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KR: Kiss and run.

CRPG: Péptido relacionado al gen de la calcitonina.
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LOCALIZACION Y POSIBLES IMPLICACIONES
FUNCIONALES DE LAS VESICULAS DE NUCLEO
DENSO EN NEURONAS CULTIVADAS

RESUMEN

En la sanguijuela, mas del 50% de la 5-HT se encuentra localizada
en las céjulas de Retzius, tanto en vesiculas claras, como de nucleo denso.
En este trabajo estudiamos algunos de los aspectos asociados a la
liberacion de 5-HT en células de Retzius de sanguijuela en cultivo. En
particular abordamos |a pregunta de si la 5-HT puede liberarse desde sitios
diferentes en la célula a partir de reservorios vesiculares diferentes.
Adicionalmente estudiamos alguncs de los posibles eventos asoctados al
reciclaje vesicular. Esto es importante porque implica gue una misma
sustancia, liberada por la misma neurona, pueda tener efectos diferentes
sobre la funcién del animal y que su liberacion este controlada por
mecanismos distintos.

Utilizando el colorante fluorescente FM1-43, localizamos grupos
vesiculares internalizados en neuronas de Retzius de sanguijuela en cultivo.
En el soma, los sitios de endocitosis del colorante se encuentran en mayor
cantidad en los planos profundos de la célula, cerca de los sitios de contacto
con el sustrato, disminuyendo en densidad conforme se asciende hacia el
polo superior. En el mufién, la cantidad de marca fluorescente es mucho
menor que en el soma y su densidad disminuye progresivamente, desde su
unién con“el soma hasta desaparecer en la parte distal. Al sembrarlas en
contacto mufcn/soma y tefiirlas, encontramos marca en la zona distal del
mufion, en donde hacia contacto con el soma postsinaptico. La marca sobre
ambos somas continud con las mismas caracteristicas que en las células
unicas. El andlisis ultraestructural mostrd que [os botones sinapticos solo se

localizan en la regidn del mundén, nunca en el soma. Por medio de




reconstrucciones de cortes seriados de microscopia electrénica, se aprecié
que en algunos casos, estas estructuras no tenian la morfologia tipica de un
botdn sindptico, sino que las vesiculas no estaban en contacto con la
membrana plasmatica y que formaban una estructura esférica, en la cual la
corteza contenia vesiculas de nucleo denso y el centro vesiculas claras Fl
soma, presentd una densidad mayor de vesiculas de nucleo denso,
comparadas con el mufién. En algunos casos fue posible encontrar
vesiculas de nucleo denso endocitandose. Existid una estrecha relacion
entre el nucleo celular y las vesiculas de nicleo dense, algunas de ellas se
encuentran incluso en contacto fisico con el cariclema. Ademas, en el
citoplasma, existen cuerpos multivesiculares {reconocidos como endosomas
prelisosomales) con contenidos que van desde vesiculas ciaras y/u
obscuras hasta restos membranales y estructuras amorfas.

En conclusién, nosotros pensamos que una misma neurona puede
tener mecanismos de liberacion y almacenamiento diferentes para la misma
molécula en sitios diferentes de ella, distribuyendo sus botones en el muidén
y liberando el contenido de vesiculas de nicleo denso de forma hormonal
desde el soma. Estas vesiculas podrian seguir 3 caminos' 1) reciclarse y
reutilizarse reabasteciéndose de transmisor en los cuerpos laminados; 2)
vigjar hasta el ncleo o 3) degradarse de forma aislada o con todo el botdn
en los cuerpos multivesiculares. Como consecuencia de esto, |la diferencia
en las densidades de estas vesiculas pudiera corresponder a diversas

etapas en su ciclo en la céiula.
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LOCALIZACION Y POSIBLES IMPLICACIONES
FUNCIONALES DE LAS VESICULAS DE NUCLEO
DENSO EN NEURONAS CULTIVADAS.

INTRODUCCION

Cuando los neurotransmisores son liberados desde la terminal
presindptica, éstos pueden seguir dos caminos, alcanzar sitios adyacentes a
ella o bien vigjar por el espacio extracelular o incluso a la sangre, para
actuar en puntos a veces muy distantes, como lo hacen las hormonas.

La hberactdn de los transmisores puede ser regulada por multiples
mecanismos, en los que influyen parametros como la frecuencia de
estimulacion de la célula o el sitio donde se encuentran almacenados
(Zmmerman, 1993). Esta regulacién le confiere a la neurona una gran
adaptabilidad a diversas circunstancias. Por lo tanto, es interesante saber si
una sola neurcna es capaz de liberar un mismo transmisor mediante
mecanismos diferentes desde sitios diferentes de ella misma. Es decir, si el
neurctransmisor puede liberarse de forma sinaptica a parir de sitios
especializados de la membrana y de forma hormonal en sitios diferentes a
esos en la misma neurona. Confriendo entonces efectos funcionales
distintos a una misma molécula liberada por la misma neurona, pero bajo
condiciones distintas. En nuestro trabaje abordamos este problema vy
analizamos diferentes mecanismos de liberacién en neuronas identificadas
de sanguijuela, en cultivo.

Por otro lado, el establecimiento de los contactos sindpticos correctos
durante el desarrollo es vital para la sobrevivencia del individuo. Se conocen
los eventos que sigue el desarrollo del sistema nervioso, pero poco
sabemos de los mecanismos a nivel ultraestructural que sigue el

ensamblaje de las terminales sinapticas en desarrollo. A partir de andlisis




morfolagicos, presentamos algunas evidencias acerca de los eventos que
subyacen a ia formacion y degradacién de un botén sinaptico.

Para este estudio, las neuronas de Retzius en cultivo de Ia
sanguijuela Hirudo medicinalis, ofrecen muitiples ventajas. El sistema
nervioso central de la sanguijuela estd constituido por 21 ganglios
practicamente idénticos. De elios se pueden aislar neuronas identificadas y
cultivarlas. Estas ceélulas conservan sus caracteristicas de membrana y
sintetizan los mismos canales, transmisores y receptores que en el ganglio
Ademas pueden crecer y formar conexiones sindpticas en cultivo (Ready y
Nicholls, 1979). Esto ha permitido estudiar en detalle las etapas de |a
formacidn de sinapsis, los mecanismos de liberacidn de serotonina (5-HT) y
la distribucién de canales y receptores con una resolucién que en otras
preparaciones seria extraordinariamente dificil (Femandez de Miguel y
Drapeu, 1995).

— Morfologia de las sinapsis

Los puntos de contacto entre una neurona y otra donde se establece
comunicacién entre ambas células se denominan sinapsis.

Bajo la microscopia de luz es poco lo que se puede apreciar de una
sinapsis, de no ser algunas mitocondrias y una silueta en forma de bulbo o
potén terminal que corresponde al axén presinaptico unido a la superficie
del componente postsindptico. Sin embargo, estos procedimientos no
muestran nada acerca del resto de los organelos dentro del botén o ef sitio
de la interfase entre los componentes de la sinapsis. No fue sino hasta la
aparicion de la microscopia electronica, en la década de los 50's, que se
revelaron detalladamente las caracteristicas de las sinapsis por grupos
diferentes como el de De Robertis y Benett en 1954 (Kuno, 1995)
Robertson en invertebrados (1953) y Palade y Palay (1954} y Palay (19586)

en vertebrados.



Funcionalmente existen dos tipos de sinapsis. La sinapsis eléctrica,
en la cual la corriente generada por un impulso pasa a la siguiente neurona
a través de canales de baja resistencia y la sinapsis quimica, en la que la
comunicacion esta dada por mensajeros quimicos. Estos mensajeros
denominados neurofransmisores, son secretados desde uno de los
componentes de la sinapsis y activan receptores en la membrana del otro
componente. La sinapsis quimica es con mucho, la mas comuin en el
sistema nervioso central de los mamiferos adultos. Desde un punto de vista
morfoibgico, las sinapsis quimicas pueden describirse en funcién de sus
componentes. Hay un componente presinaptico, que se caracteriza por su
contenido de vesiculas sindpticas y por un grupo de mitocondrias. Este
componente puede presentarse como un alargamiento o protrusion al final
del axén, liamado terminal presindptica o como varicosidades a lo largo
del axon, en cuyo caso se denomina botdn en passant o boton sinaptico.
El segundo componente es la terminal postsinaptica, cuya peculiaridad es
que presenta una especializacidn en su membrana donde concentra
canales y receptores, que seran el bianco del mensaje proveniente desde Ia
terminal presinaptica.

Entre ambas terminales, existe un espacio llamado hendidura
sindptica, cuyas dimensiones son de aproximadamente 10 a 30 nm de
ancho. Se ha observado que en el espacio de la hendidura existen
fiiamentos a manera de puente entre las membranas pre y postsinaptica,
que probablemente sean laminina o agrina, los cuales pueden incluso
continuarse con la densidad postsinaptica y que probablemente sirvan para
mantener unidas las dos membranas (Peters y Palay, 1996).

La membrana plasmatica de las células que establecen el contacto
pueden presentar una densidad que puede ubicarse en la membrana de
ambas terminales, denominandose por esto sinapsis simétrica o bien sélo
en la postsinaptica, siendo entonces asimétrica. Estos son sitios
especializados de la membrana, donde se acumulan una gran cantidad de

proteinas, entre ellas canales, receptores y proteinas especializadas en el



mecanismo de secrecién y se les denominan zonas activas en la terminai
presinaptica {Peters, Palay y Webster, 1991). La acumulacién de vesiculas
ocurre precisamente en este punto de la terminal presinaptica. Por su parte,
la densidad postsinaptica estd compuesta de filamentos de actina y otras
proteinas como fodrina, tubulina y protein cinasas. (Peters, Palay vy
Webster, 1981; Peters y Palay, 1996). Su papel fisiolégico no estd muy
comprendido adn, pero se sabe que por ejemplo en la rana una misma
placa neuromuscular puede tener variaciones estructurales que le confieren
a cada sitio especializaciones fisiologicas particulares (Pawson, Grinnell y
Wolowske, 1998, ay b).

Las vesiculas de la terminal presinaptica pueden ser de dos tipos.
Las claras, tienen un diametro aproximado de 40-50 nm y se encuentran
aglomeradas cerca de ia membrana plasmatica de la terminal presinapticca
Y las de nicleo denso, que son mas grandes, de hasta 70-120 nm vy
habitualmente se localizan rodeando a las vesiculas claras (Peters, Palay y
Webster, 1691; Peters y Palay, 1998). Las vesiculas sinapticas contienen al
neurotransmisor, el cual se libera de las terminales en paquetes
multimoleculares llamados cuantos. Por su parte, las vesiculas de nuicleo
denso contienen ademas del neurotransmisor otras moléculas transmisoras
conocidas como cotransmisores y suelen liberarse en sitios distintos,
aunque cercanos, a las zonas activas (Zimmerman, 1983).

Un botdn puede establecer contacto con cualquier superficie de otra
neurana, por lo que la sinapsis puede recibir diversos nombres segun el sitic
de contacto: axodendritica, axosomatica, axoaxonal, dendrodendritica, etc.
(Peters, Palay y Webster, 1991, Peters y Palay, 1996).

- Mecanismos de liberacidn de transmisor y ciclo vesicular.
Al igual que otros tipos celulares, las neuronas poseen dos

mecanismos principales de secrecidn: la via constitutiva y la via regulada.

La via constitutiva proporciona una secrecion constante y esta controlada



por la tasa de produccion a partir de los organelos secretorios. Por otro lado,
la via regulada tiene lugar sélo cuando la célula es activada por alguna
sefial especifica, por ejemplo la entrada de Ca®* a la terminal. En esta via
participan las vesiculas sindpticas, tanto las claras como las de nucleo
denso. Mientras que la secrecidn por la via constitutiva puede ocurrir en
cualquier sitic de la neurona, la secrecién regulada sucede unicamente en la
zona activa.

En reposo, la terminal presinaplica libera transmisor de manera
espontanea (Fatt y Katz, 1952) desde las vesiculas claras. Sin embargo,
cuando se produce una despolarizaciéon, se abren los canales de calcio
ubicados en la zona activa favoreciendo la fusion de la vesicula y la
liberacién de transmisor de manera sincronica a partir de una o varias
vesiculas sindpticas {Katz y Miledi, 1967, 1968; Auger, Kondo y Marty,
1998).

La organizacién de las vesiculas claras en la terminal sindptica,
muestra que hay un grupo de ellas que se encuentra en contacto con la
region presinaptica de la zona activa, que tienen en consecuencia mayor
probabilidad de fusionarse y liberar su cantenido y que pertenecen por tanto
a la poza de liberacion inmediata. El otro grupo contiene a las vesiculas de
la poza de reserva que eventualmente, conforme las vesiculas mas
cercanas a la membrana se vayan liberando, alcanzaran la zona activa y
liberaran su conterudo { Liu y Tsien, 1995; Pieribone y cols, 1985; Stevens y
Tsujpmoto, 1995; Rosenmund y Stevens, 1996).

En la region de la membrana celular que constituye la zona activa de
la porcidn presinaptica, existe una gran densidad de canales de calcio, los
mas importantes en el mecanismo de secrecion son P y N (Llinas, Steinberg
y Walton, 1981; Pumplin, Reese y Llinas, 1981; Llinas y cols. 1989; Stanley,
1997, Reid, Bekkers y Clements, 1998). Cuando el potencial de accién
arriba a la terminal presindptica, los canales sensibles al voltaje se abren y
permiten la entrada de Ca®, esto desencadena una serie de interacciones

proteicas que llevarén a la hberacidn del neurctransmisor.



Lo que conocemos actualmente acerca del ciclo vesicular, desde su
actividad dentro de la terminal y la liberacidn del transmisor, hasta su
endocitosis y reciclamiento, ha sido planteado a partir de las cbservaciones
hechas en las vesiculas claras, inicialmente en la placa neuromuscular
(Heuser y Reese, 1973).

El contacto inicial entre las membranas vesicular y presinaptica se
conoce como afracamiento ("docking”). Una vez que se ha dado este
atracamiento las vesiculas deben pasar por un proceso de transformacién
en el cual se establece la primera interaccién proteica. En este proceso se
forma un complejo en el cual intervienen principalmente tres proteinas, dos
que pertenecen a la membrana plasmatica (sintaxina y SNAP-25) y una a la
membrana vesicular (sinaptobrevina). A este primer complejo se le conoce
como complejo primanio (Sudhoff, 1985} Este primer complejo forma el
andamio sobre el cual se daran el resto de las interacciones que llevaran a
la formacidn de un poro y la liberacion del transmisor,

La siguiente interaccion proteica es la formacion del complejo
SNARE (receptor-aceptor al factor sensible a la N-etiimaleimida), término
que generaliza la serie de interacciones entre receptores proteicos tanto de
la vesicula sinaptica (v-SNARE) como de la membrana de la terminal
presinaptica (t-SNARE). Cuando esto ocurre la vesicula esta lista para
fusionarse y formar el poro, de tal manera que todos eslos receptores
pueden considerarse como reguladores de ia cinética de liberacion de!
neurotransmisor (Schweiser y cols. 1998). El disparador es el Ca®* que ha
entrado a través de los canales sensibies al voltaje de la zona activa. El
Ca?" entonces se pega a ciertos dominios de la sinaptotagmina, una
proteina de la membrana vesicular, haciendo gue ésta se acople a la
sintaxina en la membrana plasmatica. Esta asociacion causa desacople del
complejo haciendo que los fosfolipidos de las membranas vesicular y
plasmatica se fusionen y formen un poro. Este paso es dependiente de ATP
y se considera la reaccion imitante del procesc {Soliner y cols., 1993 a y b
Chapman, Hanson y Jahn, 1985, Sodhof, 1995). Cuando esta estructura se



ha formado, las membranas de [a vesicula y de la terminal forman una
depresion en donde la unidn intima de ambas hace inestable la interaccién
entre ias bicapas lipidicas favoreciendo su fusion y la formacién del poro. La
formacién del poro seria espontanea debido a la tension creada por las
fuerzas atractivas a que estan expuestas las membranas. Ya que la
interaccion es inestable, en esta etapa el poro puede estar en una fase
sucesiva de aperturas y cierres, en donde puede ocurrir liberacién parcial
del transmisor (Alvarez de Toledo, Femnandez-Chacon y Fernandez, 1993;
Neher, 1993). Si ei poro se forma, la membrana se expande y libera su
contenido (Fesce, Valtorta y Meldolesi, 1996; Monck y Fernandez, 1996;
Hanson y cols. 1997}.

Las vesiculas de nmdcleo denso, por su parte, no se secretan por las
zonas activas, su cinética de liberacion es mas lenta que la de las vesiculas
claras. La maquinaria de fusion, liberacion y reciclamiento puede ser la
misma, que para las vesiculas claras, sin embargo, poco se sabe acerca de
la composicidn proteica de la membrana de las vesiculas de nicieo denso,
aunque se conoce gque comparten algunos componentes de ias vesiculas
claras, como la sinaptotagmina y las rab, aunque carecen de sinapsinas y
de sinaptofisina (Thureson-Klein, 1983; Zhu, Thureson-Klein y Kiein, 1986;
Kagotani y cals, 1981; Weldon y cols. 1993; Winckler y Fischer-Colbrie,
1998).

Una vez que se ha fusionado la vesicula, la membrana es endocitada
nuevamente Este procesoc puede ocurrir mediante dos mecanismos:
endocitosis por vesiculas con cubierta o endocitosis inmediatamente
después del sventc de la fusidn vesicular, denominado “kiss and run”
(Palfrey y Artalejo, 1998) (fig. 1}.

En !a endocitosis de vesiculas con cubierta se necesita el ensamblaje
de clatrina. Este ensamblaje se inicia con la interaccidn proteica de un
receptor llamado AP-2 con la sinaptotagmina, de modo 1al que la clatrina o
la dinamina en ambos extremos de la vesicula a endocitar se unen y se

forma una vesicula endocitica en cuya membrana se aprecia una cubierta
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densa, la cubierta de clatrina. Las vesiculas endociticas avanzan hacia
cisternas internas en la terminal, de donde posteriormente surgiran nuevas
vesiculas sindpticas (Heuser y Reese, 1973). De Camilli {1996) y Gad y
colaboradores (1998) han propuesto un paso altemativo, donde mediante
estudios morfologicos con microscopia electronica de la  unidn
neuromuscular después de estimular a la terminal a altas frecuencias,
aparecen largas invaginaciones de la membrana plasmatica de donde
surgen las wvesiculas recubiertas, perdiéndola inmediatamente e
integrandose a la terminal convitiéndose en vesicuias sindpticas. Sin
embargo, esta ultima observacién ha sido cuestionada por no realizarse en
condiciones fisiolégicas.

Ei calcio es importante en el proceso endocitico Se sabe que el
calcio actda en la desfoforilacion de [a dinamina, paso clave para el inicio de
la endocitosis (De Camilli y Greengard 1986).

Las vesiculas recicladas acumulan neurotransmisor mediante
gradiente electroquimico creado por una bomba de protones, de aqui las
vesiculas pasan por difusién o por transporte mediado por citoesqueleto a
su sitio de almacenamiento. En las neuronas todo este ciclo puede tomar
aproximadamente 1 minuto (Siidhof, 1995; Bauerfeind, Galli y De camilli,
1996).

En el mecanismo Hamado kiss and run, la vesicula se fija
transitoriamente a la membrana plasmatica, perc sus componentes lipidicos
y/o proteicos no se mezclan con los de ta membrana, sino gue la vesicula
se recaptura virtualmente intacta mediante un evento de endocitesis rapida,
de manera que puede ser recargada de transmisor inmediatamente. Se ha
podido demastrar que este procesc que ocurre después de la exocitosis,
tiene una 1 promedio de 0.3 ms {Palfrey y Artalejo, 15388). Como ocurre con
la endocitosis de las vesiculas de cubierta de clatrina, la dinamina también
interviene agui en el afrontamiento de los bordes de la vesicula y su

desprendimiento de la membrana, por o tanto esta endocitosis rapida es

1



también dependiente de Ca®'. Ademas al sustituir este ion en el medio
extracelular por Ba** o Sr** el fenémeno cesa (Guatimosim y cols., 1998).

Uitimamente ha entrado en controversia la endocitosis mediada por
cubierta de clatrina y el cicio a través del cual las vesiculas deben pasar por
endosomas o cisternas para regresar a la terminal {Murthy y Stevens,
1998), ya que estas estructuras solo se observan al estimular a la terminal
con altas frecuencias, procedimientos distantes de las condiciones
fisioldgicas. Sin embargo, es probable que ambos fendmenos ocurran de
manera paraleia, de modo que bajo condiciones normaies, la endocitosis
rapida sea la que ocurra corfientemente y que en situaciones de
sobreestimulacion de la terminal aparezca el segundo mecanismo (Betz y
Angleson, 1998).

Como ya se menciond, desde el punio de vista funcionai, hay dos
grupos de vesiculas claras en la terminal: ias que forman la poza de
reserva, que son ias que se encuentran ancladas al citoesqueleto por una
proteina [lamada sinapsina ! y las listas para liberarse. De esta manera,
cuando las vesiculas que forman la poza lista para liberarse son exocitadas,
las de reserva toman sus sitios, lo cual puede ser muy importante para
procesos donde la transmision sinaptica debe ocurrir a altas frecuencias
{Kuromi y Kidokoro, 1998). Para que esto suceda deben disociarse del
citoesqueleto Esto ocurre cuando una calmodulina dependiente de
Ca® se activa adquiriendo actividad enzimatica fosforilando a la sinapsina |
y liberando asi a la vesicula de su anclaje, que puede entonces avanzar
hagcia la zona activa (De Camilli y Greengard, 1988) (fig. 1).

12



Fig.1. Ciclo de las vesiculas claras en la terminal: (1} Las vesiculas sufren un proceso
de atracamiento en ia membrana plasmatica; (2) posteriormente se forma el poro de
fusién y liberan su contenido; (3) después, una parte de la membrana plasmitica se
endocita y se cubre de una coraza proteica de clatrina; (4) ya en el citoplasma se
despoja de esta cubierta y viaja hacia las cisternas (5); de ahi brota (6) para
recargarse nuevamente de transmisor {7) y anclarse al citoesqueleto (8). Como un
mecanismo colateral, las vesiculas pueden endocitarce de inmediate por kiss and
run (KR} y reabastecerse de transmisor, pasando rapidamente a formar parte de |a
poza liberable.

Para el caso de las vesiculas de nucleo dense, el proceso varia un
poco. Este tipo de vesiculas brotan del aparatc de Goigi, donde se
abastecen de los elementos que transportaran (Kelly, 1981, Tooze, 1991,
Tooze, 1991, Weldon y cols,, 1993). Una vez que esto ha sucedido, las
vasiculas vigjan ai axén y de ahi, via citoesqueleto, alcanzan su sitio de
liberacion. Una vez que liberan su contenido a través de la membrana
plasmatica, no sufren el proceso de endocitosis que hemos descrito antes,
sino que deben ser sintetizadas continuamente en el Golgi y viajar
nuevamente hasta los sitios de liberacidon (Weldon y cols. 1993, Wacker y
cols. 1997). No obstante, hay evidencias crecientes de que las vesiculas de
nlcieo denso también pueden reciclarse, ya sea por cubierta de clatrina
(Annaert y cols. 1997) o por el proceso de kiss and run (Betz y Angleson,
1998: Artalejo, Elhamdani y Palfrey, 1998, Zhang y cols., 1998). Sin
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embargo, no se conoce adn si estas vesiculas recicladas vuelven a
reabastecerse de transmisor y queden listas para liberarlo de nueva cuenta.
Y si esto fuera posible, tampoco se sabe mediante que mecanismos
pudieran reabastecer su contenido. O bien si se endocitan para dirigirse
hacia otros sitios celulares, incluso a rutas lisosomales. En este trabajo

nosotros proponemos algunas posibles explicaciones a estas interrogantes.
- Criterios para considerar una sustancia como transmisor

El concepto de neurotransmisor es tema atn de discusion. Puede
considerarse, en general, que se trata de una sustancia que es sintetizada y
almacenada en las neuronas, liberada durante la actividad neuronal y que
entonces interactia con receptores especificos en la membrana
postsinaptica acarreando cambios en la actividad postsinaptica.

A pesar de todos estos pardmetros, existen neurotransmisores que
no cumplen con alguna o algunas de las caracteristicas sefialadas, entre
ellos se cuenta por ejemplo al dxido nitrico, el monéxido de carbono y el
acido aragquiddnico, que no se encuentran vesiculados y que son
mensajercs difusibles.

Los mecarksmos mediante los cuales las moléculas liberadas desde
la terminal presindptica tienen efecto sobre la célula postsindptica,
dependen del tipo de receptor sobre el que actian, La respuesta puede ser
directa o indirecta. En las primeras el receptor es una molécula que se
comporta al mismo tiempo como canal idnico, llamado por esto receptor
ionotrépico, de manera que se frata de una respuesta rapida. En la
segunda, en cambio, &l receptor estd acoplado a una cascada de segundos
mensajeros  que eventualmente activaran canales idnicos, a estos
receptores se les conoce como metabolrdpicos. Las moléculas que actdan
sobre ambos tipos de receptores pueden ser las mismas, |la variacién en la
respuesta, depende entonces del tipo de receptor que se active. Por

ejemplo, existen dos tipos de receptores a acetileolina, uno ionotrépico y
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otro metabotropico, ambos responden a la misma molécula, pero la
respyesta es diferente. Lo mismo sucede para muchos otros transmisores,
como GABA, glutamato, serotonina, etc. Las respuestas directas son mas
rapidas que las indirectas, sin embargo, las respuestas de estas ultimas
pueden ser de mayor amplitud y duracidon. En conclusién, la clave del
proceso del mensaje sindptico estd en cdmo afectan la funcidn de la célula
sobre la que ejercen su accidn y no necesariamente de la molécula liberada
{Kaczmarek y Levitan, 1987; Kupfermann, 1991).

Co-transmisién. En la década de ios 70's se encontrdé que muchas
neuronas contenian varios péptidos diferentes y en aigunos casos en
combinacién con otro u otros tipos de transmisores, por o que se les
denomind cotransmisores (Hékfelt y cols., 1977). La coexistencia de mas
de un transmisor en una sola neurona, tanto en el sistema nervioso central
como en el periférico, es un fenomeno ampliamente distribuido en
vertebrados e invertebrados e involucra a casi todos los sistemas sinapticos.
De hecho, ia coexistencia de transmisores parece ser la regla y no la
excepcién y es posible encontrada en ofros sistemas diferentes a los
neurcnales.

De los cotransmisoraes, los que despiertan particular interés son los
péptidos, por encontrarse en una amplia gama de neuronas y por sus muy
variadas acciones. Hay muditiples combinaciones entre péptidos vy
neurotransmisores y entre péptidos entre si. De este modo una neurona
puede tener unc o mas nuerotransmisares en combinaciéon con diversos
tipos de péptidos.

Como sabemos, los neurotransmisores estan contenidos en
vesiculas, sin embargo también existe heterogeneidad entre la distribucion
de los transmisores en ellas. Mientras que aigunos pueden localizarse
solamente en las vesiculas de nucleo denso, algunos otros se encuentran
tanto en las de nucleo denso como en las claras y otros mas sélo en las
claras. En términos generales se considera que los péptidos se encuentran

solo en las vesiculas de nicleo denso y los neurotransmisores pueden estar
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en ambos tipos de vesiculas, dando como resultado que mientras la
transmision se asocia comdnmente a la liberacién del contenido de
vesiculas claras, la cotransmisidén se asocia a la liberacién del contenido de
las vesiculas de nicleo denso (Hokfelt y cols, 1987, Kupfermann, 1991; De
Potter y cols, 1997).

Algunas veces los cotransmisores tienen efectos sinergistas con los
neurotransmisores potenciando o prolongando sus efectos scbre la terminal
en la que actian. Por ejemplo, el péptido relacionado con el gen de la
caicitonina (CGRP) potencia la accidn de la sustancia P. Mientras que el
efecto de ésta dura sélo unc o dos minutos, la secrecién del CGRP lo
prolonga por mas de 30 minutos. Del mismo modo estas dos sustancias
actian sinérgicamente en la modulacion del reflejo flexor nociceptivo
(Hokfelt, 1991),

En general a este tipo de efectos se les llama neuromodulacion y por
extension a ias sustancias que los ejercen neuromoduladores. De lo anterior
podemos concluir que algunos cotransmisores pueden tener efectos
moduladores.

Considerados asi, algunos de los transmisores clasicos pueden ser
tomados en cuenta también como meduladores. Por ejemplo, la serotonina,
que tradicionalmente se ha aceptado como un neurotransmisor clasico de
bajo peso molecular, puede ser también vista como un regulador a nivel
presindptico al incrementar el numero de vesiculas en los sitios de
liberacion o bien al activar aigunos puntos sindpticos que hasta antes de su
efecto permanecian siientes {(Wang y Zucker, 1998).

Existen evidencias acerca de como la frecuencia de disparo de las
células puede liberar de manera diferencial el contenido de ambas
vesiculas. Potenciales de accidn Unicos o a bajas frecuencias, parecen no
ser capaces de producir exocitosis desde las vesiculas de nucleo denso. Su
liberacion necesita trenes de alta frecuencia (lvertfeldt y cols. 1989; Hokfelt,
1991; Weldon y cols, 1993, De Potter y cols., 1995; Bruns y Jahn, 1895).

Esta diferencia en su liberacidn es importante. La sintesis de péptidos
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parece estar también regulada por ciertas condiciones fisioldgicas y/o
patoiégicas, de hecho, pueden ser sintetizados bajo ciertas condiciones,
como dolor, ejercicio, estrés, ansiedad, aprendizaje, etc. Un aspecto
interesante sobre los péptidos es que pueden actuar como
neuromoduladores o como neurotransmisores, siendo cada una de estas
funciones independiente entre si, (Kow y Pfaff, 1988; Kupffermann, 1991;
De Potter y cols., 1995; Klimaschewski, Kummer y Heym, 1996).

Mientras que en el sistema nervioso los neurotransmisores
exocitados alicanzan su célula biance y el mensaje se transmite a través de
redes formadas por axones y dendritas, las hormonas al ser secretadas
pasan al medio extracelular y de ahi a la sangre o bien directamente a la

sangre y de ese modo son transportadas hasta sus sitios de accién.

- Formacién de Sinapsis en neuronas cultivadas

El andlisis detallado de la dindmica vesicular y de los mecanismos de
transmisién y cotransmision, requiere de sistemas facilmente accesibles que
permitan realizar la diseccion de cada uno de astos procesos.

E! estudio de la formacién de sinapsis en cultivo entre neuronas
identificadas, se ha desarrollado principalmente en sistemas simples, como
la aplisia o la sanguijuela, donde se pueden analizar fenémenos como
modificaciones de membrana, crecimiento neurftico, influencias del sustrato,
etc. Recientemente se han logrado cultivar también secciones de tejido
embrionario de mamiferos, como talamo, retina o hipocampo (Van de Pol y
cols., 1998).

Las células cultivadas permiten estudiar las etapas de formacién de
sinapsis. Ademas han sido de gran utilidad para analizar los mecanismos de
liberacion de transmisor. De todas ellas, quizas las mas estudiadas son las
sinapsis que se forman entre células identificadas de sanguijuela.

Estas sinapsis socn muy similares a las encontradas en verebrados.

Asi, existen sinapsis eléctricas y sinapsis quimicas, que presentan las
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mismas caracteristicas morfolégicas y funcionales que cualquier otra
estructura sindptica en algdn otro sistema,

El desarrollo de sinapsis en cultivo en neuronas identificadas de
sanguijuela se logrd por primera vez en 1979 por Ready y Nicholls. Cuando
el muién de una célula de Retzius se siembra en contaclo con el soma de
ofra célula de Retzius desarrollan sinapsis quimicas unas horas después de
que son sembradas. Ademas de que entre las 24 y 72 hs. también se
acoplan eléctricamente. Si la configuracién en cultivo cambia, colocando
ambos somas en contacto, se desarrolla una sinapsis eléctrica antes de que
pueda observarse transmision guimica (Ready y Nicholls, 1979, Fuchs
Nicholls y Ready, 1981, Liu y Nicholls, 1989).

En cultivo, las céilulas de Retzius no sdlo forman sinapsis entre si,
sino que son capaces de formar sinapsis quimicas también con células
sensoriales donde producen potenciales sinapticos hiperpolarizantes debido
a una corriente de cloro (Fuchs, Henderson y Nicholls, 1982). Estas células
sintetizan y liberan serotonina (5-HT) de manera cuantica como unico
transmisor, de modo que se ha demostrado que éste es el responsable de
los cambios observados en las células postsinapticas con las cuales estan
haciendo contacto (Henderson, 1983, Henderson y cols., 1983) lLa
serotonina se encuentra almacenada, tanto en vesiculas claras como en
vesiculas de nicleo denso, aungue se desconoce si existen algunas otras
moléculas en las vesiculas de nicleo denso que puedan participar como
cotransmisares (Kuffler, Nicholls y Drappeau, 1987). En todos los casos el
mufdn de la céluta de Retzius es siempre presinaptico y el soma siempre
postsinaptico.

Ultraestructuraimente, las sinapsis desarrolladas en cultivo entre
células de Retzius y células sensibles a presion (P) se forman entre los
procesos neuriticos de ambas células, entre ambos mufiones ¢ entre el
mufion de Ia célula R y el soma de la P, siendo siempre la célula de Retzius
la presindptica. La célula P nunca desarrolla estructuras presinapticas sobre
la Retzius (Henderson y cols. 1983; Kuffler, Nicholls y Drapeau, 1987). Esta
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combinacion de células nunca desamolla acople eléctrico (Fuchs, Nicholls y
Ready, 1981; Fuchs, Henderson y Nicholls, 1982; Liu y Nicholls, 1988). En
los sitios donde se ha establecido contacto sinaptico, se observan grupos de
vesiculas sindpticas en aposicién con la membrana plasmatica, rodeadas
por vesiculas de ndcleo denso. En el caso de pares de células de Retzius,
la ultraestructura es similar a la descrita para la sinapsis Retzius-P, aunque
en este caso, como hemos mencionade antes, dependiendo de la
configuracion en gue se siembren, se pueden establecer contactos
sindpticos bidireccionales {Fuchs, Nicholls y Ready, 1881). Cuando se
siembra solo una célula de Retzius, esta es capaz de establecer sinapsis
consigo misma, mediante pliegues de su propia membrana, a estas
estructuras se les denomina aufapsis, cuya morfologia es similar a la
descrita para sinapsis entre pares de células (Henderson y cols., 1983,
Kuffler, Nicholls y Drappeau, 1887).

La serotonina es uno de fos principales transmisores y moduladores
del sistema nervicsc de vertebrados e invertebrados. En la sanguijuela
intacta, mas del 50 % de [a serotonina en el sistema nerviso central se
encuentra en las céluias de Retzius. Se sabe gque se sintetiza a partir de
triptofano yfo 5 hidroxitriptofano y que se libera de manera cuantica y
dependiente de calcio al despolarizarse las células {(Henderson, 1983). En el
animal, la serotonina tiene un doble papel, como transmisor en conexicnes
sinapticas y como modulador cuando es liberado al medio exterior, como
sucede en los sistemas hormonales, interviniendo en varias conductas. En
este Ultimo caso, actia relajando la musculatura parietal, inhibiendo la
excitacion muscular proveniente de ofras céiulas (Muller, Nicholls y Stent,
1981)}. Las células de Retzius cuentan con una gran cantidad de contactos
sindpticos con células mecanosensoriales, como las P, sensibies a la
presion, esto podria indicar que pueden participar en las reacciones de
alerta para activar los movimientos del animal (Szczupak y Kristan, 1995).
Las células de Retzius participan también en la conducta de nado: cuando

la cantidad de serotonina aumenta en la sangre del animal, se incrementa
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también el tiempo de nado (Brodfuehrer y cols. 1995). Otro efecto de la
serotonina es su accion sobre las glandulas mucosas de la pared corporal,
incrementando su produccion (Muller, Nicholls y Stent, 1981).

En este trabajo estudiamos algunos aspecios asociados a la
liberacion de serctonina. En particular abordamos la pregunta de si la
serotonina utilizada como transmisor y como modulador es liberada desde
sitios diferentes de la célula. Analizamos algunos de los posibles eventos
asociados al reciciamiento de vesiculas en neuronas en cultivo.
Adicionaimente analizamos también, las posibles etapas en la formacién y
degradacidn de las terminales sindpticas,

HIPOTESIS

La liberacion de transmisor puede ser regulada o constitutiva, cada
una desempefia un papel diferentg en las neuronas.

8i las celulas de Retzius liberan serotonina a partir de vesiculas
claras y de nucleo denso y estabiecen contactos sinapticos con células
especificas y ademas tiene efectos en sitios lejancs a los de su liberacién
en el ganglio, entonces la neurona es capaz de liberar 5-HT de manera
regulada y constitutiva paralelamente.

Por otro lado, esta constitutiva implica una constante provisidon de
vesiculas de nicleo denso, por lo cual deben ser capaces de reciclarse,

Los botones pueden formarse por la conjuncién en el sitio activo de
vesiculas, mitocondrias, proteinas, etc. Aungue es probable que estos
botones sean estructuras preensambladas que se dirigen hacia sus sitios de

contacto por efecto de estimulos externos.
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Material y Métodos

I. Aislamiento y cultivo de
células identificadas de sanguijuela
Hirudo medicinalis

li. Identificacién de terminales
unicas con el colorante fluorescente
FM1-43



MATERIAL Y METODOS

. AISLAMIENTO Y CULTIVO DE CELULAS IDENTIFICADAS DE
SANGUIJUELA Hirudo medicinalis.

El procedimiento seguido fue el descrito por Dietze!l, Drapeau y
Nicholls (1986). La diseccién consiste en colocar a la sanguijuela con la
superficie ventral hacia arriba sobre un plato con silicén. Se realiza una
incisidn longitudinal media hasta encontrar la cadena ganglionar constituida
por un ganglio cefalico y uno caudal, mas 21 ganglios intermedios. Se retira
la capa de tejido conectivo que envueive a los ganglios y se extrae la
cadena ganglionar la cual se coloca en una caja con silicdn y conteniendo
medio de cultivo L-15 con suero bovino fetal Se abre la capsula que
recubre las células por medio de dos pinzas finas, para dejar expuestos los
paquetes celulares Los ganglios con las células expuestas se someten a un
procesc enzimatico con colagenasa y dispasa durante 40 a 60 minutos a
temperatura ambiente. Postenormente se hace un lavado con medic sin
enzima y se identifican las células de Retzius por su posicion extrayéndolas
por succién con una pipeta de wdrio. Cuando ias células se extraen dei
ganglio, su proceso primano se rompe y su membrana sella
espontaneamente dejando sélo un muidn en el nacimiento del axon.

Una vez extraidas, las celulas deben ser sometidas a un proceso de
lavado para su estenlizacion pasdndolas por gotas de medio de cultivo
dispuestas de manera sucesiva en una caja de Petri estéril.

Para cuitivar las células se coloca concanavalina-A en una caja de
cultiva y se incuban durante dos horas, tiempo al cual se lava y se coloca
medio de cultivo L-15 sin suero bovino fetal. Las células se depaositan en el
plato de cultivo con el murion en contacto con el fondo del mismo para que

la célula tenga posibilidad de crecer
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Il. IDENTIFICACION DE SITIOS DE ENDOCITOSIS CON EL COLORANTE
FLUORESCENTE FM1-43

— Tincién cen el colorante fluorescente FM1-43

En 1992 se describié por primera vez el colorante fluorescente FM1-
43, capaz de tefir terminaies sindpticas (Betz, Mao y Bewick, 1992). Se
trata de un marcador que se hace fluorescente sélo al adherirse de manera
reversible a la membrana celular, de tal forma que cuando la membrana se
internaliza durante la endocitosis, el colorante queda atrapado en la
vesicula. Cuando la terminal es estimulada, 1a vesicula se fusiona de nuevo,
el colorante es expulsado al medio extracelular y la célula pierde su marca
fluorescente. Por estas razones, el FM143 ha sido utilizado para seguir
opticamente los fendmenos de exocitosis y reciclamiento vesicular en
tiempo real (Betz y Wu, 1985, Angleson y Betz, 1997). Nosotros utilizamos
este colorante para determinar cual es la distribucion y la densidad de los
sitios de liberacién dentro de la célula, tanto en células in situ, como en
cultivo. La célula se tifid con el colorante preparado a una concentracioén de
4 uM en agua bidestilada. La neurona debe ser estimulada para que pueda
endocitar el colorante. Para tal efecto, modificamos ia concentracién de
potasio y calcio del Ringer normalmente utilizado para las células de
sanguijuela. La concentracién de potasio se llevd de 4 mM a 40 mM vy
aumentamos también ia concentracion del calcio de 1.8 a 10 mM.
Disminuyendo el sodio de 115 mM a 80 mM con el fin de no modificar las
condiciones de osmolaridad de la sclucién. Con la finalidad de conocer la
distribucién de los sitios de hiberacion en neuronas in situ, éstas se tiferon
en el ganglio. Los ganglios descapsulados se expusieron al efecto del
colorante en una solucidn Ringer 40 mM de potasio durante 10 minutos.

Posteriormente se lavo esta solucion con Ringer normal en perfusion
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durante 20 minutos y se agrego colagenasa-dispasa para extraer las células
y observarlas inmediatamente al microscopio de fluorescencia.

Una vez conocida su distribucion en células in situ se emplearon en
lo sucesivo neuronas en cultivo. Las células se incubaron por 10 minutos
con el colorante en la solucidn de allo potasio. Posteriormente se retird el
colorante y se lavd con Ringer sin calcio y con magnesio a una
concentracién de 2 mM durante 5 minutos. Las neuronas tefiidas se
observaron mediante microscopia de fluorescencia intensificada con un
microscopio de epifiuorescencia Nikon- TMD (A abs. 488 / A em. 515)
utilizando filtros para flucresceina en un microscopic de epiflucrescencia
invertido. L.as imagenes de los sitios teflidos con el colorante se capturaron

en un procesador, almacenando varios planos focales de la neurcna.
- Microscopia de fluorescencia intensificada y captura de imagenes

Cuando una célula tefida con un colorante fluorescente se ilumina
constantemente, sufre un proceso denominado blangueo que puede derivar
eventualmente en dafo o muerte para la célula. Para reducir este
blanqueado se reduce la intensidad y el tiempo de iluminacién. Sin
embargo, con una luz de excitacidon de muy baja densidad, el nimero de
fotones emitidos por el fluoréforo son tan limitados que |a calidad de la
imagen es muy pobre. Para resolver este problema se utilizan, por un lado,
filtros de densidad neutra, ios cuales disminuyen hasta en un 50% ia
intensidad de iluminacién y por otro, un intensificador de imagenes. Un
intensificador es un dispesitivo electronico ei cual acepta una pequefa
cantidad de luz y produce una imagen mas brillante.

La luz emitida por la estructura tefiida con el fluordforo, pasa hacia el
intensificador, el cual estd conectado a una cdmara DCC, la imagen ya
digitalizada por la cdmara es entonces proyectada, mediante un controlador,
hacia un monitor y una computadora donde puede ser capturada mediante

un programa analizador de imagenes (Biocom).
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- Microscopia confocal

Algunas de las células tefidas se observaron al microscopio confocal.
La longitud de onda de excitacion empleada fue de 488 nm y la de emisién
de 585 nm. Ahi, se realizaron cbservaciones monitorizando por planos
focales las células a pasos de 1 ym cada uno de ellos y promediando 5
imagenes, iniciando desde el plano mas profundo de la neurona, es decir,
donde se encuentra en contacto con el fondo del platc de cultivo, hasta
llegar al pole superior.

También se hicieron reconstrucciones tridimensionales de las células

tefiidas con este colorante

— Conteo de sitios de endocitosis tedlidos con FM1-43

Para contar los sitios de endocitosis en cada uno de los planos
focales se utilizd el programa computacional “Scion” (image NIH} en el cual
se acotan las medidas de cada una de los sitios tefidos (um), asi como los
parametros de la intensidad y umbral de tincidn en escala de grises. De esta
manera el programa cuenta cada una de las terminaies sin repetir su conteo
en el corte subsecuente, eliminando cualquier otro punto fluorescente que
no correspenda estrictamente al acotado iniciaimente.

Para determinar su distribuciéon dentro de la célula, se considerd a
ésta como una esfera y se calculd su radio y superficie. La célula se dividid
en segmentos que corresponden al 10% de su superficie y se contabilizo el
total de sitios distribuidos en cada region, en el conocimiento de que cada
vez que el radio disminuye un 10% de su valor original, la superficie del
segmento lo hace en un 5% y viceversa. Como se muestra en la figura 2,
cada una de las observaciones a diferentes planos focales es un corte en
esa esfera, de tal manera que se puede calcular la superficie del segmento

de esfera por debajo de ese corte mediante la formula:
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donde: S es la superficie del segmento de esfera determinado por
el corte;
R es el radio de la esfera;

r es el radio de la circunferencia del segmento de esfera.
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Figura 2. El soma celular, considerado como una esfera, se divide en cortes de 10%
cada uno, de modo que se contabilizan el ndmero de sitios de endocitosis en cada
uno de esos segmentos de la esfera.

Cada uno de los planocs focales es un corte en la célula. Como se
observa en la figura 3, se determina un tridngulo rectanguio entre el radio de
la esfera (R}, el radio de la circunferencia que se forma por el corte (r) y la
distancia que separa el origen de la esfera y el origen de |a circunferencia
(ca). Para poder realizar et calculo del area del segmento de esfera, es
necesano conocer el valor del radic da la circunferencia. Este valor puede

conacerse mediante el teorema de Pitagoras
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s=22R(R-vR* =r7)

Figura 3. Diagrama de la esfera y 1a superficie del segmento determinado por el corte,
se muestra también el tridngulo a partir del cual se calcula el valor de r y la formula
para el calculo de la superficie del segmento.

Ill. MICROSCOPIA ELECTRONICA.

Para conocer la distribucion y la densidad de los sitios de liberacidn
en las diferentes regiones de la célula de Retzius hicimos uso de la
microscopia electrénica de transmision.

Las células se sembraron sobre concanavalina-A y se procedid a
preparar las células de acuerdo a la técnica descrita por Kuffler, Nicholls y
Drapeau (1987).

Las células se fijaron en reposo en glutaraldehido al 06% vy
paraformaldehido al 0.4% en amortiguador de cacodilato al 0.08 M a pH de
7.4 durante 10 mmnutos, seguidos por una postfijacién con tetréxido de
osmic al 1% en amortiguador de cacodilato por 10 minutos mas, al término

de los cuales se lavé nuevamente con el amortiguador de cacodilato. Las
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céiulas se deshidrataron en alcoholes seriados del 25% al 100% y se
impregnaron en una solucion alcoholfepon (2:1, 1:1} y epon puro, con
cambios sucesivos hasta estar seguros de tener sélo epon impregnando a
la célula dejandolas toda la noche a temperatura ambiente. Al dia siguiente
se retird el epon y se colocd nuevo dejando polimerizar a 60° C durante 48
horas. Los bloques conteniendo a la célula fueron montados sobre
pequefios postes de epon colocando a la célula hacia arriba para Hevarlos ai
ultramicrotomo. Se obtuvieron cortes Unicos y seriados de color plata y
grises, los cuales se tiferon con acetato de uranilo durante 6 minutos y
citrato de plomo por 2.5 minutos.

El grosor del corte puede determinarse aproximadamente
distinguiendo el color que presentan al reflejar la luz. El color de
interferencia es un fenémeno fisico y se debe al reflejo que presenta el corte
en su superficie y en su profundided, los cuales al colocarse en fase
producen el color que los caracteriza.

De este modo los grosores se determinan de la siguiente forma:
Gris plateado, 50-60 nm
Piateado, 60-90 nm
Dorado palido, 90-120 nm
Dorado obscura, 120-150 nm
Violeta, 150-190 nm
Azut 240 nm
Verde, mas de 240 nm.
Todos los cortes menores a 50 nm van de gns hasta negro el mas
fino.
Los cortes se llevaron al microscopio electronico de transmisién

(JEQL-1010) y se observaron a diferentes magnificaciones.
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RESULTADOS

L. LIBERACION DIFERENCIAL DE TRANSMISOR
- Distribucién de sitios de liberacién

El analisis cuantitativo de la distribucion de la marca fluorescente del
FM1-43 en células de Retzius in situ mostré que los sitios de liberacion no
se distribuyen de manera uniforme.

Al observar al microscopio de epifluorescencia las células tefiidas en
el ganglio, lo primero que se aprecia es que los sitios de liberacién se
encuentran en el soma pero no en el proceso primario (fig. 4). Esta marca
es producto de la tincién en vesiculas internalizadas que son incorporadas a
las células al estimular con allo K', de modo que lo que se observa son
grupos de vesiculas endocitadas marcadas con el colorante. En céiulas
tefidas en cultivo se observd exactamente el mismo patron (fig. 5). Los
somas presentan ia tincidn de los sitios endocitados, pero muy pocas veces
se aprecia en el muidn. Como se ve, la distribucion de las estos sitios no
parece ser efecto de un artefacto del cuitivo. Por esta razén, los
experimentos se realizaron en lo sucesivo en células cultivadas.

Cuando las células se tifieron y estimularon con K' en ausencia de
Ca®, no se aprecié marca especifica, como la que si se ve cuando se
estimula en presencia de Ca®', esto podria indicar que el proceso de
endocitosis en nuestras células es dependiente de calcio.

La distribucion de la marca fluorescente no es uniforme, sigue un
gradiente hacia sitios especificos. En los planos focales mas cercanos al
sustrato hubo una mayor densidad de marca fluorescente, la cual disminuyd
conforme se asciende en los planos focales hasta no encontrar mas marga
en el polo superior de la célula {fig. 8 y 7). Los grupos vesiculares miden

aproximadamente 1 pm de diametro, io cual coincide con ei didmetro de las
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Figura 4, Célula de Retzius tefiida en el ganglic con FM1-43 y posteriormente aisalda y mantenida en
cultivo, A, Imagen en DIC qua muestra la misma célula de los paneles B, C y D. B, C y D, tres imagenes
on fluorescencia de planos focales sucesivos tomados en sentido ascendente desde ef mas inferior {B),
cada uno a una distancia aproximada de 10 um. No hubieron sitios de endocitosis en la zona del
proceso primario, sole se observaron en el soma. Escala: 10 um.



Figura 5. Reconstruccién tridimensional de una célula teiida con FM1-43, vista desde diferentes angulos. E|
nomero de terminales marcadas es mas abundante en el soma que en el mufion. La flecha indica el sitio de
unién entre ef soma y el muidn. Escala, 10 um.
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Figura 6. Montaje de 30 planos confocales tomados en sentido ascendente cada 2 micras, a partir del
fondo del plato, de un par de células tefiidas con FM1-43 y obsarvadas al microscopio confocal. El
namero de terminales tefiidas disminuye conforme se asciende an los planos focales. Escala, 10pm.




terminales medido previamente en micrografias electronicas (Kuffler,
Nicholls y Drapeu, 1987).

Distribucién de sitios tefiidos con FM1-43
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Figura 7. Grafica que muestra la distribucion promedio de sitios tedidos con FM1-43
por planos focales, observados al microscopio invertido (n=8) y bajo microscopio no
invertido {n=7) con objetivo de inmersién en agua. El nimero de sitios de endocitosis
teiidos disminuye conforme se asciende en el plano focal. Este fenémeno se repite
en todos los casos. estudiados.

Para descartar la posibilidad de que esta distribucion se debia a un
efecto éptico donde no es posible observar los sitios de endocitosis tefidos
en el polo superior por encontrase mas lejos de la fusnte de luz y porque su
luz emitida y capturada debe atravesar toda la célula, tefiimos neurcnas con
FM1-43 y las observamos en un microscopio de fluorescencia no invertido
mediante un objetivc de inmersién en agua. Con este procedimiento
confirmamos que ia densidad de los sitios de endocitosis efectivamente es
mayor en los planos mas profundos, aunque ciertamente es posible
cobservar sitios tefidos en planos mas superiores a los obteridos
previamente {fig. 7).

Para determinar la distribucién de estos sitios en el mufdn, este se
dividio en tres zonas en sentido perpendicular a su gje longitudinal. Al

contabilizar el nimero de sitios tefiidos, encontramos que su mayer
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densidad se localizé en ia parte proximal del mufidn, disminuyendo hacia la
zona distal (fig. 8).

Distribucién de Terminales en el
mufidn

ok

nomero de terminales

Zora | Zona Il Zoma il

zona del muitén

Figura 8. Distribucion de los sitios tedidos con FM1-43 en el mufién. Como se
muestra en el esquema de la izquierda, el muiién se dividié en tres zonas desde su
origen en el soma. Los puntos fluorescentes se contaron en cada una de las tres
zonas. Se trata de un grupo representativo de 15 células. Las marca se localiza
principalmente en ia zona proximal def mufdn.

- Efecto de la formacién de sinapsis sobre la distribucién de las
terminales

Si factores del medio externo, como el sustrato por ejemplo, pueden
influir sobre la distnbucidn de los sitios de liberacién, entonces la influencia
de blancos celulares, como posibies sitios de contacto sindptico, podrian
tener efecto sobre la distribucidn de las terminales sinapticas. Por lo tanto,
decidimos buscar si el efecto de un contacto celular causaba algin cambio
en la organizacion de las terminales sinapticas. Se colocaron dos células de
Retzius en contacto mufidn-soma, con el objeto de que se formaran sinapsis

entre ambas células (fig. 9).
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Para comprobar que las células se encontraran haciendo contacto
sinaptico, se realizaron registros de potenciales sindpticos establecidos los
pares de células. El potencial de reposo fue de —-50 mV. La amplitud del
potencial sinaptico fue de aproximadamente 8 mV y siguié al inicio del
potencial de accion presindptico con un retardo aproximado de 65 ms, {fig
9}, similares a los descritos en la literatura (Ready y Nicholls, 1979, Fuchs,
Nicholis y Ready, 1981).

R.post R Pre

A Presinaptica

20 mv N\//\/\’\_\A"\J-\
Postsinaptica

—

D0 mes

Figura 9. A, El esquema muestra la conformacién en la que se siembran y registran
las céfulas. B, Un potencial de accién de la céluia de Retzius produce un potencial
sinaptico en la célula de Retzius postsindptica después de 48 hs de cuitivo.

Al tefir estas células a las 48 hs. de cultivo, se aprecia que la marca
fluorescente persiste en {os somas de las dos células manteniende el patrén

observado previamente en céiulas Unicas, pero como dato interesante
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aparece fluorescencia en fa zona del mufién presindptico, en la region de!
contacto con la célula postsinaptica (Fig. 10},

Este reacomodo de las terminales en el mufidn, no aiterd el patrén de
distribucién de la marca fluorescente del soma encontrado en célutas
Unicas, Estos resultados sugieren que puede existir liberacién del contenido
vesicular fuera de los botenes sinapticos.

i ANALISIS ULTRAESTRUCTURAL DE LAS TERMINALES
SINAPTICAS. CICLO VESICULAR

~ Diferencias ultraestructurales entre el mufién y el soma celular,

Como se observd antes, en células aisladas la mayor densidad de
sitios tefidos se encuentra en el soma, por lo tanto buscamos
ultraestructuraimente esta distribucién de las terminales en las neuronas. El
analisis mediante microscopia electronica mostrd que las caracteristicas
citopldsmicas, tanto en el muAdn como en el soma son iguales, sin
embargo, los botones sinapticos sblo se encontraron en la regién del
mufion, nunca en el soma. Por otro lado, [a distribucion de las vesiculas de
nucleo denso es también diferente, ya que se observa una densidad mucho
mayor de ellas en e soma cuando se compara con el mufdn. En las
preparaciones se observa una gran cantidad de vesiculas de nacleo denso
distributdas en toda la superficie, esta abundancia es mayor en los sitios
mas cercanocs al sustrato sobre el que se sembrod la célula, correspondiendo
con las observaciones de microscopia de fluorescencia. También en esos
mismos cortes se puede apreciar una gran densidad de mitocondrias, las
cuales ademas de ser indicadores de adecuado estado de preservacion de
la ceélula, nos indican la gran actividad metabdlica que debe estarse llevando

a cabo en esos sitios (fig. 11).
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Figura 10. Micrografias que muestran la concentracién de terminales en la zona de contacto
(recuadros). A y C, imigenes en luz transmitida; B y D, imagenes de flucrescencia de sitios
de endocitosis tefidos con FM1-43. L os recuadros enmarcan los sitios de contacto. Escala:
A ByD,2um;C,5um.



Figura 11. Micrografia de un corte cercano al sustrato de una célula de Retzius en la que se
muestra la gran cantidad de vesiculas de nicleo denso y mitocondrias. Escala, 500 nm.




- Caracteristicas de las vesiculas de nucleo denso

En todas las micrografias en las que aparecen vesiculas de nucleo
denso se aprecia una caracteristica peculiar, que tanto sus didmetros como
la densidad de sus nlcleos varian {fig. 12). Los didmetros de las vesiculas
van desde 70 hasta 150 nm.

Considerando sus densidades las clasificamos basicamente en tres

tipos, definidas arbitrariamente como:;

' @
@

Tipo I Vesiculas con un nucleo muy denso ocupando practicamente la
~totalidad del diametro de la vesicula.
Tipo II: Vesiculas con un nacleo denso, que puede ser central o excéntrico

Tipo lil: Vesicuias con un nlcleo muy palide, central 0 excéntrico

En algunos casos se pudiercn apreciar vesiculas con interior claro,
pero cuyo diametro corresponde a vesiculas de ndcleo denso 1.a posibilidad
de gue esta diferencia morfolégica de las vesiculas de nuclec denso se
deba a artefactos causados por el corte, esta descartada por dos razones.
1) las vesiculas son de forma esférica de manera que independientemente
de! sitio en que se corten siempre aparecera su nuclec y obviamente no hay
razén para gue su densidad cambie; 2) en algunos casos, el nucleo de
estas vesiculas es excéntrico, ademas de las diferencias en sus
densidades. Observaciones similares ya han sido reportadas antes
(Henderson y cols. 1983, Kuffler, Nicholls y Drapeau, 1987).
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Figura 12. Micrografia electrnica donde se observa un cimulo que contiene los tres tipos de
vasiculas de nucleo denso, en cuanto a su didmetro y densidad. Escala, 100 nm.



- Imagenes de endocitosis vesicular

El estudio detallado de la ultraestructura de estas céiulas permitio
como ventaja adicional, obtener informacién acerca de las posibles etapas
en el reciclamiento vesicular. Esto lo consideramos de especial interés
debido a que los intentos por detectar el reciclamiento de vesiculas de
nucleo denso han sido muy complicados (Annaert y cols. 1997; Betz vy
Angleson, 1998; Artalejo, Elhamdani y Palfrey, 1998; Zhang y cols., 1998).

En dos células fue posible apreciar zonas de aparente endocitosis
vesicular. En la primera de ellas se observa un proceso alargado, de
aproximadamente 650 a 700 nm de lengitud con una estructura vesicular,
de aspecto claro, unida a la membrana plasmatica por un pediculo de
alrededor de 10 nm de longitud (fig. 13). Esta estructura tiene un didmetro
de entre 70 a 80 nm. No hay pérdida de la continuidad de la membrana
plasmatica por lo que posiblemente se trate de una figura de endocitosis y
por el didmetro de la estructura pudiera tratarse de una vesicula de nucleo
denso.

En la segunda, hay una imagen de una muesca en la membrana que
limita el proceso neuritico, [a cual podria corresponder a una figura omega
de exocitosis de una vesicula sindptica © a una de endocitosis de
membrana, formando parte del proceso de reciclaje vesicular, aunque nc se
aprecia ninguna cubierta densa en ia membrana que sugiera reciclaje
mediado por clatrina. En este proceso neuritico se aprecia una estructura de
aspecto discretamente denso, alargado, mas angosto en el centro que en

ambos extremos. que tal vez corresponda a una cisterna (Fig. 14).

- Posibles etapas en el ciclo de vida de las vesiculas sindpticas

Cuerpos Laminados. El reciclamiento vesicular implica tener cerca de la
membrana sitios capaces de reabastecer de transmisor {as vesiculas recién

endocitadas. En una serie de 7 cortes de una misma célula, pudimos
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Figura 13. A, Imagen de una vesicula reciclandose en [a regién del soma de la célula (flecha).
Por su diametro parece tratarse de una vesicula de nicleo denso. B, Acercamiento de la
zona indicada por el recuadro en A. Escala, 100 nm.

Figura 14. Una imagen omega de una vesicula clara {fiecha), en la regién del mufién de (a
célula. Ef asterisco indica una cisterna. Escala : 250 nm.



apreciar en el citoplasma, un puntilleo obscuro, organizado en ciertas zonas
en forma de roseta, de didmetro muy fino, de aproximadamente 10 nm, que
pudieran corresponder a microtabulos cortados transversalmente o bien a
ribosomas. En algunas zonas se observa una serie de pequefios anillos
dispuestos en forma secuencial a manera de rosario, en cuyo extremo hay
una vesicula de nucleo denso. Es posible que se trate de reticulo
endopldsmico cortado transversalmente y que esos granulos formen parte
de la sustancia de Niss! como ribosomas. En muchos casos se pueden
observar vesiculas de nicleo denso asociadas a estructuras laminares o
tubulares. La caracteristica més evidents en este grupo de micrografias es
la presencia de una estructura de forma alargada, muy cerca de la
membrana plasmatica, de didmetro mayor de aproximadamente 350 nm y
menor de 200 nm y que recuerda una impresion por huella digital
Observada con detenimiento se aprecia que esta formada por una aposicion
mas o menos regular de estructuras tubulares membranales con algunas
interrupciones claras, a manera de islotes. En algunos sitios semejan un
panal. Se ve claramenie que en los extremos tiene a cada lado
proyecciones tubulares que se continian con su sistema [aminar a manera
de cuernos y que corresponden a reticulo endoplasmico. Pueden
observarse algunas mitocondrias rodeandola. Coronando esta estructura se
ven algunas vesiculas de nucleo denso (fig. 15). Estas estructuras son
identificadas como cuerpos laminados. La relacion de continuidad que
tienen con el reticulo endoplasmico y la presencia de abundantes proteinas,
lipidos y carbohidratos parece hacer de los cuerpos laminados silios de
abundante sintesis, por lo que podrian ser, por su cercania a la membrana
plasmatica y su contacto con vesiculas de nulcleo denso lugares donde
pudieran reabastecerse las vesiculas sinapticas (Peters, Palay y Webster,
1991).
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Figura 15. Micrografias electrénicas de dos cortes seriados, donde se aprecia un cuerpo laminado
(flechas) y et reticulo endoplésmico (RE) uniéndose a él. Escala 200 nm.



- Degradacién de las terminales sinapticas: Cuerpes Multivesiculares

Otro tipo de estructura que Hama la atencién en nuestros cortes son
los cuerpos multivesiculares. Los cuerpos multivesiculares (CMV) fueron
descritos por primera vez por Palay y Palade en 1955 (Holtzman, 1989). Se
trata de cuerpos esféricos, limitados por membrana y que contienen en su
interior vesiculas de diversos didmetros o formas y algunas otras
inclusiones como filamentos, granuios, masas densas iregulares y
membranas. Este tipo de organelos son considerados como endosomas
que eventuaimente se fusionan a lisosomas (Futter y cols., 1998). Existen
pruebas que demuestran que algunos productos endocitados e incluso
componentes de la membrana plasmatica pasan hacia los CMV para formar
parte del aparato endocitico prelisoscmal (Turek, leamon y Low, 1993,
Wittich, Volknandt y Zimmerman, 1994; Hersch y cols. 1997, Zhang y cols.,
1998). Esto implica que el cuerpo multivesicular sufre una maduracién en la
cual eventualmente pierde sus constituyentes endosdmicos, como por
ejemplo sus proteinas de reciclaje y adquiere caracteristicas lisosomales,
como hidrolasas activas (Murphy, R. P. 1991; van Deurs, B. y cols. 1895).

Distribuidos en el citoplasma somdtico y del munén, es posible
localizar afgunas estructuras de forma aproximadamente circular,
circunscritas por membrana, en cuyo intenor se encuentran organelos
vesiculares. Este tipo de formaciones tienen diversas caracteristicas. En
algunos casos pueden contener sOio vesiculas claras, en ofros
principalmente densas, otros mas ambos tipos y en otros se observan
algunas vesiculas, densidades y una gran cantidad de membranas en su
interior (fig. 16) Los didmetros de las estructuras vesiculares, coinciden
claramente con |os de |las vesiculas claras y de ndcleo denso.

En dos micrografias seriadas (fig. 17), se observa la presencia de
una estructura de forma irregular, muy densa, de un diametro aproximado

de 370 nm y que pudiera corresponder a un lisosoma.
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Figura 16. Micrografias electrénicas de cuatro aspectos diferentes de los cuerpos multivesiculares en las
células de Retzius. Considerados estructuras prelisosomales, estos endosomas pueden contener en sy
interior vesiculas de niclec denso (A), vesiculas claras {B), membranas y algunos otros restos amorfos {C),
vasiculas claras y vesiculas de nucleo denso (D). Escala, 200 nm.



Figura 17. Micrografias electrénicas seriadas, subsecuentes a las de la figura 8, donde
aparece un lisosoma (fiechas). Escala, 200 nm.

Figura 18. Micrografia electronica de un aspecto general de la célula, se aprecia su nicleo
de forma irregular (Nu.). Escala, 5 um,



- Morfologia nuclear

La endocitosis es un proceso celular utilizado para el secuestro e
intemalizacion de sustancias solubles o unidas a la membrana plasmatica.
Se sabe desde los afios 30's que muchas de esas estructuras endocitadas
pueden seguir un camino centripeto y pueden alcanzar regiones centrales
de la céiula, incluso en la vecindad o0 muy cerca del ndcleo (Herman y
Albertini, 1984).

El ndcleo de las células de Retzius fue de forma imreguiar,
notablemente grande, de hasta 20 um de didmetro (Fig. 18).

En nuestras micrografias se logrd apreciar claramente la doble
membrana nuclear. Presentd como caracteristica importante en la parte
interna y adosado al cariolema una serie de anillos, que en algunas zonas
son una finea Gnica, pero en ofras regiones son dos 0 aun mas llegando a
formar racimos (fig. 19).

En algunos de estos anillos fué posible observar, schre todo cuando
se encuentran arracimados, un pequeno punto central. La formacion en
forma de racimos, puede deberse al sentido en gue fue hecho el corte,
cuando este pasa de manera tangencial sobre la membrana nuclear, el
aspecto que da es precisamente de un racimo constituido por el cariolema y
sus poros. Estas estructuras corresponden a los poros de la membrana
nuclear, siendo la luz del poro el punto denso en el centro (Fig. 20).

Alrededor del nucleo se aprecié una abundante cantidad de vesiculas
de ndcleo denso, las cuales parecen seguir un patrdn de distribucidn bien
crganizado. Algunas de estas vesiculas se encontraban en contacto con la
membrana nuclear, incluso entre ambas capas del cariolema se pudo
observar una densidad muy similar a la de las vesiculas de nucleo denso
(fig. 21}.

En sitios muy cercanos al nicleo fue posible encontrar Golgi en

estrecha relacién con algunas vesiculas de nucieo denso, asi como algunas
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Figura 19. Nucleo de una célula de Retzius a mayor aumento, donde se aprecia la serie de
poros del cariolema (flechas) y en algunas zonas en forma de racimos por el sentido del
corte (asteriscos). Escala, 1 um.




Figura 20. Detalle de los poros de la membrana nuclear, En algunos sitios del cariolema
pueden apreciarse los poros agrupados en racimos {A), de modo que es posible locaizar al
centro de ellos un punto més denso que corresponde a la luz de! poro (flechas) {B). Escalas,
A: 100nm; B: 200 nm.




Figura 21. Aspecto de la membrana nuclear. Se observa una estrecha relacién entre Jas vesiculas de nicleo denso
y el nucleo celular (Nu). En esta micrografia existen dos vesiculas en contacto fisico con él (flechas). Una de ellas
aparece entre las dos capas de la membrana nuclear (punta de flecha). escala, 100 nm.

Figura 22. Micrografia electrénica donde se puede apreciar aparato de Golgi (G) y reticulo endoplasmico (RE) en
vacindad a las vesiculas de nicleo denso y el nicleo {Nu). Escala, 100 nm.



lineas membranales de aspecto tubular que pueden corresponder a reticulo
endoplasmico (Fig. 22).

Por las observaciones de la morfologia nuclear y de su periferia,
pensamos que es posible que las vesiculas de nucleo denso gue se han
reciclado pueden alejarse de sus sitios de liberacidn y viajar hasta ef nlcleo.
Nuestras observaciones muestran que hay un contacto estrecho entre el
nicleo y las vesiculas de nucleo denso. Esto podria sugerir que algunas de
las sustancias del medio o moléculas membranales, endocitadas junto con
las vesiculas pueden viajar hasta el nacleo llevando informacion del medio,
para modular |a actividad nuclear y en consecuencia, ceiular.

Tratando de probar esta dindmica para las terminales sinapticas,
tefiimos células con FM1-43 y seguimos la marca fluorescente en un curso
temporal desde el momento de la tincion, hasta 48 horas después (fig. 23).
Las neuronas se iluminaron solo por unos segundos y utilizando también
fiitros de densidad neutra. A las 48 horas de cultivo y observacién no se
apreciaron datos de dafo celular. Al observar estas células, encontramos
gue a partir de las 24 horas después del cultivo, los sitios de endocitosis
teflidos sufrieron una difusion centripeta bhacia el centro de la célula, en
planos focales dende jamas habiamos visto marca fluorescente. Esto podria
correlacionar con 1a idea que tenemos de la probable migracion de las
terminales y/o las vesiculas sinapticas hacia el nicleo. Es importante hacer
notar que este tipo de células son capaces de sobrevivir en cultivo durante

una semana ¢ mas.

. POSIBLES ETAPAS EN LA FORMACION DE TERMINALES
SINAPTICAS

Si la distribucion de las terminales puede cambiar dependiendo de
diversos factores, es interesante conocer cuales pueden ser las posibles
etapas que se suceden antes de que el botdn sinaptico ocupe su sitio final

en zonas especificas de la membrana plasmatica.
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Figura 23. Cortes a diferentes planos focales de una célula tehida con FM1-43 y observada a
diferentes tiempos. Los sitios tedidos se internalizaron hacia zonas centrales de la neurona
conforme el tiempo avanza y se aprecia tincién en sitios donde a las 24 hs. de cultivo no se
apreciaban. La distancia entre cada uno de los cortes es de aproximadamente 8-10 um. Escala,10

um.



Para investigar esto, el primer paso fue reconocer la uliraestructura
celular y analizar la morfologia de los sitios de liberacion. Se realizaron
cortes finos de las células y en algunos casos fue posible obtener corles

seriados, incluso de una misma terminal sinaptica.

- Morfolegia de las terminales sindpticas

La morfologia de las terminales sindpticas en la sanguijuela es similar
a la descrita en otras preparaciones (Peters, Palay y Webster, 1991) con
vesiculas claras adyacentes a la membrana, rodeadas de vesiculas de
nucleo denso (fig. 24). En cortes de la zona del muidn hemos encontrado
vesiculas claras, adyacentes a la membrana plasmatica, de
aproximadamente 40 nm de didmetro y vesiculas de nicleo denso de
aproximadamente 110 a 120 nm rodeando a las claras, una organizacién
tipica de los botones sindpticos. En algunos casos es posible observar
también cisternas en la terminal presinaptica. Estas estructuras nunca se
encontraron en la regién del soma. En muchos casos existen cn (a parte
postsindptica abundantes vesiculas de nucleo denso de didmetros
variables, entre 60 y 140 nm. El didmetro promedic de estas terminales es

de 1 pm.

- Evidencias de etapas previas a la formacion de botones

sinapticos

En 4 muestras diferentes, de las cuales en 3 se obtuvieron cortes
seriados de una misma terminal, encontramos botones con una morfologia
muy similar a |a descrita previamente, sin embargo, en estos casos las
vesiculas de la estructura presinaptica no se encuentran adyacentes a la
membrana sino a una distancia de entre 30 y B0 nm y tienen un arreglo

peculiar, esto es, las vesiculas claras se encuentran agrupadas en el centro
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Figura 24. Micrografia electrénica que muestra un botén sindptico en una autapsis en la
zona del mufién celular. Se pueden apreclar claramente vasiculas claras adyacentss a la
membrana plasmatica, rodeadas por vesiculas de nicleo denso. Escala, 200 nm.



de una esfera donde la corteza esta formada por vesiculas de nicleo denso.
Esto es mas evidente en cortes seriados de un mismo cimulo de estas
vesiculas (fig. 25).

Estas ohbservacicnes sugieren que el botdn sinaptico es inicialmente
una estructura preensamblada dentro del citoplasma y posteriormente
ocupa su sitio como un botén funcional en la membrana plasmatica de las
células de Retzius.
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Figura 25. Seria de cuatro micrografias de un mismo botén sindptico. Las vesiculas no estan adyacentes
a la membrana y las claras se encuentran en un nicleo de una esfera delimitada por las vesiculas de

nticleo denso. Escala 250 nm.
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DISCUSION

I LiBERACION DIFERENCIAL DE TRANSMISCR ENTRE EL SOMA
Y EL MUNON

Ya hemos mencionado antes que las células de Retzius tienen
caracteristicas de membrana distintas para el soma y para el mufion. Las
observaciones ultraestructurales mostraron que solo hay botones sindpticos
en el muidn mientras que en el soma existe una gran cantidad de vesicuias
de ndcleo denso. Sabemos ademads que la serotonina se encuentra tanto en
las vesiculas claras como en las de nuclec denso (Kuffier, Nicholls y
Drappeau, 1987) v que su liberacion es dependiente de la frecuencia de
estimulacion (Bruns y Jahn, 1995).

Como sabemos, una vez que las proteinas han dejado el Golgi,
pueden liberarse al exterior por una de dos vias: 1) la regulada, que ocurre
cuando la célula es activada por alguna sefal especifica y 2) la constitutiva,
en donde algunas de las proteinas secretadas por el Golgi se dirigen,
mediante vesiculas de transporte, hacia la membrana celular y se fiberan en
sitios diferentes a las zonas activas.

Considerando lo anterior podemos pensar que las células de Retzius
pueden secretar de manera diferencial en sitios distintos de ella, esto es, de
forma regulada en el mufidn y sus procesos por medio de sus terminales
sindpticas y de manera constitutiva en el soma, considerando la gran

cantidad de granulos que ahi se observan

El fenémeno constitutivo de exocitosis en la zona del soma celular,
favoreceria una liberacion permanente de 5-HT a parlir de las vesiculas de
ndclea denso de forma independiente a la que se realiza en los botones
sinapticos del mufdn y neuritas en forma regulada. De modo que la misma
sustancia, 1a serotonina, puede compoertarse como neurolransmisor o como
neuromoagulador u hormona, dependiendo de donde y como se libere. En

consecuencia ese comportamiento estaria sujeto al mecanismo de
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liberacién y su funcion dependeria de en qué sitio de la célula se esté dando
esta liberacion.

Conocemos cudles son los efectos fisioldgicos que tiene 1a 5-HT en
el animal y sabemos que muchos de sus efeclos se ejercen en sitios lejancs
a donde se encuentran las células de Retzius que la producen, de modo
que una liberacién de este tipo, permitiria mantener niveles basales de 5-HT

en el animal, como ocurriria en un sistema hormonal simple.

iL CICLO VESICULAR.

- Reciclamiento vesicular

Si la célula tiene estos dos mecanismos de secrecidn en sitios
diferentes y el soma lo hace de modo constitutivo, entonces necesita un
abastecimiento importante de vesiculas listas para liberar su contenido. Una
forma de asegurar esta disponibilidad seria mediante el reciclamiento
vesicular.

Tradicionalmente se ha pensado que las vesiculas de nucleo denso
se forman en sitios lejanos a ia terminal y viajan hasta ella por medio del
citoesqueleto (Zimmerman, 1993). Ultimamente se ha sugerido que pueden
también ser internalizadas del medo similar a como lo hacen las vesiculas
claras {Annaert y cols, 1997). Ademas Jinkowsky y cols. (1990) encontraron
que hay ARNm de oxitocina en las terminales nerviosas de la hipdfisis
posterior, lo cual pedria significar que en la misma terminal existen los
factores necesarios para sintetizar ahi mismo nuevo transmisor. El hecho de
gue existan diferentes tipos de vesiculas de nicleo denso, como se
ocbservan en este tipo de células, es poco comun en otras preparaciones.
Pécot-Dechavassine y Brouard (1997) estudiando procesos de exo vy
endocitosis en la unidn neuremuscular, encontraron también varios tipos de
vesiculas de nucleo denso, basandose, como nosotros, en la densidad de

su nicleo. Ellos sugieren que las vesiculas que tienen un nucleo més palido
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corresponden a aguellas que se han endocitado. Es posible que estas
vesicuias puedan, como las claras, reciclarse, por lo que cada vez que s&
abren al exterior liberan solo una parte de su contenido perdiendo
progresivamente su densidad. Asi, al endocitarse y reciclarse aparecen
cada vez menos densas. Por otro lado, recientemente se han reportado
imagenes de vesiculas endocitadas, cuyas dimensiones corresponden a las
de nucleo denso, pero carecen de densidad, a las que llaman vesiculas
grandes y que asocian con fendmenos de endocitosis ya que en su
membrana aparecen receplores localizados originaimente en la membrana
plasmatica (Zhang y cols., 1998). En nuestro caso, las vesiculas sin
densidad aparecen de igual forma en el soma que en el muién y la imagen
de endocitosis de vesicula grande, apreciada en un corte de soma, tampoco
tiene interior denso (fig. 11 y 12). De este modo, existe la posibilidad de que
ademas de los procesos de reciclaje conocidos para las vesiculas claras,
las vesiculas de nucleo denso puedan endocitarse nuevamente vy
reintegrase a la terminal.

Sin embargo, se necesitaria una maquinaria capaz de reabastecer a
las vesiculas nuevamente para ejercer su funcion. Esta maquinaria podrian
ser los cuerpos laminados (CL) (Fig. 14). Estas estructuras fueron descritas
por primera vez en la década de los 60's en el cuerpo geniculado del gato y
han sido encontradas también en muchos otros sitios del sistema nervieso,
En sus bordes se conectan con reticulo endoplasmico, surgiendo como
extensiones del cuerpo laminado. Por estudios histoquimicos se ha
demostrado que estos cuerpos contienen proteinas, lipidos y carbohidratos,
por lo que se especula que podrian ser sitios de sintesis de péptidos
hormonas © alguna otra sustancia (Peters, Sanford, Palay y Webster, 1991).
Asi, al reciclarse vesiculas de nucleo denso, podrian tener un sitio muy
cercano & la membrana plasmatica donde se reabastecerian de

transmisares (Fig. 26).
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Fig. 26. Cuerpo laminado. En sitios muy cercanos a Ja membrana plasmatica pueden
encontrarse este tipo de estructuras que podrian servir como fuente para la sintesis
y reabastecimiento de transmisores para las vesiculas endocitadas.

Par otro lado algunas de las vesiculas, pueden seguir llegando desde
el Golgi, transportadas por citoesqueleto, de la forma clasica (Kelly, 1991;
Tooze, 1991; Weldon vy cols., 1993), tal y como lo muestran nuestras
micrografias (fig. 21).

Se sabe que muchas de las sedales que son recibidas por la
membrana plasmética se intemalizan y viajan hasta el ndcieo provocando
multiples respuestas. Por las observaciones en las celulas de Retzius de su
morfologia nuclear y su periferia, las cuales muestran que hay un contacto
estrecho entre el nacleo celular y las vesiculas de nucleo denso, pensamos
gue estas vesiculas pueden alejarse de sus sitios de liberacion y viajar
hasta el nucieo.

Como mostramos al tefiir sitios de liberacién con FM1-43, algunos de
ellos siguen una via centripeta desde la membrana, lo cual apoyaria que
algunas sefiales del exterior puedan viajar hacia el nucleo. Sin embargo, la
resolucidon de éste método no nos permite discernir entre estructuras
intracelulares, como podrian ser los cuerpos multivesiculares y una sola

vesicula endocitada tefida por el colorante. Para ello seria necesario sequir
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el curso del material endocitado con marcadores unidos a éste y detectarlos
mediante microscopia electrénica.

- Degradacion de las terminales sinapticas

Si las vesiculas de nicleo denso son recicladas, finalmente una
terminal deberia concluir su ciclo de vida una vez que sus vesiculas se han
reciclado repetidamente. Lo cual incluye por supuesto la maguinaria
molecular que conforma el mecanismo secretor,

Como mencionamos antes, se ha demostrado que [os cuerpos
multivesiculares pueden ser sitios donde confluyen |as vesiculas recicladas
y donde su contenido y sus membranas se juntan y son degradados, dando
el aspecto que observamos en las micrografias. Con base en esto, un botdn
sindptico podria adentrarse hacia el citoplasma hasta formar cuerpos
multivesiculares, en donde las estructuras se degradarian (fig. 15). Se ha
sugerido que las vesiculas con cubierta son cuerpos multivesiculares en
proceso de formacion o biert que un numero de vesiculas pueden confluir
entre ellas o con los cuerpos muitivesiculares, sumando su membrana a la
de estos y descargando su contenido en el interior de los cuerpos
multivesiculares. También se ha demostrado que los CMV se pueden tefir
con reaccicnes histoquimicas para fosfatasas acidas, por lo que algunos los
consideran como un tipo de hsosomas secundarios y que estdn
involucrados en la degradacion de las membranas de las vesiculas
sinapticas (Peters, Palay y Webster, 1891). Como hemos descrite, tenemos
imagenes que muestran botones sindpticos (fig. 23), conglomerados
vesiculares cercanos a la membrana celular (fig.24), cuerpos
multivesicuiares con vesiculas claras y de nucleo denso, cuerpos
muitivesiculares con restos membranales (fig. 15) y lisosomas ({fig 18), de
modo que planteamos una posible secuencia de eventos que tienen que ver

con la degradacion para toda una estructura sindptica que va desde el botén
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hasta los lisosomas (fig. 27). Un experimento que probaria esta posibilidad,
seria colocar algtin marcador extracelular y hacer que éste se endocitara,
por ejemplo, peroxidasa acoplada a algun anticuerpo o a oro y buscar los

sitios intracejulares en los que se encuentre, siguiendo su curso intracelular,

Fig. 27. Degradacién de las terminales sinipticas. Las terminales sindpticas podrian
internalizarse hacia porciones mas profundas en el citoplasma donde sus veslculas
confluifan para formar cuerpos multivesiculares y degradar su contenido y sus
membranas.

. FORMACION DE TERMINALES SINAPTICAS A PARTIR DE
CUMULOS DE VESICULAS PREENSAMBLADOS

Como hemos visto, la formacion de contactos sinapticos y el sustrato
tienen efectos tréficos scbre la distribucion de las terminales. Pero ¢ Cudles
son los pasos que llevan al establecimiento de un botén sinaptico?

Con base en nuestras observaciones morfologicas y los datos de la
literatura, planteamos una hipdtesis acerca de cdmo podria ser la formacion
las terminales sinapticas. Las vesiculas de nucleo denso pueden tener
varias densidades en su nicleo y las posibles explicaciones para ello. Una
interpretacidn alternativa, es que posiblemente las menos densas son
vesiculas inmaduras y que al paso del tiempo, mientras fueran sintetizando
o adquiriendo mas péplidos y transmisores, su nuclec se condensaria y
adquiriria el aspecto completamente denso que caracteriza a las vesiculas
del tipo . Ademas el hecho de encontrar los cimulos vesiculares, donde las

vesiculas de nicleo denso encierran a las claras, a muy corta distancia de
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la membrana plasmatica, nos podria sugerir que se trata de estructuras
sinapticas preensambladas en una etapa inmediatamente previa al boton
sinaptico. Una vez que la terminal ha llegado a esta fase, continuaria su

actividad, mediante el reciclaje vesicular {fig. 28).
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Fig. 28. Posibles etapas de la formacién de un botdn sinaptico. Los cumulos
vesiculares, como probables terminales sinapticas preensambladas, se dirigen hacia
los sitios de liberacién en la membrana plasmatica.

De esta forma, el modeto compieto del cicle de las vesiculas y los

botones sinapticos, podria ser como esquematizamos en la figura 29,

Una terminal podria encontrarse en un estado preensamblado y ante
un estimuio acercarse hacia su sitio definitivo de liberacion. Por otro lado
para degradarse al terminar su ciclo vital se internaliza en el citoplasma
hasta que pasa a formar parte del aparato lisosomal

En las terminales activas, pueden haber eventos constantes de
endocitosis, no solo de vesiculas claras, sino también de vesiculas de
nicles denso, las cuales pueden reabastecerse de transmiscres o
moduladores en los cuerpos laminados, mientras podrian seguir llegando
nuevas vesiculas desde el aparato de Golgi. Algunas de las vesiculas
endocitadas, pueden vigjar hacia zonas mas internas de la célula y alcanzar
el nicleo donde podrian llevar algun tipo de informacién de! exterior.

Este proceso aseguraria por un tado, una constante renovacion en
las terminales sinapticas y por otro, que las sefales recogidas desde el
exterior puedan ser llevadas hasta el nucleo para regular o adaptar el

funcionamiento celular a nuevas condiciones del medio.
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Fig. 29. Esquema que muestra el proceso completo, tanto de formacién como de
degradacién de las terminales y las vesiculas sindpticas siguiendo varias vias desde
y hacia la membrana plasmatica.
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Con base en datos morfoldgicos, proponemos algunos de los papeles
que podrian desempenar las terminales sindpticas y las vesiculas de niclea
denso en la dinamica sindptica. Sin embargo, la posible liberacién
diferencial entre el soma y el mufidén y el transito centripeto desde la
membrana plasmatica de las vesiculas de nlcleo denso, esperan un
siguiente paso de invesligacion, por un lado mediante procedimientos
electrofisiolégicos con electrodos de fibra de carbono para detectar la
liberacion diferencial de transmisor por ambos tipos de vesiculas y por otro
inmunohistoquimicos, promoviendo la internalizacion de productos
extracelulares, identificAndolos en las vesiculas mediante microscopia
electronica de transmision y siguiendo su curso intracelular.
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CONCLUSIONES

La célula puede tener dos mecanismos de liberacion distintos en sitios
distintos. Es decir, de manera regulada en el mufién y de manera

constitutiva en el soma.

Las células de Retzius distribuyen de manera diferencial sus botones

sinapticos, ubicandoios exclusivamente en la regidn del mufion.

Las vesiclas de nuclec denso son mas abundantes en el soma que en el

muidn

Las vesiculas de nudcleo densc tienen diferentes caracteristicas
morfolégicas y éstas pueden comesponder a distintas etapas en su ciclo
de vida.

El contacto entre el mufién de una célula de Retzius y el soma de otra

origina un cambio en la distribucién de las terminales sinapticas

Las estructuras vesiculares esféricas encontradas muy cerca de la
membrana plasmatica, pueden comresponder a estadios preensamblados
de un botdn sindptico que con el establecimiento de contactos alcanzan

su forma y sitios definitivos inmediatamente previos al establecimiento

La existencia de cuerpos multivesiculares con contenidos que van desde
ambos tipos de vesicuias sinapticas hasta restos membranales pueden
sugerir que se fratan de botones sinapticos internalizados hacia el

citoplasma, para pasar a formar parte del aparato lisosomal.
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