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Resumen

A pesar del pequefio numero de neuronas serotoninérgicas que hay en el
sistema nervioso, la serotonina regula una gran variedad de funciones, desde los
patrones motores ritmicos asociados a la locomociodn y la respiracion, hasta funciones
complejas como la atencién y las emociones. Esto es posible gracias a que las
neuronas serotoninérgicas secretan serotonina de manera independiente y finamente
regulada a partir de distintos sitios de la neurona.

La secrecién de serotonina en la sinapsis ocurre rapidamente en respuesta a la
actividad eléctrica a bajas frecuencias, y produce efectos locales, mientras que la
secrecién extrasinaptica en el soma o las dendritas es muy lenta, requiere de actividad
eléctrica a frecuencias altas y tiene efectos paracrinos difusos. Por otro lado, los
axones de las neuronas serotoninérgicas tienen grupos de vesiculas en sitios que
morfolégicamente parecen ser de secrecidon, en ausencia de contrapartes
postsinapticas. La secrecion extrasinaptica en los axones podria ser la principal fuente
de modulacién serotoninérgica en circuitos neuronales locales, pero no ha sido
demostrada funcionalmente ni se han estudiado los mecanismos que la regulan.

En este trabajo estudiamos la secrecion extrasinaptica de serotonina en el
axon, su dependencia de la actividad eléctrica y de diferentes fuentes de calcio en
neuronas serotoninérgicas de Retzius aisladas del sistema nervioso central de la
sanguijuela.

Estimulamos la secrecion, en neuronas de Retzius en cultivo, con electrodos
intracelulares produciendo secuencias de 10 impulsos a 1 Hz, que evocan secrecién
sinaptica 6 a 20 Hz que evocan secrecion somatica y cuantificamos la exocitosis y la
dinamica del calcio citoplasmatico midiendo incrementos en la fluorescencia de los
colorantes FM1-43 y Fluo-4 respectivamente, tanto con epifluorescencia como con
microscopia confocal.

Cada impulso a 1 Hz produjo un incremento rapido y transitorio del calcio en
areas cercanas a la membrana. Después de la actividad eléctrica ocurrid otro
incremento lento y una fase secretora que durd 71.11 £ 7.42 s. Durante la estimulacién
con diez impulsos a 20 Hz ocurrié un incremento transitorio rapido de calcio que
alcanzé el interior del axén. Posteriormente ocurrid un incremento lento en areas
cercanas a la membrana, y dos fases secretoras: una con cinética similar a la
producida a 1 Hz, pero de mayor amplitud, y otra retardada que extendio la duracién
de la secrecibn a 281.60 £ 11.19 s, sugiriendo secrecion desde distintas pozas

vesiculares gradualmente mas alejadas de la membrana plasmatica.



El bloqueo de la liberaciéon de calcio intracelular con una combinacién de
rianodina y tapsigargina acortd la secrecion, restringiéndola a la duracién del
transitorio rapido de calcio a ambas frecuencias (36.69 + 1.76 s). En neuronas
estimuladas a 20 Hz este bloqueo disminuyd la amplitud del transitorio rapido de calcio
en 54.58 + 4.2 %, restringiéndolo a regiones cercanas a la membrana, y abolié tanto el
transitorio de calcio lento como la segunda fase secretora, revelando su dependencia
de la liberacion de calcio intracelular.

Al bloquear los canales de calcio tipo L con nimodipina se redujo el transitorio
de calcio durante un tren a 20 Hz en 38.41 + 4.28 %, sin afectarse su propagacion y
disminuyd la amplitud de la segunda fase secretora en un 64.14 + 3.84 %, sin
bloquearla. Esto muestra que la fuente de calcio mas importante para la secrecion en
el axén son los depdsitos intracelulares y no los canales tipo L, como en otros sitios de
secrecion extrasinaptica y sugiere que la entrada de calcio por otros tipos de canales,
posiblemente sinapticos, también activa esta fuente de calcio.

La secrecion extrasinaptica axonal de serotonina muestra mecanismos
intermedios entre la secrecion sinaptica y la somatica y podria producir la modulacién
paracrina de circuitos neuronales de forma mas rapida y localizada que la secrecién
somatica, expandiendo las posibilidades de comunicacién de una sola neurona
serotoninérgica. Esta complejidad permite que pocas neuronas regulen multiples

funciones en distintas regiones del sistema nervioso de manera diferencial.



Introduccién

La serotonina es un neurotransmisor que regula una gran cantidad de
funciones fisiologicas, desde funciones basicas como la ingestion de alimentos
(Breisch et al., 1976; Saller and Stricker, 1976), los ritmos circadianos (Prosser et al.,
1990), y la generacion de patrones motores (Jacobs and Fornal, 1993; McCall and
Aghajanian, 1979; Weiger, 1997; White et al., 1996) hasta funciones complejas como
el aprendizaje (Byrne et al., 1991; Ehrlich et al., 1992; Klein et al., 1980; Sahley, 1994),
el suefo y la atencion (Jacobs and Azmitia, 1992). La serotonina regula también varias
conductas entre las que destacan la conducta social (Harris-Warrick and Kravitz, 1984;
Kravitz, 2000; Raleigh et al., 1991), y la sexual (Hull et al., 1999).

En los humanos, las alteraciones en el sistema serotoninérgico se han
asociado con varios desordenes conductuales y trastornos neuroldégicos como la
depresion (Arango et al.,, 2002), la esquizofrenia (Brieden et al., 2002), la epilepsia
(Jobe et al.,, 1999), la ansiedad (Jenike et al., 1996) asi como con trastornos
alimenticios como la anorexia nerviosa (Frazer y Hensler, 1994). Por ello, estudiar
cdmo se regula la liberacién de serotonina en el sistema nervioso podria contribuir a
desarrollar tratamientos para este tipo de patologias.

Las funciones de la serotonina estan altamente conservadas a lo largo de la
escala filogenética. Por ejemplo, la regulacién de la alimentacion se observa desde
invertebrados como la sanguijuela, donde la serotonina regula la ingesta mediante la
regulacién directa de las glandulas salivales, las mandibulas y la faringe (Lent, 1973),
hasta los mamiferos, donde el incremento de serotonina intraventricular disminuye la
ingesta de alimentos (Breisch et al., 1976; Saller and Stricker, 1976). De igual manera
la regulacién de la conducta social se observa desde invertebrados como los
crustaceos, donde los niveles de serotonina determinan la conducta agresiva asociada
con la dominancia social (Harris-Warrick and Kravitz, 1984; Kravitz, 2000), hasta los
primates, donde regula la conducta social en todo su espectro, desde la agresion
hasta la depresion (Raleigh et al., 1991).

Gracias a la accesibilidad que hay en el sistema nervioso de los invertebrados
para estudiar los circuitos neuronales al nivel celular, sabemos que en los crustaceos
la serotonina modula cada etapa de los circuitos que regulan las conductas sociales,
desde las entradas sensoriales hasta las respuestas motoras (para revision ver
Kravitz, 2000). Cabe mencionar que los mecanismos de liberacién de serotonina en
terminales sinapticas se conocen en su mayoria a partir de estudios en una sinapsis
entre neuronas de sanguijuela (para revision, ver (De-Miguel and Trueta, 2005a;

Fernandez-de-Miguel and Drapeau, 1995).



Una caracteristica remarcable de los sistemas serotoninérgicos es que el
numero de neuronas serotoninérgicas es pequefio comparado con el total de neuronas
en el sistema nervioso. Por ejemplo, en la sanguijuela hay 7 neuronas
serotoninérgicas de 400 en total en cada ganglio segmental, en los roedores hay
unicamente 9,000 neuronas serotoninérgicas de un total de 107 neuronas en el
sistema nervioso central, y en el ser humano la proporcibn de neuronas
serotoninérgicas es de solo una por cada millon de neuronas en el sistema nervioso.
En los mamiferos los somas de las neuronas serotoninérgicas se encuentran en los
nucleos del raphé (Dahlstrom and Fuxe, 1964); sin embargo, sus axones inervan
practicamente todas las areas del sistema nervioso central y constituyen unos de los
sistemas anatémicos y funcionales mas complejos y extensos del cerebro.

Esto, sumado a la gran diversidad de funciones de la serotonina, permite
suponer que la actividad de las neuronas serotoninérgicas debe estar finamente
regulada y que la liberacién de serotonina posiblemente es regulada de manera
diferencial en distintos sitios del sistema nervioso. Muchas de las funciones de la
serotonina se ejercen a través de efectos lentos y de larga duracién, que son
asociados preferentemente con la modulacion paracrina de circuitos neuronales
enteros que con la transmision sinaptica, que es rapida y muy localizada. Un ejemplo
claro de esto es la regulacién de la conducta social y las emociones, que son
caracterizadas por cambios lentos y duraderos, que no se explican faciimente por la
liberacién sinaptica de neurotransmisores.

La presencia de serotonina en el fluido extracelular en concentraciones
suficientes para activar a sus receptores en distintas areas del sistema nervioso y la
presencia de receptores y de transportadores de serotonina en sitios extrasinapticos
de distintos tipos neuronales (Bunin and Wightman, 1999) son una sdélida evidencia
que apoya la idea de que la serotonina es liberada por sitios extrasinapticos y ejerce
efectos paracrinos en el sistema nervioso. En efecto, ademas de la liberacion de
serotonina a partir de terminales sinapticas, se ha demostrado la liberacion
extrasinaptica de serotonina a partir del cuerpo celular o soma de neuronas
serotoninérgicas, tanto de invertebrados (Trueta et al.,, 2003) como de mamiferos
(Kaushalya et al., 2008a). La secrecién de serotonina en los axones no ha sido
mostrada ni se han estudiado los mecanismos que la regulan, sin embargo la
presencia de vesiculas en sitios que parecen ser de secrecidbn en ausencia de
contrapartes postsinapticas sugieren que existe liberacion en axon y que posiblemente

es extrasinaptica.



Secreciéon de serotonina.

Los neurotransmisores se empaquetan para su secrecion en dos tipos distintos
de vesiculas membranales: vesiculas claras pequefias (40-60 nm de diametro), que
almacenan transmisores de bajo peso molecular, como los llamados transmisores
“clasicos”, catecolaminas o indolaminas; y vesiculas electrodensas grandes (90-120
nm de diamtero), que ademas de transmisores de bajo peso molecular generalmente
almacenan péptidos. Ambos tipos vesiculares pueden coexistir en la misma neurona y
contener dos 0 mas mensajeros quimicos.

Las vesiculas claras liberan su contenido por lo general en la zona activa de las
terminales presinapticas, produciendo efectos localizados sobre terminales
postsinapticas especificas. Las vesiculas electrodensas, por el contrario, liberan su
contenido en sitios extrasinapticos (Hirasawa et al., 2009; Puopolo et al., 2001; Trueta
and De-Miguel, 2012) en ausencia de contrapartes postsinapticas, permitiendo su
difusion en el fluido extracelular, donde puede modular a poblaciones enteras de
neuronas.

La serotonina se almacena tanto en vesiculas claras como en vesiculas
electrodensas (Bruns et al., 2000; Kuffler et al., 1987) y es posible que cada tipo
vesicular, al liberar en sitios distintos, produzca respuestas de distinto alcance. Dado
que las vesiculas electrodensas contienen 17 veces mas serotonina que las claras
(Bruns et al.,, 2000), su exocitosis libera cantidades mayores de serotonina que
podrian ser responsables de una variedad de efectos paracrinos con un curso
temporal mas lento que los efectos sinapticos.

La mayor parte de lo que se sabe sobre la liberacién de serotonina se ha
estudiado en las neuronas de Retzius, identificadas en el sistema nervioso central de
la sanguijuela, debido a la accesibilidad de esta preparacién. Estas neuronas
presentan tanto liberacion sinaptica a partir de vesiculas claras (Dietzel et al., 1986;
Fernandez-de-Miguel and Drapeau, 1995; Henderson, 1983; Henderson et al., 1983;
Kuffler et al., 1987) en las zonas activas de las terminales, como liberacién
extrasinaptica a partir de vesiculas electrodensas en sitios extrasinapticos como el
soma (Trueta et al., 2003).

La liberacién sinaptica de serotonina en estas neuronas presenta los mismos
mecanismos conocidos en las sinapsis de vertebrados, incluyendo los mamiferos. La
liberacion somatica de esta amina también ha sido posteriormente demostrada en las
neuronas de los nucleos del raphé en mamiferos (Kaushalya et al., 2008a; Sarkar et
al., 2012), aunque los mecanismos que la regulan no se han podido estudiar con el

detalle con que se han estudiado en las neuronas de Retzius, debido a que las



neuronas serotoninérgicas en los mamiferos no son tan accesibles. Por ello el estudio
de los mecanismos basicos de liberacion de neurotransmisores en neuronas de

sanguijuela, que es mucho mas accesible, es aplicable a otros animales.

Liberacidn sinaptica de serotonina.

La exocitosis de las vesiculas claras en terminales sinapticas y su regulacién
han sido ampliamente estudiadas en multiples preparaciones (Catterall, 1999; Heuser
et al.,, 1974; Katz and Miledi, 1967a, 1967b; Llinas et al., 1981, 1992; Sheng et al.,
1998; Wu et al.,, 1999), tanto de vertebrados como de invertebrados y se conocen
bastante bien. Un grupo de vesiculas claras se encuentran adosadas a la membrana
presinaptica, formando una poza lista para liberar su contenido, mientras que otras se
encuentran mas alejadas, formando una poza de reserva (Pieribone et al., 1995). La
liberacién a partir de la poza lista para liberar se activa en respuesta a impulsos
sencillos o trenes de impulsos a bajas frecuencias. Cuando un impulso llega a la
terminal presinaptica se abren canales de calcio dependientes de voltaje, permitiendo
la entrada de calcio a la terminal y produciendo un incremento muy grande en la
concentracion de calcio local en microdominios cercanos a los canales (Llinas et al.,
1992).

Debido a la presencia de proteinas amortiguadoras en el citoplasma que se
unen al calcio y no permiten su difusion, y a ATPasas que sacan al calcio de la
terminal, el incremento en la concentracion de calcio ocurre en un espacio muy
limitado y es breve. Las vesiculas claras requieren concentraciones de calcio >100 uM
para la exocitosis (Heidelberger et al., 1994), por lo que Unicamente las vesiculas
adosadas en la zona activa, cerca de los canales de calcio, se fusionan con la
membrana y liberan su contenido en respuesta a un solo impulso, o a bajas
frecuencias de estimulacién. La serotonina almacenada en estas vesiculas se libera
directamente a la hendidura sinaptica, a pocos nanémetros de distancia de los
receptores postsinapticos, por lo que su efecto es muy rapido y muy localizado.

Por otro lado, la poza de reserva puede ser movilizada en respuesta a la
estimulacion repetitiva y pasar a la poza liberable para mantener la liberacion ante la
actividad eléctrica sostenida. Al menos parte de las vesiculas de la poza de reserva
estan unidas al citoesqueleto mediante proteinas llamadas sinapsinas, que evitan que
en reposo estas vesiculas se movilicen hacia la membrana plasmatica. Las sinapsinas
son una familia de fosfoproteinas (Greengard et al., 1993a; Huttner et al., 1983) cuya

region amino terminal contiene una cabeza globular hidrofébica que se asocia con las



vesiculas sinapticas. La region carboxilo terminal es una estructura elongada y basica,
que se une a los filamentos de actina (Ueda and Greengard, 1977).

Las sinapsinas tienen varios sitios de fosforilacion (Fiumara et al., 2004;
Greengard et al., 1993b; Hilfiker et al., 2005; Sakurada et al., 2002) que son substrato
de multiples cinasas de proteinas, incluyendo las dependientes de Ca®" y calmodulina
(CaMK) tipos |, Il y IV, la dependiente de AMP ciclico (PKA) y la activada por mitogeno
(MAPK). El incremento transitorio de la concentracién de Ca*" en respuesta a la
actividad eléctrica activa vias de sefalizacion intracelular en las que participan estas
enzimas (Chi et al., 2003), que entonces fosforilan a la sinapsina. Cuando la sinapsina
es fosforilada, disminuye su afinidad por la actina y por las vesiculas (Benfenati et al.,
1989; Chi et al., 2003; Hosaka et al., 1999; Huttner et al., 1983; Jovanovic et al., 1996;
Schiebler et al., 1986; Sihra et al., 1989), liberando a éstas de su anclaje y permitiendo
su movilizacion. Asi, las sinapsinas participan regulando la cantidad de vesiculas que
pasan de la poza de reserva a la poza liberable en respuesta a la actividad eléctrica

repetitiva.

Liberacion extrasinaptica de serotonina.

La liberacion extrasinaptica se ha estudiado mayormente en células endocrinas
excitables y en el soma de algunas neuronas, ocurre principalmente a partir de
vesiculas electrodensas que generalmente se encuentran localizadas mas alejadas de
la membrana plasmatica (Bruns et al., 2000; Kuffler et al., 1987; van Weering et al., y
2008) liberan su contenido en sitios extrasinapticos en ausencia de contrapartes
potsinapticas, donde el transmisor tiene que difundir una distancia mayor para llegar a
receptores en células vecinas o lejanas, ejerciendo efectos paracrinos. Sin embargo,
los mecanismos de liberacion a partir de vesiculas electrodensas no se conocen tan
bien como los sinapticos.

En estas preparaciones, donde sélo hay vesiculas electrodensas, la secrecién
requiere de la estimulacion a altas frecuencias (Chen et al., 1995; Heinemann et al.,
1993; Jaffe et al., 1998; Trueta et al., 2003), de la activacién de canales de calcio tipo
L (Mansvelder and Kits, 2000; Trueta et al., 2003) y depende en parte de la liberacién
de calcio inducida por calcio de los depdésitos intracelulares (Kang and Holz, 2003;
Lemmens et al., 2001; Trueta et al., 2004).

En células cromafines la concentracién de calcio intracelular necesaria para
producir la exocitosis a partir de vesiculas electrodensas es aproximadamente 5 uM

(Heinemann et al., 1993), mucho menor que la que requieren las vesiculas sinapticas



claras, por lo que estas vesiculas pueden liberar en sitios mas alejados de los canales
de calcio (Mansvelder and Kits, 2000).

La exocitosis somatica de serotonina se mostré por primera vez en neuronas
de Retzius de la sanguijuela (Trueta et al., 2003). En reposo, las vesiculas
electrodensas se encuentran agrupadas en cumulos distantes a la membrana
plasmatica formando tres subpoblaciones (De-Miguel et al., 2012). La poblacion mas
periférica se ubica a una distancia promedio de 1.5 £ 0.2 ym de la membrana
plasmatica, otra mas interna y dispersa ubicada a 3.7 £+ 0.3 ym y la tercera que
consiste en grupos de cumulos perinucleares (De-Miguel et al., 2012; Trueta et al.,
2012).

La estimulaciéon con trenes de impulsos a bajas frecuencias (1 Hz) no produce

exocitosis somatica, pero trenes de impulsos a frecuencias altas (10-50 Hz)
desencadenan el transporte de 80-100 cumulos vesiculares hacia la membrana
plasmatica (Trueta et al., 2003, 2004, 2012). El transporte vesicular ocurre a lo largo
de arreglos de microtubulos, ya que cuando se desacoplan al utilizar colchicina se
inhibe la exocitosis somatica (De-Miguel et al., 2012). Este transporte a su vez es
mediado por motores moleculares que van transportando a los cumulos vesiculares a
través de los rieles de microtubulos por lo que la exocitosis depende indirectamente de
la sintesis de ATP (Bi et al., 1997; Visscher et al., 1999).
El Ca® que entra a la mitocondria (Balaban, 2002; Gunter et al., 2004; Hansford, 1994;
Satrustegui et al., 2007) puede activar directamente a la ATP sintetasa y a la
producciéon de NADH por deshidrogenasas sensibles a Ca2+, lo que resulta en un
rapido incremento en la produccion de ATP (Gunter et al.,, 2004). En las neuronas
Retzius, tanto la mitocondria, como el reticulo endoplasmico se encuentran asociados
a los cumulos vesiculares (De-Miguel et al., 2012). Esta configuracion ultraestructural
podria favorecer la transferencia de Ca®" entre el reticulo endoplasmico y la
mitocondria para la sintesis de ATP, que a su vez estaria activando a los motores de
cinesina que participan en la movilizacién vesicular. El bloqueo de la entrada de Ca?* a
la mitocondria con Ru360 produce un decremento significativo en la exocitosis en el
soma (Del Pozo et al., en preparacion). Sin embargo, aun falta evidencia directa que
confirme el mecanismo que ocurre a partir de la entrada de Ca’" a la mitocondria y la
posterior produccién de ATP en respuesta a la estimulacion a 20 Hz.

La secrecion somatica tiene una latencia de inicio de 754 + 20.3 s y es
sostenida durante varios minutos por un mecanismo de retroalimentacion positiva en
el que la serotonina liberada activa autorreceptores tipo 5-HT2 acoplados a la enzima

fosfolipasa C, produciendo liberacién de Ca®* de los depésitos intracelulares en el area

10



submembranal, lo cual permite la exocitosis de las siguientes vesiculas que alcanzan
la membrana, y el ciclo se repite hasta que se fusiona todo el cumulo vesicular
movilizado (Leon-Pinzon et al., 2014).

Se ha mostrado la secrecion somatica de practicamente todos los
neurotransmisores conocidos en una variedad de tipos neuronales, tanto de
invertebrados como de vertebrados (para revision ver Trueta and De-Miguel, 2012). A
pesar de que en vertebrados los mecanismos que regulan la liberacion somatica no se
han podido estudiar con el mismo detalle debido a la menor accesibilidad de las
neuronas, las caracteristicas y mecanismos que se han encontrado en los nucleos del
raphé en roedores (Kaushalya et al., 2008a, 2008b; Sarkar et al., 2012) son similares a
los encontrados en las neuronas de Retzius. Por ejemplo, la secrecién somatica
ocurre a partir de vesiculas electrodensas en neuronas noradrenérgicas del locus
coeruleus y tiene una latencia de varios cientos de milisegundos a varios segundos en
estas neuronas (Huang et al., 2007), al igual que en células amacrinas de la retina
(Hirasawa et al., 2009), en neuronas purinérgicas del ganglio de la raiz dorsal (Zhang
et al.,, 2007) y en neuronas espinales de Xenopus (Sun and Poo, 1987), sugiriendo
que las vesiculas requieren ser movilizadas desde sitios distantes de la membrana
plasmatica. El curso temporal de la secrecion somatica también es de varios minutos
en neuronas dopaminérgicas de la sustancia nigra reticulata (Chen and Rice, 2001) y
en neuronas serotoninérgicas de los nucleos del raphé (Kaushalya et al., 2008a). De
igual forma se ha mostrado que la secrecion somatica en los mamiferos también
depende de la actividad eléctrica a altas frecuencias o de despolarizaciones largas
(Fuenzalida et al., 2011; Hirasawa et al., 2009; Huang et al., 2007; Jaffe et al., 1998;
Sarkar et al., 2012; Soldo et al., 2004; Sun and Poo, 1987; Zhang et al., 2007), asi
como de la activacion de los canales de calcio tipo L (Hirasawa et al., 2009; Puopolo et
al., 2001) y de la liberacién de Ca®" inducida por Ca®* (Chen and Rice, 2001; Hua et
al.,, 2004; Patel et al., 2009; Soldo et al.,, 2004). Asimismo, la liberacién de
neurotransmisores en mamiferos es también regulada por mecanismos de
retroalimentacion positiva (Ludwig and Leng, 2006).

Estos distintos modos de liberacidén a partir de distintos sitios en una misma
neurona, permiten que la serotonina pueda tener por un lado efectos sinapticos
rapidos y localizados, que se reflejan en funciones rapidas en circuitos neuronales con
conexiones sinapticas fijas (como podria ocurrir en la iniciacion del nado; Willard,
1981); y por otro lado efectos extrasinapticos mas lentos y difusos de
neuromodulacion que pueden verse reflejados en funciones mas lentas y sostenidas,

como ocurre con el caso de las emociones.
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La diferencia en la distribucion espacial de las vesiculas con respecto a la
membrana, tiene como consecuencia diferencias en la dependencia de la frecuencia
de estimulacion, en la dependencia de la concentracion de calcio y en el curso
temporal de la liberacion.

Los axones de las neuronas serotoninérgicas, tanto en vertebrados como en
invertebrados tienen ramificaciones complejas que inervan practicamente todas las
areas del sistema nervioso central. Estos axones forman algunas sinapsis, pero sobre
todo tienen varicosidades que contienen vesiculas claras y/o electrodensas en
ausencia de contrapartes postsinapticas (Descarries and Mechawar, 2000; revisado
por Bunin and Wightman, 1999), que podrian ser sitios de liberacién extrasinaptica.

Los axones serotoninérgicos de la region ventral de la médula espinal (Alvarez
et al., 1998; Kiehn et al., 1992) o de la sustancia nigra reticulata (Moukhles et al.,
1997) establecen en su mayoria contactos sinapticos bien establecidos con neuronas
diana bien definidas. Sin embargo, aproximadamente el 60% de los axones de la
region dorsal de la médula espinal (Ridet et al., 1993) y del nucleo accumbens (Van

Bockstaele and Pickel, 1993), no forman sinapsis.

Aparentemente los axones que se originan en diferentes nucleos se pueden
proyectar a una misma area en el cerebro y formar diferentes patrones de conexion.
Por ejemplo, en el hipocampo, las varicosidades que provienen del raphé medial
forman sinapsis directas con interneuronas (Freund and Buzsaki, 1996; Varga et al.,
2009) mientras que las varicosidades que provienen del raphé dorsal es raro que
formen sinapsis (Kosofsky and Molliver, 1987). Es recurrente que las colaterales
axonales que terminan en el raphé dorsal contengan tanto terminales sinapticas como

no sinapticas (Chazal and Ralston, 1987).

Bunin y Wightman en 1998, cuantificaron la concentracion de serotonina
liberada en respuesta a la estimulacién en dos areas: 1) la sustancia nigra reticulata,
una regién con contactos sinapticos identificados; y 2) el nucleo dorsal del raphé, una
region somatodendritica con rara incidencia sinaptica. La concentracion en ambas
regiones fue idéntica en respuesta a estimulaciones con un solo pulso o trenes a alta
frecuencia. Ademas estimaron el nimero de moléculas liberadas por terminal en la
sustancia nigra reticulata, y los resultados muestran que el niumero de moléculas fue
considerablemente menor con respecto al numero de transportadores y receptores, lo
cual refuerza la idea de la liberacion a partir de sitios extrasinapticos (Bunin and
Wightman, 1998). El hecho de que exista una concentracién similar en la sustancia

nigra reticulata que es una region alejada de los somas que se encuentran en los
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nucleos del raphé, abre la posibilidad de que esa serotonina pueda ser liberada de

sitios extrasinapticos axonales.

Planteamiento del Problema

Aunque la evidencia morfolégica y la acumulacion de serotonina en sitios
extrasinapticos alejados de los somas sugieren que existe secrecion extrasinaptica
axonal, ésta no ha sido directamente demostrada de manera funcional y sus
caracteristicas y mecanismos de regulacion no han sido estudiados.

Dado que en los axones las vesiculas electrodensas no estan adosadas a la
membrana plasmatica como en las terminales presinapticas, pero tampoco estan
ubicadas a distancias tan grandes de la membrana como ocurre en el soma, la
secrecion extrasinaptica axonal podria tener caracteristicas intermedias entre la
liberacién sinaptica y la somatica y podria contribuir a la modulacion de circuitos
neuronales locales de manera mas rapida que la liberacién somatica.

En este trabajo, mostramos que ocurre secrecidén extrasinaptica de serotonina
en el axén, y estudiamos el mecanismo que la produce, su dependencia de la
frecuencia de disparo, y las fuentes de calcio involucradas en este mecanismo. Para
ello utilizamos neuronas serotoninérgicas de Retzius, aisladas del sistema nervioso

central de la sanguijuela Hirudo verbana.

Hipotesis General:

Si en el axon de las neuronas serotoninérgicas hay vesiculas electrodensas
ubicadas en sitios de liberacién en ausencia de contrapartes postsinapticas, podria
existir liberacién extrasinaptica de serotonina en el axdén neuronal. Dado que las
vesiculas en el axdn no se encuentran adosadas a la membrana plasmatica pero su
distancia a ésta es menor que en el soma, es posible que los mecanismos que regulan

la liberacion axonal sean intermedios entre los sinapticos y los somaticos.

Hipotesis particulares:

1.- Si hay una poblacion de vesiculas electrodensas axonales cercana a la membrana
plasmatica, es posible que la liberacidén extrasinaptica en el axdén se puede activar a

bajas frecuencias de estimulacion.
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2.- Si la liberacién del contenido de vesiculas electrodensas que se encuentran
distantes de la membrana plasmatica, requiere un factor de amplificacion de la sefal
de calcio transmembranal, entonces esta amplificacién podria ser producida por la
liberacion de calcio inducida por calcio de depdsitos intracelulares.

3.- Si para activar la liberacién de calcio de los depdsitos intracelulares se necesita la
acumulacion y difusion del calcio transmembranal, entonces esta activacién podria
requerir una estimulacion repetitiva a altas frecuencias.

4.- Si la estimulacion a bajas frecuencias soélo produce la entrada de calcio
transmembranal, entonces esta estimulacién Unicamente produciria la liberacion del
contenido de las vesiculas claras y de las vesiculas electrodensas cercanas a la
membrana plasmatica.

5.- Si la secrecion extrasinaptica en el axén dura mas de lo que dura el incremento de
calcio en respuesta a la estimulacion eléctrica, entonces la secrecidn extrasinaptica
axonal podria requerir de un mecanismo de retroalimentacion positiva entre la
serotonina liberada y el calcio liberado de depdsitos intracelulares, tal y como ocurre

en el soma.

Objetivo General:

Demostrar funcionalmente que hay secrecion extrasinaptica en el axén de las
neuronas serotoninérgicas y estudiar los mecanismos que la regulan, incluyendo su
dependencia de la frecuencia de disparo, las fuentes de Ca? que participan y los
mecanismos de autorregulacion que ejerce la propia serotonina sobre éste tipo de

liberacion.

Objetivos particulares:

1.- Demostrar que hay secrecion extrasinaptica en el axon neuronal.

2.- Estudiar la dependencia de la frecuencia de disparo que tiene la secrecion
extrasinaptica axonal de serotonina.

3.- Investigar la contribucion de la liberacion de calcio inducida por calcio en la
secrecion extrasinaptica axonal de serotonina en funcién de la frecuencia de
estimulacién.

4.- Investigar si la duracién de la secrecidon extrasinaptica axonal depende de un
mecanismo de retroalimentacién positiva entre la serotonina liberada y el calcio de

depdsitos intracelulares, tal y como ocurre en el soma.
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Materiales y Métodos.

Sistema nervioso de la sanguijuela.

En esta seccién se describe este sistema nervioso con el fin de exponer las
ventajas de esta preparacion.

Las sanguijuelas son anélidos pertenecientes a la clase Hirudinea. Su sistema
nervioso central esta conformado por una cadena ganglionar con un ganglio cefalico
formado por la fusion de cuatro ganglios, un ganglio caudal formado por la fusion de
siete ganglios y 21 ganglios segmentales que son similares entre si (Figura 1A), cada
uno de los cuales controla un segmento del cuerpo y contiene alrededor de 400
neuronas cada uno. La mayoria de las neuronas han sido identificadas por su funcioén,
su forma, su patron de actividad eléctrica y su localizacion (Nicholls and Baylor, 1968).
Dentro del ganglio se encuentran los somas de las neuronas (Figura 1B) y parte de las
neuritas, que forman el neuropilo.

Cada ganglio contiene 7 neuronas serotoninérgicas. Entre ellas estan las dos
neuronas de Retzius (Figura 1B, marcadas con una R), que son las mas grandes en el
ganglio. Hay también un par de neuronas dorso-laterales (DL) llamadas 21, un par de
neuronas ventro-laterales (VL) llamadas 61 y una neurona mas ubicada en el paquete
medial posterior del ganglio (Payton,1981). Algunas neuronas envian prolongaciones
ya sea a través de las raices laterales para inervar los érganos internos, musculos y
piel y glandulas en la pared corporal, o a través de los nervios conectivos, para
conectarse con neuronas en los ganglios adyacentes (Payton, 1981).

A diferencia del sistema nervioso central de los mamiferos, el de los
invertebrados tiene la capacidad de regenerar después de una lesién (Baylor and
Nicholls, 1971; Jansen and Nicholls, 1972). Esto ha permitido aislar neuronas
individuales y mantenerlas en cultivo, en donde sobreviven por semanas, conservando
sus caracteristicas fisioldgicas distintivas, tales como la forma de sus potenciales de
accion y los transmisores que liberan. Ademas, si se ponen en contacto con un blanco
adecuado forman sinapsis especificas (Fuchs et al., 1982).

Debido al gran tamario y la accesibilidad de las neuronas, asi como al numero
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).
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Las ventajas del sistema nervioso de la sanguijuela para estudios de
neurobiologia provienen del numero relativamente pequeio de neuronas que
controlan cada funcion, de sus ganglios estereotipados, de los claros pasos que sigue
en su desarrollo, de la capacidad de regeneracion y del repertorio limitado de
comportamientos que presenta (Blackshaw et al., 1982). Cada neurona se repite de un
ganglio a otro, de un espécimen a otro, e incluso entre distintas especies. Las
neuronas tienen somas con diametros de entre 10 y 80 ym, lo cual facilita realizar
registros electrofisioldgicos en ellos.

En la sanguijuela se ha estudiado extensivamente el desarrollo del sistema
nervioso central, la formacion y el funcionamiento de las sinapsis serotoninérgicas
(Fern@ndez-de-Miguel and Drapeau, 1995), la regeneracion del sistema nervioso
después de una lesion (Nicholls, 1987), el funcionamiento de las neuronas y de los
receptores mecanosensoriales , asi como los mecanismos finos de liberacion sinaptica
y extrasinaptica a partir de soma de neuronas serotoninérgicas (para revision vea (De-

Miguel and Trueta, 2005a), entre otros temas de neurofisiologia basica.

Figura 1.- Sistema
nervioso de la sanguijuela
Hirudo verbana. A)
Esquema del sistema
nervioso compuesto por una
cadena con 21 ganglios
similares, y dos masas
nerviosas formadas por la
fusion de varios ganglios,
una anterior y otra posterior.
B) Micrografia de un ganglio
nervioso con la parte anterior
hacia la izquierda (Ant). Las
neuronas de Retzius (R) son
las neuronas mas grandes
de cada ganglio (tomado de
Nicholls y Baylor, 1968).
También se muestran
algunas otras  neuronas
mecanosensoriales (N, T y
P).
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Las neuronas de Retzius son las que tienen los somas mas grandes del
ganglio, con didmetros que van de 60 a 80 ym, localizados en el paquete central. Son
las mayores productoras de serotonina en cada ganglio (Coggeshall, 1972) y pueden
ser estudiadas en el ganglio o en cultivo, ya que a pesar de ser adultas, pueden ser
aisladas individualmente y mantenidas en cultivo por semanas, donde continuan
sintetizando y liberando serotonina. Si se ponen en contacto con un blanco adecuado
pueden regenerar sinapsis. En estas células se han estudiado los mecanismos finos
de la exocitosis somatica y sinaptica de la 5-HT (para revision ver (De-Miguel and
Trueta, 2005a). La liberacion sinaptica es dependiente de Ca®', del potencial de
membrana presinaptico y presenta fendmenos de plasticidad sinaptica como son
facilitacion y depresion (Del Castillo and Katz, 1953, 1954; Kamiya and Zucker, 1994;
Katz and Miledi, 1968; Mallart and Martin, 1968; Miledi and Parker, 1981; Stewart et
al., 1989).

Aislamiento vy cultivo neuronal.

La cadena de ganglios que forma el sistema nervioso central de la sanguijuela
Hirudo verbana se aislé bajo un microscopio estereoscopico, conservando las raices
de los ganglios segmentales unidas a tejido conectivo para facilitar su sujecion
posterior. Durante la diseccibn se mantuvo al animal bafado en una solucién
fisioldgica que contenia (en mM): NaCl 120; KCI 4; CacCl, 2; tris-maleato 10. El pH se
ajusto a 7.4 con HCIl o NaOH. 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 (Gibco,
Gaithersburg, MD, USA) complementado con 2% de suero bovino fetal (Gibco)
inactivado por calor, 6 mg/ml de glucosa y 0.1 mg/ml de gentamicina. Las capsulas
que envuelven a los ganglios se abrieron por la parte ventral y se trataron los ganglios
con enzimas proteoliticas (colagenasa-dispasa, 2mg/ml; Boehringer-Mannheim,
Mannheim, Germany) durante 45 a 60 minutos, después de lo cual las neuronas de
Retzius se identificaron visualmente por su localizacién en el ganglio y su tamafo
caracteristico: las dos neuronas de Retzius son las mayores en cada ganglio y se

encuentran en la parte central (Figura 2, marcadas con una R).

Las neuronas de Retzius se aislaron una por una mediante la aplicacion de
succién a través de una micropipeta de vidrio, con lo que se obtuvo el soma unido a

una parte del axén primario, al que nos referimos como “mufion axonal” (Figura 3,
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marcado con una flecha roja). Las neuronas se enjuagaron varias veces con el medio
L-15, dentro de una campana de flujo laminar para eliminar los detritos vy
microorganismos adheridos y mantenerlas en condiciones de esterilidad, y se
sembraron en platos de cultivo (Falcon, Franklin Lakes, NJ, USA; modificados para
ponerles fondo de vidrio), utilizando concanavalina-A (2mg/ml) como substrato (Sigma,
St. Louis, MO, USA) en medio L-15 suplementado. Se mantuvieron a 18-20°C y se

registraron entre 1y 7 dias después de haberlas sembrado.

Figura 2.- Aislamiento de neuronas identificadas
de un ganglio del sistema nervioso de la
sanguijuela. La pipeta de vidrio esta aislando una
célula P. Las neuronas de Retzius (R) se
encuentran en la parte central del ganglio. Tomado
de Dietzel et al., 1986

Figura 3.- Neurona de Retzius sembrada en un
plato de cultivo tratado con concanavalina A.
Imagen con luz transmitida de una neurona Retzius
en cultivo mostrando el soma y el muidn remanente

del axon primario (flecha roja).

Reqistro intracelular.

Las neuronas de Retzius fueron estimuladas con microelectrodos intracelulares
fabricados a partir de tubos capilares de borosilicato de pared delgada, con un
diametro externo de 1.0 mm, un diametro interno de 0.75 mm, y con un filamento
interno (Federick Haer y Co), utilizando un estirador de pipetas Sutter P-97. Se usaron

microelectrodos con resistencias de 18-25 MQ llenos de acetato de potasio (KAc) 2M.

18



Se utilizd un amplificador para registro intracelular Axoclamp 2A (Axon
Instruments, Union City, CA, USA) en modo de balance de puente ¢ fijacion de
corriente para registrar el potencial de membrana y estimular la generacion de
potenciales de accién. Las neuronas se estimularon inyectando trenes de 10 pulsos de
corriente de la amplitud necesaria para producir un potencial de accion y de 10 ms de
duracion a 1 6 20 Hz, utilizando un estimulador Grass S88 conectado a una unidad de
aislamiento SIUQ5 (Grass Instruments, W. Warwick, RI, USA). El numero de pulsos se

mantendra constante y se variara el intervalo entre ellos para cambiar la frecuencia.

Los registros fueron digitalizados por medio de un convertidor analdgico-digital
Digidata 1320 (Axon Instruments) utilizando el programa pCLAMP9 (Axon Instruments)

y se almacenaron en una PC.

Determinaciones de la exocitosis.

Para estudiar la cinética de exocitosis en el mufion axonal de las neuronas de
Retzius, se midieron los incrementos en la fluorescencia acumulativa de los colorantes
FM1-43 6 FM4-64 (Molecular Probes). Estos colorantes lipofilicos, anadidos en el
fluido extracelular, incrementan su fluorescencia cuando se unen a las membranas.
Cuando ocurre la exocitosis, la membrana de las vesiculas que se fusionan con la
membrana plasmatica queda también expuesta al colorante y al incrementarse la
superficie de membrana unida al colorante hay un incremento en la intensidad de la

fluorescencia.

Los sitios en donde se incrementd la intensidad de la fluorescencia de FM1-43
6 FM4-64 corresponden entonces a sitios de secrecion. El colorante FM1-43 se utilizd
en experimentos donde se midié unicamente la exocitosis, mientras que el FM4-64 se
usé en combinacién con el colorante sensible a Ca®* Fluo-4, para el registro
simultaneo de exocitosis y sefiales de Ca**. Los colorantes FM1-43 o FM4-64 (2 uM)
fueron anadidos al bafio. 15 minutos después de agregar el colorante se introdujo en
la célula un microelectrodo intracelular pasando corriente DC hiperpolarizante para

evitar el disparo espontaneo y posteriormente comenzar los registros.
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Microscopia electronica.

Los ganglios fueron lavados con una solucién 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 solucion de cacodilato pH 7.4, segun el procedimiento
descrito por Kuffler et al (1987). Se realizé una post-fijacién con tetraéxido de osmio al
1% (Fluka) en solucién de cacodilato. Los ganglios fueron deshidratados serialmente e
infiltrados con Epon-etanol (1:1) druante toda la noche. Después de varias
substituciones de Epon, éste se polimerizé a 60° por 24 horas. Este procedimiento fue
llevado a cabo por el Dr. Francisco Fernandez de Miguel. Posteriormente 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. Los cortes se observaron en un

microscopio electronico Jeol 1010 (Jeol USA Inc.).

Amperometria.

Para obtener mejor resolucion espacial y temporal de la secrecién de
serotonina, se realizaron registros amperométricos con microelectrodos de fibra de
carbono de 10 um de diametro, colocados tocando el mufién axonal. Las corrientes de
oxidacion se registraron con un amplificador Axopatch 200B (Axon Instruments). El
potencial de la fibra de carbono se mantuvo a un valor fijo de voltaje de +650 mV
(Bruns and Jahn, 1995; Bruns et al., 2000), adquiriendo a una frecuencia de 100 kHz.
Las neuronas fueron estimuladas con un microelectrodo intracelular para producir un
tren de 10 pulsos a 20 Hz. Las espigas amperométricas registradas fueron capturadas
en formato binario. Para el analisis de las espigas se utilizé el macro Quanta Analysis
8.2 (desarrollado en el laboratorio del Dr. David Sulzer en Columbia) para el programa

Igor Pro.

Mediciones de calcio intracelular.

Los cambios relativos de la concentracion de Ca?" intracelular en el mufidn
axonal de las neuronas de Retzius se midieron utilizando el colorante fluorescente

Fluo-4. El colorante en forma de sal de pentapotasio fue disuelto en agua a una
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concentracion final de 5 mM y se inyectd a las neuronas por iontoforesis a través de
un microelectrodo intracelular. La punta de los microelectrodos se llené por capilaridad
con la solucion del colorante y posteriormente el resto del microelectrodo fue rellenado
con KCIA 0.1 M.

Una vez que el microelectrodo se introdujo en la célula, se inyectd el colorante
aplicando una corriente directa de -4 nA durante 6 minutos. Los experimentos fueron
realizados 10-15 minutos después de la inyeccién del colorante. El colorante
fluorescente Fluo-4 solo permite hacer medidas cualitativas de las concentraciones de

calcio.

Imagenes de fluorescencia.

Las células fueron observadas enfocando el mundn axonal en un microscopio
invertido Nikon Eclipse TE 200 equipado con un objetivo de 100X, (1,4 de apertura
numérica e inmersién en aceite) acoplado a un monocromador (Till Photonics). La
fluorescencia de FM1-43 y de Fluo-4 fue registrada en experimentos independientes
ante una excitacion de 488 nm y una emision de 535 nm. Se adquirieron secuencias
de imagenes de 640x480 pixeles usando una camara CCD (IMAGO, TillVision) y se
almacenaron en una PC con el sofware TILLvisION.

Para estudiar los cambios transitorios rapidos de Ca®* en respuesta a los
trenes de estimulacién las imagenes fueron adquiridas cada 100 ms durante 60 s.
Para estudiar los cambios lentos en la fluorescencia del FM1-43, las imagenes fueron
adquiridas cada 2 s por 6 minutos. Se adquirieron imagenes de la fluorescencia basal
durante 10 s antes de estimular las neuronas con un tren de diez pulsos intracelulares
a1620Hz

Para los registros simultaneos de exocitosis y de sefiales de Ca®*, se tomaron
imagenes confocales simultaneas de fluorescencia de FM4-64 y Fluo-4, enfocando la
célula completa en un microscopio confocal Olympus Fluoview FV1000. Se utilizé un
laser de una longitud de onda de 560 nm para excitar al FM4-64 y uno de una longitud
de onda de 473 nm para excitar al Fluo-4. Las imagenes se adquirieron con un
objetivo de 60X (1,1 de apertura numérica e inmersion en agua) utilizando un detector
de emision espectral de 600-700 nm para el FM4-64 y otro de 503-543 nm para Fluo-
4. Las secuencias de imagenes se adquirieron cada 2 s durante 20 minutos y fueron

guardadas digitalmente usando el software Fluoview 3.1 (Olympus).
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Andlisis de las imagenes.

Los registros opticos de las sefiales de calcio fueron analizados usando el
software ImagedJ (National Institutes of Health). Las secuencias de imagenes que se
adquirieron por varios minutos fueron alineadas con el plug-in StackReg de Image J.
La intensidad media de fluorescencia de regiones de interés (ROIs) seleccionadas
manualmente fue medida en algunos casos en funcion del tiempo y en otros en
funcion de la distancia desde la punta del muidn axonal hacia el soma.

La fluorescencia basal F, fue calculada promediando las imagenes adquiridas
antes de la estimulacion. Los cambios en la fluorescencia fueron evaluados como
dF/F=((F(t)-Fo)/Fo) para reducir la variabilidad en la fluorescencia causada por
diferencias en el volumen y en la concentracion intracelular del colorante (Neher and
Augustine, 1992). Por simplicidad en el texto y las figuras esta normalizacién es
referida como dF/F.

Las graficas de superficie fueron hechas usando una escala de colores RGB de
8 bits calibrada en el intervalo dinamico de la adquisicion. Las graficas y los ajustes de
las curvas fueron realizadas usando el software Igor Pro 6.2 (Wavemetrics). Los datos
se presentan como media + ESM. Las comparaciones estadisticas se realizaron

utilizando una prueba de t de Student de dos colas.

Mediciones de la remocién de calcio.

Los mecanismos que remueven el calcio del citoplasma se activan en diferente
medida segun la concentracidon de calcio que hay en el citoplasma. Para conocer la
relacion entre la concentracion de calcio citoplasmatico y la cantidad de calcio que se
remueve, se calculd la derivada de la fase de caida del transitorio rapido de calcio y su
inverso se graficé como funcién de la concentracion de calcio durante la caida. A esta
relacion se le ajustd una funcion, que para la estimulacion a 1 Hz fue una recta de la
forma y=mx + b, y para la estimulacion a 20 Hz fue una doble potencia de la forma: y=
A + Bx® + DxF.

Esta funcién indica como depende la cantidad de calcio que es removida del
citoplasma de la concentracion de calcio citoplasmatico. Una vez conociendo esta
funcion, se calculd la cantidad de calcio que fue removida del citoplasma en cada
momento durante y después de la estimulacion eléctrica. Para ello, esta funcion se
aplicé a la senal original, tomando ésta ultima como abscisa y la funcion como

ordenada. Posteriormente, a la derivada de la sefal completa se le sumé esta

22



cantidad que es removida, para obtener la derivada de la cantidad de calcio total que
entrd al citoplasma en cada momento (revisado de Guerrero A, et al., 1994).

La integral de esta suma se muestra en las figuras 8, 10, 14 y 15 e indica la
integral acumulada de la cantidad de calcio que entra al citoplasma (ya sea a través de

la membrana o de los depdésitos intracelulares) durante la estimulacion.

Tratamientos farmacoldgicos.

Para evitar la liberacién de Ca?* inducida por Ca** del reticulo endoplasmico se
blogquearon los receptores de rianodina con dantroleno (10 uM; Sigma) y después de 5
minutos se observd la respuesta ante un tren de estimulacion igual al primero (10
impulsos a una frecuencia de 1 Hz 6 20 Hz). Por otro lado se incubaron neuronas con
rianodina (10 uM; Invitrogen) y tapsigargina (10 uM; Invitrogen) por 30 minutos para
vaciar los depositos intracelulares de Ca®*. Debido a que el sitio de unién a la
rianodina se encuentra en la parte interior de los receptores, para que la rianodina se
una a éstos es necesario que los canales se encuentren abiertos (Chu et al., 1990;
Meissner, 1986; Pessah et al., 1986). Por ello, en estos experimentos fue necesario
aplicar un primer tren de estimulacion eléctrica para producir la apertura de los
receptores de rianodina y tener un efecto adecuado de los farmacos, 5 minutos
después de observar la respuesta a esta primera estimulacién se aplicé un segundo
tren de estimulacion idéntico y se compararon las respuestas al primero y segundo
tren de estimulacion.

Para bloquear los canales de calcio sensibles a voltaje tipo L utilizamos
nimodipina (10uM; Sigma-Aldrich). Para bloquear de manera no selectiva los canales

de calcio sensibles a voltaje se agreg6 cadmio (200 uM; Sigma) al medio extracelular.
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Resultados

Cinética de la exocitosis axonal.

La cinética de exocitosis en el mufidn axonal de neuronas aisladas fue
analizada, a partir de la incorporacién del colorante fluorescente FM1-43. Este
colorante lipofilico, afadido en el fluido extracelular, incrementa su fluorescencia
cuando se une a las membranas. Cuando ocurre la exocitosis, la membrana de las
vesiculas que se fusionan con la membrana plasmatica queda también expuesta al
colorante y al haber mayor superficie de membrana expuesta al colorante hay un
incremento en la intensidad de la fluorescencia. Los sitios en donde aumenté la
intensidad de la fluorescencia de FM1-43 corresponden entonces a sitios de
secrecion. Por consiguiente, la cinética de exocitosis se estudid a partir de la
formacion de puntos fluorescentes de FM1-43 en diferentes areas de la superficie del

muion axonal en imagenes enfocadas en el plano ecuatorial.

El incremento en la fluorescencia de FM1-43 en respuesta a la estimulacion
con un tren de 10 impulsos a 1 Hz, que durd 10 s, tuvo una cinética lenta que inicid
15.76 + 6.52 s después del comienzo del tren y duré 71.1 + 7.42 s (6 puntos
fluorescentes en diferentes areas del mufion axonal para cada célula; n=6 células).
Por otro lado, la estimulacion con un tren de 10 impulsos a 20 Hz, que durd 0.5 s,
produjo un incremento de fluorescencia con una cinética similar a la observada ante
un tren a 1 Hz pero de mayor amplitud, seguido de un segundo incremento retardado
que incrementd la duracién total de la secrecion a 281.60 + 11.19 s (6 puntos

fluorescentes en diferentes areas del mufidn axonal; n=6 células) (Figura 4A).

Dado que los incrementos en la fluorescencia fueron lentos y de larga duracién,
comparados con aquellos esperados para procesos de liberacion sinaptica,
suponemos que estas dos pozas vesiculares liberan en sitios extrasinapticos. Dado
que la microscopia electronica muestra la presencia predominante de vesiculas
electrodensas en sitios extrasinapticos (Figura 4D), es posible suponer que se trata de

vesiculas electrodensas.

Al analizar la distancia mas cercana de las vesiculas a la membrana plasmatica
a partir de micrografias electronicas del axon de las neuronas de Retzius en el ganglio
(Figura 4D), obtuvimos una distribucion de frecuencias cuyo mejor ajuste fue a tres

poblaciones Gausianas (Figura 4E): una con una distancia corta a la membrana, con
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promedio de 70 £ 40 nm, otra a una distancia intermedia con promedio de 100 + 270

nm, y otra mas alejada, a una distancia promedio de 490 + 550 nm.

Algunos axones contienen vesiculas electrodensas rodeando a vesiculas
claras adosadas a la membrana en zonas activas sinapticas (za; Figura 4C). Esta
distribucion diferencial de vesiculas electrodensas es consistente con lo observado en
las cinéticas de exocitosis obtenidas utilizando el colorante FM1-43, las cuales
también sugieren la fusion de tres diferentes grupos de vesiculas con la membrana
plasmatica en respuesta a diferentes condiciones de estimulacién. En respuesta a 1
Hz se estarian liberando Unicamente las vesiculas que se encuentran muy cerca de la
membrana produciendo Uunicamente un incremento en la cinética de la fluorescencia,
mientras que a 20 Hz se estarian liberando inicialmente vesiculas de esta poza y
ademas algunas intermedias produciendo un primer incremento similar en escala
temporal al que observamos en respuesta a 1 Hz pero de mayor amplitud.
Adicionalmente a 20 Hz se estaria produciendo la movilizacién y fusion de vesiculas
de la poza mas alejada produciendo el segundo incremento, que se observa retrasado
en el tiempo.

Registros amperométricos realizados colocando una fibra de carbono (de 10
pum de diametro) en contacto con la parte lateral del mufidon axonal y estimulando a la
neurona con un tren de 10 impulsos a 20 Hz, mostraron la presencia de espigas
(Figura 4B), cuya amplitud (26.33 + 16.26 pA DS) y carga (35.17 + 29.17 fC DS)
corresponden a los valores reportados para las vesiculas electrodensas (Bruns et al.,
2000; Cercés MG et al., en preparacién). El tiempo de aparicién de las espigas
después de la estimulacién es de aproximadamente 15 s, lo cual coincide con el
tiempo en el que comienzan los incrementos en la cinética de exocitosis medidos
utilizando FM1-43 (15.76 + 6.52 s). Ademas, la carga acumulada de los registros
amperométricos (Figura 4C) muestra una cinética similar a la de la fluorescencia de
FM1-43, confirmando que dicha fluorescencia refleja el proceso de exocitosis de estas

vesiculas.
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Figura 4.- La exocitosis extrasinaptica axonal depende de la frecuencia de estimulacion. A)
Cinéticas representativas de la fluorescencia de FM1-43 en respuesta a la estimulacion con un tren de 10
impulsos a 1 Hz (azul) 6 20 Hz (gris). B) Registro amperométrico representativo donde se muestran
espigas en respuesta a un tren de 10 Impulsos a 20 Hz (La flecha roja indica el inicio de la estimulacion).
C) Carga acumulada obtenida del registro amperométrico mostrado en B. La carga acumulada muestra

una cinética y un retraso en el incremento de la sefial similar a los observados en las cinéticas de la
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fluorescencia de FM1-43 mostradas en A). D) Micrografia del axon de una neurona de Retzius en el
ganglio, donde se observan vesiculas electrodensas localizadas a diferentes distancia de la membrana
plasmatica. Algunas vesiculas electrodensas se encuentran rodeando a vesiculas claras en zonas activas
(za). Barra escala 500 nm. E) Histograma de la distribucion de frecuecnias de la distancia a la que se
encuentran las vesiculas electrodensas con respecto a la membrana plasmatica. El mejor ajuste a esta

distribucion es a tres poblaciones Gaussianas (mostradas en rojo).

Estos resultados muestran que la exocitosis extrasinaptica que se produce en
el axon primario de las neuronas serotoninérgicas de Retzius ocurre por la fusion de
diferentes grupos de vesiculas electrodensas. Cabe destacar que esta exocitosis
extrasinaptica es activada por la actividad eléctrica a una frecuencia baja como 1 Hz,
en contraste con la exocitosis extrasinaptica en el soma de muchas neuronas, que en
general necesita trenes de potenciales de accidn a altas frecuencias o
despolarizaciones largas para activarse (para revision ver Trueta and De-Miguel,
2012). La exocitosis extrasinaptica en respuesta a baja frecuencia de estimulacion en
el axén primario es posible debido a una poza de vesiculas localizada mas cerca de la
membrana plasmatica.

Dado que la exocitosis requiere del incremento de calcio en el citoplasma,
estudiamos la dinamica de la concentracion del calcio intracelular en el axén en
respuesta a la estimulacion eléctrica a cada frecuencia y su contribuciéon en la

exocitosis.

Transitorios de Ca*" vy la exocitosis.

La exocitosis es un proceso dependiente de calcio, y es necesario que se
incremente la concentracion de calcio en el citoplasma para que las vesiculas se
movilicen y fusionen con la membrana plasmatica para liberar su contenido. Para
explorar como el Cca? contribuye a la exocitosis axonal, estudiamos las cinéticas de la

exocitosis y la [Ca®'];

usando registros opticos simultaneos de los colorantes FM4-64
(una analogo del FM1-43 cuya banda de emision se encuentra en rojo) y Fluo-4 con

microscopia confocal (Figura 5). Las imagenes se adquirieron cada 2 segundos.

En el axon de las neuronas de Retzius, un tren de estimulacion a 1 Hz 6 20 Hz
produjo una secuencia de dos incrementos transitorios en la [Ca®'];, cada uno con
diferente cinética y efecto sobre la exocitosis. El primer transitorio consistio en una
espiga rapida asociada con la estimulacion eléctrica (marcado como 1 en la Figura 5).

El segundo fue mas lento y de mayor duracién (marcado como 2 en la Figura 5). Este
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segundo transitorio inicié durante el intervalo dinamico de la exocitosis y decayé

cuando la exocitosis estaba por terminar.

Figura 5.- Dinamica de la [Ca2+]i y de la exocitosis en respuesta a diferentes frecuencias de
estimulacion. Cinéticas representativas de la fluorescencia de FM4-64 (Exocitosis) y de Fluo-4 (Calcio)
en respuesta a la estimulacion a 1 Hz (trazos superiores) 6 20 Hz (trazos inferiores). La sefial de ca®
comienzé con un transitorio rapido (marcado con el numero 1) que ocurrié en respuesta a la estimulacion
eléctrica (la flecha roja indica el momento en el que se aplicéd el tren de estimulacion). El segundo
componente de la sefial de Ca?* fue un incremento lento y grande (marcado con el numero 2) que
comenzo después del inicio del incremento de fluorescencia de FM4-64 (marcado en azul para 1 Hz y en

gris para 20 Hz) y se desarroll6 durante toda la duracion de la exocitosis.
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Resultados previos obtenidos por nuestro grupo de trabajo mostraron que en el
soma de las neuronas de Retzius ocurren dos transitorios de calcio similares en
respuesta a la estimulacion a 20 Hz. Estos resultados sugieren también que el
transitorio rapido de calcio (marcado como 1 en la Figura 5), que ocurre en respuesta
a la estimulacion eléctrica, es necesario para que las vesiculas que se encuentran
alejadas de la membrana se movilicen y puedan liberar su contenido. Es por ello que
posteriormente analizaremos con profundidad este transitorio, analizando las fuentes

que lo componen y su dependencia de la frecuencia de estimulacién.

Por otro lado, nuestro trabajo previo ha mostrado que en el soma de estas
neuronas el transitorio lento es producido por un mecanismo de retroalimentacion
positiva activado por la serotonina liberada mediante su unidn a autorreceptores
acoplados a la fosfolipasa C, que activan la produccion de IP3. Esto produce la
liberacién de calcio de depdsitos intracelulares submembranales, lo cual permite la
fusién de las vesiculas que van llegando a la membrana (Leon-Pinzon et al., 2014).
Este mecanismo de retroalimentacion positiva es necesario para sostener la exocitosis
por periodos prolongados como los que se muestran aqui y asegura que todas las
vesiculas que se movilizaron hacia la membrana se fusionen con ésta y liberen su

contenido.

Caracteristicas del transitorio lento de Ca®" a distintas frecuencias de estimulacién y

su contribucién en la exocitosis.

A diferencia del soma, donde la estimulacién a 1 Hz produjo un incremento
transitorio rapido de calcio pero no el transitorio de calcio lento ni exocitosis (Leon-
Pinzon et al., 2014), en el muAdn axonal la estimulacion a esta frecuencia si activd un
transitorio de calcio lento asociado a la respuesta secretora, ademas del transitorio
rapido asociado al tren de estimulacion. La estimulacion a 20 Hz, por otro lado,
produjo un transitorio rapido y uno lento de calcio y dos fases de subida en la
fluorescencia de FM4-64 que reflejan dos fases de secrecion, tanto en el soma (Leon-

Pinzon et al., 2014) como en el mufién axonal (Figura 5 trazo gris).

Las vesiculas mas alejadas de la membrana presentes en el axén si requieren
de la estimulacion a frecuencias altas para su movilizaciéon y posterior fusiéon. La
acumulacion de calcio producida por la estimulacion repetitiva a altas frecuencias
activa el mecanismo de liberacion de calcio inducida por calcio, presumiblemente a

partir del reticulo endoplasmico presente en los axones (para revision ver Gonzalez y
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Couve, 2014), permitiendo que el transitorio rapido de calcio se amplifique y se
propague, lo que permite la movilizacion de la poza de vesiculas que se encuentra
alejada de la membrana plasmatica.

Dado que la duracidén de la exocitosis en el axéon (tanto en respuesta a la
estimulacion tanto a 1 Hz como a 20 Hz) son mucho mayores que el tiempo que dura
el transitorio rapido de calcio (36.69 + 1.76 s), analizamos la posibilidad de que, al
igual que en el soma, la exocitosis por largos tiempos sea sostenida por el transitorio
lento de calcio. Para ello analizamos las cinéticas de la exocitosis y de la [Ca®*"] en
respuesta a diferentes frecuencias de estimulacion (1 Hz y 20 Hz) en el mufidn axonal
en neuronas incubadas con una combinacion de rianodina (10pM) y tapsigargina
(1.6uM), que vacia los depdsitos intracelulares de calcio.

En neuronas incubadas con esta combinacion de farmacos la estimulacion a 1
Hz, produjo un incremento en la fluorescencia de FM1-43 con una fase dinamica de
solamente 30.25 + 6.94 s (Figura 6A, trazo rojo), mientras que en condiciones control
la duracion de la exocitosis fue de 71.11 £ 7.42 s (Figura 6A trazo azul). Las neuronas
estimuladas a 20 Hz e incubadas con los mismos farmacos tuvieron una cinética de
exocitosis que durd solo 29.53 + 6.36 s (Figura 6B, trazo rojo), mientras que en
condiciones control la duracion de la exocitosis fue de 281.60 + 11.19 s (Figura 6B,
trazo gris). Como se puede apreciar, cuando se vaciaron los depdésitos intracelulares
de Ca®, la duracién de la secrecién fue la misma, independientemente de la
frecuencia de estimulaciéon. La secrecion en estas condiciones durd unicamente el
tiempo que durd el transitorio rapido de calcio (36.69 + 1.76 s), que fue el unico tiempo

en que el calcio en el citoplasma permanecié elevado (Figura 6C).
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Figura 6.- El vaciamiento de los depdsitos intracelulares acorta la secrecion a ambas frecuencias
de estimulacion (1 y 20 Hz). Comparacion de la duracion de la fluorescencia de FM1-43 en neuronas
incubadas con rianodina + tapsigargina, estimuladas a 1 Hz (inciso A, trazo color rojo) 6 a 20 Hz (inciso B,
trazo color rojo) y neuronas en ausencia de farmacos estimuladas a 1 Hz (inciso A, trazo color azul) 6 a
20 Hz (inciso B, trazo color gris). Las flechas indican el momento en que se alcanza una meseta,
marcando el final de cada fase de exocitosis en cada cinética. C) Promedio de la duracion de la exocitosis
en respuesta a la estimulacién a cada frecuencia (1 Hz y 20 Hz) en condiciones control (azul, 1 Hz; gris,
20 Hz) y en presencia de rianodina + tapsigargina (rojo). Cuando se vaciaron los depésitos intracelulares
de calcio la exocitosis durd lo mismo independientemente de la frecuencia de estimulacién. Los

asteriscos muestran diferencias significativas (n=6 células para cada grupo).

Ademas del acortamiento de la duracion de la exocitosis, cabe hacer enfasis
que en las neuronas estimuladas a 20 Hz incubadas con rianodina + tapsigargina,

desaparecié la segunda fase de exocitosis al desaparecer el transitorio lento de Ca*
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(Figura 7). La primera fase de exocitosis no desaparecid, aunque si se hizo mas corta
como se muestra con mayor detalle en la Figura 6. Estos resultados sugieren que el
mecanismo de retroalimentacion positiva es necesario para sostener la exocitosis por

periodos prolongados.

Ademas en respuesta a la estimulacién a 20 Hz, la liberacién de Ca** de los
depdsitos intracelulares no solo asegura que todas las vesiculas que se movilizaron se
fusionen, sino que también permite que durante el transitorio rapido de calcio la sefial
de calcio se propague hacia el centro del axdén, permitiendo la movilizacion de
vesiculas que se encuentran alejadas de la membrana plasmatica axonal produciendo

la segunda fase de exocitosis.

Figura 7.- La segunda fase de exocitosis en neuronas estimuladas a 20 Hz depende del transitorio
lento de Ca®". Cinéticas representativas de la fluorescencia de FM4-64 (Exocitosis) y de Fluo-4 (Calcio)
en una neurona incubada con rianodina + tapsigargina y estimulada a 20 Hz. La flecha con el numero 1
sefala el primer componente de la sefal de Ca®'. El segundo componente de esta sefial (marcado con el
numero 2) y el segundo incremento de FM4-64 desaparecen al vaciar los depdsitos intracelulares de Ca®"

con esta combinacion de farmacos.

Recapitulando, el transitorio de calcio rapido que se produce en respuesta a la
estimulacién a 20 Hz permite la movilizacién de la poza de vesiculas que se encuentra

alejada de la membrana plasmatica. Posteriormente, el mecanismo de
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retroalimentacion positiva que activa la serotonina liberada permite que las vesiculas
que estaban cerca de la membrana plasmatica se fusionen con ésta y liberen su
contenido, alargando asi la primera fase de exocitosis y ademas permite que la poza
de vesiculas distante que se movilizé hacia la membrana pueda fusionarse también,
produciendo una segunda fase de exocitosis. En respuesta a la estimulaciéon a 1 Hz no
ocurre la liberacion de calcio inducida por calcio en respuesta al tren de estimulacion
eléctrica, por lo que se activa unicamente la primera fase de exocitosis, sostenida por

la retroalimentacion positiva.

En el soma de las neuronas de Retzius mostramos previamente que es el
transitorio rapido de Ca*" el que determina el nimero de vesiculas que se movilizan
hacia la membrana plasmatica, por lo que a su vez de forma indirecta determina el
numero de vesiculas que van a poder liberar su contenido (Leon-Pinzon et al., 2014).
Es por ello que fue de nuestro particular interés estudiar con detalle los elementos que
componen este transitorio de calcio y su importancia en la liberacién extrasinaptica en

el axon.

Caracteristicas del transitorio rapido de Ca** a distintas frecuencias de estimulacion.

Para poder estudiar en detalle el transitorio rapido de Ca*" asociado con la
actividad eléctrica, adquirimos secuencias de imagenes con un intervalo de 100 ms
entre ellas, y analizamos los incrementos en la fluorescencia del Fluo-4 tomando
como regién de interés a todo el mufion axonal (incremento global).

El transitorio rapido de Ca?* producido por la estimulacion a 1 Hz ocurrié
unicamente en areas cercanas a la membrana, principalmente en la punta del mufién
axonal (Figura 8B panel izquierdo) y consistid en una sucesiéon de 10 picos (Figura
8C, trazo verde), cada uno acoplado a un potencial de accion en el tren, con un tiempo
al pico de 100 ms (cabe aclarar que la resolucion esté limitada por el intervalo de 100
ms del muestreo de imagenes, esta resolucion nos permitid resolver para esta
frecuencia los incrementos en respuesta a cada impulso). El incremento maximo de
fluorescencia alcanzado por este transitorio ocurrié después del ultimo impulso y fue
de 767 + 113% sobre la basal, (Figura 8C’). A partir de este punto la sefial de Ca®*
decay6 exponencialmente con una constante de tiempo de 8.3 + 0.98 s (Figura 8D y
D’; n= 6 células).

En contraste, el transitorio rapido de Ca®* producido por un tren a 20 Hz se

propagd de manera retrograda y hacia el centro del axén (Figura 8B panel derecho).
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Este transitorio comenzo al inicio de la estimulacién y alcanzé su maxima amplitud 600
ms después del inicio del tren (Figura 8C). Su amplitud al pico fue 1716 + 188% por
encima de la fluorescencia basal, que es el doble de la amplitud obtenida en respuesta
a la estimulacion a 1 Hz (Figura 8C"; n= 6 células), y su caida se ajusté6 a dos
exponenciales con constantes de tiempo de 3.6 +1s y 9.1+ 1.22 s (Figura 8Dy D";
n= 6 células). La segunda constante de tiempo es similar a la de la caida del transitorio
producido por la estimulacion a 1 Hz, mientras que la primera es mas rapida, lo cual
podria indicar que a 1 Hz se activan mecanismos de amortiguamiento pasivo, mientras
que a 20 Hz se activa ademas un mecanismo activo como pueden ser ATPasas que
sacan al calcio de la célula o incluso se podria tratar de la mitocondria.

Debido a que las altas concentraciones de calcio son toxicas para las células,
existen como se mencion6é anteriormente diversos mecanismos enddgenos de

amortiguamiento que permiten controlar la [Ca?'];.

La amplitud diferencial del transitorio
rapido de Ca?* en funcién de la frecuencia podria deberse a diferencias en los
mecanismos de remocion que se activan dado el curso temporal de cada una de las
sefiales. A 1 Hz ocurre remocién después de cada uno de los incrementos de Ca®" en
respuesta a cada impulso, mientras que para 20 Hz ocurre so6lo remocion después del
unico transitorio rapido que se produce. Por tal razén, para calcular el flujo real de
calcio hacia el citoplasma en respuesta a la estimulacion a cada frecuencia utilizamos
un anélisis que permite calcular la remocién de Ca®* a partir de la fase de la caida de
la sefial y restarsela a la sefial completa de Ca?*, para quedarnos Unicamente con el
flujo acumulado de calcio hacia el citoplasma (Figura 8E). El flujo acumulado hacia el
citoplasma en respuesta a un tren a 20 Hz fue 30% mayor que en respuesta a un tren

a 1 Hz (Figura 8E" n=6 células).

El hecho de que exista una diferencia en el flujo acumulado hacia el citoplasma
en respuesta a diferentes frecuencias aun quitando la remocion del calcio, sugiere que
en respuesta a la estimulacién a 20 Hz se activa una fuente de calcio adicional a las
que se activan a 1 Hz. Ya que la entrada de calcio por los canales sensibles a voltaje
en respuesta a un impulso es siempre la misma, posiblemente a 1 Hz se active
principalmente la entrada de calcio transmembranal, y a 20 Hz se active ademas la
liberacion de calcio inducida por calcio de los depdésitos intracelulares, produciendo un

incremento mayor en la [Ca®];
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Figura 8.- El incremento en la [Ca2+]i depende de la frecuencia de estimulacion. A) Imagenes de luz
transmitida de una neurona de Retzius enfocada con un objetivo 40X (panel izquierdo) 6 con un objetivo
100X (panel derecho). Al utilizar el objetivo de 100X las imagenes se centran Unicamente en el mufién
axonal. B) Gréficas de superficie del aumento de fluorescencia en el mufidn axonal de una neurona
estimulada con un tren de diez impulsos a 1 Hz (panel izquierdo) 6 20 Hz (panel derecho). Los ejes Xy Y

corresponden al area de adquisicion de las imagenes y el eje Z es el valor de la intensidad de la
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fluorescencia (dF/F) en cada pixel. C) Cinéticas de la fluorescencia de Fluo-4 (promedio de toda el area
del mufién) en respuesta a la estimulacion con un tren de 10 impulsos a 1 Hz (verde) 6 20 Hz (morado).
C’) Promedio de la amplitud maxima de la fluorescencia de Fluo-4 por encima de la fluorescencia basal
para cada frecuencia de estimulacion (n=6 células). D) Ajustes exponenciales (marcados en rojo) a las
caidas de las cinéticas mostradas en C. D") Constantes de tiempo de caida para las cinéticas de
fluorescencia de neuronas estimuladas a 1 Hz y 20 Hz. Las neuronas estimuladas a 20 Hz presentan dos
constantes de tiempo de caida, una similar a la que se obtiene a 1 Hz y otra mas rapida. E) Cinéticas del
flujo acumulado de calcio hacia el citoplasma en respuesta a la estimulacion a 1 Hz (verde) 6 20 Hz
(morado). La remocion de calcio desde el citoplasma se calculd a partir de la fase de caida y se rest6 de
la sefial entera (ver métodos). E") Promedio del flujo maximo de calcio hacia el citoplasma (n=6 células).
El flujo de calcio hacia el citoplasma en respuesta a un tren a 20 Hz fue mayor que en respuesta a 1 Hz.
Los asteriscos muestran diferencias significativas. Cada célula fue estimulada a 1 y 20 Hz para poder

analizar y comparar las respuestas de la misma célula en funcion de la frecuencia de estimulacion.

De forma complementaria a los resultados previos, durante el analisis que
elimina la remocion del calcio observamos que al obtener la derivada de la caida en
funcion del tiempo y graficarla en funcion de la [Ca®*];, la respuesta a la estimulacion a
1 Hz se ajusta a una ecuacion lineal (Figura 9, panel izquierdo), mientras que la
respuesta a una estimulacion a 20 Hz se ajusta mejor a una suma de potencias
(Figura 9, panel derecho). Esto es consistente con lo que habiamos mostrado
anteriormente con los ajustes a una o dos exponenciales, lo que sugiere nuevamente
dos posibles mecanismos de amortiguamiento. Estos resultados podrian también
mostrar de forma indirecta que en respuesta a 20 Hz se esta activando una fuente
alterna de calcio, que no se activa en respuesta a la estimulaciéon a 1 Hz, y esto
provoca a su vez que se active mas de un mecanismo de amortiguamiento o remocién

de calcio.

Figura 9.- La velocidad de remocion del ca* depende de la [Ca2+]i, que a su vez depende de la

frecuencia de estimulacién. La derivada de la caida de la fluorescencia de Fluo-4 en funcién de la
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[ 2+]i en respuesta a una estimulacion a 1 Hz (panel izquierdo) se ajusta a una funcién lineal pero en

respuesta a una estimulacion a 20 Hz se ajusta a una suma de potencias (panel derecho).

Recapitulando, la estimulacién con 10 impulsos a 20 Hz produjo un incremento

significativamente mayor tanto en la amplitud de la [Ca®]

como en el flujo acumulado
de calcio hacia el citoplasma, que el mismo numero de impulsos a una frecuencia de 1
Hz. El flujo acumulado de calcio hacia el citoplasma guarda una relacion altamente no-
lineal con el nimero de impulsos, dependiendo de la frecuencia de estimulacién, lo
que indica que es probable que a 20 Hz se esté activando una fuente de calcio
adicional a las que se activan a 1 Hz. Por ello estudiamos la participacién de la
liberacion de calcio inducida por calcio como una posible fuente alterna que se activa

en respuesta a la estimulacion a 20 Hz.

Participacion de la liberacion de calcio inducida por calcio en el transitorio rapido de
Ca2+.

“1

El incremento supralineal en la [Ca“"]; que origina el transitorio rapido a 20 Hz,

a diferencia del tren a 1 Hz (Figura 8) sugiere que la suma de la entrada de Ca*
transmembranal ante la estimulacion a 20 Hz activa la liberacién de Ca?* de depdsitos

intracelulares.

Para investigar si la liberacion de calcio inducida por calcio en el mufidén axonal
se activa preferentemente ante la estimulacién a altas frecuencias, vaciamos los
depdsitos intracelulares de calcio incubando a las células con una combinacién de
rianodina (10uM) y tapsigargina (1.6uM) 6 bloqueamos los receptores de rianodina
utilizando dantroleno (10uM).

Para realizar los experimentos con rianodina + tapsigargina se incubaron las
células con estos dos farmacos durante 30 minutos antes de estimularlas. Como se
explicd en la seccion de métodos, para estos experimentos fue necesario aplicar un
primer tren de estimulacién para abrir los receptores de rianodina (porque el sitio de
unién a la rianodina se encuentra al interior del receptor), y observar el efecto en
respuesta a un segundo tren de estimulacion que produjimos 5 minutos después del

primero.

Al vaciar los depdsitos intracelulares de calcio con una combinacién de

rianodina y tapsigargina se produjo una disminucion de 54.58 + 4.2 % (Figura 10C,
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], global en respuesta a la estimulacién a 20 Hz, pero no

panel inferior, n=6) en la [Ca
a 1 Hz (Figura 10C, panel superior). Ademas, la caida del transitorio de calcio
producido a 20 Hz en presencia de estos farmacos se ajustd a una sola exponencial, a
diferencia de la condicion control, en la que la caida tuvo un comportamiento bi-
exponencial y de igual forma la derivada de la caida graficada en funcién de la
concentracién de calcio se ajusté a una funcién lineal tal y como ocurre ante una
estimulacion a 1 Hz aunque las células fueron estimuladas a 20 Hz (los datos no se

muestran).
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Figura 10.- El bloqueo de la liberacién de calcio inducida por calcio de los depdsitos intracelulares
disminuye la [Ca®"]; ante la estimulacién a altas frecuencias. Efecto de la combinacion de rianodina

2+]i en el mufidn axonal ante la estimulacién a

(10 yM) y tapsigargina (1.6 pM) sobre el aumento de la [Ca
1 6 20 Hz. A) Imagenes de transmision de una neurona de Retzius enfocada con un objetivo 40X (panel
izquierdo, barra escala 20 ym) é con un objetivo 100X (panel derecho, barra escala 5 uym). Al utilizar el
objetivo de 100X las imagenes se centran Unicamente en el muiidén axonal. B) Graficas de superficie del
aumento de la fluorescencia en el mufidn axonal de una neurona estimulada a 1 Hz (panel superior) 6 20
Hz (panel inferior) en ausencia (control; panel izquierdo) o presencia (panel derecho) de rianodina +
tapsigargina (B). Los ejes X y Y corresponden al area de adquisicién de las imagenes y el eje Z es el valor
de la intensidad de la fluorescencia (dF/F). C) Cinética de la fluorescencia (promedio de toda el area del
mufién) en respuesta a la estimulacién en ausencia (1Hz, trazo color verde; 20 Hz, trazo color morado) y
en presencia de rianodina + tapsigargina (trazos color rojo). D) Flujo acumulado de calcio hacia el
citoplasma en respuesta a la estimulacion en ausencia (1 Hz, trazo color verde; 20 Hz, trazo color
morado) y en presencia de rianodina + tapsigargina (trazos color rojo). Los trazos fueron normalizados al

pico de la respuesta en condiciones control.

Para confirmar que los depdsitos intracelulares de calcio estaban vacios, en
estos experimentos, después de los trenes de estimulacion eléctrica aplicamos cafeina
(10 mM), que abre los receptores de rianodina, y no observamos incremento en la
[Ca®']; en respuesta a la cafeina (Figura 11). Sin embargo, al aplicar nuevamente un

2\, similar al

tren de estimulacion eléctrica a 20 Hz se observé un incremento en la [Ca
observado en respuesta al tren de estimulacion anterior. Esto muestra que el
tratamiento con rianodina y tapsigargina elimina la fuente de calcio de los depdsitos
intracelulares, pero la entrada de calcio transmembranal a través de los canales

dependientes de voltaje sigue activandose en respuesta a la estimulacion eléctrica.

Figura 11.- Laincubacién con rianodina + tapsigargina vacia los depdsitos intracelulares de calcio.
Neuronas incubadas con rianodina + tapsigargina no presentan un incremento en la [Ca2+]i en respuesta a

la estimulacion con cafeina (trazo color negro).
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Por otra parte, en respuesta a la estimulacion a 20 Hz la sefial de calcio se
propagé de manera retrograda hacia el centro del muidén axonal en condiciones
control, pero se restringié a las areas cercanas a la membrana cuando se vaciaron los
depositos intracelulares con la combinacion de rianodina + tapsigargina (Figura 10B
panel inferior y Figura 17A, trazo rojo). Esto sugiere que la liberacion de calcio
inducida por calcio no sélo incrementa la concentracion de calcio, sino que ademas

contribuye a su propagacion.

De forma paralela, realizamos experimentos con neuronas en condiciones
control (en ausencia de farmacos), a las que les aplicamos 4 trenes de estimulacion a
1 Hz 6 20 Hz con un intervalo de 5 minutos entre ellos. El incremento transitorio en la
[Ca®], en respuesta a cada una de estas estimulaciones no fue significativamente
distinto (Figura 12), lo cual muestra que la disminucién en la amplitud del transitorio
rapido de calcio observada en neuronas estimuladas a 20 Hz en los experimentos con
rianodina y tapsigargina se debe al vaciamiento de los depdsitos intracelulares y no al

blanqueo del indicador de calcio o a un deterioro de las células.

Figura 12.- La disminucién en [Ca2+]i en neuronas incubadas con rianodina + tapsigargina no es
producido por blanqueo del indicador de calcio ni por deterioro en las células. El incremento en la
[Ca2+]i es similar en respuesta a cuatro trenes consecutivos de impulsos a 1 Hz (izquierda) o 20 Hz
(derecha) en ausencia de farmacos, con un intervalo de cinco minutos entre cada uno. Se utilizaron

grupos independientes de células para cada frecuencia de estimulacion.

Para los experimentos con dantroleno, después de observar el incremento en
la [Ca®']; en respuesta a un tren de estimulacién a 1 6 a 20 Hz en condiciones control,
se agrego el farmaco al medio extracelular y se volvié a estimular 5 minutos después

de la aplicacion. El bloqueo de los receptores de rianodina con dantroleno produjo una
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disminucion de 48.58 + 4.9 % en la [Ca*"], en respuesta a la estimulacién a 20 Hz
(Figura 13, trazo naranja), pero no a 1 Hz (los datos no se muestran), similar a lo que
ocurre al vaciar los depositos con rianodina y tapsigargina. Sin embargo los
experimentos con dantroleno ofrecen la ventaja de poder lavar el farmaco del medio
extracelular y observar la recuperacion en la amplitud del transitorio al 87.65 + 5.88 %
de la respuesta antes de la aplicacion del farmaco (Figura 13, trazo verde aqua),
mostrando que la disminucion observada en presencia de dantroleno no se debié al

deterioro de las neuronas ni al blanqueo del colorante.

Figura 13.- El blogueo de los receptores de rianodina con dantroleno es reversible. La incubacion
con dantroleno produjo una disminucién del transitorio de Ca*" de 48.58 +4.9 % (trazo color naranja), que
se revirtd después de lavar el farmaco, recuperandose la respuesta en un 87.65 + 5.88 % (trazo color

verde aqua).

Estos resultados sugieren que la actividad eléctrica a bajas frecuencias activa
principalmente la entrada de Ca?* transmembranal, mientras que el disparo a altas
frecuencias (20 Hz) activa ademas la liberacion de calcio inducida por calcio, lo cual
contribuye significativamente al incremento en el flujo de calcio hacia el citoplasma y a
su propagacion por el axoplasma. Presumiblemente, la acumulacién de calcio en
respuesta a la actividad eléctrica a altas frecuencias permite su difusion hacia los
depdsitos intracelulares, donde puede activar el mecanismo de liberacion de calcio

inducida por calcio mediado por los receptores de rianodina.
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Participacion de los canales de calcio tipo L en el transitorio rapido de Ca*".

Por su localizacién, la exocitosis de vesiculas electrodensas estd muy asociada
a la actividad de los canales de calcio sensibles a voltaje tipo L (Mansvelder and Kits,
2000; Trueta et al., 2003), ya que estos canales se encuentran ubicados en sitios
extrasinapticos, donde liberan su contenido las vesiculas electrodensas. Por tal razon
estudiamos la participacion de estos canales en el transitorio rapido de Ca®* y su

contribuciéon en la exocitosis en neuronas estimuladas a 20 Hz.

Para analizar la participacion de los canales de calcio tipo L bloqueamos estos
canales utilizando nimodipina (10uM) y estimulamos a las neuronas con un tren de
impulsos a 20 Hz. En estas condiciones la amplitud del transitorio rapido de calcio
disminuy6 en 38.41 + 4.28% con respecto a la obtenida en ausencia de nimodipina
(Figura 14). El hecho de que el transitorio de calcio no se abolid por completo en
presencia de nimodipina, sugiere que ademas de los canales tipo L hay otros tipos de
canales de calcio sensibles a voltaje que permiten la entrada de calcio en respuesta a
la estimulacion, los cuales podrian estar ubicados presumiblemente en las zonas
activas cercanas. Como era de esperarse, al anadir cadmio (0.2 mM) al medio
extracelular para bloquear por completo los canales de calcio sensibles a voltaje, se
bloqued por completo el incremento en la [Ca®*] (Figura 15, n=6) asi como la

exocitosis en respuesta a la estimulacioén a 20 Hz (los datos no se muestran).

A pesar de la disminucion en la amplitud de la [Ca®'] en presencia de
nimodipina, la sefal se propagd de forma retrograda hacia el interior del mufidn axonal
(ver Figura 14B y Figura 17A, trazo color vino), sugiriendo que a pesar de no activarse

los canales tipo L se sigue activando la liberacion de calcio inducida por calcio.
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Figura 14.- El bloqueo de la entrada de calcio a través de los canales tipo L con nimodipina
disminuye la [Ca®"]; ante trenes de estimulacién a 20 Hz. Efecto de la nimodipina sobre el aumento de
[Ca2+]i en el mufidn axonal ante la estimulacion a 20 Hz. A) Imagenes de transmisién de una neurona de
Retzius enfocada con un objetivo 40X (panel izquierdo, barra escala 20 um) 6 con un objetivo 100X (panel
derecho, barra escala 5 uym). B) Graficas de superficie del aumento de fluorescencia en el mufién axonal
de una neurona estimulada con un tren de diez impulsos a 20 Hz en ausencia (control) o presencia de
nimodipina (10 uM). Los ejes X y Y corresponden al area de adquisicion de las imagenes y el eje Z es el
valor de la intensidad de la fluorescencia (dF/F). C) Cinéticas de la fluorescencia (promedio de toda el
area del mufidn) en respuesta a la estimulacién en ausencia (control, trazo morado) y en presencia de
nimodipina (trazo color vino). D) Flujo acumulado de calcio hacia el citoplasma en respuesta a la
estimulacion en ausencia (control, trazo color morado) y en presencia de nimodipina (trazo color vino).

Los trazos fueron normalizados al pico de la respuesta en condiciones control.
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Figura 15.- El bloqueo de los canales de calcio sensibles a voltaje con cadmio abole el incremento
en la [Ca®"]; ante trenes de estimulacion a 20 Hz. Efecto del cadmio sobre el aumento de [Ca®'] en el
mufién axonal ante la estimulacion a 20 Hz. A) Imagenes de transmision de una neurona de Retzius
enfocada con un objetivo 40X (panel izquierdo, barra escala 20 pm) 6 con un objetivo 100X (panel
derecho, barra escala 5 uym). B) Graficas de superficie del aumento de fluorescencia en el mufiéon axonal
de una neurona estimulada con un tren de diez impulsos a 20 Hz en ausencia (control) o presencia de
cadmio (0.2 mM). Los ejes X y Y corresponden al drea de adquisicion de las imagenes y el eje Z es el
valor de la intensidad de la fluorescencia (dF/F). C) Cinéticas de la fluorescencia (promedio de toda el
area del mufién) en respuesta a la estimulacién en ausencia (control, trazo morado) y en presencia de
cadmio (trazo rosa). D) Flujo acumulado de calcio hacia el citoplasma en respuesta a la estimulacion en
ausencia (control, trazo morado) y en presencia de cadmio (trazo rosa). Los trazos fueron normalizados al

pico de la respuesta en condiciones control.

Estos resultados sugieren que en respuesta a la estimulacion a 20 Hz se
activan mas de dos fuentes de Ca®', a saber: canales de calcio tipo L, canales de
calcio sensibles a voltaje No-L y la liberacién de calcio de los depdsitos intracelulares,
siendo esta ultima la mas importante y no los canales sensibles a voltaje tipo L, como

sucede en otros sitios de secrecidn extrasinaptica. Ademas los resultados sugieren
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que en ausencia de la activacion de los canales tipo L, la entrada de calcio por otros
tipos de canales sensibles a voltaje, posiblemente sinapticos, también activa la

liberacion de Ca®" de los depésitos intracelulares.

Figura 16.- Existen mas de dos fuentes de ca® participando en el incremento de [Ca2+]i en
respuesta a una estimulacién a alta frecuencia (20 Hz). Promedio de la amplitud maxima de la [CaZ+]i
en respuesta a la estimulacion a 1 y 20 Hz, en condiciones control y en presencia de los farmacos que
bloquean las diferentes fuentes de Ca®* (n=6 células en cada grupo). Los asteriscos muestran diferencias

significativas para cada condicién respecto a su propio control.

Contribucion de la distintas fuentes de Ca** en la exocitosis.

. Como se traducen las amplitudes de Ca* y la propagacién del Ca®" en la
secrecion? Debido a que los distintos tipos de canales sensibles a voltaje se
encuentran distribuidos de manera diferencial en distintas regiones de las células,

analizamos los incrementos en la [Ca®"]

y la exocitosis en diferentes areas en el
muion axonal y sus cambios en presencia de los farmacos utilizados para bloquear

2+]i se analizo la fluorescencia de Fluo-4 en el

diferentes fuentes de calcio. Para la [Ca
tiempo en que la sefial alcanzd su pico maximo en funcion de la distancia, a lo largo
de un perfil trazado desde la punta del mufién hacia el soma, como se muestra en la

imagen insertada en la Figura 17A.

Para el caso del FM1-43 se tomaron puntos fluorescentes ubicados en la punta
del axon (ejemplificados esquematicamente con circulos sdlidos en la imagen de

transmision insertada en la Figura 17B) 6 en areas laterales del mufién (ejemplificados
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esquematicamente con circulos vacios en la misma imagen), y analizamos las
cinéticas de la fluorescencia en ambas regiones (Figura 17B).

El analisis de la [Ca®"],

en funcion de la distancia desde la punta del muion
axonal en condiciones control, muestra que la sefal de calcio intracelular producida
por la estimulacion a 20 Hz se propagd mas lejos que la producida por la estimulacién
a 1 Hz. Por ejemplo, después de estimular a 1 Hz (Figura 17A, trazo verde), a 30 ym
de la punta ya no hay un incremento considerable de la [Ca®]; en contraste, después
de estimular a 20 Hz (Figura 17A, trazo morado) a la misma distancia todavia hay un
incremento del 50 % del que ocurre en la punta del mufién axonal.

Ademas este analisis muestra que durante las primeras 5 ym existe una
amplificacion en la sefial de calcio intracelular en respuesta a una estimulacion a 20
Hz, la cual probablemente es producida por la liberacion de calcio de depdsitos
intracelulares como el reticulo endoplasmico. Estos resultados sugieren nuevamente
que la estimulacién a 20 Hz activa una fuente adicional de calcio, que no se activa a 1

Hz, y que permite que el incremento en la [Ca®"];

se propague.

Las cinéticas de secrecion no fueron distintas en la punta y en sitios laterales
del mundn axonal a la misma frecuencia de estimulacion (1 6 20 Hz) en condiciones
control (Figura 17B, trazos grises para 20 Hz; trazos azules para 1 Hz). Las cinéticas
de la fluorescencia de FM1-43 en respuesta a la estimulacién a 1 Hz presentan, como
se habia mostrado previamente, una fase de exocitosis, mientras que las cinéticas en
respuesta a 20 hz presentan dos fases de exocitosis, en ambas regiones.

Al analizar la [Ca®"];

en neuronas incubadas con rianodina + tapsigargina y
estimuladas a 20 Hz, observamos que se abolidé la amplificacion y la propagacién del
transitorio hacia el interior del axén (Figura 17A, trazo rojo). En estas condiciones la
[Ca®], se propagd de manera similar a la producida cuando las neuronas fueron
estimuladas a 1 Hz. El vaciamiento de los depdésitos intracelulares, disminuyd la
amplitud de la primera fase de incremento en la fluorescencia de FM1-43 y aboli6 la
segunda, tanto en las areas de la punta como en areas laterales del mufén axonal de
neuronas estimuladas a 20 Hz (Figura 17 B, trazo rojo circulos sélidos para areas de la
punta y circulos vacios para las areas laterales). El incremento en la fluorescencia de
FM1-43 en estas condiciones fue similar al observado ante una estimulacion a 1 Hz

(Figura 17B, trazos azules).

2+]i en funcion de la distancia en neuronas

Por otra parte, al analizar la [Ca
estimuladas a 20 Hz en presencia de nimodipina, podemos observar que aunque la
[Ca®']; que se alcanzé fue menor que en condiciones control, la sefal se sigui6

propagando de manera retrégrada hacia el interior del mufidon axonal (Figura 17A,
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trazo vino). Las cinéticas de la fluorescencia de FM1-43 en neuronas estimuladas con
trenes a 20 Hz tratadas con nimodipina, mostraron que el bloqueo de los canales tipo
L disminuyo 64.14 + 3.84 % la amplitud de la segunda fase de secrecion en areas
laterales del muidn axonal (Figura 17B, trazos vino con circulos vacios). Sin embargo,
en la punta del muidn el bloqueo de los canales tipo L con nimodipina produjo
unicamente una disminucién del 44.67 + 2.55 % en la amplitud de la segunda fase de
secrecién (Figura 17, trazo vino con circulos solidos). Esto sugiere que en la punta del
mufidn axonal, cerca de las zonas activas sinapticas, la presencia de canales de Ca®*
no-L contribuyen en mayor medida a la entrada de Ca* y a la exocitosis
extrasinaptica. Algo que también es importante hacer notar es que las cinéticas de
exocitosis en presencia de nimodipina presentaron un retraso de 22.33 + 4.96 s en el
inicio de la fase dinamica del incremento de la fluorescencia, sin importar la
localizacién de las areas analizadas (Figura 17B, marcado con una flecha roja). Esto
podria deberse a que los canales de calcio tipo L se encuentran mas cerca de las
vesiculas electrodensas en sitios extrasinapticos, que los no-L presentes en zonas
activas, y al bloquear los canales tipo L el Ca®" que entra por otros canales mas
alejados de las vesiculas electrodensas requiere difundir hasta éstas, lo cual lleva mas

tiempo.
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Figura 17.- La amplitud y la propagacion de la [Ca®"];

2+]i

en respuesta a la estimulacion eléctrica,
determinan la dinamica de secrecion. A) [Ca“’] en funcion de la distancia en condiciones control en
respuesta a la estimulacion a 1 Hz (trazo color verde) y 20 Hz (trazo color morado), o en neuronas
estimuladas a 20 Hz incubadas con rianodina + tapsigargina (trazo color rojo) o con nimodipina (trazo
color vino). La imagen de transmision insertada muestra el perfil que se trazé a lo largo del mufién axonal
para medir la intensidad de la fluorescencia de Fluo-4 en funcion de la distancia desde su punta hacia el
soma. La distancia cero representa la punta. B) Cinéticas de secrecién en condiciones control en
respuesta a la estimulacion a 1 Hz (trazo azul) y 20 Hz (trazo gris) tomando para el analisis areas en la
punta del mufién (circulos solidos) y areas laterales (circulos vacios), o en neuronas estimuladas a 20 Hz
incubadas con rianodina + tapsigargina (trazos rojos, circulos sélidos (punta) 6 circulos vacios (laterales))
0 en presencia de nimodipina (trazos vinos, circulos sélidos (punta) 6 circulos vacios (laterales)). Las
cinéticas en presencia de nimodipina muestran un retraso en el incremento de la fluorescencia, marcado
con una flecha roja. En la imagen de transmision insertada se muestra como se tomaron las areas en la

punta y las areas laterales para medir la intensidad de la fluorescencia de FM1-43.

En conjunto, nuestros resultados sugieren que en respuesta a la estimulacién a
1 Hz dunicamente se activa la entrada de calcio por canales sensibles a voltaje, por lo
que la propagacion del calcio es limitada y sélo puede liberar su contenido la poza de
vesiculas que se encuentra cercana a la membrana plasmatica (por ello la cinética de
secrecion muestra un incremento).

En respuesta a 20 Hz la sefial de Ca®* se amplifica y propaga gracias a la
liberacion de calcio inducida por calcio, lo que permite movilizar a las tres poblaciones
vesiculares para liberar su contenido (por lo que la cinética de secrecion muestra 2

incrementos). Si se estimula a la neurona a 20 Hz pero se vacian o bloquean los
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dep6sitos intracelulares de Ca®" ocurre tnicamente la entrada de Ca®* por canales de
Ca* sensibles a voltaje y entonces, al igual que con la estimulacién a 1 Hz, sélo se
fusionan con la membrana las vesiculas ubicadas muy cercana de ésta (y ocurre
unicamente 1 incremento en la fluorescencia de FM1-43). Por ultimo, la estimulacion a
20 Hz bloqueando los canales tipo L, produce una sefial de Ca®* que se sigue
propagando, aunque menos que en condiciones control, y también con una amplitud
menor, pero se pueden movilizar las 3 poblaciones vesiculares aunque en menor

proporcion.
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Discusioén

En este trabajo mostramos un mecanismo novedoso de secrecion
extrasinaptica de serotonina que ocurre en el axén de las neuronas serotoninérgicas
de Retzius. La secrecion extrasinaptica axonal muestra mecanismos intermedios entre
la secrecidn sinaptica y la extrasinaptica somatica, lo que expande las posibilidades de
comunicacion de una sola neurona serotoninérgica.

La secrecidn extrasinaptica axonal se activa en respuesta a la estimulacion a 1
Hz, que representa una frecuencia baja en comparacion con las necesarias para
activar la secrecion extrasinaptica en el soma, que requiere de la estimulacion a
frecuencias mayores que 5 Hz para activarse (Leon-Pinzon et al., 2014; Trueta et al.,
2003). Esta dependencia de la frecuencia se encuentra fuertemente ligada a la
distancia a la que se encuentran las vesiculas secretoras con respecto a la membrana
plasmatica.

En el axdn encontramos una poza de vesiculas que se encuentra cerca de la
membrana plasmatica, a 70 £ 40 nm, en contraste con el soma, donde la poblacién
mas periférica se ubica a una distancia promedio de 1.5 £ 0.2 ym de la membrana
(De-Miguel et al., 2012). Sin embargo, aunque la cercania de esta poblacion vesicular
a la membrana plasmatica permite que la secrecion extrasinaptica en el axon se active
a bajas frecuencias, es necesaria una estimulacion repetitiva, que permita la
acumulacion y difusion del calcio hasta los sitios donde se encuentran las vesiculas, a
diferencia de lo que ocurre en las terminales sinapticas, donde las vesiculas se
encuentran adosadas a la membrana y pueden fusionarse con ésta incluso en
respuesta a un solo potencial de accion. De igual forma, la importancia de la
distribucion vesicular con respecto a la membrana plasmatica y la dinamica de la
movilizacién de las vesiculas se ve reflejada en la latencia para el inicio de la
secrecion después de la estimulacion eléctrica. La secrecion axonal muestra una
latencia de 15.76 + 6.52 7.6 s, que es mucho menor que la observada en el soma, de
75.4 + 20.3 s (Leon-Pinzon et al., 2014), pero mayor que la latencia en las terminales
presinapticas, que es de unos pocos milisegundos.

La secrecion es un proceso dependiente de calcio, y se requiere de este i6n tanto para
la movilizacién como para la fusion de las vesiculas con la membrana plasmatica. La
entrada de Ca®* a través de los canales sensibles a voltaje es similar a lo largo de
estimulaciones subsecuentes (Ross et al.,, 1987; Stewart et al., 1989). Debido a la
presencia de proteinas amortiguadoras en el citoplasma que se unen al calcio y
dificultan su difusiéon, y a ATPasas que movilizan al calcio fuera del citosol, el

incremento en la concentracién de calcio en respuesta a un impulso eléctrico ocurre
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en un espacio muy limitado y dura poco tiempo (Llinas et al., 1995). En el axén de las
neuronas de Retzius el transitorio rapido de Ca?* en respuesta a una estimulacion a 1
Hz, consistié en una sucesion de 10 picos, cada uno acoplado a un potencial de
accion en el tren. A esta frecuencia, como los potenciales de accion se encuentran
muy separados temporalmente entre si (1 s), la entrada de Ca®" en respuesta a un
potencial de accion practicamente es contrarestada por los mecanimos de
amortiguamiento antes de que ocurra el siguiente potencial de accion. Es por ello que
en respuesta a un tren de estimulacién a 1 Hz, el transitorio de Ca?* en respuesta a
cada impulso no presenta mucha suma temporal. Por el contrario, ante una
estimulacion repetitiva a altas frecuencias (20 Hz), los mecanismos de
amortiguamiento del Ca** son sobrepasados porque la entrada de Ca?* se activa de
manera mas frecuente (cada 50 ms), lo que ocasiona una suma lineal del Ca** que
entra a través de los canales sensibles a voltaje en respuesta a cada impulso,
produciendo un incremento muy rapido en la [Ca®]. Esta alta [Ca®] difunde en el
citoplasma y activa a los receptores de rianodina, activando el mecanismo conocido

como liberaciéon de Ca®* inducida por Ca?*.

Los receptores de rianodina tienen una gran sensibilidad al Ca®, que
incrementa de manera sigmoidal su probabilidad de apertura a concentraciones de
Ca* entre 0.1 y 100 uM (Bezprozvanny et al., 1991). De esta manera, la suma
temporal del Ca®* que entra a través de la membrana plasmatica se suma a su vez a
la salida de Ca* de los depdsitos intracelulares, produciendo una amplificacion y

1], en el axoplasma, que permite la movilizacion de las pozas de

propagacion de la [Ca
vesiculas distantes a la membrana plasmatica. Es por ello que la frecuencia de disparo
determina de manera indirecta el incremento en la [Ca*] y a su vez la dinamica de

exocitosis.

En resumen, en respuesta a bajas frecuencias de estimulacién (1 Hz) se activa
Unicamente la entrada de Ca*" trasmembranal, que produce un incremento en la
[Ca®], de amplitud limitada y restringido a la zona submembranal, por lo que sélo
liberan su contenido las vesiculas que se encuentran cercanas a la membrana
plasmatica. En contraste, la estimulacion repetitiva a altas frecuencias (20 Hz) ademas
de la entrada trasmembranal de Ca®* activa la liberacién de Ca** inducida por Ca*" a
partir de los depdsitos intracelulares. Este mecanismo produce una amplificaciéon y
propagacién del incremento en la [Ca?'];, permitiendo que el Ca? llegue a los sitios en
donde se encuentran las vesiculas alejadas de la membrana plasmatica y produciendo
su movilizaciéon y posterior fusion con la membrana plasmatica para liberar su

contenido.
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Por su localizacién, la exocitosis a partir de vesiculas electrodensas esta
asociada a la actividad de los canales de Ca*" sensibles a voltaje tipo L (Mansvelder
and Kits, 2000; Trueta et al., 2003), ya que estos canales se encuentran ubicados en
sitios extrasinapticos, donde liberan su contenido éstas vesiculas. Resultados previos
de nuestro grupo de trabajo mostraron que la exocitosis a partir de vesiculas
electrodensas en el soma de las neuronas de Retzius depende en su totalidad de la
activacién de los canales de Ca®" tipo L, ya que el bloqueo de estos canales con
nimodipina inhibe por completo la secrecién extrasinaptica en respuesta a la actividad
eléctrica (Trueta et al., 2003). Por el contario, en este trabajo mostramos que en la
exocitosis extrasinaptica en el axén no participan unicamente los canales de Ca** tipo
L, puesto que el bloqueo con nimodipina unicamente disminuyd la secrecion en un
36%, mas no la abolié. Ademas mostramos que aunque se bloqueen los canales de
Ca?* tipo L, la entrada de Ca*" por otros tipos de canales permite que se active el
mecanismo de liberacion de Ca?* de los depésitos intracelulares. Posiblemente estos
otros canales son los que forman parte del complejo de fusién en las terminales

presinapticas (Reuter, 1996).

En nuestras condiciones experimentales de cultivo, las terminales sinapticas se
forman en la punta del muidén del axén primario, lo que nos permite observar mas
claramente la participacion de los canales de Ca? no-L y su contribucién en la
secrecion extrasinaptica axonal. En condiciones fisioldgicas las terminales sinapticas
no se encuentren tan cercanas a esta estructura como en el cultivo; sin embargo, es
posible que el incremento en la concentracién de calcio intracelular y la secrecion
extrasinaptica axonal comiencen en los sitios cercanos a las terminales y
posteriormente éste mecanismo podria irse autoregenerando y propagando a lo largo

de todo el axén mediante la liberacién de calcio inducida por calcio.

Por otra parte, también es importante mencionar que en nuestras condiciones
experimentales de cultivo las células se encuentran aisladas en ausencia de una
contraparte postsinaptica, lo que podria modificar la ubicacién de los canales de Ca®".
Los canales sinapticos podrian estar fuera del sitio tipico y estar localizados mas cerca
de los canales de Ca? tipo L, en sitios extrasinapticos. Ademas, la densidad de
canales en el axon podria variar con respecto a la que hay en condiciones fisiologicas.
En este sentido se ha reportado que las corrientes de cola de Ca** registradas en el
axén de neuronas de Retzius aisladas son tres veces mayores que en el axon de las
neuronas postsinapticas al formar una sinapsis en cultivo (Fernandez de Miguel, et al.,
1992; Cooper, et al., 1992). La disminucion de la densidad de canales en las neuronas

postsinapticas parace participar en el control del crecimiento de neuritas o
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ramificaciones (Cooper, et al., 1992). Sin embargo, las corrientes de Ca®* registradas
en el axén de la neurona presinaptica no presentan cambios significativos después de
la formacién de una sinapsis en cultivo, por lo que posiblemente las condiciones para
la exocitosis axonal sean similares en neuronas aisladas que en neuronas

presinapticas en condiciones fisioldgicas.

En resumen, en la secrecion extrasinaptica axonal, la fuente mas importante de
Ca* son los depdsitos intracelulares, ya que es la que permite que la sefial de Ca**
iniciada por la actividad eléctrica se amplifique y propague hacia los sitios en donde se
encuentran las vesiculas electrodensas alejadas de la membrana plasmatica,
permitiendo que éstas puedan movilizarse para su posterior fusion. El mecanismo de
liberacion de Ca?" inducida por Ca®* puede activarse incluso sin la activacién de los
canales de Ca®" tipo L, aunque si es indispensable la participacion de algun canal de

Ca?* activado por voltaje.

Los depdsitos intracelulares de Ca?*, como el reticulo endoplasmico, pueden
por un lado contribuir en la recuperacién de la concentracion basal de calcio después
de un incremento transitorio en respuesta a la actividad eléctrica, al capturar una
cantidad significativa del Ca®* que entra al citoplasma a través de los canales de Ca*
sensibles a voltaje (Markram et al., 1995; Fierro et al., 1998). Por otro lado estos
depositos intracelulares pueden liberar Ca** y asi al amplificar el incremento de la

concentracién de [Ca®'];

en respuesta a la actividad eléctrica (Sandler and Barbara,
1999). En el axdn de las neuronas de Retzius el vaciamiento del reticulo endoplasmico
con acido ciclopiazénico (CPA; un bloqueador de la ATPasa de Ca*" del reticulo
endoplasmico y sarcoplasmico ; Seidler et al., 1989) produce una elevacion transitoria
del Ca*" citoplasmatico, lo cual muestra que en este compartimento el reticulo
endoplasmico es un depdsito de calcio intracelular funcional. Los transitorios de Ca**
en respuesta a la estimulacion con un potencial de acciéon en el axén no son
modificados en su amplitud por el tratamiento con CPA, pero si tienen una
recuperacion mas lenta (Beck, et al., 2001). Estos resultados apoyan la idea de que la
liberacion de Ca?* inducida por Ca®** a partir de los depésitos intracelulares no se
activa en respuesta a un solo potencial de accion, pero muestran que el reticulo
endoplasmico podria estar participando en acelerar la recuperacién de la
concentracién basal de Ca®', incluso en respuesta a un solo impulso. Nuestros
resultados también muestran que la liberacion de calcio intracelular unicamente se
activa en respuesta a la estimulacion a frecuencias altas, pero la participacion del

reticulo endoplasmico en la recuperacion del calcio si ocurre también en respuesta a
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la estimulacion a baja frecuencia, ya que en presencia de rianodina y tapsigargina la
caida de los transitorios de calcio fue mas lenta con ambas frecuencias de

estimulacion (ver Figura 10C).

A diferencia de la liberacién de neurotransmisores a partir de las terminales
presinapticas, en donde las vesiculas estdan adosadas a la membrana plasmatica y
liberan su contenido en microsegundos después de la entrada de calcio (Llinas et al.,
1995), la secrecion extrasinaptica, que ocurre a partir de varias pozas de vesiculas
ubicadas a diferentes distancias de la membrana, tiene un curso temporal mucho mas
lento, que puede durar varios minutos (para revision ver Trueta and De-Miguel, 2012).
Esto requiere también de un incremento prolongado de la concentracién de calcio
intracelular que permita la fusién con la membrana de las vesiculas que van llegando
paulatinamente. En el soma de las neuronas de Retzius esto ocurre mediante un
mecanismo de retroalimentacion positiva en el que la serotonina liberada actua sobre
autorreceptores acoplados a la fosfolipasa C y a la liberacion de Ca?* de los depdsitos

“I

intracelulares, la cual produce una elevacion de la [Ca“’]; cerca de la membrana, que

permite la fusién de las vesiculas que van llegando a ésta (Leon-Pinzon et al., 2014).

La larga duracion de la exocitosis extrasinaptica en el axén de las neuronas de
Retzius posterior al periodo de estimulacion eléctrica y su acortamiento al vaciar los
depdsitos intracelulares de calcio sugiere que este mecanismo de retroalimentacion
también es el responsable de sostener la liberacion en el axén. El ciclo de
retroalimentacién positiva activado por la serotonina asegura que todas las vesiculas
que fueron movilizadas por el transitorio rapido de Ca®* lleven a cabo la exocitosis,
pero no produce la movilizacidon de mas vesiculas, por lo que termina cuando se libera
la serotonina de las Ultimas vesiculas que se movilizaron hacia la membrana
plasmatica. Un mecanismo similar sostiene la exocitosis de oxitocina en las dendritas
de neuronas hipotalamicas, donde la activacién de autoreceptores de oxitocina eleva
la [Ca®"]; y activa la exocitosis de mas oxitocina a partir de vesiculas electrodensas
(Lambert et al., 1994; Ludwig and Leng, 2006; Neumann et al., 1996). Por lo tanto, una
maquinaria similar a la que actua en la liberacion extrasinaptica en las neuronas de
Retzius podria producir la exocitosis somatica en células nerviosas y otros tejidos,

incluyendo los de los mamiferos.

En el soma de las neuronas de Retzius, la supresion del mecanismo de
retroalimentacion positiva utilizando metisergida, un bloqueador inespecifico de los

receptores de serotonina, abole por completo el incremento en la intensidad de la
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fluorescencia de FM1-43 (Leon-Pinzon et al.,, 2014), debido a que el numero de
vesiculas que se encuentran cercanas a la membrana y que liberan su contenido
directamente en respuesta a la estimulacion es muy pequefio, por o que no pueden
ser detectadas utilizando este método. La primera poblacion de cumulos de vesiculas
se encuentra a 1.5 + 0.2 ym de la membrana plasmatica, por lo que para movilizarla
es indispensable que se active el mecanismo de liberacion de calcio inducida por
calcio, que amplifica la sefial de Ca®* y la propaga hasta los sitios en donde se
encuentran esas vesiculas. Ademas, cuando estas vesiculas alcanzan la membrana
plasmatica, el transitorio rapido de calcio producido por la estimulacion eléctrica ya
termind, por lo que el mecanismo de retroalimentacion positiva iniciado por las
primeras vesiculas que liberaron serotonina es indispensable para la fusiéon de las
vesiculas que se movilizaron. En contraste, en el axon, al suprimir la liberacién de Ca?
de los depdsitos intracelulares con una combinacién de rianodina y tapsigargina, la
secrecion no se abolio, sino que unicamente se redujo su duracion, acotandose al
tiempo que duré el transitorio rapido de Ca*, independientemente de la frecuencia de
estimulacion. Esto se debe a que en el axdn existe una poblacion de vesiculas que se
encuentra cercana a la membrana plasmatica (70 £ 40 nm), y que no requiere de la
liberacion de Ca?* de los depésitos intracelulares para movilizarse ni para fusionarse;
las demas poblaciones vesiculares, que se encuentran mas alejadas de la membrana
plasmatica, si requieren de esta fuente de calcio tanto para movilizarse (liberacion de
calcio inducida por calcio), como para fusionarse (mecanismo de retroalimentacion
positiva), tal y como ocurre en el soma. Por ello cuando se vacian los depdsitos
intracelulares de Ca®"y estas poblaciones vesiculares no se movilizan, la secrecién
ocurre unicamente a partir de la poza mas cercana a la membrana y en consecuencia

dura mucho menos tiempo.

Es importante resaltar que mientras que en el soma (Leon-Pinzon et al., 2014)
y en el axdn los autoreceptores promueven la liberacion de serotonina, en las
terminales presinapticas de estas mismas neuronas los autoreceptores
serotoninérgicos disminuyen la excitabilidad local mediante la activacion de canales de
cloro, que producen un cortocircuito que dificulta la llegada de potenciales de accién
subsecuentes a las terminales (Cercos et al., 2009). Esto muestra que asi como los
mecanismos de secrecion de serotonina en los diferentes compartimentos de una
misma neurona son distintos, de igual forma los mecanismos de autorregulacion que
activa la serotonina para modular su propia liberacion mediante circuitos de
retroalimentacion, son distintos en los diferentes compartimentos e independientes

entre si.
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Las diferencias en los mecanismos de regulacion de la secrecion de serotonina
en cada compartimento neuronal se correlacionan a su vez con el curso temporal y
con las funciones a las que esta asociado a cada tipo de secrecion. La serotonina
liberada de las terminales sinapticas produce efectos muy rapidos y locales en
circuitos con conexiones especificas, donde el curso temporal de la transmision esta
muy ligado al patréon temporal de disparo de la neurona presinaptica, por lo que una
vez que se lleva a cabo esa respuesta rapida, ésta también es frenada lo mas
rapidamente posible. Por el contrario, la liberacion extrasinaptica somatica tiene
efectos de modulacion difusa y lenta, regulando posiblemente circuitos neuronales
enteros, y la difusion en un volumen grande requiere de la secrecion masiva de
grandes cantidades de serotonina, por lo que esta liberacién necesita ser mantenida

por periodos largos de tiempo.

Por otro lado, debido a las caracteristicas de la secrecion extrasinaptica axonal
que mostramos en este trabajo, es probable que este tipo de secrecion tenga efectos
importantes en la modulacion paracrina al nivel de circuitos locales en el sistema
nervioso, que serian mas lentos y difusos que los de la liberacién sinaptica, pero mas
rapidos y locales que los de la liberacion somatica. Esta podria ser una forma muy
importante de producir modulaciéon al nivel de circuitos especificos en todo el sistema
nervioso de los vertebrados, ya que en éste, las proyecciones axonales de las
neuronas serotoninérgicas inervan practicamente todas las areas del sistema nervioso
central (Jacobs and Azmitia, 1992), mientras que los somas se encuentran restringidos
a los nucleos del raphé, y por ello es posible que la serotonina secretada por éstos no

alcance muchas areas del sistema nervioso.

La secrecidn extrasinaptica axonal de serotonina muestra mecanismos
intermedios entre la sinaptica y la somatica y podria producir modulacién paracrina de
circuitos neuronales mas rapida y localizada que la secrecion somatica, expandiendo
las posibilidades de comunicacion de una sola neurona serotoninérgica, que dependen
del sitio en que ocurre la secrecion. Esta complejidad permite que pocas neuronas
regulen multiples funciones en distintas regiones del sistema nervioso de manera

diferencial.
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Conclusiones

La secrecioén extrasinaptica axonal presenta caracteristicas intermedias entre la
secrecién sinaptica y la somatica. Se puede activar desde bajas frecuencias de
estimulacion (1 Hz), pero el curso temporal de la liberacion dura varios minutos por lo
que depende de un mecanismo de retroalimentacién positiva producido entre la
serotonina secretada y el calcio liberado de los depdsitos intracelulares. Una
caraceristica remarcable de la liberacién extrasinaptica axonal es que la fuente de
calcio mas importante para la secrecion en el axén son los depdsitos intracelulares y
no los canales tipo L, como en otros sitios de secrecidn extrasinaptica y sugiere que la
entrada de calcio por otros tipos de canales, posiblemente sinapticos, también activa

esta fuente de calcio.
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APENDICE
Citoesqgueleto

El citoesqueleto es una red tridimensional constituida por proteinas que provee
soporte interno en las células eucariotas, organiza las estructuras internas e interviene
en los fendmenos de transporte y division celular. Las proteinas que conforman el
citoesqueleto se organizan para formar 3 estructuras principales: microtubulos,
filamentos intermedios y microfilamentos. Cada una de estas estructuras tiene
distintas propiedades mecanicas y dinamicas (Bear, 2001). Las proteinas que
conforman al citoesqueleto son altamente dinamicas, capaces de polimerizarse y
despolimerizarse y poseen gran capacidad de movimiento en el citoplasma con una

escala de tiempo que va de segundos a minutos.

Microtubulos

Los microtubulos son estructuras tubulares de 20-25 nm de diametro (Desai
and Mitchison, 1997), formados de protofilamentos paralelos, los cuales estan
formados a su vez por heterodimeros de o y B tubulina alternados. Cada microtubulo
esta compuesto de 13 protofilamentos. La disposicion de los heterodimeros de a y B
tubulina le confieren al microtubulo una estructura polarizada. Las diferentes tasas de
polimerizaciéon de los dos extremos de los microtubulos son consecuencia de su
polaridad; el extremo de polimerizacion rapida es el positivo (+), y el extremo de
polimerizacién lenta es llamado extremo negativo (-). Los microtubulos intervienen en
diversos procesos celulares que involucran la divisién celular (mitosis y meiosis), ya
que forman el huso acromatico y constituyen la estructura interna de cilios y flagelos.
Existen una gran variedad de proteinas con dominios de unién a los microtubulos que
contribuyen a la regulacién de sus funciones. Estas pueden agruparse en dos clases
principales: 1) motores moleculares como las cinesinas y dineinas, que llevan a cabo
el transporte intracelular de organelos y vesiculas desde los cuerpos neuronales hasta
los sitios de secrecion. Los microtubulos funcionan como un sistema de andamiaje
para este transporte y la polaridad del microtibulo es central para la funcién de los
motores moleculares que utilizan la hidrélisis de ATP para moverse
unidireccionalmente a lo largo del microtubulo; 2) prote nas estructurales como la
catenina prote nas asociadas a microt ulos (M 9, éstas Uultimas son
fosfoproteinas y su grado de fosforilacion determina muchas de las funciones
dinamicas de los microtubulos; estan involucradas en la modulacién de la

polimerizacion, la estabilidad y el arreglo de los microtubulos en el citoplasma
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(Sanchez et al., 2000).

Las MAP’s y los motores moleculares (cinesinas y dineinas) se unen al mismo
dominio carboxilo terminal de los microtubulos. Asi, las MAP’s pueden interferir con la
asociacion de los motores moleculares con los microtubulos e inhibir el transporte de
organelos, por lo que es probable que una de las funciones que las MAP’s pueden
tener sea la de modular el transporte de organelos (Sanchez et al., 2000). Ademas, las
MAP’s también pueden presentan asociaciones con otras proteinas del citoesqueleto,
como la actina, modificando su grado de estabilidad y rigidez (Sanchez et al., 2000).
Existe evidencia de que los microfilamentos de actina y los microtubulos forman redes
tridimensionales por la union con varias prote nas M ’s. Esta capacidad de formar

redes de las MAP’s se inhibe cuando son fosforiladas (Pollard et al., 1984).

Filamentos intermedios

Son filamentos de proteina fibrosa de unos 12 nm de diametro, que constituyen
los componentes del citoesqueleto mas estables (dando soporte a los organelos por
sus fuertes enlaces) y mas heterogéneos. Las proteinas que conforman estos
filamentos, citoqueratina, vimentina, neurofilamentos, desmina y proteina fibrilar
acidica de la glia, son dependientes del tejido en el que se encuentran. Su funcion

principal es la de organizar la estructura tridimensional interna de la célula.

Microfilamentos

Los microfilamentos tienen un diametro entre 3 y 7 nm y estan compuestos por
dos cadenas de actina, que forman una hélice. La actina es una proteina globular de
43 kDa, altamente conservada en la escala evolutiva, presenta un sitio de unién a ATP
y existe en dos formas: el mondmero de actina globular (actina G), y los filamentos de
actina (actina F), la cual se polimeriza en presencia de ATP, formando dobles hélices.
Para que se lleve a cabo la polimerizacién el ATP debe hidrolizarse a ADP, liberando
la energia necesaria para el proceso. La actina presenta polaridad, y tiende a
polimerizarse y despolimerizarse a gran velocidad por el extremo positivo (+), y a
menor velocidad por el extremo negativo (-) (Welch and Mullins, 2002). Su mayor
concentracion se encuentra justo por debajo de la membrana plasmatica, porque una

de sus funciones es mantener la forma de la célula. Otras funciones son la formacion
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de protuberancias citoplasmaticas como pseudopodos, participa en las uniones
intercelulares o de células con la matriz, en la transduccién de sefales, en la
formacion de un anillo contractil que divide la célula en dos y en la movilidad celular. El
motor molecular que utiliza como andamiaje a los microfilamentos de actina es la
miosina, que también convierte la energia quimica de la hidrdlisis de ATP en trabajo

mecanico para generar movimiento (Brown, 1999).

Citoesqueleto y secrecion.

El citoesqueleto tiene un papel fundamental en el transporte intracelular de
organelos y vesiculas desde el aparato de Golgi a los sitios de exocitosis en la
membrana plasmatica.

El citoesqueleto de actina puede desempefar multiples funciones, incluso
opuestas, sobre las vesiculas secretoras (Eitzen, 2003; Gutiérrez, 2012; Malacombe et
al., 2006; Muallem et al., 1995; Nightingale et al., 2012; Sokac and Bement, 2006). Las
dos funciones principales del citoesqueleto de actina son: 1) actia como un freno para
mantener a las vesiculas secretoras alejadas de la membrana plasmatica en
condiciones de reposo. En las terminales, las vesiculas de la poza de reserva se
encuentran unidas al citoesqueleto mediante proteinas llamas sinapsinas (Greengard
et al., 1993a; Huttner et al., 1983). Cuando las sinapsinas son fosforiladas, disminuyen
su afinidad por la actina y por las vesiculas (Benfenati et al., 1989; Chi et al., 2003;
Hosaka et al., 1999; Huttner et al., 1983; Jovanovic et al., 1996; Schiebler et al., 1986;
Sihra et al., 1989), liberando a éstas de su anclaje y permitiendo su movilizacion. Pero
en condiciones de reposo se ha mostrado que también el citoesqueleto puede formar
una corteza de actina que actia como una barrera fisica funcional, impidiendo que las
vesiculas puedan fusionarse con la membrana plasmatica. Es respuesta a la
estimulacién ocurre un cambio en la direccién de los filamentos de actina formando
huecos en que permiten que las vesiculas secretoras puedan entrar en contacto con la
membrana plasmatica (Eitzen, 2003; Gutiérrez, 2012; Malacombe et al., 2006; Torres-
Platas et al, en preparacion); 2) durante la activacion de la exocitosis desempefa un
papel activo proporcionando rieles para dirigir a las vesiculas hacia los sitios de
liberacién, regulando el poro de fusién y proporcionando la fuerza impulsora para
completar la fusion (Masedunskas et al., 2012; Nightingale et al., 2012; Sokac and
Bement, 2006).
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En la secrecién sinaptica, que tiene un curso temporal rapido (del orden de
microsegundos a milisegundos), las sinapsinas unen a las vesiculas secretoras con
elementos del citoesqueleto de actina actuando principalmente como barrera funcional
en condiciones de reposo al impedir que las vesiculas se movilicen hacia la membrana
plasmatica, por el contrario en respuesta a la estimulacion facilita el acoplamiento de
las vesiculas claras pequefias con la membrana plasmatica. Sin embargo, en la
secrecién somatica, cuyo curso temporal es lento (segundos a minutos), como las
vesiculas secretoras se encuentran muy alejadas de la membrana plasmatica, el
citoesqueleto desempefa un papel fundamental en la movilizacién de las vesiculas por
medio de motores moleculares que se desplazan por rieles de tubulina y actina para
su posterior fusion con la membrana plasmatica. En células cromafines se ha
mostrado que existe una corteza de actina en la zona sub-membranal (Aunis et al.,
1979; Nakata and Hirokawa, 1992; Oheim and Stihmer, 2000; Plattner et al., 1997;
Rosé et al., 2002), que ha sido marcada con anticuerpos anti-actina acoplados a oro y
se ha visualizado por medio de microscopia electronica (Rosé et al., 2002). En éstas
células la fase tardia de la secrecion esta mediada por dichas proteinas del
citoesqueleto de actina que se encargan del movimiento de las vesiculas. Al inhibir la
polimerizacion de los inhibir los filamentos de actina y los motores moleculares, la
secrecion se bloquea (Giner et al., 2005). De igual forma en las neuronas de Retzius
de la sanguijuela se ha mostrado por inmunofluorescencia la presencia de una banda
de actina adyacente a la membrana plasmatica con un grosor de aproximadamente 4
pMm, una segunda banda en la periferia del nucleo y una tercera intermedia entre las
dos anteriores (Torres-Platas et al, en preparacion). En éstas células también se ha
mostrado que la inhibicion de la polimerizacion de los microtubulos, con colchicina,

impide la secrecion de serotonina en el soma (De-Miguel et al., 2012).

La esquizofreniay la secrecion de neurotransmisores.

La esquizofrenia (SCZ) es un trastorno neuropsiquiatrico crénico, caracterizado
por alucinaciones, delirios, trastornos del pensamiento, incapacidad de sentir placer o
expresar las emociones, problemas de memoria de trabajo y falta de atencion (Racki
et al.,, 2016; Woo, 2014). Tiene un impacto muy importante en los individuos y sus
familias, ya que conduce a resultados funcionales pobres en multiples ambitos,
incluido el empleo, la independencia de la vida y el funcionamiento social (Joseph et
al.,, 2017). El origen de ésta enfermedad es multifactorial y afecta principalmente a

jovenes y adultos jovenes (Arnold and Rioux, 2001). Se ha demostrado que en
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algunas enfermedades mentales como la esquizofrenia existe una desregulacion en la
neurotransmisién, en particular en los sistemas dopaminérgico, glutamatérgico y
GABAérgico (Chiapponi et al., 2016; Fusar-Poli and Meyer-Lindenberg, 2013; lasevoli
et al., 2014). Entre estas alteraciones, los estudios de imagenes cerebrales han
mostrado que existe una mayor actividad del sistema dopaminérgico, lo que sugiere
que la secreciéon de dopamina podria verse exacerbada en el cuerpo estriado de los
pacientes (Abi-Dargham et al., 1998; Breier et al., 1997; Laruelle et al., 1999).
Asimismo, las neuronas derivadas de células madre pluripotenciales (hiPSC) de
pacientes esquizofrénicos muestran una mayor secrecidon de catecolaminas en
respuesta a la actividad eléctrica (Hook et al., 2014). Aparte de esta informacion, se
sabe poco sobre la secrecion de los neurotransmisores en el sistema nervioso de
pacientes con SCZ. Estudios post mortem sugieren que en los pacientes con SCZ hay
alteraciones en la expresion de las proteinas SNARE involucradas en el mecanismo
presinaptico de fusién y liberacion del contenido vesicular, y en proteinas como la
sinapsina, que unen a las vesiculas con componentes del citoesqueleto para evitar
que las vesiculas puedan moverse hacia la membrana plasmatica (Egbujo et al.,
2016). Sin embargo, no se habia hecho una medicion directa de la secrecién de
neurotransmisores en las neuronas del sistema nervioso central de humanos. Las
anormalidades estructurales y funcionales en el cerebro de los pacientes con SCZ se
extienden desde la corteza hasta la periferia del sistema olfatorio y se ha reportado
una disfuncion en el olfato como una caracteristica clinica de la enfermedad (Turetsky
et al., 2009). En este sentido, el neuroepitelio olfatorio humano ofrece nuevas
posibilidades de informacién sobre la etiopatogenia de la esquizofrenia, ya que a partir
de este tejido pueden obtenerse precursores neuronales mediante un procedimiento
no invasivo en adultos (Benitez-King et al., 2011). Este tejido contiene células madre
que proliferan a lo largo de la vida y se diferencian para reemplazar neuronas
sensoriales que se han perdido por factores ambientales (Graziadei and Graziadei,
1979; Hahn et al., 2005). Estos precursores neuronales olfatorios (ONPs) tienen
perfiles de expresion génica similares a los de las células madre mesenquimales y de
las células fetales derivadas del cerebro y pueden propagarse selectivamente en
cultivo, donde se diferencian pasando por las diferentes etapas del neurodesarrollo
(Calof et al., 2002), lo que permite el estudio de las moléculas que participan en este
proceso (Benitez-King et al., 2011; Calof and Chikaraishi, 1989; McCurdy et al., 2005;
Zhang et al., 2004, 2006). Dado que la esquizofrenia podria tener su origen durante el
desarrollo embrionario, los ONPs también pueden ser utiles para caracterizar
condiciones o sustancias que pueden contribuir a la futura aparicion de esta

enfermedad durante el desarrollo fetal del cerebro (Horiuchi et al., 2013).
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Recientemente en nuestro grupo de investigacion demostramos que los ONPs
clonados de un sujeto sano llevan a cabo exocitosis extrasinaptica a partir del somay
los axones, y que la melatonina aumenta la cantidad y la velocidad de dicha secrecién
(Galvan-Arrieta et al., 2017), lo que indica que ademas de estimular la conectividad
estructural de las neuronas, esta indolamina también mejora la comunicacién neuronal
a través de la secrecion. En este trabajo estudiamos la secrecion producida por la
estimulaciéon con alto K* en ONPs en cultivo primario obtenidos de un paciente con
esquizofrenia (SCZ) y la comparamos con la secrecién en los ONPs en cultivo primario
de un sujeto control saludable (HCS). Ademas analizamos el papel de la melatonina
en la secrecién de los pacientes con SCZ y lo comparamos con el papel que tiene la

melatonina en la secrecién de los HCS.

Caracterizacion de la presencia de vesiculas secretoras y de la secrecién dependiente

de calcio evocada por alto K" en precursores neuronales olfatorios humanos (ONPS).

Para estudiar la secrecién en los ONPs, primero determinamos si estos
precursores neuronales contienen vesiculas secretoras, mediante la inmunotincion
contra VAMP 1/2, una proteina de membrana asociada a las vesiculas, que participa
en la fusién vesicular con la membrana plasmatica durante el proceso de exocitosis, y
se ha usado como marcador de las vesiculas secretoras. Como se muestra en la
Figura 1A, se detectdé marca positiva de VAMP 1/2 en los cultivos primarios de ONPs
derivadas de HCS y de pacientes con SCZ. La tincién muestra un patrén puntiforme
(Figura 1A), que es caracteristico de las estructuras vesiculares (Goodall et al., 1997).
En algunas células, la marca de VAMP parece estar ampliamente distribuida en el
citoplasma, mientras que en otras la marca parece estar mas densamente distribuida
en la zona perinuclear (marcado con flechas blancas). También se observé marca
inmunofluorescente en algunas proyecciones celulares (marcado con puntas de flecha
blancas). Una vez que determinamos la presencia de vesiculas secretoras mediante el
inmunomarcaje de VAMP 1/2, estudiamos las caracteristicas de la secrecion de estas
células despolarizandolas con alto potasio (K*; 30 mM) y midiendo el incremento en la
fluorescencia emitida por el colorante FM1-43. El colorante FM1-43 es un compuesto
lipofilico que fluorece uUnicamente cuando se pone en contacto con membranas
lipidicas. Cuando las vesiculas secretoras se fusionan con la membrana plasmatica
hay mas superficie de membrana expuesta al colorante y por lo tanto hay un aumento

en la intensidad de la fluorescencia (Betz y Bewick, 1992). En la Figura 1B se
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muestran trazos representativos del incremento en la fluorescencia de FM1-43 en
funcion del tiempo (representadas como dF/F), antes y después de la despolarizacion
con alto K* (trazos negros). Este incremento no se observo cuando Unicamente se
realizé una estimulacion mecanica al anadir al medio extracelular una solucién
fisiolégica de Hanks (trazos verdes), y tampoco cuando las células se despolarizacion
con alto K* en presencia de un quelante de Ca?* (EGTA) al medio extracelular (trazos
rosas). Por lo tanto el aumento en la fluorescencia refleja exocitosis, que es un
proceso dependiente de Ca ?* que requiere un estimulo despolarizante. El aumento de
la fluorescencia de FM1-43 inducido por la despolarizacion fue transitorio,
presumiblemente debido al fotoblanqueo causado por la iluminacién repetitiva para la
adquisicion de las secuencias de imagenes. Analizamos la amplitud maxima y la fase
de subida del aumento, como mediciones indirectas de la cantidad y la velocidad de la

secrecion, respectivamente.

Figura 1.- Caracterizacion de las vesiculas secretoras mediante inmunotincién con VAMP 1/2 y la
evaluaciéon de la secrecién. Se realizaron cultivos primarios de los precursores neuronales olfatorios
(ONPs) obtenidos a partir de un sujeto control saludable (HCS) y de un paciente diagnosticado con
esquizofrenia (SCZ), hasta el pasaje 5 antes de la inmunotincidén o la evaluaciéon de la secrecion. A)
Imagenes representativas de los ONPs de un sujeto HCS (izquierda) y uno diagnosticado con SCZ
(derecha), tefiidos con un anticuerpo contra VAMP 1/2, seguido por un anticuerpo secundario conjugado
con fluoresce na (FITC). Barra de escala: 10 um; B) Trazos representativos de las cinéticas de la
fluorescencia de FM1-43, en respuesta a la despolarizacion con alto potasio (K*) de HCS (izquierda) y un

sujeto diagnosticado con SCZ (derecha). El tiempo de la estimulacién con K* se indica con una flecha
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negra que apunta hacia abajo. El aumento en la fluorescencia refleja exocitosis. Los trazos de color rosa
representan la respuesta de las células despolarizadas con alto K*, en presencia de un quelante de calcio
(EGTA), para prevenir la exocitosis. Los trazos verdes representan la respuesta de las células

estimuladas mecanicamente al estimular afiadiendo unicamente solucién una fisiolégica de Hank.

Comparaciéon de la secrecién extratrasinaptica de los ONPs derivados de un sujeto

control saludable (HCS) y un paciente diagnosticado con esquizofrenia (SCZ) v los

efectos de la melatonina en dicha secrecién.

Previamente demostramos que la melatonina es un factor importante que
regula el neurodesarrollo, y su déficit probablemente esta asociado con la etiologia de
la esquizofrenia (Galvan-Arrieta, 2017). Por lo tanto, lo primero que estudiamos aqui
fue si la secrecidn se encuentra alterada en las células del paciente y posteriormente
estudiamos los efectos de la melatonina en esa secreciéon. La Figura 2A muestra
cinéticas representativas de la fluorescencia de FM1-43 (expresadas como dF/F)
antes y después de la despolarizacion con alto K de los ONPs obtenidos de un HCS
(izquierda) o de un paciente diagnosticado con SCZ (derecha), tratados durante 12 hrs
con melatonina 10° M (MEL, trazos morados) o Unicamente con el vehiculo (etanol
0.001%) (VEH, trazos negros). Aunque la amplitud de la fluorescencia y la cinética de
la secrecion muestran una alta variabilidad entre las células estimuladas en las
mismas condiciones, los resultados muestran que la secrecion en los ONPs tratados
con VEH del paciente diagnosticado con SCZ tienen amplitudes mas grandes y fases
de subida mas rapidas que los ONPs del HCS (Figura 2A; trazos negros en el panel
izquierdo comparadas con los trazos negros en el panel derecho). El aumento de la
fluorescencia tuvo un rango de duracién total entre 81 y 288 s, con amplitudes y
cinéticas variables. La pendiente de la fase de subida del incremento de la
fluorescencia nos proporciona la velocidad de la exocitosis, el tiempo al pico nos indica
la duracién de este proceso, y la amplitud maxima del incremento nos da una medicion
indirecta de la cantidad de vesiculas fusionadas, que a su vez refleja la cantidad de
secrecion. Los incrementos de la fluorescencia tuvieron picos de entre 0.8% y 178%
por encima del nivel de fluorescencia basal (0.008-1.788 dF/F), y los tiempos de
incremento fueron entre 1y 96 s, lo que refleja de nueva cuenta una alta variabilidad
de la secrecion en términos de duracion y velocidad. La cinética lenta y duradera del
incremento de la intesidad de la fluorescencia de FM1-43 sugiere que la exocitosis en
los ONPs es extrasinaptica. La Figura 2 muestra graficas de barras de la media + ESM

de la amplitud (B) y de la primera derivada del incremento de la fluorescencia FM1-43
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(C), que reflejan la cantidad y la velocidad de secrecion, respectivamente, en ONPs de
HCS (izquierda) y de un paciente diagnosticado con SCZ (derecha), incubados con el
VEH (negro) o con MEL (morado). Como los datos no muestran una distribucion
normal, utilizamos estadistica no paramétrica para comparar estas caracteristicas
entre los grupos. Los insertos en la Figura 2B, C muestran los diagramas de caja que
representan el percentil 25, la mediana y el percentil 75 de la cantidad y la velocidad
de secrecién, respectivamente. Cuando las células se trataron con MEL, los ONPs
derivadas de HCS mostraron una tendencia a aumentar la cantidad y la velocidad de
secrecién, pero curiosamente, la melatonina disminuyo estos parametros en los ONPs
derivados de pacientes con SCZ.

Nuestros resultados muestran que existe una secrecion exacerbada en los
ONPs derivados del paciente diagnosticado con SCZ, y que el tratamiento con
melatonina contrarresta esa secrecion aumentada en los ONPs derivados de SCZ
(Figura 2).
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Figura 2. La secrecion en los ONPs de SCZ esta aumentada y este aumento puede ser regulado
por la melatonina. Incrementos en la intensidad de la fluorescencia de FM1-43 en respuesta a la
despolarizacién con alto potasio (K'), de ONPs obtenidos de un HCS (izquierda) o un paciente
diagnosticado con SCZ (derecha), previamente incubados con el vehiculo (VEH, negro) o con melatonina
(MEL, morado). A) Cinéticas representativas de la fluorescencia de FM1-43 de ONPs. El tiempo de la
despolarizacion se indica con una flecha negra que apunta hacia abajo. El incremento en la fluorescencia
refleja exocitosis; B) Amplitud maxima (media + ESM; 27 células de 9 experimentos para cada condicion)
del incremento en la fluorescencia de FM1-43, expresado como un aumento sobre la fluorescencia basal
(dF/F); C) Velocidad de secrecion maxima (media + ESM; n 27 células de 9 experimentos para cada
condicion), obtenida a partir del maximo de la primera derivada del incremento de la fluorescencia. Los
insertos en los paneles B y C muestran diagramas de caja de los datos correspondientes. El analisis
estadistico se realizo utilizando un analisis de varianza de una via (ANOVA) en rangos, seguido de una
prueba post hoc de Dunn con ajuste de Bonferroni. Los asteriscos indican diferencias significativas (*p
<0.05).

Evaluacion del grosor de los microfilamentos de actina en ONPs derivados de HCS vy
SCZ.

Dado que el transporte vesicular es mediado por el citoesqueleto, es posible
que la desregulacion que ocurre en la secrecion en los ONPs derivados del paciente
con SCZ esté relacionada con alteraciones en el citoesqueleto, que modifiquen la
movilizaciéon de las vesiculas hacia la membrana plasmatica y su posterior fusion. La
organizaciéon del citoesqueleto de actina estd modulada por diversos factores de
crecimiento y hormonas. Entre estos, la melatonina, provoca reordenamientos del
citoesqueleto de actina implicados en la neuritogénesis temprana (Bellon et al., 2007;
Benitez-King, 2006). Por ello evaluamos primero el grosor de los microfilamentos de
actina en los ONPs derivados del paciente diagnosticado con SCZ y lo comparamos
con el de los ONPs derivados de HCS, y posteriormente, dado que la melatonina
regula la secrecién en los ONPs, evaluamos el efecto de la melatonina sobre el grosor

de los microfilamentos de actina para cada uno de los grupos.

El citoesqueleto de actina se caracterizé por medio de la tincion con faloidina
acoplada a rodamina (TRITC) en los ONPs derivadas de HCS y del paciente
diagnosticado con SCZ, incubados con VEH o con MEL 10° M. Esta toxina
fluorescente se une a la F-actina con una alta afinidad (Dancker et al., 1975). Como se

muestra en la Figura 3A, se observaron estructuras filamentosas con marca positiva
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para faloidina, que se asemejan a haces de microfilamentos de actina en una
disposicion paralela tanto en los ONPs derivados de HCS (izquierda) como en los
derivados de SCZ (derecha). Se observaron haces de microfilamentos de actina mas
gruesos en los ONPs tratadas con VEH derivados del paciente con SCZ (Figura 3A,
flechas blancas). El analisis morfométrico confirmé que hay microfilamentos
significativamente mas gruesos en los ONPs derivados del paciente con SCZ en
comparacion con los derivados de HCS (*p <0,05). Ademas, nuestros resultados
muestran que la melatonina aumentoé el grosor de los microfilamentos, tanto en los
ONPs derivados del paciente diagnosticado con SCZ como en los derivados de HCS
(Figura 3B).

Figura 3. La melatonina aumenté el grosor de los microfilamentos de actina en los ONPs. Los
ONPs obtenidos por exfoliacién se cultivaron hasta el pasaje 5 y posteriormente se incubaron durante 12

hrs, con el vehiculo (VEH) o con melatonina 10° M (MEL). Las células se fijaron y los microfilamentos se
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tineron con faloidina acoplada a rodamina (TRITC). A) Imagenes representativas de los ONPs de HCS
(izquierda) o derivados de un paciente diagnosticado con SCZ (derecha), que muestran la organizacién
de los microfilamentos de actina. Barra de escala: 10 um. B) Analisis del grosor de los microfilamentos de
actina (85 filamentos por campo; 10 campos para cada condicion). Los resultados se expresan como la
media + DE. Los asteriscos negros indican diferencias significativas (*p <0.05) entre las células incubadas
con MEL con respecto a las incubadas Unicamente con el VEH, determinadas por una ANOVA de una via
y una prueba post hoc de Tukey. La diferencia en el grosor de los microfilamentos entre los ONPs
derivados de SCZ y de HCS incubados unicamente con el VEH también mostraron diferencias

significativas (asterisco gris).

Discusion y Conclusiones.

En este trabajo mostramos por primera vez que los mecanismos de exocitosis
estan alterados en los precursores neuronales olfatorios de un paciente con
esquizofrenia. Evaluamos la secrecion inducida por alto K midiendo el aumento en la
intensidad de fluorescencia acumulada del colorante lipofilico FM1-43. Este método
permite el estudio de la cinética de la exocitosis, que proporciona informacién sobre
los mecanismos que producen y regulan este proceso. La amplitud de la respuesta es
una medida indirecta de la cantidad de vesiculas que se fusionan con la membrana
plasmatica y liberan su contenido al medio extracelular. La velocidad nos da
informacion sobre la ubicacion relativa de las vesiculas en reposo y su movilizacion
hacia la membrana plasmatica en respuesta a un estimulo. Ademas, en las neuronas
polarizadas, permite la visualizacién de las estructuras celulares (somas, axones) a
partir de las cuales se produce la exocitosis. El curso temporal de la cinética de
exocitosis también nos permite distinguir si la secrecidon ocurre desde sitios sinapticos
o extrasinapticos (Trueta and De-Miguel, 2012). En este sentido, hemos descrito
previamente que los ONPs de humanos muestran un patréon y un curso temporal de
exocitosis que se asemeja al de la secrecidn extrasinaptica que ocurre tanto en el
soma como en los axones de las células (Galvan-Arrieta et al., 2017). Esto a su vez
muestra que en esta preparacién también existe un mecanismo de liberacion
extrasinaptica a partir del axon de las células, como el que previamente mostramos en
las neuronas de Retzius de la sanguijuela (Cercés et al., en preparacion), y de nueva
cuenta los resultados sugieren que en los circuitos que forman estas neuronas, la
secrecion extrasinaptica axonal podria también producir efectos paracrinos mas

locales que los que ocurren a partir de la secrecion somatica.
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El tratamiento con melatonina en los ONPs derivados de SCZ redujo la
amplitud y la velocidad de la secrecion, llevando a ambos parametros a niveles
similares a los de las células derivadas de los HCS. En un estudio previo,
encontramos que el tratamiento con melatonina aumenta la amplitud y la velocidad de
la secrecion de una clona de ONPs derivada de un sujeto sano (Galvan-Arrieta et al.,
2017). En los ONPs derivados en cultivo primario del HCS estudiados aqui no
encontramos una diferencia significativa en la amplitud ni en la velocidad de la
secrecidn en presencia de melatonina; sin embargo, ambos parametros mostraron una
tendencia a aumentar cuando las células fueron tratadas con la indolamina. Esta
aparente inconsistencia podria explicarse por la homogeneidad genética que existe en
la clona, lo que proporciona solidez en las respuestas farmacoldgicas, mientras que
las poblaciones celulares mas heterogéneas obtenidas en los cultivos primarios
aumentan la variabilidad de las respuestas. El efecto diferencial de la melatonina en
las células derivadas de SCZ y de HCS, es decir, una reduccién o aumento de la
secrecion, respectivamente, sugiere que la melatonina ejerce una modulacion
reostatica en el proceso de exocitosis en los ONPs. Este tipo de efecto modulador de
la melatonina se ha descrito en otros sistemas celulares, como el sistema inmune
(Carrillo-Vico et al., 2013). Ademas se ha mostrado que la melatonina disminuye la
liberacion de dopamina en la retina, pero no provoca efectos en otras regiones del
cerebro, como en el cuerpo estriado (Dubocovich, 1983). Incluso en diferentes
regiones de la misma estructura cerebral, como el hipocampo ventral y dorsal, la
melatonina tiene efectos diferenciales sobre la secrecién de neurotransmisores
(Zisapel and Laudon, 1983; Zisapel et al., 1982).

En nuestro estudio anterior, también encontramos que la diferenciacion de los
ONPs se ve afectada en pacientes con SCZ (Galvan-Arrieta et al., 2017). Tal deterioro
podria conducir a una conectividad sub-6ptima de las neuronas que, en consecuencia,
podrian tener una funcionalidad deficiente en términos del establecimiento de circuitos
neuronales. El tratamiento con melatonina en estas células indujo la axogénesis de
una manera dependiente de la dosis, lo que sugiere fuertemente que la sefalizacion
melatonérgica juega un papel clave en la diferenciacion morfofuncional de los
precursores neuronales. Se ha reportado que los pacientes con SCZ muestran niveles
reducidos de melatonina en el suero (Monteleone et al., 1997). En este sentido, es
posible inferir que una deficiencia de los niveles de melatonina podria explicar la
fisiopatologia neuronal, incluyendo los patrones anormales de secrecion de
neurotransmisores. Curiosamente, nuestros resultados sugieren que algunos de los
aspectos del deterioro neurofisiolégico relacionado con la SCZ, podrian

contrarrestarse por un tratamiento con melatonina. Por lo tanto, seria necesario
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realizar estudios clinicos para evaluar el potencial de la melatonina como agente
terapéutico en pacientes diagnosticados con SCZ, tal vez en combinaciéon con los
tratamientos antipsicéticos actuales. Ademas, dado que la SCZ puede tener su
etiologia en el neurodesarrollo, un suplemento apropiado de melatonina a las madres
durante el embarazo podria ser util para la prevencion del deterioro de la conectividad

neural asociada con la enfermedad.

En términos de los mecanismos celulares que podrian explicar un aumento
anormal de la exocitosis en los ONPs de pacientes diagnosticados con SCZ, podrian
estar involucrados varios elementos de la via secretora. Hasta donde sabemos, no se
habia caracterizado antes la presencia de vesiculas secretoras en los ONPs derivados
de humanos. Por ello, quisimos analizar la inmunorreactividad en éstas células a
VAMP 1/2, para averiguar si la exocitosis alterada en células derivadas de SCZ se
correlaciona con cambios en la densidad de las vesiculas secretoras. Las proteinas
VAMP, también conocidas como sinaptobrevinas, desempefian un papel clave en la
formacion de los complejos SNARE que permiten el acoplamiento de las vesiculas con
la membrana plasmatica para su fusion. Ademas, las proteinas VAMP parecen tener
un papel esencial en la exocitosis dependiente de Ca? (Liu et al., 2011; Schoch et al.,
2001). Aunque nuestro analisis no revelo diferencias significativas en la intensidad de
inmunofluorescencia de VAMP en los ONPs derivados de SCZ y de HCS o entre las
células tratadas con melatonina y vehiculo, no podemos descartar cambios sutiles en
la expresién de VAMP 1/2 en células derivadas de SCZ. En este sentido la expresién
de sinaptobrevinas no se altera en pacientes con SCZ (para revision ver Egbujo et al.,
2016). Sin embargo, como mencionan estos autores, existen pocos estudios que han
abordado esta cuestidén. En contraste con la intensidad de la inmunofluorescencia de
VAMP, que no parece cambiar en células derivadas de SCZ, aqui mostramos que el
citoesqueleto de actina muestra diferencias significativas en los ONPs derivados de
SCZ. En estas células, encontramos un aumento del grosor de las estructuras
filamentosas marcadas con faloidina. Curiosamente, el tratamiento con melatonina
produjo un engrosamiento de los haces de microfilamentos de actina tanto en los
ONPs derivados de SCZ como en los derivados de HCS. Se ha propuesto que el
citoesqueleto de actina puede actuar como un regulador tanto negativo como positivo
de la secrecion (Porat-Shliom et al., 2013). Por lo tanto, en las células derivadas de
SCZ que tienen una secrecion anormalmente aumentada, es posible que un ligero
engrosamiento de los haces de microfilamentos desempefie un papel positivo
actuando como rieles para dirigir y facilitar el transporte de las vesiculas secretoras a

los sitios de fusién. Sin embargo, un engrosamiento aun mayor del citoesqueleto de
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actina en estas células al tratarlas con melatonina podria formar mas bien una barrera
fisica, impidiendo la fusion de la vesiculas con la membrana plasmatica. Por otro lado,
el citoesqueleto de actina también puede actuar como un compartimento de
almacenamiento para algunas moléculas que regulan la exocitosis (Sankaranarayanan
et al.,, 2003). Entre estas moléculas, estan la GTPasa Cdc42 y el complejo 2/3
(ARP2/3), que estan implicados en la remodelacion del citoesqueleto de actina y en la
exocitosis regulada en células neuroendocrinas (Gasman et al., 2004). La melatonina
podria influir en la activacion de estas proteinas (Lee et al., 2014); sin embargo, el
mecanismo molecular preciso por el cual la melatonina modula los reordenamientos
dinamicos del citoesqueleto de actina durante la exocitosis en ONPs alun no se ha
estudiado. En conclusion, nuestros hallazgos revelan que los precursores neuronales
olfatorios de pacientes con SCZ vivos, que se pueden considerar un modelo ex-vivo
de la enfermedad, muestran una exocitosis anormalmente aumentada, la cual es
llevada a su nivel normal en presencia de melatonina. Los efectos diferenciales en las
células derivadas de HCS y de SCZ sugieren que la melatonina es una hormona
reostatica que restablece el equilibrio en algunos procesos biolégicos basicos, entre

los cuales se encuentra la secrecion de mediadores bioquimicos.
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