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RESUMEN

Existen dos neuronas de Retzius en cada ganglio de la sanguijuela que se
encuentran acopladas eléctricamente. Al ser estimuladas con trenes de impulsos de
baja y alta frecuencias, liberan serotonina en la terminal sindptica o en el soma

respectwamente. La liberacion somatica esta relacionada con el papel[

neuromodu al de estas neuronas. El cambio de funcién de la neurona de Ret21us o

-;'de neurotransm1s1on ‘a neuromodulaciéon podria depender de la mtegracmn e’ las

a t1ven por estimulacién a altas frecuencias.

de hberacxon mostraron que los. tres t1pos : de mec

contactos pohsmapucos con las neuronas ‘de Retzius



: ,arnplitUc;e's -y tiempos al pico de PPEs producidos por las neuronas
g fheééhbééthriales fueron diferentes a las de los PPEs espontaneos, sugiriendo que

se trata ‘de distintas entradas sinapticas. Los tiempos al pico de los potenciales
sma‘tlcos se tomaron como indicadores de la distancia electrotonica a la cual
eron producidos ¥y sugieren que los contactos se encuentran sobre las dendritas
» copladas Las interneuronas activadas por las mecanoneuronas establecen
ntactos con ambas neuronas de Retzius en sitios distales al soma. Las
dl{ystnbvuvcmnes de amplitudes de los PPEs variaron entre neuronas, sugiriendo que
cada:k' tipo neuronal tiene su propia via polisinaptica. Ademas, la fuerza de las .
Sihaﬁéis varié de neurona a neurona y de ganglio a ganglio. En conclusion, éstbs -

s sugieren que las entradas que producen PPEs espontaneos a bajas

“,;"fproducman la hberac1on sinaptica. Las entradas sinapticas provementes de'"
mecanoneuronas producen actividad de alta frecuencia y estan en su mayona en
R dendntas no acopladas Estas podrian desencadenar liberacion somatlca de',

serotomna v actwar la funcién moduladora de las neuronas de Retzius.

V]

recuencias y que estan situadas en  dendritas acopladas eléctricamente,



INTRODUCCION

Existen cuatro tipos de comunicacién-intercelular: la endocrina, la paracrina,

la neuroendocrina y la sinaptica. La primera se da entre células que se encuentran

lejos unas de otras y el mensajero entra al torrente sanguineo y es asi como 'llegaba'b .

las células blanco u organo diana. La comunicacién paracrina ocurre entre células

de dlstmtos‘ p' ) ’que estan muy cerca por lo que el mensajero puede’ dif

el espacm extracelular y actuar en las celulas vemnas., En la’.comunicacio

b neuroendocmn

na neurona libera una neurohorrnona al torre

lulas blanco. La comunlcacm

determinan las propiedades intrinsecas y

comportamiento (Jorge-Rivera et al., 1998).
red depende de las propiedades sinapticas

intrinsecas - de las neuronas que la constituye

frecuencia y como la forma éstas (Marder, 1998)

La neuromodulacion de circuitos motc

circuito provee flexibilidad al compbftarrxiento

'contnbuyen al centro generador del p

efectos neuromoduladores ademas de sus acciones neurotransmlsoras(Katz et al

w




1994). Las neuronas m dulado as suelen produc1r efectos multiples- dando luoar a

diferentes comport 3

al circuito que s
no del CerLlltO T

prueban que

actividad en sus entradas sinapticas.

Sinapsis Eléctricas

Una manera en la que el sistema nervioso transmite informaciéon de una
neurona a otra es por medio de las sinapsis. Existe un tipo de sinapsis que implica
contacto entre las neuronas por medio de uniones comunicantes, conocidé como
smapms electnca Las uniones comunicantes represenfan una forma de

’comumcacwn 1ntercelular en varios tejidos, incluyendo el corazén, el higado, los




Te ay I—Iestrm, 1999)

smapsxs electncas esta el

Jemplo de este fenomeno en

s-e trabaJo de’ Galarrev stfm (1999). Los conexones

mlento de iones, que transpo an' la comente de una neurona a la

: ~1ntegrac1on de las entradas sinapticas ya que en celulas acopladas por sinapsis

: electncas los potencxales sinapticos fluyen de una neurona a otra (Marder y Eisen,

' es:la celulai‘f coplada (Fernandez de Miguel, 1998 ; Fig. 2). El grado de acople

o 'entre las unlones comunicantes no es estatico y puede ser regulado por factores
o por factores secretados durante el desarrollo, incluyendo

: '}iéﬁ;ﬁotranSirﬁsores (Laseter y Dowling, 1985).

wn




Membrana
— presinaptica

Conexones

postsinaptica

Poros conectando
¢l citoplasama de
dos neuronas

Figura 1. Estructura de la sinapsis eléctrica. Las uniones comunlcantes

consisten de complejos hexaméricos formados subunidades llamadas. conexones,y E
que estan presentes en las membranas pre y postsinapticas formando un canal
Los poros de los canales se conectan entre si, creando continuidad entre las dos';yf
células (Tomado de: Purves, et al., 1997).

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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Figura 2. Acoplamiento eléctrico en neuronas de Retzius de 1la sanguijuela.  A)
Diagrama del ganglio y los dos somas en los que se inyecta corriente y registra el
voltaje. B) Impulso de la célula V1 propagado a la célula V2. El potencial en V2
tiene un retardo debido a la conduccién del arbol dendritico. €) Corriente
despolarizante e hiperpolarizante se propaga de una célula a la otra en ambos
sentidos (Tomado de: Fernandez de Miguel, 1998). .



Sinapsis Quimicas

La transmision s1naptlca qulrnlca se produce cuando el ﬂu_]o de calcm

determmados 'ones. Dependiendo de Ios 1ones la respuesta ser

terminales también hay vesiculas con}

al microscopioc electrénico, por lo que se denominan
.su tamafno es de 70 a 120 nm. Por lo general conti
6 cotransmisores que modulan la actividad siné.pticé,"f

i frecuenc1as de dlsparo en la célula presinaptica (Fernandez de Miguel, 1998).
La teona cuantica propone que el neurotransmisor es almacenado en la

terrnmal pre31napt1ca en la forma de paquetes o cuantos, de cantidad constante,
| : que son liberados con una cierta probabilidad en respuesta a un impulso nervioso.
':Cada evento de hberacmn es independiente de los eventos previos. La probabilidad
'puede expresarse como una distribuciéon binomial o para casos de baja
probablhdad de liberacién como una distribucién de Poisson (Del Castillo y Katz,
: 1954; Redman, 1990). Kuffler y Yoshikami (1975) determinaron que él numero de




Figura 3. Sinapsis quimica de la sanguijuela. A) Representaciéon de una sinapsis tipica
basada en cortes seriados. La estructura presinaptica contiene vesiculas de cerca de 50 nm
de diametro y esta separada del proceso postsinaptico por un espacio de 30 nm. En la
superficie interna de la membrana presinaptica hay una estrecha banda de material denso.
B) A la izquierda, seccién longitudinal que pasa por la banda de material denso, con
procesos presinapticos llenos de vesiculas. opuestos a procesos postsinapticos. A la
derecha, seccion transversal sobre la banda de material denso.(Tomado de Miiller, K.J. y
McMahan, U.J., 1976)




: moleculas de ’ace
_es de alrededo d
_n¢ur°n
 Jahn, 1995

: a pvac neurornuscular de a’ se pxente

depéndé.:‘ de m N

propone’ una acc

paquete cuantico de transmlso r/1mpulso nervioso (Dodge

Agustine y Charlton, 1986). Entre lei llegada del impulso a'l
vy la liberacién de transmisor hay una latencia conocida como
se debe mayormente al tiempo que lleva a abrir los canale ﬂ
1981). Este retardo varia segin la terminal. Los poteh¢
cursos temporales variables. Los mas rapidos correspondef
néurotransrnisor de canales activados por la unién de un ligah

duran de a]gunos a decenas de milisegundos. Otros potenc1

mucho rnas lento S, mcluso en un orden de magmtud (Marder, 1‘9ﬂ,_

' 'un reﬂejo ,de a. 1dent1dad de las neuronas que las produjeron y'por esto la forma Nz

durac1on (medldas como amplitud y tiempo al pico) del ,Vpotenmal sinaptico se

 utilizan como parametros para distinguir entradas smaptmas produ01das por

* neuronas diferentes.
Integracion en Neuronas
Para entender la forma en que las neuronas integran la informacién es’

necesario realizar un analisis cuantitativo de sus propiedadés de cable Junto con la
morfologia de las neuronas (Surkis, et al., 1998).







x 1.0§7 .
. o <- 16l arbol dendritico
- “ _ 2.5 . 4 F i :
e _ oS
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Figura 4. Influencia de la geometria del arbol dendritico en la propagacién del
potencial sinaptico. A) La geometria de los sitios de ramificacién influye en la propagacion
de los potenciales sinapticos. La caida de potencial estacionario es exponencial a lo largo de
cilindros de diametro homogéneo. En caso de ramificaciones, si la suma de los diametros de
las dendritas hijas a la 3/2 es igual al diametro de la dendrita madre a los 3/2 entonces es
como si fuera una dendrita sin ramificaciones de diametro homogéneo. B) Tres casos de
ramificaciones con diferentes relaciones de potencia de 3/2 entre los diametros de la neurita
madre y las hijas. En a la relacion de potencia 3/2 es menor, en b se cumple la relacién de
potencia y en ¢ la relacién es mayor. C) Representacién de una dendrita con ramificaciones
en las que se cumple la relacién de potencia 3/2 y el cilindro equivalente, en la parte inferior.
Cada numero representa el segmento correspondiente. D) Potenciales simulados que se
registrarian en los segmentos 1, 5, y 9 (Tomado de Fernandez de Miguel, 1998).
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e electnca ala celula contlgua, de modo que ,cada,neu

prOplOS y los de su homdloga para producir lmp'LIISOb (D

La Sanguijuela como Modelo de Estudio

La sanguijuela fue popularizada por Stephen"‘:Kiifﬁ‘ 2\’ 1dv Potter en los‘

emandez de Miguel, 1996); las celulas de los ganglios son
chas de ellas pueden identificarse por su tarnano, posici()n 'y

Esto

permite

estudiar aspectos celulares,

los mveles




Sistema Nervioso de las Sanguijuelas

El sistema nervioso central (SNC) de las sangul_]uelas ‘esta com' uesto por

mecanosensoriales T, Py N (Nicholls y Baylor, 1968; F1g 6) :

Morfologia de las Neuronas de Retzius

Las neuronas de Retzius son las células de mayor tarhéﬁo en' ekvl‘ génglio' y
fueron descritas por el anatomista Retzius, en honor al cual llevan el nombre. Su
soma esta orientado hacia la parte anterior. De su base parte un proceso primario
que se dxnge a la parte posterior ipsilateral (del mismo lado que el soma) y se

] blfurca cerca4 del centro del ganglio. Cada neurona de Retzius manda ramas por las

il terales y antes de salir se bifurcan para dar origen a ramas mas

delgadas ue salen por los nervios conectivos ipsilaterales anterior y posterior hacia

los gaxighos adyacentes (Mason y Leake, 1978; Smith et al., 1975).

14




A

Ganglios segmentales
9 9 Ganglio caudal

Ganglio rostral

St TN ORI || [IH “ ;1”1&1& H
Ventosa anterior Ventosa posterior
Segmento
. Mdasculos circulares
Mdasculos
B Misculos oblicuos

longitudinales
Musculos
dorsolaterales

Rama dorsal Seno
de la raiz dorsal
posterior (DP)

onectivos Seno
Raiz posterior Vventral

Seno lateral

Ganglio Raiz
segmental anterior

Figura 5. Organizacién del sistema nervioso de la sanguijuela. A) Lado
ventral de la sanguijuela, donde se aprecia la cadena de ganglios. Hay 34
ganglios, seis se fusionan en el ganglio rostral, siete se fusionan en el ganglio

caudal Y hay 21 ganglios segmentales. Cada segmento esta compuesto por’ 5

anlllos. B) Corte transversal de una sanguijuela. El cordén nervioso esta;: dentro
~Seno venoso ventral y cada ganglio de la ‘cadena se une por coneéti\;bs‘t 'e
rlnnerva la pared del cuerpo via las raices nerviosas (Tomado de: NlChOl]S ettal
- 1992). L




Figura 6. Arreglo citoarquitectéonico de un ganglio de sanguijuela. Potenciales
de accién en neuronas mecanosensoriales. En el panel superior se ve la fotografia
del ganglio de la sanguijuela con las neuronas mecanosensoriales marcadas: T, P
y N , que responden a tacto, presion y estimulos nocivos, respectivamente.
También marcadas estan las neuronas motoras AE, responsables de la
contraccion de los anillos de la piel. En el panel inferior vemos registros
intracelulares que muestran potenciales de acciéon producidos en diferentes
neuronas mecanosensoriales. Las neuronas T disparan repetidamente durante
una despolarizacién sostenida. Las neuronas N se caracterizan por su gran
hiperpolarizacién al final del potencial de acciéon (Tomado de Nicholls, et al.,
1992).

w...S CON
F LA DE ORIGEN
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1ametro fue homob

todo lo 1

s abank en las dendntas no

';ram1ﬁ c r4equ1paradas a un cablej

blzaron a partir de 1magenes
oscbi:)ia confocal es una técrica de
as:finas como ‘las dendritas el ruido de fondo

porm‘o que el papel de las entradas

eléctricas podria estar sobrestimado.



S um

Figura 7. Reconstruccion tridimensional de neuronas de Retzius en el ganglio.
Se tomaron series X/Y/Z de dobles tinciones de neuronas de Retzius y se realizé la
reconstruccion tridimensional. Las ramas en las que se establecen contactos estan
dirigidas hacia la parte medial del ganglio. Se aprecian otras ramas que se dirigen

hacia otras zonas.

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN o - B




Modos de Liberaciéon de Neurotransmisor en las Neuronas de Retzius

Las células de Retzius son monoaminérgicas, producen y liberan serotonina
(Stuart et al., 1974; Henderson, 1983) que se encuentra en las vesiculas de,nﬁgléq

denso (Kuffler et al., 1987) y en vesyiculas claras_a concentraciones sin}ilaxfes’f'(B;fur;”’s‘ Er

‘ ,al., 2002) Otros estudlos han mostrad D elcalcxo en
.r‘vla secrec1on en estas neuronas, siendo una 11berac1on de calcxov‘lndumda por calc1o
” (Truetay De-Miguel, 2000). L

Integracion en Neuronas de Retzius

Se han identificado entradas a las neuronas de Retzius que. parecen
correlacionarse con los diferentes modos de liberacion. Hay entradas de baja
frecuencia que generan actividad espontanea y estan en las dendritas acopladas

(De-Miguel, 2001) y hay entradas que producen actividad de alta frecuencia que"
19




provxene "‘de

'1'*cociente de la longitud de la dendrita ”e‘ri‘tré ‘1a“

‘con'st‘éﬁhte de tiempo, osfvaIOréS de tiempo fueron traducidos en distancia sobre las

20
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Figura 8. Efecto del acople eléctrico en las distribuciones de amplitudes de
PPEs espontineos de neuronas de Retzius. Al) Distribucién de tiempos al pico
de PPEs espontaneos registrados en una neurona con tasa de acople de 0.21, la
cual se ajusta a dos gaussianas. A22) Distribuciéon de amplitudes de la
subpoblacién con tiempos entre 4.5 y 6.5 ms, la cual se ajusta a tres gaussianas
con el pico menor en 0.68 mV. B1l) Distribuciéon de tiempos al pico de una
neurona con tasa de acople de 0.42. B2) Distribucién de amplitudes de la
subpoblaciéon con tiempos entre 4.5 y 6.5 ms, que se ajusta a tres gaussianas
con pico menor en 0.44 mV. C) Distribucion de amplitudes de una neurona con
tasa de acople de 0.54. El pico menor es de 0.36 mV. El inserto muestra la
distribucién de amplitudes de PPEs espontaneos registrados de una neurona con
atsa de acople de 0.5 mV en solucién con 100nM de TTX para bloquear act1v1dad
evocada. El pico esde 0.37 mV (Tomado de: Garcia-Pérez et al., enviado). ,
21



os: PPEs 'con tlernpos cortos co

1entras que: los PPEs con'k

‘dominio d =u ona contraJateral que hab1

'e espacio se concluyé que

Es. Sc encontro una rel“ ;

'n mtas, por lo que se di6 una c,,

neuronas de Retz1us.

Szczupak y. Knstan ,(1995) postularon que las neuronas P exc1tan ambas

neuronas de Ret21us ‘en ’1tms cercanos al sitio de acople entre ellas. Demostraron’?

también que cadavuna de las cuatro neuronas P tiene efectos 51m11ares en las N
neuronas de Ret:aus y que las neuronas P homélogas contralaterales comparten
vias de 1nterneuronas, por lo que proveen informacién bilateral casi idéntica a
ambas neuronas de Retzius. Mostraron que cada neurona P excita las neuronas de
Retzius de los ganglios anterior y posterior al sitio de estimulacién y que la sefial es

llevada a lo largo de todo el cordon nervioso por vias interneuronales.
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Figura 9. Localizacion de las entradas sinapticas. A) Representacion “del
circuito formado por las neuronas de Retzius en términos de componentes
eléctricos. Distribuciones con dos picos para los tiempos al pico de los PPEs
espontaneos registrados en V1, sugiriendo dos principales dominios de entradas
sinapticas. Variando el coeficiente L, €l modelo traduce los tiempos al pico a las
distancias electroténicas equivalentes en ambos lados de la unién comunicante.
B) Distribucion de tiempos al pico en presencia de bajo Ca*+ y alto Mg**. En estas
condiciones el segundo pico se hace mas evidente. C) Representacion
diagramatica de las neuronas de Retzius acopladas y de una neurona
presinaptica. Las letras a y b representan dos sitios de entrada. D) Amplitud
normalizada de PPEs simulados vistos en V1 y V2 para entradas localizadas en a
(panel superior) o b (panel inferior) del modelo de acople de las neuronas de
Retzius. A la izquierda se presentan las amplitudes para una resistencia de
acople (rc) de 30 MQ y a la derecha con una resistencia de 340 MQ (Tomado de:
Garcia-Perez, et al., enviado).




- la p1e1 y la réspuesta de la neurona de Retzius es rnaxxm‘

Expenm ntos realizados por Blackshaw, Trueta,'; Sz

(comunlcac;on sonal) sugieren que las neuronas d‘

est1rnu1ac1o ecan1ca en la piel y que su actividad se corr

ecanosensonales, respondiendo con tre

e las neuronas Retzius sigue la de las neuro
P y N (Ver Fig. 10). Estos experimentos indican que la
respondcn a estimulaciéon mecanica y que no sélo las neuro,na‘

con las neuronas de Retzius sino también las neuronas Ty N. -

Neuronas Mecanosensoriales en la Sanguijuela

Nicholls y Baylor (1968) identificaron 14 neuronas sensoriales cen&éjéé por

su tamario, forma, posiciéon, propiedades eléctricas y curso temporal de adaptécibh.‘ﬂ

: a’hos;de las neuronas T. Las neuronas que responden a estimulos noc1cept1vos (N):f.’f
‘ requ1eren estimulos de mas de 50 mN para disparar potenciales de accién y son k
dos~de cada lado del ganglio. Su respuesta es de adaptacion lenta y sxguen'
."disparando después del estimulo. A esta fuerza de estimulo la mayoria de las

células en los tres ganglios disparan también (Nicholls y Baylor, 1968; Pinato y

Torre, 2000; Fig. 11).

Los axones de las neuronas mecanosensoriales van a la periferia por las
raices nerviosas ipsilaterales y conducen impulsos aferentes. Los campos

receptivos de las 14 neuronas sensoriales son discretos y de tamario, formay
24




toque pellizco

A
T 20 mVv
Rz 5mV
B pellizco
P
N
Rz 40 mV

1 seg

Figura 10. Estimulos en la piel generan respuesta en la Retzius. A)
Respuesta de las neuronas T y Retizus al estimular la piel con un toque y con un
pellizco. B) Respuesta de las neuronas P, N y Retzius a un pellizco en la piel. La
mayor respuesta en la neuronas de Retzius se da cuando la N responde (flechas)
(Tomado de Velazquez-Ulloa, et al., enviado).
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Figura 11. Respuestas de las neuronas mecanosensoriales a estimulos en la
piel. Se realizaron registros intracelulares de las neuronas mecanosensoriales T, P,
y N. La preparacion consistido en un pedazo de piel unida al ganglio segmental
correspondiente. En (i), vemos la respuesta de la neurona T a un toque ligero que
s6lo activa ésta célula. (ii) presenta la respuesta de las neuronas T y P a un
estimulo mas fuerte. Esta vez las neuronas P tienen una respuesta prologada y las
neuronas T tienen respuesta al inicio y final del estimulo. En (iii y iv) vemos la
respuesta de la neurona N, que necesita mucha mas fuerza de estimulo para

activarse (Tomado de Nicholls, et al., 1992).
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, posmlon constan s d

Los potenciales de acciéon de éstas células también son disti

neurona T son mas pequenos y cortos que los de las N y P; las neuronas N se'

caracterizan por tener una larga repolarizacién (Nicholls y Baylor, 1968)
Integracion en Neuronas Mecanosensoriales

Se ha mostrado que las neuronas T interactian entre si a traves' de map51s

quimicas y eléctricas. Las sinapsis eléctricas de las neuronas T’ son rectl‘ cantes

1psﬂaterales. Las neuronas P tamblen hace sinapsis en la neurona N pro cé'mdo
potenciales excitadores (Baylor y Nicholls, 1969). o

Hay dos poblaciones de neuronas mecanosensoriales que codlﬁcan la
informacién del tacto, las P y las T, pero las neuronas P son las relevantes para el
comportamiento. Las neuronas T y N tienen una contribucién menor como
potenciadoras de la respuesta (Lewis y Kristan, 1998; Zoccolan y Torre, 2002).

Carlton y McVean (1995) aplicaron estimulos mecanicos en la piel de
magnitudes que imitaran el tipo de estimulos que una sanguijuela podria
experimentar en condiciones naturales. Sus experimentos sugieren que las

neuronas T interpretan el ambiente mecanico ya que responden a cambios en la
27



Figura 12. Morfologia de las neuronas mecanosensoriales. Los procesos |
secundarios de las neuronas sensibles al tacto (T), a la presion (P) y a los estimulos 3
nococeptivos (N) emergen del proceso principal ¥y de sus ramas primarias; la
mayoria estan dirigidas medialmente. La distribucion de los procesos y su patrén
de ramificacién son caracteristicos de cada neurona. Las neuronas T tienen ramas
en la region ipsilateral. Las neuronas P y N extienden ramas a la regién

contralateral también. (Tomado de Miiller, K.J. y McMahan, U.J., 1976)
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: ;deforrnacmn de

,mcrementos y ec

.»De las tres mecanoneuronas, las neuronas ’I‘ dan la mayor
formacmn al anu‘nal sobre el contacto, aunque las neuronas P son también

:;'oca51onalmente reclutadas.
Estimulacién Mecanica, Integracion y Neuromodulacién

En la sanguijuela, se han realizado muchos trabajos sobre la codificacién de
los estimulos mecanicos en la piel por los receptores mecanosensoriales y como
éstos a su vez interactilan con una serie de interneuronas y motoneuronas para
llevar a cabo un patron motor o comportamiento especifico. Ejemplo de esto son los
traba_]os sobre la ﬂexmn local el nado, la alimentacién y el acortamiento en la
€ S aylor, 1968 ; Baylor y Nicholls, 1969 ; Nicholls y Purves,
2, Kristan, 1982; Lockery y Kristan, 1990, a y b; Lewis y
Yy ’i‘brre; 2000 ; Zoccolan y Torre, 2002).
inea dg"ixivestigacién, otros trabajos se han enfocado en el papel de

toni Vomo' modulador de los comportamientos de la sanguijuela. Willard
‘;r‘eporto; qﬁé la estimulaciéon de neuronas que contienen serotonina logra
activa fprograma de nado. También mostré que las neuronas de Retzius
in e: entén su frecuencia de disparo durante el nado y generan los altos niveles
e sérotonma en sangre que siguen a episodios de nado maultiples. La serotonina
;secretada por las neuronas de Retzius también desempena un papel en la fase
'apetltlva de la alimentacion y se propone que éstas células y la serotonina que
liberan centralmente y en la pared del cuerpo tiene un papel modulador general de

las actividades locomotoras de la sanguijuela (Wilson et al., 1996).
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La serotonma e ¥ e plasticidad

smaptlca como el apre

v;;ﬁ_;;v1968 Baylor y Nlcholls, 1969; Blackshaw, et al.,, 1982) y eran buenos candlda"osi_ff '

~W1ttemberg y cols. (1990) estudiaron las diferencias entre las c

o ganghos sexuales con segmentales y concluyeron que las neur

: '%vr,contactos polisinapticos con las neuronas de Retzius. Szczupak y
= icaractenzaron el tipo de contactos entre las neuronas P y. la u
' ":7,! ?rl’b,plantearon que las neuronas P podrian producir la liberacion rnas1va d serotonlna;‘:”; ;  :
i:‘de las neuronas de Retzius. Estos estudios apuntaban a que las neui’onas
mecanosensoriales pudieran provocar liberacién masiva de las neuronas de Retzxus,}, »

y desencadenar la modulacién de los comportamientos de la sanguijuela.
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El presente trabajo pretende estudiar el nuamero de contactos entre las »
neuronas de Retzius como un indice de la contribucién de las entradas eléctricas
en la integracion y las conexiones entre las neuronas de Retzius y las neuronas
mecanosensoriales como representantes de la actividad de alta frecuencia con el fin

de elucidar las caracteristicas de entradas que pudieran permitir que una neurona
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'pase“dé;téiheif Hﬁéféciéhvsinéptica a somatica:dependiendo de lé;vir'lt‘;eér"a:ciénid‘e"los o

- 1 s ‘lleguen

que la activacion de las

- asx, : el mvel de actividad de las neuronas mecanosens "'r1 e
factores que regularia la cantidad de serotomna_hb"
Retzius. :

HIPOTESIS

La actividad eléctrica de baja frecuencia (0.5- 5 Hz) de las celulas de'Retmus:
es generada por potenciales sinapticos espontaneos que se onglnan ',;eri las .

dendritas acopladas. Esta actividad desencadenara umcamente "hberacmn

sinaptica de neurotransmisor. La estimulacion sensorial mecan1ca inc menta la

" actividad sinaptica en las neuronas de Retzius hasta produmr clfl,-,ellas,trenes de

_disparo de frecuencias hasta de 10-50 Hz, que correlacionan con la :l‘i'béracién
somatica. , '

La pregunta a estudiar fue si los potenciales espontaneos y los evocados por
neuronas mecanosensoriales en las neuronas de Retzius son producidos por la

misma via.

a) De ser asi, los potenciales producidos por las neuronas T, Py N se ongmanan eh
~las dendritas acopladas. Al aumentar la probabilidad de producir potenciales
s1napt1cos en ellas, la integracion se iniciaria en estas dendritas y no en el axén
.pnmarlo "Los cambios presinapticos en la probabilidad de liberacién, €l nimero de
"Tdendntas acopladas y la fuerza de la estimulacién determinarian el efecto del
acople ‘eléctrico en la integracion, de manera que la suma de PPEs dependeria de

las dife_i'encias en el tiempo y en las amplitudes (asincronias y asimetrias).

'b) De tratarse de vias distintas, la localizacion de las entradas sinapticas
 determinaria la forma de la integracion.
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OBJETIVOS
Objetivos Generales

Parte I) Cuantificar los contactos entre pares de neuronas de Retzms a partlr del
procesamiento y andlisis de imagenes confocales con doble t1 1con : ara poder ,

predecir a partir del namero de dendritas acopladas y de la

aparicion de eventos umtanos, el tipo de integracion que se lle :
Parte II) Analizar las caracteristicas de las respuestas de las neur_
la estimulacion de las neuronas T, P y N para probar a) Sl cornparten v1as
comunes y b) si son las mismas o similares a aquellas que producen los

potenciales sinapticos espontaneos.

Objetivos Particulares de la Parte 1

a) Cuantificar el numero de sitios de contacto medlante 1

de deconvolucién. Lo anterior permitira ehrmnar el ru1

imagenes de mayor contraste y defin1c1on, d1ferenc1and

superposicion de luz fuera de foco seran eliminados.

b) Analizar estas imagenes cuantificando el namero de contactos.

Objetivos Particulares de la Parte II »

a) Analizar las respuestas de las neuronas de Retzius a la est1mu1ac10n -de
neuronas mecanosensoriales. Se mediran la amplitud, tiempo al plco, latencxa y
la probabilidad de respuesta por estimulo para cada célula. Estos_parametros

daran informacion sobre si las conexiones entre laS’-

mecanosensoriales y las neurcnas de Retzius son las mismas o dlferentes para

cada mecanoneurona

b) Mediante la utilizacion de ringer con alto Mgt y alto Ca**, analizar la
naturaleza mono o polisinaptica de la interaccién neurona de Retzius-neurona -

mecanosensorial.
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METODOS

Diseccion

Se aislaron los ganghos de acuerdo a NlChOllS y Baylor (¢ 1968) colocandolos
en una caja de Petri con: Sylga.rd y soluc1on nger La cadena de ”anghos ,,sevclavo

al Sylgard con la parte ventral hacia arrlba La’ ca_]a de Pet'

de registro bajo un microscopio estereoscoplco para u . manipulaciéon y

observacién.

Identificacién de las Neuronas de Interés

Las neuronas de Retzius se identificaron por su ub1cacxon y por u tamano,

al ser las neuronas mas grandes con un diametro promedio de mi ras (Lent
1973). El registro intracelular confirmé la identidad de las ne:
reposo y de accién similares a los reportados por Lent (

mecanosensorlales en el ganglio (T, P y N) fueron 1dent1ﬁcadas

i entre 20 y 30 um; las P entre 30 v 40 p.m v las N entre. 35

' Vposmmn en el ganglio, encontrandose en los paquetes latera_les -anter

posterior (P). Se corrobord su correcta 1dent1ficac1on regxstrando mtracelularmente

' y estimulandolas, de manera que produJeron un potencial de accién, que pudo ser
reconocido por sus caracteristicas y relacionado a cada tipo de neurona

mecanosensorial (Muller, 1981}.
Obtencion de las Imagenes de Dobles Tinciones de Neuronas de Retzius

Las imagenes utilizadas en el presente estudio fueron realizadas por
Mariana Vargas, Veronica Gonzalez Arce y €l Dr. Francisco Fernandez de Miguel,
quienes realizaron las tinciones de las neuronas, €l montaje de las preparaciones y
la toma de imagenes por microscopia confocal como parte de un proyecto de tesis

de licenciatura. El presente estudio utilizd éstas imagenes y las procesé mediante
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) "una caractenzacmn ma

os contactos entre -

erms1oncasxn Joblr-erlapan (picos de emision: 522 y 680nm, respectlvamente).
Para irij}écfé;t el colorante se utilizé un puller de micropipetas Flaming-Brown
modelo P-97, qﬁe permite estirar capilares (capilares 30-30-0 de la compariia FHC)
controlando la presion, fuerza de estiramiento, temperatura y velocidad del proceso
para obtener resistencias y formas de punta con las caracteristicas necesarias para
diferentes tipos de experimentos. Se cred un programa para registro intracelular
para obtener electrodos con resistencias entre 15 y 30 MQ (con KCl 3M). Los
electrodos se llenaron con una solucién con LiCl 0.1 M para inyeccién de Amarillo
Lucifer 3% en agua destilada; con esta solucion las resistencias de los electrodos
fueron de 80 a 100 MQ. El colorante Rojo Texas se diluyd en agua destilada, se
agrego verde rapido al 4% y el electrodo se llen6é con KCl. Los colorantes se
cargaron en el electrodo por capllandad dejando que se llenara la punta y luego
llenando €l electrodo con: la soluc1on conductora correspondiente. v
Una vez llenos los’ electrodos con la solucién requerida se acercaron a la :
célula requerida mediante manipuladores especiales, hasta acercaleos a;__;la;ncelula o

requerida. Se ajusté la iluminacién y se empalaron las células.

Amarillo Lucifer ST o

Este colorante esti cargado negativamente y se inyecté por iontofbfé#is; ‘Se
hizo pasar una corriente negativa de 7 nA, en pulsos de 500 ms, con una
frecuencia de 1 Hz, durante 25-30 minutos.

Rojo Texas

Este colorante se inyecté mediante una bomba de presién, monitoreando

visualmente al microscopio que entrara suficiente colorante a la célula. De ésta
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il ffforma se venﬁco que Iz ‘celula correspondlente se tmera de verde ir’idiéadbrlde-que

k el Ro_]o Texas‘tamblen habia entrado a: la célula.

'r'.‘vveces en 100 %, por 10 minutos cada uno. Flnalmente se- aclaro y monto en

metilsalicilato.
Adquisicién de Imagenes por Microscopia Confocal

Se adquirieron imagenes confocales en series X, Y, Z de manera que se

abarcaran el arbol dendritico y una parte del soma de la neurona en elv campo de

visién al moverse sobre el eje Z en pasos de 1lpm. Las coordenadas”“de X Y se
mantuvieron ﬁJas. Se utilizé un objetivo Nikon de 1nmer51o ‘ '
aumento yil. 0 de apertura numeérica.
: c d" '~preparac1on consté de dos neuronas te" d
; 1 en distinta longitud de onda, las 1magenes se os
‘arametros de espectro de excitacion y de emision para‘ ‘A
«:exéltacmn, 522 nm emisidon para el Amarillo de Luc1fer),.
kneurona tefiida con ese colorante apareciera en el cam
tomados todos los planos de una neurona, se camblaron
excitacion y emisién (588 nm excitacién, 680 nm emisién para e

los del otro colorante y se procedié a adquirir las imagenes de’ esta otra célu a‘
Procesamiento Digital de Imagenes
Los diametros de las dendritas de las neuronas de Retzius varian entre 1y

1.8 um (Vargas, 1999). Para calibrar el equipo y determinar si era posible resolver

los puntos de contacto entre las dendritas, se obtuvieron imagenes de microesferas

w
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i kuﬂcon_lunto de 1magenes. La. FDP:calcula‘como:es désv1ada la luz para cada punto

ﬂuorest:ehtes de dlémetro ‘conocido (0.5 pm con fluorescencia verde y 2 pm con

ﬂuorescenma ro_]a) Estos diametros estan en el intervalo de diametros esperados

_para los puntos de contacto La capacidad de resolver correctamente el diametro de =~

estas esferas es el control para determinar que los puntos de contacto entre las

neuronas pueden ser analizados.

Se adquirieron series de imagenes en X, Y, Z con pasos en Z de,O‘é pm, Las

-series -de-imagenes de las microesferas de 0.5 y de 2 um se pro esaron - por”sr‘ 7
séparado mediante el algoritmo de deconvolucidén del programa COSM':‘»2‘.3
(Conchello y Lichtman, 1994; Conchello, et al.,, 1994; Conchell 199 =3 »Conchello,

1995) uuhzando diferente numero de repeticiones para ver como: ;aféctaba este

factor el procesamniento de las imagenes. Postenormente ,,s,e reahzaron' :
reconstruccmnes tridimensionales de las series de 1magenes resultantes de los«

dlferentes numeros de repeticiones. Se cuantifico el dlametro de las mlcroesferas y

-se comparo con los diametros obtenidos para las reconstrucciones tndlmensxonales ]

»de las senes originales, temendo como referencia el valor de diametro conoc1do

i""El algontmo de deconvolucxon del programa. XCOSM permite restar la luz“

fuera de. foco de la 1magen alculando' a"funcmn de desvio puntual (FDP) del

,' a utlhzar: tengan_ muy' pbco ruldo para ipoder distinguir la neur1tas‘ y los lugares
donde'se' establecen los contactos ; S
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Los con_]untos de 1rnagenes ongmales de are de neuronas de Retzius, una

vez probada la eficacia del proceso, taxnb n seb procesaron por medio del

algoritmo de deconvolucion del progralna XCOSM

Cuantificaciones Anatémicas

Las cuantificaciones anatémicas sellevaron a cabo con los programas
Metamorph 4.01 y Confocal Assistant 4.02. Para deterrninar los contactos entre
las neuronas de Retzius se realizaron reconstrucciones tridimensionales a partir de
las series X, Y, Z de cada neurona con el Confocal Assistant 4.02. Posteriormente
se sumaron digitalmente las imagenes tridimensionales de la neurona con Rojo
f,’I‘exas y la de Amarillo Lucifer de un mismo ganglio y se obtuvieron imagenes de
“una de las neuronas en color rojo, y otra en color verde (las tonalidades escogidas
: 'v»'para las neuronas son arbitrarias y pueden cambiarse a voluntad). Se alcanzaron a
d1st1ngulr puntos amarillos en la zona del arbol dendritico de las células. Estos
'puntos representan los sn:los donde las células coincidieron, es decir, donde hubo

contacto.: .

=suelve el que alguno de los puntos amarillos en la :

on ctos o a sitios donde una rama de la neurona verdé;

contacto
S Para“ salvar este problema se utilizé6 una operacion digital del programa

*Metamorph que permite obtener la interseccién de dos imagenes a partir de planos

"Xy Y de las reconstrucciones tridimensionales de cada neurona. Los contactos entre

,dos neuronas corresponderian a los puntos donde se intersectaran las imagenes,.
esto es, “donde las dendritas establecieran contactos y hubiera superposmlon de-
icstructuras, es decir, interseccion. En esta modalidad, no existe la posibilidad de
téher puntos que correspondan a ramas gue se cruzan sin tocarse porque solo

' Quedan los puntos donde los pixeles con luz coinciden.
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neuronas del par-correspond1entepara asegurar que los puntos de las 1magenes ,de V
;Umtersecmon efectlvamente fueran sitios sobre los arboles dendmtlcos y no
artificios.

Registro Intracelular

Se prepararon microelectrodos para registro intracelular dé’ 1a manera
descrita. Los electrodos se llenaron con KCl 3 M y se introdujeron en.ﬁn sujetador,
que sostiene al electrodo y lo conecta al cabezal, el cual es cdnf;i_‘olado por el
manipulador. k .

El cabezal traduce la sefial eléctrica de la célula a un impulso digital que
-puede desplegarse en ¢l osciloscopio y/o adquirirse en la computadora. Se
introdujeron los electrodos al bafio de la caja con el ganglio y se midié y compenso

su re51stenc1a. Con ayuda de los manipuladores, los electrodos se mo' 'e 'onjparaf

, ernpalar las celulas Se midié su potencial de reposo para estimar.

espolanzadas con respecto a su potencial de repo

.una f cuenc1a de corte de 400 Hz. Los datos fueron adqumdos utlhzando una
taxjétaanarldglca-mgual de modelo Digidata 1200 (Axon Instruments, Foster City,
Calinforriia, E.U.) y los programas Pclamp 5.0 y Pclamp 8.0. Los datos fueron
almacenados en una computadora para su analisis.

Analisis de Conexiones Polisinapticas.

Para determinar si las conexiones entre neuronas mecanosensoriales y de

Retzius eran mono o polisinapticas nos basamos en el trabajo de Nicholls y Purves
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Sk cant1dad de Na* (Nicholls y Purves, 1970).

qo70)y

;Si!

menor amphtud . Para mantener la osmolaridad se reduJo prop

‘ 51gu1ente. a’ conexxon es monosmaptlca se sigue v1end

ionalmente la -

Se hicieron experimentos registrando sxrnultaneamente una ‘_neurona

mecanosensorial y una neurona de Retzius inicialmente en nnger estlmulando las
neuronas mecanosensoriales con 5 impulsos a 10 Hz, adqumendo cada minuto.
’ Siguiendo el mismo protocolo de estimulacién y adquisicién, se cambid la solucién

a la de Mg+t /Ca** y finalmente se volvié a lavar con ringer normal.
y

Caracterizacion de la Respuesta Sinaptica de las Neuronas de Retzius a la

Estimulacion de las Neuronas Mecanosensoriales.

Las neuronas mecanosensoriales fueron estimuladas con trenes de 5
potenciales de accién a 10 Hz. La respuesta sinaptica se grabdé de las neuronas.de

Retzius en ventanas de tiempo de 2 y 3 segundos tomadas cada minuto. ‘Me‘diéntg

inyeccion de corriente el potencial de reposo se mantuvo a —60 mV, para evitarque o

se produjeran potenciales de accion.

Para caracterizar la forma del potencial sinaptico producxdo en resp
las dlferentes neuronas mecanosensoriales se analizaron los siguientes pafametros

de. las respuestas: latencia, probabilidad, amplitud y tiempo al pico. Estos

v parametros son indicadores de diferentes aspectos de la transmision 31napt1c:a' la

: amphtud de la fuerza de la sinapsis, los tiempos al pico de la distancia a la que
I estan los contactos sobre las dendritas y la latencia y probabilidad de la eﬁc1enc1a
| de é smap31s (Fernandez de Miguel, 1998).

“La’ probabilidad de la respuesta sinaptica se obtuvo dividiendo el numero de

‘r_éSpucstas entre el total de trazos adquiridos. Este cociente se determiné para cada
5 : 3o




m1d10 como" la d1ferenc1a entre la amphtud ‘mxmma‘,

's': aptlcv:o' y el tiempo al pico como la diferencia de tlempo‘/e

. 'del potencial sinaptico.
Todos éstos parametros permiten distinguir d1st1ntos t1p_
pudieran estar involucrados en las respuestas de las neurqn

estimulos en diferentes células mecanosensoriales.

Estadistica

Los valores medios de los PPEs espontaneos se reportan OTI1 a;;lrie,d_‘iai; +la

desviacion estandar (DS) Todos los demas valores, se reportan co ,,nj;e‘d:ia‘»i el

error estandar de la media (ESM).

Los datos "se anahzaron mediante un analisis de vananza de

y t de student El nivel de 51gn1ﬁcan01a se fij6 en una valor de a

,prbbabxhdad al pnmer zm:lpulso y los valores de probabilidad a los subsecuentes

. unbuléos
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: "de 50 iteraciones y contrasi

.de escala, que es de 2 umk

RESULTADOS: Parte l

Cuantificacion del Niimero de Sitios de Contacto entre Células de Retzius

Con el objeto de calibrar el sistema se analizaron imagenes de microesferas
con fluorescencia verde de 0.5 um de diametro y con fluorescencia roja de 2 um de
diametro. La figura 13 muestra el mismo plano en reconstrucciones
tridimensionales formadas con .las imagenes procesadas con el numero de
iteracionesf que se indica . en la esquina superior izquierda de cada recuadro.

;Conforme se ‘hacen. mas _repet1c1ones, los diametros de las microesferas van

E di mmuyendo "Esto se ve_albomparar la imagen original, de cero iteraciones, con la

l diametro de las microesferas grandes con la barra

(Ver ecuadros ampliados) ; :
Las Tablas 1 y; 2 muestran los promedios de los dlametros de las
microesferas de 0.5 ‘y 2 n; respectwamente Se midieron los dlametros a 0°

(frente) y a 180° '(eS’p 11 2] tuvo un promedio de ambas med1c1oﬁ;es_para

verificar si el procesam _nto‘ C r; econvolucmn y la reconstruccion tnd1men$1onal
no modificaban la forma circular- de la. microesfera. Los diametros promedm van
dlsmmuyendo de forma inversamente proporcional al numero de repeticiones,
llegando al valor de diametro real en las 50 iteraciones.

Tabla 1. Diametros de microesferas de 0.5 um medidos en reconstrucciones
tridimensionales de series de imagenes X, Y, Z procesadas con diferente

nimero de iteraciones en el programa XCOSM.

No. 0o° + DS 180° + DS Promedio + DS
0 _0.326 1.481+ 0.345S 1.458 + 0,329
51,158+ 0.375! 1.161 + 0.339 1.16 + 0.349
10] 1.052+ 0.316] 0.986 + 0.365 1.01 + 0.336
20 0.869 + 0,311 0.909 + 0.317 0.889 + 0.308
30! 0.773 + 0.362| 0.782 + 0.375 0777 + 0.361
50 _0.647+ 0.215| 0.567 + 0.052 0.609 + 0.161

_.Los promedios de los diametros de las microesferas de la Tablas 1 se reportan como

: 4,yla media * la desviacion estandar (DS).
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Figura 13. Procesamiento digital de imiégenes por deconvolucién. A)
Resultado del procesamiento por deconvolucion de imagenes de microesferas
fluorescentes de diametro conocido variando el numero de repeticiones. Se
utilizaron microesferas con fluorescencia verde de 0.5 um y con fluorescencia roja
de 2 pym de diametro. Los niimeros indican el nimero de repeticiones. El1 namero
0, indica la imagen original. Conforme mas repeticiones se utilizan wva
disminuyendo el diametro de las esferas hasta oorresponder al diametro real.
Este ensayo indica que la resolucién del microscopio permite distinguir puntos
de incluso 0.5 ym de diametro. La barra de escala corresponde a 2 um. B)
Acercamientos de las zonas en recuadro para O, 20 y 50 repeticiones. El diametro

de las esferas con respecto a la barra de escala (2 pum) disminuye al aumentar las
repeticiones.
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Tabla 2. Diametros de microesferas de 2 upm medidos de reconstrucciones

tridimensionales de series X,

iteraciones en el programa XCOSM.

Y, Z procesadas con diferente nimero de

No.iteracion |0° + DS 180° + DS Promedio +
0] 3.000 + 0.085!_ _3.000 + 0.085 3.009 + 0.076
Sl 2614 + 0.085] 2.7133 + 0.085 2.664 + 0,003
10} 2.565 + 0.,085| 2516 + 0] 2.54 + 0.06
20| 2.516_+ 0l 2417 + 0.17 2466 + 0.12
30| 2.368 + (6] 2.318 + 0.08 _2.343 + Q.06
SOl 222 % 0] 2.12 + 0.17 2.17 + 0.12

Los promedios de los didmetros de las microesferas de la Tabla 2 se reportan como

la media * la desviacion estandar (DS).

Las microesferas de diferente diametro y con fluorescencia . de . diferentes
longitud de onda pudieron ser definidas. Estas imagenes comprobaron"‘ la eﬁcac1a

_del procesamiento por deconvolucién para quitar luz fuera de foc

saber que era posible resolver puntos de hasta 0.5 m1cras, :q
diametro de las dendritas acopladas de las neuronas de’ Retz1us y
esperados de los puntos de contacto. Por lo tanto, es pos1b1e ut11
para resolver y cuantificar los contactos entre las dendntas de las neuronas de
Retzius.

Sitios de contacto entre neuronas de Retzius

La actividad espontanea en las neuronas de Retzius es producto de entradas
que estan en las dendritas acopladas. La forma en que esta informacién es
integrada depende de las propiedades pasivas de las dendritas y del ntlrnero de
dendritas que estén acopladas. Estudios previos mostraron que las dendrltas

acopladas tlenen un diametro homogéneo de la raiz a la punta y que el 71 Aa 'de.‘las

es decir,

con31deradas como un cable equxvalente,

7 como




" 6pticos podria haber el error de contar puntos de mas, que aparezcan repetldos en
varios planos. oo

Por esta razén se decidié trabajar con las reconstruccioncs tridifriensionales
de las series Z de las neuronas, porque de esta manera todos los planos son
reorganizados de manera que queden ordenados en el espacio como estaban en el

ganglio. La figura 15 muestra reconstrucciones tndlmensmnales de las imagenes

originales (A y C) y las imagenes deconvolucionadas (B y D "“,.En Verde vemos la
neurona tefiida con Amarillo Lucifer (A 'y B) y en rojo las: unagenes (C yl D) de la
neurona ten1da con Rojo Texas del mismo par (el par 27) De esta- mahera al umr "

las 1magenes los contactos corresponderan a los puntos donde haya cblocahzacmn
e as, dendritas. La figura 16A es un gjemplo. de la superpos101on de :

tmc;on doble. En el centro, en los arboles dendriticos se aprecian
aihéﬂllo, que presumiblemente son los puntos de contacto. Sin
,:simplemente guiandonos por la combinacién de colores, algunos
, ’llokéy pudieran ser resultado de combinacion éptica de dendritas que se
sin- ~tocarse desde la perspectiva del observador. Buscando eliminar éste

:fsfactor-'se ut1l1zo la funcion de “interseccion” del programa Metamorph, donde se

b 1ntersectan las reconstrucciones tridimensionales de las neuronas y el resultado es

una 1magen donde soOlo hay pixeles que corresponden a sitios donde las dos

imagenes coincidian, es decir, en sitios de superposicion. La figura 16B es la
44
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Figura 14. Superposiciéon de dos neuronas a distintos planos focales. Una

célula fue inyectada con Rojo de Texas y la otra con Amarillo de Lucifer. La
distancia en Z entre cada uno de los planos focales es de dos micras en orden
ascendente. Los planos inferiores (A y B) no mostraron superposicién de las
arborizaciones. Esta aparece como puntos amarillos en los taltimos planos (C a F).

La barra de escala es igual para todos los planos (Ver cabezas de flecha).
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Figura 15. Comparacién de reconstrucciones tridimensionales de neuronas
deconvolucionadas y sin deconvolucionar. En los paneles A y € vemos las
reconstrucciones tridimensionales de la imagenes antes de ser procesadas. En
ambas hay ruido de fondo. En los paneles B y D vemos las mismas
reconstrucciones una vez que las imagenes han sido procesadas. En estas
imagenes hay menos ruido de fondo y las neuritas se ven mas delimitadas. La
escala es la misma en todas las imAagenes.
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RITETHY

Figura 16. Puntos de contacto entre neuronas de Retzius. A) Superposicion de
reconstrucciones tridimensionales sin soma de neuronas procesadas, con posibles sitios de
contacto en amarillo (Ver flechas) B) Puntos de contacto resultado de la interseccion de las
reconstrucciones tridimensionales. C) Superposicion de puntos de contacto en la reconstruccién

tridimensional de la célula teriida con rojo Texas. La barra de escala corresponde en todos los

TLSIS CON 47
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casos a 30 um (Ver cabezas de flecha).




T rlmagen ‘es 1

- ,temend co )

par correspondlente

La ’I‘abla 3 muestra los resultados de los conteos de los contactos entre los

- pares de células analizadas.

Tabla 3. Conteo de contactos entre las neuronas de Retzius

Nuamero del par | No. de contactos en las imagenes sin | Nimero de contactos de

de imagenes procesar (Vargas, 1999). las imagenes procesadas.
D4 103 45
85 48
134 : a7
60 : : 41
106 50 . ...

152

107

106.7 = 11.4

Rl promedlo del num' o

: :'~:'error estandar deil meh 1ak(ESM)

11 4 (ESM) Este nuevo conteo arrojé0 una media de 45.6 + 1.2 (ESM .

e ‘contactos de la Tabla 3 se repo,

Vargas (1999) ‘cont6é entre 60 y 152 contactos, con una mediz

o emstan alrededor de 45 contactos entre las neuronas de Retzius en lugar de 106
“como se habia cuantificado antes, supone que la proporcién de dendritas

- acopladas y no acopladas es menor. La integracién en las dendritas acopladas,

seria fundamentalmente actividad de baja frecuencia que genere los disparos
simultaneos espontaneos.

Suponiendo una sola terminal presinaptica por dendrita habria una
probabilidad de 1/45 = 0.022 para cada evento unitario. La probabilidad de
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_eventos dobles o simultanc uy b 02 “sugiere que la

produ irse eventos

1mu1taneos a ambos lados de una 51nap81s electnca,' ambas

dendntas perrnanecenan isopotenciales y por lo tanto no habria flujo de corriente

entre las neuronas.

RESULTADOS: Parte II
Caracteristicas de las Respuestas Sinapticas Producidas por la Estimulacién

de las Neuronas T, Py N.

Para determinar si las entradas en las neuronas de Retzius que producen
PPEs espontaneos Yy las entradas de las neuronas mecanosensoriales eran las

mismas, se caracterizaron las respuestas sinapticas de las células de Retziu“s‘en -

respuesta a la estimulacién de las neuronas T, Py N.

Todas las células mecanosensoriales ipsilaterales y contralaterale 5 probadas,; o

produ_]eron respuestas sinapticas en las neuronas de Retzius, como se aprec1a en la .

7 . ﬁgura 18A, en la que se muestran trazos con las respuestas sinapticas de neuronas -

de Retzms a trenes de 5 estimulos en diferentes neuronas mecanosensoriales. En

‘ la figura 18B estan los promedios de las respuestas de varias neuronas de Retzius.

, Un primer factor para caracterizar las respuestas sinapticas fue la latencia,
es decir, el tiempo que tardaba la neurona de Retzius en responder a la
estimulacion en diferentes neuronas mecanosensoriales. Se determiné si esta
latenc1a era similar o no en respuesta a distintas mecanoneuronas. ‘

La figura 18C presenta los valores de latencia obtenidos de la neurona de -~

Retzms en respuesta a la estimulacion de las neuronas T, Py N: 63, 161 y 203 ms, o

respectwamente. El eje superior de la grafica nos indica que la neurona de Retzms
49
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Figura 17. Integracién de entradas en diferentes dendritas acopladas. A)
Representacion diagramatica de entradas en diferentes dendritas acopladas. B) A
la izquierda de cada panel vemos la amplitud de PPEs para neuronas con
resistencia de acople de 30 MQ (izquierda) y con resistencia de acople de 340 MQ
(derecha)como se verian en el soma V1 provenientes de a y b. A la derecha vemos
la suma de los PPEs en a y en b, donde el trazo superior corresponde a V1 y el
trazo inferior a V2. Notese que la amplitud en V2 es constante, mientras que la
amplitud en V1 depende del valor de la resistencia de acople. C) A la izquierda
estan los PPEs producidos en a ¥ en c vistos en V1. A la derecha esta la suma de
a y ¢ (Garcia-Pérez, E. y F.F. De Miguel, en preparacion).
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Se utilizé un valor de a=0.05, marcado como un asterisco

Figura 18. Latencia al primer sinaptico para estimulacion de diferentes
neuronas mecanosensoriales. A) Respuestas sinapticas de diferentes neuronas
de Retzius a estimulos es neuronas T, P y N. B) Trazos promediados de
respuestas sinapticas de neuronas de Retzius a estimulos en neuronas T, P y N.
C) La latencia al primer sinaptico de la neurona de Retzius es diferente para
estimulaciéon en la neurona T. Para esta neurona la respuesta se da al primer
impulso, mientras que para las neuronas N y P ocurre hasta el segundo e incluso
tercer impulsos del tren.
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latenaas fu eron

51gn1ﬁcat1vamente d1ferentes al valor de la neurona T ‘La d1ferenc1a en los valores
de latencia apunta a que las vias de comunicacién de la neurona T con las

neuronas de Retzius son distintas a las vias de las neuronas P y N.

Probabilidad de Respuesta Sindptica de la Neurona de Retzius para cada

Estimunlo en Diferentes Neuronas Mecanosensoriales.

La dinamica de la respuesta de las células de Retzius a las neuronas T, P y N
a lo largo del tren de impulsos fue distinta. Para cuantificar como vanaba esta

respuesta se calculd la probabilidad de respuesta sinaptica (Ver Métodos).

La figura 19 muestra que la respuesta a estimulaciéon en la neuron“fT panel;j »

respectlvamente), siendo signiﬁcativamente diférentes

. respect1van‘iente) y aumento ligeramente al quinto 1mpulso (0.5 £ 0. 15) Los valores

de probablhdad del segundo y quinto impulsos de la neurona P fueron

k"‘,v51gn1fic'at1vamente diferentes al valor del primer impulso. La probabilidad de

L jr spuésta a impulsos en la neurona N siguié aumentando en el tercer impulso, con

naximo en el cuarto impulso (0.573 * 0.09 y 0.81 = 0.06, respectivamente) y

e _dlsmmuyo al quinto impulso (0.565 + 0.09). Las probabilidades de respuesta del
segundo al quinto estimulos de la neurona N fueron significativamente diferentes a

v“-v‘kla‘, del primer impulso. Los valores de probabilidad concordaron con los de latencia.
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Figura 19. Probabilidad de disparo por impulso con trenes de S impulsos en
respuesta a estimulos en diferentes neuronas mecanosensoriales. La
probabilidad de respuesta de la Retzius a lo largo del tren es diferente para cada
tipo de neurona mecanosensorial. La probabilidad al inicio del tren es alta para
estimulos en la neurona T y luego baja significativemente. En el caso de las
neuronas P y N la probabilidad es baja al primer impulso y aufnehta' -

51gn1ﬁcat1vamente al segundo impulso. La probabilidad de disparo en. respuesta' :

al neurona P se mantlene a partir del segundo impulso y para la neuron" N;va L

aumentando y dlsmlnuye al final del tren. Los asteriscos marcan una d1ferencxaf L

81gn1ficat1va con a=0.05 con respecto a la probabilidad al primer 1mpulso



Conexiones Polisinapticas entre las Neuronas Mecanosensoriales y las

Neuronas de Retzius

La similitud de los valores de latencia y probabilidad de respuesta a
estimulaciéon de las neuronas P y N hicieron suponer que las neuronas N tendrian
una via polisinaptica, como en el caso de las neuronas P. Las. respuestas a

estimulos en las neuronas . T, al tener un valor de latencia menor y alta

probablhdad de dlsparo‘ "a_l pnmer unpulso sugerlan que esta via podria ser

en presencia de la solucién Mg*‘*/Ca*‘+ Los trazos

: representatlvos de,la espuesta obtenida en todos los experimentos que se hlcleron
(tres neuronas T, tres N y dos P). Estos experimentos muestran que la via entre la
neuronas de Retzius y las tres neuronas mecanosensoriales es polisinaptica.

Distribucién de Amplitudes y Tiempos al Pico de PPEs Espontineos y

Evocados por Estimulacion Mecanosensorial en las Neuronas de Retzius.

La cinética de los PPEs puede ser utilizada para estimar la localizacién de las
entradas y para saber si las respuestas a estimulos en diferentes células
mecanosensoriales son producidas por la misma interneurona. De las

distribuciones al pico de PPEs espontaneos se ha demostrado que las entradas que
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Figura 20. Conexiones polisinipticas entre las neuronas mecanosensoriales y
las neuronas de Retzius. La figura muestra la respuesta de la neurona de Retzius
a trenes de 5 impulsos a 10 Hz en distintas neuronas mecanosensoriales. En la fila
con ringer normal vemos respuesta. En la fila con solucién de alto Mg*+/Ca** no
hay respuesta y en la fila de recuperacion vuelve a haber respuesta. Esto indica.
que las conexiones entre las neuronas de Retzius y las neuronaé .
mecanosensoriales son polisinapticas. La escala en amplitud es de 30 mV porr :
barra para los tres paneles de la primera fila. Para todos los demas trazos, la escala :

es de 5 mV por barra. En cada caso se presentan 4 trazos superpuestos.
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los producen estan

Retmus (De”Ml‘ :

trol b para poder comparar la act1v1dad; 31

}d1cador de si las entradas eran las rms
pontanea de las neuronas de Retzm
ltPQFS, y tiempos al pico de sus PPE espb

ira’ 21A presénta una distribucién repre

potenc1ales exc1tatonos unitarios en H. officinalis, que es d

co1n01d 'n con los datos previos sobre PPEs espontaneos en sanguijuela.

e ‘Los datos de las latencias y probabilidades apuntan a que existen diferentes
i fenti'adas mecanosensoriales. Por otro lado, se sabe ya que las neuronas P
" h(émc‘)logas contralaterales comparten interneuronas y se suponia que las entradas
estéban en las dendritas acopladas con base en que las amplitudes de los PPEs de
las Retzius ipsi y contralaterales fueron similares al hiperpolarizar sélo una de las

neuronas de Retzius (Szczupak y Kristan, 1995). Las distribuciones de PPEs
56
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Figura 21. Distribuciones de amplitud y tiempo al pico de PPEs espontaneos y
evocados. A) Distribuciones de amplitudes (izquierda) y tiempos al pico (derecha) de
PPEs espontaneos de neuronas de Retzius se ajustaron a gaussianas. Las medias de las
distribuciones concuerdan con datos previos. B) Distribuciones de amplitudes y tiempos
al pico de PPEs evocados en la misma neurona de Retzius por estimulacién de diferentes
neuronas mecanosensoriales. Las respuestas tienen mucha variacién, lo que apunta a
que cada neurona tiene una via polisinaptica distinta.




v [espontaneos, se'compararon con* las dlstnbucmnes de los PPEs evocados por

¢ est1rnu lacmn mecanosensorlal

ms' en respuesta a las neuronas |
cortos y Iargos sugiere que hay mas'de. un p1co en las dlstnb : c1ones de tiempos.

. Al comparar con las dlstnbucmnes de los PPEs espontaneos los datos sélo
‘coinciden en el rango de valores mas pequenos de las d1stnbuc1ones de potenciales
evocados. Por lo tanto, concluimos que la mayoria de los PPEs producidos por
estimulacion mecanosensorial son producidos por entradas diferentes a las

responsables de la actividad espontanea.
Rangos de Distribuciones de Amplitud y Tiempos al pico

Debido a la gran variabilidad entre las distribuciones de amphtudes y
tiempos al pico de diferentes células decidimos hacer las cornparacmnes entre los
rangos de valores de amplitudes y tiempos de las diferentes células en_lugar de

comparar las medias.
NE anahzar los rangos de amplitudes y tiempos al pico de las respuestas de

neurona ,dc Retzxus en ganglios diferentes se encontré una gran variabilidad. La
2 rﬁuestra los rangos de amplitudes y tiempos al pico de 4 neuronas de
1u ‘ en cuatro ganglios diferentes en respuesta a distintas combinaciones de

neuronas y mecanorreceptores. En el ganglio A todas las mecanoneuronas son

los ganglios C y D hay una combinaciéon de neuronas mecanosensoriales

1psllatera1es a la neurona de Retzius, en el ganglio B todas son contralaterales y en.
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Figura 22. Rangos de amplitudes y tiempos al pico de respuestas en

neuronas de Retzius de cuatro ganglios distintos.

Los rangos tanto de

amplitudes como de tiempos al pico varian mucho de una neurona de Retzius a
otra y para la misma neurona a estimulacidon en diferentés neuronas

mecanosensoriales.




onas 1psxlaterales y contralaterales, y entre las re

ﬁ oriales de diferente y del mismo tipo.
: _ e 1z mayona de las respuestas estan por arriba de 10 ms,'
el txempo al p correspond1ente a respuestas propagadas de la neurona,, :
Retzms contralateral concluimos que la mayoria de las entradas de las neuronas‘ ‘

mecanosensorlales estan en dendritas no acopladas eléctricamente.

No hubo correlacmn entre los rangos de amplitudes y los rangos de uempos
correspondlentes, con valores de 0.21, 0.1 y 0.42 para las neuronas T, P y N,

respectlvamente correlaciones entre diferentes tlpOS de

rnecanoneu ronas

cornparamos entre si sus rangos de amplitudes y tiempos y

tampoco( 6btuv1mos correlacmn Los valores obtenidos para las amphtudcs fueron

» s1naps1s en mterneuronas diferentes.
9 e Nuevamente la gran variabilidad de las amplitudes apunta a varias vias
i “"i'nb't‘_emeuronales, posiblemente distintas para cada tipo de mecanoneurona y
: su‘giere que las entradas tienen una fuerza sinaptica que varia de ganglio a ganglio.

\-Las d1stnbu010nes de los tiempos al pico en una misma neurona de Retzius indican

T que muchas de las entradas de distintas neuronas mecanosensoriales son

o establec1das a distancias electroténicas similares, aunque cada mecanoneurona

: 'parece tener una via interneuronal distinta.
“ o L g 6()
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Figura 23. Rangos de amplitudes y tiempos al pico de potenciales evocados
en diferentes combinaciones de neuromas. Los rangos de amplitudes y
tiempos al pico de las respuestas de la neuronas de Retzius varian mucho entre
diferentes subtipos de neuronas mecanosensoriales sin. importar si ésta fue
ipsilateral o contralateral a la neurona de Retzius.
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DISCUSION

El presente trabajo muestra que las entradas sxnaptlcas en‘las neuronas de .

Retzius que producen la act1v1dad espontanea —de'f

neuronas mecanosensonales -que producen act1v1da,

distintas, con base as dlferentes dlstnbucmnes de amphtud

.obtemdas . expenmentos con aJto Mg+ /Cat*, sé determmo,qu ‘
. entradasVde neurona_ mecanosensonales son polisinapticas. Probablement esten

e 1nvolucradas d1ferentes interneuronas para cada célula mecanosensorial, reﬂe_]adas

en- rangos de vélores de amplitudes y tiempos al pico que no se sobrelapan 'y que
pudlcran corresponder a diferentes interneuronas. Los valores de tiempos al pico

“indican que la mayoria de las entradas estan situadas en dendritas no acopladas.

Conociendo el nimero de contactos entre las neuronas de Retzius se tiene
un estimado del peso de las sinapsis eléctricas en la integracion. EStudios
anteriores habian reportado entre 90 y 120 contactos entre las neuronas de
Retzius. El: anahs1s de imagenes deconvolucionadas mostré que ésta cantidad

estaba sobre' "t'

da presurmblemente debido al factor ruido de las imagenes
originales.;bE part1r de los conteos realizados fue de entre 45.6 + 1.2
puntos de co s ne uronas de Retzius.

'que las neuronas de Retzius tienen al menos dos

rnodos egre s. Por un lado estarian las entradas que se localizan
en las dendntas acopladas. En ellas, los valores de resistencia de acople y de
impedancia dendritica modulan la amplitud cuantica. El balance entre estos
valores dadas las constantes de tiempo y espacio para neuronas de Retzius, hace
que las entradas sean integradas por ambas neuronas como si fueran una unidad,
por lo qﬁe aumenta el numero de entradas que contribuyen a la integracion.
Ademas, una consecuencie muy importante para la integracion es que por la baja
probabilidad de eventos dobles o simultaneos en una misma terminal,
furidamentalmente se produciran eventos unitarios en dendritas diferentes que se
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o Las latencxas, probabxhdad de respuesta smaptlcv

-Por ‘‘otro lado, las entrad" nosu

mayona n las dendntas no acop a

: ';'fcada net rona de Retzius con una contmb s acopladas.

En el presente traba_lo se caracterlzaron I ntre ‘las neuronas

. _’mecanosensorlales y las neuronas de Retzms tro que Son pohsmaptxcas.
cmetlca de los PPEs apuntan

a que cada tlpo de neurona mecanosensorial tlene vias, 1nterneuronales distintas.

La probablhdad de respuesta. en las neurona' de'Retzms ante estimulos en

- :las neurona T, fue alta para los pmmeros f dos mpulsos v luego dlsmnuyo -
sticams io dxsm.muyendo a lo largo del tren con recuperacion parc1a1 a.

podna provocar que las neuronas T se automhlbleran Por otro lado, la respuesta a

o estlmulacmn en la neurona P o N aumenta cuando cae la respuesta a la neurona T,

esto pudlera ser por la actxvacmn de la entrada inhibidora de las neuronas P en las
‘neuronas T. ’I‘amblen reportan una entrada excitadora de las neuronas P a las
§ heurdnas N, lo que concuerda con que sus probabilidades de disparo tengan un
comportamiento similar. Esto sugiere un papel de reforzador de las neuronas N de

la respuesta de l1a neurona P.

Las diferencias entre las distribuciones de amplitudes y tiempos al pico de
PPEs espontaneos y PPEs evocados por estimulacibn de las neuronas

G3




3 rnecanose:"so

-‘espues registrando simultaneamente ambas neuronas de Retzius se

podnan estlmular diferentes neuronas mecanosensoriales mientras se va
e G4




aurnenta.ndo progreswamente qentracién ‘de ”Mg** ‘ en la 's'oluciéﬁ 'pai'a'» ‘

iferencias significativas entre los datos de
tralaterales coincide con lo reportado por Szcz"‘ o

aron que las entradas de las neuronas P

aterales y hacen contacto con ambas n

bre posibles convergencias, Szczupak y Kns

nada al respecto, seria necesario una aproxxrnacmn

expenm al dlstmta para probar éstas hipétesis, 1nc1uyendo esUmula01on
S sn‘nultanea de :':‘ares de mecanoneuronas junto con el registro de alguna de las

neuronas de Retzxus

Estudios : previos estimulando la piel han mostrado que las Retzius
responden ;_cg')n-trenes de alta frecuencia a estimulacién mecanica (Blackshaw,

Trueta, quzupak, De-Miguel, comunicacién personal). El presente estudio apunta
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a que las conex10nes de las neurona mecanosensonale ‘con’la neuronas de

; VRetzms transm1ten y producen suiactividad: de . alta frecuenc1a Las'ramas de las

neuronas mecanosensonales 1ps11aterales hacen smaps1

dendntas contactan a ambas neuronas de Retzms.
"esquerna simplificado -de cémo podrian ser las conemones entre las neuronas

‘mecanosensoriales y las neuronas de Retzius.

Figura 24. Representacion de las conexiones entre mneuronas
mecanoneuronas (MN) y neuronas de Retzius (R). Cada mecanoneurona podria
contactar varias interneuronas que hacen contacto con ambas neuronas de
Retzius a diferentes distancias electroténicas. Los contactos estan en las

dendritas no acopladas.

Las neuronas de Retzius liberan serotonina de manera sinaptica y somatica y
el modo de liberacion depende de la frecuencia de la actividad en la neurona de
Retzius (Trueta et al., 2002). La estimulacién mecanica excita a las neuronas

; mecanosensona]es, que a su vez pueden provocar actividad de alta frecuencia en
_' las neuronas de Retzius, y presumiblemente activarian la liberaciéon somatica de
o k serotomna. Es posible que las neuronas mecanosensoriales, especialmente las
- neuronas Ty P, al registrar estimulos de baja intensidad (que en el medio ambiente

podrlan corresponder al roce del agua en la piel, estando el entorno en calma),
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ral' de su act1vac1on Si se trata de u

g Las neuronas P tleneﬂ ‘una actividad sostenida a un estxmulo y se sabe

codlfican la posmlon del estunulo ¥ la respuesta resultante, con las neuronas T
81rv1endo mayormente como’ reforzadoras de la respuesta (Lewis y Kmstan 1998 :
Zoccolan y Torre, 2002). Las neuronas T podrian activarse mlentras el a:nmal*l

: explora o descansa en cond1c1ones estables y en caso de alguna perturbac1on“en' el s

amb1ente, al tener la rnenor 1atenc1a de respuesta, serian las responsables de dar R

una senal de alerta a las neuronas de Retzius, al dar una entrada masiva que ‘las
despolanzana. Las neuronas P, que se activarian después, podrian desencadenar
algun, comportamiento y mantendrian sus entradas activadas hacia las neuronas
de Retiius de manera sostenida; estimulando a todas las neuronas de este tipo.de
la Cadeha ganglionar a través de la red de interneuronas qQue estan conectadas a
todo lo largo del cordéon nervioso (Szcupak y Kristan, 1995). Las neuronas N, de
éctivarse, reforzarian la actividad de la neurona P. La actividad en las neuronas de
Retzit.is a su vez podria activar a las otras neuronas monoaminérgicas, que segiin
Lenty Frazer (1977) y Nusbaum y Kristan (1986) estan conectadas eléctricamente.

: Esto podna provocar que se produjera liberacion somatica ademas de sinaptica de

serotqnma de -las neuronas de Retzius y que junto con las otras neuronas




serotoninéfgx_cas ‘alTaumentarla oncentraciéon. de  este’ neurotransmisor-en- el

puede desencadenar hberacmn masiva de serotonina, »actlvaran un mecanlsmo de

neuromodulacién extrmseco de los comportamientos que desencadenen i

CONCLUSIONES

En conclusion, los datos de este estudio sugieren que existenfai{n"'lénosdos

tipos de entradas sobre las neuronas de Retzius. Por un lado, las entradas 31tuadas

sobre las dendntas acopladas, que producen la actividad espontanéa de baJa

frecuencia, . asocxad 'a liberacion sinaptica de serotonina y cuya 1ntegrac1on
- del ple eléctrico entre las neuronas de Retzius. Por otro-lado, las
event'ré\das d ~lasneuronas mecanosensoriales, situadas en su mayoria en dendritas
10 éuya integracion es independiente del acople eléctrico y que

act1v1dad de alta frecuencia que desencadena liberacion somatica de

“serotonina.
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Este mecanismo permite a una misma célula nerviosa funcionar como
neurona o como célula neuromoduladora segun las entradas que se activen en un
momento dado. En el caso de las neuronas de Retzius, el estado ambiental,
registrado por las neuronas mecanosensoriales parece ser uno de los factores que
pudieran desencadenar el paso de un modo de secrecién basal, regulado por la
actividad espontanea de baja frecuencia, a un modo de liberacion masiva de
neurotransmisor causado por la actividad de alta frecuencia que module él o los

comportamientos resultantes de la excitacion de las neuronas mecanosensoriales.
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APENDICE

Las técnicas de: mlcroscopla tradxclonales, como Sson el campo claro y lalr -

microscopia de ﬂuorescenc1a o el contraste de fase permlten la. entrad ¢tivq, T

de’ la deswacmn de la luz por el objeto, €l tipo de microscopio, caracterlstlcas del
ob_]etlvo (apertura numée€rica, distancia de trabajo), longitud de onda adqulnda y el a
.~ medio de inmersién son factores que también contribuyen a la desviacion de la luz,

-.-todos éstos factores de desviacion de la luz constituyen ruido en una imagen. El

3 ifactor ruido puede o no ser importante dependiendo de lo que nos interese de la

wimagen y del tipo de objeto de estudio. En el caso de estructuras grandes las
‘imagenes confocales son de excelente calidad; es cuando se lidia con estructuras
“-pequenas que el ruido puede ser un factor que impida distinguir estructuras o que .

",_,1'aparezcan mas gruesas de lo que son. En el caso de dendritas y especialmente si lo
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que nos 1nteresa son los contactos entre estas, el ruido es de especial 1rnportan01a,'

ya que se trata con diametros de entre 1 y 1.8 micras(Garcia, et al. ,Venv1ado)’ El'm

ruldo en la imagen puede hacer que se plerdan estructuras, o que la resol
ermita distinguir una estructura de otra, de manera que se vean. sobr
e'estructuras que en realidad no se tocan, siendo simplemente 1n !
luz fuera de foco. 5
" Este problema ha sido abordado por varios grupos y han surg1 0« s
algontmos que tratan de resolver este problema. La mayoria de ellos soh solucmnes
- de procesamiento digital en las que el investigador utiliza filtros, ya sea que decida
» un valor de escala de gris por debajo del cual se eliminara la informacién de la
irnagen o una frecuencia de corte a partir de la descomposicién de los patrones
luminicos de la imagen en componentes de frecuencia. Esto efectivamente quita

. , parte del ruido de fondo y mejora el contraste de las imagenes, pero no garantiza
A que se quite la luz fuera de foco que esta incluida en la representaciéon del objeto.

» ‘Ovtry’ays{» aproximaciones simplemente promedian valores de escala de gris para

obtener una imagen mas homogénea. Finalmente estan los algoritmos que van a la
raiz del problema, un e¢jemplo es el algoritmo de deconvolucién del programa
XCC)SM 2.3 (Conchello y Lichtman, 1994; Conchello, et al., 1994; Conchelld, 1998;
6rii:h'ello, 1995). Este se basa en que la formacién de la 1magen rmcroscoplca

de describirse matematicamente como una convolucién. La convol iycxo” ¥ es un
ritmo que define procesos en los que la suma de una serie de ev;:ntos dan un
Itado. El proceso de formacién de la imagen microscépica puedé ser definido
"b un proceso convolutivo donde cada punto del campo iluminado proporciona
fo‘i"maci(')n, que al conjuntarse forma una imagen del objeto. Cada punto en la
irﬁagen refleja luz en forma de un cono doble. Estos conos de luz son la desviacién
de la luz a partir del punto que la reflejé y se intersectan con otros conos de luz
provenientes de puntos adyacentes de la imagen (arriba, abajo, y a los lados). En
este proceso se incluye la luz reflejada por el objeto y la luz fuera de foco y desviada
por todas las otras fuentes de ruido.

La deconvolucién es el proceso inverso a la convolucion. Para el caso de la

imagen microscopica lo que significa es que la deconvolucién permite reconstruir la
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forma y los pasos que dieron lugar a una imagen determinada. La PSF"(P’Oihf , o

Spread Function)} es una operacién con este mismo principio que calcula el desvm'.'

,de la luz para cada punto, con base en las condiciones en que fue tomad
imagen. Si ahora "mezclamos" esta desviacion de luz para cada punto. co !
imagen original y de alguna manera la luz desviada la "incorporamos" al punto del ol

que prov1no ongma]mente obtendremos una imagen en la que 1dea1mente,t no

habra luz fuera de foco (ruido) por lo que la resolucién de la imagen sera. mucho,
mejor y sera posible distinguir regiones que en la imagen original hubleran:'
parecido estar unidas. ' S

La deconvolucién es un proceso iterativo, por lo tanto el numero 'de'
iteraciones es otro factor que el investigador debe controlar. Puede darse el‘casor de
que si se dan menos iteraciones de las que se necesitan, la imagen resulta_.nté siga
teniendo luz fuera de foco y si se dan mas iteraciones que las que'laimagen
necesita se pierdan estructuras de interés. Esto no es un factor trivial, estructuras

grandes pueden necesitar mas iteraciones que estructuras pequenas y v1ceversa.

resolucmn y deﬁn1c1on de éstas estructuras. Debido a esto, muchas veces el soma
no fue suﬁc1entemente procesado. La forma de regular el naimero de iteraciones fue
"‘,'probando diferentes valores y comparando con la imagen original, monitoreando
>~que no se estuviera perdiendo informacién. Este proceso se realiz6 con cada una de

las imagenes.

Los pasos para procesar una imagen con este programa son:

Windows
1.Ajustar el contraste de la imagen original.
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‘ e Ass1stant (CAS). Puede elegirse cuantos planos se quieren convertir.

2. Convertlr 1m en - *.pic en varias *.tiff con Batch Conversmn del Confocal'—"'
ag -p B

3. Escoger planos que se vayan a procesar (deben ser potencias de dos). Si sobran
imagenes ver si se pueden quitar planos que tengan informacion repetida.
4.Cambiar los planos *.tiff elegidos a formato *.raw en el Photoshop. Este proceso
se puede automatizar utilizando la opcién de “Actions”, grabando los pasos para
salvar la imagen de un formato al otro. Ya grabada con “play” se pueden ir
convirtiendo las demas en un sélo paso.

5.0rganizar las imagenes en folders segun su formato.

6.Crear desde Windows todos los folders que se vayan a usar después para guardar

las imagenes resultantes ya procesadas.

Linux

7 .Reiniciar la maquina y elegir “linux” con la flechas y dar Enter.

8.Dar el login y password de la cuenta de usuario donde se va a trabajar. (linux es
sensible a mayusculas y minusculas, tener cuidado con esto) :

9;Para iniciar el ambiente de ventanas usar el comando “$startx (Enter)”.

E f,k10.kCrear los folders donde se pondran las imagenes a procesar ya sea desde

y"terrninal con el comando “$mkdir nombredirectorio (Enter)”, donde mkdir=make
directory=hacer directbrio. Otra opciéh es desde el ambiente de ventanas en el
“home directory” de la cuenta de usuario.

11.Copiar las imagenes *.raw a procesar de W98 al directorio donde vayamos a
trabajar ; puede ser desde “Home directory”, en ambiente de ventanas. (de
preferencia s6lo deben estar las imagenes *.raw que correspondan a una imagen
dada por cada directorioll Para poder unirlas y que conformen nuevamente una

sola imagen con muchos planos).

Desde terminal:
12 Abrir una terminal o shell.
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7; '_'para sahr del subdlrectono y moverse al diregtorio padre, se usa “$cd
e comando cd—change directory=cambio de directorio ’ :
. 14 Una vez que estamos en el directorio con las imagenes *.raw que acabarnos de -

" unidades de memoria por pixel.

.i,cop1ar de W98, crear una imagen de multiples planos:

>"'hombre del_archivo (Enter)”
.;*>‘ retzmsl (Enter). E1l comando cat—concatenate—concatenar

15. Pa.ra verlficar que la imagen haya quedado bien usar el comando "

= ';'k“$ls -al (Enter)”. El comando ls=list=lista; la opcion —al—all/longfonnatftodos los
e archlvos en formato largo. Ver si el archivo resultante es-del taman de la’ suma’de

todos los planos que se unieron. S : :
Ej: cada plano 262144b , si juntamos 10 planos: 262'_'14;4()b ‘para -‘arfch/ivo
resultante. 3:: G
16.Ponerle la secuencia de reconocimiento de lé.
Washigton=WASHU, de 1024 bytes a la imagen con el comando:
“$addh nombrearchivo <nx><ny> <nz> <tipo de dato> (Enter)”

Ej: $addh retziusl 512 512 10 O (Enter) ,
5 Donde nx: tamaro de la 1rnagen en x; ny: tamario de la imagen en y; nz:. numero de Ce
f planos en z; tipo de dato: byte=0, una unidad de memoria por pixel, ﬂoat—2 cuatro

Por lo tanto "retziusl" es una imagen de 512*512 pixeles, con 10 planos en z, tlpo

byte.

XCOsSM
17.En la terminal y desde el directorio donde estamos trabajando abrir XCOSM:

“$xcosm (Enter)” y cargar la imagen con el botén “Load Image”. Mover las barras

_para cambiar de plano y checar que la imagen haya quedado bien.
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rnedxo ‘que usa el ob_]etwo indice de refraccion del medio usado, g’rueso"';"dél

- cubreob_]etos ‘ Dar click en “OK”. Seleccionar filtro de la longltud ‘de onda

jfycorrespondlente o seleccionar “other” y dar la longitud de onda en nandémetros que

: _ﬂ}se ut.111z0. Dar click en “OK”. Seleccionar el tipo de microscopio: Confocal circular.
: f:f.Dar Clle en “OK”. Dar valores de scanning opctics magnification: 53.0 para

[;rrucroscoplos Biorad. Physical aperture size: dejar como esta a menos que se

"con81ga otra informacién. Physical aperture size: es la apertura del iris con que se

' mo la imagen. Dar click en “OK”. Dar click en “OK” en los av1so$,,<;1c ,que el
: roceso ha comenzado. ’ o S
‘Nota: Tener cuidado al llenar los campos con la informacién. Es neceséijio‘.k'(:':‘laf:k click
en el renglén y mantener el cursor del mouse sobre el renglént! S

19.Minimizar el XCOSM y la terminal que lo controla.

Desde terrmnal L
‘..20 El proceso de PSF genera cuatro archivos: la imagen de la PSF, que no tlenen

‘extension;: un arch_wo *.info y otro *.template con la informacién que se lleno ara
Y P q p

$tail -f retzius 1psf.log (Enter)

comando significa: tail —f = sigue hasta el final el proceso del archivo.
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XCOSM R
22. Una vez que ha terminado €l proceso de, generar la PSF, regresar a Iarp‘arnt"alla
del XCOSM y para la deconvolucién, apretar el botén de EM. Llenar la inforrhaéiéﬁ .
. correspondiente: nombre de la imagen original; nombre de la PSF; nombre’ de la
imagen resultante (“retziusleml10”, por ejemplo, de preferencia debe ser algo que .
distinga que es la imagen procesada y el numero de iteraciones que se van a usar) y

numero de iteraciones. Dejar los demas campos como estan a menos que se. ‘sepa

como modificarlos. Dar click en “OK”. ,
23.La EM genera dos tres archivos: la imagen resultante de la deconvo}u@ié'
no tienen extensién; un archivo *.template con la informacion que se"' ller
realizar la deconvolucion y un archivo *.log donde se puede ver como va
Nuevamente se puede monitorear el progreso del proceso con el cqm‘
nombrearchivo.log” ’
24.Una vez que termine el proceso comparar la imagen original con 1a
abriéndolas en xcosm con “Load image”. Si se considera que la lmage ‘
procesada con un mayor numero de iteraciones volver a usar el boton dr'

cambiar -el numero \de 1teracmnes y volver a procesar la imagen. Pro ar
dlferente numero de"'llteracmnes hasta encontrar el nimero adecuado de acucr
ui ra qultar Iuz de acuerdo a las estructuras que se qu1era resal ar,‘

que tanto S¢

) s1empre co con 1a original.

Desde termmal

j 25 La u‘nagen resultante sera una imagen multiplano en tipo de dato float. Para
. poderla ver en otros programas hay que convertirla a tipo byte:

“$tobyte nombrearchivo (Enter)”. El comando tobyte=pasar a tipo de dato byte.

'y lﬁego hay que quitarle el WASHU: “$removeh nombrearchivo (Enter)”. El
comando removeh=removeheader=quitar encabezado, que es la secuencia de
reconocimiento.

- 26.Para pasarla a windows hay que dividir la imagen multiplano en una serie-de

planos:




‘-"f'i comando “$mv rlem10.rawaa rlem1001.raw(Enter)”

“$split --bytes—numerodebytesporplano nombrearchwo nombr
(Enter)” B

Ej: Para una imagen de 512*512 pixeles en x/y, el tamano de
cuando el tipo de dato es byte es de lpixel=1lbyte:: 512*51
tanto cada plano sera de 262144 bytes. T

“ “$split —bytes=262144 retziuslem10 rlem10.raw , o
P "(Todos los archivos resultantes deberan ser del mismo tamaifio y el numero de

la’ imagen en bytes.
262144bytes. Por lo

archivos debe corresponder al numero original de imagenes *.raw que se
procesaron. ' "
Ambiente de ventanas en Linux:

27.Los archivos resultantes tendran nombres como: rleml10.rawaa, rleml10. rawab
etc o xaa, xab, ..., Xzz si no se especifico como se queria que se llamaran los
archlvos resultantes. Para que puedan ser leidos en Windows hay que cambiarles el
‘ nombre a: "nombrearchivo.raw”. Esto se puede hacer desde Home Directory, en las.
Propxedades de la imagen, se le puede cambiar el nombre o desde terminal usar el o

t; ir cambiando cada letra por el numero de plano correspondiente:

,:'v‘rlre‘rnlo.rawab> rlem1002.raw; rleml0O.rawac>rlem1003.raw, etc con el cofri“anfdcv)k:

~'mv=move=mover, que en linux es como cortar un archivo.

28.Para pasar las imagenes resultantes a Windows, tienen que hacerse desde la
cuenta de root. Para pasar a esta cuenta hay que cerrar todo y en Menu de Inicio
elegir “Logout” . Nuevamente llegaremos a la pantalla de inicio.

Si no aparecen las lineas de login y password, buscar el prompt de nuestra cuanta
de usuarios y dar “$logout (Enter)”. Si maca errores y no aparece el prompt, dar
“Control +C” para que aparezca €l prompt y ahora si usar el comando “logout”. En
B la pantalla deberan aparecer las lineas de login y password. Escribir los datos de la

”’i;cuenta de root y dar (Enter). Para iniciar el ambiente de ventanas usar “startx

: H’;(Enter)” Desde el ambiente de ventanas en el Home Directory se pueden cortar o

. copiar las imagenes procesadas a windows.
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E Réco‘rdér dﬁe en el directorio de Root estan los directorios de W98=Windows98 y el
dlrectono de home=cuentas de usuario. En este directorio buscar el directorio de la
':”cuenta de usuario donde se hicieron las imagenes y de ahi copiarlas a W98.

. Nota Es peligroso trabajar en root si no se conoce bien el sisterna porque se corre -

el riego de danar el sistema. Trabajar lo menos posible desde esta cuenta»y,l_splq : '

utilizarla para pasar las imagenes resultantes a windows.
29. Para salir de linux, desde el Menu de Inicio elegir “shutdown” y lueg
“restart”. Si hay problemas, desde la pantalla terminal, ya fuera délv-‘
ventanas llamar-el prompt con Control +C, en caso de que 3
comando “shutdown -r now (Enter)” para reiniciar la maquin
apagarla desde linux usar “shutdown —h now”. ‘
Nota: si se quiere regresar a windows desde la cuenta de usuario
problemas, salir de la cuenta de usuario con “logout” y entrar a la de ro'o"ty

la pantalla terminal (SIN entrar al ambiente de ventanas) desde el prompt;

usar el comando “shutdown”.

Windows

30.En Photoshop, convertir las imagenes procesadas *.raw en *.tiff.

31.Formar una serie de imagenes en Metamorph, con la opcién

File: Build Stack: User defined

Seleccionar el directorio del que se van a tomar los planos e ir selecc1onandolos g

Hay que 1nd1car la distancia en Z entre cada plano. Vo
. _ La 1magen resultante sera un conjunto multiplano que puede salvarse como p1c s1: ‘
se va a utllzar el CAS después, o como *.stack si se quiere usar el Metamorph para .

o otros procesos.
32 Una vez con el con_]unto de imagenes reconstituido, las reconstrucciones

ns1ona1es pueden hacerse en CAS con la opcién: Movie, especificando los

Vangu os que 'se quiere abarque la reconstrucciéon. En Z el rango que puede
lde 1>x<10 micras. Si los planos se tomaron a menos de una micra la

n: saldra alargada en Z o si se trata de poner un valor menor marcarai

Bl_en puede hacerse en Metamorph, desde Stack: 3d reconstruction, este
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programa. si perrmte valores de Z menores de 1 micra pero esto deb especu“lcarse

reconstruccion tridimensional.

33. Si se quieren combinar imagenes se puede hacer desdi:'

Merge Se asigna cada imagen a un color diferente (azui :

a31gna un color a cada imagen y se indica si se quieren combinar todos los planos o

soquo’el plano en pantalla.

34. \Sl se quieren intersectar imagenes para ver donde hay contactos, esto’ se hace

g:_lcsde Metamorph, con Stack: Arithmetics:Logical AND. Hay que seleccxonarﬁ loys
‘ .?étacks=irnagenes que se van a intersectar y dar un nombre a la imagen resultante.
Hay que elegir si se quieren intersectar sélo los planos en pantalla y todos los

planos en las imagenes (Current o All Planes).
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