mantuvo a -60 mV (Figura 12). Esas frecuencias se incrementaron
dramaticamente a potenciales de reposo menos negativos. Sin embargo, el analisis
de esos datos no se presenta en el presente reporte.

A) B) C

20+ 20 20
'Cl(): ’ :‘ 164 = = £ : 16 4 " A
Fuml o p . g2 g2 - "7 7T
&= 1% * i, . S i)
'éj 8' - - a { 8- I. < 8
L 4. " e 4. (T 1] = 4- a8

20 30 40 50 60 70 80 20 30 40 50 60 70 80 4 8 12 16 20
soma diameter (pm) soma diameter (pm) EPSP freq (s 2z

FIGURA 12. Frecuencias promedio de los EPSPs y los potenciales de accidn registrados en
18 neuronas (9 pares) con diferentes tamafios soméaticos. La frecuencia de los EPSPs (A) y los
potenciales de accién (B) no tienen correlacion con el diametro neuronal. Los datos en las areas
grises corresponden a neuronas adultas. (C) Los potenciales de accién y las frecuencias de los
EPSPs tampoco estan correlacionados.
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Figura 13 La amplitud de los EPSPs y la frecuencia de los potenciales de accion dependié de
latasa de acoplamiento. (A) El tiempo al pico no tuvo correlacion con el diametro somatico. (B) La
amplitud del pico unitario del EPSP no tuvo correlacion con el didmetro somatico. (C) La amplitud del
EPSPs local es inversamente dependiente de la tasa de acoplamiento del par neuronal
presumiblemente debido a la suma de EPSPs. Las lineas grises son los ajustes lineales de las
predicciones a los datos. El coeficiente de correlacion se indica en cada grafica. El bajo coeficiente
de correlacion de la frecuencia del potencial de accion puede deberse a una suma multivariable que
es afectada por las fluctuaciones de amplitud entre EPSPs individuales, la suma con los EPSPs de
la neurona acoplada y las variaciones de frecuencia entre neurona y neurona. Todas esas variables
son independientes del tamafio neuronal.

En pares neuronales con diferentes tamafios pero con una tasa de
acoplamiento similar, la amplitud de los EPSPs fue directamente proporcional a la
tasa de acoplamiento, debido a que como se muestra en las Figuras 11 Ay B, las
distribuciones de amplitudes de los EPSPs producidos en las dendritas de las
neuronas comando se obtuvieron de las poblaciones rapidas. Esas distribuciones
tuvieron uno (n=18 neuronas), usualmente dos (n=14 neuronas) y eventualmente
tres (n=2 neuronas) picos de amplitud bien resueltos, estimados con ajustes
gaussianos a los datos.
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X.DISCUSION

El microcircuito establecido por las neuronas Retzius acopladas
eléctricamente y su entrada quimica mantiene sus propiedades integrativas durante
el crecimiento hasta que el soma neuronal triplica su didmetro. Nuestro
procedimiento experimental nos permiti6 medir distintas variables con relativa
independencia entre si en el mismo par neuronal. La tasa de acoplamiento de los
pares de neuronas Retzius varia en un amplio rango de valores independientemente
del tamafio. La frecuencia y las caracteristicas de los EPSPs que producen la
frecuencia basal de disparo de las neuronas Retzius queda definida en las etapas
posnatales tempranas y permanecieron sin cambio durante el crecimiento. El
incremento en la resistencia de las membranas de las dendritas fue suficiente para
compensar el crecimiento morfoldgico del circuito, permitiendo la propagaciéon de
EPSPs en el rango completo de tamafos neuronales. Este efecto produce
capacidades integrativas constantes mientras el circuito crece.

El incremento en la resistencia de la membrana dendritica durante el
crecimiento neuronal es contra toda intuicion, debido a que un incremento en el area
membranal conduce a un decremento en la resistencia especifica de la membrana.
Este incremento en la resistencia implica una reduccion del nUmero de canales
activos por unidad de membrana dendritica. Existen varias posibilidades para tal
efecto.

Uno es mediante la reducciéon de la probabilidad del estado abierto de los
canales de la membrana dendritica. Tal modulacion existe en canales de potasio
con doble dominio de poros, los cuales contribuyen mayormente al potencial de
reposo y a la resistencia de la membrana de las neuronas y de células musculares
(Goldstein et al., 2001).

Otra posibilidad es la reduccion selectiva en la tasa de incorporacion de los
canales a las dendritas. Las dendritas sintetizan proteinas que son incorporadas en
sus membranas (Kiss, 1977; Slomniki et al., 2016).

En cualquier caso, esta reduccion en la resistencia deberia ser local, debido
a que las membranas del soma y el axdn conservan su constante de tiempo
mientras que las neuronas crecen, lo cual es consistente con una reduccion en la
resistencia proporcional al incremento en el area de la superficie.
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Propiedades integrativas de las neuronas durante el crecimiento

La persistencia de la constante de tiempo axo-somatica mientras las neuronas
crecen impone un decaimiento en los EPSPs que llegan al axdn-soma
independientemente del tamafio neuronal. Debido a que el rango de frecuencia al
cual aparecen los EPSPs se mantiene durante el crecimiento, la suma temporal que
determina la frecuencia de disparo basal también debe permanecer constante.

Por lo tanto, la variable que determina la frecuencia de disparo independientemente
del tamario es la tasa de acoplamiento.

Un segundo factor que contribuye a la integracion sinaptica es el pequefio
coeficiente de la conductancia dentro-somatica, que reduce significativamente la
amplitud de los EPSPs al llegar al axén (Vazquez- et al., 2009).

Este coeficiente reduce la amplitud de los EPSPs sin alterar su forma. Nuestros
datos indican un coeficiente dentro-somatico constante para todos los tamafios,
debido a que las neuronas de diferentes tamafios con tasas de acoplamientos
similares tienen amplitudes de EPSPs y frecuencias de disparo similares.

El hecho de que los valores del acoplamiento eléctrico en neuronas pequefas se
extienda sobre un rango tan amplio como el de las adultas indica que desde etapas
tempranas de la vida post embrionaria, el acoplamiento eléctrico ya es modulado.

Implicaciones funcionales para las neuronas serotoninérgicas

Las neuronas serotoninérgicas de vertebrados e invertebrados disparan
espontaneamente a bajas frecuencias (Mosko and Jacobs, 1974; Veasey et al.,
1997; Wang and Aghajanian 1977; Cunningham and Lakoski, 1988).

Auln las neuronas de Retzius mas pequefas estudiadas aqui habian establecido el
patron de generacion de EPSPs que caracteriza a las adultas. La suma de los
EPSPs produce este disparo, lo que refleja un establecimiento temprano de un
mecanismo presinaptico. Esta constancia contrasta con el incremento gradual en el
namero de entradas sinapticas en grillo o de rata durante el crecimiento (Chiba et
al., 1992; Liu et al., 2003). En nuestro caso implica que desde etapas postnatales,
el circuito serotoninérgico ha adquirido su frecuencia basal.

El disparo basal puede producir liberacion de serotonina de terminales sinapticas
(Henderson, 1983, Liu and Nicholls, 1989). Sin embargo, las neuronas
serotoninérgicas también liberan serotonina de manera extrasinaptica a partir del
soma, dendritas y varicosidades cuando la frecuencia de disparo se incrementa
(Trueta et al., 2003).
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La exocitosis extra-sinaptica puede ser evocada por la activacion de conexiones
polisinapticas excitadoras formadas por neuronas mecanosensoriales nociceptivas
en el ganglio. (Szczupack and Kristan, 1982; Velazquez-Ulloa et al., 2003). En
particular, el disparo de las neuronas sensibles a la presion bajo estimulacion de la
piel incrementa el disparo de las neuronas de Retzius (Velazquez-Ulloa et al.,
2003).

La liberacion masiva de serotonina del soma puede en turno incrementar los niveles
de serotonina circulante en el ganglio (Willard, 1981) y evocar el nado ficticio
(Nusbaum et al., 1986) o la locomocion terrestre (De Miguel et al., 2015).

La modulacién de las sinapsis eléctricas en neuronas serotoninérgicas puede
producirse por liberacién de serotonina (Colombaioni and Brunelli, 1988; Rorig and
Suttor, 1996; Szabo et al, 2010) actuando sobre la actividad de los canales de la
unién eléctrica (Phelan et al., 1998; Kandarian et al., 2012). Sin embargo, las
neuronas de Retzius de animales pequefios animales son insensibles a la
modelacién serotoninérgica (Groom et al., 1995), lo cual sugiere que posiblemente
la comunicacion extrasinaptica ain no sea funcional y que la modulacion de la
sinapsis eléctrica obedezca a otro transmisor 0 mecanismo.
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