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RESUMEN

En este trabajo estudiamos la secrecidn sindptica y somatica de serotonina en una misma
neurona y analizamos su dependencia de la frecuencia de disparo y del calcio transmembranal
e intracelular. Utilizamos neuronas serotonérgicas de Retzius de la sanguijuela, que en cultivo
conservan su identidad y forman terminales presinapticas al entrar en contacto con neuronas
sensibles a presion (P). Estudiamos la secrecién somatica a partir de la incorporacién del colorante
fluorescente FM1-43 durante la endocitosis que sigue a la exocitosis. Trenes de impulsos producidos
por estimulacion intracelular en presencia de FM1-43 y de calcio extracelular incrementaron ia
fluorescencia membranal y produjeron puntos fluorescentes en ella. El nimero de puntos fue una
funcién sigmoidal de la frecuencia de estimulacion. Mientras que diez impulsos a 1 Hz produjeron
19.5 *= 5 puntos por soma, el mismo nimero de impulsos a 10 Hz produjo 77.8 + 13.9 puntos.
En ausencia de calcio extracelular un tren a 10 Hz sélo produjo 34.0 + 7.9 puntos por soma. Los
diametros y perfiles de intensidad de los puntos producidos por cada protocolo de estimulacién
fueron similares. Los puntos se destifieron al despolarizar las neuronas con 40 mM de K* en el
medio externo, demostrando exocitosis. Ademas, los patrones de tincién somatica fueron similares
en neuronas estimuladas en el ganglio o en cultivo. Micrografias electréonicas mostraron cumulos de
vesiculas de nicleo denso en el soma y la ausencia de vesiculas claras y zonas densas, caracteristicas
de terminales presinapticas. La secreciéon somatica se abolié al bloquear los canales de calcio tipo L
con nimodipina (10 uM), y se redujo en un 42% al bloquear la liberacion de calcio inducida por calcio
con rianodina (100 M), mostrando que la secreciéon somatica neuronal tiene un mecanismo similar
al de la secrecion en células endocrinas excitables.

Para comparar la dependencia de la frecuencia de la secreciéon somatica y sinaptica, analizamos
las corrientes postsinapticas producidas en sinapsis en cultivo entre neuronas de Retzius y células
P. La secrecion sinaptica se activdé con un solo impulso presinaptico y se mantuvo estable durante
trenes de 10 impulsos a frecuencias hasta de 1 Hz. La eficiencia sinaptica se incrementd en funcion
de la frecuencia, con una fase de facilitacion rapida a frecuencias entre 1 y 5 Hz que disminuyd a
10 Hz y una segunda fase de incremento lento a frecuencias mayores, que tiende a la saturacion.
Para estudiar la contribucién de las vesiculas claras y de las electrodensas a estas respuestas,
incrementamos la probabilidad de liberacion, aumentando la concentracion de calcio extracelular a
10 mM. En estas condiciones, la secrecion sinaptica se deprimié durante trenes de impulsos entre
1 y 5 Hz, présumiblemente debido al agotamiento de la poza de vesiculas claras, y se facilité entre
10 y 20 Hz, posiblemente por el reclutamiento de vesiculas electrodensas. La facilitacion se inhibié
bloqueando los canalas de calcio tipo L con nimodipina, de manera similar a la secrecién somatica.
En contraste, el bloqueo de la liberacién de calcio inducida por calcio con rianodina en la sinapsis
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abolid la hiperpolarizacion postpotencial en la neurona presinaptica y produjo un alargamiento del
potencial postsinaptico de 552 + 174 % sobre el control para impulsos sencillos, 436 + 168 % para
impulsos pareados y 420 + 105 % para trenes de impulsos a 20 Hz. Esto sugiere que la liberacion
de calcio inducida por calcio activa una corriente hiperpolarizante que reduce el curso temporal de
la secrecion de serotonina en la terminal.

Para estudiar las entradas sinapticas y los estimulos fisiologicos capaces de inducir secrecién
somatica, registramos las respuestas a la estimulacién de la piel en las neuronas mecanosensoriales
del ganglio, simuiltaneamente con las neuronas de Retzius. La estimulacion mecanica de la piel
de la sanguijuela produjo potenciales sinapticos y de acciéon en las dos células de Retzius del
ganglio, dependiendo de la intensidad de la estimulaciéon. En algunos casos las rafagas de impulsos
alcanzaron frecuencias promedio hasta de 50 Hz. Las neuronas de Retzius respondieron después de
las neuronas sensibles al tacto (T) y de las células P, con quienes correlaciono su actividad sostenida.
Nuestros resultados muestran que las neuronas de Retzius liberan serotonina de terminales sinapticas
especializadas con efectos locales, y del soma de manera masiva, como células endocrinas, con lo
que podrian modular las respuestas de circuitos enteros en el sistema nervioso. La estimulacion
mecanosensorial es capaz de inducir la secreciébn somatica.
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INTRODUCCION

Ademas de la liberacién rapida y localizada de neurotransmisores en las sinapsis, algunas
neuronas secretan mensajeros quimicos por el soma, los cuales podrian difundir y producir
efectos mas lentos y menos localizados de neuromodulacion. En este trabajo estudiamos cémo

una misma neurona regula ambos modos de liberacion.

ANTECEDENTES
Comunicacién intercelular

En los seres vivos pluricelulares, la comunicacion entre las distintas células, tejidos y
organos es fundamental para el funcionamiento del organismo. En los animales existen tres
tipos de comunicacion intercelular mediados por la liberacion de mensajeros quimicos, que
producen su efecto mediante la activacion de receptores especificos en las células blanco. Estas
son la comunicacion sinaptica, la endocrina y la paracrina.

La comunicacion sinaptica consiste en la liberacion de neurotransmisores en sitios
especializados muy cercanos a la célula blanco. Dentro de las terminales presinapticas
una proporcion de las vesiculas de secrecion esta directamente adosada a la membrana y
practicamente en contacto con los canales de calcio (Sheng et al., 1998; Wu et al.,, 1999;
Catterall, 1999), por lo que ante la llegada de un impulso a la terminal presinaptica la liberacion
del neurotransmisor ocurre rapidamente. Ademas, debido a la cercania entre las células, la
respuesta postsinaptica es muy rapida y localizada.

En la comunicacién endocrina, las hormonas son liberadas al sistema circulatorio y actian
sobre células en organos distantes al sitio de liberacion. Debido a que el control central del sistema
endocrino en los vertebrados es llevado a cabo por neuronas secretoras en el hipotalamo, se habla
de comunicacion neuroendocrina. Un ejemplo de este tipo de comunicaciéon en los vertebrados
ocurre en el eje hipotalamo-hipdfisis-gonadas, donde las hormonas hipotalamicas son liberadas
en el sistema porta hipofisiario para alcanzar células blanco en la hipdfisis anterior. A su vez las
hormonas producidas por esta glandula son secretadas a la circulacién y regulan la produccién de
gametos y la secrecion de hormonas esteroides en las génadas, entre otras funciones. Algunas
células endocrinas estan polarizadas, de manera que la liberacién ocurre preferentemente en
una regiéon determinada, donde hay canales de calcio acumulados y también se encuentran las
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vesiculas de secrecion (Bokvist et al., 1995; Quian et al,, 2001), pero en general no hay zonas
activas tan restringidas como en las terminales sinapticas. Ademas, las vesiculas, estan a una
cierta distancia de la membrana plasmatica y no directamente adosadas a ella. La secrecion por
lo tanto inicia con una latencia mayor (Bokvist et al.,, 1995), ya que requiere de la difusion del
calcio dentro de la célula para movilizar las vesiculas y producir su fusion con la membrana. Para
lograr esto, las células secretoras requieren del disparo en rafagas con frecuencias altas que
les permitan acumular calcio (Thomas et al.,, 1990; Ammala et al., 1993). Ademas, las células
endocrinas tienen una retroalimentacion por la liberacién de calcio de depdsitos intracelulares
que incrementa la concentracion de calcio intracetular ([Ca?*]). En algunos casos esta liberacion
ocurre a través de receptores de rianodina, que se activan por incrementos en la concentracion
citoplasmica de calcio, efectuando una liberacion de calcio inducida por calcio (Lemmens et al.,
2001; Kang y Holz, 2003). En otros casos, la activacion de receptores acoplados a proteinas G
estimula la produccion de inosito! 1,4,5-trifosfato (IP3), que a su vez activa receptores en el
reticulo endoplasmico que liberan calcio de dicho depdsito (Tse et al.,, 1997; Tse y Tse, 1999).
Los canales de calcio que participan en la secrecién endocrina (Mansvelder y Kits, 2000) son por
lo general diferentes de los que hay en las terminales sinapticas (Reuter, 1996). Mientras que
en las sinapsis predominan los canales tipo P/Q y N, en las células endocrinas predominan los
de tipo L.

La comunicacion paracrina es intermedia entre las dos anteriores. Ocurre entre células
cercanas, pero que no estan en contacto directo. En este tipo de comunicacién, los mensajeros
quimicos son liberados al medio extracelular y difunden hacia las células vecinas. Por ello, este
tipo de comunicacion tiene efectos mas lentos, difusos y de mayor duracién que la transmision
sinaptica y puede modular la actividad de las neuronas circundantes, modificando sus respuestas
a las entradas sinapticas que reciben. En la comunicacion paracrina, los mensajeros actuan
por lo general sobre receptores metabotropicos de alta afinidad, acoplados a proteinas G. Un
ejemplo de modulacion paracrina es la que ejercen los neuropéptidos en el sistema nervioso
central alterando la liberacion de transmisores y las respuestas a la activacion de receptores
postsinapticos (Fuxe et al.,, 1994). La comunicacion paracrina requiere de la secrecién de
cantidades mayores de moléculas del mensajero quimico que la comunicacién sinaptica, ya que
en la primera éste tiene que difundir en un volumen mucho mayor que el del surco sinaptico
(Agnati et al., 1995), por lo que la secrecion en las terminales presinapticas no parece ser
suficiente para explicar este tipo de secrecion. Aunque en los axones y dendritas de algunos tipos
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neuronales hay sitios de secrecién que no parecen hacer contactos sinapticos (Chazal y Ralston,
1987; Moukhles et al., 1997), no esta claro dénde se produce la secrecion de los moduladores
que ejercen acciones paracrinas. Recientemente se ha descrito que algunas neuronas liberan
transmisores a partir del soma, que por su superficie membranal parece ser una estructura
apropiada para la liberacion de grandes cantidades de moléculas en periodos cortos.

Los mensajeros quimicos pueden también actuar sobre receptores en la célula que los
libera (llamados autorreceptores), ejerciendo una regulacién autocrina.

La serotonina: neurotransmisor, neuromodulador y neurohormona

La S-hidroxitriptamina, o serotonina, es una indolamina que actia como mensajero
quimico dentro y fuera del sistema nervioso tanto de invertebrados como de vertebrados.
Este mensajero actua indirectamente mediante la activacion de receptores que en su mayoria
‘son metabotropicos acoplados a la activacion de proteinas G. A nivel periférico, la serotonina
circula en la sangre y actua sobre el muasculo liso, regutando el tono vascular (Rapport et al.,
1948), efecto del que proviene su nombre. También es secretada por el hipotalamo y regula la
secrecién de prolactina, adrenocorticotropina y hormona del crecimiento en la adenohipofisis
(Frazer y Hensler, 1994). En el sistema nervioso central (SNC) la serotonina modula circuitos
neuronales responsables de una gran variedad de funciones fisiologicas y conductas. Entre
éstas se encuentran la conducta social, incluyendo la agresividad y la depresion, varios patrones
motores ritmicos, la alimentacion, el suefio, los ritmos circadianos, la conducta sexual, la
secrecion de hormonas y el aprendizaje. Evolutivamente, la serotonina ha mantenido sus
funciones en muchas de estas conductas, como se puede ver en la similitud de sus efectos tanto
en invertebrados como en vertebrados (Weiger, 1997). Mientras que en algunos invertebrados
se conocen paso a paso los mecanismos de accion de la serotonina, la complejidad del sistema
nervioso de los vertebrados no ha permitido tener un conocimiento tan profundo de ellos. A
continuacién hago una breve revision de algunas de las conductas moduladas por la serotonina
en vertebrados e invertebrados, incluidas la conducta social, los patrones motores, la conducta
alimenticia y el aprendizaje. Ademas de las conductas mencionadas, |la serotonina también
participa en la regulacién de la atencion (Jacobs y Azmitia, 1992). de los ciclos circadianos
(Prosser et al., 1990), de la conducta sexual (Hull et al, 1999; Weiger, 1997) y de la ansiedad
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(Zangarossi et al., 2001; Graeff et al., 1996; Gross et al., 2000). En humanos, las alteraciones en
el metabolismo de la serotonina estan relacionadas con desordenes conductuales y trastornos
neurolégicos como los alimenticios, la depresién (Arango et al., 2002), la epilepsia (Jobe et al.,
1999), la esquizofrenia (Brieden et al.,, 2002), o alteraciones de la ansiedad como el desorden
obsesivo-compulsivo (Jenike et al., 1996). Aunque los efectos de los farmacos que alteran la
transmisién serotonérgica utilizados en el tratamiento de estos desordenes son bastante claros,
los mecanismos por los cuales acttian éstos todavia no se comprenden completamente.

Conducta social

La regulacién de la conducta social es una de las funciones de la serotonina que se han
conservado a lo largo de la escala filogenética, y se presenta tanto en vertebrados como en
invertebrados. Los niveles de serotonina producen cambios en el comportamiento que van
desde la agresion asociada a la dominancia social, (Kravitz, 2000) hasta la conducta sumisa y
la depresion (Raleigh et al.,, 1991). En los mamiferos, incluyendo al ser humano, la conducta
agresiva y el establecimiento de la dominancia social son modulados por este transmisor (Ferris,
20GO0; Lesch y Merschdorf, 2000). En los primates, por ejemplo, los individuos tratados con
agonistas serotonérgicos o inhibidores de la recaptura de serotonina muestran comportamientos
de afiliacion y poca agresividad, y se convierten en dominantes dentro del grupo (Raleigh et
al., 1991), mientras que los individuos con una baja actividad serotonérgica en el SNC (Higley
y Linnoila, 1997) o tratados con antagonistas serotonérgicos, expresan conductas impulsivas,
agresivas y de aislamiento social, e invariablemente se convierten en subordinados, llegando
incluso a la depresiéon (Raleigh et al.,, 1991). Las alteraciones en la transmision serotonérgica
cambian las conductas agresivas en todos los vertebrados, desde los peces hasta los mamiferos
(para revision ver Weiger, 1997).

La regulacion serotonérgica de la conducta agresiva y el establecimiento de jerarquias
sociales ocurre también en invertebrados. Por ejemplo en las langostas que conviven en el
mismo espacio, las dominantes presentan una postura erguida con las extremidades flexionadas,
que se puede reproducir mediante la inyeccion de serotonina (Livingstone et al., 1980). En estos
organismos se ha estudiado con detalle el circuito que regula esta conducta y se conocen paso a
paso los mecanismos de accidon de la serotonina (Kravitz, 2000). Algunas neuronas de comando
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(Wiersma e lkeda, 1964) estimulan a dos pares de neuronas serotonérgicas, que amplifican
la sefal y activan el patrén motor de flexion de las extremidades, en el que se estimulan las
motoneuronas excitadoras de los musculos flexores y las inhibidoras de los muisculos extensores,
a la vez que se inhiben las motoneuronas inhibidoras de los musculos flexores y las excitadoras
de los misculos extensores (Harris-Warrick y Kravitz, 1984). Ademas, 1a serotonina se secreta a
la hemolinfa desde dos drganos neurosecretores (Kravitz, 1988) y también actia directamente
sobre la placa neuromuscular, incrementando tanto la liberacion de neurotransmisor presinaptica
como la fuerza y duracion de las contracciones en ios musculos (Glusman y Kravitz, 1982; Goy
y Kravitz, 1989; Dixon y Atwood, 1989).

Patrones motores

La serotonina contribuye también a la generacidn de patrones motores ritmicos como la
masticacion, la locomocion y la respiracion en la rata y el gato (White et al., 1996), facilitando las
respuestas de las motoneuronas faciales al glutamato (McCall y Aghajanian, 1979). El sistema
serotonérgico facilita |as respuestas motoras a lo largo de toda la escala filogenética (Jacobs y
Fornal, 1993; Weiger, 1997). En nematodos y moluscos por ejempic, la serotonina actia como
neurohormona regulando la locomocion y dando lugar a distintos comportamientos (Satterlie y
Norekian, 1996; Weiger, 1997), y en la sanguijuela, modula al circuito neuronal que coordina el
nado (Willard, 1981), el cual describiré con detalle mas adelante.

Conducta alimenticia

La ingesta de alimentos también estd regulada por la serotonina en vertebrados e
invertebrados. En mamiferos, el incremento en la liberacion de este transmisor o la inyeccién
intraventricular de inhibidores de su recaptura disminuyen la ingesta, mientras que la inhibicién
de su sintesis, o la activacién de autorreceptores del tipo 5-HT,,, que inhiben el disparo de las
neuronas serotonérgicas, la incrementa (Breisch et al., 1976; Saller y Stricker, 1976), de manera
que la serotonina parece inhibir tonicamente la conducta alimenticia. Los efectos hipofagicos
de la serotonina se han relacionado con desérdenes alimenticios en humanos, como la anorexia
nerviosa (Frazer y Hensler, 1994). La serotonina también regula varios aspectos de la conducta
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alimenticia en los moluscos, anélidos y artropodos (Lent, 1985; Goldburt et al., 1994; Wilson et
al., 1996a; Weiger, 1997; Zhang et al., 2000).

Aprendizaje

La serotonina participa en procesos de aprendizaje en algunos invertebrados como los
moluscos y anélidos. En Aplysia californica la liberaciéon de serotonina de algunas interneuronas
sobre las neuronas sensoriales, incrementa la liberacion de neurotransmisor hacia las
motoneuronas que producen la retraccion del sifén y las agallas, causando la sensibilizacion de
este reflejo (Klein et al., 1980; Byrne et al.,, 1991). La serotonina modula también procesos de
aprendizaje en la sanguijuela (Ehrlich et al.,, 1992; Sahley, 1994), modificando la excitabilidad
y la actividad de una serie de neuronas esenciales para dichos procesos en estos organismos,
llamadas células S (Burrell et al., 2001, 2002).

. La regulacion de conductas como las mencionadas anteriormente requiere de la secrecion
de grandes cantidades de serotonina (Willard, 1981), que permitan que ésta alcance el fluido
extracelular en concentraciones suficientes para activar a sus receptores extrasinapticos y actue
de manera paracrina sobre los circuitos neuronales (Bunin y Wightman, 1999). Sin embargo, se
desconoce la fuente de la liberacion masiva de serotonina capaz de producir efectos generalizados
en los circuitos que controlan todas estas conductas.

Sistema serotonergico en mamiferos

En los mamiferos, los somas de las neuronas serotonérgicas se encuentran en 9 grupos
neuronales, denominados B, a B,, localizados a lo largo de la linea media del tallo cerebral.
Estos corresponden a los nicleos del raphé, aunque hay algunas neuronas serotonérgicas fuera
. de estos niucleos (Dahlstrom y Fuxe, 1964). Los axones de las neuronas serotonérgicas inervan
practicamente todas las areas del SNC. Los grupos de neuronas serotonérgicas B, a B,, en los
nlcleos mas caudales del raphé, envian proyecciones descendentes por el tallo cerebral hacia
la médula espinal, donde modulan las vias que regulan la percepcion del dolor. Los grupos B, y
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B,, que constituyen el nuicleo dorsal del raphé, el B;, que corresponde al nucleo medio o central
superior, y el grupo B,, que no es considerado uno de los nicleos del raphé, inervan todo el
cerebro, incluyendo la corteza. Junto con proyecciones del locus coeruleus forman parte del
sistema activador reticular ascendente, que regula la atencion, el control motor y los ciclos de
suefio-vigilia, entre otras funciones.

Liberacion de serotonina

La liberacion de serotcnina ocurre por exocitosis. La tasa de liberacion de serotonina
en las neuronas de los nucleos del raphé depende de la frecuencia de disparo. Estas neuronas
tienen ademas autorreceptores a serotonina, cuya activacion disminuye su frecuencia de disparo,
y por lo tanto su propia liberacion (Frazer y Hensler, 1994). Los mecanismos de liberacién de
serotonina en terminales sinapticas se conocen a partir de sinapsis entre neuronas cultivadas
de sanguijuela, en las que se encuentra tanto en vesiculas claras como en vesiculas de nucleo
denso (Kuffler et al., 1987; Bruns et al.,, 2000) y su liberacion es cuantica, dependiente de
calcio (Henderson et al., 1983) y del potencial de membrana presinaptico (Dietzel et al., 1986).
La disminucién del potencial de reposo presinaptico incrementa la liberacion cuantica, tanto
espontanea como evocada por despolarizaciones breves o potenciales de accién. La liberacion
evocada depende también de ia amplitud de la despolarizaciéon, de manera similar a la de la
sinapsis gigante del calamar (Katz y Miledi, 1967a, b). La liberacién presenta facilitacion ante
pulsos pa: ~ . «-3, dependiente de la frecuencia (Dietzel et al., 1986), a pesar de que las corrientes
de calcio er. - ..+ 3 a dos despolarizaciones consecutivas son idénticas (Stewart et al., 1989),
apoyando :a .- .t s del calcio residual (Katz y Miledi, 1968), que postula que la facilitacion es
producida por la acumulacion de calcio dentro de la terminal durante impulsos consecutivos.

Tanto en vertebrados como en invertebrados, algunas terminales serotonérgicas
establecen contactos sinapticos, y liberan serotonina ante la estimulacion eléctrica (Bunin y
Wightman, 1999). Por ejemplo, en la substantia nigra reticulata casi todos los sitios de liberacion
hacen contacto con dendritas postsinapticas (Moukhles et al., 1997). Sin embargo, en la mayoria
de las areas del SNC, incluyendo el raphé dorsal y 1a substantia nigra compacta, hay sitios de
liberacién en axones y en dendritas, sin evidencia de contactos sinapticos (Chazal y Ralston,
1987; Moukhles et al., 1997).
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El tipo de terminales que forman las neuronas serotonérgicas tiene implicaciones
importantes para definir la manera en que la serotonina participa en el procesamiento de
informacién en cada region. Los contactos sinapticos especializados sugieren una asociacion
fuerte entre la neurona presinapica y su blanco, mientras que la falta de especializaciones
sinapticas sugiere un mecanismo paracrino. En concordancia con estos sitios aparentes de
secrecidon extrasinaptica, la serotonina en varias areas del sistema nervioso central, incluyendo
el raphé dorsal y la substantia nigra reticulata, se encuentra en el fluido extracelular en
concentraciones compatibles con la afinidad de sus receptores. Ademas, tanto los receptores
como los transportadores para serotonina se localizan en sitios extrasinapticos, apoyando que la
serotonina puede tener efectos de tipo paracrino (para revision ver Bunin y Wightman, 1999).
Tanto en vertebrados como en invertebrados, la serotonina es secretada ademas hacia el sistema
circulatorio, con lo cual alcanza drganos periféricos, actuando como neurochormona.

La serotonina entonces puede actuar de tres modos distintos: como neurotransmisor
en sinapsis especializadas, como neuromodulador en sitios de secrecién paracrina, y como
neurohormona, cuando es liberada a la circulaciéon. Posiblemente la secrecién paracrina es
la responsable de la modulacién de los circuitos que controlan las conductas mencionadas
anteriormente, sin embargo se desconoce la fuente de liberacion masiva de serotonina capaz
de producir efectos generalizados en estos circuitos. Aunque se ha propuesto que la serotonina
puede difundir desde los sitios sinapticos hacia el fluido extracelular (Bunin y Wightman, 1999),
y las terminales secretoras que no hacen contactos sinapticos pudieran liberar serotonina de
manera extrasinaptica (Chazal y Raiston, 1987; Moukhles et al., 1997), la reciente descripcion de
la secrecion somatica de otros neuromoduladores (Zaidi y Mattews, 1997, 1999; Puopolo, 2001)
abre la posibilidad de que el soma de las neuronas serotonérgicas participe en su secrecion
masiva, produciendo efectos paracrinos. Sin embargo, hasta el momento no se ha descrito la

secrecion somatica de serotonina.

Secrecién somatica en neuronas

En los ultimos afios se ha mostrado que algunas neuronas, tanto de invertebrados
como de vertebrados, secretan mensajeros quimicos a partir del soma. Dun y Minota (1982)
propusieron la liberacion somatica como responsable de una despolarizacion postetanica en
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neuronas del ganglio cervical superior y mesentérico de conejo y cobayo, debido a que dicha
despolarizacion es causada por la estimulacion intracelular directa de las mismas neuronas y
se produce aun después de la denervacién preganglionar. Esto fue confirmado mas adelante
mediante microscopia electréonica (Zaidi y Mattews, 1997; 1999) utilizando acido tanico para
estabilizar el nlucleo electrodenso de las vesiculas después de su exocitosis. Mediciones de
capacitancia en neuronas del ganglio de la raiz dorsal también han mostrado que hay secrecion
somatica de substancia P en respuesta a la despolarizacion con alto potasio (K*). Esta secrecion
es dependiente de calcio y se activa con concentraciones de calcio intracelular a partir de 0.6
M, similares a las que activan la secrecion en células endocrinas (Huang y Neher, 1996).
La secrecién somatica también se ha mostrado en neuronas dopaminérgicas de la substantia
nigra, mediante amperometria con fibra de carbono. Esta secrecion ocurre en condiciones de
reposo y se incrementa por la aplicacion local de glutamato, y la entrada de calcio (Jaffe et al.,
1998). La dopamina también es secretada a partir del soma de células amacrinas en la retina
ante el disparo ritmico de potenciales de accién. Esta secrecion es regulada por la activacion
de receptores extrasinapticos a glutamato, GABA y a la propia dopamina y depende de la
entrada de calcio a través de canales de tipo L (Puopolo et al., 2001). En celenterados (Gillis y
Anctil, 2001) y en moluscos (Chen et al., 1995), hay neuronas que secretan aminas biogénicas
mediante exocitosis dependiente de calcio, tanto a partir de terminales como a partir del soma,
mostrando, de nuevo, un mecanismo conservado.

De los datos provenientes de los distintos tipos neuronales que se han estudiado, se
puede sintetizar que la secrecién somatica proviene al menos en parte de vesiculas de nicleo
denso (Zaidi y Mattews 1997; 1999), parece ocurrir en ausencia de sitios activos y depende
de la entrada de calcio (Huang y Neher, 1996) a través de canales de tipo L (Puopolo et al.,
2001). Estas caracteristicas son mas similares a las de la secreciéon endocrina que a las de la
transmision sinaptica. Sin embargo, el mecanismo completo de activacion y regulacion de la
secrecion somatica no ha sido estudiado en una misma neurona, ni se conoce como es regulada
esta secrecion por la actividad eléctrica neuronal o por mecanismos intracelulares. Si una misma
neurona puede liberar transmisores tanto de las terminales ‘presinépticas_ como del soma, es
posible que cada compartimento tenga mecanismos de regulacion diferentes. En este trabajo
estudiamos ambos modos de secrecion y su regulacion en un mismo tipo neuronal.
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Sistema nervioso de la sanguijuela

Este estudio se llevd a cabo en neuronas identificadas del sistema nervioso central de
la sanguijuela. Debido al gran tamafio y la accesibilidad de las neuronas asi como al nimero
limitado de neuronas en sus circuitos, el sistema nervioso de muchos invertebrados ha sido de
gran utilidad para el estudio del funcionamiento basico de las neuronas y sus interrelaciones.
El sistema nervioso de la sanguijuela ha sido uno de los mas estudiados en neurobiologia y
ha contribuido a entender algunos aspectos basicos del funcionamiento del sistema nervioso
(ver, por ejemplo, Muller et al.,, 1981). Las ventajas del sistema nervioso de la sanguijuela
para estudios de neurobiologia provienen del nimero relativamente pequefio de neuronas que
controlan cada funcién, de sus ganglios estereotipados, de los claros pasos que se siguen en su
desarrolle, de la capacidad de regeneracion y del repertorio limitado de comportamientos que
presenta (Blackshaw y Nicholls, 1995).

Las sanguijuelas son anélidos de la clase Hirudinea en los que cada segmento consta de
5 anillos corporales. Una de las especies mas utilizadas para el estudio del sistema nervioso es la
sanguijuela medicinal Hirudo medicinalis, que por haber sido utilizada en tratamientos meédicos
desde tiempos antiguos (Payton, 1981a), inspiré los estudios anatémicos de Gustav Retzius
y otros anatomistas desde el siglo XIX. Su SNC esta formado por una cadena ganglionar que
corre por la parte ventral del animal, en la que cada ganglio controla de manera relativamente
independiente un segmento del animal. Cuatro ganglios estan fusionados en el extremo anterior,
formando un ganglio cefalico, y otros siete en el extremo posterior, formando un ganglio caudal
que controla la ventosa posterior. Los 21 ganglios intermedios o segmentales estan conectados
entre si a través del nervio conectivo y cada uno inerva ur segmento a través de las raices
laterales, que se ramifican hacia la periferia (Fig. 1A). Cada ganglio segmental contiene cerca
de 400 neuronas, muchas de las cuales (aproximadamente el 75%) han sido identificadas por
su funcidén, su patron de actividad eléctrica, sus transmisores y sus conexiones, ademas de su
forma, tamarnio y localizacidn caracteristica en el ganglio. Dentro del ganglio se encuentran los
somas neuronales (Fig. 1B), y parte de sus neuritas, que forman el neuropilo. Algunas neuronas
envian ademas prolongaciones a través de las raices laterales para inervar los 6érganos internos,
la piel, mascuios y glandulas en la pared corporal, o bien a través del nervio conectivo, para
conectarse con neuronas en los ganglios adyacentes (Payton, 1981b). Cada neurona se repite
de un gangiio a otrc, de un espécimen a otro, e incluso entre distintas especies. Las neuronas
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son monopolares y sus somas tienen diametros de entre 10 y 80 mm. El gran tamano de los
cuerpos neuronales facilita los registros electrofisioldgicos. Las primeras neuronas que fueron
identificadas anatomicamente fueron las llamadas células de Retzius, por el anatomista que
las describié (Muller et al., 1981). Las primeras en ser funcionalmente identificadas fueron las
neuronas mecanosensoriales que responden al tacto (T), a la presion (P) y a estimulos nocivos
(N) en la piel (Nicholls y Baylor, 1968), de las que hablaré mas adelante.

Ganglio
cefdlico Ganglio
Segmento caudal
s R T BT e
S\l CLAL L, el Dbl i et
Vemo_sa Ganglios
anterior segmentales - Ventosa
posterior
- Ant . PoSt ——

Conectivos

Figura 1. Sistema nervioso central de la sanguijuela. A, Esquema de la cadena
de ganglios que forma el sistema nervioso central. El ganglio cefalico y el caudal estan
formados de varios ganglios fusionados. Cada ganglio segmental inerva un segmento del
animal y estan conectados entre si por el nervio conectivo. B, Micrografia de un ganglio
donde se observan algunos cuerpos neuronales (tomado de Nicholls y Baylor, 1968).
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En la sanguijuela se han estudiado extensivamente el desarrollo del SNC (Weisblat,
1981), la formacién y el funcionamiento de las sinapsis serotonérgicas (Fernandez de Miguel
y Drapeau, 1995), la regeneracion del sistema nervioso después de una lesion (Nicholls,
1987), las propiedades de las células gliales (Kuffler y Potter, 1964; Kuffler y Nicholls, 1966),
el funcionamiento de las neuronas y de los receptores mecanosensoriales (Nicholls y Baylor,
1968; Blackshaw y Thompson, 1988; Blackshaw et al.,1988) la conduccién de sefiales en las
ramificaciones neuronales (Gu, 1991; Baccus, 1998), los circuitos neuronales que coordinan
distintos patrones conductuales y su modulacion (Friesen et al., 1976; Wiliard, 1981; Kristan y
Nusbaum, 1983; Nusbaum y Kristan, 1986; Szczupak y Kristan, 1995), asi como la codificacion
de la actividad en poblaciones de neuronas que controlan la respuesta motora a las entradas
sensoriales (Lewis y Kristan, 1998).

La serotonina regula muchas de /las funciones y comportamientos vitales en la
sanguijuela

En los ganglios del SNC de la sanguijuela hay siete neuronas serotonérgicas, que se pueden
identificar por su tincion con el colorante rojo neutro (Lent y Frazer, 1977): las dos neuronas de
Retzius, que son las de mayor tamaifio en el ganglio y contienen el 50% de la serotonina total
en el animal (McAdoo y Coggeshal, 1976), dos pares de neuronas lateraies, uno en la parte
dorsal del ganglio, también llamadas 21, y uno en la parte ventral, llamadas 61, y una célula en
el paquete medial posterior. Las neuronas de Retzius envian axones hacia la periferia a través
de las raices laterales del ganglio, mientras que el resto de las células serotonérgicas tienen su
arbol dendritico restringido al SNC. Todas estas neuronas reciben entradas sinapticas comunes,
aparentemente colinérgicas, y producen actividad sincronica. Ademas estan acopladas entre si
mediante sinapsis eléctricas débiles que permiten el flujo de corriente tanto despolarizante como
hiperpolarizante. Las dos células de Retzius en cada ganglio estan acopladas mediante una
sinapsis eléctrica, que permite que ambas disparen de manera sincrénica (Lent y Frazer, 1977).

La serotonina regula una gran cantidad de funciones fisiolégicas en la sanguijuela, muchas
de ellas relacionadas con la conducta alimenticia. Las sanguijuelas hambrientas se ubican por
lo general en aguas poco profundas y cuando detectan movimientos en el agua, provenientes
de una posible presa, nadan hacia la fuente de las ondas. El nado es coordinado por una serie
de interneuronas osciladoras, que estimulan e inhiben de manera ritmica y alternada a las
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motoneuronas excitadoras e inhibidoras de los musculos longitudinales ventrales y dorsales de
manera progresiva a lo largo de la cadena de ganglios, generando ondulaciones del cuerpo de
adelante hacia atras (Friesen et al., 1976). Las neuronas serotonérgicas desempefian un papel
fundamental en la iniciacion del nado. Las neuronas mecanosensoriales excitan a varias de las
neuronas serotonérgicas, incluyendo las células de Retzius y las 21 y 61, a través de una via
polisinaptica (Nusbaum y Kristan, 1986) y éstas a su vez pueden iniciar la actividad del circuito
del nado (Nusbaum, 1986). La estimulacién de las neuronas de Retzius o la aplicacion de
serotonina en el bafio producen episodios de nado (Willard, 1981), debido a que la serotonina
modula la actividad de algunas de las interneuronas osciladoras que inician la actividad ritmica
del circuito. Por ejemplo, mediante la modulaciéon de distintos canales de sodio, la serotonina
cambia la excitabilidad de una de las interneuronas que inician el ciclo del nado (llamada célula
204), disminuyendo el umbral para que ésta desencadene la actividad del circuito (Angstadt
y Friesen, 1993a, b). La serotonina también modula la actividad de las motoneuronas que
producen el nado, promoviendo su actividad ritmica alternada (Mangan et al., 1994). Por ello se
considera que la serotonina es el factor determinante para la activacion del nado. De hecho, la
probabilidad de que una sanguijuela nade se correlaciona con la concentracion de serotonina en
la sangre (Wiltard, 1981) y en el SNC (Lent y Dickinson, 1984).

Una vez que la sanguijuela encuentra una posible presa, comienza una fase de exploracion,
durante la cual la actividad de las neuronas serotonérgicas se incrementa (Wilson et al., 1996a).
Cuando los labios sienten una superficie tibia, algunas neuronas serotonérgicas se activan,
disparando trenes de impulsos a altas frecuencias y la serotonina activa la ingesta, estimulando
directamente a las glanduias salivales, las mandibulas y la faringe (Lent y Dickinson, 1984).
Durante la ingestion, la serotonina regula ia relajacion de los misculos de la pared corporal
(Sawada y Coggeshall, 1976a, b) y la secrecion de moco en la piel (Lent, 1973). La distension
de la pared corporal después de la alimentacion hiperpolariza a las neuronas serotonérgicas y
termina la ingestion, produciendo el estado de saciedad, (Groome et al., 1993; Goldburt et al.,
1994).

Ademas de la modulacion de todos estos aspectos de la conducta alimenticia, la
serotonina modula reflejos como el acortamiento o la flexion local y procesos de aprendizaje
en la sanguijuela (Lockery y Kristan, 1991; Ehrlich et al, 1992; Sahley, 1994; Burrell et al.,
2001, 2002). La serotonina liberada por las neuronas de Retzius tiene ademas un efecto
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neuromodulador sobre el bloqueo de conduccion en las ramificaciones de algunas neuronas
(Mar y Drapeau, 1996).

La serotonina en el SNC de la sanguijuela es liberada de terminales sindpticas, ejerciendo
un efecto especifico y local sobre las neuronas postsinapticas (Nusbaum y Kristan, 1986; Mar y
Drapeau, 1996). Sin embargo, la modulacion de algunos patron<es conductuales, por ejemplo el
nado, requiere de la secreciéon de cantidades muy grandes de serotonina (Willard, 1981), que no
se han podido explicar por la liberacion sinaptica del neurotransmisor y aunque se ha supuesto
que proviene de las células de Retzius, se desconoce aun su forma de liberacion. El soma de
las neuronas de Retzius, con su gran tamafio y contenido de serotonina (McAdoo y Coggeshall,
1976), podria ser una estructura idonea para la secrecion masiva de la serotonina responsable

de la modulacion paracrina de los circuitos mencionados.

Las neuronas de sanguijuela en cultivo: una preparacién util en el estudio de la
formacion y el funcionamiento de las sinapsis

L.a capacidad regenerativa del sistema nervioso de la sanguijuela (Baylor y Nicholls, 1971;
Jahnsen y Nicholls, 1972), a diferencia del SNC de los vertebrados, permite aislar individualmente
neuronas adultas identificadas y mantenerlas en cultivo, en donde sobreviven por semanas,
conservando sus caracteristicas fisiolégicas distintivas, como la forma de sus potenciales de
accion, la expresion de canales idnicos, y la formacion de sinapsis especificas (Fuchs et al., 1981)
al quedar en contacto con las neuronas adecuadas. Estas sinapsis se forman cerca del soma,
de manera que l0s registros pre y postsinapticos en éste son un reflejo fiel de lo que ocurre en
la sinapsis (Nicholls y Kuffler, 1990). Ademas, estas sinapsis presentan formas de modulacién y
plasticidad similares a las del SNC (Fernandez de Miguel y Drapeau, 1995).

La sinapsis Retzius-P

Una- de las sinapsis mejor estudiadas es la que forman las neuronas de Retzius con
las neuronas mecanosensoriales sensibles a presion (células P). El soma de las neuronas de
Retzius tiene alrededor de 80 mm de diametro, por lo que es muy accesible para registros
electrofisiologicos. Estas neuronas pueden ser aisladas faciimente y si al ser puestas en cuiltivo
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el muiidn del proceso primario de una neurona de Retzius queda en contacto con una célula P,
forman una sinapsis quimica inhibidora similar a la que forman en el ganglio (Fuchs et al., 1982).
En esta sinapsis, la célula de Retzius es siempre presinaptica (Fuchs et al., 1982; Liu y Nicholls,
1989).

La serotonina produce potenciales sinapticos inhibidores en las células P, mediados por
la entrada de cloro. Los potenciales sinapticos tienen un tiempo al pico de aproximadamente 50
ms y una caida bifasica con una constante de tiempo rapida, de 60-100 ms y otra lenta, de 1-2
seg. Hay dos receptores que producen una respuesta directa: uno que produce una respuesta
rapida con una constante de tiempo de 10 ms y que se desensibiliza rapidamente, y otro que se
activa mas lentamente, con una constante de tiempo de 18 ms y no se desensibiliza (Lessman y
Dietzel, 1995). Ademas, un receptor distinto activa corrientes de cloro a través de la activaciéon
de la via de sefializacion intracelular mediada por AMP ciclico y la cinasa de proteinas tipo A
(Sanchez-Armass et al., 1991).

Las neuronas de Retzius tienen también autorreceptores para serotonina, que activan en
su mayoria corrientes de cloro, y en una proporciéon pequeiia (10% de la corriente total) canales
catidnicos selectivos para iones monovalentes (Lessman y Dietzel., 1991).

Las neuronas de Retzius en cultivo sintetizan serotonina a partir de triptofano o 5-
hidroxitriptofano (Henderson, 1983) y ia almacenan en vesiculas tanto claras como de nucleo
denso (Kuffler et al., 1987; Bruns et al., 2000). En las terminales presinapticas de las células
de Retzius, las vesiculas claras se encuentran en zonas activas formando camulos cerca de la
membrana presinaptica y las vesiculas de nicleo denso rodean a éstas, y estan mas dispersas
y alejadas de la membrana (Fig. 2; Kuffler et al., 1987; Nicholls y Kuffler, 1990; Bruns et al,
2000). El soma de las neuronas de Retzius en contraste, contiene principalmente vesiculas de
nucleo denso (Bruns et al, 2000; H. Hernandez, M.A. Morales y F.F. De-Miguel, observaciones
inéditas), que pueden liberar su contenido si las células son incubadas con ionomicina (Bruns et
al, 2000). Mediante registros amperométricos (Chow, y Von Riiden, 1995) se ha mostrado que
las vesiculas de nicleo denso liberan 17 veces mas serotonina que las claras. Mientras que las
vesiculas claras liberan aproximadamente 4,700 moléculas del transmisor, las de nicleo denso
liberan alrededor de 80,000 (Bruns y Jahn, 1995).
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La liberacion de serotonina en esta sinapsis ha sido estudiada utilizando 10 mM de calcio
extracelular para incrementar su probabilidad y facilitar su registro. La serotonina se libera de
manera cuantica y dependiente de calcio (Henderson et al., 1983). Los canales de calcio no estan
distribuidos homogéneamente en la superficie celular, sino que su densidad es mucho mayor
en la punta del muiién, donde se forman las terminales presinapticas (Fernandez de Miguel
et al., 1992). La liberacion de serotonina tiene una fuerte dependencia tanto del potencial de
reposo como de la magnitud de las despolarizaciones de la membrana presinaptica, y muestra
facilitacion ante pulsos pareados, 1a cual depende del intervalo entre los pulsos (Dietzel et al.,
1986). Ademas, la transmision sinaptica presenta depresion con estimulaciones consecutivas a
bajas frecuencias (0.5-1 Hz; Fuchs et al., 1982). Sin embargo, no se sabe cémo es la liberacién
ante trenes de impulsos a distintas frecuencias, ni se ha estudiado la liberacion de serotonina
en condiciones fisiolégicas de calcio extracelular. Tampoco se conoce si la liberacion a partir de
las vesiculas claras y de nucleo denso ocurre de manera independiente, ni la regulacion de la
transmision por mecanismos intracelulares.

Figura 2. Terminal sinaptica de una neurona de Retzius sobre una célula
P co-cultivadas por S dias. La célula de Retzius (R) tiene un cumulo de vesiculas
clarascerca de la membrana presinaptica y engrosamientos presinapticos. Las
vesiculas claras estan rodeadas de vesiculas de nucleo denso. Frente a las densidades
presinapticas la hendidura sinaptica es mas ancha que en las areas extrasinapticas.
Escala = 0.2 um. Tomado de Kuffler et al., 1986.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La actividad moduladora de Ia serotonina requiere de la secrecion de grandes cantidades
de moléculas, lo cual no ha podido explicarse con base en la liberacion en las terminales
sinapticas. El soma neuronal podria ser una estructura adecuada para la secrecién paracrina,
por su gran superficie membranal. De ser cierto esto, las neuronas podrian liberar serotonina
tanto de sus terminales sinapticas como de! soma. Dado que en los casos conocidos la secrecién
somatica ocurre en ausencia de zonas activas, de manera similar a la de las células endocrinas
excitables, la regulacion de la secrecion sinaptica y somatica podria ser distinta.

En este trabajo investigamos si hay secrecion somatica de serotonina, y si los mecanismos
de la secrecion somatica y la sinaptica son distintos. Para ello utilizamos las neuronas de Retzius
y estudiamos ambos tipos de secrecion de serotonina en un mismo tipo neuronal. Estudiamos
1) la regulacion de cada tipo de secrecion por la frecuencia de disparo, 2) los canales de calcio
membranales que participan en cada una y 3) la participacion de la liberacién de calcio de
los depdsitos intracelulares. También estudiamos qué entradas sinapticas en las neuronas de
Retzius podrian producir secrecion somatica.
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MATERIALES Y METODOS
Culitivo de neuronas de sanguijuela

Utilizamos sanguijuelas Hirudo medicinalis adultas. La cadena nerviosa se aislo en
solucion salina (en mM): NaCl 120; KCl 4; CaCl, 2; tris-maleato 10; el pH fue ajustado a 7.4
con HCl), conservando las raices de los ganglios segmentales unidas a tejido conectivo para
facilitar su sujecion posterior. Las neuronas se aislaron siguiendo el procedimiento de Dietzel et
al. (1986), descrito a continuacion. Los ganglios nerviosos se mantuvieron en medio de cultivo
L-15 (Sigma) complementado con 2% de suero bovino fetal (Gibco) inactivado por calor, 6 mg/
ml de glucosa y 0.1 mg/ml de gentamicina. Los ganglios se abrieron por la parte ventral con
pinzas finas y se trataron con 2 mg/ml de colagenasa-dispasa (Boehringer-Mannheim) durante
45 a 60 minutos, después de lo cual las neuronas de Retzius y las células P se identificaron
visualmente por su localizacion en el ganglio y su tamario caracteristico. Las células se aislaron
una por una mediante la aplicaciéon de succion a través de una micropipeta de vidrio como se
_ Muestra en la figura 3, con lo que se obtiene el soma unido a una parte del proceso primario,
al que nos referimos como “muifion’”. Las neuronas se enjuagaron varias veces con medio estéril
para eliminar los detritos y los microorganismos contaminantes, y se sembraron en platos de
cultivo, utilizando concanavalina-A (2 mg/ml) como substrato (Sigma). Para los experimentos de
analisis de la secrecion somatica las células de Retzius se sembraron individualmente, en platos
de cultivo con fondo de vidrio. Para los experimentos encaminados a caracterizar las sinapsis,
el muiidn axonal de la célula de Retzius se colocé tocando el soma de la célula P. La figura 4
muestra una célula de Retzius en cultivo haciendo contacto con una célula P para formar una
sinapsis. Los experimentos se hicieron después de 1 a 7 dias en cultivo.

300 1um

Figura 3. Aislamiento de neuronas identificadas de un ganglio. La pipeta
esta aislando una célula P. La R indica las neuronas de Retzius.
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Figura 4. Sinapsis quimica
unidireccional formada entre
neuronas identificadas de
sanguijuela. A, micrografia de una
neurona de Retzius (Pre) formando
una sinapsis con una célula P (Post)
en cultivo. Se ven los electrodos de
registro pre y postsinapticos y un
electrodo para la aplicacion de pulsos

i iontoforéticos de S5-HT. B, registro
I intracelular de las respuestas pre y
2omv postsinapticas a la estimulacién de la

post neurona de Retzius. Escala=80 um.

osmvl
200 ms

Determinacion de la secrecion somatica: tincién con FM 1-43

La exocitosis somatica se analizé usando la incorporacion del colorante fluorescente FM1-
43 (Molecular Probes; Betz et al., 1992). El FM 1-43 es un fluoréforo con una porcion hidrofitica
y una lipofilica, que se une a los lipidos de la capa externa de la membrana. En solucién acuosa
practicamente no emite fluorescencia, pero al unirse a una membrana fluoresce en 535 nm si
es excitado con una longitud de onda de 480 nm. Cuando las vesiculas de secrecion se fusionan
con - la membrana ante un estimulo, el fluoréforo se une también a ellas, incrementando la
fluorescencia total de la membrana. Al recuperar las vesiculas por endocitosis, el colorante
queda dentro de ellas y después de lavar el colorante del exterior celular, se pueden ver los sitios
donde hubo endocitosis porque las vesiculas quedan marcadas con el compuesto fluorescente.
Los métodos utilizados para estudiar la secreciéon somatica fueron descritos con detalle (Trueta
et al., 2003).
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Estimulacion de 1a secrecién somatica

Se usaron dos protocolos distintos para inducir secrecion. El primero consistié en trenes
de 10 potenciales de accidon producidos por la inyeccién intraceiular de puisos de corriente
despolarizante de 10 ms a frecuencias de 0.5 a 50 Hz, frecuencias que estan en el intervalo
de disparo fisioldgico de estas neuronas (Velazquez-Ulloa et al., 2003). Para ello se utilizaron
microelectrodos fabricados a partir de tubos capilares de borosilicato de pared delgada (Frederick
Haer and Co.) con resistencias de 18 a 25 MW llenos de una soluciéon de KCl (3M). El FM1-43
(2uM) se anadié al medio de cultivo después de penetrar la neurona con el microelectrodo e
hiperpolarizaria a —60 mV para evitar su disparo espontaneo. Se esperaron 3 minutos antes de
estimular, para permitir la union del colorante a la membrana celular. Los registros de la actividad
neuronal fueron digitalizados por medio de un convertidor analdgico-digital Digidata 1200 (Axon
Instruments) a una frecuencia de 20 KHz utilizando el programa Pclamp 8 (Axon Instruents) y se
almacenaron en una computadora PC. Antes de retirar el electrodo, las neuronas se perfundieron
por 2 minutos con solucién fisioldgica (en mM: NaCl 120; KCI 4; CaCl, 2; tris-maleato 10; N-
metil D-glucamina 66) en la cual el calcio fue substituido por magnesio para evitar la secrecion
(Trueta et a‘l., 2003). La N-metil D-glucamina fue utilizada como un osmolito inerte para ajustar
la osmolaridad de las soluciones a 330 mosm., similar a la osmolaridad del medio de cultivo.
Después de dicho periodo de lavado, el electrodo se retird y las células se perfundieron por 8
minutos mas con solucion fisiolégica normal.

El segundo protocolo de estimulacion consistid en despolarizar a las neuronas con una
solucion extracelular con 40 mM de potasio. Para esto, el FM1-43 se afadid a los platos de cultivo
con 1 ml de solucion fisiolégica normal y después de 3 minutos se afiadié 1 ml de una solucién
fisiologica modificada con 76 mM de KCI, substituyendo una cantidad equimolar de NaCl. La
mezcla dio como resultado una concentracion de 40 mM de K*. Las neuronas se incubaron en
esta solucion por 5 minutos y después el colorante se lavé por perfusion como se describid
anteriormente. Como controles, algunas neuronas fueron estimuladas en una solucidn fisiolégica
con Mg2* en lugar de Ca?*. Otras neuronas se incubaron con FM1-43 en una solucién normal (2
mM de Ca?*) sin ser estimuladas, o bien se estimularon con alto K* en presencia de Ca?* y en
ausencia de FM1-43. La camara de registro se perfundié en todos los casos por gravedad y el
cambio total de la solucion dentro de ésta requirié aproximadamente de 30 segundos.
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Analisis de la exocitosis somatica

Para analizar la exocitosis somatica, observamos las neuronas con un microscopio Nikon
Eclipse TE200, utilizando un objetivo Nikon 100X de inmersion en aceite con distancia de trabajo
ultra larga y apertura numérica de 1.25. Para la microscopia de fluorescencia, las células se
iluminaron de manera continua con una lampara de mercurio (Nikon). Se utilizaron filtros de
densidad neutral para reducir la intensidad de iluminacion en un 90% con el objeto de reducir
el blanqueo de la fluorescencia producido por la iluminacion y evitar dafos a las neuronas. Para
adquirir la fluorescencia del FM1-43 se usaron filtros de fluoresceina con pico de excitacion a
480 nm y de emisién a 535 nm. Las imagenes se adquirieron por medio de una camara CCD
acoplada a un procesador Argus 10 (Hamamatsu Photonics) programado para integrar de 128
a 256 imagenes cada vez.

Se adquirieron manualmente imagenes secuenciales, aproximadamente cada 5 segundos
antes y después de la estimulacion con microelectrodos, y se almacenaron en disco duro en
forma digital usando el programa Metamorph (Universal Imaging Corporation). La fluorescencia
se midio a partir de regiones delineadas manualmente que contuvieran la membrana celular o los
puntos fluorescentes (ver mas adelante), utilizando el mismo programa. Para medir la intensidad
de ia fluorescencia en las regiones de interés, el programa se calibré usando las regiones con la
intensidad minima y la maxima de cada cé€lula como los valores de 0 y 255 unidades de |a escala
de luz respectivamente (escala de 8 bits). La fluorescencia de las regiones de interés se midio
por interpolacidon lineal entre estos 2 valores. Para restar la fluorescencia de fondo, se midio la
intensidad en una region que no contuviera la célula y la intensidad en esta regién para cada
imagen secuencial se le restd a la intensidad de la regiéon de interés de la misma imagen. Los
valores de fluorescencia se normalizaron después con respecto al valor inicial obtenido en la
primera imagen que se adquirio de cada célula, para hacer comparaciones entre células.

Analisis del patrén de tincién con FM1-43

Después de lavar el FM1-43 del medio externo, las neuronas mostraron un patron
caracteristico de tincion con puntos fluorescentes. Para analizar este patrén, se adquirieron series
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de imagenes de las neuronas tefidas en distintos planos focales bajo condiciones calibradas en
el eje z. El niumero de puntos por soma se cuantificé manualmente a partir de las imagenes de
planos focales secuenciales utilizando el programa Metamorph, usando criterios que evitaron
que se contara mas de una vez el mismo punto en imagenes consecutivas (Coggeshal y Lekan,
1996).

El analisis cuantitativo del! didametro de los puntos fluorescentes y de sus perfiles
de intensidad se llevé a cabo a partir de series en z de imagenes confocales. Se utilizé un
rnicroscopio confocal Bio-Rad para adquirir series de imagenes en planos focales consecutivos
separados por 1 mm de distancia, usando los mismos filtros de fluoresceina que se describieron
en la seccion anterior. Para medir los puntos fluorescentes se trazé una linea recta a través de
su didmetro mayor cuando eran asimétricos y se midio la longitud de la linea a partir de una
calibracion previa obtenida de la imagen original en el microscopio. Para tener una calibraciéon
mas precisa de las imagenes confocales, se utilizaron microesferas de latex fluorescentes de 0.5
y de 2.0 mm de diametro (Molecular Probes).

Experimentos de “desteiiido” y “retedfido”

Para desteiiir los sitios de endocitosis que capturaron FM1-43, las células se perfundieron
con solug:io’n despolarizante con 40 mM de K* y 10 mM de Ca2*. Durante la perfusion, se
adquirieron imagenes de fluorescencia cada 5 segundos aproximadamente. A pesar de la
utilizacion de filtros de densidad neutra, la iluminaciéon continua con la lampara de fluorescencia
ocasiona siempre una pérdida gradual de la intensidad de flucrescencia de los fluoréforos, a la
que se llama “‘blanqueo”. Para tener un control de la pérdida de fluorescencia por este fenémeno
y distinguirlo de la caida de la fluorescencia debida a la exocitosis de las vesiculas tefiidas con
FM1-43, antes de iniciar la perfusion con la solucion de alto potasio se adquirieron imagenes
secuenciales de la manera descrita pero perfundiendo con una solucién con 2 mM de Mg?* en
lugar de Ca?* para evitar la exocitosis. La intensidad de los puntos fluorescentes individuales se

midié como se describié anteriormente.

Para los experimentos de re-tincidn, las neuronas fueron primero tefiidas ya sea por
estimulacion con un tren de 10 impulsos a 20 Hz o por despolarizacion por 30 segundos con ailto
K* en presencia de FM1-43. Después de adquirir imagenes de fluorescencia de los sitios tefiidos,
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éstos fueron blanqueados parcialmente por iluminaciéon continua durante 35 segundos utilizando
toda la potencia de la tampara de fluorescencia. Se utiiizé el blanqueo en lugar de desteiir las
neuronas por despolarizacion para evitar el agotamiento de la poza de vesiculas secretoras
disponibles. Las neuronas fueron entonces re-tefiindas por medio de otra despolarizacién con
alto K* durante 2 minutos para producir una secrecion masiva en presencia de FM1-43.

Manipulaciones farmacolégicas de canales de calcio y de los depdsitos intracelulares
de calcio

Para estudiar el papel de distintos canales de calcio, o de la liberacién de calcio de los
depdsitos intracelulares, en algunos experimentos se utilizé w-Conotoxina MVIIA 2 uM, que
bloquea canales de calcio tipo N; FTX 3.3 1 uM, que bloquea canales tipo P/Q; w- Conotoxina
MVIIC 1 uM, que bloquea canales tipo Q; PLTX-II 50 nM, que bloquea canales de calcio en insectos
(todas las anteriores obtenidas de Alomone Labs.); nimodipina 10 uM (Sigma), que blogquea
canales tipo L; rianodina 100 uM (Calbiochem), que bloquea la liberacién de calcio inducida por
calcio; cafeina 10 mM (Sigma), que activa a los receptores de rianodina; o tapsigargina 200 nM
(Calbiochem), que bloquea a la ATPasa de calcio que bombea este ion hacia el interior de los
depdsitos intracelulares. En todos los casos se preparo una solucién en una concentracion 1000X
en el solvente adecuado (etanol para la rianodina y la nimodipina, DMSO para la tapsigargina,
agua desionizada para la cafeina y las toxinas bloqueadoras de canales de caicio). De la solucién
concentrada se tomaron 3 ul que se disolvieron primero con agitacion fuerte en 200 ul de medio
de cultivo o de solucion fisiologica y posteriormente se anadieron a la cdmara de registro con 3
ml de solucién fisiolégica o de medio de cultivo, para obtener la concentracion final adecuada.

Microscopia electronica

Algunas neuronas de Retzius, tanto aisladas como formando sinapsis en cultivo con
células P fueron procesadas para microscopia electrénica. Las neuronas cultivadas se lavaron
con una solucion amortiguadora de cacodilato 0.08 M (Sigma) y se fijaron por 10 minutos con
glutaraldehido al 0.6% (Sigma) y paraformaldehido al 0.4% en solucién de cacodilato 0.08 M,
PH 7.4, segun el procedimiento descrito por Kuffler et al. (1987). Se realizé una post-fijacién con
tetraoxido de osmio al 1% (Fluka) en solucién de cacodilato. Las neuronas fueron deshidratadas
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serialmente e infiltradas con Epon-Etanol (1:1) durante toda la noche. Después de varias
substituciones de Epon, éste se polimerizé a 60° por 24 horas. Este procedimiento lo llevé a
cabo Victor Hugo Hernandez. Se realizaron cortes ultrafinos que se contrastaron con acetato de
uranilo por 10 minutos y con citrato de plomo por 2.5 minutos. Los cortes fueron realizados en la
unidad de microscopia del Instituto de Fisiologia Celular por Rodolfo Paredes y Jorge Sepulveda.
Los cortes se observaron en un microscopio electronico Jeol 1010 (Jeol USA Inc.).

Determinacion de la secrecién sindptica: registro intracelular en las sinapsis en
cultivo

Para determinar la liberacion sinaptica de serotonina, se formaron sinapsis en cultivo
colocando la punta del muiidn de una célula de Retzius en contacto con el soma de una célula
P. Los pares Retzius-P se registraron después de 5 dias en cultivo para garantizar la formacion
de la sinapsis. Se utilizaron microelectrodos intracelulares fabricados a partir de tubos capilares
de borosilicato (Frederick Haer and Company). Para la estimulacion de la neurona presinaptica
se utilizaron electrodos con resistencias entre 15 y 30 MW llenos con acetato de potasio 4 M.
Para el registro de la neurona postsinaptica se utilizaron electrodos con una resistencia entre
15 y 20 MW llenos de CsCl, 2 M, para bloquear canales de potasio y con ello incrementar la
resistencia de entrada de las células y disminuir las corrientes de fuga. La inyeccion de cloro a
la célula permite ademas invertir y amplificar los potenciales postsinapticos, que en condiciones
fisiologicas son inhibidores pero son muy pequefios debido a la cercania entre el potencial de
reposo y el potencial de equilibrio del cloro (Fuchs et al., 1982; Henderson et al., 1983; Liu y
Nicholls, 1989). La célula presinaptica se registré con un amplificador de registro intracelular con
balance de puente (Getting, modelo 5), y la postsinaptica se registré en condiciones de fijacion
de voltaje utilizando un preamplificador igual al descrito, conectado a un mdédulo de fijacién
de voltaje (AlImost Perfect Electronics), uiilizando una frecuencia de muestreo de 2-5 KHz. El
potencial de membrana de la célula postsinaptica se fijé en —50 mV, que es el potencial de reposo
de las células P in vivo y se midieron las corrientes sinapticas en respuesta a la estimulacion
presinaptica. La célula presinaptica se estimulé con pulsos de corriente despolarizante utilizando
un estimulador Grass SS88. Los registros fueron digitalizados con un convertidor analégico-
digital (Digidata 1200, Axon Instruments) a 2-5 KHz, almacenados y analizados utilizando el
programa Pclamp 8 (Axon Instruments).
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Se estimuld la neurona presinaptica con un puiso de prueba que produjo un solo potenciat
de accién, seguido después de 2 segundos por un tren de 10 impulsos a una frecuencia entre
0.5 y 50 Hz. Entre una estimulacion y otra transcurrieron al menos 2 minutos para permitir
la recuperacion de la poza de vesiculas sinapticas disponibles. La respuesta postsinaptica se
analizé calculando la integral de las corrientes sinapticas producidas por el tren de 10 impulsos
y dividiéndola entre la integral de ia corriente producida por el pulso sencillo y entre el nimero
de impulsos en el tren (10). Esto da una estimacion del indice de eficiencia de la sinapsis, que
si es menor que 1 representa depresion sindptica y si es mayor que 1 representa facilitacion

sinaptica.

En la sinapsis Retzius-P la liberacién de serotonina en condiciones fisiologicas con 2 mM
de Ca?* tiene una probabilidad baja, que aunado a la baja resistencia de entrada de las células
dificulta el registro de respuestas sinapticas ante un solo impulso. Por esto, generalmente se
incrementa la concentracion extracelular de Ca?* y con ello la probabilidad de liberacién (ver
por ejemplo Ready y Nicholls, 1979; Dietzel et al., 1986; Stewart et al., 1989; Sanchez-Armass
et al.,, 1991). Para poder registrar las respuestas sinapticas en las células P en condiciones
fisiologicas de Ca?* extracelular, redujimos la concentraciéon extracelular de cloro de 128 mM
a 68 mM, substituyendo equimolarmente el NaCl por Na,SO, y cambiamos el potencial de
equiiibrio del cloro poniendo KCI en el microelectrodo. Con ello pudimos resolver las corrientes

postsinapticas.

Los experimentos con rianodina se realizaron con registro intracelular convencional en
ambas neuronas, utilizando electrodos llenos con KCl 3M. La duracién del potencial sinaptico se
calculo a partir del tiempo medio de caida, definido como el tiempo a partir del pico al cual el
voltaje ha caido a la mitad de su amplitud maxima.

Dobles tinciones de neuronas de Retzius con rianodina fluorescente y FM1-43

Para examinar la posible co-localizacion entre sitios de secrecién y de liberacion de calcio
intracelular se realizaron dobles tinciones con bodypi-TR-rianodina y FM1-43. Para ello, se utilizé
bodipy-rianodina acoplada a rojo de Texas (Molecular Probes). Se tifieron las neuronas con FM1-
43 despolarizando con 40 mM de K* de la manera descrita anteriormente. El colorante se lavo
del medio por perfusion continua durante 10 minutos y posteriormente se afadid la rianodina al
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plato de cultivo en una concentracion de 50 nM y se incub6 durante 45 minutos a temperatura
ambiente. Posteriormente se lavaron las neuronas durante 10 minutos, cambiando varias veces
la solucidon por solucion fisioldgica fresca. Las neuronas se observaron en el microscopio confocal
utilizando doble filtro de excitacion a 488 y 568 nm y doble filtro de emision a 522 y 680 nm.

Estudio del patrén de disparo de las neuronas de Retzius producido por la estimulacién
mecanosensorial de la piel

Se aislaron ganglios conectados a la piel por las raices laterales de un lado (Nicholls y
Baylor, 1968). Las preparaciones se sujetaron con alfileres en platos cubiertos con sylgard llenos
de solucién fisiolégica (ver arriba). Las neuronas T, P, N y Retzius pudieron ser identificadas
inequivocamente por su tamarfio y posicion caracteristica en el ganglio, asi como por la forma de
sus potenciales de accion (Nicholls y Baylor, 1968). La estimulacion de la piel se realizé utilizando
pinzas de diseccion para tocar, rozar o pellizcar la piel sin dafarla, mientras se registraban las
respuestas de las neuronas mediante registro intracelular convencional.

Analisis estadistico

Todos los datos se expresan como la media * el error estandar. A los histogramas de
distribucion de los diametros de los cumulos de vesiculas, asi como de los didmetros de los
puntos fluorescentes se les ajustaron distribuciones gausianas utilizando el programa Origin 5.0
(Microcal Software Inc.).

Para comparar las medias de mas de dos grupos de datos, se utilizé el Analisis de Varianza
de una via. En caso de encontrar diferencias significativas, se realizd una comparacion grupo
por grupo utilizando la prueba de t de Student. Para comparar sélo 2 grupos se utilizé la prueba
de t de Student. En el caso de comparaciones de las mismas neuronas antes y después de un
tratamiento, se utilizé una prueba de t pareada. En todos los casos, se considerd una diferencia
significativa cuando la probabilidad de error fue menor al 5% (P< 0.05).
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RESULTADOS

1. Secrecidon somiitica en neuronas de Retzius

La secreciéon somatica en las neuronas de Retzius se analizé a partir de la incorporacion
del colorante fluorescente FM1-43. Un tren de diez impulsos a 20 Hz mediante estimulacion
intracelular en presencia de FM1-43 produjo un incremento gradual en la fluorescencia de la
membrana (Fig. 5). La figura 5D muestra el curso temporal del incremento en la intensidad de
la fluorescencia en la membrana de 7 células distintas. Como se ve, antes de la estimulacion la
intensidad de la fluorescencia fue constante, y se incrementé como resultado de la estimulacion
de las neuronas con un tren de 10 impulsos a 20 Hz. Después de dos minutos alcanzé un 96
+ 20% sobre el nivel basal (con un rango entre 50 y 180%; n=7), sugiriendo la fusién de

Figura 5. La estimulacién eléctrica
incrementa Ila fluorescencia de
FM1-43 en el soma de las neuronas
de Retzius. A, micrografia de contraste
de fases de una neurona de Retzius en
cultivo, mostrando el soma (S) unido al
mufion (flecha). Las cabezas de flecha
sefialan neuritas y conos de crecimiento.
Escala=60 um. B, registro intracelular
del tren de impulsos a 20 Hz producido
por inyeccion de corriente. C, imagenes
de fluorescencia de una regién del soma
de la misma neurona antes y después
del tren a 20 Hz en presencia de FM1-
43. El tiempo (segundos) después de la
estimulacion se muestra en cada imagen.
Ocasionalmente, la membrana conservé
debris adherido, que se tiiid con FM1-43
(asterisco). Esta tincion inespecifica se
excluyo del analisis (Smith y Betz, 1996)
y la fluorescencia se midio Unicamente
en areas de membrana limpias (cabeza
de flecha). Barra de escala=30 mm.
D, incrementos en la fluorescencia de
areas seleccionadas de la membrana
en 7 neuronas antes y después de la

v v >—— v v v y estimulacion. Cada simbolo indica datos
0 e O D ey 0 00 280 300 de una neurona diferente. Tomado de

Trueta et al., 2003.
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vesiculas secretoras con la membrana (Smith y Betz, 1996; Kilic et al., 2001). El incremento en
la fluorescencia membranal duré mas de 3 minutos en algunas neuronas.

Al perfundir las células con una solucion en la que el calcio fue substituido por magnesio
para evitar la secrecion, la fluorescencia de la membrana disminuyo gradualmente (Fig. 6A y B)

Figura 6. Tincién punteada de Ia
membranade las neuronas de Retzius.
A, micrografia de contraste de fases de una
neuronade Retzius eimagenesfluorescentes
de un area seleccionada de la membrana
después de la estimulaciéon eléctrica con
un tren a 20 Hz en presencia de FM1-

& 1005, 43. Las imagenes de fluorescenciafueron
s so| e tomadas al principio y a los 240 segundos
8 eo0 "\; . n=4 de perfusion con'so.lucién con Mg2+. El
8 el tavado de la tincidn inespecifica de FM1-
g 40 : “2‘\: - 43 en la membrana permitié ver puntos
= 20 B fluorescentes. Eccala: 60 um (contraste
o4 — de fases) y 10 um (fluorescencia). B,

o 60 120 180 240 300 360 decaimiento de la fluorescencia en areas de

. Time (s) la membrana seleccionadas de 4 neuronas

durante la perfusién con Mg+ para lavar
la tincidn inespecifica. Cada simbolo

indica datos de una neurona diferente. C,
puntos fluorescentes de FM1-43 vistos a
diferentes tiempos durante la perfusiéon
con solucién con Mg?+ (tres imagenes
superiores) y durante la despolarizacion
con 490 mM de K* vy 10 mM de Ca?**
(imagenes inferiores). La despolarizacion
en presencia de Ca?* destifid rapidamente
los puntos fluorescentes. El tiempo (seg)

en cada imagen es una continuacion del

D 2 mM Mg 40 mM K* mostrad(_) en Ay B. Barra_ de e_scala=1um.
120 D, decaimiento de la intensidad de la
100 {=yig 2as.. fluorescencia de los puntos durante la

89l i i6 i6 2+ i
80 Lt H | FTY TR perfusion con solucion con Mg?** seguida
"-’i’ 3 de la despolarizacion con solucion con 40

mM de K+ y 10 mM de Caz2*. El protocolo de
perfusion se muestra arriba. Se muestran
datos de 12 puntos en 3 neuronas. Cada
| simbolo indica datos de un punto diferente.
240 300 360 420 480 Tomado de Trueta et al., 2003.
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debido al lavado del colorante unido a la cara externa de la membrana (Cochilla et al., 1999).
Esto desenmascard un patrdon de tincion con puntos fluorescentes bien delimitados, distribuidos
en la superficie del soma neuronal (Fig. 6A). Dichos puntos pudieran ser sitios de exocitosis
y endocitosis, en cuyo caso, la secrecién subsecuente produciria la liberacion del colorante
capturado en las vesiculas (Betz et al., 1992) y por lo tanto los puntos se desteiiirian. Para probar
esto, cuantificamos la fluorescencia de los puntos durante e! lavado con magnesio y después
con una solucion con 40 mM de K+ y 10 mM de Ca?* para despolarizar las células y producir
secrecion. Como se muestra en la figura 6C y D, durante la perfusion con Mg?* la intensidad
de los puntos disminuyd lentamente, debido posiblemente al blanqueo de la fluorescencia por
la iluminacién continua. Sin embargo, al cambiar la solucién por una con alto K* y alto Ca2+, la
intensidad de la fluorescencia de los puntos cayé mucho mas rapidamente, y regreso a su nivel
basal durante el siguiente minuto (Fig. 6D; n=12 puntos de 3 neuronas). Esto sugiere que los
puntos fluorescentes corresponden a sitios de exocitosis y endocitosis. El decaimiento de la
fluorescencia fue gradual, en lugar de escalonado, sugiriendo que cada punto contenia varias

vesiculas teftidas (Fig. 6C y D).

UItraest)-uctura de Jos sitios de secrecion somddticos

Para entender el substrato morfoldgico de los sitios de secrecion tefidos con FM1-43, se
observaron al microscopio electronico secciones ultrafinas de células de Retzius en cultivo. Hubo
una diferencia clara entre la ultraestructura del soma y del mufién de las neuronas. El soma
contenia vesiculas de nucleo denso de aproximadamente 100 nm de diametro (Fig. 7A; Bruns et
al., 2000; V.H. Hernandez, M.Morales y FF. De-Miguel, en preparacion), similares a las reportadas
en neuronas de Retzius in situ (Coggeshall, 1972; Yaksta-Sauerland y Coggeshall, 1973). Las
vesiculas de nucleo denso estaban generaimente agrupadas en cumulos, algunos muy cerca de
la membrana o incluso haciendo contacto con ella y otros alejados, en regiones citoplasmaticas
(Fig. 7A, B). Los cumulos incluian vesiculas completamente densas, vesiculas con nicleo denso
concéntrico y, ocasionalmente, vesiculas claras grandes (100 nm). En ninguno de los 6 somas
neuronales que se estudiaron hubo cantidades apreciables de vesiculas claras pequenas (40 nm)
caracteristicas de los botones presinapticos de estas células (Kuffler et al., 1987).

Los cumulos de vesiculas, medidos a lo largo de su diametro mayor (ya que por lo general
tuvieron formas irregulares), se agruparon en dos clases: aquellos cuyas vesiculas mas externas
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estaban a menos de 150 mm de la membrana plasmatica se consideraron superficiales (cabezas
de flecha grandes en Fig. 7A), mientras que aquellos cuyas vesiculas mas externas estaban a
una distancia mayor de 150 mm de la membrana se consideraron citoplasmicos (asterisco en
Fig. 7B). Los didmetros no tuvieron una distribuciéon normal (Fig. 7C y D). Ajustando una curva
gausiana, los cGmulos superficiales tuvieron una media de 493 + 35 nm (Fig. 7C), que excluyd los
cumuios con diametros mayores. Por ello se estimé también la media de los didmetros de todos
los cimulos medidos (n= 58), que fue de 630 x 58 nm. Los cumulos citoplasmicos tuvieron una

Figura 7. Distribucién
subcelular de las estructuras
secretoras. A, micrografia
electronica que muestra cumulos
de vesiculas de nlcleo denso
(cabeza de flecha) y mitocondrias
en el soma de una neurona de
Retzius. Los cimulos cerca de la
membrana con vesiculas haciendo
contacto con ésta se marcan con
cabezas de flecha pequeiias.
No se encontraron densidades
presinapticas.. El asterisco marca
una vesicula clara grande. B,
ademas de los cumulos de vesiculas
cercanos a la membrana, otros
cumulos se encontraron alejados
de ésta (asterisco). La escala en A
es tambien para B. C, distribucion
de los diametros de los cumulos
superficiales. La linea continua es
un ajuste gausiano a los datos,
con una media de 493 = 231 nm.
La linea vertical es el diametro
promedio de toda la muestra. D,
analisis similar para los cimulos a
distancias mayores de 150 nm de
la membrana celular. E, micrografia
de la zona de contacto con una
célula P, mostrando un proceso
de la neurona de Retzius con dos
grupos de vesiculas claras y de
nucleo denso cerca de la membrana (cabezas de ﬂecha) F, autapsis formada por un proceso y
el muiién de una neurona de Retzius. Se ve una zona presinaptica densa con vesiculas claras
y de nucleo denso (cabeza de flecha) en contacto con Ia membrana. El asterisco muestra un
camulo de vesiculas en el muiion. Barras de escala=1 um. Tomado de Trueta et al., 2003.
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media de 375 = 24 nm de diametro, estimada a partir de un ajuste gausiano, mientras que la
media aritmética de toda la muestra (n=43) fue de 513 + 48 nm. En secciones seriadas obtenidas
de seis neuronas nunca se encontraron autapsis o terminales presinapticas con vesiculas claras

pequefias (30-50 nm) en el soma que pudieran contribuir al patréon de tincién punteado de FM1-

43. Las estructuras presinapticas estuvieron restringidas al muiidn, en sitios de contacto con

neuronas sensibles a presion (Fig. 7E), o en el muidn mismo, formando autapsis (Fig. 7F; ver
también Kuffler et al., 1987). La estructura de estos dos tipos de terminales presinapticas fue

similar y consistié en cimulos de vesiculas claras pequefias adosadas a la membrana y rodeadas

de vesiculas de nicleo denso (Fig. 7€, F; ver también Kuffler et al., 1987).

Figura 8. Dependencia
de la frecuencia de disparo y
del Ca?** para la tincidn con
FM1-43. A, registros intracelulares
de trenes de potenciales de accion
a 1 y 10 Hz respectivamente,
producidos por la inyeccion de
corriente. B, patréon de tincion
de neuronas estimuladas con
diferentes protocolos, indicados
en cada imagen. Los patrones de
tincion de las neuronas estimuladas
en cultivo o en el ganglio fueron
similares. Si se substituye el Ca2*
por Mg?* se previene la tincion
con FM1-43 de las neuronas
estimuladas con un tren a 10 Hz
o con 40 mM de K*. Las imagenes
de fluorescencia son no-confocales
y fueron tomadas en planos
focales comparables entre si, en
el sitio de contacto de la neurona
con el fondo del plato. Barra de
escala=10 um. C, cuantificacion
del numero total de puntos por

1Hz  10Hz 20Hr  10Hz 3 10 Hz

ra

ganghon L Mgzl

soma bajo las diferentes condiciones de estimulacion mostradas en B. Los asteriscos sencillos
indican diferencias significativas (p < 0.05) con respecto a las neuronas estimuladas en
presencia de Ca?*. El numero de puntos por soma en las neuronas despolarizadas con alto K+
fue significativamente mayor que el de las neuronas estimuladas con microelectrodos (doble

asterisco). Tomado de Trueta et al., 2003.
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La presencia de vesiculas de ntcleo denso en el soma concuerda con las observaciones
de Bruns et al. (2000) y sugiere que la secrecion somatica en las neuronas de Retzius proviene
exclusivamente de cimulos de ellas. Los puntos fluorescentes de FM1-43 podrian corresponder
a cumulos de vesiculas tefiidas.

E7 namero de puntos de FM1-43 depende de la frecuencia de estimulacion y de Ia
presencia de Ca?* extracelular

Para analizar el significado del patrén fluorescente punteado, estimulamos neuronas con
trenes de 10 impulsos a frecuencias entre 0.5 y 50 Hz, o con 40 mM de K* durante 5 minutos
(Fig. 8). El numero de puntos fluorescentes en el soma dependié del protocolo de estimulacion.
Por ejemplo, con 10 impulsos a 1 Hz, se produjeron unicamente 19.5 = S puntos por soma
(n=6), mientras que el mismo nimero de impulsos a 10 Hz produjo 77.8 + 13.6 (n=8) puntos, un
namero significativamente mayor. El incremento de la frecuencia de disparo a 20 Hz produjo 91.5
+ 16.9 puntos por soma (n=10), marginalmente mayor al obtenido con 10 Hz. La estimutacion
con alto K+ por su parte, produjo 166.8 + 16.8 puntos por soma (n=8), significativamente mayor
al nimero de puntos producido por 20 Hz. La figura 8C muestra la cuantificacion de los puntos
por soma para todos los protocolos de estimulacion descritos en esta seccion.

Si los puntos de FM1-43 representan sitios donde ocurren la exocitosis y la endocitosis,
entonces su aparicion debe ser dependiente de la presencia de calcio éxtracelular. Para probar
esto, algunas neuronas de Retzius fueron estimuladas con trenes a 10 Hz o con alto K+ en una
solucion fisiolégica en la que el Ca?* fue reemplazado equimolarmente por Mg2* (Fig. 8B). En

120 Figura 9. Curva de tincién
g 100 1 con FM1-43 en funcién de Ia
S g0l frecuencia de disparo. Namero
- de puntos por soma (media error
8 601 estandar) en neuronas estimuladas con
= un tren de 10 impulsos a frecuencias
a 407 entre 1 y 50 Hz. La linea continua es
20 el ajuste de una funcidon logistica a los
i - — - datos experimentales.
1 10 100

Frecuencia de disparo (Hz)
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ausencia de Ca?*, la estimulacién a 10 Hz o con alto K* produjeron tnicamente 34.0 £ 7.9y 41.6
+ 9.9 puntos por soma respectivamente, numeros significativamente menores a los producidos
por las mismas estimulaciones en presencia de Ca?*. La tinciéon de este numero reducido de
puntos fluorescentes sugiere que hay una secrecion basal, incluso en ausencia de estimutacion
o de calcio extracelular. La dependencia del Ca?* extracelular apoya la interpretaciéon de que los
puntos fluorescentes observados corresponden a sitios de secrecion y endocitosis.

Para definir cuantitativamente la dependencia de la frecuencia de disparo para la secrecion
somatica, estimulamos neuronas cultivadas, con trenes de 10 impulsos a frecuencias entre 0.5y
50 Hz, en el intervalo fisiologico de disparo de estas neuronas (Lent y Frazer, 1977; Velazquez-
Ulloa et al., 2003). El nuimero de puntos de FM1-43 por soma fue funciéon de la frecuencia de
disparo, de manera que la estimulacion con 10 impulsos a 0.5 y 1 Hz produjo 20.8 + 5.1 y
19.5 £+ 5.1 puntos por soma respectivamente, el intervalo dinamico estuvo entre 2 Hz (24.0 =
7.5 puntos) y 10 Hz (77.9 = 13.9 puntos), y entre 20 Hz (96.5 = 19.3 puntos) y 50 Hz (98 %
13.5 puntos) la respuesta no crecid, sino que hubo saturacion (Fig. 9). Los datos se ajustaron
empiricamente a una funcién sigmoidal de la forma:

y= ——210:3(‘53_.‘%:)87-35} +98.61

donde y es el niumero puntos por soma y f es la frecuencia de disparo.

El nimero de puntos obtenidos con frecuencias menores a 5 Hz fue similar al basal .
producido por estimulacion a 10 Hz en presencia de Mg?*. El numero de puntos fluorescentes
por soma, entonces, parece representar la cantidad de secrecidon que ocurre con la estimulacion,
y es dependiente de calcio y de la actividad eléctrica. El alto coeficiente de Hill (7.38) sugiere que
la secrecion somatica esta regulada de manera cooperativa por varios factores (ver discusion).

Caracteristicas del patron de tincion con FM1-43

Ladependenciadel niumero de puntos fluorescentes con la frecuencia de estimulacion sugirié
que el numero de puntos podria reflejar la cantidad de exocitosis y la subsecuente endocitosis
producidas por cada estimulacion. Para probar esta posibilidad, analizamos si las caracteristicas
de los puntos eran las mismas bajo las diferentes condiciones de estimulaciéon. Las neuronas
se estimularon con trenes de 10 potenciales de accion a 1 6 10 Hz, o fueron despolarizadas
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durante 5 minutos con 40 mM de K*, pero esta vez los puntos fluorescentes se observaron con
microscopia confocal en condiciones calibradas. Las reconstrucciones tridimensionales en la
figura 10A, muestran que el niUmero de puntos fluorescentes fue determinado por el protocolo
de estimulacion de manera similar a lo ya descrito. Mientras un tren de 10 impulsos a 1 Hz
produjo solamente algunos puntos fluorescentes, el mismo nimero de impulsos a 10 Hz o la
despolarizaciéon con K+ produjeron un patrén de tincion profuso. Sin embargo, las caracteristicas
de los puntos fueron similares en los tres tipos de estimulacion. La figura 10A muestra también
la amplificacion de algunos puntos fluorescentes producidos por cada protocolo de estimulacion

Figura 10. Patrén
de tincién de las
neuronas de Retzius con
FM1-43. A, superposicion
de imagenes confocales
de neuronas de Retzius
estimuladas en presencia
de FM1-43. El protocolo de
estimulacion se muestra
en cada imagen. La flecha
apunta al mufién neuronal.
Barra de escala=30 um.
Abajo se muestran imagenes
confocales amplificadas de
microesferas fluorescentes
de 2.0 y 0.5 um de diametro
y puntos de FM1-43 de
neuronas estimuladas con
cada protocolo. Nétese la
asimetria de los puntos.
B, perfiles de intensidad

i C
de luz de varios puntos en ' 60 1 Hz 25 10 Hz 10, 40 mMK*
cada una de las neuronas 5 so 20 300
mostradas arriba. Los trazos B s 250
. S an _ n=115 200 n=1052
superiores corresponden a B 2 n=211 o 150
los puntos mostrados en las E 10 s hed
imagenes. Se observaron Z ol - o ' o .
A . [+ 06 12 18 24 30 06 12 1.8 24 30 o 06 12 18 24 30
comunmente diferentes Diameter (um) Diameter (um) Diameter (um)

picos en cada punto
(ﬂechas) Las intensidades estan en una escala de grises arbitraria de 256 unidades (u). N6tese

el incremento en el ruido basal en los perfiles de las neuronas estimuladas a 10 Hz y con alto K*
(cabezas de flecha). C, histogramas de distribucion de los diametros de los puntos de FM1-43
obtenidos de imagenes confocales de distintas células estimuladas con cada protocolo. Tomado
de Trueta et al., 2003.
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asi como imagenes de microesferas fluorescentes de 0.5 y 2.0 um de didametro con propésitos
de calibracion. Los puntos fluorescentes fueron asimétricos y de intensidad no homogénea. En
muchos casos, los perfiles de intensidad luminosa de puntos individuales tuvieron mas de un
pico (flechas en Fig. 10B), sugiriendo que cada punto contenia varias vesiculas, pero los valores
maximos de estos perfiles en una misma neurona y en neuronas estimuladas con diferentes
protocolos fueron similares (Fig. 108). Entre los puntos bien delimitados, hubo pequefos picos
fluorescentes, que destacaron del ruido de fondo de los perfiles de intensidad (cabezas de flecha
en Fig. 10B). Suponemos que estas fluctuaciones se deben a la tincién de vesiculas aisladas,
aunque la resolucién de nuestro sistema de imagenes limito el analisis de este componente, por
lo que en adelante me referiré unicamente a los puntos fluorescentes ya descritos.

Los diametros de los puntos de FM1-43 también fueron similares en neuronas estimuladas
con distintas protocolos. La medicion del diametro mayor de los puntos fluorescentes dio lugar a
las distribuciones gausianas mostradas en la figura 10C. Los puntos en las neuronas estimuladas
a 1 Hz, 10 Hz y con alto K* tuvieron una media.de 1.34 = 0.58 mm (nh=211), 1.36 =+ 0.45 mm
(n=115) y 1.16 £ 0.35 mm (N=1052) respectivamente, diferencias no significativas (p>0.05).
Como el diametro de las vesiculas somaticas es de 100 nm (Bruns et al., 2000), los diametros
de los puntos fluorescentes apoyan que éstos pueden haber sido producidos por grupos de
vesiculas, y no por vesiculas individuales.

La secrecion somdtica en las neuronas de Retzius es fisiolbgica

Para investigar si la secrecion somatica de las neuronas de  Retzius ocurre in situ, es
decir, en su localizacién habitual en el sistema nervioso, es decir, es fisiolégica, estimulamos 7
neuronas con trenes a 10 Hz in situ, dentro de los ganglios nerviosos, en presencia de FM1-43.
En este experimento la relacion senal/ruido de las imagenes fluorescentes se vié afectada por la
unién inespecifica del colorante en el ganglio. Por ello, y para mejorar las condiciones épticas y
obtener imagenes comparables con las de las neuronas cultivadas, las neuronas fueron aisladas
después de la estimulacién, en una solucién con Mg?* para evitar la pérdida de la tincion por
secrecion, y fueron sembradas en platos con fondo de vidrio para observarlas al microscopio de
fluorescencia. Todas ellas tuvieron un patrén de tincion similar al de las neuronas estimuladas
en cuitivo, con una media de 92.3 = 18.5 puntos por soma (Fig. 8B, C).
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Sitios de liberacion tefiidos ante estimulaciones sucesivas

Para analizar si los sitios de secrecion tefiidos son zonas activas membranales en lugares
fijos, o si la secrecidn ocurre de manera difusa en sitios al azar, estimulamos células de Retzius
con alto K+ por 30 segundos en presencia de FM1-43 y observamos planos focales con puntos
fluorescentes (Fig. 11A). La fluorescencia fue entonces blanqueada por iluminacion continua

D

100

n= 187
80

Namero S0
de eventos 40

% de eventos

20

Figura 11. Re-tinciéon de los puntos fluorescentes. A, imagen de fluorescencia
de una neurona de Retzius tefida por despolarizacion con 40 mM de K* con 10 mM de
Ca?* por 30 segundos en presencia de FM1-43. El asterisco marca un punto inespecifico
usado como referencia del plano focal. La flecha gris apunta a un punto que no se re-tifié
en C, aunque permanecio en el mismo sitio. B, mismo plano focal después de blanquear la
fluorescencia por iluminacion directa con la lampara de fluorescencia. Nétese la disminucion
de la fluorescencia de los puntos. C, mismo plano focal después de volver a teiiir por
despolarizacion durante 2 minutos en presencia de FM1-43. Nétese que algunos de los
puntos se volvieron a teiiir (cabezas de flecha grandes). Las cabezas de flecha pequeiias
indican sitios donde desaparecieron puntos previamente tefiidos y las flechas indican puntos
nuevos que no habian aparecido anteriormente. D, numero (escala izquierda) y porcentaje
(escala derecha) de puntos que se re-tifieron, no se re-tifieron pero permanecieron en el
sitio, desaparecieron y aparecieron nuevos con la segunda estimulacion. Escala = 20 pum.
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durante 35 segundos usando toda la potencia de la lampara de fluorescencia. Esto disminuyd
la intensidad de los puntos, pero permitié que siguieran visibles (Fig. 11B). Aunque los puntos
se podian destefiir estimulando con alto potasio, preferimos blanquear los puntos, para evitar
que las vesiculas secretoras de la célula se agotaran, ya que los niveles de secrecion producidos
por la despolarizacion son enormes. Las células fueron entonces re-tefiidas con 2 minutos de
despolarizacién con alto K+ en presencia de FM1-43. Como se muestra en la figura 11C, el 41%
de los puntos que se habian observado originalmente se volvieron a teiiir (cabezas de flecha
grandes), el 18% permanecieron en el mismo sitio pero no se re-tifieron (ver flecha gris en Fig.
11A), el 21% de los puntos originales desaparecieron (sitios sefialados por las cabezas de flecha
pequefias) y ademas, aparecieron nuevos puntos en sitios donde antes no los habia (17% de los
puntos totales; flechas blancas; Fig. 11D). Esta dinamica de re-tinciéon mixta sugiere que algunos
ctimulos vesiculares liberaron, endocitaron y volvieron a liberar en el mismo sitio, mientras que
otros nuevos fueron reclutados y otros mas, internalizados.

Canales de calcio que participan =n la secrecion somdtica

La dependencia de la frecuencia de disparo para la secrecion somatica de serotonina
apoya que ésta es similar a la secrecién en células endocrinas (Ammala et al., 1993), pero
distinta que la liberacion en la sinapsis (Fuchs et al.,, 1982). Para incrementar la evidencia
acerca de la similitud entre la secrecién somatica neuronal y la endocrina, analizamos la posible
mediacion de los canales tipo L, cuya contribucién es comun en la secreciéon endocrina, pero
poco convencional en la sinaptica. Para ello estimulamos 12 neuronas de Retzius con trenes
de 10 impulsos a 20 Hz en presencia de nimodipina, un bloqueador de canales de calcio tipo L
(Fig. 12). En estas condiciones, la estimulacion produjo 22.9 + 6.4 puntos por soma (n=12; Fig.
12A, ©), significativamente menor (75%) que el nimero de puntos producidos en ausencia del
bloqueador (91.5 + 16.9, n=10), pero similar a la secreciéon basal que se produce al estimular
con 1 Hz 6 con 10 Hz o alto K* en presencia de Mg?+ (ver secciéon anterior). Cuando 9 de éstas
neuronas fueron incubadas con cafeina, para producir la liberaciéon de calcio de los depdsitos
intracelulares (Rousseau y Meissner, 1989; Sitsapesan y Williams, 1990; Armstrong et al., 1991),
en presencia de FM1-43 y nimodipina, el nGmero de puntos fluorescentes se incrementd a 73.2
+12.5, alcanzando niveles similares a los de las células estimuladas en ausencia de nimodipina
(Fig. 12B, C), de modo que las células ain eran capaces de secretar ante una elevacién de
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concentracion interna de calcio.

Estudios previos en neuronas de Retzius (Dierkes et al., 1997; Beck et al., 2001) mostraron
que la entrada de calcio al soma es dependiente de canales tipo L, pero no es afectada por la
w-Conotoxina GVIA, que bloquea canales de tipo N, ni por la w-Agatoxina IVA o la w-Agatoxina
TK, que bloquean canales de tipo P/Q. Esta falta de efecto puede deberse a la insensibilidad de
las neuronas de esta especie a toxinas bloqueadoras de canales i6nicos (Johansen y Kleinhaus,
1986). Sin embargo, la posible participacion de otros tipos de canales de calcio en la secrecion
somatica, fue evaluada estimulando neuronas de Retzius con 40 mM de K* en presencia de FM1-
43 y de otro grupo de toxinas bloqueadoras de los diferentes tipos de canales de Ca?*. Probamos
w-Conotoxina MVIIA (2 uM; n=6), que bloquea canales de calcio de tipo N; FTX 3.3 (1 uM; n=8),
que bloquea canales de tipo P/Q; »- Conotoxina MVIIC (1 uM; n=6), que bloquea canales tipo
Q, y PLTX-II (50 nM; n=8), que bloquea canales de calcio de insectos. La estimulacion en estos
experimentos se llevo a cabo despolarizando las neuronas por S minutos con alto K*. Como se
muestra en la tabla 1, anicamente la nimodipina (20uM; n=7) redujo la tincion somatica de
manera significativa en un 47% con respecto al control.

Figura 12. Bloqueo de
la secrecion somatica por
nimodipina. A, imagen de
fluorescencia de una neurona de
Retzius estimulada con un tren a 20
Hz en presencia de nimodipina 10 uM
y de FM1-43. Se observan muy pocos
puntos (flechas). Barra de escala=20
wm. B, la incubacion subsecuente
con cafeina 10 mM en presencia de
FM1-43 incrementé el namero de 120
puntos fluorescentes. El plano focal
es el mismo que en A. Ndtese que los

0

L . . g so
puntos en A también estan presentes 5
en B. C, niumero de puntos producidos 2
por las condiciones de estimulacion . o 40 »
en A y B, comparados con neuronas
control estimuladas con un tren a 20 o

20 Hz 20 Hz + imo +

Hz. Tomado de Trueta et al., 2003. nimo affaine
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Tipo de Canal Toxina Concentracién | No. de Puntos/ n
Soma
L Nimodipina 20 M 88.42 = 7.86 * 7
P/Q FTX 3.3 1 uM 176.50 = 11.83 8
Q w-Cono-MVIIC 1 uM 175.00 = 22.94 6
N w-Cono-MVIIA 2 uM 183.33 = 7.74 6
Insectos PLTX 50 nM 179.62 = 12.09 8
Control (K* con Ca2*) . 166.87 = 16.80 8
Control negativo 41.66 = 9.90 6
(K*+* con Mg?*)

Tabla 1. Efectos de diferentes bloqueadores de canales de calcio en la secrecién somatica. La
secrecion fue estimulada con 40 mM de K* por 5 minutos. El nimero de puntos por soma se expresa como
la media * el error estandar. El asterisco indica una diferencia significativa con respecto al control.

Participacion de las pozas intracelulares de calcio en la secrecion sormdtica

La dependencia de la frecuencia de disparo en la secrecion somatica sugiere que la
acumulacion del calcio que entra con impulsos subsecuentes es necesaria para producir la
secrecion somatica. Ademas, la cooperatividad de la secrecion en funcidon de la frecuencia
sugiere que se requieren varios factores para su activacion. Considerando que las neuronas
de Retzius tienen una baja densidad de canales de calcio en el soma (Fernandez de Miguel et
at., 1992), supusimos que la liberacion de calcio de los depdsitos intracelulares (Pozzan et al.,
1994) podria reforzar la entrada de calcio transmembranal y proveer una elevacion de la [Ca?*],
suficiente para producir la secrecion, de nuevo como ocurre en células endocrinas (Lemmens et
al., 2001; Kang y Holz, 2003). Esto fue apoyado por la observacion anterior de que la incubacion
con cafeina recupera el nivel de secrecion después del bloqueo de los canales tipo L.

Como primer paso para probar la posible contribucion de la liberacion intracelular de
calcio en la secrecion somatica, analizamos el patron de tincion de FM1-43 producido por
cafeina, la cual se une a los receptores de rianodina e incrementa su probabilidad de apertura
(Usachev and Thayer, 1997; Sitsapesan y Williams, 1990). Las incubaciéon con cafeina (10 mM)
por 5 minutos en presencia de FM1-43, produjo un patron de tincion fluorescente muy similar
al producido con alto K+ o con trenes de impulsos a altas frecuencias. La figura 13 muestra la
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superposicién de imagenes confocales de neuronas de Retzius estimuladas con cafeina (Fig.
13A) y con alto K+ (Fig. 13B), asi como la cuantificacion de los puntos fluorescentes producidos
en ambas condiciones y con estimulacion a 10 Hz (Fig. 13C). La incubacion con cafeina produjo
168 + 21.7 puntos por soma (n=10), cantidad estadisticamente similar a la producida por la
despolarizacion con alto K* (166.87 + 16.8).

El efecto de la cafeina se previno en un 50% mediante la incubacién previa con tapsigargina

£3 Figura 13. Estimulacién
de la secrecién somitica por Ia
liberacién de calcio intracelular. A,
reconstruccion tridimensional confocal
de una neurona incubada con cafeina
10 mM en presencia de FM1-43, y en
ausencia de estimulacion eléctrica y
de Ca?* extracelular. Escala = 30 um
(también para B). B, la reconstruccion
de otra neurona despolarizada con 40
mM de K* se muestra para comparacion.

:;g C, el nimero de puntos por soma en
80 neuronas estimuladas con cafeina fue
40 I_i_l I_l—] ) similar al de neuronas despolarizadas
o L L con alto K* y mayor al de las estimuladas

Caf Ca®* Mg* Ca™ Mg> con trenes de 10 impulsos a 10 Hz en

40 mMK* 10 Hz presencia de Ca2* extracelular.

>
oy

200

FM1-43 spots / soma

(200 nM) durante 30 minutos para provocar el vaciamiento de las pozas intracelulares de calcio
(Fig. 14; comparar A y B; n=9). Para descartar que esta reduccion fuera debida al agotamiento
de las pozas de vesiculas en respuesta a la fuga de calcio producida por la tapsigargina,
cuantificamos la tincion producida por la incubacion con tapsigargina en presencia de FM1-43,
en un medio sin Ca?* extracelular. La tapsigargina por si misma produjo 58.77 + 10.8 puntos por
soma, cantidad similar a la basal (Fig. 14), descartando que la fuga de calcio producida por la

tapsigargina produzca secrecion somatica.

Para valorar el posible papel fisiolégico de la liberacion de calcio intracelular, estimulamos
neuronas con trenes de 10 impulsos a 10 Hz en presencia de rianodina 100 uM, que en esta
concentracion, mantiene cerrados a los receptores liberadores de calcio (McPherson et al., 1991)
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y por lo tanto bloquea la liberacion de calcio inducida por calcio (Lattanzio et al., 1987; Meissner,
1986). Con esto la secrecion somatica disminuyo significativamente, en un 42% con respecto a
las neuronas control (de 146.7 + 18.24 puntos en los controles; n=11 a 85.45 + 14.21 puntos
en presencia de rianodina; n=11; Fig. 15A). La re-estimulacion de estas neuronas con un tren
a 10 Hz después de incrementar la concentracion de calcio extracelular a 10 mM, incremento
significativamente el nimero de puntos por soma a 132.12 + 18.76 (Fig. 15B).

Figura 14. Disminucién
de la tincién estimulada
con cafeina por el
vaciamiento de fos
depésitos intracelulares
de calcio. A, neurona
de Retzius incubada con
cafeina por 5 minutos en
presencia de FM1-43. B,
el pretratamiento por 30 D
minutos con tapsigargina
(TG) para vaciar los
depdsitos intracelulares de g
calcio redujo el nimero de S
puntos producidos por la ‘2
incubacion con cafeina en §
S
a

presencia de FM1-43, C, la
incubacion con tapsigargina
en presencia de FM1-43 no o . i

produjo una tincién por si Cafeina TG-Caf TG

misma. Escala para A-C = 30 um. D, cuantificacion del nimero de puntos por soma producidos
por los tratamientos mostrados en A-C.

La rianodina, en ciertas concentraciones mantiene a su receptor en un estado de
subconductancia (Fill y Coronado, 1988) que permite una fuga continua de calcio (Meissner,
1986). En este caso, el incremento en la [Ca?*], podria evocar secrecién y disminuir la poza
de vesiculas secretoras en la neurona durante la incubacion, explicando alternativamente la
reduccion de la secrecion. Para descartar este posible efecto, incubamos neuronas de Retzius
con rianodina en presencia de FM1-43 en una solucién sin Ca?* y con Mg2*. El nGmero de puntos
por soma en estas neuronas fue 43.66 x* 4.27 (n=6; Fig. 15C), similar a la tincién basal. Por lo
tanto, podemos atribuir la disminuciéon de la tincién somatica en las neuronas estimuladas en
presencia de rianodina al bloqueo de la liberacion de calcio inducida por calcio.
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Figura 1S.
Dependencia de Ia
liberacién de calcio
inducida por calcio
para [a secrecién
somitica. A, imagen
de fluorescencia
de una neurona de
Retzius estimulada
con un tren a 10
D Hz en presencia de
160 1 rianodina 100 uM. En
120 estas condiciones se
observé un namero de
puntos menor que en
L P DR R o n s 7 B %
control ria 10 mM Ca?" ria + Mg?' re-estimulacion de la

10 Hi= misma neurona a 10
Hz en presencia de 10 mM de Ca?* extracelular incrementd el nimero de puntos fluorescentes.
Las flechas indican nuevos puntos. El asterisco muestra un punto de referencia para comparacion.
C, la incubaciéon con rianodina en presencia de FM1-43 no produjo una tincién significativa.
D, cuantificaciéon del nimero total de puntos por soma en 6 neuronas con cada uno de los
tratamientos en A-C, comparado con el nimero de puntos en neuronas control estimuladas a 10
Hz. La franja de diagonales indica la tincion basal obtenida en células estimuladas a 10 Hz con
Mg?*+ substituyendo el Ca?*.

puntos
soma #o
40

HH ¥

El conjunto de resultados presentados en esta primera parte muestran que ante trenes
de impulsos a frecuencias superiores a 2 Hz, la entrada de calcio principalmente a través de
canales tipo L es reforzada por la liberacion de calcio de pozas intracelulares y con ello se induce
la secreciéon somatica a partir de la fusion de vesiculas de nlicleo denso. La siguiente pregunta
abordada en este trabajo es cuales son las semejanzas y las diferencias entre la secrecion
somatica y la sinaptica, dado que ambas coexisten en la misma neurona.
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IX. Liberacion sinaptica de serotonina en las neuronas de Retzius

El mecanismo de secrecidon somatica mostrado en la seccion anterior contrasta con el de
la secrecién sinaptica, en la que un impulso basta para producir liberacion (Fuchs et al., 1982;
Henderson et al., 1983). Esto sugiere que las neuronas de Retzius se comportan de modo distinto
en el soma y en las sinapsis. Sin embargo, se desconoce como responde la sinapsis a trenes de
impulsos con las frecuencias a las que se produce la secrecion somatica, y si los mecanismos que
regulan ésta también se presentan en la sinapsis o son distintos. En esta seccion presento un
estudio de la dependencia de la frecuencia y la regulacion de la secrecidn sinaptica, mostrando
similitudes y diferencias con la secrecion somatica.

1 Hz 5 Hz

gL L o
E| rrrrrererer

2 sec

10 Hz 50 Hz

| |

Figura 16. Dependencia de la frecuencia para 1a transmisién sinéptica en
condiciones fisiolégicas. Respuestas Pre- y postsindpticas a la estimulaciéon intracelular
de la neurona presinaptica con un impulso sencillo seguido de un tren de 10 impuisos a 1, 5,
10 6 50 Hz en presencia de 2 mM de Ca2* extracelular. Los experimentos fueron realizados
disminuyendo la concentracion extracelular de Cl- de 128 a 68 mM para incrementar la
amplitud de las corrientes postsinapticas.
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Analizamos la secrecién sinaptica a partir de las corrientes postsindpticas, medidas en
condiciones de fijacion de voltaje con un microelectrodo. La neurona presinaptica se estimulé con
un impulso sencillo seguido por un tren de 10 impulsos a distintas frecuencias y el potencial de
membrana de la célula postsinaptica se fijé a — 50 mV para registrar las corrientes postsinapticas
(Fig. 16). Ante un tren de 1 Hz las corrientes postsinapticas en respuesta a cada impulso fueron
similares. Sin embargo, a 2 Hz 6 mas, la amplitud de las respuestas a impulsos subsecuentes
vario a lo largo del tren. Por ejemplo, a 5 Hz las corrientes se incrementaron al inicio del tren,
mostrando facilitacion, pero al final se redujeron, mostrando depresion. Estas variaciones fueron
caracteristicas de cada frecuencia. Las amplitudes de las corrientes postsinapticas en respuesta
a cada impulso presinaptico son una medida de la liberacion presinaptica a lo largo del tren. Sin
embargo, a partir de 10 Hz el andlisis de las respuestas individuales se dificulté debido al curso
temporal de las corrientes sinapticas, que hace que la respuesta a cada impulso se sobreponga
con la siguiente. Para tener un indice global de la respuesta sinaptica en funcion de ia frecuencia,
normalizamos las respuestas totales al tren con la respuesta unitaria. Para ello, la corriente
evocada por el tren de diez impulsos se integré y la carga se dividié entre la producida por el
pulso de prueba multiplicada por diez. De este modo, los valores superiores a 1 mostrarian una
predominancia de la facilitacion durante el tren, mientras que 10s valores infarinrag a 1 indicarian

lUIu

Donde I es el indice de liberacion sinaptica a lo largo del tren con respecto a la respuesta

depresion predominante. El calculo se hizo de acuerdo con la formula: § =

unitaria, oT es la integral de las corrientes producidas en respuesta al tren completo, y 6u es la
integral de la corriente en respuesta al impulso sencillo antecediendo al tren. Este procedimiento
no aporta informacion acerca de la dinamica instantanea a lo largo del tren, sino sélo un
estimado promedio de las respuestas a los diez impulsos, pero permite comparar la funciéon de
la frecuencia de la secrecién sinaptica con la somatica.

El indice de liberacién sinaptica (Fig. 17) fue cercano a 1 (1.02 + 0.07) para trenes a 1
Hz, y se incrementé con la frecuencia del tren de impulsos impuesto a la neurona presinaptica. El
indice de liberacion tuvo dos fases: entre 1y 5 Hz, se incrementd rapidamente, alcanzando un valor
de 3.15 * 0.47 a S Hz; sin embargo, a 10 Hz la eficiencia sinaptica disminuyd consistentemente,
a una media de 2.45 *+ 0.24 (nétesis también la reduccién en el error estandar), y a frecuencias
mayores se incrementé nuevamente, tendiendo a la saturacién, aunque ésta no se alcanzé a 50
Hz, que fue la maxima frecuencia de estimulaciéon que analizamos. A pesar de que el incremento
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en la frecuencia favorecié un incremento en la magnitud de la respuesta postsinaptica, este
comportamiento es a primera vista distinto del somatico, que tuvo umbral mas alto y fue una

funcion sigmoidal de la frecuencia.

A

. 61 Figura 17. Relacién de la
=1 5 eficiencia de la transmisién
s sinaptica con la frecuencia

- 44
2o de disparo en condlg:iones
=g 3 fisiolégicas. A, el indice de
82 , liberacién se calculd como la
8 »n integral de la corriente sinaptica
S5 11 en respuesta al tren de 10
= o — _— impulsos dividida entre 10 X la
1 10 100 integral de la corriente sindptica
unitaria. Los valores por encima
de la linea punteada representan
B facilitacion sinaptica y los valores
120 4 por debajo representan depresion
sinaptica. Los puntos son los
g 100 1 datos experimentales = el error
S so estandar, y la linea continua es un
- ajuste de la funciéon mostrada en el
§ 601 recuadro, con los parametros que
= se indican. B, se muestra la curva
o 401 de secrecion somatica en funcion
. de la frecuencia de disparo, para

201 comparacion.

-

1 10 100
Frecuencia de disparo (Hz)

La forma de la curva descrita sugiere varios componentes en la liberacion: a bajas
frecuencias se induce posiblemente liberacion del contenido de vesiculas claras, que se facilita
al aumentar la frecuencia, ya que al entrar mas calicio y acumularse dentro de la terminal, la
cantidad de cuantos liberados se hace mayor (Katz y Miledi, 1967) dando lugar a una liberacién
que guarda una relacion no-lineal con la concentracion de calcio en la terminal (Dodge y
Rahamimoff, 1967; Smith et al.,, 1985). Sin embargo, es de esperarse que gradualmente
la facilitacion se reduzca y se haga aparente la depresion al sobrepasarse la capacidad de
recuperacion de la poza liberable (Schneggenburger et al., 1999; Meyer et al., 2001). Esto
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pudiera explicar la reduccién del indice de liberacion a 10 Hz, explicando también la reduccién de

la dispersion de los datos. Adicionalmente, a partir de cierta frecuencia se reclutaria la liberacion

a partir de vesiculas electrodensas, que teéricamente tendrian una funcion sigmoidal, reflejando

un comportamiento similar al somatico. Esto explicaria la fase de incremento en la liberacién a

partir de 20 Hz, con tendencia a la saturacion.

1 Hz

TRIITTTTR -
= e Ve

2 seg
10 Hz

o ||
-

5 Hz

50 Hz

" oot

Figura 18. Dependencia
de la frecuencia para la
transmisiéon  sindptica
en condiciones de
alta probabilidad de
liberacioén. Respuestas
pre- y postsinapticas a la
estimulacion intracelular
de la neurona presinaptica
con un impuiso sencillo
seguido de un tren de 10
impulsosal, 5, 10 650 Hz
en presencia de 10 mM de
Ca?+ extracelular.

El reclutamiento de vesiculas electrodensas a frecuel:rcias altas es apoyado por registros
amperométricos en las neuronas de Retzius (Bruns y Jahn, 1995), que muestran que impulsos
unicos producen liberacion a partir de vesiculas claras y a lo largo de trenes de tres impulsos

se incrementa la probabilidad de exocitosis a partir de vesiculas de nucleo denso. Como una
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. primera aproximaciéon para probar esta hipdtesis, incrementamos la probabilidad de liberacion
aumentando la concentracidon extracelular de caicio a 10 mM. Con ello esperariamos incrementar
la cantidad de transmisor liberado por los primeros impulsos del tren y con ello favorecer
el agotamiento gradual de la poza liberable de vesiculas claras y por lo tanto la depresion
(Meyer et al.,, 2001) y a la vez favorecer la liberacién a partir de vesiculas electrodensas. La
figura 18 muestra registros representativos de las respuestas pre y postsinapticas en estas
condiciones. Las corrientes sinapticas en respuesta a un solo impulso fueron mayores que con
baja probabilidad de liberacién y fueron obvias aun sin reducir la concentracion externa de
cloro. Por esta diferencia en fas condiciones experimentales no es posible compar directamente
las amplitudes de las corrientes. La estimulaciéon con trenes de 10 impulsos a frecuencias de
0.5 a 2 Hz produjo depresion gradual de las corrientes sinapticas a lo largo del tren (Fig. 19),
explicable con base en el agotamiento de la poza de vesiculas claras en la terminal presinaptica
dada la alta probabilidad de liberacion, como ocurre en la sinapsis del caliz de Held (Meyer et
al., 2001). Al incrementar la frecuencia a 5 Hz el indice de liberacién fue cercano a 1, y aumento
con frecuencias mayores, mostrando facilitacion, lo que sugiere el reclutamiento de otra poza de
vesiculas, posiblemente las de nlucleo denso. La facilitacion disminuyd de nuevo al incrementar
la frecuencia a 50 Hz (Fig. 19), sugiriendo que esta segunda poza se deprime a frecuencias

cercanas a 50 Hz.

Figura 19. - Relacién de Ila
eficiencia de la transmision
sinaptica con la frecuencia de
disparo en condiciones de alta
probabilidad de liberacién.
El indice de liberaciéon se calculd
como en la figura 17. Los valores
por encima de la linea punteada
representan facilitacion sinaptica y
los valores por debajo representan
depresion sinaptica. Notese la
04 T T ] diferencia de escala en el eje de las
10 100 ordenadas con la figura 17.

.

Indice de liberacion

Frecuencia (Hz)
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Los cambios descritos no tuvieron un origen postsinaptico, ya que la respuesta de las
células P a la aplicacion de trenes iontoforéticos de serotonina a 10 Hz se mantuvo lineal
durante 3 segundos (Fig. 20), descartando que la disminucion en la respuesta se deba a la
desensibilizacion de los receptores postsinapticos a serotonina.

A
arr
sur Figura 20. Ausencia de
< desensibilizacion de fos
= M receptores a 5S-HT en las células
hﬁﬁ"’v P. Corrientes transmembranales

producidas por la aplicacion de

pulsos iontoforéticos de 5-HT

B a través de un microellectrodo

colocado cerca de una célula P

postsinaptica. Registros en fijacion

S-HT — TN de voltaje con un microelectrodo

lleno de 1M de CsCl. A, Respuesta

a un pulso de 100 ms. B, Respuesta

a un tren de pulsos de 100 ms a 10
Hz durante 3 seg.

200 ms

0.1 nA

1 seg

Participacion de los canales de calcio tipo L en la liberacion sindptica

Las vesiculas de nucleo denso liberan por lo general su contenido en sitios perisinapticos
(Golding y Bayraktaroglu, 1984). Dado que la secrecion somatica a partir de vesiculas de nuacleo
denso es mediada por canales tipo L, es posible que el mismo tipo de canal de calcio pudiera
estar mediando la fusion de vesiculas densas cerca de las terminales. Si este fuera el caso, el
bloqueo de los canales tipo L podria eliminar el componente de facilitacion en condiciones de
alta probabilidad de liberacion, con alteraciones menores en las respuestas de baja frecuencia.
Para probar esto, registramos las respuestas postsinapticas en condiciones de alta probabilidad
de liberacion y en presencia de nimodipina (10 uM) en el medio extracelular. A frecuencias bajas,
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en todas las sinapsis probadas se mantuvo una depresion gradual a lo largo del tren. Ademas,
en 8 de 13 sinapsis estudiadas, a frecuencias altas no hubo facilitacion y predominé la depresién
sinaptica (Fig. 21). La figura 22 muestra el indice de liberacion calculado a partir de las integrales
de las corrientes en estas 8 sinapsis, en comparacion con las sinapsis control con 10 mM de Ca2*
extracelular en ausencia de nimodipina. Unicamente a 2 Hz hubo menos depresion en presencia
de nimodipina que en los controles (asterisco en Fig. 22), sugiriendo que los canales de tipo
L pudieran participar en la movilizacion de las vesiculas de reserva a partir de ésta frecuencia,
con o que se incrementa la liberacion ante los primeros impulsos, agotandose antes la poza de
vesiculas.

1 Hz 5 Hz
=
i -
(3
‘&I'
[=23
S

2 sec
10 Hz 50 Hz

| § Ll

T

Figura 21. Efecto del bloqueo de los canales de caicio de tipo L en la transmisién
sindptica con alta probabilidad de liberacién. Respuestas pre- y postsinapticas a la
estimulacion intracelular de la neurona presinaptica con un impulso sencillo seguido de
un tren de 10 impulsos a 1, 5, 10 6 50 Hz en presencia de 10 mM de Ca?* extracelular y
nimodipina 10 uM.
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& Control Figura 22. Cuantificaién de

. . los efectos del bloqueo los
-& Nimodipina canales de calcio de tipo L
en la transmisién sindptica
con afita probabilidad de
liberacién. El indice de
liberacion se calculé como
en la figura 17. La adicion de
nimodipina elimind la facilitacion
0.2 sinaptica y produjo depresion a

. L 1 todas las frecuencias.

0.1 1 10 100
Frecuencia (Hz)

Indice de liberacion

En otros 5 pares de células tratadas con nimodipina, no hubo ninguna diferencia con
respecto a los controles. Esto pudiera deberse a una disolucién incompleta de la nimodipina
en el medio de registro, a la inactivacion del farmaco durante el experimento, o a una falta de
respuesta de las células al bloqueador. Dado que en los experimentos en ausencia de nimodipina
nunca hubo esta variabilidad ni se encontraron dos poblaciones de resultados, suponemos que
estas neuronas no respondieron debido a variaciones en las condiciones experimentales y no a
una variabilidad intrinseca entre ellas.

Papel de la liberacion de calcio inducida por calcio en la liberacion sindptica de
serotonina

Una conclusion del trabajo en el soma, es que los canales de calcio y los receptores de
rianodina forman complejos funcionales para cooperar en la secrecion. El acoplamiento entre los
receptores de rianodina y los canales de calcio se ha demostrado en células endocrinas (Tse y
Tse, 1999) y neuronas (Chavis et al., 1996), y en fibras musculares estos dos tipos de canales
forman incluso un complejo molecular (Agnew, 1988; Block et al., 1988; Chadwick et al., 1988).
Esto abre la posibilidad de un acoplamiento funcional entre los canales de tipo L, los receptores
de rianodina y las vesiculas de nucleo denso, operando como un subcompartimento dentro de la
sinapsis. En las terminales sinapticas de las neuronas de Retzius hay reticulo endoplasmico muy
cerca de las terminales sinapticas. La figura 23A es una micrografia electréonica de una terminal
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en una sinapsis Retzius-P en cultivo, proporcionada por el Dr. Juan Ferndndez de la Universidad
de Chile, mostrando organelos intracelulares similares al reticulo endoplasmico de otros tipos
neuronales (Peters et al.,, 1991). Esta evidencia sugiere que los depdsitos intracelulares de
calcio podrian ser parte del mecanismo de 1a liberaciéon de serotonina en la sinapsis.

Figura 23. Co-localizaciéon
de sitios de liberacion de
neurotransmisor con los
depdsitos intracelulares de
Ca2+ en las neuronas de

Retzius. A, micrografia
electrénica de un botdn
sinaptico con reticulo

endoplasmico liso (marcado
con la flecha) cerca de las
vesiculas. Escala = 400 nm.
Proporcionada por el Dr. Juan

Co-localizacion de los receptores de rianodina con /os sitios de secrecion

Como una primera aproximacion, analizamos si los depositos intracelulares de calcio co-
localizan con los sitios de liberacion presinapticos. Para ello hicimos dobles tinciones usando FM1-
43 para marcar las vesiculas sinapticas y un derivado fluorescente de la rianodina (bodypi-TR-~
rianodina) para marcar los receptores liberadores de calcio de los depdsitos intracelulares. La
colocalizacidn se buscd en los mufiones de las neuronas vivas mediante microscopia confocal.
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Los receptores a rianodina estaban ampliamente distribuidos en las neuronas, formando redes
tanto en el soma como en el muiidon y los conos de crecimiento. El FM1-43, en cambio, tuvo
un patron puntiforme, similar al ya descrito en el soma, aunque como ya se menciono, la
microscopia electrénica mostrada en la figuras 2 y 23A asi como los registros amperomeétricos
de Bruns y Jahn (1995), han mostrado que en esta region los sitios de liberacion son zonas
activas que incluyen tanto vesiculz. : claras como de nucleo denso (Kuffler et al., 1987; Bruns et
al., 2000). La imagen confocal de la figura 23B fue tomada de una zona del mufidn. La rianodina
fluorescente se ve en rojo y el FM1-43 en verde. En los puntos amarillos co-localizan ambos
marcadores, sugiriendo que los sitios de liberacion de calcio intracelular estan suficientemente
cerca de los sitios de secrecidon para poder participar en la liberacion de serotonina.

Papel de la liberacion de calcio inducida por calcio en /a liberacion sinaptica de serotonina.

El papel de la liberacién de calcio intracelular en la secrecion sinaptica de serotonina fue
estudiado mediante registros intracelulares convencionales en sinapsis Retzius-P en cultivo.
Usamos rianodina (100 uM), para inhibir la liberaciéon de calcio inducida por calcio (Meissner,
1986; Lattanzio et al., 1987; McPherson et al., 1991). Antes de aplicar la rianodina, un pulso de
corriente despolarizante de 30 ms en la neurona presinaptica produjo un potencial de accion
seguido de una hiperpolarizacion postpotencial (Fig. 24A, panel superior, trazo negro). E!
potencial postsinaptico en estas condiciones tuvo un tiempo medio de caida de 70.5 + 28.92 ms
(n=11; Fig. 24A, panel! inferior, trazo negro). La aplicacion de rianodina 100 uM a las mismas
células abolio la hiperpolarizacion postpotencial (Fig. 24A, panel superior, trazo gris), y produjo
un alargamiento del potencial postsindptico (Fig. 24A, panel inferior, trazo gris). Al aplicar
pulsos pareados o de mayor duraciéon (200 ms) para producir trenes de impulsos en la neurona
presinaptica, la rianodina produjo una despolarizaciéon postpotencial de hasta 20 mV, que durd
varios segundos, acompaifiada de nuevo por un alargamiento del potencial sinaptico (Fig. 24B).
Como control, registramos las respuestas postsinapticas en ausencia de rianodina a lo largo del
tiempo. En estos casos, el tiempo medio de caida del potencial sindptico se incrementé solo
marginalmente a lo largo de 5 minutos de registro (Fig. 25, triangulos negros).

Los cambios producidos por la rianodina, fueron significativos (circulos grises en Fig. 25).
Ante un impulso sencillo, la rianodina incremento el tiempo de caida de 70.5 + 28.92 ms al inicio
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Figura 24. La
liberacién de A B
calcio inducida por Impulso sencillo Tren 20 Hz

calcio activa una P
hiperpolarizacion

re
postpotencial
que detiene Ila . i
liberacién de - Rianodina
serotonina. A, & I /
~

Rianodina

pd

Control
potencial de accién & pd
presinaptico en
la neurona de Control
Retzius y potencial . X
postsinaptico Rianodina Rianodina
registrado en la célula Post / pd

célula de Retzius en

condiciones control 200 ms
(negro) y después

de 5 minutos con rianodina 100 uM (gris), B, Respuestas pre y postsinapticas a una
despolarizacion presinaptica de 200 ms para producir un tren de impulsos en la célula
de Retzius. El bloqueo de la liberaciéon de calcio inducida por calcio por rianodina eliminé
la hiperpolarizacion postpotencial lenta en la neurona de Retzius y prolongé el potencial
postsinaptico en la célula P.

P, en respuesta a un c

. ontrol
pulso de corriente = I ——
despolarizante en la o \ ‘

-
Control 200 ms

del registro a 389.73 + 100.35 ms después de S minutos (n=3), es decir, produjo un incremento
del 552 + 174 %, mientras que en condiciones control s6lo cambié de 106.13 * 21.57 ms
a 131.21 = 25.23 ms en 5 minutos de registro (n=11). Con impulsos pareados, el potencial
sinaptico en presencia de rianodina se incrementd en un 436 = 168 %, de 140.82 + 19.39 ms
a 689.22 + 271.28 ms (n=5), mientras que en los controles s6lo cambié de 168 + 34.58 ms a
188.53 + 28.09 ms (n=13). Con trenes de 5 6 6 impulsos a 20 Hz la rianodina incremento el
tiempo de caida del potencial sinaptico en un 420 %+ 105 %, de 335.88 + 116.69 ms a 1454.28
+ 325.84 ms (n=5), mientras que en condiciones control el cambio fue de 392.66 + 108 ms a
441.96 = 100.11 ms (n=8). Los cambios en la respuesta postsinaptica no se debieron a cambios
en la resistencia de entrada o la constante de tiempo de la membrana postsinaptica (Fig. 26A).
La respuesta de la neurona postsinaptica a la serotonina aplicada por iontoforesis (ver Fig. 4 en
seccion de métodos) tampoco fue alterada por la rianodina (Fig. 26B), lo que sugiere que los
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Tiempo medio de
caida del potencial

sinaptico (ms)
5 8
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Inicial Prueba

Inicial Prueba
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—dix— Control

i! —@— Rianodina

Figura 25. Alargamiento del potencial sinaptico por el bloqueo de la liberacién
de calcio intracelular. Tiempo medio de caida del potencial postsinaptico antes
(inicial) y 5 minutos después (prueba) de la adicion de rianodina 100 uM. Las células
control fueron registradas en ausencia de rianodina. Los resultados se presentan como
la media = el error estandar de al menos 6 pares para cada grupo.

efectos sobre el alargamiento del potencial sinaptico se deben a cambios presinapticos en la
liberacién del neurotransmisor.Los resultados de esta segunda parte muestran que la liberacion
sinaptica de serotonina en condiciones fisioldgicas se activa de manera estable a frecuencias
menores a 2 Hz y se facilita a frecuencias mayores. Los canales de tipo L y la liberacién de calcio
intracelular participan en la liberacion de serotonina sinaptica. La figura 27 es un esquema de
los posibles mecanismos de regulacién de [a liberacion sinaptica planteados a partir de estos

resultados.

Figura 26. La rianodina no
afecta las propiedades de
la membrana de la célula
postsinaptica. Respuesta en
voltaje de la célula P a un pulso de
corriente hiperpolarizante (A) vy a
un pulso iontoforético de serotonina
(mostrado por la barra negra) (B),
antes (trazos negros) y 10 minutos
después de la adicidon de rianodina
100 uM (trazos grises). La rianodina
no cambio la resistencia de entrada
o la constante de tiempo de la
membrana, ni el curso temporal de
la respuesta a 5-HT.

5-HT

2 i"giia’,-'\
i

2mV| é","
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hiperpolarizacion

detiene
liberacion

Figura 27. Esquema de los posibles mecanismos de regulacién de la
secrecion sinaptica de serotonina. Con la llegada de un impulso, se abren
canales de calcio en la membrana presinaptica y se produce la fusién de vesiculas
claras. El calcio transmembranal activa receptores de rianodina (RyR) en el reticulo
endoplasmico y produce la liberacion de calcio intracelular. Este activa canales de
potasio dependientes de caicio y produce la hiperpolarizacion de la membrana, con
lo cual se cierran los canales de calcio y se detiene la liberacion. El calcio intracelular
podria también producir la fusion vesicular o la movilizacion de vesiculas de la poza
de reserva a la poza liberable. A altas frecuencias, se activan también canales de
calcio tipo L (rectangulos rosas) en sitios perisinapticos, que producen la exocitosis
de vesiculas electrodensas. Los rectangulos azules representan otros tipos de
canales de calcio, todavia no identificados.
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III. Regulacién de 1a frecuencia de disparo de las neuronas de Retzius por neuronas
mecanosensoriales

Para proveer informacion acerca de las posibles vias de estimulacion de la secrecion
somatica, analizamos cualitativamente el papel de la estimulacion mecanosensorial sobre la
actividad eléctrica de las neuronas de Retzius. Las neuronas de Retzius responden a estimulos
tactiles a la piel (Wilson et al.,, 1996b) y reciben una entrada polisinaptica proveniente de las
células P (Wittenberg et al., 1990; Szczupak and Kristan, 1995), asi como de quimioreceptores y
termorreceptores (Zhang et al., 2000). Ademas de las células P, hay otros dos tipos de neuronas
mecanosensoriales en el ganglio. En cada ganglio tres neuronas responden al tacto (células T)
vy dos responden a estimulos nociceptivos (c€lulas N) aplicados a la piel ipsilateral y otras tantas
a la piel contralateral (Nicholls y Baylor, 1968; Blackshaw et al., 1988).

Figura 28. Respuestas de las neuronas de
Retzius a la estimulacién mecanosensorial de
la piel. A, preparacion de un segmento de la pared
corporal unido al ganglio. La flecha blanca apunta
hacia la parte anterior. Las neuronas de Retzius son
los 6valos blancos en la parte anterior del ganglio.
B, respuesta intracelular al roce de la piel. El inicio
del estimulo (flecha hacia abajo), indicado por los
artefactos, fue seguido de potenciales sinapticos
excitadores y potenciales de accién. Después del
término del estimulo (flecha hacia arriba), la neurona
de Retzius se repolarizé gradualmente. C, respuesta con alta frecuencia de la neurona
de Retzius a un pellizco en la piel. Las flechas grises indican el tiempo aproximado de
inicio y final del pellizco. La serie de EPSPs después del estimulo (cabezas de flecha)
indican entradas sinapticas excitadoras a la neurona de Retzius que continuaron activas.
Tomado de Velazquez-Ulloa et al., 2003.

La figura 28A muestra un ganglio unido a un segmento de piel por las raices laterales.
La estimulacién mecanica, ya sea por roce o pinzamiento aplicados a la parte central de la piel,
produjo respuestas sinapticas y potenciales de accion en las neuronas de Retzius (Fig. 288 y C).
Las flechas indican los tiempos del inicio y término del estimulo mecanico, que en algunos casos
pudieron determinarse por los artefactos en el registro. El contacto o roce con la piel produjeron
predominantemente potenciales sinapticos, siempre excitadores (EPSPs), ya que su polaridad
no cambid al registrar con electrodos llenos de cloruro de potasio o de acetato de potasio,
ni se invirtieron al cambiar el potencial de reposo de las neuronas de Retzius en un intervalo
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entre —80 y —40 mV por inyeccion de corriente directa en sus somas. Al pellizcar la piel con las
pinzas, las células de Retzius se despolarizaron gradualmente y generaron potenciales de accion.
Estas respuestas se mantuvieron durante el estimulo (n=13), y al término de éste persistieron
series de EPSPs (cabezas de flecha). Ante esta forma de estimulacion, las neuronas de Retzius
produjeron frecuencias de disparo promedio hasta de 50 Hz, que son suficientes para inducir
secrecion somatica de serotonina.

Respuestas simultineas de las dos neuronas de Retzius del ganglio

Ambas células de Retzius en cada ganglio respondieron simultanea y sincronicamente
a la estimulacion unilateral de la piel (Fig. 29). Esto no es sorpresivo, ya que las dos neuronas
de Retzius de cada ganglio estan acopladas eléctricamente (Lent y Frazer, 1977). Sin embargo,
la neurona contralateral (trazo gris) no parecié ser un simple seguidor de la ipsilateral (trazo
negro), ya que sus potenciales de accion no estaban siempre en fase con los de la otra neurona
(Fig. 29B), sino que algunas veces los precedian. Esto se sustentd mediante experimentos en
otros ganglios inyectando pulsos de corriente en una neurona de Retzius y registrando el voltaje

Figura 29. Ambas neuronas de Retzius de un
ganglio responden a la estimulacién mecanica
de la piel. En A-D, los trazos negros son la respuesta
de la neurona ipsilateral a la region de piel estimulada.
La respuesta excitadora a la estimulacién de la piel
fue similar en ambas neuronas de Retzius de un
ganglio. B, expansion de un segmento del registro
mostrado en A. La neurona contralateral (trazo gris)
", no fue simplemente un seguidor de la actividad de la
= B B neurona ipsilateral, sino que algunas veces disparé
antes, sugiriendo que la actividad es producida
por una entrada sinaptica comun. C, propagacion de la corriente despolarizante e
hiperpolarizante de una neurona a la otra. Después de la produccién de potenciales
de accion por {a inyeccion de corriente despolarizante a una de las neuronas (trazos
negros), la neurona seguidora (trazos grises) tuvo un bloqueo de la conduccion y los
potenciales de accion de la otra neurona fueron conducidos pasivamente (marcados
por flechas negras), sugiriendo que el disparo sostenido de las neuronas de Retzius es
producido por entradas sinapticas quimicas. D, respuestas de un par de neuronas de
Retzius a la estimulacion mecanosensorial de la piel (la barra gris muestra la duracién
del estimulo) con las dos neuronas de Retzius hiperpolarizadas a —85 mV para evitar el
disparo. La actividad sinaptica registrada en las dos células fue similar pero no idéntica
en amplitud y forma, sugiriendo una entrada comun a ambas neuronas de Retzius.
Tomado de Velazquez-Ulloa et al., 2003.
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de ambas. Como se ve en la figura 29C, la corriente positiva o negativa se propagod a la neurona
contralateral y cuando la despolarizacion alcanzoé el umbral de disparo en la neurona estimulada,
la secuencia de potenciales de accién no fue seguida por la neurona contralateral, que después
de unos cuantos impulsos (uno en la figura), mostré bloqueo de conduccién y los potenciales
de accion producidos en la neurona estimulada fueron conducidos pasivamente a la acoplada
(flechas negras; Eckert, 1963; Hagiwara y Morita, 1962). Esto sugirio que ambas neuronas de
Retzius comparten una entrada sinaptica comun proveniente de las neuronas mecanosensoriales.
Para probarlo, impedimos el disparo de las neuronas de Retzius, hiperpolarizandolas a —85 mVv
mediante inyeccion de corriente directa negativa. En estas condiciones, al pellizcar la piel ambas
neuronas produjeron rafagas de potenciales sinapticos, cuya amplitud y cinética fueron similares
(n= 6 pares; Fig. 29D).

Correlacion entre /as respuestas de /as newronas sensoriales y las neuronas de
Retzius

Para explorar cuales de las neuronas mecanosensoriales tienen mayor efecto en el disparo
de las neuronas de Retzius, registramos las respuestas de ambos tipos de células a la estimulacion
de la piel. La figura 30 resume resultados de 19 experimentos hechos con dobles o triples
registros combinados de neuronas mecanosensoriales y de Retzius. Las células T respondieron
a los estimulos tactiles suaves con trenes de potenciales de acciéon de alta frecuencia, seguidos
por EPSPs y ocasionalmente potenciales de accion en las neuronas de Retzius (Fig. 30A). Las

A — . Figura 30. Registros simuitineos de las
respuestasdelasneuronasmecanosensoriales

+ Mlmmmlmmu_.m. y de Retzius a Ia estimulacién de la piel. A, el
A roce de la piel produjo un tren de potenciales de

o fem accion a alta frecuencia en una célula T y potenciales

sinapticos en la neurona de Retzius. Un pellizco en
la piel produjo una respuesta a aita frecuencia en

B ———— e
. wmu_ la célula T al inicio del estimulo, seguido por una
|

disminucion de la frecuencia de disparo durante
el estimulo y una respuesta a la terminacion del

Ld

N

. estimulo. La neurona de Retzius tuvo una rafaga de
"e Wmv“b I~ EPSPs durante la disminucién de la actividad de la
- célula T. B, registros simultaneos de neuronas P, N y
Retzius durante un pellizco. La neurona de Retzius disparé durante las respuestas
de la célula P e incremento su tasa de disparo (flechas) después de la actividad en
la célula N. Tomado de Velazquez-Ulloa et al., 2003.
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neuronas de Retzius no siguieron la respuesta sostenida de las células T. En cambio, un pellizco
a la piel produjo respuestas “on” y “off” de alta frecuencia en las células T (Nicholls y Baylor,
1968), con una respuesta tonica de baja frecuencia entre ellas. En estos casos, la frecuencia de
disparo de las neuronas de Retzius varié de manera inversa a la de las células T.

La activacion de las neuronas de Retzius correlacioné principalmente con la de las células
P (Fig. 30B), que respondieron antes o ligeramente después que las neuronas de Retzius, y
ambos tipos neuronales dispararon a lo largo del estimulo e incluso después. En contraste, las
células N dispararon sélo a bajas frecuencias, después de uno o mas segundos (Pinato y Torre,
2000). Las respuestas de las neuronas P y de Retzius tuvieron su maximo durante la actividad
de las células N (flechas en Fig. 30B) sin que esto signifique que fue a causa de ellas.

Estos resultados sugirieron que la actividad eléctrica de las neuronas de Retzius se
induce por entradas sinapticas bilaterales de los tres tipos de neuronas mecanosensoriales en el
ganglio, reflejando la informacion mecanosensorial de la pared corporat. Este estudio se amplio
en la tesis de Norma Velézquez-UIloé, registrando las respuestas de las células de Retzius a la
estimulacién intracelular de los tres tipos de neuronas mecanosensoriales. En él se confirmo
ésta hipStesis y se demostro que las vias de entrada a las neuronas de Retzius son polisinapticas
en todos los casos. Ademas se demostré que las entradas sinapticas estan posiblemente en las
dendritas no acopladas de las neuronas de Retzius (Velazquez-Ulloa et al., 2003).

DISCUSION

Este trabajo muestra que las neuronas de Retzius liberan serotonina desde terminales
presinapticas, y desde el soma. Mientras que la liberacién sinaptica ocurre tanto a partir de
vesiculas claras como de nucleo denso, la secrecion somatica esta restringida a vesiculas de
nicleo denso. La liberacion sinaptica se activa con un solo impulso y ante trenes de impulsos
incrementa su eficiencia en funcidn de la frecuencia; la secreci¢cn somatica requiere trenes de
impulsos y es una funcion sigmoidal de la frecuencia. Los canales de calcio de tipo L participan
en la liberacion de serotonina a altas frecuencias tanto en la sinapsis como en el soma. La
liberacién de calcio inducida por calcio favorece la secrecion somatica y aparentemente limita el
curso temporal de la secrecidon sinaptica.
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Secrecion somatica en las neuronas de Retzius

El incremento en la fluorescencia de la membrana somatica después de un tren de
impulsos a 20 Hz en presencia de FM1-43 indica que el soma esta llevando a cabo exocitosis,
ya que el colorante se une a las vesiculas que se fusionan con la membrana, incrementando
la fluorescencia total (Smith y Betz, 1996; Kilic et al.,, 2001). Este incremento duré mas de
3 minutos en algunas neuronas, sugiriendo que un tren de impulsos puede desencadenar
exocitosis y endocitosis prolongadas, similar a la de las células endocrinas excitables, donde la
secrecién se mantiene por periodos similares, ain después de que la [Ca?*), ha regresado a su
nivel basal (Penner y Neher, 1988; Heinemann et al.,, 1993). El gran tamaiio de estas neuronas
dificulta la medicion de los cambios en la capacitancia membranal para determinar eventos
secretores, porque la capacitancia basal es muy alta. Sin embargo, intentamos medir cambios
en la capacitancia de las neuronas de Retzius a partir de los cambios en la amplitud del voltaje
aplicando ondas senoidales de corriente con una frecuencia suficientemente alta para que la
corriente fluyera principalmente por el capacitor de la membrana (ver Gillis, 1995). Aunque en
estos experimentos la alta capacitancia basal de las neuronas de Retzius dificulté la mediciéon de
cambios pequeiios de cabacitancia, el curso temporal de los incrementos que observamos fue
similar al del incremento en la fluorescencia, como se ha visto en células endocrinas después de
la estimulaciéon (Smith and Betz, 1996; Kilic, 2002).

El lavado del colorante de la superficie externa de la membrana revelé un patrén de
puntos fluorescentes bien delimitados en la superficie de las neuronas. Los puntos se destifieron
de manera dependiente de Ca?* y de la despolarizacion, sugiriendo que son zonas de exocitosis
y endocitosis. Como las caracteristicas de los puntos fueron similares en todas las condiciones
mientras que su numero dependid de la frecuencia de disparo y de la presencia de Ca?*
extracelular, el numero de puntos parece reflejar la cantidad de exocitosis en respuesta a la

estimulacién.

Mediante amperometria con fibra de carbono se han mostrado eventos secretores
cuanticos en el soma de neuronas de Retzius tratadas con ionomicina (Bruns et al., 2000). La
similitud entre los patrones de tincion de las neuronas de Retzius estimuladas en cultivo y en
el ganglio sugiere que la secrecion somatica es fisiolégica. El soma de las neuronas de Retzius
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parece estar bien adaptado para esta funcién, ya que su gran superficie membranal permite
la secrecién masiva de serotonina a partir de grandes cantidades de vesiculas secretoras en
periodos cortos. Aunque el método que utilizamos en este trabajo para analizar la exo- y
endocitosis somatica no permitié seguir su curso temporal, si permitié visualizar la secrecion
somatica global y resultd ser un buen bioensayo para estudiar su regulacion.

A primera vista, el patron de tincion punteado de las neuronas de Retzius es similar al
patron fluorescente de FM1-43 observado en lactotropos (Angleson et al,, 1999) y en células
acinares pancreaticas (Giovannucci et al.,, 1998). Sin embargo, mientras que en los lactotropos
cada punto fluorescente es producido por un granulo de secrecion individual de gran tamafio
(Angleson et al.,, 1999), en las neuronas de Retzius el tamafo, la asimetria y los perfiles de
intensidad de los puntos fluorescentes sugieren que cada punto esta formado por un grupo de
vesiculas. La calibracion con microesferas fluorescentes de diametro conocido muestra que el
tamanio de los puntos de FM1-43 esta dentro del rango de resolucién del microscopio confocal,
por lo que no se debe a la dispersion de la luz a partir de vesiculas individuales de 100 nm. Cada
punto fluorescente, entonces, parece representar una zona de eventos secretores y endociticos
multiples. Esta hipdtesis multivesicular es ademas apoyada por el destenido gradua! de los
puntos durante la despolarizacion. '

La microscopia electronica, que muestra cimulos de vesiculas de nudcleo denso en el
soma de las neuronas de Retzius (Fig. 7; ver también Bruns et al., 2000), apoya también la
posibilidad de que los puntos fluorescentes estén formados por grupos de vesiculas. La captura
de peroxidasa dentro de las vesiculas somaticas en neuronas de Retzius estimuladas a altas
frecuencias (H. Hernandez, M.A. Morales y F.F. De-Miguel, observaciones inéditas), junto con
la formacion de puntos fluorescentes, sugiere que la exocitosis y la endocitosis de los cumulos
vesiculares ocurren en el mismo sitio, manteniendo la estructura de los cumulos, y formando
zonas activas de ultraestructura distinta a la sinaptica, de modo que los cidmulos vesiculares
actuarian como unidades funcionales para la secrecion y la endocitosis somaticas. En algunas
células endocrinas, como las § pancreaticas, las vesiculas se agrupan en zonas cercanas a las
areas membranales que tienen cimulos de canales de calcio, y la secrecion ocurre dnicamente
en estas zonas (Bokvist et al., 1995; Quian et al., 2001). Es posible suponer que en las neuronas
de Retzius existan también cumulos de canales de calcio en el soma, que favorezcan la
secrecion en sitios discretos, dando lugar a los puntos fluorescentes de FM1-43. También la
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endocitosis simultanea de grupos vesiculares ocurre en células g pancreaticas (Eliasson et al.,
1996), melanotropos (Thomas et al.,, 1990) y células cromafines (Neher y Marty, 1982). En
terminales neuromusculares de serpiente también hay zonas activas para la endocitosis (Teng et
al., 1999). El mantenimiento de la estructura de los camulos vesiculares apoyaria la posibilidad
de un mecanismo tipo “Kiss and Run” (ver Palfrey y Artalejo, 1998) en la secrecion somatica.
La aparicion del patron de puntos fluorescentes (aunque con una densidad mucho menor), aun
con estimulacién a bajas frecuencias o en presencia de Mg?*, apoya que los cimulos pueden ser
unidades funcionales incluso para la secrecion espontanea. La tincion basal observada en estas
condiciones podria reflejar secrecion y/o endocitosis constitutivas, que ocurren en ausencia de
estimulacion y de calcio extracelular.

La re-estimulacién en presencia de FM1-43 después de una primera tincion, mostré que
algunos de los puntos previamente observados se vuelven a teiiir, otros desaparecen, algunos
mas permanecen sin volver a tefirse, y aparecen puntos nuevos. Esto sugiere que hay un
movimiento dindmico de los grupos de vesiculas ante la estimulacion. La microscopia electronica
(H. Hernandez, M.A. Morales y F.F. De-Miguel, sin publicar) apoya que los cumulos de vesiculas
electrodensas en el soma se movilizan desde regiones internas del citoplasma hacia la membrana
ante la estimulacion. Suponemos entonces que el reclutamiento de puntos fluorescentes con
incrementos en la frecuencia de disparo, se debe a la exocitosis de un nimero mayor de camulos
gracias a su movilizacion desde sitios citopldsmicos hacia la membrana, como sucede con los
granulos de secrecion en las células cromafines (Steyer y Almers, 1999).

El diametro promedio de los cimulos de vesiculas de nucleo denso en las micrografias
electronicas es de 630 nm, mientras que los puntos fluorescentes de FM1-43 tienen 1.2 mm
de diametro. La diferencia en el tamaiio podria deberse a la forma en que las vesiculas se
distribuyen para fusionarse con la membrana, probablemente extendiendo el cimulo conforme
se acerca a la membrana y haciendo que ocupe un area mayor. Ademas, las imagenes de
fluorescencia, aunque son confocales, no fueron procesadas por deconvolucion, y pueden tener
dispersion de luz fuera de foco que podria causar una sobreestimacion del diametro real de los
puntos fluorescentes. :
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Dependencia de /a frecuencia para la secrecion somdtica

En contraste con la secrecion sinaptica en estas neuronas, que se activa incluso con
impulsos sencillos (Dietzel et al.,, 1986; Stewart et al., 1989), la activacion de la secrecion
somatica requiere de trenes de impulsos a frecuencias de 5 Hz o mayores, de manera similar
a la secrecién endocrina (Zorec et al., 1991; Ammala et al, 1993). Esto ocurre también en
general para la liberacion de péptidos y co-transmisores a partir de vesiculas de nicleo denso
en distintas terminales sinapticas y células neurosecretoras (Cazalis et al., 1985; Whim y Lloyd,
1989; Hokfelt, 1991; Leenders et al.,, 1999).

La secreciéon somatica fue una funcion sigmoidal de la frecuencia, cuya forma sugiere la
cooperacion de varios factores en su activacion. La dependencia de la frecuencia para la secrecién
somatica proviene presumiblemente de la distancia entre las vesiculas y los canales de calcio,
que hace necesario incrementar la entrada y la difusiéon del calcio para promover el transporte
y fusion de las vesiculas con la membrana. La baja densidad de canales de Ca?* dependientes
de voitaje en el soma de las neuronas de Retzius en comparacion con el muiion y las regiones
presinapticas (Fernandez de Miguel et al.,, 1992) puede contribuir a esta dependencia. Todo
esto hace que un solo potencial de accidn o trenes a baja frecuencia durante los cuales la
[Ca?*], puede regresar al nivel basal, no incrementen suficientemente la [Ca?*], para activar la
secrecion. Esta sélo se activa con trenes de impulsos a frecuencias que permitan la acumulacion
del calcio residual entre ellos (Heinemann et al., . 1993). En células g pancreaticas (Ammala et al,
1993) y en melanotropos (Thomas et al, 1990) dicha acumulacién de calcio “facilita” la secrecion
endocrina ante trenes de despolarizaciones.

Otro factor que contribuye a la secrecion en células endocrinas es la liberaciéon de calcio
inducida por calcio, que actua como un mecanismo de retroalimentacion positiva que incrementa
y mantiene la secrecion (Cheek et al., 1990; Guo et al., 1996; Tse et al.,, 1997; Lemmens et al.,
2001; Kang y Holz, 2003). La microscopia electrénica en el soma de las neuronas de Retzius
(V.H. Hernandez, M.A. Morales y F.F. De-Miguel, resuiltados sin publicar) muestra una gran
cantidad de reticulo endoplasmico liso, casi en contacto con la membrana plasmatica, apoyando
que en estas neuronas pudiera haber un mecanismo similar. Efectivamente, el bloqueo de los
receptores de rianodina redujo la secrecion somatica en un 42%, mientras que la incubacion
con cafeina en ausencia de Ca?* extracelular la estimuld. A todos estos factores hay que agregar
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que la endocitosis también puede depender de calcio (von Gersdorff y Matthews, 1994; Eliasson
et al., 1996; Kasai et al.,, 1996; Engisch et al., 1998) y por lo tanto de la frecuencia de disparo,
contribuyendo a la relacion sigmoidal del numero de puntos fluorescentes con la frecuencia.

La reduccion hasta niveles basales de la secrecion somatica en presencia de nimodipina,
sugiere que la mayor parte de los canales de calcio que acoplan la excitacion con la secrecion
en el soma son de tipo L, lo cual es también similar a los mecanismos de las células endocrinas
excitables (Davalli et al., 1996; Villalobos et al., 1997) y se distingue de la secrecion sinaptica,
en la que por lo general predominan otros tipos de canales, como los N, T, 6 P/Q (para revision
ver Reuter, 1996).

El andlisis de los incrementos de {Ca?>*], en las neuronas de Retzius ha mostrado que
la entrada de Ca2* al soma ocurre al menos en parte a través de canales de tipo L (Beck et
al., 2001). Las células endocrinas, ademas de estos canales, tienen una contribucion de otros
tipos de canales de calcio como los N, P 6 Q al acoplamiento excitacion-secrecion (Davalli et
al., 1996; Lukyanetz y Neher, 1999). En células cromafines, por ejemplo, los canales de calcio
de tipo L producen una secrecion mayor y mas rapida que los canales tipo P y N, pero éstos
ultimos también participan en la secrecion (Artalejo et al., 1994; Elhamdani et al, 1998). En
nuestros experimentos, durante despolarizaciones largas con alto K* ia nimodipina no bloqueod
completamente la secrecidon somatica, sugiriendo la participaciéon de otros tipos de canales ante
estimulaciones mas prolongadas. La falta de efecto de los bloqueadores de canales tipo N, P y
Q en este estudio puede deberse a la insensibilidad de estas neuronas, como ocurre con otras
toxinas bloqueadoras de canales dependientes de voltaje (Johansen y Kleinhaus, 1986). Por
ello, no podemos descartar la presencia de otros tipos de canales de calcio y su contribuciéon a
la secrecion somatica.

La secrecion somatica ocurre también en otras neuronas (Chen et al.,, 1995; Huang y
Neher, 1996; Zaidi y Matthews, 1997, 1999; Jaffe et al., 1998; Puopolo et al., 2000), que liberan,
a partir de vesiculas de nucleo denso, catecolaminas y/o neuropéptidos, los cuales, como la
serotonina, actuan como neuromoduladores a través de receptores metabotrépicos. En vista
de estas similitudes, es posible que las aminas biogénicas y neuropéptidos, que actian como
moduladores lentos, sean susceptibles de liberarse por el soma neuronal y modular de manera
paracrina las respuestas de las células vecinas. La dependencia de la frecuencia en la secrecion
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somatica no ha sido estudiada en ninguna otra de estas neuronas.

Secrecion sindptica de serotonina

Las terminales sinapticas de muchos tipos neuronales tienen tanto vesiculas claras como
vesiculas de nicleo denso. En muchos casos, las primeras contienen transmisores de bajo
peso molecular y las segundas co-transmisores peptidicos (Lundberg et al., 1981; Fried et al.,
1985; Bloom et al., 1987; 1989; Bean y Roth, 1991; Hokfelt, 1991; Whim y Lloyd, 1989). En
aferentes simpaticas del bazo, por ejemplo, las vesiculas claras contienen noradrenalina y las
electrodensas contienen neuropéptido Y. En estas sinapsis se ha mostrado que la estimulacion
a bajas frecuencias produce ia liberacién de noradrenalina, mientras que a altas frecuencias se
libera e! péptido (Lundberg et al.,, 1986). Con base en estas evidencias se ha propuesto que la
liberacion del contenido de vesiculas claras ocurre a frecuencias bajas, mientras que las vesiculas

_de nucleo denso requieren altas frecuencias de disparo para exocitar (Dutton y Dyball, 1979;
Lundberg y Hokfelt, 1983; Hokfelt, 1991). Las neuronas de Retzius, son representativas de este
tipo de terminales, ya que también contienen ambos tipos de vesiculas, pero en este caso ambas
contienen serotonina (Kuffler et al.,, 1987; Bruns et al., 2000).

La liberacién sinaptica de serotonina en las neuronas de Retzius se activé con impulsos
anicos (Fuchs et al.,, 1982; Henderson et al., 1983) y en condiciones fisiolégicas los trenes de
estimulacién de baja frecuencia dieron lugar a secrecion sindptica estable a 1o largo del tren.
Al incrementar la frecuencia del tren presinaptico la secrecion sinaptica parecié mostrar dos
componentes dependientes de la frecuencia: uno que se facilita a frecuencias bajas y se agota a
partir de 5 Hz y otro que se recluta mas lentamente a frecuencias altas y tiende a la saturacion.
El primer incremento rapido podria deberse a la facilitacion de la liberacion a partir de vesiculas
claras. Estas se deprimirian a partir de 5 Hz, y el segundo incremento podria deberse al
reclutamiento de vesiculas de nucleo denso, con un umbral mas alto que el primero, y que
permitiria una recuperacion y mantenimiento de la liberacién a frecuencias altas.

Registros amperomeétricos en estas neuronas han mostrado que la liberacion ante pulsos
pareados a bajas frecuencias es principalmente a partir de vesiculas claras (Bruns y Jahn, 1995).
El incremento de la liberacion en funcion de la frecuencia sugiere el reclutamiento de mas
vesiculas de este tipo, produciendo facilitacién a frecuencias entre 1 y 5 Hz, ya que el incremento
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en la frecuencia permitiria la acumulacién de calcio en la terminal presinaptica, dando lugar
a liberacion con una dependencia no lineal con respecto a la concentracion de calcio (Dodge
y Rahamimoff, 1967; Smith et al., 1985). Por ello, creemos que el incremento inicial en esta
relacion se podria expresar matematicamente con una funciéon potencial del tipo:f =K (f . oy’ ,
similar a la que explica la liberacién de transmisor en funciéon de la concentracion de calcio en la
placa neuromuscular (Dodge y Rahamimoff, 1967), donde 1 es el indice de liberacion, K es una
constante de proporcionalidad, y foo es una funcidn de la concentracién de calcio, que explica
la cinética de union de este ion a las moléculas que producen la liberacién. En nuestro caso, foo
deberia ser una funcion de transferencia entre la frecuencia de disparo y 1a entrada de calcio
a la terminal, que produce a su vez la liberacién a partir de una poza disponible de vesiculas,
vy la regulacién de ésta mediante la movilizacién de vesiculas de fa poza de reserva. La funcién
es ademas una normalizaciéon de la liberacion a partir de vesiculas claras y de nucleo denso. La
potencia a la n en esta funcién determina un umbratl al inicio de la curva (Dodge y Rahamimoff,
1967), que en este caso seria el limite entre la liberacion estable que ocurre a frecuencias £ 1
Hz (un indice de liberacion de 1) y el inicio de la facilitacion sinaptica.

La actividad sostenida en sinapsis quimicas con vesiculas claras produce su depresion
debido al agotamiento de la poza liberable (Schneggenburger et al., 1999; Weis et al., 1999). Es
posible entonces que la fase de disminucion de la liberacion que ocurre entre 5 y 10 Hz se deba
al agotamiento de la poza de vesiculas claras, al sobrepasarse la capacidad de recuperacion de

la poza. Esta fase podria entonces ser explicada con otra funcion del mismo tipo, que se le resta
a la primera.

Dado que las terminales sinapticas de las neuronas de Retzius contienen tanto vesiculas
claras como de nucleo denso, suponemos que a altas frecuencias la secrecion incorpora a las
segundas, como se ha propuesto en otras sinapsis donde coexisten ambos tipos vesiculares
(Dutton y Dyball, 1979; Lundberg y Hékfelt, 1983; Hokfelt, 1991). Registros amperomeétricos
en las neuronas de Retzius muestran que la probabilidad de liberacion a partir de vesiculas
electrodensas aumenta a lo largo de trenes de tres impulsos (Bruns y Jahn, 1995), apoyando
esta hipotesis. La recuperacion del indice de liberacion a frecuencias mayores de 10 Hz sugiere
entonces el reciutamiento de vesiculas de nucleo denso, que posiblemente comienza con un
umbral de frecuencia mayor que el componente de las vesiculas claras y se comporta de manera
parecida a la liberacion en el soma. Por ello, creemos que esta parte de la curva podria ser

TESIS CON
LLA DE ORIGEN

72




explicada por una funcién logistica, del mismo tipo que el que encontramos para {a liberacion
somatica. El inicio de la liberacién a partir de vesiculas electrodensas se empalmaria con la fase
de depresion de las vesiculas claras y permitiria sostener la liberacion ante rafagas de impulsos
a altas frecuencias aun cuando la poza de vesiculas claras estuviera deprimida.

Al incrementar la probabilidad de liberaciéon, aumentando la concentracion extracelular
de calcio, se produjo depresion a bajas frecuencias (Dietzel et al.,, 1986), similar a la sinapsis
del caliz de Held (Meyer et al., 2001). Esto se debe a que el incremento en el nimero de
cuantos liberados reduce mas rapidamente la poza liberable, que no se recupera a lo largo
del tren (Schneggenburger et al.,, 1999; Weis et al.,, 1999). Al incrementar la frecuencia del
tren presinaptico, la eficiencia de liberacién aumenté y alcanzé fa facilitacion, sugiriendo el
reclutamiento de una segunda poza de vesiculas, posiblemente las electrodensas (Bruns y Jahn,
1995). La facilitacion disminuyd cuando la frecuencia de disparo fue de 50 Hz, sugiriendo el
agotamiento de esta segunda poza. Estos resuitados apoyan la hipotesis de que la liberacion en
funcion de la frecuencia es una combinacién del contenido de vesiculas claras y de nucleo denso
que se activan de manera diferente en funcion de la frecuencia.

La eliminacion de la facilitacion en presencia de nimodipina en condiciones de alta
probabilidad de liberacion sugiere que este componente de liberacion sinaptica procede de
vesiculas acopladas a canales de tipo L. La dependencia de este tipo de canales de calcio en la
facilitacion es parecida a la que ocurre en neuronas hipocampales para la liberacion de GABA
(Jensen y Mody, 2001; Murakami et al., 2002) vy en la vejiga urinaria para la liberacion de
acetilcolina y noradrenalina (Somogyi et al., 1997) a altas frecuencias de estimulacion. Por su
dependencia de la frecuencia y farmacologia, el componente de liberacion sinaptica que causa la
facilitacion en las neuronas de Retzius pudiera ser andalogo al somatico, y provenir de vesiculas
de nlcleo denso, de modo que la sinapsis desde el punto de vista estructural y funcional parece
tener dos componentes que operan con relativa independencia entre si: uno con vesiculas claras

asociado a otros tipos de canales, y otro con vesiculas de nucieo denso, asociado a canales de
calcio de tipo L.

A pesar de que en muchas neuronas se ha descrito la presencia de depOsitos
intracelulares de calcio e incluso su participaciéon en la generacion de sefales postsinapticas en
las dendritas (Llano et al.,, 1991; Kano et al., 1995; Emptage et al., 1999; Sun et al., 2000), su
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papel en la liberacion de neurotransmisor en las terminales presinapticas se ha estudiado poco
(Smith y Cunane, 1996; Llano et al.,, 2000; Emptage et al., 2001). La presencia de reservorios
intracelulares de calcio en terminales presinapticas sugirio que funcionalmente, la liberacién
de calcio de estos compartimentos pudiera tener efectos similares a los somaticos y a los de
neuronas parasimpaticas, cerebelares e hipocampales, en donde la liberacion de calcio de
depdsitos intracelulares favorece la liberacion de transmisor (Smith y Cunane, 1996; Llano et
al.,, 2000; Emptage et al.,, 2001). Sin embargo, a diferencia del soma, donde el acoplamiento
funcional entre el calcio transmembranal y el intracelular favorecen la secrecion, en las terminales
sinapticas de las neuronas de Retzius encontramos un mecanismo mas complejo.

El efecto reductor de la rianodina en la hiperpolarizaciéon postpotencial es similar al descrito
en aferentes gastrointestinales (Hillsley et al., 2000), neuronas parasimpaticas (Jobling et al.,
1993; Sah y Mclachlan, 1997) e hipocampales (Lancaster y Zucker, 1994; Torres et al., 1996),
en las que hay un acoplamiento entre estos reservorios y los canales de potasio dependientes
de calcio, ya que el bloqueo de la liberacién intracelular de calcio evita la activacién de éstos
y por io tanto de la hiperpolarizacién postpotencial. Sin embargo, a pesar del efecto directo
. del calcio intracelular sobre la actividad eléctrica de estas neuronas, no se conoce como afecta
esto a la liberacion de trensmisor. Dado que el bloqueo de la liberacién intracelular de calcio
en las neuronas de Retzius se acompaiia de un alargamiento del potencial sinaptico, nuestros
resultados sugieren que el calcio intracelular repolariza la neurona y reduce la entrada de calcio,
determinando el curso temporal de la liberacion de transmisor.

La despolarizacion postpotencial producida por la rianodina en la neurona presinaptica fue
de hasta 20 mv ante trenes de impulsos. Dado que en esta sinapsis la disminucion de! potencial
de membrana presinaptico produce un incremento en la liberacion cuantica de serotonina
(Dietzel et al., 1986), esto puede de causar una despolarizacion de alrededor de 1 mv en la
célula postsinaptica, similar a la que ocurridé en nuestros experimentos.

El alargamiento en el potencial sinaptico a altas frecuencias pudiera deberse, al menos
. en parte, a un efecto del calcio que sigue entrando a la terminal sobre la liberacion a partir de
vesiculas electrodensas. La posibilidad de que los canales de caicio de tipo L, que tienen poca
inactivacion por voltaje>(Nowycky et al.,, 1985a), participen en la liberacion de transmisor en
estas sinapsis, COmo ocurre en neuronas con respuestas fisiolégicas graduadas y sostenidas,
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como los fotorreceptores y las células bipolares de la retina (Schmitz y Witkovsky, 1997),
podria explicar el alargamiento de la liberacion de neurotransmisor que ocurre al bloquear los
receptores de rianodina. Es posible entonces proponer un acoplamiento entre los reservorios
intracelulares de calcio, los canales de calcio de tipo L y los canales de potasio dependientes de
calcio, que juntos determinan el curso temporal de la liberacion de serotonina en las sinapsis. El
curso temporal del potencial sinaptico puede tener consecuencias importantes en la integracion
de la informacion que lleva a cabo la neurona postsinaptica, ya que las sefiales rapidas son mas
filtradas por la membrana y por ello se propagan menos eficientemente (Rall, 1969), reduciendo
su posible suma temporal.

Aunque nuestros experimentos no permiten distinguir si hubo una contribucion de éste
tipo, la liberacion de calcio inducida por calcio antes de promover la hiperpolarizacion podria
también tener un efecto rapido sobre la liberacién de transmisor. El efecto del bloqueo de la
liberacion de calcio ocurre ante un solo impulso, a diferencia del efecto de los canales tipo L, que
se ve unicamente con trenes de altas frecuencias, lo cual sugiere que la liberacion de calcio de
los depdositos intracelulares podria actuar a bajas frecuencias sobre la liberacion del contenido de
vesiculas claras y a altas frecuencias podria ademas contribuir a la movitizacién de vesiculas de
nicleo denso desde la poza de reserva hacia la poza liberable (Wang y Kaczsmarek, 1998). Por
otro lado, la hiperpolarizacion postpotencial causada por el calcio intracelular también tenderia
a reducir la frecuencia de disparo, de modo que a largo plazo regularia negativamente ambos
tipos de liberacion.

La diferencia en la funcién de los depdsitos intracelulares de calcio en la sinapsis y en el
soma de la misma neurona es una consecuencia interesante de la distribucion diferencial que
tienen los distintos tipos de canales idnicos en distintas areas de la membrana. Esta diferencia
correlaciona con la distribuciéon de los canales de K* dependientes de calcio en las neuronas
de Retzius, detectadas con la técnica de “loose patch clamp” (F.F. De-Miguel, resultados sin
publicar).
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Regulacién de la frecuencia de disparo por entradas sindpticas a las neuronas de
Retzius

La estimulacion mecanosensorial de 1a piel produjo potenciales postsinapticos excitadores
y potenciales de accion en ambas neuronas de Retzius del ganglio. La frecuencia y la duraciéon
de las respuestas dependieron de la fuerza y la duracion de la estimulacion a la piel, pero se
alcanzaron frecuencias de disparo de hasta 50 Hz en las neuronas de Retzius, similares a tas que
activan la secrecion somatica de serotonina. Por ello es probable que la estimulacion de las vias
sensoriales en la piel de la sanguijuela sea uno de los mecanismos fisiolégicos de activacion de
la secrecién somatica. Las neuronas de Retzius respondieron después que las células Ty P, pero
antes que las N y su actividad sostenida correlacioné con la actividad de las células P, sugiriendo
que éstas son las principales inductoras del disparo a altas frecuencias. La falta de correlacion
entre el disparo de las células T y las Retzius sugiere que las células T podrian contribuir a las
respuestas de las neuronas de Retzius al principio de los estimulos, pero la actividad sostenida
de las neuronas de Retzius debe provenir de las entradas sinapticas de otros tipos neuronales.

Recientemente se mostro que las conexiones de todas las células mecanosensoriales a las
células de Retzius son polisinapticas y ocurren posiblemente en las dendritas no acopladas de las
Figura 31. Representacion
esquematica del circuito
hipotético que regula Ila
® ) actividad de las neuronas
j . : l de Retzius. Las neuronas

mecanosensoriales T, P y N
ipsilaterales se conectan con mas
de una interneurona (I), que a su
vez forma contactos a distintas
distancias con las dendritas no
acopladas de ambas neuronas
de Retzius (R) en cada gangtio.
Podrian existir también algunos
contactos con las dendritas
acopladas (flechas punteadas).
Las neuronas P y N tienen vias independientes y también convergen sobre interneuronas
comunes. Las distancias de las conexiones con las neuronas de Retzius son arbitrarias.
TJodas las dendritas de las neuronas de Retzius se conectan con el axon primario, donde
se lleva a cabo la integracién. Esta via controla las respuestas de alta frecuencia en las
neuronas de Retzius que producen la secrecion somatica de serotonina. Las entradas no
definidas en las dendritas acopladas (centro del esquema) producen potenciales sinapticos
espontaneos, responsables del disparo a baja frecuencia que produce principaimente
secrecion sinaptica de serotonina. Tomado de Velazquez-Ulloa et al., 2003.
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neuronas de Retzius (Fig. 31; Velazquez-Ulloa et al., 2003). Esto esta en contraste con la actividad
producida en las dendritas acopladas, donde las entradas sinapticas provenientes de neuronas
todavia no identificadas producen principalmente actividad de baja frecuencia (De-Miguel et
al., 2001), asociable basicamente a la liberacién de serotonina en las terminales presinapticas.
Entonces, dependiendo de las entradas sinapticas que recibe la neurona, se pueden producir
distintos patrones de disparo y activar uno u otro modo de liberacién de serotonina, teniendo
efectos distintos sobre circuitos neuronales en el sistema nervioso.

Posible significado funcional de los distintos modos de secrecién en las neuronas de
Retzius

Las diferencias en la cantidad de serotonina liberada y su regulacion en la sinapsis y en
el soma indican que las neuronas pueden tener un comportamiento bimodal: como neuronas
clasicas, liberando neurotransmisor desde las terminales presinapticas y como células endocrinas,
liberando moduladores a partir del soma. El tipo de liberacion que se activa depende de la
frecuencia de disparo de la neurona, que a su vez depende de las entradas sinapticas que ésta
recibe. Ademas, debido a que las neuronas de Retzius tienen autorreceptores para serotonina,
que en su mayoria activan corrientes de cloro (Lessman y Dietzel, 1991), la misma serotonina
podria regular la frecuencia de disparo de las neuronas que la secretan y de esta manera regular
su propia secrecién. Lo mismo ocurre en las neuronas serotonérgicas de los nucleos del raphé
en los vertebrados (Frazer y Hensler, 1994).

La secrecion somatica es similar a la secrecion en células endocrinas excitables y distinta
de la liberacion sinaptica de neurotransmisor. Hay grandes diferencias entre ambas en términos
de la dependencia de la frecuencia de disparo, los mecanismos de regulacion y las cantidades de
serotonina liberadas por cada mecanismo. A primera vista, el comportamiento semilogaritmico
es distinto del somatico, que no se activa con impulsos sencillos ni a frecuencias menores
de 5 Hz, y es una funcion sigmoidal de la frecuencia. Sin embargo, no es posible hacer una
comparacion directa debido a que los métodos utilizados para estudiar la secrecion sinaptica y la
somatica fueron diferentes. Mientras que las respuestas postsinapticas son un reflejo directo de
la cantidad de serotonina liberada, la secrecion somatica se analizo a partir de la endocitosis y el
método tiene una sensibilidad diferente. Sin embargo, es posible suponer que ésta ocurre como
consecuencia de la exocitosis y el nimero de puntos refleja la cantidad de secrecion.
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La cantidad de contenidos vesiculares que se liberan en la sinapsis puede ser estimada
conociendo la respuesta postsinaptica a la liberacion de un cuanto de serotonina, que es de
0.15 mV, calculada con analisis de ruido (Dietzel et al., 1986) y con el analisis cuantico de
los potenciales miniatura (Henderson et al.,, 1983). Como las respuestas postsinapticas a un
impulso presinaptico son de unos cuantos milivoltios (alrededor de 5 mV o menos, variando
entre preparaciones), esto representa la liberacion de unas pocas decenas de cuantos. En
contraste, el soma contiene cumulos con alrededor de 30 de vesiculas de nucleo denso cada
uno. La tincion de 90 puntos fluorescentes ante la estimulacién con un tren de impulsos a 20
Hz, representaria la liberacion de cerca de 2,700 contenidos vesiculares. Esto concuerda con
resultados de experimentos preliminares en los que intentamos medir cambios en la capacitancia
de las neuronas de Retzius. Aunque la baja relacion sefial/ruido en estos experimentos dificultd
la medicion de cambios pequefios de capacitancia, los cambios detectados ante un tren de 10
impulsos a 20 Hz correspondieron a la fusion de aproximadamente 7,500 vesiculas. Ademas, las
vesiculas de nucleo denso, contienen 17 veces mas moléculas de serotonina que las claras (Bruns
y Jahn, 1995), lo que hace todavia mas grandes las diferencias en la cantidad de serotonina
liberada en el soma y en la sinapsis. Entonces, mientras que los botones sinapticos liberan pocos
cuantos de neurotransmisor ante potenciales de accidon Unicos e incrementan su eficiencia con la
frecuencia de disparo, el soma requiere trenes de impulsos a aitas frecuencias y parece liberar
grandes cantidades de serotonina.

En cuanto al efecto de cada tipo de secrecion en el sistema nervioso, la liberacion
sindptica tiene efectos especificos y localizados. Aunque la liberacion de contenidos de
vesiculas electrodensas puede ocurrir en zonas perisinapticas (Golding y Bayraktarogiu, 1984)
y tener efectos paracrinos, la magnitud de este tipo de secreciéon hace que su accion sea mas
localizada que 1a de la secrecion somatica. Por ello, suponemos que los efectos de 1a liberacion
sinaptica estan restringidos a las terminales sinapticas y sus blancos inmediatos. En contraste,
la secrecion somatica podria tener efectos mas difusos y generalizados. A diferencia de los
neurotransmisores con acciones directas como el gilutamato y el GABA, la serotonina parece
ejercer acciones principalmente paracrinas en varias areas del sistema nervioso central (Bunin y
Wightman, 1999). La liberacién somatica de serotonina pudiera ser la fuente de esta secrecion
paracrina, y por lo tanto la responsable de la modulacion de las conductas social (Raleigh et al.,
1991), sexual (Hull et al, 1999), alimenticia (Breisch et al., 1976; Saller y Stricker, 1976), o los
patrones motores ritmicos (Jacobs y Fornal, 1993) en vertebrados, asi como el nado (Kristan y
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Nusbaum, 1983) y la alimentacion (Lent y Dickinson, 1984; Zhang et al., 2000) en |la sanguijuela.
En resumen, la secrecion somadtica podria modular circuitos enteros en el sistema nervioso y

podria en general obedecer un mecanismo general desecreciéon extrasinaptica.

CONCLUSIONES

1) La secrecion de serotonina en las neuronas de Retzius es bimodal: las terminales
presinapticas liberan serotonina en sitios especializados de contacto con otras neuronas, y el
soma libera serotonina de manera masiva, como célula endocrina.

2) La secrecion somatica ocurre a partir de cimulos de vesiculas de nucleo denso que
actuan como unidades funcionales de secrecion. Esta se activa con altas frecuencias de disparo
y es mediada principalmente por canales de calcio de tipo L. La liberacion de calcio inducida
por calcio participa en el soma como un factor de retroalimentacion positiva que incrementa la
secrecion.

3) La secrecidn sinaptica en condiciones fisiolGgicas se activa con bajas frecuencias, y
se facilita con incrementos en la frecuencia de disparo presinaptica. En condiciones de alta
probabilidad de liberacion, la secrecidn sinaptica tiene dos componentes. A bajas frecuencias
hay depresion y por encima de 5 Hz hay facilitacion, que depende de canales de tipo L.

La liberacion de calcio inducida por calcio activa una hiperpolarizacion postpotencial en 1a
célula presinaptica y reduce el tiempo de caida del potencial sinaptico.

4) La secrecion somatica podria ser evocada por la estimulacion mecanosensorial, que
produce actividad de alta frecuencia en las neuronas de Retzius.

Las principales conclusiones de este trabajo se esquematizan en la figura 32.
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Figura 32. Representacion esquemaitica de la secrecién sinaptica y somadtica
en las neuronas de Retzius. En el soma, la estimulacion a altas frecuencias produce
la secrecion a partir de vesiculas de nicleo denso a través de la activacion de canales de
calcio de tipo L con una retroalimentacion positiva de la liberacion de calcio inducida por
calcio. En las terminales presinapticas la liberacion del contenido de vesiculas claras es
estimulada a bajas frecuencias de disparo y facilitada por el disparo a frecuencias altas.
La activacion de canales de calcio de tipo L a altas frecuencias participa en la facilitacion
de la secrecion a partir de vesiculas de nlcleo denso. La liberacion de calcio de depdsitos
intracelulares a través de receptores de rianodina (RyR), produce la hiperpolarizacion de la
membrana y detiene la liberaciéon de serotonina.
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