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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 sináptica o en el soma 

respectiva.nierite. La liberación somática está relacionada con el papel 

neuromodulador de estas neuronas. El crunbio de función de la neurona de Ret:Zius 

de n~l.l;otr'.arishiisi.ón a neuromodulación podría depender de la integración;d~las' 
e~t~~d,;s;~~~"s~gactiven por estimulación a altas frecuencias. 

,· EFpie~~ri't~l~ti::bajo. está dividido en dos secciones. La Parte I analiza los sitios de 

cé>'hi:~~t¿, ~rii~~;l~s dendritas acopladas eléctricamente para estimar su papel en la . 

hi'tewa.hióii · de· éstas neuronas. La Parte II es el estudio de las características 
~··:;' : ·:_;'·;. 

eméticas. de Jos potenciales sinápticos en respuesta a las entradas de las neuronas ., ,', .,,_'.',·:-· .. -.. • _::.4 

·· nieca.Pds~tisoriales a las neuronas de Retzius, las cuales ocasionan disparos de 

~ta:f~e~uenda; 
PaÍ-ala_páer se cuantificó el número de contactos eléctricos entre las neuron~s de 

Retzius'usruidó .. reconstrucciones digitales en tercera dimensión. Despliés de un 
,.,. - :,- «·.-·- ' 

proceso d~ deconvolución, se encontraron 45.6 ± 1.2 sitios de cont'act<)\'eritre·ellas. 

Esto.·a~IJ.~do···a. l~~roporción de potenciales sinápticos (PPEs) unitarlo~;,·J~~rió que· 

cacta c:l.endritá a.6oi:>la'.<la produce únicamente eventos unitarios y <l.iie'.ev~lit:ós dobles 

o triples.resGJtan'0del la integración en el axón primario de event~s-~Üiiitaiios de 

diferénfo:ScteÜ<lHtás,)os cuales se suman linealmente. , . '; '.; '·· .. · 

PaJ°a id: P::lrí:6fú ~e registraron las respuestas de las neuro~J~s d~ 2~e,~iús •. a 

estirnufacié>ncié)ri.euronas mecanosensoriales. Estas neuronas.r~~f;án.füei~rF~~.~u 

::::,,~n:~rro'::~:;,;:;;:;:::::::á::'c~b~=s~:~~l'l~Mi~jf:. 
estimulación de neuronas sensibles a presión (P) y a estirriufü:S;~:nodyos'..«NJ, 

. _·.»,] .; . _ . ·-.:,.~ -~, f < ,.,~,-'.: ·'.'Í~11~(:h\i-(~_;> ;;'·'.ii4\~¿.B :·i~:-,:~y~i~\; "·, ·. 
aparecieron después del segundo o tercer impulsos y su probabilidaéi'.b'ajo''ru'quinto 

- ·, .::Y·,:;'.· . '. }:k;·.:~~~:J\/.~~-~¿~~·::·:~-~;.(~;7~\;:,::~-:?~::: . .-·'.·~· ·": . ~-. 
impulso. Experünentós realizados con alto Mg++/Ca++ para·;re~l1cir¡latprobabilidad 

:n,:::ci;~¡g¡f;¡~r que los tres tipo;0 d:;i:~1l;lfr!:~u:;:::~=:: 



amplitudes•· y tiempos al pico de PPEs producidos por las neuronas 

meciuloserisoriales fueron diferentes a las de los PPEs espontáneos, sugiriendo que 

. '· se"frata'de distintas entradas sinápticas. Los tiempos al pico de los potenciales 

sinápÍicos se tomaron como indicadores de la distancia electrotónica a la cual 

·-· ftier-'bri'.producidos y sugieren que los contactos se encuentran sobre las dendritas 

n() )a,c~pladas. Las intemeuronas activadas por las mecanoneuronas establecen 

·.-'- /) CÓrít8.Ctos con ambas neuronas de Retzius en sitios distales al soma. Las ~:,~;~f:;~:. _, ·.,., 

" ;};¡·;efistribúciones de amplitudes de los PPEs variaron entre neuronas, sugiriendo que 

¡-;~~t<!Úfi.<lá: tipo neuronal tiene su propia vía polisináptica. Además, la fuerza de las 
'',.. ( :''/':'...·, ). .: ·:~,_:; . - .. ' -" 

:,};sinapsis varió de neurona a neurona y de ganglio a ganglio. En conclusión, éstos 
,:,,.,.,. '-h:~.,~' 

~ ;~'C:f~tos sugieren que las entradas que producen PPEs espontáneos a bajas 

· fr~ct.Íencias y que están situadas en dendritas acopladas eléctricamente, 

producirían la liberación sináptica. Las entradas sinápticas proveni~ntes .de 

mecanoneuronas producen actividad de alta frecuencia y están en su mayoría ~n 

dendritas no acopladas. Estas podrian desencadenar liberación somática de 

serotonina y activar la función moduladora de las neuronas de Retzius. 

2 



INTRODUCCIÓN 



1994). Las neuronas móduiadbras suelen producir efectos :rriÚUipies é:Iáhdo lugar a 
' ,•' -·-·, - - .' _,, _ _,,---.·.!· · .. ·. ·· ... ··- - . . '\ 

diferentes compor_tamieÍ"lt(}s.L8. neuromodulación · puedé, s<fr ~xtr"ÍI).~ec~ b fotrínseca 

-__ ,_ -'._,. !~'}. -¡::>:; ~,':_ :::·· .. ;:-~~·::·: ;¡'~~~-. ,-_:¿~.~:. -~--.... ~ 

I1ad~r(l~:fritonia (McClellan et al., 1994) y de sanguijuela (W'ili~<l;=~f~'si)'-~?-~n la 

. f~se'~p:etiti~a de la alimentación en sanguijuela (Wilson et al., 1 ~9~}?;It~~i~? ':Se ha 

~studi~dosu efecto en la modulación de los reflejos espinales y er1.·1~,~~¿~r~C:ión de 

p~ti:o!les )ocomotores en el sistema neIVioso de vertebrado~ .(¿;fhiii'~rr · 1975; 

S!==h~i~t y·J~rdan, 2000). Otro papel que se ha adjudicado a la s~i~i~hih~ é.s en la 

agre"~iÓn~~taiito en humanos (Young y Leyton, 2002) como enotros anirilales, por 

ejenipl~ ei'.i'íii langosta (Kravitz, 2000) y en ratones (Nelson y Chiavega:'tto, 2601). Se 

ha de~Ó~t;~do que la serotonina participa en la neurotr_ansmisión y · en la 

nc:;tii<Jrriodulación en Tritonia, al actuar en receptores diferentes (Katz y Frost, 

-
··~ -

El interés es saber corno una neurona puede pasar de la~~ rti~~ión de 

neurotransmisión típica de una neurona a la de célula neurorrl:od~ladora 
d~pendiendo de la integración de las respuestas generadas por di~Únf~ i{ivel de 

actividad en sus entradas sinápticas. 

Sinapsis Eléctricas 

Una manera en la que el sistema neIVioso transmite información 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, conocida como 

sinapsis eléctrica. Las uniones comunicantes representan una forma de 

comunicación intercelular en varios tejidos, incluyendo el corazón, el hígado, los 
~ 



;i) 

en 

este fenórri~no en 

( 1999). Los conexones 

penniteiie1füi'C>virniento de iones, que transportari la corriente de una neurona a la 

. otra §%i~cb~~~te se propaga sin retardo de una rieurona a otra, lo que favorece 

}espue~i~~sincrónicas de grupos de neuronas acopladas (Femández de Miguel, 

l 998)~\:ikri el desarrollo generan patrones motores durante las etapas embrionaria y 

po~~~~t~ temprana, tanto en invertebrados (Saint-Amant y Drapeau, 2001), como 

en yertebrados (Kiehn y Tresch, 2002). 

··Las sinapsis eléctricas también desempeñan un papel importante en la 

integración de las entradas sinápticas ya que en células acopladas por sinapsis 

eléctricas los potenciales sinápticos fluyen de una neurona a otra (Marder y Eisen, 

19~4;·n~:.lvliguel et al., 2001). Parte de esta corriént~ se escapa por la membrana y 

ºtri;_ nuY.~ ~o~)os.éonexones a la neurona contigua. Los conexones ejercen cierta 

;e~isl~&~fa€}i1~~~~~3rd~ corriente, lo que se denomina resistencia de acople (ra). 

Debidb ;·~Cí~{~~:s'Í~t~ri~iá. de acople al pasar la corriente de una célula a otra. el 
,. ·-·:·. ·:: ..... ~·-.·'>:-: '>.-.~-t :~·,-·· ;.-_':, ··: ... -: : .. -:.·,' ·._.· 

c~bi() g<!·~'7()It~je; producido en la célula acoplada es menor. El acople entre clos 

célula~ ~~'.~~f~~~ como el cociente de los voltajes en ambas células y representa la 

ta~ d:6 ~~o~le·: V.2/V.l, donde Vl es la célula en la cual se produjo la corriente y.V2 
. : , "·" -'''.~··: ~ ,..; ' 

es·· la ; é:e!~la; acoplada (Fernández de Miguel, 1998 ; Fig. 2). El grado de acople 

entreÚ~~'iUniones comunicantes no es estático y puede ser regulado por factores 

run'.~iÓh~~s o por factores secretados durante el desarrollo, incluyendo 

l'leu:r~tr~smisores (Laseter y Dowling, 1985). 

5 



Membrana 
- prcsinaptica 

/"- 1 

Poros conectando 
el citoplasama de 
dos neuronas 

Figura ·1. Estructura de la sinapsis eléctrica. Las uniones comunicantes 

consisten de complejos hexrunéricos formados subunidades llrunadas conexones, 

que están presentes en las membranas pre y postsinápticas formando un can8.I. ·· 

Los poros de los canales se conectan entre si, creando continuidad entre las dos 

células (Tomado de: Purves, et al., 1997). 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 
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A 
V1~V2 

= . = 
~I~ 
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2omvl~ 
20 ms 

172 2-71 

·v1~~ 

V2~~ 
40mVI 

100 ms 

Figura 2. Acoplamien~o eléct:rico en neuronas de Retzius de la sanguijuela. · A) 

Diagrama del ganglio y los dos somas en los que se inyecta corriente y registra el 

voltaje. B) Impulso de la célula Vl propagado a la célula V2. El potencial en V2 

tiene un retardo debido a la conducción del árbol dendrítico. C) Corriente 

despolarizante e hiperpolarizante se propaga de una célula a la otra en ambos 

sentidos (Tomado de: Fernández de Miguel, 1998). 
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Sinapsis Qulln.icas 

La transmisión sináptica química se· produce cu::i.ndo el flujo de calcio 

durante un impulso presiná¡:>tico ;gisparª)ª ~()C:~!p~is .~e neÜrotrans~isor de las 

vesículas sinápticas. El neurotransmisor, difunde a'. fravés de la hendi~ura sináptiCa 

~P=:~.: .• J~~:::":e·:~:e:::,:;::a:~t~~t~~f;~e!f 1~~ª~~:1': 
deternÍinadci~ iones. Dependiendo de los ·iones la ;e~puest~ se~¡;·~~}{bit~dora: o 

· inhibidor~.·ia acción del neurotransmisor termina por la acción d~·.:'~ri1'iffia:~~~l1e lo 

degr8.d.l:lll o por su recaptura por la neurona presináptica (Pitman, 1984)':'~},f'. .. J:~ (, . 
: ~ morfología de las sinapsis químicas es diferente a la de las eléct~?;s/(Fig. 

3). En el sitio donde se forma la sinapsis hay un ensanchamiento conocido corno 

hendidura sináptica, donde se vacía el neurotransmisor. Éste está con~eriid6 ~n ·. 
vesículas de entre 30-50 nm en la terminal presináptica. Se les denomina~e~íC:uias 
claras porque su contenido es traslúcido al verlas en microscopio electróri~cc/E~t~s. 
se· acumulan cerca de la membrana presináptica y se fusionan para liberar su 

contenido: En algunas terminales también hay vesículas con ¿•¿¿·t~tlido 
.,··::.;:·~:;_,.·;.::,_e·:. . 

electrÓcl~nso·; al microscopio electrónico, por lo que se denominan vesículas de 

núclec)'.~eÜ~~:y su tamaño es de 70 a 120 nm. Por lo general contieneJk~~btid6s 
que Jc;th~)~6mo cotransmisores que modulan la actividad sináptic~~· ~~6r~jt'im'bién 

- .. ,__ --.,-~;:_,,,_ 

puecfeh::/cÓD.tener mezclas de péptidos y transmisores clásicos. Las vesículas de 

nÍl~1~8'.d:~~~~· rodean a las vesículas claras y su liberación se asocia a altas 

fr~tÜ~il~i·~~'de disparo en la célula presináptica (Fernández de Miguel, 1998). 
'.["• ··,.· ·,· 

'<: r.:a\t~oría cuántica propone que el neurotransmisor es almacenado en la 

termfriJ:presináptica en la forma de paquetes o cuantos, de cantidad constante, 

que ~brfiiberados con una cierta probabilidad en respuesta a un impulso nervioso. 

Cada evento de liberació1?: es independiente de los eventos previos. La probabilidad 

puede expresarse como una distribución binomial o para casos de baja 

probabilidad de liberación como una distribución de Poisson (Del Castillo y Katz, 

1954; Redman, 1990). Kuffler y Yoshikami (1975) determinaron que él número de --

8 



Figura 3. Sinapsis química de la sanguijuela. A) Representación de una sinapsis típica 
basada en cortes seriados. La estructura presináptica contiene vesículas de cerca de 50 nm 
de diámetro y está separada del proceso postsináptico por un espacio de 30 nm. En la 
superlicie interna de la membrana presináptica hay una estrecha banda de material denso. 
B) A la izquierda, sección longitudinal que pasa por la banda de material denso, con 
procesos presinápticos llenos de vesículas. opuestos a procesos postsinápticos. A la 
derecha, sección transversal sobre la banda de material denso.(Tomado de Müller, K.J. y 
McMahan, U.J., 1976) 

9 



. .. --, ,. ' . ··-

moléculas . de .•acetih~olina por cuanto. para• l.ª placa ··neuromuscular·. de .la ;serpiente 

es de alrededor de·lO,bOO ~Ólé~ula~ .. É~.1~ san~uijuela, cada ve~ículaclara de Una 

neurona d.e Ret:ZiÜ~T66~·ftÍ~ne:ai~~¿feéIÓr=·de'4;7oo moléculas de serbtÓTÚh~;{ki°tlris .y" 

J
. ·ah:n, 1995.):.: .. • ,/<' •· ;t;;>~ • ./·• ··:. · :.· ' ·• "< > ·:: :·::·; -._:.:.~~- -,.- ~,_· -~~~)_, --:-:;':: -. . .• -- ';·-;,,-- ,_·;i,J.~~---~~~b·-~·,. -~';._~- ~' 

. La ~~ticl~~TS<lt!• ri~Jfofr~~iÜis'Or ·liberada por la terminal) ;BI-e~iri.~ptica 

~ª~~~~~l~'~Ji~~~~g;:i~l:~:s¡1tlil1§ 
y la liberación de transmisor hay una latencia conocida como reta,rdo-(siriaptico que · 

se debe mayormente ai tiempo que neva a abrir los canales,;á~}.~~+f}](t~·n·~~;·~t aL, 
1981). Este retardo varía según la terminal. Los potenci¿J~-~~;·~j'~é:~ti'86~\tienen 
cursos temporales variables. Los más rápidos correspond~sy;1:~~~l.~~tliHRi6-:~.:~~r 
neurotransmisor de canales activados por la unión de un ligaridó;:Esfos~pOtendales 

-. - ·.:·::_~ ~·~·:',"_: .. -;._~t>/ .. ·: \~''.'·\.''.~~----<"·"'.:_ .. '.:··.' 
duran de algunos a decenas de milisegundos. Otros potericiii.Íe~'X~iriii'.!>ii~o~~; ~ori 
rnu~ho mas lentos, incluso en un orden de magnitud (Marder, l 99~W.}~J{;¡.'~~':;:;X ·: .. 

. . . La fortn~ y la duración de los potenciales sinápticos en ~fp~Í~.b/cl~ brigen 

depend~~;qe)~s~~~l"~piedades cinéticas de apertura y cierre de }6~·r~cepfores -

canales y;.de!":ftiempo,que el transmisor permanece en el esp~ci6 intersináptico 
::::¡, .: ': -~¡,,.- . 

(Fertl.á:hc:Iti~ ~~ ::Mi~el, l 998). Las características de las respuesta~ sinápticas son 

UTl refl¿Jo'(i{;ja_''ici¿;nÚdad de las neuronas que las produjeron y por esto la forma y 

duración .·· (med.id.~s corno amplitud y tiempo al pico) del ~btencial sináptico se 

utilizan como parámetros para distinguir entradas sinápticas producidas por 

neuronas diferentes. 

Integración en Neuronas 

Para entender la forma en que las neuronas integran la información es 

necesario realizar un análisis cuantitativo de sus propiedades de cable junto con la 

morfología de las neuronas (Surkis, et al., 1998). 
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Las propiedades pasivas de las derÍdritas;JU:nto C::on la. foc.i:Í.liza~ión de las 

entradas siné.pticas determinan en gran part: }~~ :~Rli!i-id: y ·Al1E~C::i?n .·ci~ los 

potenci8.les posÍsinfi.pticos excitadores (PPEs)regis~raclos en el• soriia:•(Ráll,' 1959). 

Los estudios ,de Bloomfield y cols. ( 1987) sobre néuroria~,d¿l ~úcieci?g~#ic~lado del 

.gato y el e~tudio de Bras y cols. (1987) de las rii6t~n~ur~~~~'.;~d;{¡;~~1c{.·c~;re~ral del 

· gato, son ejemplos de la importancia de combinar.eLaI'lálisÍsdé'lás'J;;rópiedl:l.desde 

,,~~bl~- ton-la geometría de las dendritas p·~;_; :;;;:f~rid~~~~~d"ir~t~~fd~'; ;J<l6~· de 

. integración. ... '.; · < -e· :••, ''.}2 ·· · · .. 
Fatt y Katz ( 1951) demostraron que la amplitl.lcl!y?ettiefüpd ele '~uwd~.d~ un 

· potencial decaen a lo largo de la distancia a p~tiI":,~~{_:~~itÍ~ d~ iiii}~i~~igfiXias 
constantes de. espacio y tiempo definen la caída éectr~tónica_ de '.i(,~:·pofehcikies 
siná~tic~s. Dacio . que la membrana filtra señales ;·:(le :-ait~ rrf!~u~ncia.;';·¡~(¡6:~iija y 

duragi~h ele Jos~ ~otenciales son críticas para su,-p;o~~ación--a 10:1ii.;~d{1~;fibras 
. , . :·,e·-, .. ,"_,. ·''· .:'"«_ , . ·. - ... -- ; ,_ .. \:--·--· . 

nervio~~. ;Le)~ potenciales lentos se propagan má.s que los rápidos.''1 .. a:s señales 
; . . ! ._ - -

lentas § ;fios voltajes estacionarios se propagan con .una pérdida - debida 

fund~en.t'.~ente a la constante de espacio. Lafo~a ~~J\p~t~nci81 sináptico así 

como láresistencia de la membrana modulan laeficiericia de'.propagación. . . . . ..- . - ~·--.. . -- ~ ·'- . - ;, - : . . , . ' 

La georriétría del árbol dendrítico, en especi~:1a:~. r~ficaciones, también 

desemp~fiklln,papel fundament•al en la. propag~C:ié>iiE¡)Í3.~iva: de impulsos. Si la 

dendl"it~: Ú~?-~ ~~I1. diámetro co~~tante eLp?t;~S~~\::;é~~rá_ llniformemente. -. _sfo 
embargo, en<ios siti.os cie ramificación la relaciÓn}'e~tre'·el difunetro del cilindro 

madre y los-~de' lá.§ '--hijl:l.s alteran la caída del pci{erlciaL Para que l~. c~d~ de 

potericiaI sea homogénea, los diámetros de los cilindros madre e hijos deberán 

cumplir.la.función .de. potencia: 

cln.3/2 = L:d,,3/2 

Donde ~~,fes el diámetro del cilindro madre y _ dt. e~ el diámetro de los 

cilindros hijos·;}~iÚ:dh~/2 es menor que dm312 la caída de 'potencial es menor que la 

- espel-ad~; sfi~··~~i~~~é>; de igualdad se cumple, la fibr~ se comp~rta c~~o una sola 

de diánl~t~~2g~'~f~ie; si '.Edh 3 12 es mayor que dm3 12 la~~da ele voltaje sobrepasa 
;!',·.· .;::: ... > -··::·,:·':~.\·~· ·-~ ' -.-.. -,· .,, ., 
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Figura 4. Influencia de la geometría del árbol dendritico en la propagación del 
potencial sináptico. A) La geometría de los sitios de ramificación influye en la propagación 
de los potenciales sinápticos. La caida de potencial estacionario es exponencial a lo largo de 
cilindros de diámetro homogéneo. En caso de ramificaciones, si la suma de los diámetros de 
las dendritas hijas a la 3/2 es igual al diámetro de la dendrita madre a los 3/2 entonces es 
como si fuera una dendrita sin ramificaciones de diámetro homogéneo. B) Tres casos de 
ramificaciones con diferentes relaciones de potencia de 3/2 entre los diámetros de la neurita 
madre y las hijas. En a la relación de potencia 3/2 es menor, en b se cumple la relación de 
potencia y en c la relación es mayor. C) Representación de una dendrita con ramificaciones 
en las que se cumple la relación de potencia 3/2 y el cilindro equivalente, en la parte inferior. 
Cada número representa el segmento correspondiente. D) Potenciales simulados· que se 
registrarian en los segmentos 1, 5, y 9 (Tomado de Fernández de Miguel, 1998). 
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. La·. mayÓríá-_<:l(! 16s ;;c>tel"l~ia.h~~rsináptic,o~ :11:0 Ueg13.n ~Nfobraf f;o/.a:prod u ci~ 
un potencial de acción; por.~.lo que músha.s,de iesta~'ez1;tra?as·debf!~/aC:.1:uárjuritas 

para l.og~~:~~;~~~.~ir?'7f Jfrif ~1~~:~~L~;~~o:~xn+··?~~-i'f t~B?ri~-,~f r~Rl~§fa§-~é ~i~f~~~ntes 
botones ,smapt1coses1por; :rned10,:dc;!.):3-.·•sl!ma:,_espac1a}}'()Xteplporal~(f"t::mandez:·de 

. ~i0l~~±N~1:~!~~i~~!.~~~~I!~~!~f t;~1~~-~~~ti!t.i:: 
propios y los de su homóloga para producir impulsos (D~~rqi~~i;'ei;·;;J~~ 2óól): ·. . · 

La Sanguijuela como Modelo de Est:udio 

La sanguijuela fue popularizada por Stephen Kuffl~r 'y David: Potter en los 

años 1960s y ha sido utilizada por varios más en diferehie'~ líne¿~ de investigación: 

exocitosis (Bruns y Jahn, 1995; Bruns et al., 200()J_;·c ~pr~riaillij~.(Sahley, .1995); 

formación de sinapsis (De-Miguel y Vargas, ~O()()l;'desarrÜÚo(~~visiÓn ;por Krlstan 

:~;: ;.~di'}i~~~1~;~~;;~imti~i~!,~li~~t~tt~1;~~1~: 
integraCión'(De::Mig\.iéF'et(al1'~?~2001'; Qaréia~F:érez eh al~, :,enviado);:y(él 'estúdio.de·.los 

ft~'.~f~ff~~~¡~~f!~~~:~:~:~$!I~~~!~~~~ 
caráderlstlc8:s'¡;:CÜiiú:ines":a 'sus, ganglios segmentales. Cada ganglio . cóntier{e un 

>_· :~-,:.~:-·:;~--·::~,~-- ~~=~:.:~_::._¿y;-;/:';~j~~~:--:t~~-- :;~~~->- ~~~---- . .. . , , 
- núméro peqiieñC)';\'dé;rieuronas (Hirudo medicinalis 400 y Haerrienteria officinalis 

- ·_-;·.·_ ... -:::.:;".,; : .. ,:«".,:·::· :''.;1h?.;_:·'.~~B:'.-';':\:.·f~~··;_,i;{<.· . . 
320; i¿uJetd,o~!f,'tFernández de Miguel, 1996); las células de los ganglios son 

~ande'~ ,~- -~J-~hks de ellas pueden identificarse por su tamaño, posición y 

electroflsi8Í8~~; es posible realizar registros múltiples e identificar las conexiones 

~ntr~ :,;;~~{Ífüii>< determinadas. Ésto permite estudiar aspectos celulares, 

electi-ofi~iolótiicos, de conectividad, y hasta conductuales. Por todo lo anterior la 

san~iJ'il~1~ ha sido y sigue siendo un excelente modelo para estudios integrales del 
' ;, . ':: - • ~-··· '-!; '. :-- \..'.· ~ ~ ' . ,, 

· sisteiria¡n'ervioso ya que pueden abarcarse con un mismo modelo, aspectos a todos 
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SisteJD.a Nervioso de las Sanguijuelas 

El sistema nervioso central (SNC) de las sanguijuelas .está· compuesto por 

ganglios que se encuentran en un cordón ventral, y cada.upo:cl~;éstos innerva un 

segmento especifico (Fig. 5). Hay 34 ganglios. La:fusióri.ci~ 6Jd~el1Ósco~stituye el 

::2;=~~S:;ie~~~~~~:~?~~~}EtJJ[ll;t:: 
corren adyacentes a los ganglios. Los conectivos contienen variosiliíiiésfdeaxOnes 

rJ=~~:::::::~:·=~:~ ~: :::::~ ~;~~i~~il4({~~ 
SNC, en Hirudo medicinalis, está dentro de un seno sanguíriéó;!No':hay capilares en 

·:: ··-. ; ,-· .. : ~><<::i-~ >'};\t{~-:-;:.~·~;'.: .;/f:;-;:j:~,i~~-;{~~-~-~"/~j~:;-_: .. /~?--~ :·;:~/;- _: ~-<:/ 
el SNC, pero el intercambio con la sangre se da pór~difúsión:'túásVéelufas·están·· 

-> . . :. , -· --~,·-~«·[,<:~·_¿Z!~~<~~?--~);;·::,;;:::~~~:~::_~~~~Hi:-~·::-:~tt':t!:_-.ó~:~-·_,:~~~;4;;;:(-~.~+:t:•~'.: . :<~::: ,· '::-:, · . · .. 
segregadas en seis paquetes, cada uno de los cuales~:e~táfag'b'é:i,ació';.ªdina• gran 

. · ~-- ~ ·~;.:~ -~ -,~_:', :·: "1·.::_~~-::.;:s.~}::'~/~1}f _,_}~~--'.)(~-~Y:;'.~ .. ::::_'::, ·-. -, 
célula glial. La posición de las células es más o nienos;'.cótjstáriteiy?puéden ser 

reconocidas. Del lado ventral destacan: dos neuronas.'dc:!R:~Jiii~+~'\la~ h'~~~ohas 
mecanosensoriales T, P y N (Nicholls y Baylor, 1968; Fig. 6)"~ :·, 

Morfología de las Neuronas de Retzius 

Las neuronas de Retzius son las células de mayor tamafio en el ganglio y 

fueron descritas por el anatomista Retzius, en honor al cual llevan el nombre. Su 

soma está orientado hacia la parte anterior. De su base parte un proceso primario 

que se dirige.a la parte posterior ipsilateral (del mismo lado que el soma) y se 

bif\.lrc.a. ~~r~a. clel centro del ganglio. Cada neurona de Retzius manda ramas por las 

raíce~:,ik1~ii~te;~es y antes de salir se bifurcan para dar origen a ramas más 

delgad~~;~ue sálen por los nervios conectivos ipsilaterales anterior y posterior hacia 

16sgaíikit6s adyacentes (Masan y Leake, 1978; Smith et al., 1975). 
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Figura S. Organización del sist:em.a 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 está compuesto por s· 
.·.· ~.rul.ilios. B) Corte transversal de una sanguijuela. El cordón nervioso está dentro 

."• ~·· ' .-.· .. ' 

; . : .i'.: cÍel seno venoso ventral y cada ganglio de la cadena se Üne por conectivos e 

: ~;Jirinerva la pared del ct.ierpo vía las raíces nerviosas. (Tomado de: NichoÍls~'et al;, 

1992). 
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Figura 6. Arreglo citoarquitectónico de un ganglio de sanguijuela. Potenciales 
de acción en neuronas rnecanosensoriales. En el panel superior se ve la fotografía 
del ganglio de la sanguijuela con las neuronas rnecanosensoriales marcadas: T, P 
y N , que responden a tacto, presión y estímulos nocivos, respectivamente. 
También marcadas están las neuronas motoras AE, responsables de la 
contracción de los anillos de la piel. En el panel inferior vemos registros 
intracelulares que muestran potenciales de acción producidos en diferentes 
neuronas rnecanosensoriales. Las neuronas T disparan repetidrunente durante 
una despolarización sostenida. Las neuronas N se caracterizan por su gran 
hiperpolarización al final del potencial de acción (Tornado de Nicholls, et al., 
1992). 
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. .· - ·, -.' 

Lent (197~)idernp~tfó:qu~·:~a mbrfblogíay.fisfología'- á.edas neuron~s de 

Retzius .dé ..•• cuatx-o .• espec~es·distiilt~s····de'•sélng11iju,ei~ s_o~":s_~~Ü~c;~:::.Y8fg~s~_(.1_9Q9) 

~~5i~~ílll~llltf l~ili:ª~ii~il~ltlif lii!~ 
éontralaternTJdel;:lado¡opµesto.a;dcmde está•el.soma)>La-zonRde pontf1ctos:~nfré 

de 

es 

constante desde.Ja base hasta la punta .. El. 30 ·º(<> rest~t~"Jiéne:·df:<ll~a?a_ cinco 

ramifica~io~.es_;· ~os .. ·.diámetros de. las ·deg.d3~~?:/h:ij~f-'.h>d~ff·;~~li'.J~~''.t:~:~.·-·~·~~f~.n~ 
cumplen la. relación de potencia de 3 /2 ya que_::eLdi~étr0: de. l;:ís ._raniifk:aciones es 
similar~. d~ i~madre en todos los cas~~[Va}'fif~;;;;1~9B¡:_\·f,tk::~;?•;) ·fü~;<)•·:r~;Y! ... ·.·. 

· .. Estu?ios morfoanatómico~: .. ~~~~a}i'.t~:::.ri~.~
1

~~ ~:~i~~i~H·::·:~'~·'.l~s ,-_n~.u~~rlas de 
.Retzius de. Heamenteria officinaZi.S¡ü:>errnitiérorú cuantificar~ fos(¡:íosibles -sitios de 

. J··.:·· .... :> '-.· .:_·'<. . . . .. ·':{,;~>;'.··.r:.0··.: r~i~~-;:~-r~~},;.:;-n~~:··~.itf};:}y'.!,:f:t):~;;~i:~:::;'?7.~->-;:'}:·::· ... >'.:.: . ' . . ',·.' -<:·>'" .-~~-· . :·><~ . :- . . 
contactos entre las neuronas d•e'~~~i~~s>!~(:!{d~,~ef!ni?a1'.c'.>I1:,entre· 90y 120•posibles 

sitio's' '<l~ contacto, 80 .. o/~· d~.;, i~s~~i·s~~~~-·~Í*~~~}j'~fo~~e' •.. ·d~ndritas. mecliaibs .··.··no 

ramificadas con longitudesde'!:}8':µm promedio:y·~l!Yº diámetro fue homogéneo a 

:,;,;,~:1<,º'g~ .. ;;~1~:i~l~~~t~ThJ&i~~~j:~sf~::~::p:a~: d:n::•:::i: 
equivalente,(Vargas; }1999)':f>Éstosk'contéos'.:fse'/ieruizaron a partir de imágenes 
· · · · , - · · ~.:._\:·:. ::¿ ... :;: ·_:.:, .. -~- ::::~::~·~\·~~~Q:'r:::;'._:-~:::~.~~>.-~:~;~~;}~};{,~ ·z~:,~;~.~~,:;--::,/~'t-.'::~-r;r.;.=_::}.}::f _:.:-~:~~:,·,<~::::·~~Y_:'.¿?·:. >.. _ _ 
confoé~e's .. Sin' éi:nbargo;\á•pesá.J;.jde)qúe)á.rriicroscopía confocal es una técnica de -. ·' · > .. ---:.· ... : · .::: '.:·\· <::_~~; _ _-~-:!;~~~-- .. ~;y~;-~,:-;::,~~-:<-\!-,f;:_:~~(;1_):~i:'t\:~~.\~tf·:.!~:-;~J~-_;-¡~~-tJ::.··:)~<~-: :~;:'.,-.;.:· .. \/;\ .. ~r"'>· ,,.·¿· :: 

alta precisi~n·óptica; parai;estl"u~~;i.i~~s;finas,como las dendritas el ruido de fondo 

:~~~c¡:~~~~~f ~~i~tit~'.'}fi~~1ci p9r lo· que el papel de las entradas 
17 



Figura 7. Reconstrucción 'tri.dim.ensional de neuronas de Re1:zius en el ganglio. 

Se tomaron series X/Y /Z de dobles tinciones de neuronas de Retzius y se realizó la 

reconstrucción tridimensional. Las ramas en las que se establecen contactos están 

dirigidas hacia la parte medial del ganglio. Se aprecian otras ramas que se dirigen 

hacia otras zonas. 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 
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Modos de Liberación de Neurotransmisor en las Neuronas de Retzius 

Las células de Retzius son monoarninérgicas, producen y liberan serotonina 

(Stuart et al., 1974; Henderson, 1983) que se encuentra en las vesículas de núcleo 

denso (Kuffier et al., 1987) y en vesículas claras a concentraciones similares (Bruns 

et aL, 2000) .. ···El ... axón ,Primanº .. presentav~sículas ·ciar~~ y <.lt!>1~c}eo·d~~so,. 

·.·:~It~~~!!i~I~:~~lii~~n~~~~f~~~fíli~~,::. 
núcleo {denso~ liberan·. cerca de 80,000 ;;ffiolécul~s. La exocitosisc·cte·· 1as?:vésíéulas 

, cÍ~a~ ·~~~~~ .·~ás rápidamente y con rn~i~~ ;ie~uencia que la?J~ ;~; L~~~i~ul~s de 
. · •.·. ••::• .~ •. • .. ;:·<. : ...... '. . ·> ····.···,f.·"(;c_;•.·•·>· · · · ....•. ,,/1<~··•·'• ···:,·:i} 1:r,:.; •:;.:. :• .. · 
núcleo'.denso a un solo potencial de:acc1on::(Bruns et al., 2000; '.i,Bruns y::Jahn, 

• 1~9fü· ·;i; ·······•• .·.· .. · . . ......••... ;<:.~~ .. ;;1··Ls~<., .••·· .. · .·.·~·t1ty:_;~·11~f. ~> . ··•·.·· . 
·. , ..•. ''.La_, pregunta que surge :con resp~ctC> a:1a secreción de (!St~.s;s;,éll.1l:;ts:~~ curu es· 

el .• estí~~lo. que provoca estf ;~~~~1f~~t~~··i2·.i~0~ué .·d~pegd~~i~.~~-~I~~i~(~~~~0isor 
selibera. Estudios previos estímulahdo::adasneuronas de'Rétzms\directrunente. y 

_, ·'",: ·: > - : ·. .~- ::.,: ·, :_:-.' .. }:'·:>·:~;~.f;:.:,; w~t:~:~;~\~~).!,'.;.~:'1.--\:;~-; ··-_.:t,}.< -~:J. --~:'.'.·>. -::.·;· :: . . . . .?:~.!Y _·;;:,;:~:>,_ :/zt~r~- ,;;~~:~·.:,: :f!.:~r~t::·v:J~-~~\~};i>{;:.· ~?-.. . 
. midieh1º· .la liberació11,«_de"(sero~~I1inªl;,a~1,·sorr.iay de 'sinaps!~~·i{~u.e~tfan;(que· la 

···1ibe~4ci§n:;, ~.~.· •.. ::é~~~~~f~~~¡HR~~;~•·.~;~d~· .. ·:;~ri~·. ···relacÍón;~".·.~~3~it.\Jr~\·~~f,~~gS~{1~~~·.· de 
estinÚlládón;·,si~n~o Il:l~Y:ór~la\s~creción :a rriayor la frecue~~.ia~dézestirniilación. •Un 

· ;:~J~~!~,~~~~&iff~'.~::'.::e~~á::~¿f~~l~l~i7:::: 
hasta50Hi (Truetáet aL~ 2002). Otros estudios han mostrado 'elpapeLdel calcio en 

' - . ~ - -,··-- - . .. ,' - - .-.- -.-· ', - . 

'la secreción en éstas neuronas, siendo una liberación de calcio}:nducida por calcio 

(Truetay De-Miguel, 2000). 

Int:egración en Neuronas de Retzius 

Se han identificado entradas a las neuronas de Retzitis que parecen 

correlacionarse con los diferentes modos de liberación. Hay entradas de baja 

frecuencia que generan actividad espontánea y están en las dendritas acopladas 

(De-Miguel, 2001) y hay entradas que producen actividad de alta frecuencia que 
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provienen.··de_~éi~1is.rlie-cru:iosen~'orial~s~(B~~cksh~~. Tr~~tá~ Szc~l.lpkk; (ieC:Miguel, 

comunicacióri p~~s6na1)~······ ~·J_i;. ;;~~ ;.~-"~~-:~. ~~ --~- . ·-· •2-•· J:fr._~; ": .. • '< > 

Mori,t;g~~u~i:;.i:~~iI~~~¡~l~~~¿~~~~t~I~lW~li~~~i~~u~ 
tiene potenciales si11ápticos\(!si:nc:rónico_s :<iue ... ··tien'i!Ii: fas(!s ;'Y(:l~/A sl:ibi.cta~J rápidas, 

. :::;.•,' ·;·;·,'.>> <!~;;;;}::· ;~.'(_~·;::<·;:;:: ',:~ :;-;;~·~ · .. ':;{!:~·.:';;/~,?<·':\:, ~-t;": ·;~:--~.~): . ·'.;:<::; : .. ~';:: :;.?·. ·:;~·' .. ·'.;:.:\:,:~ 1-::.:~:'.~~,:::·;~:¡i~;~:,~:~'.~?:'.-~{?;~y- :~~\~t;:::'.:~<.~.; ).~1~,_~;~ . ~ ·-:~~~. . j-',: . '. ·:· 

sugiriendo que las •_sirl~psi~;sol'l· cerca.?1.a;a}:soxnª Y:•ql1~-~ist~Lt1P8- ~J:l~at:l~:scomún 

~~~~~;~titlllll~~f-~llllil~lllJi'i 
entradas sobre:)las~. dendntas acopladas de);cada;,:neurona~•;:¡:equ1d1stantei'· de la 

-, ·:::·_, , . \\~: .·:~_~;~~:·· {¡:;~~·:_:;~~~;,~:-~·:~~:,:.- ·:,.~ . . . .- º , : ·!<::;.::-:·<<.f::--~-'.;_~<x. '.~'":.f7~:_t~,:;'.:. ~,'·'.:fi:~~_:_·,:, ~~\ _/?~-~·:~:-\.:.<~:~ q.~~;~_u~~~;~;?(- _;-~~1-~,:··:/:~::~~-~ -. ~-· .. / 
sinapsis eléctiica (Gárcia-Pérez et al., .. enviado);,~;El~crüce(de~~P~sf:ªttráveskde la 

::::!i~¿~~!;ii:~:=~::7Y c;~~i]~c!f ~i'~¡&~:;~}~i!~~¡i~~~~i¡1argos 
· La:s: 'distribuciones de amplitudes'~de::P.f>§s'. ~:spon~árieos se :•ajustarém 'con 

curvas ~~ussianas~ don~e _I~s -~~~~~<>+~~~~~~SS~~.~,·~~~~~lt1~t*'~·;fü~1~~É}6:.~~S.1 ~~~e~ 
pico, _indicando que la1iber.ac1on,fue.:.cu?J1.ti~acon~p1s9s:que;c01n.c~d1an con·.eventos 

. _ . . . _ . _. ·:.· .> _·," :» ·.-·::<.'_-: ·:_~,"':·. -. r_·~?-~·'.-.~:·.".~·;r: .\.:~5~:-... ~,A' .. : l>~-:;.: .. <~~> .. :>t;;:'. :i?-:~-L';.>:,,;::·~ ;;~::::/f >(;-;:"~'~:]:~\:·:,"{::_~~ ':: ··· ;!; ~ - ¡ .. ;:> <-~ ·>·,·,';,,~:-.:. ::·; 
unitarios, dobles·y.triples.~Lái?te~~cic)Il'-de:Ios,rc:)teiici§ll.e~sinápti.~osp~a.obtener 

. ---

entende~·1~ 
obtener un estimado preciso •. del 

,·, .. '; 
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Figura 8. Efecto del acople eléctrico en las distribuciones de amplitudes de 
PPEs espontáneos de neuronas de Retzius. Al) Distribución de tiempos al pico 
de PPEs espontáneos registrados en una neurona con tasa de acople de 0.21, la 
cual se ajusta a dos gaussianas. A2) Distribución de amplitudes de la 
subpoblación con tiempos entre 4.5 y 6.5 ms, la cual se ajusta a tres gaussianas 
con el pico menor en 0.68 mV. Bl) Distribución ·de tiempos al pico de una 
neurona con tasa de acople de 0.42. ·.B2) Distribución de amplitudes de la 
subpoblación con tiempos entre 4.5 y 6.5 ms, que se ajusta a tres gaussianas 
con pico menor en 0.44 mV. C) Distribución de amplitudes de una neurona con 
tasa de acople de 0.54. El pico menor es de 0.36 mV. El inserto muestra la 
distribución de amplitudes de PPEs espontáneos registrados de una neurona con 
atsa de acople de 0.5 mV en solución con lOOnM de TTX para bloquear actividad 
evocada. El pico es de 0.37 rnV (Tomado de: García-Pérez et al., enviado). 
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dendritas (Fig. 9¡'.~S~ estableCió.que··ios PPEs·con tiempos cortos co~~resp~1'díal1 a 

un dornil1.io de~ e;i1:r~das ipsilat6~~eí3, rnie~tras que los PPEs con ti~niRº~' largos . 
eran entradas'Ci~} ·¿i0-mini0 ;0de:··1i~~¿ti;C:>~a contralateral que h~bi~!h~u'b.~~ Ja ... 

sinapsi~ ~tég!ii~~~;~~:~~R~*• de':~~iliacfones en las que se varió ef.c:;,~o-~>~e"':Ia~ 
resisten~ia'.cie acoí)le:;'(r~)'y~fa,C:o~stiilite de •. espacio se concluyó que e('va1()r}:\clt:i•r .. ¿es 

~~S!llf il~!~~~~I~i~~~;i~~~f ;~:~IA~~f !f~~·· .. 
inforin~dófi'd~rn3.~'.~Ütradas en las dendritas acopladas corno una unidad. Esto se 

logr~·pJ~-~h;i'iJ1il~ce de la cantidad de corriente que se prop~á dependiendo del 

valord~.1i:t'~~;isi~~cia de acople: a valores chicos la corriente puede propagarse a la 

neu~6n.a é::::{;I1i~~t~~8J y a valores grandes, aunque se propague menos corriente, la 

atenuacióri(seb· ·~hiri·¡;ensa por el incremento proporcional de ·la· impedancia de ·la 

dendi-it:i;(~e~J~~=}a1.;aumento de resistencia de acople) de m~era que casi no se 

::::~s::~:±~{~~~=;::~=~~::~¡;r~í~~r~~r~f ~~~~~· !: 
participación de las 1?:e:u~9~8:s.:9e Retzíus. en ~l:",n~~o.·;J~1ll~c];''5!_9~1);';quC:' se·. 

~~~3~~JIE~::::~~~~~~!,ll~: .. 
neuronas de RetziJ~ ;~il:;~itios cercanos al sitio de acople entre ellas. Deil'los~~On 
también que cada \.li:ik.: ~~ las cuatro neuronas P tiene efectos similar~s en' las 

neuronas de Retzius y que las neuronas P homólogas contralaterales comparten 

vías de interneuronas, por lo que proveen información 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 estimulación y que la señal es 

llevada a lo largo de todo el cordón nervioso por vías interneuronales. 
22 



A V1 

100° 

"' 
80 

~ 
§! 60 .. .. 
"O 40 
o z 

20 

o o 

B o 
100 

"' 
80 

~ 
§! 60 .. .. 

"O 40 o 
;;o: 

20 

o 
o 

re 

~ . ' '-.. 
. .. 

0.4 0.65 0.85 ~ 1.251.4 1.6 1.8 
t 

6ms 

"-.. ringer 

n=612 

6 8 10 12 14 16 

0.4 0.6 0.81.ClS 1.15 1.3 1.451.65 . . 
1 mMCa++, 6.2ms ¡ --· 2mMMg++ 

n=459 

2 4 6 8 10 12 14 16 
Tiempo al pico (ms) 

V2 

e 

D 

(V,) {v;) 
~ 

LJ..:~.T T ói... ... l 

rc-3DM!l rc•340 MQ 

Entrada a 

1.0~···l~··;~;~~~---·~:~~~~~~---··~~~····~1~·· ~~:.·~~:~~:·~·~~-~~--
··j"i. . .,,· ............................. ~"" .................. . 

O·· ······•···· --······J .. ······· 
Entradab ~ 

Figura 9. Localización de las entradas sinápt:icas. A) Representación 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 
espontáneos registrados en Vl, sugiriendo dos principales dominios de entradas 
sinápticas. Variando el coeficiente L, el modelo traduce los tiempos al pico a las 
distancias electrotónicas equivalentes en ambos lados de la unión comunicante. 
B) Distribución de tiempos al pico en presencia de bajo Ca++ y alto Mg++. En estas 
condiciones el segundo pico se hace más evidente. C) Representación 
diagramática de las neuronas de Retzius acopladas y de una neurona 
presináptica. Las letras a y b representan dos sitios de entrada. D) Amplitud 
normalizada de PPEs simulados vistos en Vl 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 (re) de 30 M.Q y a la derecha con una resistencia de 340 M.Q (Tomado de: 
García-Perez, et al., enviado). 
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ExperiITi~ritos . realiza.dos por Blackshaw, Truefa/ Szczupí:tk y· I)e~~i~el 
(comunicación:· p(!r'sonal) sugieren que las neuronas . de :'RétZi_usTrespp'ricien · a 

estimul~cfón~ ~ecánica en la piel y que su actividad se c~~~l~~i~ii;_c~n-~a'~cti~idad 
. de. las.:c~Aut~s·,:Ínecanosensoriales, respondiendo con. tre,n:~~sJ~~~-~~}~H~~-~~~fü~gi~ .. La·. 

respuesta de las neuronas Retzius sigue la de las neuronas f'.?, a~faJestimulación en· 
. ·:.;>·.;.·.',:-·, _,: '.·.:._. ( ··:· .-. ::'.{:~=<~~:~;~·-_i_;{~:':\:/'.":'}~:::>::~;;:~"~-:·:~f~;1(_:·i:0;~-¿~_J;)5-<· .·'',... - -
la pi(!lY lá respuesta de la neurona de Retzius es máxima_al acti~~~eila~:~Ful"onas 
P y- Ñ (Ver Fig. 10). Estos experimentos indican. que li~~~'.ii~hr~b~~·~l;~~,}~~~~zius 
responden a estimulación mecánica y que no sólo las neuroha'.~;]::B'0.~i~ri~.h ,;26Ütá2to · 

con las neuronas de Retzius sino también las neuronas T y N. ·• ' > . 

Neuronas Mecanosensoriales en la Sanguijuela 

Nicholls y Baylor (1968) identificaron 14 neuronas sensoriales centrales por 

su tamaño, forma, posición, propiedades eléctricas y curso temporal de adaptaci,ón: 

Al estimular la piel con distinta fuerza se activan diferencialmente las neurona~ 

mecanosensoriales dependiendo de la intensidad del estimulo. Hay 3 ~eJ;~>rlas 
sensibles atacto (T) de cada lado del ganglio. Al estimular la piel ci~I1·;,l:1Íi'}~diie 
breve de 2 rri.~}Ía~ neuronas T del ganglio central y de los adyacentes-2á'i~~:ii~iin-1 .· 

:·· : . .':e/··· _'(~-t-~~{~t,~J.<:.·_. ;? : :. ·-/;!,·.:':.,31:~~:_::-:~{~"-?-~ :.L~/i.··:··A;_:.'.~- < :i:· _; 
o 2 po1:enci8Jé~~'.de acción; la respuesta es de adaptación rápida. I-J?-Y'dc)s·~i"l"~ufcmas 

~::=:~~~!~\j~:r~)d::;a: 1::0n::'=:::. ~:s ::;:;:::K~l!~¡~g: 
dispad:m'.potenciaies de acción. Los potenciales de acción en las neuronas P sigtlen 

;. ':,- '·· '· ··-. - ' -,, ··. ·' -- ·-· 

alo~ d~-li:l.s neuronas T. Las neuronas que responden a estímulos nociceptivos (N) 

requieren estímulos de más de 50 mN para disparar potenciales de acción y son 

dos de cada lado del ganglio. Su respuesta es de adaptación lenta y siguen 

disparando después del estímulo. A esta fuerza de estimulo la mayoría 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 

raíces nerviosas ipsilaterales y conducen impulsos aferentes. Los campos 

receptivos de las 14 neuronas sensoriales son discretos y de tamaño, forma y 
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Figura 10. Estímulos 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 Velázquez-Ulloa, et al., enviado). 
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Figura 11. Respuestas de las neuronas mecanosensoriales a estímulos en la 

piel. Se realizaron registros intracelulares de las neuronas rnecanosensoriales T, P, 

y N. La preparación consistió en un pedazo de piel unida al ganglio segmen tal 

correspondiente. En (i), vemos la respuesta de la neurona Ta un toque ligero que 

sólo activa ésta célula. (ii) presenta la respuesta de las neuronas T y P a un 

estímulo más 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) vernos la 

respuesta de la neurona N, que necesita mucha más fuerza de estimulo para 

activarse (Tornado de Nicholls, et al., 1992). 
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posición const~tes,:i~~úñ.se~e~,t:ü.a"ptt=o y-;<l~,.u~·animal.·a otro._ sus.limites estári 
relacionados ~cm' las rliai-cas: natúrá.les'en~la 'piel' por lo que pueden seX: iclentifÍcados 

:,_--, _.·,_-.: ;;>:·. ·-:::~;_---'~-~--= ~'-_o:·.-o, --~;·~·: ,;_--~>-~--.:~·;-;=-o_:-'~~-:-:-~.-~~~;_,~,--·.;o_t~~-:-~·~;.t'~~1·'.-(.'('.-=c-.-~---~--::-,--2;·, - -:- - - ' . ·;-~ , :._.i·: >.···,~·º. • a sifiiple vista:. LÓs campos,sei•so(>rel~p#Ji en. sus márgenes con los crunp()s,,de 

neuronas'h?mÓl6gas del misrri9~i~~lic).:y~e los ganglios vecinos (NichoUs.~Beylor,. 
1968). :_:::<'::<··~,-·:: 

Los árboles dendríticos de las células mecanosensoriales son ipsilaterales 
• •• "·<'· • .,-,.--.·,, ·-

(Nicholls y Purves, 1970), aunque las neuronas P y N extienden rarm:is ~écti'n;darlas · 
a la zona contralateral del ganglio (Muller y McMahan, 1976; Gu, 1991:;'.*it~ü:;¡;: . 

Los potenciales de acción de éstas células también son disti.ntl·v'.<iS': ;E~~la 
neurona T son más pequeños y cortos que los de las N y P; las neur<:)nas ;N se 

caracterizan por tener una larga repolarización (Nicholls y Baylor, 1968):.: 

Int:egración en Neuronas Mecanosensoriales 

. . . ' 

Se ha mostrado que las neuronas T interactúan entre si a tr~vés. de sinap~is 
químicas y eléctricas. Las sinapsis eléctricas de las neuronas T s~m .rectiflcantes. 

Además, las neuronas T tienen entradas inhibidoras de tipo químico cocitrJ.(!5 al 
~~. •/.·, --·- ·/ . . -

menos a las tres neuronas T ipsilaterales del mismo ganglio y probableril~rite ~on 
. ., !'.: '~"._'.' . -" . . 

interneuronas que a su vez inhiben las neuronas T contralateral_esi~zf;éle} las .· 
ipsilaterales de los ganglios adyacentes. Las neuronas P producen inhibi~~c=;Jieii las 

neuronas T por un contacto químico que también actúa en las tre~ Il.~ti;~o~~s T 

ipsilaterales. Las neuronas P también hace sinapsis en la neurona N; p~~yciC::~do 
potenciales excitadores (Baylor y Nicholls, 1969). 

Hay dos poblaciones de neuronas mecanosensoriales que codifican. la 

información del tacto, las P y las T, pero las neuronas P son las relevantes para el 

comportamiento. Las neuronas T y N tienen una contribución menor como 

potenciadoras de la respuesta (Lewis y Kristan, 1998; Zoccolan y Torre, 2002). 

Carlton y McVean (1995) aplicaron estímulos mecánicos en la piel de 

magnitudes que imitaran el tipo de estímulos que una sanguijuela podría 

experimentar en condiciones naturales. Sus experimentos sugieren que las 

neuronas T interpretan el ambiente mecánico ya que responden a cambios en la 
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Figura 12. Morf'ologia de 1aa neuronas m.ecanoaenaorialea. Los procesos 

secundarios de las neuronas sensibles al tacto (T), a la presión (P) y a los estímulos 

nococeptivos (N) emergen del proceso principal y de sus ramas primarias; la 

mayoría están dirigidas medialmente. La. distribución de los procesos y su patrón 

de ramificación son característicos de cada neurona. Las neuronas T tienen ramas 

en la región ipsilateral. Las neuronas P y N extienden ramas a la región 

contralateral también. (Tomado de Müller, K.J. y McMahan, U.J., 1976) 
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· rararnénte·~aicanzado. De las tres mecanoneuronas, las neuronas T dan la mayor 
--··.' .. ··-

infonriación al animal sobre el contacto, aunque las neuronas P son también 

ocasionalmente reclutadas. 

Estimulación Mecánica, Int:egración y Neurom.odulación 

En la sanguijuela, se han realizado muchos trabajos sobre la codificación de 

los estímulos mecánicos en la piel por los receptores mecanosensoriales y como 

éstos a su vez interactúan con una serie de interneuronas y motoneuronas para 

llevar a cabo un patrón motor o comportamiento especifico. Ejemplo de esto son los 

trabajos sobre la flexión local, el nado, la aliinentación y el acortamiento en la 

sanguijuelajNicho11s y;Baylor, 1968 ; Baylor y Nicholls, 1969 ; Nicholls y Purves, 

)9z2·(i&i~f~':et:~·aj~Jj9~2; Kristan, 1982; Lockery y Kristan, 1990, a y b; Lewis y 

.. KrI~t~,\;1tj98~;fpfu~1:dy Torre, 2000; Zoccolan y Torre, 2002) . 

. \. ,_·E;h,d~J-1hi~a dá investigación, otros trabajos se han enfocado en el papel de 

'la, ~e;oid'i-iiii-a}~cifuo modulador de los comportamientos de la sanguijuela. Willard 

(19~ÜrepórtÓque la estimulación de neuronas que contienen serotonina logra 

actl~ai-. ·el programa de nado. También mostró que las neuronas de Retzius 

fucremerttan su frecuencia de disparo durante el nado y generan los altos niveles 

de serotonina en sangre que siguen a episodios de nado múltiples. La serotonina 

~ecretada por las neuronas de Retzius también desempeña un papel en la fase 

apetitiva de la alimentación 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 serotonina en·.1a :sdnitlij{iela. también modula :r()~~~ i~ci~~Y~1~s~iddád 
sináptica como el apreridiW_je(s8_h1¿;y, 1995) y el bloqueo de¿on_d.~(;d?nºcoú.)991). 
El trabajo de Mar y r);~p~8.u.(1996) mostró que la seroto~iÜ~'.}1~6~r¡d~~P6~ las 

neuronas de Retzius m~dula el bloqueo de conducción de 1oé~~~~6·s~r~ce'ptÍvos 
menores de las. ~eu~onas mecanosensoriales. Burrell y cdl'sf >(ª~ªi' ~ 2002) 

mostraron que la··serotonina también modula los patrones.deaé't:iyidad:cle:la;célula 

s, responsapie de la deshabituación y sensibilización del reflejo :de acortamiento de 

la sanguijuela. 

Los trabajos sobre nado habían demostrado que las neuronas .de• R.~tzius 
eran activadas ritmicamente durante el patrón motor de nado y que .. liberan 

• ser¿tonina masivamente y de manera difusa al SNC de la sanguij~ela. Las 
' . .. : 

n~uronas mecanosensoriales ya habían sido caracterizadas (Nicholls y Bayl()r, 

1968; Baylor y Nicholls, 1969; Blackshaw, et al., 1982) y eran buenos candida:tos 

p~ hacer conexión con las neuronas de Retzius; ya que se sabía de su activ~ci:ón 
en el nado y en ¿tros comportamientos que son modulados por serotoriina .. :;;<:< 

Wittemberg y cols. (1990) estudiaron las diferencias entre las c,p!l~~ii~s.~é 
ganglios. sexuales con segrnentales y concluyeron que las neurona~·:p);;ii.e!len 

contactos polisinápticos con las neuronas de Retzius. Szczupak y ~~iá_ii\~~Tí9~5) 
cara~terizaron el tipo de contactos entre las neuronas P y las ::de,'{[{~~i~s y 

... plantearon que las neuronas P podrían producir la liberación masivl:l ·d~d~~i~tbnina 
• < •• ~ 

de las neuronas de Retzius. Estos estudios apuntaban a que las : neuronas 

mecanosensoriales pudieran provocar liberación masiva de las neuronas de Rei:zius · 

y desencadenar la modulación de los comportamientos de la sanguijuela. 

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

El presente trabajo pretende estudiar el número de contactos entre las 

neuronas de Retzius como un índice de la contribución de las entradas eléctricas 

en la integración 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 características de entradas que pudieran permitir que una neurona 
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pase de.tener;Hbe~ación sináptica a somática dependiendo de la integ~ación de los·· 

estimulas que les lleguen. 

§~i:j'6;~~~ que la activación de las entradas de. las .... •. n~~;Ónas 
meca.I"ios¿nsÓriales pudiera desencadenar liberación sornáticade.serotcmilla:· De .ser 

así, el nivel de actividad de las neuronas mecanosens~ri::ile~{'~~ria l.l~b d~ los 

factores que regularía la cantidad de serotonina. liber~d~ .'.'k?:X-¿l::t1'3 neh~¿nas .de 

Retzius. 

HIPÓTESIS 

La actividad eléctrica de baja frecuencia (0.5- 5 Hz) de las células de Retzius 
" .:'· .·:·: .. - ·' 

es generada por potenciales sinápticos espontáneos que se originan '.en las 

dendritas acopladas. Esta actividad desencadenará únicamente liberación 

sináptica de neurotransmisor. La estimulación sensorial mecánica igcrem~nta la 

actividad sináptica en las neuronas de Retzius hasta producir en ellas trenes de 

disparo de frecuencias hasta de 10-50 Hz, que correlacionan con'!a liberación 

sOrnática. 

La pregunta a estudiar fue si los potenciales espontáneos y los evocados por 

neuronas mecanosensoriales .en las neuronas de Retzius son producidos por la 

misma via. 

a) De ser así, los potenciales producidos por las neuronas T, P y N se originarían en 

las dendritas acopladas. Al aumentar la probabilidad de producir potenciales 

sinápticos en ellas, la integración se iniciaría en estas dendritas y no en el axón 

primario. Los cambios presinápticos en la probabilidad de liberación, el número de 

dendritas acopladas y la fuerza de la estimulación determinarían el efecto del 

acople eléctrico en la integración, de manera que la suma de PPEs dependeria de 

las diferencias en el tiempo y en las amplitudes (asincronías y asimetrías). 

b) De tratarse de vías distintas, la localización de las entradas sinápticas 

determinaría la forma de la integración. 
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OBJETIVOS 

Objetivos Generales 

Parte I) Cuantificar los contactos entre pares de neuronas de R,<:tzius·a partir del 

procesamiento y análisis de imágenes confocales con doble tinicón para poder 

predecir a partir del número de dendritas acopladas y de la. ~rob~bilidad de 

aparición de eventos unitarios, el tipo de integración que se lle~l:t 8.cabC>. 

Parte II) Analizar las características de las respuestas de las neur6~a.s de .Retzius a 
'' . ' 

la estimulación de las neuronas T, P y N para probar a) si- comparteri vías 

comunes y b) si son las mismas o similares a aquellas que producen los 

potenciales sinápticos espontáneos. 

Objetivos Particulares de la Parte I 

a) Cuantificar el número de sitios de contacto mediante im~enesconfo2aJ.es enX, 

Y, z de dobles tinciones de pares de neuronas de R~tzÍl1s ~()f ·n1ecÍÍ~ d~l· proceso 
' - - ·"' , .. ~ , . , ~. ' ' ' ., . .'. .- .. : . 

de deconvolución. Lo anterior permitirá eliminar el ruidb ict~ifrC,h.citf y~obtener . - .. - .. w . ~ . . ' 

imágenes de mayor contraste y def"mición, diferencialido·las ~eri<irit:~~ de> las 

neuronas de manera que sitios que parecieran ad;ii:c~~t~s ~ \::1~bido a 

superposición de luz fuera de foco serán eliminados. 

b) Analizar estas imágenes cuantificando el número de contactos. 

Objetivos Particulares de la Parte 11 

a) Analizar las respuestas de las neuronas de Retzius a la estimulación de 

neuronas mecanosensoriales. Se medirán la amplitud, tiempo al pico;. latencia y 

la probabilidad de respuesta por estímulo para cada célula. Estos p8,rámetros 

darán información sobre si las conexiones entre las neuronas 

mecanosensoriales y las neuronas de Retzius son las mismas o diferentes para 

cada mec~oneurona. 

b) Mediante la utilización de ringer con alto Mg++ y a.Ito Ca++, analizar la 

naturaleza mono o polisináptica de la interacción neurona de Retzius-neurona .. 

mecanosensorial. 
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MÉTODOS 

Disección. 

Se aislaron los ganglios de .acuerdo a Nich.olls y Baylor (1968) C()locándolos 

en una caja de Petri con Sylgard y soluci?n Ringel"~ i,,~;~~ge:rj:;t deg~gliC>s·seclavó 
al Sylgard con la parte ventr~ haciaarrlba. La caja de P~tfrsecoloC:ó er1.:elsfotema 

de registro bajo un microscopio estereoscópico· para . ·• stí rháriip'Úl8.ción y 

observación. 

Identificación de las Neuronas de Interés 

Las neuronas de Retzius se identificaron por su ubicación y por ~u tamaño, 

al ser las neuronas más grandes con un diámetro promedio de 5.3 'inicras (Lent, 

1973). El registro intracelular confirmó la identidad de las neur.e>n~si.(páteiu:ial de 

reposo y de acción similares a los reportados por Lent (l'gl~):~:~i,§.~· ri~uronas 
, ' "·- :·; < '·.c::·. ' " .i -· , ' ~ : .... 

mecanosensoriales en el ganglio (T, P y N) fueron identificadas pbtsi{tk'afi:() (las T 
- - .. '_' .,:::·~ ~·-_'.·;.~\-~-· '·::~{:,·::· ... :, _::~:,'.::/\.:: ··:: ::/;;.'. 
entre 20 y 30 µm; las P entre 30 y40 µm y las N entre 35 y.•45 1.Ú:n)y'·.Por su 

posición en el ganglio, encontrándose en .los paquetes laterales arit~Bo~_•(Ty~N) y 
'"' ' , .... ' 

posterior (P). Se corroboró su correcta identificación registrando intracelularrnente 

y estimulándolas, de manera que produjeron un potencial de acción, que pudo ser •1

1

• 

reconocido por sus características y relacionado a cada tipo de neurona 

mecanosensorial (Muller, 1981). 

Obtención. de las Imágenes de Dobles Tinciones de Neuronas de Retzius 

Las imágenes utilizadas en el presente estudio fueron realizadas por 

Mariana Vargas, Verónica González Arce y el Dr. Francisco Fernández de Miguel, 

quienes realizaron las tinciones de las neuronas, el montaje de las preparaciones y 

la toma de imágenes por microscopía confocal como parte de un proyecto de tesis 

de licenciatura. El presente estudio utilizó éstas imágenes y las procesó mediante 
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deconvoludón para)ogr~ una: caracterización más detálíacia/de los .cOntacfos entre 

las néur<:'>nas·~~:.~«:~i~s:·Para determinar el nú~~X:~~-~.<; i~?~~ ci~fi~-~ºP!§lct~:entre las 
· neurc;I1as aé~,-~etzitis~.st!Tanalizaron imágenes ... confoca}es·;cte tincionés dobles •de. 7. -· 

pares'.de.zi~\l~,P~~~~~~·~·úJ~ementeria officinnlis. Un~ Ii~~·~oiia de Retzius d~~·cada par 

fue teñida con·A,rií'::ifi.!Jo, Lucifer y la otra con Rojo Texas. Estos colorant~s fl.J.eron 

elegidos p()~quc:!•';;;.o:cruzan la sinapsis eléctrica y debido a que sus espectros de 
--~--)-:_·~--:~,!_~,'..-o'o.,_=0...::---'-' -- -- e 

emisión casi rio se•sobrelapan (picos de emisión: 522 y 680nm, respectivamente). 

Para inyedt~ el colorante se utilizó un puller de micropipetas Flaming-Brown 

modelo P-97, que permite estirar capilares (capilares 30-30-0 de la compañía FHC) 

controlando la presión, fuerza de estiramiento, temperatura y velocidad del proceso 

para obtener resistencias y formas de punta con las características necesarias para 

diferentes tipos de experimentos. Se creó un programa para registro intracelular 

para obtener electrodos con resistencias entre 15 y 30 M.O (con KCl 3M). Los 

electrodos se llenaron con una solución con LiCl 0.1 M para inyección de Amarillo 

Lucifer 3%1 en agua destilada; con esta solución las resistencias de los electrodos 

fueron de 80 a 100 MQ. El colorante Rojo Texas se diluyó en agua destilada, se 

agregó verde rápido al 4o/o y el electrodo se llenó con KCl. Los coloran tes se 

cargaron en el electrodo por capilaridad; dejando que se llenara la punta y luego 

llenando el electrodo conla solución conductora correspondiente. 

Una vez llenos los electrodos con la solución requerida se acercaron a la 

célula requerida mediante manipuladores especiales, hasta acercarlos a Ja célula 

requerida. Se ajustó la iluminación y se empalaron las células. 

Amarillo Lucifer 

Este colorante está cargado negativamente y se inyectó por iontoforesis. 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 inyectó mediante una bomba de presión, monitoreando 

visualmente al microscopio que entrara suficiente colorante a la célula. De ésta ·· 



. -. - ' - - .': . .. - . .- ' : .··' '· ·.·. . 

forma, se ~Orificó que Ja ".'lula c~rnispin<liente se iliiera áe ~erii~; 1dd1da~or de que 
el Rojo Texas ~ahibié!l,había e~·tradb~ la célula. . ... . . .·. :. . . 

·· · ·i:>aia'.h:Üa6~·¡"c,::~¿~1~r~t~s;.=~edejó e1 ganglio con .1as ~~i~~s{fr~§.~~tadas en 

soluciófr rÍ!l~~r• por 'jO:: rrtl~utos para dar tiempo de que· ~lirl{h~i~fa<~a~ia las 

. raritlfi¿a6i~~¿~'. Lll~~o~e fljÓ con paraformaldehído al 4 o/o e~ f>~·stB~i·ci~~~;Horas. Se 

Javó cori PBS~ !se deshidrató en alcoholes al 50 %, 60 o/o, 70 %; 80>0¿.,;·9cj°.% y dos 

. veces eil: ioo %, por 10 minutos cada uno. Finalmente ~e ·~~i~Ó·y rii~·ntÓ en 

metilsalicilato. 

Adquisición de Imágenes por Microscopía Conf'ocal 

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

abarcaran el árbol dendrítico y una parte del soma de la neurona en el campo de 

visión al moverse sobre el eje Z en pasos de lµm. Las coorden.adas de X, Y se 

mantuvieron fijas. Se utilizó un objetivo Nikon de inmersión.en. ~ceiÍ:e, 40X de 
."_:-.:: :.:.:. ::~;:~-- J.;:: ·;-;-,,.. :;;·'.•; 

aurnen to. Y,·.~. o . d~ apertura numérica. _ --:. ·~:_,~;":~~~f;~~:~;:_ -~}' ·_ ~ ... ;.<::·:t_).:' -,·: ... ~~y::~, 
· Cada preparación constó de dos neuronas tefiid13_s . con .• ~ (:olorab.t~s que 

:~u~res¿án~~distinta longitud de onda, las imágenes se t,~füi#,~r~!~~~~~~e~~·c,i~.los 
.paráJnetros de espectro de excitación y de emisión para.cadafcokfrante\(480.:nm 

::::~n;e=~: ::n e::::l:r::teel a~a:;a d:uL:~ñ:i~~!g~~j~~~0v: 
tomados todos los planos de una neurona, se cambiaron/los;"pai-á:nietrps ·.de 

excitación y emisión (588 nm excitación, 680 nm emisión .Paia~l~i>jJ~~'T;~~s) por 

los del otro coloran te y se procedió a adquirir las imágenes de esta otra cé1:G:i~'. 

Procesauiient:o Digital de Imágenes 

Los diáJnetros de las dendritas de las neuronas de Retzius varían entre 1 y 

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

los puntos de contacto entre las dendritas, se obtuvieron imágenes de microesferas 
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fluorescentes de diámetro conocido (0.5 µrn con fluorescencia verde y 2 µm con 

fluoi-escenci.a rc>ja). Estos diámetros están en el intervalo de diámetros esperados 

para los puI1to~ de contacto. La capacidad de resolver correctamente el diámetro de 

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

neuronas· pueden ser analizados. 

Se adquirier~n series de imágenes en X, Y, z con pasos en Z de .0:2 µzn'. Las 

series de imágenes de las microesferas de 0.5 y de 2 µrn se proce~~~n por 

separado mediante el algoritmo de deconvolución del progr~á··~*COSM 2.3 

(Conchello y Lichtman, 1994; Conchello, et al., 1994; ConcheÚc:>~.199s; Conchello, 

1995) utilizando diferente número de repeticiones para ver ·~dfuo áfectaba este 

factor el procesru:niento de las imágenes. Posteriorm6I1te.· se realizaron 

reconstrucciones tridimensionales de las series de imágenes resultantes de los 

diferentes números de repeticiones. Se cuantificó el diámetro de las micr9esferas y 

se corri.paró con los diámetros obtenidos para las reconstrucciones tridimensionales 

de la~ ~2ries originales, teniendo como referencia el valor de diámetro conocido. . 

Bl algoritmo de decon~cilución del progrruna XCOSM permite restar. la luz 

ftiera·de foco de la imagen ·~~bulandoda función de desvío puntual (FDP) del 

conjunto de imágenes. La FD~:éiti6ú1iiéomo :6s .desviada la luz para cada punto 

proceso•.tepetitiv:O.'<iue~resta?}la'F'D~/deXcadafüuntó'para·ca.da plano .. de la imagen, 
"_ ~,, .:_-?·;:: r:;,y; ·{··' .~f.\~.:</:~~~t! .';~!'?;;{~-::'.-::2t"', ;~;/.,e;>~~'.~::.'- --:~:\·:·, ... '.·~--;·:_: .. '.~- ~·;:_·: ::·/~/., ... >;.J: ·>:tf~~:_ ;,::/\:·.· t}\:; L~ ~)~:-' •/Jf.;~··.,::_,_~t<;: i·~:;,:_~'.: · -é~::;:_ ~: ·-:/-_: '¡:: ;. · .-_-__ .. ' ... . .-. . ---

·porlo.,que se:.Q.btii,::rien imágenes démejor,calidaci y~cQn)p,er,iosll1z.fuera.de foco. En 
· · ·-'.- -·_;::.:·: ---·::: ::;-<::;-~\:~:·· :\'.:.\~'.(._-·1:-¡-~,·. ·T<.Y :: ·x:·<: · -.. ~:.. ·-:· .·· · -.' :. ,~_-- · .:~:·:::~··:·\\;-! ~-, · ~~~:<.i-~;-~~:,:/.z> ~/:{:t~:·: :; \::.-.. ' .. ·~\'.>··<,::·~},-.·~.;:.>,,/;_:; · ·t·:~~~_, __ ·;:)~, .:_·:~.:~~--; · l ":· · 

el caso dél•_coriteo .de contactos sinápticos~· es :Vital• ql.feUas ü:ná'.geries que• se vayan ·.:"· . ._.·.--,_ ·._ -> ~-~ - .. ;.:-::>·-.:? ~~:_. if''"_-:' .. :.,,~·:. .- . "' - .. · .. . . . . - -·. ·:·y:..-_--:',~~'..-·:·::,-~<:.-.: ~.::'T ·:~ ... ~'-:7_~c_:_./:-?-~-_:· -. .-<-::t_~:,-, ;:-;-:-""":. ''.: ·<- -,._ ./:·:,. - . .- . . -
a.utilizar'tengfui/muypoco ruido pará.pÓdeÍ-disdzÍguif las·iieU'rftas y los lugares 

dondese establecer:i. los contactos. ' . -.• 
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Los conjuntos de imágenes origÍncles de pares de neuronas de Retzius, una 

vez probada la eficacia del proceso, tambÍi!Tl. s~ procesaron por medio del 
- -'-<' 'o:.,,_-.' - - ~ e·~~, _•" -

algoritmo de deconvolución del programa XCOSM. 

Cuantificaciones Anatómicas 

Las cuantificaciones anatómicas se llevaron a cabo con los programas 

Metamorph 4.01 y Confocal Assistant 4.02. Para determinar 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 imágenes tridimensionales de la neurona con Rojo 

TexaS>Y la de Amarillo Lucifer de un mismo ganglio y se obtuvieron imágenes de 

l.lna de las neuronas en color rojo, y otra en color verde (las tonalidades escogidas 

para las neuronas son arbitrarias y pueden cambiarse a voluntad). Se alcanzaron a 

distinguir puntos amarillos en la zona del árbol dendritico de las células. Estos 

puntos representan los sitios donde las células coincidieron, es decir, donde hubo 
'.,'~·, 

contacto. .· •.... ··. . ,;f,i, :;y, ¡~:!:_,y;J,::':i·Y . 
La sl1ma•de'i§~eI:\e-S'J:~h:oJresuelve el que alguno de los puntos amarillos en la 

imagen S<'.>VR~~~é(l~~:~6n~:i~!~s o a sitios donde una rama de la neurona.verde 

pa~e por~~g:á_j~'.o\arJ:iba de una rama de la neurona roja, sin que éstas se toquen. 

Áun ~i~.'.hé.b~r: ~~ntacto, por la combinación de colores en el caso de imágenes 

sJrnada'.~; 'se verla un punto amarillo, que en realidad no corresponde a un 

contacto~ .. 

. P!:ira s8lvar este problema se utilizó una operación digital del programa 

Metruiio;phque permite obtener la intersección de dos imágenes a partir de planos ,._ ,. ' ' 

·X, Y deii:Í.s reconstrucciones tridimensionales de cada neurona. Los contactos entre 

dos neur:onas corresponderian a los puntos donde se intersectaran las imágenes,. 

esto es, donde las dendritas establecieran contactos y hubiera superposición de· 

estructuras, es decir, intersección. En esta modalidad, no existe la posibilidad de 

·tener puntos que correspondan a ramas que se cruzan sin tocarse porque solo 

quedan los puntos donde los pixeles con luz coinciden. 
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Los conteos de i10~ puntos. de contacto se realizaron comparando las 

imágenes de :Jb~· c~nt~ct'os' obtenidas por intersección con las imágene~· de 
=~=-=·- '-:-~:=;~- -;f7°-'-0,'~-;;¡c"-,,-,,7--:""··.";-;!-o=c ·,-.- --~ - = '- ~..=:---·-- ;-=-,,-• ----

superposición _de lós contactos con la reconstrucción tridimensional de una de las 

neuronas del ~fu. ;co'I"l:-e~~ondientepara asegurar que los puntos de las imá~enes' de 

intersección efectivamente fueran sitios sobre los árboles dendríticos y no 

artificios. 

Registro Intracelular 

Se prepararon microelectrodos para registro intracelular de la manera 

descrita. Los electrodos se llenaron con KCl 3 M y se introdujeron en un sujetador, 

que sostiene al electrodo y lo conecta al cabezal, el cual es controlado por el 

manipulador. 

El cabezal traduce la señ.al eléctrica de la célula a un impulso digital que 

puede desplegarse en el osciloscopio y/o adquirirse en la computadora. Se 

introdujeron los electrodos al bañ.o de la caja con el ganglio y se midió y compensó 

su resistencia. Con ayuda de los manipuladores, los electrodos se rnoyieron para 
. ·, ,·o ' 

empalar las células. Se midió su potencial de reposo para estimar su c.estacl.o· :si 
·, - . ,_:·::::- .·.º:'.~<~-\-.;.J.:::: .. '".-~ 

estaban muy .despolarizadas con respecto a su potencial de repos.<?.:~;i:i_c)rnial ... se 
' - .. ·'·· - - -'j::1 :'{~':·'·~·--.:>~~:-::";:"!• 

desechaban~·. ·::\ _ : ,;: . 

LC>s ritlcroelectrodos se conectaron a preamplificadores (Al~o~t}}-Perfect 
Electre'riig~)fé~silea, Suiza) y los registros fueron filtrados por un fiitl-h ~~~~~l con 

un~ 'ri'~~{i~g~ia de corte de 400 Hz. Los datos fueron adquiridos utllizando una 

tarjeti~kóg¡ca-digital de modelo Digidata 1200 (Axon Instruments, Foster City, 

California, E.U.) y los programas Pclamp 5.0 y Pclamp 8.0. Los datos fueron 

almacenados en una computadora para su análisis. 

Análisis de Conexiones PoliSinápticas. 

Para determinar si las conexiones entre neuronas mecanosensoriales y de 

Retzius eran mono o polisinápticas nos basamos en el trabajo de Nicholls y Purves 
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(1970) yutil~os una··s~lució11\d~ Mg++ 18 mM ~/c8.++ 15.·mM;;\~~rizÓn ele Usar. -

alto .. ca++ y Mg~;+ és qué alias conceI1tr~cio!ies ?~: ~atic:>11~s_, ~i~~e~!~s"J~fü::refüen tan 

·.:t~~~~~~~.~~~~t;~::·i~:~i~3~1~~3i1~~~~~i~i~~:·. 
sigúien'.te.:·\Shlá:conexión es monosináptica se sigue viendó'respüé~tá;;:a.unqu'ede-

""-___ -~·";=-'~-:>~:'.'°~.-.~;;;~,---;:;-"-:':o=~-,"=.~:~: :o--_-o--·-.-, ce - --'.- .,e;! /--'..-·.'~'.~}:.;/~~/:):~;;~·:':·:·._~JC'j::\'.'·~~?;.': .:·;~~'.·,· .· ~·.·~· -- - . 
rrienor• amplitud. Para mantener la osmolaridad se redujo proJ>pt~i~ri,áJ.ni(;!Ílte la 

•. cantidad de Na+ (Nicholls y Purves, 1970). ' .'.' •:'i'c•)'.\· V' '.e > 
:.~;_ /;~<·-. ·. 

Se hicieron experimentos registrando simultáneam~-rú:e \\.ília' ··.neurona 
:.: ~· ·-

mecanosen sorial y una neurona de Retzius inicialmente en ringer estimulando las 

neuronas mecanosensoriales con 5 impulsos a 10 Hz, adquiriendo cada minuto. 

Siguiendo el mismo protocolo de estimulación y adquisición, se cambió la solución 

a la de Mg++ /Ca++ y finalmente se volvió a lavar con ringer normal. 

Caracterización de la Respuesta Sináptica de las Neuronas de Retzius a la 

Estinl.ulación de las Neuronas Mecanosensoriales. 

Las neuronas mecanosensoriales fueron estimuladas con trenes de 5 

potenciales de acción a 10 Hz. La respuesta sináptica se grabó de las neuronas de 

Retzius en ventanas de tiempo de 2 y 3 segundos tomadas cada minuto. Mediante 

inyección de corriente el potencial de reposo se mantuvo a -60 inY, paré. eyitar que 
' . -.. ..,; - ._ • .,-:- : ,.'_ '· ·":~: - :c....·- ' ,,., 

~ ·:.:' ."; . -
se produjeran potenciales de acción. ·· · J 

Para caracterizar la forma del potencial sináptico producido en respues.ta á 

las diferentes neuronas mecanosensoriales se analizaron los siguientes. pa.:rrun~tros 
de las respuestas: latencia, probabilidad, amplitud y tiempo al pico ... Estos 

parámetros son indicadores de diferentes aspectos de la transmisión sináptiCa: la 

amplitud de la fuerza de la sinapsis, los tiempos al pico de la distancia a la que 

están los contactos sobre las dendritas y la latencia y probabilidad de la eficiencia 

dela sinapsis (Fernández de Miguel, 1998). 

·· - ·La probabilidad de la respuesta sináptica se obtuvo dividiendo- el número de 

respuestas entre el total de trazos adquiridos. Este cociente se determinó para cada 
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impulso de uri tí-en:cie~cihco im~.4Isos:. r:;l:I_ iatenci~; .. rui:iplitu~ ·.~·· tieriipd al pico se 

determinaron por medio del programa·:c1ruiii:>nt~s:C>~,:Esté/progrruna;c1<á'spliega los 

re~strns· ªªci~frictos•••;~~··.··~F·r;~i~t~r€:é·.d~;-i~?;g{B~~*~~:;~~Y~··i~é~:~.\fy·\·()~~enada se 
calibró ~en : m V y . la . abscisa ény ms,)rf J>resei:~and~ ,. la~"rui1iJli.tÜd •;·y ;el ;.tiempo, 

~"~:~~~~;=11~::~~~~~i{4~~~~~~if ítf ¡~~,~~~~~: 
. ·. · rriidió'como· la diferencia entre la amplitud mínirriá: y~:m:Xinia_-sdek)potencial 

- · sináptico y el tiempo al pico como la diferencia de tiempo ~rit1"~·:~1'Hii1~.i6');j,'}a 'cima 

de:;l potencial sináptico. r'~' r :,:('.' 
-::':·\; ;.~' . 

Todos éstos parámetros permiten distinguir distintos tipos' éeiulareS que 

pudieran estar involucrados en las respuestas de las neurona~_,: a~ ;t~gfu~s a 

estímulos en diferentes células mecanosensoriales. 

Estadística 

Los valores medios de los PPEs espontáneos se reportan' ~órri6!!i media ± la 
- ' '. ' .·." ' .·,. ". ,, ~- .. .i., . " 

desviación estándar (DS). Todos los demás valores, se reportah ¿&rrio ik(riít'!dia ±el 
error estándar de.la media (ESM). ~;.: ·•,¡;;;; ··· '1/ ' 

Los datos se analizaron mediante un análisis de v~ru{z~:d~~J~~\~Í~'(ÁNOVA) 
y t de stucjeIÍt. -El nivel de significancia se fijó en una valor de cx~Ó~b~~-Eri:·i;ica~o 
del ~sh1dÍéide la probabilidad de respuesta sináptica de las neuro~~~;'.d;é/k¿fzi~s a 

-- . - ··-·~/ _,,.,_._,·- .. ·~ - ~· - .,,·, -.':·.-··:~--~··. ',• .. , •. 

estirri'tiloseri~Ias neuronas T, P y N, las pruebas estadísticas antes me#cipÜadas se 

n~alkátr()n;:p~adeterminar si .había diferencias significativas entfo' 'el-;;~~or. de 

prob,bÍíict~d :al p~er impulso y los valores de probabilidad a los subs~cuentes 
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RESULTADOS: Parte 1 

Cuantificación del NÚDJ.ero de Sitios de Contacto entre Células de Retzius 

Con el objeto de calibrar el sistema se analizaron imágenes de microesferas 

con fluorescencia verde de 0.5 µm de diálnetro y con fluorescencia roja de 2 µm de 

diálnetro. La figura 13 muestra el mismo plano en reconstrucciones 

tridimensionales formadas con las imágenes procesadas con el número de 

iteraciones que se indica en la esquina superior izquierda de cada recuadro. 

Conforme se hacen mas repeticiones, los diámetros de las microesferas van 
. :- :· '•.:, _.' 

·disminuyendo. Esto se vealccíínparar la imagen original, de cero iteraciones, 'con la 

de ~O iteraciones y contrast1h- ~l diá.Inetro de las microesferas grandes con la barra 

de escala, que es de 2 µm~;cY~~;recuadros ampliados) 

Las Tablas 1 y 2{~~estran los pro~edios de los diá.Inetros de las 

microesferas de 0.5 y 2· Jih;'.~~¿~pectivamente. Se midieron los diámetros. á Oº 

(frente) y a 180º (es~~cÍ~))Y.¿.~&·.~~tuvo un promedio de ambas mediciol1es para 

verificar si el proce~aÍiii~~1:~,\~¡;if(c~~convolución y la reconstrucción tridimC::~sional 
no modificaban la forma ck~ular de la microesfera. Los diámetros promedio van 

disminuyendo de forma inversamente proporcional al número de repeticiones, 

llegando al valor de diámetro real en las 50 iteraciones. 

Tabla l. Diám.etros de m.icroesf'eras de 0.5 µm. medidos en reconstrucciones 

tridim.ensionales de series de imágenes X, Y, Z procesadas con diferente 

núm.ero de iteraciones en el programa XCOSM. 

No. 

Los pro:r:xiedios de los diámetros de las microesferas de la Tablas 1 se reportan como 

la media ± la desviación estándar (DS). 

-H 



A 

B 

FfKara 13. ProC'ea=wniento dJclta1 de lmqen- por decoavolaclóa. A) 
Resultado del procesamiento por deconvolución de imágenes de nücroesfera.s 
fluorescentes de diámetro conocido variando el número de repeticiones. Se 
utilizaron microesferas con fluorescencia verde de 0.5 µm y con fluorescencia roja 
de 2 µm de diámetro. Los números indican el número de repeticiones. El núm.ero 
o. indica la imagen original. Conforme más repeticiones se utmzan va 
disnrinuyendo el diámetro de las esferas hasta corresponder al diámetro real. 
Este ensayo indica que la resolución del microscopio permite distinguir puntos 
de incluso 0.5 µin de diámetro. La barra de escala corresponde a 2 µm. B) 
Acercamientos de las zonas en recuadro para O, 20 y 50 repeticiones. El diámetro 
de las esferas con respecto a la barra de escala (2 µm) disminuye al aumentar las 
repeticiones. 

TESIS CON f 
F¿ü.LA DE_~IG~E!..J 
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Tabla 2. DiáDJ.ettos de DJ.icroesCeras de 2 µm DJ.edidos de reconstrucciones 

tridimensionales de series X, Y, Z procesadas con diferente número de 

iteraciones en el programa XCOSM. 

± DS 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

2.22 ± o 2.12 ± 2.17 ± 

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

la media ± la desviación estándar (DS). 

Las microesferas de diferente diámetro y con fluorescencia de diferentes 

longitud de onda pudieron ser definidas. Estas imágenes comprobaron la eficacia 

del procesamiento por deconvolución para quitar luz fuera de foco y' nos. permitió 
. ;· . f-·. :_.-~>: .•,. ·., •••• 

saber que era posible resolver puntos de hasta 0.5 micras, qué:Les(rnenor al 
. "- .. ··-·;¡' "'', - . 

diámetro de las dendritas acopladas de las neuronas de Retzius y dé')?~;Aifünetros 

esperados de los puntos de contacto. Por lo tanto, es posible util~ai{¿~aitécnica 
' ," '·:' .. ,¡_':º ,1 

para resolver y cuantificar los contactos entre las dendritas de las neuronas de 

Retzius. 

Sitios de cont:act:o entre neuronas de Ret:zius 

La actividad espontánea en las neuronas de Retzius es producto de entradas 

que están en las dendritas acopladas. La forma en que esta información · es 

integrada depende de las propiedades pasivas de las dendritas y del número .de 

dendritas que estén acopladas. Estudios previos mostraron que las dendritas 

acopladas tienen un diámetro homogéneo de la raíz a la punta y que el zl.% dt:! las 
~ " ' ,. ·,... - . . : . . '·.:'' ' ;-'..::,-.'' ~ ·. -

dendrlta~.candidato a estar acopladas no se ramifican y que por lo tarítC> pdd.iar1 ser 

··. :z~~]1!s ~==~~g::~~e-=~::::'~-• ~~0~;-:~:~~~~~~1'.!~!~: 
-n 



El con teé> .. p~eviC> ~~-~~~iti()s< de .cont~cto fue:de (!~tre\9P.-:Y,}12Ó :~i1:Íbs'~~j;~o'rit~bfa . (De~ 
Miguel etaL,. 2cfo1). C~msid(!ramos Clue •• éste rang():podri~·(!star sc)brestirrl~do:dado -

~< d~ de 

las imágenes.de.rieuronas teñ.1das conArnarmo·Lucüerc•Y~'ROJo;~dei"Texas'con una 
, : .;·_ · : / ,\-~~~/ ::;:~~;, <~::,_---, -· · ·, . ·'.·. • ;-· · :_· . .-- · ·_ : : ·- :. .:: : t-·~!.:.::·-~ ,\~-:~~·:;~>:~-~,;;_.:' ~.t_fü(·:;.:::._~~;;=:_.~~~y~;~t;·\t~~\-·::::,-~~:'.~·:-K'.:~:/,2~¡-~;>~IW:~~}·:.~:- ~{~;-::~-.-9~:~;-:::·<:iA:;; · · 
separación···de 2 ·micras entre -ellos; En :ail'.l_~_ll()~,s-~~~~!!,_algµrios'.;puntosde contacto 

··· ?c<)~~-.;;~~;~Jj~~~i~, •1¿s pianos-··inferl~;~;·~·iii§~P~~~~~~J~~~g~~§~~~;~~~t~~;-~~enes· al 

ser .:t.ornas de diferentes planos no perm1t~nci~ªl:>~~ c~is;ajgun~srdelos :puntos 

:T@:s ;,:::d:: aP= =::~ :t~~~~lri;i~:Pá:io:::j~:1e:ci:: 
n~uronas desde arriba, que es la perspecti\l'aa~iobjetivo. Además, de estos._ cortes 

ópticos podría haber el error de contar punto~ d~ más, que aparezcan repetidos en 

varios planos. 

Por esta razón se decidió trabajar con las reconstrucciones tridimensionales 

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 tridimensionales de las imágenes 

originales (A y C) y las imágenes deconvolucionadas (B y D); En verde vemos la 

neurona teñida con Amarillo Lucifer (A y B) y en rojo las.irii~~~és (C yD) de la 
. :o_::_. . • 

neurona teñida con Rojo Texas del mismo par (el par 27). De estamanera: al unir 

las imágenes Íos contactos corresponderán a los puntos dondé haya coloca.lizadón 

en el esk.8.~ib:[ci'e~1as dendritas. La figura 16A es un ejemplo de la supérposición de 

dos im~~~t'!Kd~>tinción doble. En el centro, en los árboles dendríticos se aprecian 

puntos dtf)\:::;;16i;~·~~~lo, que presumiblemente son los puntos de contacto. Sin 

emb#go: ~ii'l'i ~~i, simplemente guiándonos por la combinación de colores, algunos 

punt~s.·~~llos pudieran ser resultado de combinación óptica de dendritas que se 

cruzitn sirÍ' tocarse desde la perspectiva del observador. Buscando eliminar éste 

factor- se utilizó la función de "intersección" del programa Metrunorph, donde se 

intersectan las reconstrucciones tridimensionales de las neuronas y el resultado es 

una imagen donde sólo hay pixeles que corresponden a sitios donde las dos 

imágenes coincidían, es decir, en sitios de superposición. La figura 16B es la 
.i.i 



Figura 14. Superposición de dos neuronas a distintos planos f"ocales. 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 superposición de las 

arborizaciones. Esta aparece corno puntos amarillos en los últimos planos (Ca F). 

La barra de escala es igual para todos los planos (Ver cabezas de flecha). 
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Figura 15. Comparaci6n de reconat:ruccionea t:ridlm.enaioaalea de neuroaaa 
deconvoluclonad.aa y aiD decon.wolucloaar. En los paneles A y C vemos las 
reconstrucciones tridimensionales de la imágenes antes de ser procesa.das. En 
ambas hay ruido de fondo. En los paneles B y D vemos las misnias 
reconstrucciones una vez que las imágenes han sido procesadas. En estas 
imágenes hay menos ruido de fondo y las neuritas se ven más delimitadas. La. 
escala es la misma en todas las imágenes. 
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Figura 16. Punt:o• de cont:acto entre neuronas de Ret:zlua. A) Superposición de 

reconstrucciones tridimensionales sin soma de neuronas procesadas, con posibles sitios de 

contacto en amarillo (Ver flechas) B) Puntos de contacto resultado de la intersección de las 

reconstrucciones tridimensionales. C) Superposición de puntos de contacto en la reconstrucción 

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

casos a 30 µm (Ver cabezas de flecha). 

T-(i·~w c~ciN 

1 
LnJ.!.u .., 1 

¡ FALLA DE ORIGEN 
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imageri resli1t¡k~;; <le Iá j,,krsección de 1"5 uriá.~;,nes iri<IÍmen.Siohale,j:~pe ésta; y 

teniendo• comC>;referencia:Ía-Íillagen .• cle __ supeqJosición de_._-los- ccmt~ctoéen_uria:;.de __ Jas ___ _ 

::: e~!~ti~t~ik~1~·~:~ld&i2:&Jlh~~¡~11~~~{~glb·z:¡É~~~~~: 
par cC>rr~sp~~cliente. 

La Tabla 3 muestra los resultados de los conteos de los contactos entre los 

pares de células analizadas. 

Tabla 3. Conteo de contactos ent:re las neuronas de Ret:zius 

Número del par No. de contactos en las im.ágenes sin Número de contactos de 

de imágenes procesar (Vargas, 1999). las imágenes procesadas. 

D4 103 45 

D5 85 48 

D8 134 47 

D13 60 41 

106. 

·n2s 152 

D2'7 107 

106~7 ± 11.4 

El promedió de_l nú1!1ero ~e contactos de la Tabla 3 se r~-~ort~ ;~~~~~!~~~:~~ ± el · 

error estfuid::Ír de iahi~cii~-(ESM). ~zh.;~{ y [(: ; 
Vargas (1999) contó entre 60 y 152 contactos, con una medi¿_::J~:_fbg:; ± 

. ...:;:-· . ' .-. ; . ~ .: . ··: 

1L4 (ESM). Este nuevo conteo arrojó una media de 45.6 ± 1.2 (ESM)> :;.El\que 

existan alrededor de 45 contactos entre las neuronas de Retzius en lugar de 106, 

como se había cuantificado antes, supone que la proporción de dendritas 

acopladas y no acopladas es menor. La integración en las dendritas acopladas, 

sería fundamentalmente actividad de baja frecuencia que genere los disparos 

simultáneos espontáneos. 

Suponiendo una sola terminal presináptica por dendrita habría una 

probabilidad de 1/45 = 0.022 para cada evento unitario. La probabilidad de 



- ' ,-· ..... '\_' ·.- . 

· ... · · · .· · · · · · · ·.· · · .. · · ·· .·· ;i12o~s-!~ ó.qci65: ; 

producir~é eventc;s simultáneos a ambos lados de una sinapsis elé¿trica, ambas 

dendritas permanecerían isopotenciales y por lo tanto no habría flujo de corriente 

entre las neuronas. 

RESULTADOS: Parte 11 

Caract:eristicas de las Respuestas Sinápticas Producidas por la Estimulación 

de las Neuronas T, P y N. 

Para determinar si las entradas en las neuronas de Retzius que producen 

PPEs espontáneos y las entradas de las neuronas mecanosensoriales eran las 

mismas, se caracterizaron las respuestas sinápticas de las células de Retzius en 

respuesta a la estimulación de las neuronas T, P y N. 

Todas las células mecanosensoriales ipsilaterales y contralateral~s'J,;6,badas 
produjeron respuestas sinápticas en las neuronas de Retzius, como se aprecia en la 

figura 18A, en la que se muestran trazos con las respuestas sinápticas de neuronas 

de Retzius a trenes de 5 estímulos en diferentes neuronas mecanosensoriales. En 

lá figura 18B están los promedios de las respuestas de varias neuronas de Retzius. 

Un primer factor para caracterizar las respuestas sinápticas fue la latencia, 

es decir, el tiempo que tardaba la neurona de Retzius en responder a la 

estimulación en diferentes neuronas mecanosensoriales. Se determinó si esta 

latencia era similar o no en respuesta a distintas mecanoneuronas. 

La figura I8C presenta los valores de latencia obte.nidos de la neurona, de 

Retzius en respuesta a la estimulación de las neuronas T, P y N: 63, 161 y 203 ms,. 

respectivamente. El eje superior de la gráfica nos indica que la neurona de Retzius 
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e re= 30 Mn re:= 340Mn . . . . . . . . . . . . . . .. . ... ... . . . . . . . .. . .. . . . . .. ............. ~ ................. . 

···~rv"~·:···:·:: ···~.:J,-········ 
1.º.::~r:~ ·.J:~~:::~ 

20 ms a+ e a+ e 

Figura 1 7. Int:egración de ent:radas en diCerent:es dendrit:as acopladas. A) 
Representación diagrarnática 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 M.Q 
(derecha)corno se verían en el soma Vl provenientes de a y b. A la derecha vernos 
la suma de los PPEs en a y en b, donde el trazo superior corresponde a V 1 y el 
trazo inferior a V2. Nótese que la amplitud en V2 es constante, mientras que la 
amplitud en Vl depende del valor de la resistencia de acople. C) A la izquierda 
están los PPEs producidos en a y en c vistos en VL A la derecha está la suma de 
a y c (García-Pérez, E. y F.F. De Miguel, en preparación). 
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e Nómero de impulso 
2 3 4 

T-Rz 

P-Rz n-10 

N-Rz••••1 
o 100 200 

Tiempo (ms) 
300 

N-R 

5 

400 

Se utilizó un valor de a.=0.05, marcado como un asterisco 

Figura 18. Lat:encia al primer sinápt:ico para est:imulación de diferent:es 
neuronas mecanosensoriales. A) Respuestas sinápticas de diferentes neuronas 
de Retzius a estímulos es neuronas T, P y N. B) Trazos promediados de 
respuestas sinápticas de neuronas de Retzius a estímulos en neuronas T, P y N. 
C) La latencia al primer sináptico de la neurona de Retzius es diferente para 
estimulación 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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respondió 'M'=pfuner,~.póteri:bi~ ·de (acción' en la: neurona T, rni~lltras· que se 

necel:)ital"on .. dC>spoteri'cia}es·delas~eurorias ·py.N,e inclúso g~s,de':!aJiiéúi.ona. N. 

para: ¡:>;~d.~~i~{~~;k°:t~J~~~.f ~~~h~B~~~ir;;~fi~i~s7 si~ti"i~~~i~~s:'.eÜtre} las. l.atenCias···· de 

las neU:i~nas' p . y ~- N; .· .• e~: 'cruh1Ji~; '· g¡j¿,~ ~ál~res '<lP 'iiii.t~nbia~ 'fue~on 
-- ·- . - '-_ - .. - -·. ' . 

significativamente diferentes al valor de la neurona T. La diferencia en los valores 

de latencia apunta a que las vías de comunicación de la neurona T con las 

neuronas de Retzitls son distintas a las vías de las neuronas P y N. 

Probabilidad de Respuesta Sinápt:ica de la Neurona de Ret:zius para cada 

Est:únulo en Dif'erent:es Neuronas Mecanosensoriales. 

La dinámica 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 variaba ésta 

respuesta se calculó la probabilidad de respuesta sináptica (Ver Métodos). 

La figura 19 muestra que la respuesta a estimulación en la neuroria;'r (panel 

A) fue alta para el primer y segundo impulsos (0.609 ± 0.08 y. o.62::_:i:)o:()s, 
respectivamente), se redujo rápidamente al tercer y cuarto impulsos. (0:.~4,~-~io;o7 
y 0.29 ± 0.08, respectivamente), siendo significativamente diferehtJs .· 8. ~Ja 
probabilidad al;prunerimpulso, y aumentó hacia el ímal del tren. En ccmfr8.ste; lá 

res~u~sta~ ~in~ptl~;~~~stimulación en las neuronas P (panel B) y N-(panel ~)fue 
baja al!pr.illi<:!i.:hri;~iso (0.143 ± 0.07y,O.ll ± 0.05, respectivamente) y auÜier1tó al 

segli~~o·~~~lii~o co:7 ± 0.12 y 0.54S ±'élo9, respectivamente). La p;o~~biiid~d· de 

r~spú~'st~al tercer y cuarto impulsos en la P bajó (0.487 ± 0.13 y .0.456 ± 0.13, 

respectivrunente) y aumentó ligeramente al quinto impulso (0.5 ± 0.15). Los valores 

de pr(;b~bilidad del segundo y quinto impulsos de la neurona P fueron 

si~ificativamente diferentes al valor del primer impulso. La probabilidad de 

respuesta a impulsos en la neurona N siguió aumentando en el tercer impulso, con 

un máximo en el cuarto impulso (0.573 ± 0.09 y 0.81 ± 0.06, respectivamente) y 

disminuyó al quinto impulso (0.565 ± 0.09). Las probabilidades de respuesta del 

segundo al quinto estímulos de la neurona N fueron significativamente diferentes a 

la del primer impulso. Los valores de probabilidad concordaron con los de latencia. 
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Figura 19. Probabilidad de disparo por impulso con t:renes de S impulsos en 

respuesta a estú:nulos 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 

estímulos 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 aumenta 

significativamente al segundo impulso. La probabilidad de disparo en respuesta 

al neurona ~. se mantiene a partir del segundo impulso y para la neUr()n~.Nva 
aumentan.do y disminuye al final del tren. Los asteriscos marcan unadire'r~rl.C::iá 
significativa con a.=0.05 con respecto a la probabilidad al primer impulso. 
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Conexiones Polisinápticas entre las Neuronas Mecanosensoriales y las 

Neuronas de Retzius 

La similitud de los valores de latencia y probabilidad de respuesta a 

estimulación de las neuronas P y N hicieron suponer que las neuronas N tendrían 

una vía polisináptica, corno en el caso de las neuronas P. Las respuestas a 

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

probabilidad de di~parO ai primer impulso sugerían que esta vía podría ser 

. mon~~~náp#ca .. rara corroborar ésta idea se realizaron experimentos con alto 

,?·~ Mk+-fsai+,: :dJ~i f:~~; la probabilidad de liberación (Ver Métodos). La figura 20 

:. .pre?ezi~a}l:l~'·f~sJili.~n' de los experimentos. En cada panel están de arriba hacia 

·.··.·abajo ·'z': Ü~f}tr6fi: {de' potenciales tipo de cada neurona mecanosensorial. En la 

i~giÍn(lá;Í-Il~WíJ;iajfikura están los trazos de la respuesta obtenida en esta solución. 

E~:i~·~i~iJ'~tg'jf"J~¿stá la respuesta con solución Mg+•18 rnM/Ca••1s rnM y en la 

últi~i:i:ffiii -~~i·ye?ia:~ecuperación. La escala temporal es la misma para todos los 
·.·•• traZÓs;<.·fi}. :·tr.·:c· ~cu· :> 

· '· ,C :;(¡{ii€st:~&i~'.f~siheuronas rnecanosensoriales ninguna produjo re.sptiesta en 
.. "<;.:. ·". ,\:,:,~';: .. ~)~··::;·,,. ·:·':~~ ,. T"'. :· , <>:: '/: ··," . '-'- . .. ;. : . '. 

., las· neurol'las··d.e1 Retzius en presencia de la solución Mg++/Ca+•. Los trazos 

~'S-~i-~§~~t~dÓs':°;e~ 'ik;fig{ira: corresponden a neuronas del mismo ganglio y son 

'[,~~~~~s~I1i~ti~o~'de·l~:~~~puesta obtenida en todos los experimentos que se hicieron 

(tres neuronas T, tres N y dos P). Estos experimentos muestran que la vía entre la 

neuronas de Retzius y las tres neuronas mecanosensoriales es polisináptica. 

Distribución de Aniplitudes y Tiempos al Pico de PPEs Espontáneos y 

Evocados por Estimulación Mecanosensorial en las Neuronas de Re1:zius. 

La cinética de los PPEs puede ser utilizada para estimar la localización de las 

entradas y para saber si las respuestas a estímulos en diferentes células 

mecanosensoriales son producidas por la misma interneurona. De las 

distribuciones al pico de PPEs espontáneos se ha demostrado que las entradas que .. 
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Figura 20. Conexiones polisinápticas 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 solución de alto Mg++ /Ca++ no 

hay respuesta y en la fila de recuperación vuelve a haber respuesta. Esto indica 

que las conexiones entre las neuronas de Retzius y las neuronas 

mecanosensoriales son polisinápticas. La escala en amplitud es de 30 mV por 

barra para los tres páneles de la primera fila. Para todos los demás trazos, la escala 

es de 5 rnV por barra. En cada caso se presentan 4 trazos superpuestos. 
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los produ~en estfui en las:d~nclritas acopladas eléctricamente (.¡(.: 'ié'sn~Úfónas de 

Retzius (J=?e-~iguc;!le!.~·-~:~gg1¡. ~·- .0 >/ .-~: X.e .. ::. \ 
A m~e~ad~co11trol; para poder comparar la actividad siriftpÚc~(¿spÓnt~nea 

:~:~5f íl~~~:~:~;e!:?:·::::·:: ±:!~Bl~~}if ~~[$ .... 
izquierd.o :tde/:la'\figura 2 lA presenta una distribución represéntatiyai',Lae~ las· 

:':.lt'b:~*~&~¡~~PC:::n:~:·~;~:b:::n;:::~:'::::: •i~~~~§'.:~ 
. ± 0.1 mV (n~315); Este valor concuerda con estudios previos de l~distI"ibución .de 

~plittictes ;ara PPE monotónicos realizados por De-Miguel y cols. ·~c2qb<fjf i~{ii~nes 
>:/· / · <\f;"'.'~;·;::~·:f.?'!s:>!::{~,~.~,;:;'.}:; - .// 

reportan un rango de 0.3 mV a 2.5 mV y con el valor de amplitud mediáLde los 
-. -. '; ,:. '. ·~··:~\~\( ~~:·::,j~\·_;·:r.~~~f'.~¿.1;:.;;>'~:. ',·:.( ,', 

potenciales excitatorios unitarios en H. officinalis, que es de f 0?4,4'{rmv /para 
,.' ,;:-:~ :::/hi.::·. ··~~: ~~f··:~ ~if3 '.\ '. q~ ~·:.: : . ·:~.~·.:· .. 

neuronas de Retzius con una tasa de acople de 0.42 (García;_Pé~e:Z}et;,ai¡;;•e!lvi,do) .. 

El panel derecho de la figura 2 lA muestra la distrib1;~,~f.?.'.,(§~t~~~l~é~p~sal 
pico de los PPE espontáneos. El rango de valores va de 2.5 ms\a·)l5'.5 '.rns;\llegando 

.. ~ ···w1,:_<.··:';.E·;·.~:~~i1t1~:,.·:~-'.T,~?'·-~t!:L .. ; .... -.: ~7;,,"_· '~.~:~·- .- . :-'. 
a·encontrarse algunos valores superiores; su distribución tainbién'.Se;·ajustó:ia5una 

:: ' .-·_. - -·: .. ' ·-~~y ;~:-;-~:.f_(::~-f~;'.:~:-~:?;~;:o:.')~i~~::f.~~·~::,·.::,:._,~/?.º' >-: 
gaussiana. La media de los tiempos al pico fue de 7.43 ± 2.3,7''rn's (n==~18J>~De-

:~~tu~o:'~:-~~o~:;,,,:::rt:p;:, ~an~:-~ér':z '; ::._¡;n~~~~21~~i¡ · 
valores de 5.6 ms y otro de 9.6 ms para éstos picos. Dado el error en r.di~ ~~tos y 

un :rrienor,número de datos, la media que se obtuvo más y menos el error~~t~dk, 
inch.iye•lo~ ·valores de los picos reportados, por lo que siendo las muestras 

normale~;:ios presentes datos de tiempos al pico, al igual que los de amplitud, 

coinciden con los datos previos sobre PPEs espontáneos en sanguijuela. 

Los datos de las latencias y probabilidades apuntan a que existen diferentes 

entradas mecanosensoriales. Por otro lado, se sabe ya que las neuronas P 

homólogas contralaterales comparten interneuronas y se suponía que las entradas 

estaban en las dendritas acopladas con base en que las amplitudes de los PPEs de 

las Retzius ipsi y contralaterales fueron similares al hiperpolarizar sólo una de las 

neuronas de Retzius (Szczupaky Kristan, 1995). Las distribuciones de PPEs 
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Figura 21. Distribuciones de amplitud y tiempo al pico de PPEs espontáneos y 
evocados. A) Distribuciones de amplitudes (izquierda) y tiempos al pico (derecha) de 
PPEs espontáneos 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 estimulación de diferentes 
neuronas mecanosensoriales. Las respuestas tienen mucha variación, lo que apunta a 
que cada neurona tiene una via polisináptica distinta. 
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espontáne~s, se compararon con las distrlbu~iones de lbs PPEs·:.eV'Oc::1cios ·por 

· estimulación. mecanosensorial. 

La figu'ra 21B muestra las.distribuciones de amplitud y tiempo al :Pi .. co delos 
" . . ~ . . . • ' _. ' . - _. >'··· . . ,,... ' .. ; . . < ' ,. ··, ' .. , , 

PPEs evoc~do~ en la misma n~ll~Ón~ de{RetZius ipsila:teral ante la e.stihiti'iacÍon de 

.. ~na .n~l.ir~~a;.fu.ed::inosehs()rl~ ::~~;'.~#~~: tipo. Como se apreci~i {~~/.~h~ ·gr~ 
variación en. las< distrl})U~jc:u1(!sd(!~cliferentés neuronas .. Las. ampiitudés~sv~iaron 

-~~i~~¡~:~±~;~~:~:!~1~~t? i;~::;;r;~~[~1~~~~~1~t~~: 
:igUaimente variables; abarcaron de\3'.9'.a24.9ms,de s:.lc?-•23:7;ms yde 5.1 a 28.8 

-'-·"- :~~·:: ·\_,-:·: ·-··.: .. _"'.._ -r/}':-::t}.;'.;· .. ~ ... t:¡:.;:: _;:.. - __ '(.-' \,;~·~.-,<~·,.:_::.':·~/·~;:';.-~',?'.".···::.;;"·~ ., -
.ms ... en respuesta a las neuronas 'f;:.;g:f·l~,'respectivaillerite,:1.Elque haya tiempos 

cC>rto~y largos sugiere que hay má:~,~~·~~"~i~o en las ctÍ~tdb~ciC>nes de tiempos. 
····-. . ' - - ,_ . ' - - ... ; ,•.' 

Al comparar con las distribuciones de los ·PPEs ~spontáneos los datos sólo 

.C:oinciden en el rango de valores más pequeños de las distribuciones de potenciales 

evocados. Por lo tanto, concluirnos que la rnayoria de los PPEs producidos por 

estimulación mecanosensorial son producidos por entradas diferentes a las 

responsables de la actividad espontánea. 

Rangos de Distribuciones de Amplitud y Tiempos al pico 

Debido a la gran variabilidad entre las distribuciones de amplitudes y 

tiempos al pico de diferentes células decidimos hacer las comparaciones ,entre los 

rangos de valores de amplitudes y tiempos de las diferentes células en lugar de 

comparar las medias. 

·:Al analizar los rangos de amplitudes y tiempos al pico de las respuestas de 
-. . , . '\1"' ~ 

\ > :O:e:;tirJn~~.:de Retzius en ganglios diferentes se encontró una gran variabilidad. La 

. i~i lfi~'.~~~z2~i muestra los rangos de amplitudes y tiempos al pico de 4 neuronas de 

~~··· ~~'b:ij~· '~n cuatro ganglios diferentes en respuesta a distintas combinaciones de 

' ~'."· ·~~hronas y mecanorreceptores. En el ganglio A todas las mecanoneuronas son 

· •' ipsilaterales a la neurona de Retzius, en ,el ganglio B todas son contralaterales y en 

los ganglios C y D hay una combinación de neuronas mecanosensoriales 
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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 varían mucho de una neurona de Retzius a 
otra y para la misma neurona a estimulación en diferentes neuronas 
mecano sensoriales. 
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ipsilateralescy cor:Í.tralaterales> Existió v8riabilidad en fas~re'spuC!stas ele.la· misma 

neurona de ~ Ret:Zius; siil- irh~ort~ si las neuronas me2aii~~~risorla.Í~s. ·fueron 

ipsilat~;~~';T~- ~~rit:~~~f¿~á};~ ~ w~ ;;eurona de Retzius y li;i;\tdiribitir'l.~klriabÜidad 
entre n~urc)ri~s~ d~-R~tZius de~ciiferen tes ganglios. ~( -'?_( ~',~~~ :-' • 

La di~tri15iídi'6!{~~· <ld . las 
. '" ~-~~<'::<.~/.·.:.>-'./ •-""· . 

I:>ét>idc/a qu~ lá mayoría de las respuestas están por arriba de 1 o ms,' qtie es 

el tienipOai ~Íbocorrespondiente a respuestas propagadas de la neur6!1~ ele 

Retzius contralateral, concluirnos que la mayoría de las entradas de las neuronas 

mecanosensorirues están en dendritas no acopladas eléctricamente. 

No hubo correlación entre los rangos de amplitudes y los rangos de tiempos 

correspondientes, con valores de 0.21, 0.1 y 0.42 para las neuronas T, P y N, 

respectivameñte. _ . Buscando correlaciones entre diferentes tipos de 

mecanoneurO'na's comparamos entre SÍ SUS rangos de amplitudes y tiempos y 

tampoco obtuvilli()sc~rr~lación. Los valores obtenidos para las amplitudes fueron 

:: º~!>iilf~\~~~~f~~\'~ :: :~º=e::::; ::::1::·v:~~.':i~fc~f~,:::;: 
fuerorÍ ~tª·¿:c~"o:s3 -/o.60 para los pares de neuronas T y P, T y N y P y N; 
respe¿ti;a.:&ierit~·: En todos los casos probados los valores de correlación fueron 

',;.· -- .. '· - > 

bajos; hldicando y apoyando la idea de que cada tipo de mecanoneurona hace 

~irÍapsis en ~terneuronas diferentes. 

Nuevamente, la gran variabilidad de las amplitudes apunta a varias vías 

interneuronales, posiblemente distintas para cada tipo de mecanoneurona y 

-sugiere que las entradas tienen una fuerza sináptica que varía de ganglio a ganglio. 

Las distribuciones de los tiempos al pico en una misma neurona de Retzius indican 

que muchas de las entradas de distintas neuronas mecanosensoriales son 

establecidas a distancias electrotónicas similares, aunque cada mecanoneurona 

parece tener una vía interneuronal distinta. 
60 



T 

N 

·~· [ 
coo<rn [ 

T'? 

Te 
Tm 
TI 

T? 
Te 

Tm 

TI 

Pm 

PI 

PI 

N'l 

Nm 

NI 

N? 
Nm 

NI 

[ 
1 
t 

[ 

[ 
1 

[ 

[ 
[ 

[ 

1 

o 2 4 6 8 10 12 

----• ------• -
--------[ =::.._ 

[ --• -
1 • 
[ --[:.: 

o 2 4 6 8 10 12 

Rangos de amplitud (111V) 

o 5 10 IS 20 25 30 -

--- --

-
-

] 
] 

J 
1 

J 

] 
] 

] 

] 
] 

1 

J 

] 

T? 

Te 
Tm 
TI 

T? 
Te 

Tm 

TI 

l'rn 

PI 

PI 

N'? 

Nm 

NI 

N'? 

Nm 

NI 

O 5 10 IS 20 25 30 

Rangos de tiempos al pico (ms) 

Figura 23. Rangos de a:m.plitudes y t:ie:m.pos al pico de potenciales evocados 
en düerent:es combinaciones de neuronas. Los rangos de amplitudes y 
tiempos al pico de las respuestas de la neuronas de Retzius varian mucho entre 
diferentes subtipos de neuronas mecá.nosensoriales sin importar si ésta fue 
ipsilateral o contralateral a la neurona de Retzius. 
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DISCUSIÓN 

El presente trabajo muestra que las entradas sinápticas en las ne,úronas de 

Retzius que producen la :3_CthTidad espontánea -:-;<fe b~jl3.· i~~~~ez;ci~- .·y}as <de .Iás 

neuro~as mecanosensoriales -que producen actividad •de 13.1tasif~~cll'énci~s- ~on 
distintas, con ba~e~~ri;1a.s~iferentes distribuciones de all1J>1itucieª}tií~$~-~s.:;~A~i~º··· 
obtenidas:.;f\,pJrti!:'.Ld~J()s experimentos con alto Mg++ /Ca++, sé determirió•que,:ti:is 

entradl:i~ d~ riehioha~ mecanosensoriales son polisinápticas. Probablement~:á~téri 
' . •, . . '\ . !. ~ '¡.' ' 

invoiucracías .diferentes intemeuronas para cada célula mecanosensorial, reflejadas 

en rl:ln~os de "Valores de amplitudes y tiempos al pico que no se sobrelapan y que 

pudieran corresponder a düerentes interneuronas. Los valores de tiempos al pico 

indican que la mayoría de las entradas están situadas en dendritas no acopladas. 

Conociendo el número de contactos entre las neuronas de Retzius se tiene 

un estimado del peso de las sinapsis eléctricas en la integración. Estudios 

anteriores habían reportado entre 90 y 120 contactos entre las neuronas de 

Retzius. El ariálisis de imágenes deconvolucionadas mostró que ésta cantidad 

estaba sobre~tJiiaaaTpresumiblemente debido al factor ruido de las imágenes 
.'' .. .,.. '· 

originales.;El'~s~~d?; a partir de los conteos realizados fue de entre 45.6 ± 1.2 

puntos d.e ~~J'.fdg!,c)~~i{t!e:las neuronas de Retzius . 

• ~~,~~~:~~i~Ji;,~¡Cá que las neuronas de Retzius tienen al menos dos 

modos ~~.uite~~i~k~i~t¡J¡os. Por un lado estarían las entradas que se localizan 

en las dendritas· acopladas. En ellas, los valores de resistencia de acople y de 

impedancia dendrítica modulan la amplitud cuántica. 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 que aumenta el número de entradas que contribuyen a la integración .. 

Además, una consecuencia muy importante para la integración es que por la baja 

probabilidad de eventos dobles o simultáneos en una misma terminal, 

fundamentalmente se producirán eventos unitarios en dendritas diferentes que se 
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. . . . 
própag~á.I"l a-~l:>~s netironas y se sumo/an :linf'alrnente;-ercer aXóri iJl-iffiWio para 

prod uci¡- __ P,~t,e~n~~~<;~ sináptico~ -~~l;>~<!~l~ t,hR~,~~~-J',JiC>:fa1}$i?}e_:;;,c1/'~c:si~p;- al~no_ háber 
interferendade otros PPEs cercanos> ·-,, S:., : • ¿: .T }; -, 

1 
·=- :''., •· • 

Pol<_otro lado, las 

mayoria en lás dendritas 

su 

mecánosensoriales y las neuronas de Retzius y se'°(iernosiró que son polisinápticas . 

. Las latencias, probabilidad de respuesta sinápti6-~;;; ~Íllética de los PPEs apuntan 

a que cada tipo de neurona mecanosensorial.tienl:{~asAnterneuronales distintas. 

La llf<'.>b~bilidad de respuesta en las neuro11as de Retzius ante estímulos en 

las neu;~i}~~-;c;T'..'.:fue alta para los primero~ dJs impulsos y luego disminuyó 

drástic~~b_{~;~fsiiuió disminuyendo a lo largo del tre~, con recuperación parcial a 
: .. -::::" _:·-._.:> ·'."·'._~·--<<::< ~Tt?·<::-: -. . . . .. -. :··-:·-. . . : .< 

la rnita.~:d~l}tre~·,;se ha visto que las neurémasT~ti~nen respuestas "on" y "off", 
dependi~~~o'~e~fa.~stlmulación (Nicholls y Bayior;.:1~~8);Por otro lado, los estudios 

de .BaylÓr:~ ;¡ÍclroÍÍs (1969) demostraron que)I~sYd~~ronas T de un ganglio y las 

ipsÚater~6s ;·dé·· 16s ganglios adyacentes-i;le~f~- · ~onectadas eléctricamente. 

MencionaÍi·t~bién una entrada inhibidora~-~§ti~~d~ por las mismas neuronas T y 

también· por'..las neuronas P. Esto _ está~~~T~6bI1ado con la reducción de la 

probabilid~~ ele producir PPEs en respl.l~~t~-~ 11:t estimulación de la neurona T. Esto 

podria provo~:que las neuronas T se-~Ú:toÍnhibieran. Por otro lado, la respuesta a 

estimul~2iÓi1~n la neurona Po N aumenta cuando cae la respuesta a la neurona T, 

esto :P\.lc:iie~i:i. ~t'!r por la activación de la entrada inhibidora de las neuronas P en las 

neuronas T. También reportan una entrada excitadora de las neuronas P a las 

neuronas 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 la neurona P. 

Las diferencias entre las distribuciones de amplitudes y tiempos al pico de 

PPEs espontáneos y PPEs evocados por estimulación de las neuronas 
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. . 

mecanosensori8.íeh 0 eÜ las' neuronas ·· de Retzius indicaron· que se trataba de 

entradas 'ctif~reri~¿s;· La••gran,ivaBaijmé:Iad en las amplitudes y tienipos 8.1-pico, así 
' • '_'.=-.;_e•-· 0::-co -_...C,';=-F"----~-.-•o'="- .:f.-~_;:_;;.....o ·-;--;c=---:-;o- .-:-:•.=:::. -- - - • - - • 

como la· falta de correlá§ióh 'entre éstas, apuntan a diferentes vías polisiná.pticas . 

. Además, las variaciori~~-~~;~la:~ amplitudes de los PPEs sugieren que la fuerza d~ las 

sinapsis de las cé1t11kl~ ili~~anosensoriales varía de un ganglio a otro y dentrcf clel 

mismo ganglio.~-~~t_o~,;:_~~9~e~ depender de las condiciones fisiológicas previas '.ª"'la 

estimulación mecfullc~:i.Eri:especial en el caso de las neuronas T cabe la posibilidi:i.ct · 

de que al estar k~i;(!~.~a~~s eléctricamente y suponiendo una resistenciade;at~ple ·,· · 

::~:o:as~~::~~1~,~~t;u:;: :::::: :n: e!'.:::::.u;:::0:oh~~.!'j~.·~fü: 
interneuronas ~Ü~'nha.lmente contactan las Retzius. Esto podría;;~rod'ii¿{r tu1a 

• ;.•'" i:O. ., ·,--·.· '- . • 

respuesta 'con menor retraso y mayor pro habilidad que en el caso (:le :)8:s otras 

célul8.s. La caída posterior de la probabilidad podría explicarse como uria_ié:i<:::;~~siÓn 
de la sinapsis en los primeros impulsos debido a la activación. m~~i~a ·de las 

neuronas T en caso de que todas las T compartan la misma interneurona. 

Los tiempos al pico; como indicadores de la distancia a ·~~a'.;~que fueron 

producidas las respuest::lsi~iri.Él.pticas indicaron que los contad:os ~¿-;~-Ii2~ntraban 
.-~ ·:o_,'; ,!.-:·- -~: .. -,-. '._ ' .. ·.-.·~:.,:·.'·;;~-f~~:·.'.'•'·"o•:,'._,: _._; .. _;.: ··.:· 

en su mayoría en dendritás,I.Í_() ac;opladas, en sitios distales al soilia.'{gor.éotfa/párte, 
~ . -.:::<-::· r--· '.'/ ;: ~:::·-~.;-··>,__,~.~~-.- -· ~;~l'.~< :·~·:; : .--- ,· : ._,;·;-:.: .\:Y~:;~~~::t:·T~:~\].·.::·~'.q~:·::·_:;~\»> ; :::;:: ·,·.:·":,_· .. · :·. ·~ 

la gran variabilidad!declc)sj/:afores sugieren que se estableceh¡corifactos,fuultiples. 

Los tiempos ai'~;;~¿}·~:~~Ff ~~6i~s .- menores a 10 ms :'.§6zf~~:~S~~~~~f1~g:':,'s_i~os 
localizados. a una d1s~an:c1a equivalente a la de entradas ipsilatez:a}es· (! .iricluso 

coritrfllaterales ~obl"e~:~i(;h<lritfl.s acopladas; sin embargo, las. ent~~das ·pudieran 
- . - ., ; -}," .. , ,. ~' , 

.~star sobre dendritás'iia''~~()pfadas. La información del presente trabajo no permite 
":,_ .. ·. -:; ·;-,.,.·.;·,'. .. ' . . . 

distinguir si algú.nds.~de'ios tiempos al pico de menos de 10 ms corresponden a .. ' . .,_,., . '"-: 

contados en))as'/ctf'n(Í#tas acopladas eléctricamente. Una forma de corroborar si 

algunos. cle>IC>s'C,bI1t~~1:os están en las dendritas acopladas seria medir la tasa de 

acC>ple ~ritI"~ l~s-;:de~ronas de Retzius produciendo un potencial artificial en una de 

elll:ls .},.- xÜidÍ~~d-o la tasa de acople del potencial artificial y el propagado a manera de 

;:Después registrando simultáneamente ambas neuronas de Retzius se 

podrían estimular diferentes neuronas mecanosensoriales mientras se va 
6~ 



' :. ' ' ,, ' ' ' '' '' 

aumentando -progre~ivaniente ·;l~ cdncel1.tración de Mg<-+ en la solución para 

provocarfaÜas; É:i análÍsis':ci~j()~_bh:>¿rilllentos sería comparar la tasa de acople de 

l~~Jo1:;h~~~;s,;;~ri·~¿~~bcI~~l~~-~~d'1a~asa de acople control. Si la tasa de acople 

fuera si~il~)~¡6 fuctÍtaiia'·tj_J{{~~ C:oritactos están en las entradas acopladas. Si la 
. -- . "·: .. - ·~~'.·.,··.- .-~·i,::.-:J'}~.--:;;r;·;-.· ~--'.';:/:~-.-~?:·::~;:'.;.-;;~.1''.''. .-. <~:'-,','" ~:;,,:·;:,·· \~?~}·- ·::-::.: - : 

tasa: d~acóple 'cofl.~ol flleraniayor a la de los potenciales de fallas de estimulación 

__ ._~<!P=ili~~~zi~~tj~, ~~st~-;~d,!~~~ic9L1e el potencial en V2 se habría propagado de 
-di'stahCia.~;fIT1~)i~~¿~"íid8.~';eci¿1iil:s:dendritas acopladas y por lo tanto indicaría que las 

'·:·· . .,<: ·. ~::;~_:>. !~;_:-~::. :;,¿;_:.:. :·;_{·~·-_ ·.·~;;,\~\,. -·/(r-2.':" i;;:,::~-.r-.~~}i~F-:/·~:~~~} :-;;:::;~~7 - ~ ': · • - ~ _'."'~ ~: ~-' 
. entr::1d~s estarí~:Car\lera:de las}dendntas acopladas., Si se encontraran contactos 

~:~~~~~~~!;~1!i:~f~!=; :rr~~~~: :::;~:: .:r~~~=:dad. 
>La.>;fáltá)!de~;-diferencias significativas entre los datos de los siriapticos. 

. . '. :;, ... ·-_:; __ ::~:··:: -.~~:~;:~.~ :.-~;~.:~;: ;;.~'s':'·.- \·'f.:~'.'. -{:··~ ... ' .. . . . -. ~ .. ·-/ ·'.: ~- {. . < >. -.. 
ipsfü:ttera}esjc~'-:'.coritrruaterales coincide con lo reportado por Szczupa,k:\y. Krísta:Il 

~~~~i~R '~~:=o: q::~: :::::: d:o:as .:::n::;r;]l~lif l~e~: 
. Especulan'!q· sobre posibles convergencias, Szczupak y Kristan~;_(r~.~.9.5){~~p()rtaron 

.co~v(!ri~~~i~';s~bre01aadoo las mism
1
aas interneuronas pardea las1ªJ~s,i.·(!·~-·.----.~.~.t.fd.:~e~fm;,_r .. '.;at.·s:~.-.·l~o~ólogas 

cont~aJate~~€s/ que organización '\ neuronas 
. '-.'. .:-€.~; ' •' ·f' ;·,_ ' 

meca.Ilo~~!isorlales es similar podríamos pensar que _.existf!>lin~ convergencia 

sirriná:r¡}afg!?-s neuronas N y T homólogas contralaterales e irlsiu'~o/d~das algunas 

s~litude~ ~n ;1os parámetros de los PPEs en respuesta a rieuronas P y N 
- . . .. :,-- '·· ~· \,. " , .. _ - .• - , 

podrl~o~foéii~,ar que las neuronas N pudieran establecer algunosccmtactos en las 
- . . =-·" - '.-_ ,.. .-;.·- '·~ - - . - -

·vías iI'ltein'éüré:>:ri8.Ie~ de las neuronas P. Siri embargo, los datos defpr~sente estudio 

no p~iirui,¿J';~é~~ar nada al respecto, seria necesario un~.· apr~ximación 
. experi~ent'al clÍs¡~ta para probar éstas hipótesis, incluyendo estimulación 

simultánea de pares de mecanoneuronas junto con el registro de alguna de las 

neuronas de Retzius. 

Estudios previos estimulando la piel han mostrado que las Retzius 

responden con trenes de alta frecuencia a estimulación mecánica (Blackshaw, 

Trueta, Szczupak, De-Miguel, comunicación personal). El presente estudio apunta 
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a que las conexiones de las neurorl.as ;ffieC:anosensori8:les'. corú ias neurotias de 

·:::t~E:~:::~~=:f~f~~~t~~~i~~~~~~~.~~~~~t::~ 
McMahan, •· 1976; Gu, 1991); ·.Estas c~acterísticas · an~tó,I'Il,iJ:a:~:h,aC:~I13J:>e!1s§r que las 

neurori~s !i_iecan_osensoriaies.ip~na.ter::ues hace~ .. siri~~ii~fr~ii'.:~i'iil~f'd'~'JiB~~~:c;l1yas 
d~~clritas contactan a ambas neuronas de Retzh.l.s'.::~J:f.·-ft~~f~:;¡;-2~;;~Ü~stra un 

esquema simplificado de cómo podrían ser las cone,¿¡bnes ~nt~e :113.~ heüronas 

mecanosensoriales y las neuronas de Retzius. 

~ 
I S( ~ 

IT IJ_I[ If rr IJ=1J=3"f i •1 
• T T 
MN 

Figura 24. Representación de las conexiones ent:re neuronas 
JD.ecanoneuronas (MN) y neuronas de Retzius (R). Cada mecanoneurona podría 
contactar varias interneuronas que hacen contacto con ambas neuronas de 
Retzius a diferentes distancias electrotónicas. Los contactos están en las 
dendritas no acopladas. 

Las neuronas de Retzius liberan serotonina de manera sináptica y somátic;a y 

el modo de liberación depende de la frecuencia de la actividad en la neurona de 

Retzius (Trueta et al., 2002). La estimulación mecánica excita a las neuronas 

mecanosensoriales, que a su vez pueden provocar actividad de alta frecuencia en 

las neuronas de Retzius, y presumiblemente activarían la liberación somática de 

serotonina. Es posible que las neuronas mecanosensoriales, especialmente las 

neuronas Ty P, al registrar estímulos de baja intensidad (que en el medio ambiente 

podrían corresponder al roce del agua en la piel, estando el entorno en calma), 
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generen potenciale~.éde a:cción de· bajá_ frecÚ.enci8.;: que se tráducé~ e,r?poteneihles 

·~:=;~;~-{~~}-~11~~:;Tu~~i~1;f ~~~n~;:~:~ 
O• T•, - !'." . .:,',·:.e_--;-' • • '· • ), • 

estimulo.· mec(iriÍ¿o>d~\niay~r ,ü:1tens~dad, .. se. producirían trenes de .Po.tenCiáJes;de 

ac~iÓn de .. ~~i()~.[;~~~~~2i~--;~;-1is n~uronas •mecanosensoriales; Las·-··· ri~u?~~1.s·de. · 
Retzius traducirían:~ró~z.hiJiÓ~ de la estimulación con base en las entrad~~'·'á(ie• sé 

- ., i· r - . - ~ ·" ·'. - ~-~-" • . ... - .. • • ',;;;.;::,· ._.:_' .• • 

activen y del :C:~r~C, t!~cipóffil de su activación. Si se trata de. un ;_estíclulo 

relativamente,<léBi.l~:¿~~~~~Ü~arían preferentemente las neuronas T, é~~~~ .tienen 

repuesta al prhl~i~i~'-Y.>~triri.::i.ldel estimulo y se cree que su papel es daru~a sefial 
. ··,~:;_ .'.·~:<.'-~·.-:;·~~~~;:~\;~1:~_;,'{f\_.'.'.·.-~~;:_:~·\ ~::·~-:. <> '. . :"'./,·; . '. 

de alerta al'. sistema:: (Carlton';y MacVean, 1995). Tomando en cuenta que para 
• · -· · • - ' •' • "•·' ' .,,- " - ·-•·· - ~;-- ;:-i' f«" -O - ' "', -· 

logrartrenesde aJtafrecU.erifüa'.._en las neuronas mecanosensoriales se necesitarían 

estimulo~-relatl~amente itÍe~~~~ requeriríamos la activación de las neuronas T y P. 

Las neuronas P tiene:i:i '.üna actividad sostenida a un estimulo y se sabe 

codifican la posi~ión del estirll.ú.10 y la respuesta resultante, con las neuronas T 

sirviendo mayormente como reforzadoras de la respuesta (Lewis y Krista:l'l., 1998; 

Zoccolan y Torre, 2002). Las neuronas T podrian activarse mientras el animal 

explora o descansa en condiciones estables y en caso de alguna perturbación, ~n. el 
.· - . . . 

ambiente, al tener la menor latencia de respuesta, serían las responsables de dar. 

una señal de alerta a las neuronas de Retzius, al dar una entrada masiva que las 

despolarizaría. Las neuronas P, que se activarían después, podrían desencadenar 

algún comportamiento y mantendrían sus entradas activadas hacia las neuronas 

de Retzius de manera sostenida; estimulando a todas las neuronas de este tipo, de 

la cadena ganglionar a través de la red de interneuronas que están conectadas a 

todo lo largo del cordón nervioso (Szcupak y Kristan, 1995). Las neuronas N, de 

activarse, reforzarian la actividad de la neurona P. La actividad en las neuronas de 

Retzius a su vez podría activar a las otras neuronas monoaminérgicas, que según 

Lent yFrazer (1977) y Nusbaum y Kristan (1986) están conectadas eléctricamente. 

Esto podria provocar que se produjera liberación somática además de sináptica de 

serotonina de las neuronas de Retzius y que junto con las otras neuronas 
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~~~~j~~?iiit[Ij~~!;f ~~~~f~~~i~if~~1t;: .. 
; La aCtiVidadi~néurorrioduladora'.0dé~.la•serotonina, se· ha·~ relacionado ;con la 

.,' . ·:·;:-.: - (<-~<·~-. _:;::~.r;--.~-"~:~.\::;t-..::.·:::·/. ~~_\:><'.:.'.\ ":' {~·:'('. .: .::::--::><·~·:_,;:- ·::'·'.:-;:;: .\:.fi:~::::.:;~(.: i-~'.-<~~(t·~·.t~-~-:::;:_:?-:-_i~-:~:-~·;·_;)>~·:<-':·~-'./' ---~y\:/ -:(~:(,:·;-.. V::._; ::~'-~~\:::-:7?~\:< \~!,:: · -< · ·: . ·. 
actividad lllqt()r~~eij.'la s~~ijué!~~g>:r:no~µl'J..~(~ct6r~que~incr~méntalla~Jjr6bábilidad 

--~de q~i:~,~~g~~~~~g~~~gfr~~~i;~~~p~()~Bariii~nt6. nioto? a1 .·· aite~ar·.1is ~~~~~~eª?~s de 
memfr::i:na':yTsi?á.pticas ,de~la,sneuronas motoras para que actúen co:rno,miembros 

de lo~.s~n~~i~¿s:.ke!leradbies 'de~;atrones motores (Mangan, et al. 19~ir}ÚtY 1?>· El 

nivef~<l~',•<8.ctlvación de las neuronas de Retzius dependerá. en gra.Il .. J>'i:irte,,de las 

entrad;:scI~ las neuronas mecanosensoriales, las cuales según e1·estühl.ii6'.~u~,las 
hey:a exdtado generará.nr~spuestas má.s y menos fuertes que al ser,•mi~i;~clas por 

·.. - . - - . . - ,.• - ·.·; ·.- -;. -~·:; . .. ,\, 

Ías rieuronas de Retzius se traducirán en una mayor o menor sécre'éióñ'.'riiasiva de 

~erot()~ina, a su vez proclu~iendo una regulación má.s o menos.ru6if~'.~1~·~cuerdo a 
· · .-; ,;:- :·~ · ·'-~1r:~::.:-__ .-- · . :: . _._'.;>:.-'!~:~<·~ ~.J~.:-.·:,:~~~;: .. 3_~':.::: ... -: « -. 

la cantidad de neuromodulador liberada. Así, las neuronas mecanosehsoriales al 
:.,. ·_.·:._. ..'-'·: ·-.---;·'!."~f'': ... \ '--~.:"-..-.<:\;.-.·-::.:: · .. ~: ,-;·".;·::-·:~:~'·\lyi''·\:): /' 

prc>Vo~ar actividad de aÍÚi!':::ir~cuencia en las neuronas de Re~us> lri° qÜé!'ia''su vez 
-" ' ·~ . -.· . . ·-· : ' ,-· .. - . 

puede desencadenar liberación masiva de serotonina, activarán t.ln rri«i:!c~i~mo de 

neuromodulación extrínseco de los comportamientos que desencadenen. 

CONCLUSIONES 

En conclusión, los datos de este estudio sugieren que existen al menos dos 

tipos de entradas sobre las neuronas de Retzius. Por un lado, las entrada.5: situadas 

sobre las dendritas acopladas, que producen la actividad espontárlea de baja 

frecuencia, asociada a liberación siná.ptica de serotonina y cuya integración 
,J. ' 

depende del 'i;:tcople eléctrico entre las neuronas de Retzius. Por otro lado, las 

entradas d6)~s heuronas mecanosensoriales, situadas en su mayoria en dendritas 
,;-/-·-. ;':" 

no ácopladáS,, cuya integración es independiente del acople eléctrico y que 

producel1 l~ a~tividad de alta frecuencia que desencadena liberación somática de 
·. · ~~er~t6hina. 
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Este mecanismo permite a una misma célula nerviosa funcionar como 

neurona o como célula neuromoduladora según las entradas que se activen en un 

momento dado. En el caso de las neuronas de Retzius, el estado anibiental, 

registrado por las neuronas mecanosensoriales parece ser uno de los factores que 

pudieran desencadenar el paso de un modo de secreción basal, regulado por la 

actividad espontánea de baja frecuencia, a un modo de liberación masiva de 

neurotransmisor causado por la actividad de alta frecuencia que module él o los 

comportamientos resultantes de la excitación de las neuronas mecanosensoriales. 
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APÉNDICE 

Las técnicas de microscopía tradicioqales, como son el campo claro y la 

microscopía de fluorescencia o el contraste de fase permiten la entrada al'objetivo 

de una gran cantidad de iiiz que el objeto de estudio ha reflejado. D~ci()'~Ü~.:lal~z 
.•. , .. ' ·, . ;_. -,;., -." .,.·\ •' 

es desviada por.cl:Í.dÍ::i'pÜtit'() del objeto el resultado final es una image_t!_qu~Ü~~luye 
mucha luz fu~f~ 'cl~r6~o, donde cada cono de luz reflejada por un pu~-f~r<l~~()1f¿n''eI·· 
objeto;~~t; ~?~~~inado por los conos de luz reflejada de los puntos~a~~~~-j~t~~: '? ... · 

La técnica ·de microscopía confocal permite la entrada de luz aHrilicroscopio. 
-;., .::-~ .. -.'.·:~·>:~- ·.:,,. . . ·· ... ~·) ·:~'.;;:~?.:·.·¡E,::0 (:::--·~·.\: ... :·1;\.:::·_· :-·,' _ -· 

por una apertura cuyo diámetro puede ser regulado por el usuario,'.d~\rriaJ:1.~rá•que 

la ~aritidad de luz fuera de foco puede reducirse y así lograr ~óri~s(6~tl~6~ ;de ,_).'. ".._": ,··>·· . ,, -:<,'.-~;:p·;;···.·;;¡'~:+-<,--,~;:\'.•?·_';¿,::.,_.,_'::>: 

objeto~sólidos. Sin embargo, aun la microscopía confocal tiene sus_,~@Jt.~c~~n~s,én · 
· .· .,,. · --- : .. i'.-:,_,",.\:.·:=-~~--\r~t:s~;-f".:i-~'~>:'..::-:;;/_,:-,, __ -_--_'.··-~:- -

· cuan.to a la cantidad de luz fuera de foco que deja pasar debido a: ofros paráJn~tros . 

qu~ deben tornarse en cuenta al adquirir una imagen, como son.la:fú~f~,d1~1·.Íá:s~r, 
·y la, apertura del iris. Todo el tiempo existe un compromiso ent?~!"'ia:·w*.t"ih~t~~' ·el 

contraste y la cantidad de luz fuera de foco en la imagen. Si-s~':Jt'.{1~~-ttB~•g'iJ~l'tti:ra. 
I!luy pequeiia, entrará poca luz fuera de foco, pero también poc:8.~'JJ~{;:J~¡:gj;j~~¿f,':~or, 

'· ~. ·- ~. - ' ···.- . .·, (:·~;~?:}:'.:: ~:~~:-~: .. -.. ~ ·-·~1f~:: .. :'~:;·~ ;;~·:-:··~ '.. : '.:·: 
lo q:Ue se corre el riesgo de perder detalle; si por el contrario se abre etiiiS entrará. 

. , . . . : ,. • ~ . . ,, ~ ,_ . ~..... • -e " • 

rnás'luz de,l .objeto, pero también más luz fuera de foco. En el caso def¿[t'.í~r~tl~l .. 
lá~er, (!rJ.tfe más potencia se logran imágenes más brillantes y puede ten~;s·~:iii~;Ór .. 

. . ·'. ·:.,' ·- . - . . ·- - . - . .- ·- ·~· . 

infohn~cÍÓn deLobjeto utilizando aperturas más cerradas, pero ésta vez se co~e ~1-· 
peligro d~0·bl~quear los colorantes fluorescentes y daiiar la preparación. Ádernás' · 

·de la desViación de la luz por el objeto, el tipo de microscopio, características del 

objetivo (apertura numérica, distancia de trabajo), longitud de onda adquirida y el 

medio de inmersión son factores que también contribuyen a la desviación de la luz, 

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

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

·imagen y del tipo de objeto de estudio. En el caso de estructuras grandes las 

imágenes confocales son de excelente calidad; es cuando se lidia con estructuras 

pequeiias que el ruido puede ser un factor que impida distinguir estructuras o que 

aparezcan más gruesas de lo que son. En el caso de dendritas y especialmente si lo 
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que nos interesa son los contactos entre estas, el ruido es de especial importancia, 

ya que se trata con diámetros de entre 1 y 1.8 micras(García, et al., envia?-C>)· f;l 

ruido en la imagen puede hacer que se pierdan estructuras, o que la re~oi~ción. no 
1 • ·'· ,.,,: .. "'';_ .'. ',,; •• 

permita distinguir una estructura de otra, de manera que se vean sobi:-epbsidories 

:de estructuras que en realidad no se tocan, siendo simplemente inters¿6'g¡c;i¡~~,d~ 
luz fuera de foco. . .•.•. ,:.,·.~. •;';> 

. :· o'..~'o.. -."'="l-....c:- ~---=. '. __ •• i 

Este problema ha sido abordado por varios grupos y han sur~do'distintos 
· ·~goritmos que tratan de resolver este problema. La mayoría de ellos son s~l~ciones 
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 eliminará la información de la 

imagen o una frecuencia de corte a partir de la descomposición de los patrones 

lumínicos de la imagen en componentes de frecuencia. Esto efectivamente quita 

parte del ruido de fondo y mejora el contraste de las imágenes, pero no garantiza 

que se quite la luz fuera de foco que está incluida en la representación del objeto. 

o.tras aproximaciones simplemente promedian valores de escala de gris para 

. \ c;)btener una imagen más homogénea. Finalmente están los algoritmos que van a la 

/,iri\tiz del problema, un ejemplo es el algoritmo de deconvolución del programa 

.i{~;'.*bosM 2.3 (Conchello y Lichtman, 1994; Conchello, et al., 1994; Conchello, 1998; 

.í:,,C(;:Uchello, 1995). Este se basa en que la formación de la imagen microscópica 

;iyi,0pÜ(::c:ie describirse matemáticamente como una convolución. La convoIUC:ióh es un 
;· ~ ' ~"' J> -- , '.i;y·. . -

··g;~:ftlgoritmo que define procesos en los que la suma de una serie de eventos dan un 
'~~·-. ' -- ,_. -

.·• ~:'~ré'~ultado. El proceso de formación de la imagen microscópica puede ser definido 

·:·Y~~gll1o un proceso convolutivo donde cada punto del campo iluminado proporciona 

• ''•\?iri:tormación, que al conjuntarse forma una imagen del objeto. Cada punto en la 

imagen refleja luz en forma de un cono doble. Estos conos de luz son la desviación 

de la luz a partir del punto que la reflejó 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 deconvolución es el proceso inverso a la convolución. Para el caso de la 

imagen microscópica lo que significa es que la deconvolución permite reconstruir la 
80 



forma y los pasos que dieron lugar a una imagen determinada. La PSF · (Point 

Spread Function) es una operación con este mismo principio que calcula el .cJ.esví() ... 

de la luz para cada punto, con base en l~s condiciones en que fue tomada la 

imagen. Si ahora "mezclamos" esta desviación de luz para cada punto cori : 18. 

imagen original y de alguna manera la luz desviada la "incorporamos" al punto cid 
que provino originalmente obtendremos una imagen en la que idealment~, no 

habrá luz fuera de foco (ruido) por lo que la resolución de la imagen será mucho 

mejor y será posible distinguir regiones que en la imagen original hubieran 

parecido estar unidas. 

La deconvolución es un proceso iterativo, por lo tanto el número de 

iteraciones es otro factor que el investigador debe controlar. Puede darse el caso de 

que si se dan menos iteraciones de las que se necesitan, la imagen resultante siga 

teniendo luz fuera de foco y si se dan más iteraciones que las que la imagen 

necesita se pierdan estructuras de interés. Esto no es un factor trivial, estructuras 

grandes pueden necesitar más iteraciones que estructuras pequeñas y. viceversa. 

En el caso de objetos con estructuras heterogéneas, como es el caso, de una 

neurona con un soma, masivo en comparación con las dendritas y axón;f~Í1;~Íuriero 
de iteraciones debe regularse según el interés del investigador en; ütj~;i-'u\>tras 

,x:·~--: ·- .. ~.-,: .. : . ·, 
estructuras .. En este caso nos interesaban las dendritas de manera qUe el:n:(Ú:nero 

de ite~cio:hes fue regulado para que al restar la luz fuera de foco htl~f~rá. ~ayor 
resolución y definición de éstas estructuras. Debido a esto, muchas veces el soma 

no fue suficientemente procesado. La forma de regular el número de iteraciones fue 

probando diferentes valores y comparando con la imagen original, monitoreando 

que no se estuviera perdiendo información. Este proceso se realizó con cada una de 

las imágenes. 

Los pasos para procesar una imagen con este progrruna son: 

Windows 

1.Ajustar el contraste de la imagen original. 

81 



2.Convertir imagen *.pie en varias *.tiff con Batch Conversión del' ConfoCal' 

Assistant (CAS). Puede elegirse cuantos planos se quieren convertir. 

3.Escoger planos que se vayan a procesar (qeben ser potencias de dos). Si sobran 

imágenes ver si se pueden quitar planos que tengan información repetida. 

4.Cambiar los planos *.tiff elegidos a formato *.raw en el Photoshop. Este proceso 

se puede automatizar utilizando la opción de "Actions", grabando los pasos para 

salvar la imagen de un formato al otro. Ya grabada con "play" se pueden ir 

convirtiendo las demás en un sólo paso. 

5.0rganizar las imágenes en folders según su formato. 

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

las imágenes resultantes ya procesadas. 

Linux 

7.Reiniciar la máquina y elegir "linux" con la flechas y dar En ter. 

8.Dar el login y password de la cuenta de usuario donde se va a trabajar. (linux es 

sensible a mayúsculas y minúsculas, tener cuidado con esto) 
; 

9.Para iniciar el ambiente de ventanas usar el comando "$startx (En ter)". 

10.Crear los folders donde se pondrán las imágenes a procesar ya sea desde 

terminal con el comando "$rnkdir nombredirectorio (En ter)", donde mkdir=make 

directozy=hacer directorio. Otra opción es desde el ambiente de ventanas en el 

"home directory" de la cuenta de usuario. 

11.Copiar las imágenes *.raw a procesar de W98 al directorio donde vayamos a 

trabajar ; puede ser desde "Home directozy", en ambiente de ventanas. (de 

preferencia sólo deben estar las imágenes *.raw que correspondan a una imagen 

dada por cada directorio!! 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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13.La terminal abre el prompt en el directorio de la cuanta de us:UaJ:i(>~ Pará 

moverse a otro subdirectorio se usa el comando "'$cd nombredirectofío (Erlter)"; 
------->---·.·-:-¡---e--.·,--,, 

. paJ"a salir del subdirectorio y moverse al direftorio padre, se usa "'$cd .: (Ent~r)". El 

comando cd=change directoi:y=cambio de directorio 

14.Un,a vez que estamos en el directorio con las imágenes *.raw que acabarnos de 

copiar de W98, crear una imagen de múltiples planos: 

·.c$6i_{ ;..; ·.·· nombre_del_archivo (En ter)" 

ej:.$c¿t .· *~ retziusl (Enter). El comando cat=concatenate=concatenar. 

~ 15 .. Pará verificar que la imagen haya quedado bien usar el comand.o:. . 

"$Is -al (Enter)". El comando ls=list=lista; la opción -al=all/longÍ~ripat=todos los 

archivos en formato largo. Ver si el archivo resultante es del tam~b (I~ la suma de. 
·.:.-;.·" ·. :'<,- ' 

todos los planos que se unieron. ~· 

Ej: cada plano 262144b , si juntamos 10 planos: 2621440b pa:f::i:·archivo 

resultante. 

16.Ponerle la secuencia de reconocimiento de lá 
Washigton=WASHU, de 1024 bytes a la imagen con el comando: 

"'$addh nombrearchivo <nx=::'<np <nz> <tipo de dato> (Enter)" 

Ej: $addh retziusl 512 512 10 O (Enter) 

Universidad ·.de 

Donde nx: tamaño de la imagen en x; ny: tamaño de la imagen en y; nz: número de 

planos en z; tipo de dato: byte=O, una unidad de memoria por pixel; float=:=2, cuatro 

unidades de memoria por pixel. 

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

byte. 

XCOSM 

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

"'$xcosm (Enter)" y cargar la imagen con el botón "Load Image". Mover las barras 

para cambiar de plano y checar que la imagen haya quedado bien. 
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18.Apretar el .botón, ."o:n:~r~fe;PSF";.;del irienú a~ la izquierda y'1lenar toda la 

información ~que se ~i~~: ri~intii-é.que 'se quiere dar a la PSF .("rc::i:zJtislpsf", por 

ejemplQ,~: P,é~~c:J.ti~~ffiiai~thtg~.d.~ l;[~rig¡nal Y. que permita sab~r<qú~ .e~ una PSF); 

.número de pix~les'.en~x/y; número de planos en z; distancia .entr~ c~cla plano ,2: e.n 

'• rnic;~~~;/~<Í~litki~h~};·¡ibc~l/m.icra. Dar click en "OK". Seleccionái-. ieil~f~'Yct<:L1a:Ü~ta. o 

'si rlO C()¡+espondesefo6cionar "other" y dar información sobre el dbJ~ti~6\\usiido: 
;·~lirne~t6;·~~i;ÜUi(;ia'. d.~ trabajo; apertura numérica, indice de refra~6¡"ófüf'¡~i'.f~a~del 

.... >m~dio ~U,c:!:. usa el objetivo; índice de refracción del medio usad.6{'Etfu~~o del 

· cll.breobjefcid: Dar click en "OK". Seleccionar filtro de la longitud de onda 
•;. . 

correspondiente o seleccionar "other" y dar la longitud de onda en nanómetros que 

se uti~Ó. Dar click en "OK". Seleccionar el tipo de microscopio: Confocal circular. 

Dar •c1ick· en "OK". Dar valores de scanning opctics rnagnification: 53.0 para 

mi6roscopios Biorad. Physical aperture size: dejar corno está a menos que se 

• consiga otra información. Physical aperture size: es la apertura del iris con que se 

tomó la imagen. Dar click en "OK". Dar click en "OK" en los avisos .de que el 

proceso ha comenzado. 

··Nota: Tener cuidado al llenar los campos con la información. Es necesario dar click 

en el renglón y mantener el cursor del mouse sobre el renglón!! 

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

DeSae terminal: 

· ~().E{pr<Jceso de PSF genera cuatro archivos: la imagen de la PSF, que no tienen 

extgn~ión; tin archivo *.info y otro *.template con la información que se llenó para 

~erte~fu:.'ia 'f>sF. El otro archivo generado es *.log y es este el que nos permite 

,'._ hiohitCl~~~elproceso. 
... ~1.Ab~i6tra terminal y para seguir el proceso de generación de la PSF moverse la 
.'¿)_ ,;.f.,;_;_·, - , .... '' ' : 

"•' 'difectÓrio correspondiente y ya en ese directorio usar el comando: 

;,.::. ::$1:~1 · -f nombrearchivo.log" 

~~I~·~J)$tail -f retziuslpsf.log (Enter) 
:;;-.;; .,, ... · : . 

.• ~~·•··:El comando significa: tail -f = sigue hasta el final el proceso del archivo. 



XCOSM 

22. Una vez que ha terminado el proceso de, generar la PSF, regresar a la pantalla 

del XCOSM y para la deconvolución, apretar el botón de EM. Llenar la información 

correspondiente: nombre de la imagen original; nombre de la PSF; nombre de la 

imagen resultante ("retziuslemlO", por ejemplo, de preferencia debe ser algoqu·e 

distinga que es la imagen procesada y el numero de iteraciones que se van a usar) y 

número de iteraciones. Dejar los demás campos como están a menos que se ·sepa 

como modificarlos. Dar click en "OK". 

23.La EM genera dos tres archivos: la imagen resultante de la deconvolución, 'que 

no tienen extensión; un archivo *.template con la información que se H~nÓ~p'ara 
realizar la deconvolución y un archivo *.lag donde se puede ver como va;i';í)'~<:)d~so. 
Nuevamente se puede monitorear el progreso del proceso con el comandB'·?i.;$taÍ{ .:..f 

::::::::~::1::.Une el proceso companrr la ;magen original con ~p~t[i' 
abriéndolas en xcosm con "Load image". Si se considera que l~ imaie!'ii'~~2~~Ú:it.'\;~er 
procesada con un mayor número de iteraciones volver a usar el botó~ -d.e··,JiM; y 

;,,,".. . ·.'. ''·'·"·.·,-/:::, 

cambiar el número de iteraciones y volver a procesar la imagen. Probaf·'cón 

diferente núrnero'de'.it~raciones hasta encontrar el número adecuado de acuerctÜ a: 
que tanto se.JÜ.i.~'fa·quitar luz de acuerdo a las estructuras que se quiera re~aii:ar; 
siempre co$~fu:~ con la original. 

<\· " ':~<( .··~ 
' . ·: · .. 

Desde teimirial: 

25.La imagen resultante será 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 luego hay que quitarle el WASHU: "$removeh nombrearchivo (Enter)". El 

comando rernoveh=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: 
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"$split --bytes=n umerodebytesporplano nom brearchivo. nombl"e~ch.Ívore~ultari te 

(En ter)" '· .. ; ''.·.::r-
- ~S.,::"-~--_:-

Ej: Para una imagen de 512*512 pixeles en x/y, el tama.:fi.o:'<le ;1a imagen en bytes 

cuando el tipo de dato es byte es de lpixel~lbyte: 512*si~~ 262144bytes. Por lo 

tanto cada plano será de 262144 bytes. 

"$split -bytes=262144 retziuslemlO rlemlO.raw 

(Todos los archivos resultantes deberán ser del mismo tamafio y el número de 

archivos debe corresponder al número original de imágenes * .raw que se 

procesaron. 

Ambiente de ventanas en Linux: 

27.Los archivos resultantes tendrán nombres como: rlemlO.rawaa, rlernlO.rawab, 

etc o xaa, xab, ... , xzz si no se especifico corno se quería que se llamaran los 

archivos resultantes. Para que puedan ser leídos en Windows hay que cambiarles el 

nombre a: "nombrearchivo.raw". Esto se puede hacer desde Home Directoxy, en las 

Propiedades de la imagen, se le puede cambiar el nombre o desde terminal usar el 

comando: "$mv rlemlO.rawaa rlemlOOl.raw(Enter}" 

e ir cambiando cada letra por el número de plano correspondiente: 

rlernlO.rawab> rlernl002.raw; rlern10.rawac>rlem1003.raw, etc con el comando 

rnv=move=mover, que en linux es corno cortar un archivo. 

28.Para pasar las imágenes 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 "$1ogout (Enter)". Si maca errores y no aparece el prompt, dar 

"Control +C" para que aparezca el prompt y ahora sí usar el comando "logout". En 

·la.pantalla deberán aparecer las lineas de login y password. Escribir los datos de la 

cuenta de root y dar (Enter). Para iniciar el ambiente de ventanas usar "startx 

. (Enter)". Desde el ambiente de ventanas en el Home Directoxy se pueden cortar o 

copiar las imágenes procesadas a windows. 
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Recordar que en el directorio de Root están los directorios de W98=Windows98 y el 

directorio de home=cuentas de usuario. En este directorio buscar el directorio de la 

cuenta de usuario donde se hicieron las imág~nes y de ahí copiarlas a W98. 

Nota: Es peligroso trabajar en root si no se conoce bien el sistema porque se corre 

el riego de dañar el sistema. Trabajar lo menos posible desde esta cuenta y sólo 

utilizarla para pasar las imágenes resultantes a windows. 

29. Para salir de linux, desde el Menu de Inicio elegir "shutdown" y luego)a.C>iJ¿Íóil 

"restart". Si hay problemas, desde la pantalla terminal, ya fuera del ~Sfarit~de· 
. ::.< :,:k~:;ih:\~·:::~-'.-<:.:_, ·::,r .. ·- -->--.:·, 

ventanas llamar ·el prompt con Control +C, en caso de que no .. e,sté.:y{usar el 

comando "shutdown -r now (Enter)" para reiniciar la máquin~ i~i,:;~~::ql'.lisÍ~ra 
apagarla desde linux usar "shutdown -h now". >·< 
Nota: si se quiere regresar a windows desde la cuenta de usuario y,· hÚbiera 

problemas, salir de la cuenta de usuario con "logout" y entrar a la de root y;:;jesde 

la pantalla terminal (SIN entrar al ambiente de ventanas) desde el prom~t de root 

usar el comando "shutdown". 

Windows 

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

31.Formar una serie de imágenes en Metamorph, con la opción 

File: Build Stack: U ser defined 

Seleccionar el directorio del que se van a tomar los planos e ir seleccionándolos. 

Hay que indicar la distancia en Z entre cada plano. 
- . . - . 

Laimagen resultante será un conjunto multiplano que puede salvarse cómo ":~pie si 

se ya a utilzar el CAS después, o como *.stack si se quiere usar el Metamorph. para 

otros procesos. 

32;Una vez con el conjunto de imágenes reconstituido, las reconstrucciones 
. . ' 

tridimensionales pueden hacerse en CAS con la opción: Movie, especificando los 

flri~16s que se quiere abarque la reconstrucción. En Z el rango que puede 

util~se·es de l>x<lO micras. Si los planos se tomaron a menos de una micra la 

rec6nsti-Ü"6dón saldrá alargada en Z o si se trata de poner un valor menor marcará 

errpr. Ta.di_tiién puede hacerse en Metamorph, desde Stack: 3d reconstruction, este 
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programa sí permite valores de Z menores de 1 micra pero esto debe (!Specificarse 

desde que se construye el stack y luego utilizar esta calibracÍóri ; 'al · realizar la 

reconstrucción tridimensional. 

33. Si se quieren combinar imágenes se puede hacer desde c.As,~éoh la .opción 
:,~~ -"{fi_~~ -·;- ::i_\· -;._,_:· 

Merge. Se asigna cada imagen a un color diferente (azul, :roj(><;;:O yefde)>Y se 
' -~;/<···:'.:i?'~:·-: ·-~·:':;.;,::· .'-:~:'?'.. '?}>>: :;:':, __ . ·, 

especifica el número de planos que se quieren combinar y e!'fiQ~E~Ql,~_i1.f9,qt1~ se 

.. :::~.;:";º:'.:~:::;e: ::: .'.'.º::.::::;:::~::1t perci ~i"iz{i~~'4Var1as 
,. :: -~;/fi'/0:·;~;·:·:~-~~,~-·\:~.,, . : En' Metamorph la opción equivalente es en Graphics: Color Encode-~ .. ':También' se 

,, '.~signa un color a cada imagen y se indica si se quieren combinar tod~~;i6~/i,ifuios o 
~:· ;~Ólo el plano en pantalla. . .... ·· ' ., .. 

•,,• 

:34: Si se quieren intersectar imágenes para ver donde hay contactos, esto se· hace 
:_~-; ·_ - . - . . . 

"desde Metamorph, con Stack: Arithmetics:Logical AND. Hay que seleccionar los 

stacks=imagenes que se van a intersectar y dar un nombre a la imagen resultante. 

Hay que elegir si se quieren intersectar sólo los planos en pantalla y todos los 

planos en las imágenes (Current o All Planes). 
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