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Neuromodulacion en el Sistema Nervioso de la Sanguijuela

Hirudo medicinalis

Tesis Doctoral de la Lic. Antonia Marin Burgin

Directora: Dra. Lidia Szczupak

RESUMEN

La serotonina es un neuromodulador presente en diversos organismos, cuya
regulacion endégena es aun materia de investigacion. En la sanguijuela Hirudo
medicinalis 50% de la serotonina neuronal se encuentra en el par de células Retzius
(Rz).

Los objetivos de este trabajo fueron analizar: I) los componentes que median la
entrada de sefiales mecanosensoriales a las neuronas Rz y, II) la modulacioén colinérgica
de las neuronas Rz.

Los resultados indican que:

I. La sefial mecanosensorial provoco respuestas complejas en un par de interneuronas
pasivas, las células 151, que mostraron una alta correlacion temporal con las respuestas
de las neuronas Rz. La hiperpolarizacion de las células 151 desacoplaron a las neuronas
Rz de la entrada mecanosensorial. Los resultados sugieren que las sefiales
mecanosensoriales que excitan a las neuronas Rz son pre-procesadas por el par de
células pasivas.

II. Utilizando inhibidores de la enzima acetilcolinesterasa (AChE) se estudiaron los
efectos de fuentes endogenas de acetilcolina (ACh) sobre las neuronas Rz. Se revelo la
existencia de una liberacion espontanea de ACh que, en condiciones fisiologicas, genero

un tono colinérgico capaz de regular el potencial de membrana de las neuronas Rz.

PALABRAS CLAVES
Hirudo medicinalis, serotonina, neuromodulacién, neuronas pasivas, neuronas

sensoriales, acetilcolina.
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Neuromodulation in the Nervous System of the Leech Hirudo

medicinalis

Doctoral Thesis by Antonia Marin Burgin
Supervised by Dr. Lidia Szczupak

ABSTRACT

Serotonin modulates motor behaviors in different organisms. In the leech Hirudo
medicinalismore than 50% of the neuronal serotonin is contained in the pair of Retzius
(Rz) cells.

The goals of this work were to analyze: I) the neuronal elements that mediate the
mechanosensory input onto the Rz neurons and, II) the cholinergic modulation of the Rz
neurons.

The results indicate that:

I. The sensory input produced complex responses in the pair of nonspiking neurons,
cells 151, that were highly correlated with the responses of the Rz neurons.
Hyperpolarization of the cells 151 uncoupled the responses of the Rz neurons from the
mechanosensory input. The results suggest that the mechanosensory signals that excite
the Rz neurons are pre processed by the pair of nonspiking neurons.

II. Using inhibitors of the acetylcholinesterase (AChE) activity we studied the effects of
endogenous ACh on Rz cells. We found a spontaneous ACh release that, in
physiological conditions, generated an ACh tonus that regulated the membrane potential

of the Rz neurons.

KEY WORDS
Hirudo medicinalis, serotonin, neuromodulation, nonspiking neurons, sensory neurons,

acetilcholine.
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INTRODUCCION GENERAL

Circuitos Neuronales

Uno de los temas centrales en el campo de las Neurociencias es dilucidar los
mecanismos por los cuales el sistema nervioso genera comportamientos complejos en
base a las percepciones sensoriales. Esto significa entender la manera en que opera una
compleja red de neuronas interconectadas, a través de la cual las sefiales captadas por
las neuronas sensoriales son transmitidas a neuronas efectoras de distinto tipo (motoras,
neurosecretoras, etc.) que finalmente determinan un patron de comportamiento. Ya
hacia 1960 se conocian en forma detallada los principios basicos sobre excitabilidad y
transmision sinaptica dados por los experimentos realizados por Hodgking y Huxley
(1952) en el axon gigante del calamar, por Katz (1966) en la placa neuromuscular y por
Eccles (1964) en neuronas motoras espinales, entre otros. La idea basica que surgi6 a
través de estos trabajos era que conociendo las conexiones entre los elementos de una
red se podia conocer su rol funcional, es decir, de la conectividad emergia la funcion
(Bentley & Konishi, 1978). Sin embargo si bien las redes pueden ser definidas en
términos de las conexiones monosinapticas de las neuronas que las componen, los
circuitos funcionales no son el producto de la suma algebraica de las operaciones
posibles. El conocimiento de la conectividad entre las neuronas es esencial, pero las
operaciones de las redes no pueden ser definidas, sin mas, a partir de este conocimiento.
El patron de actividad de una red neuronal, esta dado por la “fuerza relativa” de las
conexiones sinapticas, su curso temporal, y las propiedades electrofisilogicas de cada
neurona a lo largo de una via. Ademas, las redes biolégicas incluyen numerosas vias
paralelas que convergen en un resultado conductual unico. De esta manera, surgen
“propiedades emergentes” de la actividad simultanea de las distintas conexiones que no
pueden ser previstas a partir de la acumulacion de datos puntuales.

En resumen, para entender como se implementa una funcién a través de una red
neuronal, es importante identificar los “bloques de construccion” celulares, sinapticos y
de conectividad y la manera en que los mismos interaccionan ante diversos estimulos y
bajo diferentes condiciones (Getting, 1989; Bullock, 1993). Es aqui donde la utilizacion
de modelos animales con sistemas nerviosos relativamente simples se hace

fundamental, es decir, se requiere de sistemas nerviosos que posean un nimero pequefio
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de neuronas reconocibles, en donde se puedan estudiar las interacciones entre las

mismas en forma repetible.

Neuromodulacion

La dinamica de un circuito depende, entre otras cosas, de la interaccién entre las
propiedades intrinsecas y las propiedades sinapticas de las neuronas. Las propiedades
intrinsecas resultan del ensamblaje de canales ionicos en la membrana celular y dan
lugar a caracteristicas fisiologicas tales como los disparos ritmicos, la capacidad de
generar potenciales de tipo plateau, la excitacion post-hiperpolarizacion y la capacidad
de disparar sin necesidad de un entrada sinaptica (Kandel & Spenser, 1961, Russel &
Hartline, 1978; Deschenes ef al., 1984; Llinas & Yarom, 1986; Lopez-Barneo & Llinas,
1988). En el sistema nervioso se liberan sustancias que pueden modificar el tipo,
numero y/o propiedades cinéticas de estos canales 16nicos y por lo tanto cambiar la
relacion entrada/salida (Kaczmarek & Levitan, 1987).

Por otro lado, estos neuromoduladores pueden también cambiar la cantidad de
neurotransmisor liberado de terminales sinapticos y/o la respuesta post sinaptica
(Marder & Calabrese, 1996). Aminas como la serotonina modulan, por ejemplo, la
amplitud de potenciales de placa de varios crustaceos a nivel de la placa neuromuscular
(Kravitz, 1988; Dixon & Atwood, 1989). En este caso, la modulacién en la eficacia
sinaptica Ileva directamente a un cambio en el comportamiento. Esto implica que las
redes neuronales no son funcionalmente rigidas; sus propiedades cambian por la accion
de diferentes agentes neuromoduladores que alteran los parametros antes mencionados.
El efecto resultante de la modulacion sinaptica en una red asociada a un
comportamiento equivale a un re-cableado (rewiring) de la red. Fortaleciendo unas
interacciones y debilitando otras, las entradas neuromodulatorias pueden en esencia
crear nuevos circuitos funcionales a partir del mismo circuito anatomico, y asi generar
diferentes comportamientos ante un mismo estimulo en diferentes contextos (Harris-
Warrick & Marder, 1991; Marder y Calabrese, 1996; Marder, 1998). El concepto de
reordenamiento de la conectividad funcional se ha aplicado para estudiar circuitos
asociados al nado en Trifonia (Getting & Denkin, 1985), circuitos espinales (Baldissera
et al, 1981), y diferencias en la expresion de reflejos bajo distintos modos de

locomocion en humanos (Capaday & Stein, 1986).

10
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Existen efectos modulatorios a distintos niveles del sistema nervioso. A nivel
periférico, en misculos y placa neuromuscular (Calabrese, 1989; Belanger & Orchard,
1993; Church ef al., 1993; Weiss ef al., 1993), organos sensoriales (Dowling, 1989;
Pasztor, 1989; Hayashi ef al., 1993; Thrombley & Shepherd, 1993); a nivel central, en
neuronas motoras y neuronas centrales (Mulloney er al., 1987; Dickinson, 1989;
Sigvard, 1989).

Las sustancias modulatorias son de diversos tipos € incluyen a aminas
(dopamina, octopamina, serotonina) y péptidos (proctolina), asi como algunos
neurotransmisores clasicos como la acetilcolina (Flamm & Harris-Warick, 1986; Beltz
& Kravitz, 1987; Kaczmarek & Levitan, 1987; Harris-Warick, 1988; Marder &
Meyrand, 1989; Marder & Calabrese, 1996). En general, en los circuitos motores
centrales, las neuronas que producen efectos modulatorios “residen” funcionalmente
fuera del circuito al que modulan, es decir, la modulacion es extrinseca (Harris-Warrick,
1988; Harris-Warrick & Marder, 1991; Jordan et al., 1992; Woolston e? al., 1994).
Existen casos, en cambio, en los que la neurona modulatoria forma parte del circuito al
que modula. Un ejemplo de éstas se da en 7Tritonia diomedea en donde la neurona
serotoninérgica DSI (“dorsal swim interneuron”) es componente intrinseco del circuito
generador del patréon motor que produce la nataciéon y al mismo tiempo modula las
propiedades de neuronas y sinapsis de la misma red. La accion fasica y modulatoria de
las neuronas DSI estan mediadas por la serotonina, que actia via receptores con perfil

farmacologico distinto (Katz & Frost, 1994).

Neuromodulacion serotoninérgica

La serotonina es una amina endbgena que, como se describié brevemente en
ejemplos anteriores, modula distintas conductas locomotrices, defensivas y alimentarias,
afectando no soélo su ejecucion sino también la probabilidad con que se llevan a cabo
(Kupfermann & Weiss, 1981; Williard, 1981; Benjamin & Elliot, 1989; Hollister &
Calghorn, 1993; Mangan ef al., 1994 a y b). El rol neuromodulador de la serotonina ha
sido conservado a lo largo de la evolucion y se manifiesta tanto en organismos
invertebrados como en vertebrados (Mackey & Carew, 1983; Harris-Warrick & Cohen,
1985; Cazalets ef al., 1992; McClellan ef al., 1994; Woolston ef al., 1994). En humanos,
se observa que drogas que afectan el metabolismo de la serotonina, incrementando su

nivel en el espacio extracelular del sistema nervioso central, sirven como eficaz

11
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tratamiento para diversos sindromes depresivos (Whitaker-Azmitia & Peroutka, 1990;
Hollister & Calghorn, 1993).

La neuromodulacion serotoninérgica ha sido estudiada mayormente en términos
de las acciones producidas por aplicacion exdgena de serotonina y se conoce
relativamente poco sobre la forma en que se regula su liberacion de fuentes endogenas.
La dificultad para clarificar el rol de la serotonina enddgena reside, probablemente, en
la alta complejidad de las proyecciones de las neuronas serotoninérgicas en el sistema
nervioso central y periférico de la mayoria de los organismos utilizados como modelo
de estudio. Por ello, y dado el alto grado de conservacion evolutivo de la serotonina
como neuromodulador, es valioso enfocar el estudio en organismos invertebrados cuyos
comportamientos estan controlados por sistemas nerviosos relativamente simples. Tal es

el caso de las sanguijuelas.

La sanguijuela Hirudo medicinalis.

Anatomia y Fisiologia de su sistema nervioso

La sanguijuela Hirudo medicinalis es un anélido cuyo organismo esta dividido
en 32 segmentos y un prostomium no segmental. La simplicidad de su esquema corporal
se refleja en la estructura de su sistema nervioso. Este consiste en una cadena de
ganglios que se comunican entre si a través de guias de axones llamadas conectivos
(Figura I.1). En los extremos del sistema nervioso se encuentran ganglios fusionados
que forman el ganglio rostral o de la cabeza (R1-R4) y el ganglio caudal o de la cola del
animal (C1-C7) (ver Payton, 1981).

Los ganglios medios (M1-M21) son muy similares entre si y entre individuos, lo
cual ha permitido trazar un mapa (ver Figura M.2) que grafica la ubicacion y el tamafio
de las neuronas que los componen (Muller er al, 1981). Cada ganglio contiene
alrededor de 200 pares bilaterales de neuronas y unas pocas neuronas impares. Se han
identificado varias de las neuronas, en particular las neuronas sensoriales sensibles a
estimulos mecanicos ejercidos sobre la pared corporal, las motoneuronas asociadas a los
distintos grupos de fibras musculares, interneuronas intervinientes en diferentes
circuitos motores y neuronas de accion modulatorias. Tal identificacién se realiza en
base a la ubicacion del soma neuronal en el ganglio y a propiedades electrofisiologicas

particulares.

12
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Figura 1.1 Esquema del cuerpo del anélido Hirudo medicinalis. R segmentos rostrales, M
segmentos medios y C segmentos caudales. Se observa el cordon nervioso con los ganglios
correspondientes a cada segmento. La ampliacién muestra un esquema de un ganglio en el que se observa
la ubicacion de las neuronas P, Retzius (Rz) y 151. Para los experimentos se utilizaron ganglios de los

segmentos medios.

En cada ganglio existen tres tipos de neuronas mecanosensoriales que inervan la
pared del cuerpo: las células T (responden a tacto), N (responden a estimulos
nociceptivos) y P (responden a presion) (Nichols & Baylor, 1968). Cada una inerva una
region definida (dorsal, ventral o lateral) de la pared corporal del segmento
correspondiente, al que llegan a través de las raices. Unas de las mas estudiadas en
asociacion con diversos comportamientos son las células P. Existen cuatro células P por
ganglio que tienen sus campos receptivos primarios ubicados en cada uno de los cuatro
cuadrantes en que se divide la pared del cuerpo del animal: Pd, dorsal (derecho e
izquierdo) y Pv, ventral (derecho e izquierdo) (Nichols & Baylor, 1968); estas tienen
ademas campos receptivos secundarios en el cuadrante correspondiente de los dos

segmentos adyacentes (Yau, 1976). Una presion aplicada en un punto de la pared del
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cuerpo del animal puede activar hasta tres células P, una en su campo receptivo
primario y dos en los secundarios, sin embargo los ultimos tienen umbrales de
activacién mayores y por lo tanto con una presion débil se puede activar una Unica
célula P.

Han sido descriptos 17 pares de neuronas motoras que inervan grupos
musculares definidos (Stuart, 1970). Los musculos estan ubicados en 3 capas.
Directamente debajo de la piel se encuentra la capa de fibras circulares que al contraerse
constrifien el didmetro transversal y consecuentemente favorecen la elongacion del
animal. En la capa interna se encuentran las fibras longitudinales que al contraerse
producen el acortamiento del animal. Y la capa intermedia esta compuesta por fibras
oblicuas entrecruzadas que permiten una mayor ductilidad de los movimientos de
elongacion y acortamiento. Ademas, existen musculos dorso-ventrales que al contraerse
achatan al animal. La piel de cada segmento se divide en cinco anulos y estos estan
inervados por muisculos que permiten su ereccion, tal que la piel cobra una apariencia de
indentaciones profundas.

Han sido descriptas dos grupos de neuronas con efectos neuromodulatorios. La
activacion de las neuronas Leydig modula la desviacion lateral (Lockery & Kristan,
1991), mientras que la activacion de las neuronas Rz modulan una serie de patrones

motores que se detallaran mas adelante.

Comportamientos en la sanguijuela

El comportamiento en la sanguijuela consiste en un repertorio simple de
movimientos llevados a cabo por grupos musculares bien definidos e inervados por
motoneuronas identificadas. Al ser un organismo formado por una repeticion de
unidades funcionales (segmentos), la sanguijuela es capaz de producir comportamientos
“locales”, que involucran un unico segmento (acortamiento longitudinal local,
desplazamiento lateral local), o “globales” que involucran varios segmentos (natacion,
acortamiento longitudinal, desplazamiento sobre ventosas). Asi, su sistema nervioso
contiene elementos segmentales e intersegmentales que funcionan en cada uno de estos
comportamientos.

En la sanguijuela han sido descriptas las redes de procesamiento asociadas a
comportamientos tales como la natacion (Stent ef al.,, 1978; Kristan & Weeks, 1983;

Friesen, 1989 a y b, Brodfuehrer ef al., 1995), el desplazamiento lateral local (Kristan
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1982, Lockeley & Kristan 1990 a y b, Kristan ef al. 1995), el acortamiento longitudinal
(Wittenberg & Kristan 1992 a y b, Kristan ef al. 1995, Shaw & Kristan 1995), y el
desplazamiento sobre ventosas (Baader & Kristan 1995, Baader 1997). El estimulo que
desencadena dichos comportamientos es el mecanosensorial (Kristan ef al., 1982). Los
circuitos neurales de estas respuestas han sido investigados en funcion de las neuronas
sensoriales y las motoneuronas, y en menor medida, en términos de las interneuronas
involucradas en el procesamiento de estos circuitos.

La mayoria de los comportamientos utiliza el mismo grupo de motoneuronas
para generar el movimiento muscular apropiado, por ejemplo, las mismas motoneuronas
que excitan los musculos longitudinales o los inhiben se usan con patrones temporales y
espaciales diferentes durante el nado, la fase de contraccion del desplazamiento sobre
ventosas y durante el acortamiento ante un estimulo aversivo (Kristan ef al., 1982). Por
lo tanto, la generacion de los distintos comportamientos debera estar dado en el

procesamiento que realizan las interneuronas a partir de la entrada sensorial.

Neuromodulacion serotoninérgica en sanguijuela

En los ganglios medios de la sanguijuela existen tres pares de neuronas
serotoninérgicas: las células Retzius (Rz) que son de gran tamafio y contienen mas del
50% de la serotonina ganglionar y las interneuronas 21 y 61 (McAdoo & Coggeshall,
1976).

En la sanguijuela, la serotonina modula la nataciéon (Hashemzadeh-Gargari &
Friesen, 1989), el acortamiento defensivo (Wittenberg & Kristan, 1992a) y la
alimentacion (Dickinson & Lent, 1984; Lent & Dickinson, 1984b; Lent ef al., 1991).
Dichos efectos han sido estudiados a distintos niveles: como mediciones de contenido
de serotonina endogena en asociacion con comportamientos, por deplesion de
serotonina, por aplicacion de serotonina exdgena observando sus efectos
comportamentales y sobre el sistema nervioso central, o por estimulacion de las
neuronas serotoninérgicas Rz.

Los niveles de serotonina endogena, medidos en el sistema nervioso y en la
sangre de la sanguijuela, mantienen una correlacion directa con su nivel de actividad.
Los animales que muestran una alta frecuencia de episodios de nado presentan mayores

niveles de serotonina en sangre que los animales inactivos (Willard, 1981). Ademas,
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existe una correlacion entre el estado nutricional de los animales y los niveles de
serotonina endogena, tal que animales hambrientos poseen niveles mayores de
serotonina que animales recién alimentados (Lent ef a/., 1991).

La deplesion de serotonina inducida quimicamente o el bloqueo de receptores de
serotonina elimina los comportamientos de nado y alimentacién (Glover & Kramer,
1982; Lent, 1984; Lent & Dickinson, 1984a; Hashemzadeh-Gargari & Friesen, 1989;
O'Garaeral., 1991).

A nivel del sistema nervioso central, la aplicacion de serotonina exdgena
aumenta tanto la frecuencia como la duracion de los disparos de potenciales de accidn
de las motoneuronas involucradas en la respuesta de acortamiento longitudinal
(Wittenberg & Kristan 1992a). En estudios realizados en preparaciones semi intactas o
en cordon nervioso aislado el agregado de serotonina exdgena facilita la evocacion de
episodios de “nado ficticio” (Williard, 1981). En ambos casos el registro de la actividad
del nervio dorsal posterior de un ganglio de la cadena, permite evidenciar la evocacion
de ciclos de nado a través de la aparicion de rafagas de disparos periddicas, que se
corresponden con la actividad de las motoneuronas que comandan el movimiento de
natacion (Debsky & Friesen, 1987). La serotonina evoca episodios espontaneos de nado
ficticio en estas preparaciones, pero no afecta la duraciéon de los episodios
(Hashemzadeh-Gargari & Friesen, 1989). El aumento de la frecuencia de los episodios
de nado inducidos por serotonina se debe a sus efectos sobre la interneurona iniciadora
del nado, la célula 204 (Angstadt & Friesen, 1993). Ademas, la serotonina también
afecta las propiedades de membrana y sinapticas de varias motoneuronas que participan
de la red oscilatoria del nado (Friesen, 1989 a y b; Mangan ef al. 1994 ay b).

Como se menciond anteriormente, la fuente principal de serotonina en el sistema
nervioso central de la sanguijuela son las neuronas Rz (McAdoo & Coggeshall, 1976).
La estimulacion intensa de las células Rz aumenta la tasa de relajacion de los musculos
de la pared del cuerpo del animal que le permiten una alteracion mas rapida de la
tension muscular, y también afecta directamente a motoneuronas especificas que
inervan los musculos longitudinales, facilitando los eventos motores que llevan a las
ondulaciones del nado (Mason et al., 1979; Willard 1981; Mason & Kristan 1982).

Ademas del acople eléctrico con su homologa bilateral (Hagiwara & Morita,
1962; Eckert, 1963;), la célula Rz recibe estimulos excitatorios de las neuronas
mecanosensoriales P (Wittenberg et. al., 1990). Esta seiial es transmitida a través de una

via polisinaptica que abarca toda la cadena ganglionar (Szczupak & Kristan, 1995).
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Por lo tanto, la sefial mecanosensorial es guiada en paralelo a dos vias: la via
motora, responsable directa de la generacion del patron de movimientos, y la via
modulatoria serotoninérgica, capaz de regular a la via motora. De la interaccion entre
ambas vias se generan los diversos comportamientos inducidos por estimulos
mecanosensoriales. De esta manera, resulta importante conocer la capa interneuronal
que vehiculiza la sefial mecanosensorial a ambas vias. Las interneuronas que median la
actividad motora han sido ampliamente descriptas, mientras que se desconoce la capa
interneuronal que transmite informacién a las neuronas serotoninérgicas. El objetivo
general en que se enmarca el presente trabajo de tesis es la investigacion de las

aferencias sinapticas de las neuronas Rz.
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OBJETIVOS DEL TRABAJO DE TESIS

Este trabajo de tesis tuvo como objetivo el estudio de la regulacion del sistema
serotoninérgico en la sanguijuela, concentrandonos en mecanismos que pudiesen afectar
a la actividad de las neuronas Rz.

En la sanguijuela, los estimulos mecanosensoriales son el principal
desencadenante de respuestas motoras (Kristan er al, 1982). Ademas, como fué
mencionado anteriormente, la activaciéon de células mecanosensoriales produce la

activacion del sistema serotoninérgico que modula al motor (Figura O.1).

Py . CENTRAL . PERIFERICA
sensorial :
O serotoninérgica :
# motora )
B masouto via motora :

saasssssaaSas

sefal )
externa ““%# . :

I
.
.

via neuromoduladora

Figura O.1. Esquema de la interaccién entre las vias motora y modulatoria. En negro se
esquematiza la neurona mecanosenorial, en gris la motoneurona y en blanco la neurona serotoninérgica
Rz.

Resulta interesante estudiar la interaccion que se produce entre ambas vias, esto
significa ver si existen elementos neuronales compartidos por ambas, que permitan
coordinar el circuito para generar una respuesta motora adecuada. Dado que la neurona
pasiva 151 tiene la potencialidad de afectar en forma importante la via motora,

investigamos si jugaba alguna funcion en la via sensoro-moduladora.
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El objetivo de la Primera Parte fue el de estudiar el rol de la neurona 151 en la
transmision de sefiales mecanosensoriales hacia las neuronas Rz. Dicho trabajo se llevo

a cabo en tres etapas:

En primer lugar, se estudio la interaccion directa entre las neuronas 151 y Rz.

En segundo lugar, estudiamos los efectos de la sefial mecanosensorial sobre la
neurona 151, evaluando cémo procesa esta neurona pasiva dichas sefiales.

Por ultimo, estudiamos si la neurona 151 formaba parte de la capa de

inerneuronas que une a las células P con las neuronas Rz.

El objetivo de la Segunda Parte fue el de estudiar la influencia del sistema
colinérgico sobre las neuronas Rz. Trabajos previos demostraron que las neuronas Rz
exhiben una amplia familia de receptores a la ACh (Kristan ef al., 1993; Szczupak ef al.,
1993). En este trabajo investigamos la existencia de fuentes enddgenas capaces de

liberar ACh y afectar fisiologicamente la actividad de las neuronas serotoninérgicas.
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Los animales utilizados en el presente trabajo de tesis fueron sanguijuelas de la

especie Hirudo medicinalis, con un peso entre 2 y 5 g. Las mismas fueron compradas a

la compaiia Leeches USA (Westbury, NY, USA) y mantenidas en solucidon marina

artificial a 15 °C, con un ciclo de 12 hs. de luz y 12 hs. de oscuridad. Los animales no

fueron alimentados durante, por lo menos, un mes antes de la diseccion con el fin de

garantizar un nivel

minimo de actividad motriz espontanea.
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Figura M.1. Esquema de la cimara de registro utilizada.

El sistema nervioso de las sanguijuelas fue disecado en solucién salina control

(ver Soluciones). Para este trabajo de tesis se utilizaron ganglios aislados pertenecientes

a segmentos medios estandar (Ver Figura 0.1). En algunos experimentos se utilizaron

ganglios de los segmentos reproductivos (segmentos 5 y 6), segun se indica en los casos

en que corresponde. Los ganglios fueron montados con el lado ventral hacia arriba en
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camaras de registro cuya base contenia una capa de Sylgard (Dow Corning) sobre la
cual se fijaron los ganglios utilizando minucias de acero inoxidable. Durante el
experimento la preparacion fue mantenida bajo perfusion constante con solucion salina,
a un flujo aproximado de 50 pl s™* (Figura M.1).

Los experimentos se realizaron en ganglios intactos salvo en casos especificos

en los que se removio el tejido conectivo que recubre los ganglios.

Registros electrofisiologicos

Las neuronas individualizadas fueron registradas mediante electrodos
intracelulares impalados en el soma neuronal. Se utiliz6 un amplificador diferencial
(Axoclamp 2B, Axon Instruments, Foster City, CA, USA) operando en la configuracion
de fijacion de corriente. La caida de voltaje a través de los electrodos fue compensada
mediante un “bridge balance”.

Los microelectrodos se fabricaron en base a capilares de biosilicato (FHC,
Brunswick, ME, USA) utilizando un estirador de micropipetas horizontal y se llenaron
con una solucién de acetato de potasio 3 M. Su resistencia era de 20 - 60 MQ.

Los registros fueron digitalizados mediante un conversor analogico-digital TL-1
DMA vy adquirtdos a frecuencias entre 1000 y 3200 Hz. en una PC con el programa
Axoclamp 5 (Axon Instruments), utilizando los protocolos Clampex y Fetchex

La estimulacion de las diversas neuronas se realizé inyectando corriente dc a
través del electrodo de registro. La evocacion de potenciales de accion en las neuronas P
se realiz6 inyectando pulsos breves (5 ms) supraumbrales de corriente (2-4 nA)
utilizando un estimulador activable por el programa de adquisicién. Cuando se requirié
llevar el potencial de membrana de las neuronas a valores distintos de su potencial de
reposo, se inyectd corriente continua (dc) a través del electrodo de registro con la
amplitud necesaria para alcanzar el potencial deseado. Dicha inyeccion se mantuvo
durante el episodio de registro, subyacente a cualquier cambio de potencial que
experimentara la neurona en respuesta a la entrada sinaptica que recibiera.

La resistencia de entrada de las neuronas se midi6 inyectando pulsos de corriente
hiperpolarizante de pequeifia amplitud (-0.1 a -0.5 nA) con una duracién suficiente para
alcanzar un nuevo valor estable de potencial (100-500 ms) en el soma de las células. La
resistencia de entrada se calculdé como el cociente entre la diferencia de potencial

experimentada por la neurona dividido la amplitud del pulso de corriente inyectado. En
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algunos protocolos un Unico pulso se inyecto al principio del episodio de registro,
mientras que en otros protocolos se inyectaron trenes de pulsos de baja frecuencia (0.5

Hz) a lo largo del registro.

Células estudiadas

Teniendo en cuenta que la ubicacion de los somas neuronales en los ganglios de
la sanguijuela es altamente invariante (Figura M.2), las distintas neuronas estudiadas
fueron reconocidas inicialmente por la ubicacion de sus somas. Finalmente su identidad
fue confirmada en base a sus caracteristicas electrofisiologicas, i. e. forma del potencial
de accion, la actividad electrofisiologica basal, presencia de potenciales sinapticos
espontaneos, etc. Cabe aclarar que las caracteristicas de los potenciales de accion se
refieren a las registradas en el soma, que en la mayoria de los casos representa una

propagacion pasiva del fenémeno que tiene lugar a cierta distancia en el arbol neuritico.

Células Rz

Los somas de las neuronas Rz se encuentran en posicion central dentro del
ganglio (Figura M.2), su tamafio es de aproximadamente 60pm. Su potencial de reposo
es de aproximadamente —40 mV, y disparan espontaneamente potenciales de accioén de
una amplitud somatica de alrededor de 15 mV a una frecuencia de aproximadamente 3
Hz.
Células P

Los somas de las neuronas mecanosensoriales P estan ubicadas en los paquetes
laterales posteriores. Existen 2 pares por ganglio: lateral y medio (Figura M.2), que
inervan los cuadrantes ventrales y dorsales, respectivamente. En reposo su potencial de
membrana es de aproximadamente —40 mV. Las neuronas P son silentes en reposo y se
caracterizan por disparar un potencial de accion en la repolarizaciéon tras un pulso
hiperpolarizante de aproximadamente —4 nA (rebound).
Células 151

Los somas de las neuronas 151 estan ubicadas en el extremo anterior de los
paquetes laterales anteriores (Figura M.2) y son las unicas en su entorno que son de tipo
pasivo, es decir, no disparan potenciales de accion bajo ningun tipo de estimulacion.
Poseen, en cambio, potenciales post-sinapticos inhibitorios espontaneos de entre 5-10

mYV de amplitud y 50 ms de duracion (Waderpuhl, 1989). En todos los experimentos se
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confirm6 la identidad de la neurona 151 verificando dos caracteristicas principales: la
neurona no genera potenciales de accion, y la inyeccion de un pulso de corriente
prolongado de —10 nA inhibe el disparo espontaneo de potenciales de accion de las

motoneuronas AE (Iscla ef al. 1999).

-— Ant Post —»

Conectivos

~— Raices

Figura M.2. Foto de un ganglio aislado de la sanguijuela. Los circulos muestran la ubicacion de
las neuronas en la superficie ventral de un ganglio medio. Neuronas 151, Retzius (Rz), antero pagodas
(AP), Leydig (Lg), annulus-erector (AE), mecanosensoriales que responden a presion (P), a tacto (T) y

nociceptivas (N).

Otras células
En los experimentos de especificidad celular del capitulo 6 se estudiaron,

ademas, las neuronas mecanosensoriales N y T, las motoneuronas AE, las células
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Leydig y las neuronas AP. En todos los casos, las células fueron identificadas por su
ubicacion en el ganglio y caracteristicas electrofisiologicas conocidas. Los somas de las
motoneuronas AE estan ubicadas en el extremo posterior del paquete central posterior.
Su potencial de membrana es de al rededor de -35 mV y disparan potenciales de accion
de alrededor de 2 mV de amplitud somatica en forma espontéanea.

Los somas de las neuronas Leydig se encuentran, como las neuronas P, en los
paquetes laterales posteriores pero a diferencia de éstas, disparan potenciales de accion
en forma espontanea. Los somas de las neuronas T y N, se encuentran en los paquetes
laterales anteriores y se distinguen claramente entre si en base a sus propiedades
electrofisiologicas Los potenciales de accion en las células N tienen una amplitud
somatica de aproximadamente 80 mV, seguida por una hiperpolarizacion post disparo
de alrededor de 10 mV, mientras que las neuronas T disparan potenciales de accion de
amplitud somatica aproximada de 40 mV y su hiperpolarizacién postdisparo es de 2
mV. Las neuronas AP se encuentran ubicadas en el mismo paquete que las neuronas N
y T, y se caracterizan por la forma de pagoda de sus potenciales de acciéon cuya

amplitud somatica es de aproximadamente 2 mV.

Analisis de los resultados

El analisis de los registros se realizé en computadoras Macintosh (Quadra 650 y
G3) usando los programas Axograph 6.0 (Axon Instruments) y Kaleidagraph (Abelbeck
Software). Los resultados se expresaron como valores de media + error estandard
(s.e.m.) y el nimero de preparaciones (n) se expresO entre paréntesis. El grado de
significancia estadistica de los resultados obtenidos en los diferentes experimentos se

determiné usando el test ¢ para muestras no pareadas.

Andlisis de los resultados de la parte |

La respuesta de la neurona Rz a los distintos estimulos se cuantifico midiendo el
potencial de membrana, la frecuencia de disparo y la integral en el tiempo de la
respuesta para un periodo especifico de tiempo (800 ms después del primer potencial de
accion en la neurona P). La respuesta de la neurona 151 a la estimulacion de la neurona
P se cuantifico midiendo la integral en el tiempo de la respuesta para el mismo periodo
de tiempo que se utilizd en el caso de la neurona Rz, asi como también midiendo la

amplitud maxima de la despolarizacion y de la hiperpolarizacion (Ver Figura 2.1).
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Para estudiar la coincidencia temporal entre las respuestas de las neuronas 151 y
Rz a la estimulacién de la célula P, se utilizo el programa Origin 5.0 con el mddulo
pClamp. Se procesaron las sefiales de las neuronas calculando la derivada de primer
orden de las respuestas. Con el fin de evitar la alta sensibilidad al ruido que tiene esta
variable, se tom¢ para cada punto el promedio de trece puntos adyacentes. Con esta
maniobra, se conservaron las caracteristicas principales de la sefial, como la amplitud y
el curso temporal, al mismo tiempo que se anularon las fluctuaciones rapidas debidas al
ruido. Se realizé la correlacion cruzada de la derivada de primer orden de los registros

de ambas células, midiendo el desplazamiento del primer maximo.

Andlisis de los resultados de la Parte II

La respuesta de la neurona Rz a la aplicacion de inhibidores de AChE se
cuantificé en funcion de la amplitud y la latencia de la respuesta como se indica en la
Figura 5.1 (Capitulo 5).

La respuesta de las distintas neuronas a la aplicacion de inhibidores de AChE se
clasifico como inhibitoria en los casos en los que se observé una hiperpolarizacion o
una disminucion en la frecuencia de disparos, y como excitatoria en los casos en los que

se observo una despolarizacion o un aumento en la frecuencia de disparos.

Soluciones y Drogas

La solucion salina estandard utilizada tiene la siguiente composicion (en mM):
NaCl, 115; KCl, 4; CaCl,, 1.8; MgCl,, 1; Tris maleato, 4.6; Tris base, 5.4; y glucosa,
10; el pH de la solucion fue de 7.4. Para bloquear la transmision sinaptica de tipo
quimico se utilizo una solucién conteniendo 20 mM MgCl; y 1 mM CaCl,. Para
distinguir entre conexiones mono o polisinapticas, se utilizd6 una solucién conteniendo
10 mM CaCl, y 10 mM MgCl; . En ambos casos la osmolaridad de la solucion se
mantuvo constante reduciendo la concentracion de NaCl.

Eserina (Fisostigmina), neostigmina, carbacol, nicotina (sal de hemisulfato), d-
tubocurarina (sal de cloruro, curare), mecamilamina, atropina, estrignina, picrotoxina y
hexametonio (Sigma Co., St Louis, MO, USA) fueron disueltas en la solucion salina y

aplicadas a través del sistema de perfusion.
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PARTE I

Rol de la interneurona pasiva 151 en la via que conecta las células

mecanosensoriales P con las neuronas serotoninérgicas Rz

En el sistema nervioso, las sefiales electrofisioldgicas se codifican y transmiten
de dos modos diferentes: mediante cambios graduales o mediante cambios de tipo todo
o nada del potencial de membrana de las neuronas. La mayoria de las neuronas operan
en ambos modos, procesando inicialmente las sefiales en forma gradual hasta alcanzar
un umbral a partir del cual la amplitud de la sefial deja de ser un parametro de
informacion. Los potenciales de accidn, o cambios de tipo todo o nada, codifican las
sefiales a través del periodo entre picos. Contrariamente a las neuronas que disparan
potenciales de accion, las neuronas pasivas operan enteramente —de entrada a salida- en
forma gradual (Shaw, 1979; Bialek, 1991; de Ruyter & Laughlin, 1996). Por lo tanto
estas neurona codifican informacion tanto a través de la amplitud como del tiempo.

Las interneuronas pasivas juegan un papel importante en el procesamiento de
informacién en redes neuronales de invertebrados y vertebrados. En insectos, se
describié con gran detalle que neuronas pasivas actuan como elementos premotores
mediando la entrada de sefiales sensoriales (Pearson & Fourtnier, 1975; Paul &
Mulloney, 1985; Burrows 1992; Baba et al., 1995; Juusola et al., 1996). En vertebrados,
las neuronas fotorreceptoras e interneuronas de la retina operan enteramente en un
régimen de sefiales pasivas graduales (Wissle, 1991).

En las sanguijuelas las neuronas 151 son neuronas de tipo pasivo. Existen un par
de neuronas por ganglio, ubicadas en el extremo anterior de la cara ventral del mismo.
Son facilmente reconocibles electrofisiolégicamente porque son las Unicas neuronas en
su entorno que no disparan potenciales de accién, y presentan hiperpolarizaciones
sindpticas espontaneas. Estas neuronas poseen extensas ramificaciones en el neuropilo
del ganglio de origen y envian multiples extensiones por las raices que se proyectan
hacia la pared del cuerpo y por los nervios conectivos. Ambas neuronas 151 de un
mismo ganglio estan acopladas a través de sinapsis eléctricas (Wadephul 1989). La
inyeccion de corriente hiperpolarizante en las células 151 produce una disminucién en
la actividad electrofisiologica espontdnea de las motoneuronas que excitan a las fibras

musculares longitudinales, circulares y erectoras de los anulos (Waderphul, 1989; Iscla
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et al., 1999). Las motoneuronas inhibitorias, sin embargo, aumentan su actividad al
hiperpolarizar a la célula 151 (Wadephul, 1989). En preparaciones semi-intactas
utilizadas para estudiar el comportamiento de "desplazamiento sobre ventosas" de la
sanguijuela se ha encontrado que el potencial de membrana de las neuronas 151 fluctia
ritmicamente en coincidencia con ciertas fases del movimiento (Baader, 1997).

Las caracteristicas electrofisioldgicas de las células 151 de las sanguijuelas y su
conectividad sindptica sugieren que estas neuronas pueden cumplir un rol importante en

la regulacion de conductas motoras (Iscla ef al., 1999).
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Capitulo 1. Conectividad sinaptica entre las neuronas pasivas 151 y las

neuronas serotoninérgicas Rz.

Dado el amplio grado de conectividad que poseen las neuronas pasivas 151 con
el sistema motor, investigamos la conectividad que existe entre estas neuronas y las
neuronas serotoninérgicas Rz, con la idea de buscar elementos compartidos entre el
sistema motor y el modulatorio. En particular nos concentramos en la manera en que la

neurona 151 afecta el patron de actividad que presentan las neuronas Rz.

Resultados
Interaccion entre las neuronas 151 y Rz.

Con el fin de estudiar la interaccion sinaptica entre las neuronas 151 y Rz se
realizaron registros intracelulares de la actividad electrofisiologica de ambas neuronas
en ganglios medios aislados. Al ser impaladas, las neuronas Rz exhiben potenciales de
membrana de al rededor de 40 mV y disparan potenciales de accion a una frecuencia
de alrededor de 3 Hz (Leake, 1986, Angstadt & Choo, 1996).

Las neuronas pasivas 151 presentan un potencial de membrana de
aproximadamente —35 mV, no disparan potenciales de accion y frecuentemente se
observan potenciales sinapticos inhibitorios espontaneos de aproximadamente 5 mV de
amplitud.

Se estimuld electrotonicamente a cada neurona en forma alternada mientras se
registraban los cambios que esta maniobra producia en la actividad electrofisiologica de
la otra neurona. La inyeccion de pulsos de corriente de —-15 a +10 nA de 1-2 seg. de
duracion en el soma de las neuronas Rz no produjo ninguna alteracion significativa en
las neuronas 151; su potencial de membrana y los potenciales hyperpolarizantes
espontaneos se mantuvieron inalterados.

En cambio, la inhibicidon de las neuronas 151 produjo una gradual modificacion
en la actividad electrofisiologica de las neuronas Rz. En la Figura 1.1 se observan
registros representativos en los cuales la inyeccion de pulsos de corriente negativa de
distintas intensidades en una neurona 151 produjo una disminucién en la frecuencia de

disparo de una célula Rz.
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Figura 1.1. Interaccién entre las células 151 y las neuronas Rz. Los registros muestran la
actividad electrofisiolégica de la neurona Rz durante la inyeccién de corriente hiperpolarizante de
amplitud creciente a la célula 151. La intensidad de corriente inyectada en la célula 151 se indica a la
izquierda de cada registro. La inyecci6n se inicié después de registrar a la neurona Rz en reposo durante 2
segundos. Luego de cada inyeccion, se retom6 la célula 151 al estado de reposo por 15 s antes de aplicar

el pulso siguiente (el 6rden en que se aplicaron los pulsos de distinta intensidad fue al azar).

La Figura 1.2. (superior) muestra que la relacion entre la intensidad de corriente
inyectada en las neuronas 151 y la frecuencia de disparo de las neuronas Rz sigue una
funcion lineal. Este efecto se vio acompafiado de una hiperpolarizacion de las neuronas

Rz relativamente pequefia (Figura 1.2. inferior).
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Figura 1.2. Cuantificacién de la respuesta de las neuronas Rz a la inyeccién de corriente en
las neuronas 151. Se analizaron cambios en la frecuencia de disparo y en el potencial de membrana de
neuronas Rz como respuesta a pulsos de corriente de distinta intensidad inyectados en células 151. El
cambio en la frecuencia de disparo de las células Rz se expresé como frecuencia relativa, ésto es la
frecuencia de disparo de cada célula Rz durante el pulso de inyeccién de corriente en la neurona 151
sobre la frecuencia de disparo basal, antes del inicio de la inyeccién de corriente. El cambio de potencial
de membrana se calculé como la diferencia entre el potencial registrado durante la inyeccion de corriente
y el potencial registrado previo al inicio de la inyeccién de corriente. El experimento se realizé en
solucion control. Los valores indican la media £ error estandar (n=7). Inserto. Registro representativo de
la neurona Rz en reposo (1 151=0 nA) y al aplicar -15 nA en la célula 151 (I 151=-15 nA).
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Figura 1.3. Cuantificacién de la respuesta de las neuronas Rz a la inyeccién de corriente
en las neuronas 151 estudiadas en una solucién con alto contenido de magnesio. Los graficos
muestran el promedio de la frecuencia relativa de disparo (calculada como se explica en la figura 2) y el
promedio del cambio en el potencial de membrana de neuronas Rz en funcién de la intensidad de
corriente inyectada en la neurona 151. Los experimentos fueron realizados en ganglios perfundidos con

una solucién que contenfa 20 mM Mg"* y | mM Ca"". Los valores indican media * error estandar (n=4).
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La inyeccion de corriente despolarizante en las neuronas 151 (2-15 nA)
mediante pulsos cuadrados de duraciones entre 50-2000 ms de duracién a frecuencias
de 0.2-15 Hz, no afectd la actividad de las células Rz ni en su frecuencia de disparo ni

en su potencial de membrana (datos no mostrados).

Conectividad entre las neuronas 151 y Rz

Con el objetivo de evaluar si la conexion entre las neuronas 151 y Rz era de tipo
quimica o si se trataba de una sinapsis eléctrica, se registro la interaccion entre ambas
neuronas en una solucion conteniendo 20 mM Mg™ y ImM de Ca™", condicion en la
cual se bloquean las sinapsis de tipo quimicas en la sanguijuela. Como se observa en la
Figura 1.3, en presencia de una alta relaciéon Mg™"/Ca’", la disminucion en la frecuencia
de disparo de las células Rz por efecto de la inyeccion de cormriente negativa en las
neuronas 151 fue similar a la observada en solucion normal. Sin embargo, en esta
condicion la comriente inyectada en las células 151 produjo, una hiperpolarizacion de las

células Rz de mayor amplitud que la observada en solucién control.

Discusién

Los resultados indican que, a diferencia de lo reportado por Wadehpul (1989),
las neuronas 151 ejercen una influencia sobre la actividad electrofisiologica de las
neuronas Rz. La hiperpolarizacién de las neuronas 151, producida por la inyeccion de
corriente en el soma, se transmitié a las neuronas Rz a través de sinapsis eléctricas,
causando la disminucion gradual de la frecuencia de disparo de estas células. De esta
manera las neuronas 151 son capaces de modular la actividad basal de las neuronas Rz.
La intensidad de comriente inyectada en las neuronas 151 para inhibir los disparos en las
neuronas Rz, del orden de los 10-15 nA, fue similar a la utilizada por Wadephul (1989)
para inhibir disparos de motoneuronas que reciben inervacion eléctrica de las neuronas
151. Estos valores también son similares a los utilizados en trabajos con interneuronas
pasivas de otros invertebrados (Burrows, 1979a). La necesidad de inyectar pulsos de
comente de alta intensidad se debe, probablemente, a que las células 151 son neuronas
con un arbol neuritico profuso a lo largo del cual las sefiales eléctricas se transmiten en
forma pasiva. La inyeccion de corriente se efectud en el soma y hasta alcanzar los sitios

de accion sinaptica esta corriente puede suffir una severa atenuacion espacial.
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En contraposicién con el marcado efecto que la hiperpolarizacién de las
neuronas 151 tuvo sobre la frecuencia de disparos de las neuronas Rz, el efecto sobre su
potencial de membrana fue notablemente pequefio. La explicacion a esta observacion
requiere nuevamente esgrimir las mismas consideraciones biofisicas esbozadas
anteriormente. Los electrodos de registro son impalados en los somas neuronales, lejos
de la zona en donde tiene lugar la interaccidn sindptica. La hiperpolarizacion de las
neuronas Rz se debe propagar en forma pasiva, y por lo tanto, un cambio relativamente
pequefio en el potencial de membrana en una zona distal puede sufrir una severa
atenuacion espacial hasta llegar al soma. Los potenciales de accion, en cambio, son
sefiales de gran amplitud y se propagan activamente hasta regiones relativamente
cercanas al soma y por lo tanto se detectan mas nitidamente en los registros somaticos.
En concordancia con esta interpretacién se observé que en presencia de altas
concentraciones de cationes divalentes, condicion en la cual la resistencia membranal
aumenta, i.e., el cambio de potencial de membrana de las células Rz producido por la
inyeccion de corriente en 151, se magnificd.

Las sinapsis eléctricas que transmiten las sefiales de las células 151 a las células
Rz muestran una doble rectificacion: las sefiales sdlo se transmiten de 151 a Rz y sélo
corriente negativa atraviesa la sinapsis (Figura 1.4). Este es el tipo de conexién mas
conspicua que las células 151 establecen con otras neuronas del ganglio y se ha
observado en la interaccion entre estas células y diversas motoneuronas (Wadephul

1989, Iscla et al., 1999).
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Figura 1.4. Esquema de la interaccion entre las neuronas 151 y Rz. El simbolo entre ambas

esquematiza la sinapsis de tipo eléctrica rectificante.
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Dado que la liberacion de serotonina depende del disparo de potenciales de
accion en las células Rz (Burns & Jahn, 1995) las observaciones realizadas sugieren que
las neuronas 151 estan en condiciones de regular los niveles de serotonina en forma

directa.
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Capitulo 2. Interaccion sinaptica entre las neuronas 151 y las neuronas

mecanosensoriales P.

Las neuronas mecanosensoriales P despliegan un nivel de conectividad tal que la
activacién de una unica célula P puede iniciar distintas salidas motoras (Kristan et al.,
1982). A su vez, dicho estimulo ejerce un fuerte efecto excitatorio sobre las células
serotoninérgicas Rz (Wittenberg et al., 1990; Szczupak & Kristan, 1995). Es por ello
que se considera que la activacion de las neuronas P es una entrada sensorial de alto
impacto conductual en la sanguijuela.

Dados estos antecedentes, investigamos la conectividad entre las neuronas P y
las neuronas pasivas 151 con el fin de evaluar de qué manera estas ultimas pueden
proveer al procesamiento de informacion sensorial en su recorrido hacia efectores

motores y neuromoduladores.

Resultados

Interaccién entre las neuronas mecanosensoriales P y las células 151.

En ganglios medios aislados se realizaron registros intracelulares simultineos de
las neuronas P y 151 (Fig. 2.1A). Las células P fueron estimuladas mediante la
inyeccion de pulsos de corriente, tal que dispararan un tren de potenciales de accion a
15 Hz. La Figura 2.1.B muestra un registro representativo de la respuesta de la neurona
151 en su potencial de reposo. El tren de potenciales de accién evocados en la neurona
P produjo una compleja respuesta en la célula 151 compuesta de fases despolarizantes e
hiperpolarizantes.

Con el fin de visualizar con mas detalle los distintos componentes de las
respuestas, éstas fueron estudiadas llevando a las neuronas 151 a diferentes potenciales
de membrana, mediante la inyeccién de corriente continua.

La Figura 2.2 muestra registros representativos de esta maniobra experimental.
Como se mostré anteriormente, a potenciales de membrana cercanos al potencial de
reposo de la célula, alrededor de -40 mV, la respuesta de la célula 151 a la estimulacién
de la neurona P mostr6 fases despolarizantes e hiperpolarizantes. A medida que el
potencial de membrana fue llevado a valores mas despolarizados, la amplitud de las

hiperpolarizaciones aumento y los picos despolarizantes se montaron sobre éstas.
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Figura 2.1. Respuesta de la neurona 151 a la estimulacién de la célula P. A. Esquema de la
configuracién de registro utilizada para el experimento. Las neuronas P y 151 fueron registradas mediante
electrodos intracelulares Las células P fueron estimuladas a través del electrodo de registro mediante la
inyeccién de pulsos de corriente (2nA, 5ms). B. Registros intracelulares de una célula P y de una neurona
151. La célula P fue estimulada tal que produjera un tren de 5 potenciales de accién a una frecuencia de
15 Hz. La célula 151 fue registrada en su potencial de reposo. C. El esquema muestra la manera en que se
cuantificaron las respuestas de las neuronas 151 o Rz. El 4rea sombreada representa la integral de la
respuesta en el tiempo y los segmentos con doble flecha muestran cémo se midieron las amplitudes

maximas de las depolarizaciones y las hiperpolarizaciones.

Contrariamente, a medida que el potencial de membrana fue llevado a valores mas
hiperpolarizados que el potencial de reposo, la amplitud de la fases despolarizantes
aumentaron y la de los componentes hiperpolarizantes disminuyeron. La observacion de
una serie de registros similares (n = 15) mostr6 que el componente hiperpolarizante

revierte a un potencial de alrededor de 65 mV.
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Figura 2.2. Respuestas de la neurona 151 a la estimulacién de la célula P, registrada en
diferentes niveles de su potencial de membrana. El trazo superior muestra el registro intracelular de
una célula P estimulada con un tren de 5 potenciales de accién (15Hz) y los trazos subsiguientes muestran
los registros intracelulares de una neurona 151 llevada a diferentes potenciales de membrana (indicados a
la izquierda de cada registro). Los diferentes potenciales fueron alcanzados mediante la inyeccién de
corriente dc. El experimento fue realizado perfundiendo el ganglio con solucién control. Resultados

similares fueron obtenido en otras 15 preparaciones.
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Dado que el potencial de equilibrio del CI" en las neuronas del ganglio de la
sanguijuela se encuentra alrededor de los -70 mV, los resultados sugieren que las fases
hiperpolarizantes estan mediadas por la activacion de una corriente de CI". En base a
esta hipdtesis, y con el fin de discriminar ambos componentes de la respuesta de las
neuronas 151, se buscé bloquear este componente de la respuesta utilizando
antagonistas de receptores activadores de corrientes de CI". Los dos receptores de este
tipo mas conspicuos en diferentes sistemas biologicos son los receptores al acido
gamma amino butirico (GABA) y a glicina, y las sustancias picrotoxina y estrignina son

sus bloqueantes selectivos, respectivamente.

Control Estrignina 10 pM Lavado
| Il Il
e mr i

151
10 mV WM

Figura 2.3. Efecto de la estrignina sobre la respuesta de la neurona 151 a la estimulacién de

la célula P. Los trazos superiores muestran los registros intracelulares de una célula P estimulada y los
trazos inferiores las respuestas de una neurona 151. Las células P fueron estimuladas con pulsos
supraumbrales de corriente (2 nA, 5 ms). Los ganglios fueron estudiados en tres condiciones: bajo
perfusién con solucién control, tras 5 min de iniciada la perfusién con una solucién conteniendo 10 pM
estrignina y tras 20 min de lavado con solucién control. Resultados similares fueron obtenidos en otras 6

preparaciones.

Se registraron las respuestas de células 151 ante la estimulacién de neuronas P
mientras los ganglios fueron perfundidos con una solucién conteniendo 10 pM de
estrignina. Como se ejemplifica en los registros de la Figura 2.3, la presencia de
estrignina en el medio bloque6 la expresién del componente hiperpolarizante de las
respuestas en forma selectiva y reversible. Por su parte, las respuestas despolarizantes
permanecieron. La presencia de estrignina 10 pM no produjo diferencias significativas

en la resistencia de entrada de la neurona 151 (p>0.1; test de #, n=6), indicando que la
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droga no produjo modificaciones inespecificas en la conductividad de la membrana

neuronal.
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Figura 2.4 Respuestas de la neurona 151 a la estimulaciéon de la célula P, registrada en

diferentes niveles de su potencial de membrana en presencia de estrignina. El trazo superior muestra

el registro intracelular de una célula P estimulada con un tren de 5 potenciales de accién (15Hz) y los

trazos subsiguientes muestran los registros intracelulares de una neurona 151 llevada a diferentes

potenciales de membrana (indicados a la izquierda de cada registro). Los diferentes potenciales fueron

alcanzados mediante la inyeccién de corriente dc. El experimento fue realizado perfundiendo el ganglio

con solucién conteniendo estrignina 10 pM. Resultados similares fueron obtenidos en otras 6

preparaciones.
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Dado que en presencia de estrignina se elimina la fase hiperpolarizante,
despejando la respuesta despolarizante, utilizamos esta condiciéon para analizar la
respuestas despolarizante en funcién del potencial de membrana. Como se ejemplifica
en la Figura 2.4, en presencia de estrignina 10 pM, la respuesta present6 una sola fase.
Cerca del potencial de reposo la respuesta de las células 151 fue despolarizante. La
amplitud de la despolarizacion aumentdé a medida que las neuronas fueron
hiperpolarizadas y disminuyé a medida que las neuronas fueron despolarizadas. Su

polaridad revirti6 entre -20 y 0 mV.

Integral en el tiempo [mV]

estrignina *
control
T T T
-100 -80 -60 -40 -20 0 20
Vm [mV]

Figura 2.5. Relacién entre la magnitud de las respuestas promedio de células 151 y su
potencial de membrana. La magnitud de la respuesta se cuantificé como la integral en el tiempo (ver
Materiales y Métodos y Figura 2.1.C). Se grafic6 la integral en el tiempo en funcién del potencial de
membrana registrada en solucién control (cuadrados) y en solucién conteniendo estrignina 10 uM

(tridngulos). Las barras muestran el error estdndard (n=4).

Debido a la forma compleja de la respuesta de las células 151 la cuantificacién
de las mismas se hizo midiendo la integral de la respuesta en el tiempo, como se
muestra en la Figura 2.1.C. En la Figura 2.5 se graficé la relacion entre la integral en el
tiempo de la respuesta con el potencial de membrana, en condicion control y en

presencia de estrignina. Dicha relacion fue lineal (R=0.98 control, R=0.97 estrignina) en
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el rango entre 0 y -50mV, y mostr6 una marcada rectificacion a potenciales mas
hiperpolarizados. En condicién control el area revirtidé su valor a un potencial de
alrededor de —-50 mV (-53.2]1 mV = 1.88); en este potencial de membrana el area de los
componentes hiperpolarizantes y despolarizantes de la respuesta son equivalentes. En
presencia de estrignina 10 uM la integral en el tiempo revierte su signo a un potencial
promedio de alrededor de —25 mV (-28.07 mV + 6.65); este valor representa el potencial
de reversion del componente despolarizante de la respuesta, que probablemente se
debiera a la activacién de una corriente catidnica inespecifica.

En contraposicion a lo observado con estrignina, el agregado de picrotoxina (10-
100 uM), no tuvo efecto sobre la respuesta de las neuronas 151 (n=6), sugiriendo que el
componente hiperpolarizante de la misma se debe a la activacion de receptores de

glicina.

Anilisis sobre la especificidad del campo de inervacién

Los ganglios medios de la sanguijuela contienen dos pares de células P. Un par
inerva los cuadrantes dorsales y el otro los ventrales. Como es de esperar ciertas
respuestas motoras muestran un perfil diferente para sefiales de origen ventral o dorsal
(Guetal., 1991; Iscla et al., 1999).

Con el fin de estudiar si las neuronas 151 exhibian selectividad entre las
neuronas P que inervan los diferentes cuadrantes, analizamos la respuesta de distintos
pares de neuronas P-151. Especificamente se estimularon las P dorsales y ventrales,
ipsilaterales y contralaterales a las neuronas 151 (Ver Figura MyM.2). Como se observa
en la Figura 2.6, la relacion de la integral en el tiempo de la respuesta de las neuronas
151 con el potencial de membrana fue similar para los cuatro tipos de pares de células.
El potencial de reversién de la integral no mostré diferencias significativas entre las
distintas células P analizadas (p> 0.1, n=4). Esto indica que las células 151 responden a

sefiales tactiles en los cuatro cuadrantes de la piel en forma equivalente.
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Figura 2.6. Respuestas de las neuronas 151 a las distintas células P. El grafico muestran la
relacién entre la integral en el tiempo de las respuestas de las neuronas 151 y su potencial de membrana.
Cada simbolo del grafico representa un tipo de neurona P estimulada: P laterales (Pl) y P medias (Pm)

contra e ipsilaterales a la neurona 151 (n = 4 para cada par).

Conectividad entre las neuronas P y 151

Con el fin de estudiar la naturaleza de la interaccion sinaptica P-151, se analiz6
la interaccion entre ambas perfundiendo el ganglio con una solucidon conteniendo 20
mM Mg™ y 1| mM Ca™ (ver Materiales y Métodos). Tanto los componentes
despolarizantes como hiperpolarizantes de la respuesta fueron inhibidos, de manera
reversible, con esta proporcion de cationes divalentes (Figura 2.7). Estos resultados
sugieren que la conexioén entre las células P y las neuronas 151 estd mediada por
sinapsis de tipo quimica, tanto para la transmision de la respuesta despolarizante como

para la hiperpolarizante.
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Figura 2.7. Respuesta de la neurona 151 a la estimulacién de la célula P en una solucién
con alta concentracién de Mg™". Registros intracelulares de las respuestas de una neurona 151 (trazos
inferiores) a la estimulacién de una neurona P (trazos superiores) con un tren de 5 potenciales de accién a

15 Hz en solucién control , luego de perfundir 3 minutos con una solucién conteniendo una relacién 20/1

de Mg**/Ca** y luego de lavar 10 minutos con solucién control .Resultados similares se obtuvieron en

ofras 8 preparaciones.

Para examinar si las respuestas de las neuronas 151 estan mediadas por
conexiones mono o polisinapticas, se analizé la interaccion entre las neuronas P y 151
en una solucién conteniendo 10 mM Mg™ y 10 mM Ca"™ (ver Materiales y Métodos).
Esta proporcion de cationes divalentes inhibe la expresiéon de las interacciones
polisinapticas, pues aumenta el umbral de disparo de potenciales de accién de las
neuronas. Asi, la célula P que recibe un estimulo suficiente para disparar potenciales de
accion, es capaz de liberar neurotransmisor. Si la conexion entre la célula P y la neurona
151 es monosinaptica, dicha liberacion sera registrada como un cambio en el potencial
de membrana de la neurona 151. Si, en cambio, la conexioén es polisinaptica, la(s)
interneurona(s) entre ambas no alcanzaran el umbral de disparo y por lo tanto no se
registrara un cambio en el potencial de membrana de la neurona 151.

En presencia de 10 mM Mg y 10 mM Ca", tanto los componentes

despolarizantes como los hiperpolarizantes de la respuesta de las células 151 se
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anularon de manera reversible (Figura 2.8). Este resultado indica que la conexion entre
las neuronas P y 151 involucra una capa interneuronal, tanto para las fases
despolarizantes como hiperpolarizantes. Ademaés, el resultado implica que las

interneuronas transmiten informacion mediante el disparo de potenciales de accién.

Control 10 Mg**/10™* Ca Lavado

l 120 mV
4

500 ms

MW

Figura 2.8. Respuesta de 1a neurona 151 a la estimulacién de la célula P en una solucién
con alta concentracién de Mg™ y Ca™. Registros intracelulares de las respuestas de una neurona 151
(trazos inferiores) a la estimulacion de una neurona P (trazos superiores) con un tren de 5 potenciales de

accion a 15 Hz en solucién control , luego de perfundir 3 minutos en solucién conteniendo una relacién

10/10 de Mg**/Ca** y luego de lavar 10 minutos con solucién control . Resultados similares se

obtuvieron en otras 7 preparaciones.

Discusion

Los resultados de este capitulo indican que la respuesta de las neuronas 151 a la
estimulacion de las células mecanosensoriales P estd formada por dos componentes
independientes entre si, uno despolarizante que se debe probablemente a la activacion
de una corriente catidnica inespecifica y otro hiperpolarizante llevado a cabo por una

comriente de Cl a través de un receptor de glicina. La interaccion esta mediada a través
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de intermeuronas que disparan potenciales de accion, y la transmision entre las neuronas
de este circuito es de naturaleza quimica.

Que un mismo estimulo sensorial produzca una combinacion de sefiales
excitatorias e inhibitorias al nivel de una misma célula blanco es un fenémeno en
apariencia contradictorio, pero que ha sido reportado en otros estudios. En langostas
(Locusta migratoria) y en bicho palo (Carausius morosus), se ha observado la
convergencia de entradas sinapticas excitatorias e inhibitorias en una misma
interneurona pasiva desencadenadas por un unico estimulo sensorial a través de
interneuronas excitatorias e inhibitorias. Dichas interneuronas pasivas tienen a su vez, al
igual que las neuronas 151 en sanguijuela, la capacidad de inhibir o excitar a
motoneuronas (Burrows, 1979b; Burrows, 1987 a y b; Burrows et al., 1988; Laurent &
Burrows, 1989a y b; Biischges & Schmitz, 1990; Biischges & Wolf, 1995).

La explicacion a esta interaccion funcional se da en términos de la capacidad de
las interneuronas pasivas de generar circuitos locales. Diferentes dreas del arbol
neuritico pueden funcionar como compartimentos independientes en los cuales un
cambio en la conductancia en una ramificacién no necesariamente afecte a otra
electrotonicamente distante (Laurent & Burrows, 1989b). De esta manera, las
interneuronas pasivas podrian distribuir las salidas excitatorias e inhibitorias en

diferentes ramas actuando con cierta independencia y modificando vias diferentes.
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Capitulo 3. Procesamiento de las seiiales sensoriales en la neurona 151.

Los datos presentados en el capitulo anterior, mostraron que un tren de
potenciales de accion evocados en las neuronas P, produjo respuestas de efecto
antagénico en las neuronas 151. Con el fin de evaluar como procesan sefiales
sensoriales las neuronas 151, examinamos en qué medida la expresion de las distintas
fases de la respuesta dependia de parametros especificos del estimulo. Se investigaron
dos variables: el nimero de potenciales de accién en un tren a una frecuencia fija, y la
frecuencia en un tren con un numero fijo de potenciales de accion. A una frecuencia
fija, el nimero de potenciales de accion indica la duracién del estimulo, mientras que
para un nimero fijo de potenciales de accién la frecuencia indica la intensidad del

estimulo.

Resultados
Dependencia de la respuesta de las células 151 a la estimulacion de células P con
trenes de disparos de diferente duracion.

En ganglios aislados, neuronas P fueron estimuladas con trenes de potenciales de
accion de duracion variable a una frecuencia de 15 Hz. Trenes cortos (< 400 ms),
compuestos de 1-6 potenciales de accion produjeron respuestas en las neuronas 151 en
las que se observaron despolarizaciones fasicas montadas en una hiperpolarizacién. Las
despolarizaciones se mantuvieron durante el periodo de estimulacién, mientras que la
hiperpolarizacion se extendié mucho mas alla del periodo del estimulo. Trenes largos (>
500 ms) de potenciales de accion produjeron una sucesioén de despolarizaciones fasicas,
sin que se evidencie la fase hiperpolarizante. La Figura 3.1 muestra registros
representativos en los cuales 3 y 5 potenciales de accion en las células P produjeron
respuestas despolarizantes en las neuronas 151 superpuestas a una hiperpolarizacion
prolongada de pequefia amplitud, mientras que un tren de 10 potenciales de accién
produjo una respuesta despolarizante en la cual la hiperpolarizacién no se observo.

Con el fin de cuantificar la expresion de las diferentes fases de la respuesta de
las neuronas 151 en funcion de la duracion del tren de disparos en las neuronas P, se
midié en cada registro la amplitud maxima de cada fase de la respuesta. La Figura 3.2

muestra la relacion que guarda la expresion de cada fase con el nimero de potenciales
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de accién disparados por las células P. La amplitud de la despolarizacién aumento
marcadamente (alrededor de 300%) entre el primer y segundo potencial de accion del
tren y permanecio a ese nivel en los trenes cortos mientras que la maxima amplitud de
la hiperpolarizacién aumento levemente (24%) entre el primer y segundo potencial de
accion del tren. Con la aplicacion de trenes largos, la méaxima amplitud de la
despolarizacidn experimenté un incremento adicional mientras que la hiperpolarizacion

dejo de observarse.

200 ms

Figura 3.1. Respuestas de las células 151 a la evocacién de distinto niimero de potenciales
en una neurona P. Los tres registros muestran las respuestas de una neurona 151 a 3, 5 y 10 potenciales
de accién evocados en la célula P; las lineas verticales debajo de los registros indican la temporalidad de

los disparos de la célula P .

Los datos de la Figura 3.2 sugieren que la hiperpolarizacion en las neuronas 151
alcanz6 su maximo desarrollo, en amplitud y duracién, alrededor del tercer potencial de
accion del tren. Esta observacion induce a pensar que en respuesta a trenes largos de
estimulacion la hiperpolarizacién esta presente, pero enmascarada por la fase

despolarizante. Para verificar esta interpretacion, se compararon las respuestas de
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células 151 producidas por la estimulacion de células P con trenes cortos y largos
manteniendo su potencial de membrana a un valor en el cual se prima la expresion de la
hiperpolarizacion por sobre la despolarizacion. A -20 mV, debido a las fuerzas
electromotrices relativas de cada fase de la respuesta, la hiperpolarizacién es la

respuesta predominante (ver Figura 2.2).
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Figura 3.2. Relacién de la amplitud de la despolarizacién y la hiperpolarizacién de la
neurona 151 con el nimero de potenciales de accién evocados en la célula P. El grafico muestra el
promedio de la amplitud méxima de las respuestas despolarizantes e hiperpolarizantes de las células 151
(ver Figura 2.1) en funcién del numero de potenciales de accién en la neurona P. Las barras indican error

estandar de la media (n = 5).

Como se observa en la Figura 3.3, a -20 mV, los cursos temporales de las
hiperpolarizaciones de la neurona 151 evocados por trenes de estimulacion de 3 y 11
potenciales de acciéon fueron altamente similares. Esto confirma que la
hiperpolarizacién producida por 11 potenciales de accién no produjo un incremento en
la amplitud o en la duracion de la hiperpolarizacion evocada por 3 potenciales de
accion. Por otra parte, las respuestas de la misma célula sostenida a -65 mV, potencial

en el cual priman las respuestas despolarizantes (ver Figura 2.2), coincidieron en el
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tramo inicial, correspondiente a los 3 primeros potenciales de accién. Al final del tren
corto, la célula 151 retorné cerca de su nivel basal, mientras que en respuesta al tren

largo, la célula mostro la tipica sucesion de despolarizaciones (Figura 3.3).

300 ms

Figura 3.3. Comparacién entre las respuestas de la neurona 151 a la estimulacién de la
célula P con trenes cortos y largos. Los registros muestran las respuestas de una neurona 151 a trenes de
3 (gris) y 11 (negro) potenciales de accién a 15 Hz en la célula P, obtenidos cuando la neurona 151 fue
llevada a —20 y —65 mV (indicados a la izquierda). Los registros obtenidos en un mismo potencial de
membrana fueron superpuestos. Las lineas punteadas verticales indican la temporalidad de los tres
primeros potenciales de accién en la neurona P, y las lineas verticales debajo de los registros indican la
temporalidad de los 11 disparos de la célula P. Resultados similares se obtuvieron en otras 6

preparaciones.

Dependencia de las respuestas de las células 151 a la estimulaciéon de células P con
trenes a diferente frecuencia de disparo.

Para investigar el efecto de la frecuencia de estimulacién, se analizé la respuesta
de las células 151 a trenes de 5 potenciales de accion en las células P disparados a

diferentes frecuencias (5-25 Hz). La Figura 3.4 muestra registros representativos. En
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todos los casos se observo la superposicion de las despolarizaciones sobre la fase

hiperpolarizante.

'wﬁ\-ﬂ.&tﬂ“&w\h( ot

200 ms

Figura 3.4. Respuestas de las células 151 a la evocacién de cinco potenciales de accién en la
célula P a diferentes frecuencias. Los tres registros muestran las respuestas de una neurona 151 a la
estimulacién de la célula P con cinco potenciales de accién aplicados a 25, 10 y 5 Hz; las lineas verticales

debajo de los registros indican el momento en que la célula P disparé potenciales de accion.

El periodo de las despolarizaciones se correspondié con el periodo del estimulo
y no se observd un efecto significativo de la frecuencia de estimulacién sobre la
amplitud alcanzada por esta fase (Figura 3.5). La amplitud alcanzé un plateau a una
frecuencia de 10 Hz, indicando que un periodo entre disparos de 100 ms fue suficiente
para producir la sumacién temporal causada por los sucesivos potenciales de accion que
se observan en la Figura 3.2.. La amplitud de las hiperpolarizaciones no mostro
dependencia respecto de las distintas frecuencias de estimulaciéon estudiadas (Figura

3.5).
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Figura 3.5. Relacién de la amplitud de la despolarizacién y la hiperpolarizacién de la
neurona 151 con la frecuencia de disparo de potenciales de accién en la célula P. El grafico muestra
el promedio de la amplitud maxima de las respuestas despolarizantes e hiperpolarizantes de las células
151 (ver Figura 2.1) en funcién de la frecuencia de estimulacién de la neurona P. Las barras indican error

estandar de la media (n = 12).

Estos resultados sugieren que la fase hiperpolarizante de la respuesta de las
células 151 a la estimulacion de la neurona P fue mayormente efectiva en configurar el
desarrollo de la despolarizacion producida por trenes cortos. En virtud de su desarrollo
relativamente lento, la hiperpolarizacion fue efectiva una vez que la despolarizacion
alcanz6 una amplitud sustancial, y entonces redujo el crecimiento de la misma. Esta
interpretacion, se ve confirmada al comparar las respuestas en condiciones control con
las obtenidas en presencia de estrignina 10 pM, la cual bloque¢ eficientemente la fase

hiperpolarizante.
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200 ms

Estrignina/control

Figura 3.6. Comparacion de las respuestas de células 151 en presencia y en ausencia del
componente hiperpolarizante. A. Los registros superiores superpuestos muestran las respuestas de una
neurona 151 a la estimulacién de la célula P con un tren de cinco potenciales de accion a 15 Hz, obtenidos
cuando el ganglio fue perfundido con solucién control (gris) o con una solucién conteniendo estrignina 10
uM (negro). Ambos registros fueron obtenidos cuando la neurona 151 se encontraba en su potencial de
reposo. Las lineas verticales debajo de los registros indican la temporalidad de los disparos de la célula P.
B. Las barras muestran el promedio de la relacién entre la amplitud y el 4rea positiva, medida en los

registros de ganglios perfundidos con estrignina sobre los medidos en solucién control. Las barras

verticales indican error estandar de la media. (n = 8).
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La Figura 3.6 muestra la superposicion de registros obtenidos en condiciones
control y en presencia de estrignina. En ausencia de la respuesta hiperpolarizante, la
despolarizacion se desarroll6 en forma monoténica y, en promedio, la amplitud de la
despolarizacién crecié solamente alrededor de un 22%, pero la integral en el tiempo

experimentd un incremento de alrededor de 4 veces (Figura 3.6 inferior).

Discusion

En este capitulo se analiza la manera en que las células 151 procesan la
informacién proveniente de las neuronas mecanosensoriales P. En el capitulo 2 se
demostré que la estimulacion de las células P generaba en las neuronas 151, una
respuesta compuesta por fases excitatorias e inhibitorias que pueden expresarse en
forma independiente. La fase hiperpolarizante mostré un desarrollo monoténico que
alcanzé su maxima amplitud y duracién en el curso de los primeros 3 potenciales de
accion. Es particularmente notable que esta fase de la respuesta fue insensible a la
accion de disparos adicionales, como si la interneurona que media esta sefial indicase
solamente el “on” o comienzo de la sefial sensorial, pero fuese insensible a la duracion
del estimulo.

En contraposicion, el componente despolarizante se expres6 a lo largo de todo el
estimulo como deflexiones féasicas, pudiéndose desarrollar varias deflexiones en
respuesta a cada potencial de accién en la célula P. Es decir, la respuesta despolarizante
no siguié uno a uno los potenciales de accidn en la célula P. Esto sugiere que la via
polisindptica excitatoria que media el circuito P-151 se compone de varia neuronas. De
esta manera se infiere que las neuronas 151 son depositarias de la accidn convergente de
varias neuronas excitatorias activadas por el estimulo mecanosensorial.

La interaccion entre los dos componentes antagénicos de la respuesta en las
neuronas 151 indica que, a nivel de registros somaticos, la fase hiperpolarizante fue mas
efectiva en los estimulos mecanosensoriales cortos, es decir, las despolarizaciones
fueron sesgadas por la fase negativa. Como se evidencia en los experimentos en los
cuales la hiperpolarizacién fue farmacoldgicamente bloqueada, la fase negativa tenia un
fuerte efecto en el desarrollo temporal de la despolarizacion producida por trenes cortos.
En lugar de eso, los trenes largos que se extendieron mas alla del pico maximo de la

hiperpolarizacion produjeron una sumaciéon neta sostenida de las deflexiones
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despolarizantes. Este fenémeno fue relativamente insensible a la frecuencia de disparo
en la célula P.

Estos resultados indican que en la red P-151 los estimulos mecanosensoriales
cortos no fueron versiones concisas de estimulos largos, sino que llevan informacion
que se minimiza durante la estimulacioén prolongada. Este hecho es interesante ya que si
bien la activacion de las neuronas mecanosensoriales P desencadena muchos de los
comportamientos de la sanguijuela, las diferentes respuestas comportamentales
dependen de diferentes formas de estimulacion (Kristan ef al., 1982).

En resumen, los resultados se representan en el modelo de la figura 3.8. Este
modelo propone que las neuronas P estdn sindpticamente conectadas con varias
interneuronas activas (disparan potenciales de accion) en el ganglio las cuales se
conectan con la neurona |51. De acuerdo a este modelo, varias interneuronas
excitatorias producen las respuestas despolarizantes fasicas en la neurona 151 y una
interneurona glicinérgica produce una respuesta hiperpolarizante lenta. Esta unica
neurona inhibitoria puede representar a varias interneuronas con efectos indistinguibles
entre si. Las células P producen respuestas excitatorias en una variedad de interneuronas
en la sanguijuela, en particular han sido descriptas 7 interneuronas que reciben la sefial
sensorial proveniente de la neurona P y estan ubicadas en la superficie ventral del
ganglio (interneuronas 157, 159, 161, 162, 169, 212 y 218) y 2 en la dorsal
(interneuronas 115 y 125) (Lockerey & Kristan, 1990b). Las mismas podrian
representar posibles interneuronas en la via que conecta las células Py 151.

Los resultados muestran que la célula 151 es un sensor en el que converge la
actividad interneuronal iniciada por un estimulo mecanosensorial, y, debido a su
conectividad con neuronas motoras y modulatorias, puede producir un efecto

significativo en la integracién sensoro-motora.
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151

Figura 3.8. Esquema de la conectividad entre las neuronas P y 151. Las interneuronas

excitatorias estan representadas en gris y la inhibitoria en negro.
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Capitulo 4. La neurona 151 en el circuito P-Rz.

Los resultados de los capitulos anteriores mostraron por un lado la capacidad de
las neuronas 151 de afectar la actividad de las células serotoninérgicas Rz y por otro de
recibir y procesar la sefial mecanosensorial.

Como fue descripto anteriormente, tanto las células 151 como las Rz reciben la
sefial sensorial proveniente de las neuronas P a través de una capa de interneuronas. Con
el objetivo de analizar el papel que juegan las neuronas 151 en la via que conecta las
células P con las Rz, se realizaron registros intracelulares de las tres células en
simultaneo. Esta estrategia nos permitié, por un lado, comparar las respuestas de las
neuronas 151 y Rz a la estimulacion de las células P. Por otro lado, estudiamos como
modificaciones del potencial de membrana de las neuronas 151 podrian modificar la

llegada de la informacion sensorial a las células Rz.

Resultados

Respuestas de las neurona 151 y Rz a la estimulacion de la célula P

Se realizaron experimentos en ganglios medios aislados en donde se aplicaron
trenes de diferente nimero de potenciales de accién en las neuronas P mientras se
registrd en forma simultanea a las neuronas 151 y Rz. En la Figura 4.1 se observan
registros intracelulares de las respuestas de las neuronas 151 y Rz ante la estimulacion
con uno(A), tres (B) y cinco (C) potenciales de accién en la neurona P. Como se
observa, un solo potencial de accién en la neurona P no produjo respuesta en la célula
151, asi como tampoco en la neurona Rz. Los trenes de tres y cinco potenciales de
accion en la célula P produjeron la tipica respuesta en la neurona 151 compuesta por
fases despolarizantes e hiperpolarizantes, y en la neurona Rz una despolarizacion
monofésica previamente descripta (Szczupak & Kristan, 1995). Como se observa en la
ampliacion de la Figura 4.1.C, ambas células muestran una marcada coincidencia
temporal en sus fases despolarizantes, a pesar de la diferencia que impone la fase
hiperpolarizante de la respuesta de la neurona 151. En todos los registros observados (n
> 20), la fases positivas de la respuesta de las neuronas 151 a la estimulacion de las

células P se correlacionaron con despolarizaciones del potencial de membrana de las
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neuronas Rz. Sin embargo, no se observé una relacién entre las amplitudes de las

respuestas de ambas células.

A |SmV
151 ——
Rz 5mV
N, ¥ i M—'\MM
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Figura 4.1. Respuestas de las neuronas Rz y 151 a la estimulacién de la célula P. Los
registros muestran las respuestas de una célula 151 y una neurona Rz (indicadas sobre cada registro) a la
estimulacion de la neurona P. La célula P fue estimulada de manera que disparara 1 (A), 3 (B) y 5 (C)
potenciales de accion. Las barras verticales debajo de cada registro indican el momento en que disparé un

potencial de accion la célula P. En C se muestra una amplificacién y superposicion de los dos registros.
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Con el objetivo de evaluar cuantitativamente esta correlacion entre las fases
despolarizantes, se analizé la respuesta de ambas a la estimulacién de las neuronas P
con solo 1 y 2 potenciales de accion. En esta condicidn, las células 151 presentan 4
tipos de respuestas: pueden no responder, responder con una despolarizacion, responder
con una hiperpolarizacion o responder con ambas fases. La tabla 4.1 resume los
resultados, la probabilidad de que ocurran cada una de estas 4 respuestas es distinta para
estimulos con un solo potencial de accion en las neuronas P que para dos. Basicamente,
ante un estimulo con dos potenciales de accidn, la probabilidad de que la célula 151 no
responda decrece, y aumenta la probabilidad de que ocurra una despolarizacion, sola o
en combinacién con hiperpolarizacién. En todos los casos analizados, las células Rz
expresaron una despolarizacion, unicamente cuando las neuronas 151 presentaron la
fase despolarizante de la respuesta independientemente de la presencia o ausencia de la
hiperpolarizacién. No se observo respuesta en las neuronas Rz cuando las neuronas 151

mostraron Unicamente la fase hiperpolarizante de la respuesta o cuando no

respondieron.
Respuesta en 151 1 pot. de 2 pot. de Respuesta en Rz
accion en P accion en P
Ninguna 50 % 17 % Ninguna
Hiperpolarizante 17 % 17 % Ninguna
Despolarizante 8 % 25 % Despolarizante
Despo/Hiper 25% 41 % Despolarizante

Tabla 4.1. Respuestas de las neuronas 151 y Rz a estimulos breves de la célula P. Se
registraron las respuestas de las células 151 y Rz a la estimulacién de la neurona P con 1 o 2 potenciales
de accioén. Se clasificé la respuesta de la célula 151 en cuatro clases. La cuarta columna indica la

respuesta simulténea de las neuronas Rz (n=12).

La marcada coincidencia temporal entre las respuestas de las neuronas 151 y Rz
a la estimulacién de las células P llevé a pensar en dos posibles circuitos de interaccion
entre estas células (Fig. 4.2): una opcidn seria que las células 151 fuesen presinapticas a
las neuronas Rz en el circuito que conecta P-Rz, y en ese caso la despolarizacidon de las
neuronas 151 produciria la liberacion gradual de neurotransmisor capaz de afectar el

potencial de membrana de las células Rz (Fig. 4.2A). La otra opcidn seria que ambas
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células reciban sefiales provenientes de las mismas interneuronas, produciendo

respuestas con un curso temporal similar (Fig. 4.2B).

Figura 4.2. Esquemas de los dos posibles circuitos que conectan a las neuronas P, 151 y Rz.

Papel de la neurona 151 en el circuito P-Rz

Con el fin de distinguir entre los dos circuitos posibles se analizaron, en primer
lugar, las latencias de las respuestas de las neuronas 151 y Rz a la estimulacion de la
célula P. Si las células 151 fueran presinapticas a las neuronas Rz, el comienzo de sus
respuestas deberia preceder siempre al de las células Rz. Para realizar este analisis
consideramos Unicamente las respuestas en que las neuronas expresaron una
despolarizacion ante el primer potencial de acciéon en la neurona P y medimos el
periodo entre el pico del potencial de accién en P y el comienzo de la respuesta de
ambas células. La latencia sindptica para la interaccion entre las células P-Rz fue de 32
+ 10 ms, y para P-151 fue de 18 + 9 ms (n = 12). En todos los pares, las respuestas de
las células Rz se retrasaron respecto de las de las células 151 en aproximadamente 12
ms (12 + 2.5 ms).Estos resultados apoyan la hipdtesis que postula que las neuronas Rz

son postsinapticas a las células 151. Si este fuera el caso, la salida de la neurona 151
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deberia ser regulada de manera gradual por su potencial de membrana. De esta manera,
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Figura 4.3. Respuestas de la neurona Rz a estimulos en la célula P durante la
hiperpolarizacién de la célula 151. Registros representativos de las respuestas de una neurona Rz
(trazos inferiores) a la estimulaci6n de la célula P con cinco potenciales de accién a 15 Hz (trazo superior)
durante la inyeccién de corriente hiperpolarizantes de distintas intensidades en la célula 151. La
intensidad de dicha corriente se indica a la izquierda de cada trazo. El orden con que se inyectaron las
corrientes de diferente intensidad fue al azar. Los sucesivos episodios se tomaron cada 2 minutos para
evitar el decaimiento de la respuesta en la célula. La neurona Rz fue llevada a un potencial de membrana

de —65 mV con el fin de evitar disparos espontaneos.

esperable que el maximo cambio en el potencial de membrana de las neuronas 151, en
su fase despolarizante, precediera al maximo cambio en el potencial de membrana de las
neuronas Rz. Para estudiar esto, calculamos las derivadas de primer orden de las

respuestas de las neuronas 151 y Rz a la estimulacién de la célula P con un tren de cinco
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potenciales de accion. Se compararon los tiempos de la derivada maxima para ambas
neuronas y se observd que la correspondiente a las neuronas Rz estaba siempre
retrasada respecto a la correspondiente a las células 151 en alrededor de 4 ms (4.2 + 0.9
ms, n = 8). Estos resultados, si bien son correlaciones, apoyan la idea de que la
respuesta en las células Rz sigue los cambios en el potencial de membrana de las
neuronas 15].

Como segunda aproximacion para estudiar si las neuronas 151 formaban parte
de la capa de interneuronas que separa las células P de las Rz, realizamos experimentos
en los que causamos la ‘'ablacion' reversible de la neurona 151. La maniobra
experimental que usualmente se emplea para tal fin es hiperpolarizar electrotonicamente

a la neurona que se intenta descartar del circuito.

1.5

Integral en el tiempo relativa
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Figura 4.4. Relacién entre la corriente inyectada en la neurona 151 y las respuestas de la
célula Rz a estimulos en la neurona P. En experimentos (n=6) como el mostrado en la Figura 4.3 se
midié la integral en el tiempo de las respuestas de neuronas Rz a la estimulacién de la neurona P . La
integral en el tiempo se midi6 como se muestra en la Figura 2.2.C y se expresé como medida relativa a la
obtenida en condicién control (I,5,=0). El grafico muestra el promedio de la integral en el tiempo de la
respuesta de la neurona Rz en funcién de la corriente inyectada en la neurona 151 . Las barras indican

error estandar de la media.
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El efecto de la hiperpolarizacion es alejar a la neurona del umbral de liberacién del
neurotransmisor por parte de la misma, siendo éste un efecto reversible al retornar a la
membrana a su potencial normal. Si la neurona 151 es presinaptica a las células Rz, la
respuesta de las neuronas Rz a la estimulacion de la neurona P deberia modificarse al
hiperpolarizar a la neurona 151.

Se registrd la respuesta de las neuronas Rz a la estimulacion de la neurona P
mientras la neurona 151 recibia una inyecciéon de corriente hiperpolarizante. El

experimento se realizé inyectando corrientes de distintas intensidades.

500 ms

Figura 4.5. Comparacién de las Respuestas de las neuronas 151 y Rz a la estimulacién de la
célula P durante la inyeccién de corriente en la célula 151. Superposicién de registros representativos
mostrando las respuestas de las células 151 y Rz (indicadas en los trazos) a la estimulacién de la neurona
P en condiciones control (gris) y durante la inyeccién de -8 nA en la neurona 151 (negro). Las barras
verticales debajo de los registros indican el momento en que disparé un potencial de acci6n la célula P.
Las respuestas de la neurona Rz fueron registradas en el mismo potencial de membrana; sin embargo, las
dos respuestas de la neurona 151 corresponden a potenciales de membrana diferentes. El trazo gris se
registr6 en reposo, mientras que el potencial de membrana del trazo negro corresponde a un potencial por
debajo de los —100 mV.
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Como se observa en el ejemplo de la Figura 4.3 la inyeccion de corriente negativa en la
neurona 151 produjo una disminucién gradual de la respuesta de la célula Rz a la
estimulacion de la neurona P. La respuesta en las neuronas Rz se cuantificé midiendo su
integral en el tiempo durante 800 ms después de primer potencial de accion en la
neurona P. La Figura 4.4 muestra la magnitud de las respuestas de las neuronas Rz en
funcién de la intensidad de corriente negativa inyectada en la célula 151. Dicha funcion
cumple con una relacion lineal (R=0.97).

La inyeccidn de corriente positiva en la neurona 151 no afecto la respuesta de la
célula Rz: mientras que la inyeccién de —5 nA en la célula 151 produjo un cambio
significativo en la integral en el tiempo de la respuesta de las neuronas Rz (p< 0,05), la
inyeccién de +5 nA no produjo cambios significativos (p> 0.1).

En la Figura 4.5 se observa que la inyeccion de corriente negativa en la neurona
151, que redujo marcadamente la respuesta en las células Rz, no redujo su propia
respuesta a la estimulacion de la célula P. Nétese que la inyeccion de corriente negativa
en las células 151 lleva su potencial de membrana a valores debajo del potencial de
reversion de la fase hiperpolarizante y por lo tanto la respuesta que se observa es
monoténica despolarizante. La respuesta de las neuronas Rz durante la
hiperpolarizacién de la célula 151 mostrd, ademas, un retardo en el comienzo (Figura
4.5) . Esto también podria explicarse por el hecho de que la hiperpolarizacion de la
neurona 151 la aleja del umbral de liberacion de neurotransmisor en forma gradual y
por lo tanto se produce un retraso y un decremento en la amplitud del efecto

postsinaptico sobre la neurona Rz.

Discusion

La alta correlacion entre las respuestas de las neuronas 151 y Rz a la
estimulacion de las neuronas mecanosensoriales P, sugiere que ambas neuronas estan
conectadas a un mismo circuito neuronal. Los diferentes andlisis realizados en este
capitulo estuvieron dirigidos a evaluar si las neuronas 151 y Rz son blancos de la accion
en paralelo de una misma capa de interneuronas activadas por el estimulo sensorial (Fig.
4.2B) o si existe una relacion causal entre las respuestas de las neuronas 151 y las de las
neuronas Rz (Fig. 4.2.A). En apoyo a la hipdtesis esbozada en la Figura 4.2.A

observamos que:
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1) La despolarizacién de las neuronas 151 siempre precedi6 la despolarizacion
en las neuronas Rz.

2)Sélo se observd despolarizacion en las neuronas Rz en los casos en que el
estimulo sensorial produjo una respuesta con componentes despolarizantes en las
neuronas 151 y no cuando solo produjo respuesta compuesta por fase hiperpolarizante
unicamente.

3) La ablacion reversible de la neurona 151, por hiperpolarizacién de la misma,
produjo una disminucion gradual de la respuesta de las neuronas Rz a la estimulacién de
las células P. La hiperpolarizacion aleja a la neurona 151 de su umbral de liberacion del
neurotransmisor y por lo tanto disminuye la eficacia de las despolarizaciones en la
transmision sindptica. La intensidad de las corrientes inyectadas en las neuronas 151
fueron similares a las que resultaron efectivas en disminuir la frecuencia de disparos de
las neuronas Rz a través del acople eléctrico existente entre ambas (Capitulo 1).

De esta manera la neurona 151 tiene la capacidad de desacoplar la llegada de la
sefial sensorial a las neuronas serotoninérgicas Rz. Este efecto de desacople de la
llegada sensorial, es decir de presentar la capacidad de afectar la ganancia de reflejos
locales por modificaciones en su potencial de membrana, se observé también en
interneuronas pasivas de vias sensoro-motoras en langostas (Laurent & Burrows,
1989b). Mas aun, la hiperpolarizacién de la célula 151 desacopla también la entrada
sensorial a motoneuronas especificas (Iscla et al., 1999).

La hipdtesis que postula que la despolarizacion de las neuronas Rz es
consecuencia directa de la despolarizacion de las neuronas 151 se contradice con que la
inyeccion de corriente despolarizante en las neuronas 151 no produjo un cambio en el
potencial de membrana de la neurona Rz (Capitulo 1). El analisis de esta contradiccion
requiere considerar la configuracion experimental. Los registros y la inyeccion de
corriente se llevan a cabo en el soma, cuando las interacciones sinapticas eléctricas o
quimicas tienen lugar en regiones distales en el neuropilo. Por lo tanto la distancia
relativa de estos sitios respecto del soma puede tener una influencia importante en
cuanto a la eficiencia de las maniobras experimentales que se ejecuten en el cuerpo
neuronal. Entonces, la contradiccion entre los resultados que apoyan o niegan una
interaccion excitatoria directa entre las neuronas 15! y Rz puede explicarse en términos
geométricos. Si las uniones eléctricas entre las neuronas 151 y Rz se encuentran en
sitios mds cercanos al soma que los terminales de donde se libera neurotransmisor,

entonces la inyeccion de corriente en el soma puede no alcanzar dichos terminales. Mas
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aun, el alto nivel de conectividad eléctrica de la neurona 151 puede formar una franja de
baja resistencia entre el soma y los terminales sinapticos. Sin embargo, es altamente
probable que las sefiales despolarizantes producidas por la estimulacion de la célula P
afecten a la célula 151 en sitios del arbol neuritico intermedios entre el soma y el
terminal sindptico. Por lo tanto, estas sefiales pueden ser detectables en el soma y al
mismo tiempo efectivas en los terminales sindpticos. Estudios realizados en langostas,
mostraron que, en algunos casos, la estimulaciéon de una tnica interneurona pasiva
premotora no alcanza para producir un efecto postsindptico en las motoneuronas y se
requiere en cambio de la estimulacién de mds de una para generar respuesta
postsindptica (Burrows, 1979 a). En otros casos si bien generan respuesta postsinaptica,
la misma s6lo se pone en evidencia con mediciones de modificaciones en la resistencia

de entrada de la célula postsinaptica (Laurent & Burrows, 1989 b).

Conclusiones

La interpretacion de los resultados se resume en la red neuronal que se
esquematiza en la Figura 4.6. En esta red, la sefial sensorial es canalizada en paralelo a
dos blancos efectores, las neuronas motoras y las células modulatorias Rz. Las neuronas
mecanosensoriales P transmiten su sefial a las interneuronas pasivas 151 a través de
neuronas que disparan potenciales de accion, tanto excitatorias como inhibitoria
(Capitulos 2 y 3). Las neuronas 151 poseen conexiones eléctricas rectificantes con
motoneuronas (Waderpuhl, 1989; Iscla ef al., 1999) asi como también con las células
Rz (Capitulo 1). El modelo sugiere que, ademas de la conexién eléctrica entre las
neuronas 151 y Rz, existe una conexién excitatoria quimica que se encuentra en
regiones mas lejanas al soma de las neuronas 151 que la conexion eléctrica, y que es
responsable de generar la respuesta observada en las neuronas Rz ante la estimulacion
de las neuronas mecanosensoriales (Capitulo 4). Por su parte, las neuronas motoras
reciben sefiales de las neuronas P por vias directas y mediadas por interneuronas (Iscla
et al., 1999). La célula 151 esta acoplada electricamente a estas interneuronas afectando
la llegada de la sefial mecanosensorial a las motoneuronas (Iscla et al., 1999).

Analizando el papel que las neuronas 151 juegan en este circuito, uno debe
considerar por un lado su conectividad directa con las células Rz y con las
motoneuronas Y, por otro lado, su capacidad de afectar la llegada de la sefial sensorial a

las mismas. En base a sus sinapsis eléctricas rectificantes, las neuronas 151 podrian
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actuar como depresores globales del sistema motor, inhibiendo tanto a las neuronas
motoras como a las serotoninérgicas. Sin embargo, considerando que las sefiales
hiperpolarizantes se transmiten en forma pasiva, es probable que las hiperpolarizaciones
sean efectivas sélo en regiones cercanas al locus de entrada sinaptica. Por lo tanto, la
transmision de las sefiales hiperpolarizantes que reciben las neuronas 151 puede estar
acotada al rango de neuronas conectadas con la regién neuritica afectada.

Por otra parte, la accién excitatoria directa que se propone entre las neuronas
151 y Rz por estimulacion sensorial sugieren un rol integrador para las neuronas 151.
En virtud de sus propiedades pasivas las neuronas 151 pueden actuar como intgradoras
graduales de la actividad interneuronal desencadenada por la entrada sensorial. Al
transmitir estas sefiales a las neuronas Rz, hacen que la liberaciéon de serotonina se
ajuste a esta integracion. De esta manera la liberaciéon de serotonina se torna una
funcién de la reaccion del sistema nervioso a la sefial sensorial méas que de la sefial

misma.

Figura 4.6. El esquema muestra el posible circuito de interaccién entre las vias serotoninérgica y

motora desde el estimulo mecanosensorial.
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La sefial mecanica, a nivel de la neurona sensorial, se representa como disparos
de potenciales de accién. Su temporalidad esta dada por el nimero de potenciales de
accion y su intensidad por la frecuencia de disparos. La sefial se codifica entonces en
términos temporales, la amplitud es una constante. La sefial no se transmite preservando
estos parametros de codificacion sino que adquiere complejidad a medida que llega a
los blancos. Dicha complejidad se expresa tanto en términos temporales como de
amplitud. Las interneuronas no disparan en forma sincrénica y por lo tanto sus salidas
llegan al blanco con un patrén temporal diferente al de la sefial sensorial. La capa
interneuronal comprende neuronas excitatorias e inhibitorias, y los resultados mostraron
que la acciéon concomitante de ambos tipos de sefiales se expresa mayormente ante
estimulos sensoriales breves, restringiendo el impacto de la excitacion sensorial sobre la
neurona pasiva. En cambio estimulos sensoriales prolongados incrementaron la
actividad de las interneuronas excitatorias pero no el de las inhibitorias, y por ello la

accion de estas ultimas se vié completamente enmascarada por la excitacion.
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PARTE 11

ACh como modulador de la actividad de células Rz

En 1921, Otto Loewi mostré la primera evidencia de que una molécula, la ACh,
que se liberaba desde un terminal nervioso que era estimulado, producia un efecto a
distancia sobre la contraccion del musculo cardiaco. Afios mas tarde, el primer
compuesto que fue identificado como neurotransmisor en el sistema nervioso central fue
también la ACh, que se liberaba de sinapsis colaterales de motoneuronas espinales a
interneuronas llamadas células de Renshaw (Eccles ef al., 1956). Las funciones de la
ACh como neurotransmisor son diversas e involucran desde la contracciéon muscular
hasta la modulacién mediante receptores presindpticos de la liberacion de otros
neurotransmisores en el sistema nervioso central. Estos efectos se producen mediante la
interaccion de esta molécula con diversos tipos de receptores que se agrupan en dos
familias: los receptores muscarinicos y los nicotinicos, cuya primera clasificacién se
baso en la actividad farmacolégica de dos alcaloides: la nicotina y la muscarina (Dale,
1914). Con la existencia de nuevos agonistas y antagonistas se encontraron diversos
subtipos de receptores en cada uno de estos grupos que se diferenciaban en sus
caracteristicas bioquimicas. En los dltimos afios, las técnicas de biologia molecular han
permitido la clasificacion de los receptores de acuerdo a su estructura primaria.

Ambos grupos de receptores, si bien son activables por la misma molécula, son
estructuralmente muy distintos. Los receptores muscarinicos pertenecen a un grupo de
receptores que poseen 7 segmentos transmembrana. Se han clonado 5 tipos de
receptores muscarinicos que van del m1 al mS. Estos receptores transmiten su sefial
interactuando con proteinas membranales que unen GTP (proteinas G) y dependiendo
del tipo de proteina G, la activacion del receptor puede llevar la regulaciéon del
metabolismo del AMP ciclico, a una estimulacion de la hidrélisis de fosfoinositidos o a
la regulacion de canales de potasio (Bonner, 1992; Caulfield, 1993). Es decir, la accién
de estos receptores sobre la excitabilidad de una célula es indirecta.

A diferencia de estos, los receptores nicotinicos estan formados por 5
subunidades proteicas que determinan un canal idnico, y su activacion genera un
cambio directo en la conductancia de la célula. De las 5 subunidades, 2 poseen el sitio

de unién a ACh y son denominadas a, y las otras 3 pueden ser B,y,8. En algunos casos
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el canal es un homdémero constituido por 5 subunidades a. Existen 2 grandes grupos de
receptores nicotinicos: los musculares, que se encuentran en la zona de la placa
neuromuscular en el misculo esquelético; y los neuronales presentes en ganglios
periféricos y en el sistema nervioso central. Se han encontrado al menos 11 genes que
codifican para las subunidades del receptor nicotinico neuronal, que van de a2 hasta o9
y de B2 hasta B4 (Sargent, 1993; McGehee & Role, 1995).

Si bien la funcién de los receptores nicotinicos en la placa neuromuscular se
conoce bien (Van der kloot & Molgo, 1994), el rol de los receptores nicotinicos
neuronales es menos claro. Las evidencias existentes sugieren que los receptores
nicotinicos neuronales actian a nivel presinaptico regulando la liberacion de diversos
neurotransmisores en el sistema nervioso central (McGehee & Role, 1995; Role &
Berg, 1996). Se ha observado que la aplicacion de nicotina sobre terminales nerviosos
modula la liberacién de dopamina (Rapier ef al., 1988; Sacaan et al., 1995; Marshall ef
al., 1997, Kaiser et al., 1998), de noradrenalina (Clarke & Reuben, 1996), de ACh
(Wilkie et al., 1996), de serotonina (Schwartz et al., 1984), de glutamato (McGehee et
al., 1995) y de GABA (Nisell et al., 1994).

A pesar de la abundancia de receptores para ACh en el sistema nervioso central,
ha sido dificil estudiar los efectos de la liberacion endégena de ACh. En general, sus
efectos se conocen por aplicacion exdgena de la misma (Clarke, 1993). Una de las
estrategias de estudio para detectar fuentes endégenas de ACh implica la inhibicion de
la actividad de la enzima que la degrada, la acetilcolinestearasa (AChE) de manera de
evidenciar sus efectos por acumulacién. En las distintas especies existen isoformas
diferentes de la enzima AChE cuyas caracteristicas farmacologicas difieren (Taylor &
Radic, 1994), pero existen inhibidores clasicos que afectan a la mayor parte de ellas
(Taylor, 1996).

En la sanguijuela, la aplicacion de agonistas colinérgicos por pulsos de presion
sobre el soma de las neuronas serotoninérgicas Rz produce una compleja respuesta
compuesta de fases despolarizantes e hiperpolarizantes. Cada una de estas fases esta
mediada por receptores nicotinicos con propiedades farmacolégicas diferentes. La
aplicacion de pulsos cortos de ACh (<1seg.) en el soma de las neuronas Rz, produce una
despolarizacién rapida, seguida de una hiperpolarizacion lenta. La despolarizacion
fasica inicial estd mediada por receptores nicotinicos de tipo neuronal que activan una

corriente cationica inespecifica. La hiperpolarizacion estd mediada por receptores con
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un perfil farmacolégico mixto, nicotinico y muscarinico, que activan una corriente de
CI' (Szczupak er al., 1993). La aplicacién de pulsos de ACh de mayor duracién (>1
seg.) produce una tercer fase, una despolarizacion prolongada (Kristan et al., 1993)
mediada por receptores nicotinicos con caracteristicas farmacoldgicas similares a las del
tipo a9 (Szczupak et al., 1998). Las propiedades farmacoldgicas de dichas fases de las

respuestas colinérgicas se resumen en la Tabla II.1.

Tabla I1.1

Despolarizacion Hiperpolarizacion Despolarizacion
rapida tardia

Agonistas
Ach
Carbacol
Nicotina
DMPP
Muscarina -
McN A-343 -

+ 4+ + +
+ 4+ + + + 4+
+ 4+ + +

Antagonistas

d-Tubocurarina
Mecamilamina
Hexametonio

o-Bungalotoxina - +
Atropina - +
Estrignina +

+ + +
)
L}

Ubicacién
Soma + + .
Neuritas +

*Modificada de Szczupak et al., 1998.

Tabla II.1*. Resumen de las propiedades farmacolégicas y fisiolégicas de las tres
respuestas colinérgicas de neuronas Rz pertenecientes a segmentos estdndar. La tabla compara las
respuestas en términos de los agonistas que las producen, los antagonistas que las bloquean y la ubicacién

aparente de los receptores que las producen. Los espacios en blanco indican la ausencia de datos.

Las respuestas a ACh guardan especificidad segmental. Como mencionamos
anteriormente los ganglios medios de la sanguijuela son altamente similares entre si,
con excepcion de los ganglios correspondientes a los segmentos 5 [Rz(5)] y 6 [Rz(6)].
Estos segmentos contienen a los o6rganos reproductivos y las neuronas Rz de sus

ganglios son morfoldgica y fisiolégicamente diferentes a las de los ganglios estandar
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[Rz(X)]. Una diferencia fundamental reside en que las neuronas Rz(X) inervan la pared
corporal y las Rz(5,6) inervan los 6rganos sexuales (Glover & Mason, 1986). La
aplicacién de pulsos de ACh sobre el soma de las neuronas Rz(5) y Rz(6) produce
Unicamente una respuesta hiperpolarizante seguida de una pequeiia despolarizacion
tardia de menor amplitud (Szczupak et al., 1993; Szczupak et al., 1998).

Se ha demostrado sintesis de ACh en algunas neuronas de los ganglios de la
sanguijuela, en particular en neuronas motoras excitatorias como las células L, AE, HE
entre otras, en las neuronas antero pagodas (AP) y en las células “nut”.

El objetivo de la Segunda Parte de este trabajo fue el de evidenciar fuentes
endogenas de ACh dentro de los ganglios de la sanguijuela, capaces de afectar

fisiol6gicamente a las neuronas Rz.
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Capitulo S. Caracterizacion fisiologica y farmacologica del efecto de
inhibidores de la AChE sobre la actividad electrofisiologica de las

neuronas Rz.

Con el objetivo de investigar la existencia de fuentes endogenas de ACh que
regularan la actividad de las neuronas Rz estudiamos los efectos de la inhibicién de la
hidrdlisis enzimatica de la ACh sobre la actividad electrofisiologica de dichas neuronas.

En los ganglios de la sanguijuela existe una alta actividad de la enzima AChE de
donde dos enzimas AChE distintas fueron purificadas (Talesa et al., 1995). Ambas
enzimas son susceptibles a la aplicacién de inhibidores clasicos como la neostigmina y

la fisostigmina (eserina).

Resultados

Efecto de los inhibidores de la AChE sobre la actividad electrofisiolégica de las
neuronas Rz.

Ganglios medios aislados fueron perfundidos con solucion conteniendo a los
inhibidores de la AChE, neostigmina o fisostigmina, mientras se registro la actividad de
la neurona Rz mediante electrodos intracelulares. La Figura 5.1 muestra un registro
tipico y describe el curso temporal del experimento y los parametros electrofisiolégicos
analizados. La aplicacion de los inhibidores produjo una despolarizacion importante de
las neuronas Rz que indujo el disparo de potenciales de acciéon a muy alta frecuencia.
Este cambio en la actividad electrofisiologica de las neuronas Rz se cuantificé midiendo
la amplitud méaxima y la latencia de la respuesta. Tanto la amplitud como la latencia de
la respuesta fueron dependientes de la concentracion de los inhibidores de la AChE: un
aumento en la concentracién produjo un aumento en la amplitud y una disminucién en
la latencia de la despolarizacion (Figura 5.2). Ambos inhibidores actuaron de manera
similar, produciendo su maximo efecto en términos de la amplitud a una concentracién
de 10pM. A la concentracion de 100pM ambos inhibidores de la AChE produjeron una
despolarizacion similar a la causada por 10uM, pero con una latencia significativamente
menor. La actividad evocada por los inhibidores de la AChE persistié atn luego de

perfundir los ganglios durante 20 minutos con solucién control.
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Figura 5.1. Respuesta de la neurona Rz a la aplicacién de inhibidores de AChE. Registro
representativo de la respuesta de una neurona Rz, llevada a un potencial inicial de membrana de -60 mV,
a la aplicacién de neostigmina 10 pM . La barra horizontal inferior describe el curso temporal del
experimento: el ganglio fue perfundido con solucién control (segmento blanco) y luego de 30 seg. con
solucién conteniendo neostigmina (segmento gris). Las flechas indican la manera en que se midi6 la
amplitud y latencia de la respuesta: la amplitud se midié desde la linea de base hasta el nivel de maxima
despolarizacién (ignorando los potenciales de accién), y la latencia se midié desde el comienzo de la

perfusién con droga hasta el tiempo en que el potencial alcanzé el 50% de su maxima despolarizacién.

Este efecto de la neostigmina y la fisostigmina fue interpretado como el
resultado de la acumulacién de ACh en el medio externo producida por la inhibicién de
su degradacion enzimatica. La prolongada latencia de la despolarizacion avala esta
interpretacion. Este podria corresponderse con el periodo necesario para generar un
aumento de la concentracion extracelular suficiente para despolarizar la membrana de

las neuronas Rz.
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Figura 5.2. Amplitud y latencia de la respuesta de la neurona Rz en funcién de la
concentracién de bloqueantes de la AChE. Los graficos muestran la relacién entre la amplitud
(superior) y la latencia (inferior) promedio de las despolarizaciones producidas por la aplicacién de

fisostigmina (circulo) o neostgmina (tridangulo), y la concentracion de droga utilizada. Los valores indican

la media * error estdndar (n=3 y 5, respectivamente).

Analisis de la dindmica de la respuesta de los inhibidores de la AChE.
Con el objetivo de verificar que lo prolongado de la latencia de las respuestas se

debid al mecanismo de accion de los inhibidores de la ACh y no era inherente al sistema
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de perfusion, se evalud la cinética de accion de agonistas colinérgicos no hidrolizables

por la AChE introducidos de igual manera que los inhibidores de AChE.

10 uM carbacol

5mV

100 pM neostigmina

o

30s

sl g s

[

Figura 5.3. Comparacion de las respuestas de neuronas Rz a la aplicacion de agonistas
colinérgicos y de inhibidores de AChE. Registros representativos de las respuestas de tres neuronas Rz,
llevadas inicialmente a un potencial de membrana de -60 mV, a la perfusién con soluciones conteniendo
carbacol 10 uM, nicotina 10 pM y neostigmina 100 pM durante el periodo indicado por la barra rayada al

pie de los registros.
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La Figura 5.3 muestra registros representativos de los efectos del carbacol y la
nicotina, a una concentracion de 10pM. La perfusion con estas sustancias produjo la
despolarizacion de las neuronas Rz con una latencia marcadamente menor que la
observada para los inhibidores de la AChE.

La despolarizacion producida por 10 pM carbacol o nicotina alcanzo el 50% de
su valor maximo 35 seg. antes que (34,7 + 3,1 seg. n=4) que la despolarizacion
producida por 100 pM neostigmina. Mas aun, las respuestas a agonistas colinérgicos
alcanzaron su amplitud maxima antes de que se iniciara la despolarizacion producida

por neostigmina.

Por otra parte, pudo observarse que mientras que la despolarizacién inducida por
carbacol alcanzé6 un plateau que persistié durante su aplicacion en el bafio, la inducida
por nicotina tuvo una duracién de aproximadamente 35 seg. (35 £+ 7 seg. n=3). Tras este
periodo el potencial de membrana retorné a un nivel cercano al de su linea de base a
pesar que el agonista ain estaba presente en el bafio. Este patron de respuesta se debio,
probablemente, a que la nicotina, tras activar la corriente despolarizante, estabiliza al
receptor en su estado desensibilizado (Schrattenholz er al., 1993). Estos resultados
indican que el retraso observado en la respuesta de las neuronas Rz a la aplicacion de
inhibidores de AChE no se debe al sistema de perfusion sino a un mecanismo intrinseco
de accion de la droga.

Por otro lado, para descartar la posibilidad que el epitelio de células gliales que
recubre al ganglio impusiera una barrera de difusion a los inhibidores de AChE, se
realizaron experimentos en donde se removié dicho epitelio, dejando los somas en
directo contacto con el bafio. En estos ganglios, la amplitud y la latencia de la
despolarizacion producida por la aplicacién de 100 pM neostigmina fueron altamente

similares a los registrados en ganglios intactos (Tabla 5.1).

Tabla 5.1

Ganglio Amplitud (mV) Latencia (seg.)
Intacto 16,6 £ 1 68+3

Sin epitelio glial 1895 65312
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Dependencia de la despolarizacion inducida por inhibidores de AChE con la
concentracion de calcio extracelular.

Los resultados previos indican la respuesta de las neuronas Rz a la aplicacién de
inhibidores de AChE se debid, probablemente, a la acumulacién de ACh liberada
espontaneamente en el ganglio. Dado que la liberacién de neurotransmisor depende de
la concentracién extracelular de Ca™ se estudi6 el efecto de los inhibidores de la AChE
sobre las neuronas Rz en presencia de soluciones conteniendo distintas proporciones de

los iones [Mg""] / [Ca™] (Figura 5.4).

30

10 pM 100 pM
Neostigmina Neostigmina

20 4

13 =

Amplitud [mV]

10 -

Figura 5.4. Dependencia de la despolarizacion inducida por neostigmina respecto del calcio

extracelular. Las columnas indican la amplitud promedio de las respuestas de neuronas Rz a neostigmina

disuelta en soluciones conteniendo diferentes concentraciones de Ca**y Mgt (en mM)> como se indica
debajo de cada columna. Se utilizaron dosis de 10 y 100 pM de neostigmina (n=3 y 4, respectivamente).

Las barras indican error estdndar de la media y * indica que la media es significativamente diferente

(p<0,05) de la condicién control (1.8 mM Ca*ty 1 mM Mg*™).
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La amplitud promedio de las respuestas inducidas por la aplicacion de 10uM de
neostigmina en presencia de una solucién conteniendo una relacién 20/1 de [Mg™'] /
[Ca™] fue significativamente menor (aproximadamente un 40 % del valor control) que
la amplitud promedio en solucién control, que contiene una relaciéon [Mg™] / [Ca™"] de
1/1.8. Por el contrario, la presencia de una alto contenido de [Ca™"] extracelular (10
mM), produjo un aumento significativo en la amplitud promedio de las respuestas
(aproximadamente un 70 % del valor control). La amplitud promedio de las respuestas a
la aplicaciéon de neostigmina 10 pM y 100 uM fueron similares entre si en solucion
control. Sin embargo, las respuestas producidas por 100 pM neostigmina fueron menos

sensibles a los cambios en la concentracion de calcio extracelular (Figura 5.4).

100 uM curare

«|

10 uM nicotina

bl

1 min

10 mV

[ [T T T T TH R

Figura 5.5. Efecto de antagonistas nicotinicos sobre la despolarizacién inducida por
neostigmina. Registros representativos de neuronas Rz, llevadas inicialmente a un potencial de
membrana de -60 mV, a las que se les aplicé 50 uM neostigmina en presencia de curare 100 pM y
nicotina 10 uM. La barra horizontal al pie de los registros muestra el curso temporal del experimento: el
segmento de patrén vertical indica el momento en el que se agregaron los antagonistas; el segmento con
los patrones superpuestos indica la aplicacién de la solucién conteniendo la mezcla de neostigmina y el

antagonista.

78




Marin Burgin, A.

Estos resultados avalan la idea de que la despolarizacion que se produce por
aplicacién de inhibidores de AChE es el resultado de la acumulacién de ACh que se
libera de terminales sindpticos. Sin embargo, se debe evaluar si las diferentes
concentraciones extracelulares de calcio podian afectar la respuesta de las células Rz a
la accion de la acetilcolina. Para ello se aplicaron pulsos de carbacol en solucién control
y en presencia de una proporcién 20/1 de [Mg™"] / [Ca™]. La despolarizacién inducida
por carbacol fue similar en ambos casos. El cociente entre las amplitudes medidas en las
dos condiciones fue de 1,1 + 0,2 (n=4). Esto indica que las respuestas colinérgicas de
las neuronas Rz fueron insensibles a la concentracion extracelular de cationes

divalentes.

Caracteristicas farmacolégicas de la despolarizacion inducida por inhibidores de
AChE.

Para caracterizar los receptores que mediaron el efecto producido por los
inhibidores de AChE, la accién de éstos fue ensayada en presencia de diversos
inhibidores colinérgicos que fueron efectivos en bloquear las diferentes fases de las
respuestas colinérgicas de las neuronas Rz (ver tabla 5.1, Szczupak et al., 1998). Los
ganglios fueron preincubados durante 2 min. en presencia de los agentes nicotinicos
curare, mecamilamina, hexametonio o nicotina, y luego perfundidos junto con
neostigmina.

El curare produjo una inhibicién de la despolarizacion inducida por neostigmina
en las neuronas Rz, en forma dosis dependiente (Figuras 5.5 y 5.6), mientras que el
hexametonio y la mecamilamina (100uM) no tuvieron efecto (n=3). La respuesta a
neostigmina se estudi6 en presencia de nicotina una vez que la misma produjo su efecto
como agonista. En presencia de nicotina la despolarizacién inducida por neostigmina
disminuyé de manera dependiente de la dosis. Dado que el perfil farmacolégico que
presenta la respuesta a neostigmina es similar al de la despolarizacién tardia inducida
por carbacol (Ver Tabla II.1; Szczupak e al, 1998), evaluamos el efecto de dos
antagonistas de la misma: atropina y estrignina. Ambas drogas inhibieron la

despolarizacion inducida por neostigmina en forma dosis dependiente (Figura 5.6).
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Figura 5.6. Cuantificacion de los efectos de diversos antagonistas sobre la despolarizacion
inducida por neostigmina. Las columnas representan las amplitudes promedio (n=4) de las respuestas a
neostigmina 50 uM cuando el ganglio fue preincubado con solucién control y con soluciones conteniendo
curare, atropina, nicotina y estrignina en las concentraciones indicadas en la izquierda (en pM). Las
barras indican error estdandar de la media y * indica que la media es significativamente diferente del

control (p<0.05).

Discusion
Liberacion basal de ACh en ganglios de sanguijuela

Los datos presentados en este capitulo muestran que la aplicaciéon de
neostigmina o fisostigmina, inhibidores cléasicos de la actividad de la enzima AChE
(Taylor, 1996) que son efectivos sobre la enzima de sanguijuela (Talesa et al., 1995),

produjo una marcada despolarizacién de las neuronas serotoninérgicas Rz. Este efecto
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estuvo mediado por receptores con un perfil farmacologico correspondiente al receptor
nicotinico. La explicacién mas plausible de los efectos de la neostigmina y fisostigmina
es que inhibiendo la hidrdlisis de ACh, estas drogas generan un incremento en la
concentracidon extracelular de ACh, la cual es tonicamente liberada desde fuentes
endogenas y es mantenida normalmente en niveles bajos por la alta actividad de la
enzima AChE detectada en los ganglios de la sanguijuela (Wallace, 1981; Talesa ef al.,
1995).

De acuerdo con esta interpretacion, observamos que la amplitud de la
despolarizacién inducida por neostigmina fue parcialmente dependiente de los niveles
extracelulares de [Ca™"]. El grado de dependencia fue el esperado para un fenémeno que
involucra una liberacion basal de neurotransmisor; esto es, la amplitud de la respuesta
decreci6 pero no se anuld en presencia de una proporcién alta de [Mg™'] / [Ca™], y
aumentd al incrementar la concentracion extracelular de Ca™ (Landau, 1969; Matthews
& Wickelgren, 1977).

Dado que los receptores nicotinicos tienen un sitio de unidn especifico para
inhibidores de AChE (Lena & Changeaux, 1993) es necesario descartar que los efectos
sobre las neuronas Rz se debieran a una accién directa de éstos como agonistas. Sin
embargo, varias observaciones descartaron esa posibilidad:

(i) La despolarizacion de las neuronas Rz inducida por neostigmina fue inhibida
por el efecto de desensibilizacién producido por la nicotina. En cambio, el efecto directo
de la neostigmina como agonista es insensible a la estabilizacion del receptor en su
estado desensibilizado (Maelicke et al., 1993; Schrattenholz et al., 1993).

(ii) La despolarizacion de las neuronas Rz inducida por neostigmina fue inhibida
por curare, mientras que la accién directa de los inhibidores de AChE sobre los
receptores a ACh no es sensible a este antagonista (Lena & Changeaux, 1993).

(iii) La latencia de la respuesta a los inhibidores de AChE fue relativamente
larga y dependiente de la dosis. Estas observaciones son incompatibles con el efecto
agonista de estas sustancias (Storch ef al., 1995; Cooper ef al., 1996).

Estas consideraciones, desestiman que la fisostigmina y la neostigmina hayan
actuado como agonistas directos del receptor nicotinico y apoyan la hipétesis que su

accion se debié mayormente a su papel clasico como inhibidores de la enzima AChE.
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Perfil farmacoldgico de la respuesta inducida por inhibidores de AChE

El perfil farmacolégico del receptor involucrado en la despolarizacion inducida
por los bloqueantes de la AChE es similar al exhibido por los receptores que median la
despolarizacion tardia generada por la aplicacion de agonistas colinérgicos en las
neuronas Rz (ver Tabla I1.1; Szczupak ef al., 1998). Sin embargo, la respuesta evocada
por los inhibidores de AChE fue sensible a la aplicacion de curare, mientras que la
despolarizacion tardia no lo fue. La despolarizacion tardia es evocada solamente cuando
se aplican pulsos prolongados de ACh (>3s) o cuando se utilizan agonistas no
hidrolizables por la AChE. Los estudios farmacologicos de dicha fase de la respuesta
colinérgica se realizaron utilizando como agonista al carbacol. Es posible, entonces, que
la diferencia en la eficiencia del curare como antagonista de la despolarizacion tardia y
de la despolarizacion inducida por neostigmina o fisostigmina resida en la competencia
con diferentes agonistas. En el primer caso el curare compitido con carbacol, mientras
que en el segundo caso con la ACh enddgena. Probablemente el curare sea menos
efectivo en desplazar al carbacol que a la ACh.

El receptor involucrado en la despolarizacion tardia tiene un perfil
farmacologico semejante al receptor nicotinico de tipo a9 (Elgoyhen er al., 1994).
Resulta notable que la despolarizacion prolongada haya sido mediada por un receptor
con un perfil farmacologico nicotinico. Esta no es una funcion clasica de los receptores
nicotinicos pues generalmente han sido asociados a despolarizaciones fasicas (David &
Sattelle, 1984; Egan & North, 1986; Lipton ef al., 1987, McCormick & Prince, 1987,
Trimmer & Weeks, 1989; Mulle & Changeaux, 1990).
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Capitulo 6. Especificidad del efecto de inhibidores de AChE.

Con la idea de distinguir si la respuesta despolarizante observada en las
neuronas Rz como consecuencia de la aplicacion de inhibidores de la AChE era un
efecto generalizado sobre el ganglio como un todo, o presentaba especificidad celular,
estudiamos las respuestas de distintas células identificadas del ganglio.

En primer lugar, y dado que las neuronas Rz pertenecientes a los segmentos
reproductivos 5 [Rz(5)] y 6 [Rz(6)] presentan un patrén de respuestas diferencial a
agonistas colinérgicos, evaluamos el efecto de inhibidores de la AChE sobre las
neuronas Rz de estos ganglios. En segundo lugar se registraron las respuestas de

distintos tipos celulares pertenecientes a segmentos estandar o reproductivos.

Resultados
Especificidad de segmento

Ganglios pertenecientes a los segmentos reproductivos 5 y 6, fueron perfundidos
con inhibidores de la enzima AChE. La perfusiéon de los mismos con neostigmina

100uM produjo efectos diferentes en las neuronas Rz de ambos ganglios.

30
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Figura 6.1. Respuesta de la célula Rz (6) a la aplicacién de inhibidores de AChE.
Respuesta representativa de una célula Rz(6) a la aplicacién de neostigmina 100 pM, en el periodo
indicado por el segmento rayado de la barra horizontal inferior. Inicialmente la neurona se hallaba en
su potencial de reposo, en el cual se registraron disparos espontdneos. El grafico inserto muestra el
numero de potenciales de accién en un periodo de 10 seg. del registro en solucién control (-) y luego de
perfundir por 3 min. con neostigmina (+). Se estudiaron 4 células Rz(6), y los resultados de cada una

estan representados por un simbolo distinto.
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Las células Rz(5) no mostraron ningin cambio en su potencial de membrana o en la
frecuencia de disparo de potenciales de accion (n=4) (Tabla 6.1), mientras que las
neuronas Rz(6) sufrieron una leve hiperpolarizacion y su frecuencia de disparo
disminuy6 (n=4) (Figura 6.1, Tabla 6.1).

Especificidad celular

Con el fin de evaluar el efecto de los inhibidores de la AChE sobre otras
neuronas, perfundimos segmentos estindar y reproductivos con neostigmina 100pM
mientras registramos su actividad electrofisioldgica. Se estudié la respuesta en diversos
tipos neuronales: las neuronas moduladoras Leydig, las neuronas mecanosensoriales T,
P y N, las motoneuronas AE, las interneuronas pasivas 151 y las neuronas AP

(anteropagoda) de funcién atin desconocida. La Tabla 6.1 resume los resultados

obtenidos.
Tabla 6.1
CELULA GANGLIO n RESPUESTA
Rz X 34 Excitatoria
Rz 5 3 -
Rz 6 4 Inibitoria
Leydig X 3 Excitatoria
Leydig 5 1 Excitatoria
Leydig 6 3 Excitatoria
AP X 3 -
N X 3 -
X 2 -
P X 3 -
AE X 4 Inhibitoria
AE 5 1 Inhibitoria
151 X 4 Inhibitoria

Tabla 6.1. Especificidad celular de la respuesta a inhibidores de AChE. La tabla muestra
los tipos neuronales estudiados; el tipo de segmento, estandar (X) o reproductivos (5 y 6); el nimero de
células estudiadas (n); y el tipo de respuesta obtenida al aplicar neostigmina 100 uM, clasificada como

excitatoria, inhibitoria o sin respuesta (-).

84



Marin Burgin, A.

En los ganglios pertenecientes a segmentos estandar, las células Leydig
respondieron con un gran incremento en la frecuencia basal de disparos, sin que se
registrara un cambio significativo en su potencial de membrana. Las células
mecanosensoriales y las neuronas AP no fueron afectadas por la aplicaciéon de
neostigmina 100puM. Las interneuronas pasivas 151 se hiperpolarizaron. Estas neuronas
exhiben potenciales inhibitorios postsinapticos espontaneos, que desaparecieron ante el
agregado de neostigmina aun cuando las neuronas fueron despolarizadas
electrotonicamente a su potencial de reposo inicial. Las neuronas motoras AE se
hiperpolarizaron y cesaron su descarga espontdnea de potenciales de acciéon (Figura
6.2), los cuales se recuperaron despolarizando a la célula mediante la inyeccion de
corriente dc. A diferencia de lo ocurrido con las neuronas Rz, todas estas neuronas,
mostraron las mismas respuestas cuando fueron estudiadas en los ganglios

correspondientes a los segmentos reproductivos (Tabla 6.1).

Leydig
\uu..w"‘\"‘“

AE
"‘""\.m-lm\

R casd

60 s

Figura 6.2. Respuestas de dos neuronas del ganglio medio de la sanguijuela a la aplicacién
de inhibidores de AChE. Respuestas representativas de las células Leydig y AE a la aplicacion de
neostigmina 100 uM durante el periodo indicado por el segmento rayado de la barra horizontal inferior.
Los registros se realizaron partiendo del potencial de reposo de las neuronas. El grosor de la linea de base
del registro de la motoneurona AE se debe a la alta frecuencia de disparo de estas motoneuronas que

exhiben potenciales de accién de baja amplitud en registros somaticos.
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Discusion
Especificidad de segmento de la respuesta

Dado que los inhibidores de la AChE produjeron respuestas similares en las
células Leydig y AE de segmentos estindard y reproductivos, se deduce que la
liberacién de ACh en ganglios reproductivos y estandard tiene caracteristicas similares.
Por lo tanto el patrén de respuestas diferencial mostrado por las neuronas Rz
pertenecientes a diferentes segmentos se debe unicamente a la distribucion de receptores
colinérgicos en sus membranas.

La expresion de receptores colinérgicos en las neuronas Rz es especifica del tipo
de segmento al que pertenece la neurona (Kristan et al., 1993; Szczupak et al., 1998) y
el patrén de respuesta a la aplicacion de inhibidores de AChE en segmentos estandar o
reproductivos fue compatible con esa especificidad. La amplia distribucion de los
receptores que median la despolarizacion tardia en las neuronas Rz(X), esta de acuerdo
con la fuerte excitacién inducida por los inhibidores de la AChE . En cambio, la
expresion de dichos receptores en las células Rz(5) fue muy baja, y aun menor en las
células Rz(6) (Szczupak et al., 1998). Mas aun, la aplicacion de agonistas colinérgicos
sobre las neuronas Rz(5) y Rz(6) produce, principalmente, su hiperpolarizacién (Kristan
et al., 1993). Por lo tanto, la falta de respuesta de las neuronas Rz(5) fue compatible con
la moderada activacion concomitante de corrientes despolarizantes e hiperpolarizantes
en éstas células, mientras que la respuesta de las neuronas Rz(6) se corresponde con la
activacion de una moderada corriente hiperpolarizante y una muy débil despolarizacién

dando como resultado neto una leve hiperpolarizacion.

Especificidad celular de la respuesta

Las respuestas evocadas por los inhibidores de la AChE en las distintas neuronas
del ganglio de la sanguijuela mostraron una marcada coincidencia con las respuestas
obtenidas al estimular las mismas con pulsos de carbacol (Szczupak et al., 1998). Las
células Leydig, al igual que las Rz, son excitadas por el carbacol y por la aplicacion de
inhibidores de la AChE. Las motoneuronas AE fueron inhibidas tanto por el agonista
colinérgico como por los inhibidores de la AChE. Las neuronas mecanosensoriales
mostraron una despolarizacién transiente cuando el carbacol fue aplicado en el soma,
pero no respondieron cuando fue aplicado en las inmediaciones de su arbol neuritico

indicando una distribucion muy acotada de los receptores colinérgicos. Esto se condice
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con la insensibilidad a la accion de los inhibidores de la AChE. Las células AP no
exhibieron ninguna respuesta a los inhibidores de la AChE, sin embargo muestran una
respuesta hiperpolarizante a la aplicaciéon de carbacol en el soma y una pequefia
despolarizacion tardia cuando se aplica carbacol en otros sitios de su arbol dendritico.
La incapacidad de los inhibidores de la AChE de inducir la respuesta hiperpolarizante
en las neuronas AP puede deberse a la ubicacion de los receptores que la median, un
incremento en la concentraciéon de ACh en el neuropilo podria no afectar a la regién
somatica. La inhabilidad de generar la despolarizacion tardia podria deberse a una
expresion restringida de los receptores en la membrana de las células AP.

Estos resultados indican que los inhibidores de AChE no produjeron una accién
generalizada inespecifica sobre los ganglios. La alta concordancia entre las respuestas
obtenidas mediante la aplicacion de inhibidores de AChE y la de pulsos de carbacol
(Szczupak et al., 1998) (con la unica excepcién de las neuronas AP), convalida la
hipétesis de que la accion de los inhibidores de 1a AChE se debe al desenmascaramiento
de una liberacion basal de ACh, normalmente regulada por una eficiente actividad

acetilcolinesterasica.
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Capitulo 7. Efecto de antagonistas colinérgicos sobre la actividad

electrofisiologica de las neuronas Rz.

Los resultados descriptos demuestran la existencia de una liberacién basal de
ACh en los ganglios de sanguijuela que se pone en evidencia al bloquear a la enzima
AChE. Con el fin de evaluar de qué manera afecta esta liberacion basal de ACh a las
neuronas Rz, investigamos la respuesta electrofisioldgica de las mismas en presencia de

inhibidores de despolarizacidn inducida por bloqueantes de la AChE.

Resultados

Se evaluaron dos parametros de la actividad de las neuronas Rz, por un lado el
potencial de membrana y por otro la resistencia de entrada de las neuronas, mientras se
perfundié el ganglio durante 10 min. con solucién salina control o conteniendo los
antagonistas curare, atropina y estrignina, que fueron efectivos en bloquear la
despolarizacion inducida por inhibidores de AChE. Como muestra la Figura 7.1.A, la
perfusion con solucion control no produjo ningin cambio significativo en el potencial
de membrana de las células Rz. Sin embargo, la resistencia membranal aumenté
significativamente con el tiempo de registro (150 = 2 % del valor al tiempo cero), lo
cual se debi6é probablemente a la recuperacion de la célula del dafio producido al ser
impalada con el electrodo intracelular.

La perfusion con soluciones conteniendo 100puM atropina o estrignina produjo
una progresiva hiperpolarizacién de las células Rz (Figura 7.1.B), sin observarse un
cambio significativo en la resistencia membranal respecto de la observada con solucién
control (152 £ 2% del valor al tiempo cero). Por su parte, la aplicaciéon de 100uM curare
no produjo cambios en el potencial de membrana de las neuronas Rz (Figura 7.1.B) ni
en el valor de la resistencia membranal que, tras 10 min., fue de 150 + 1% del valor al
tiempo cero.

El curare, al igual que la atropina y la estrignina, bloqueé la despolarizacion
inducida por neostigmina y sin embargo no produjo ningun efecto sobre el potencial de
membrana de las células Rz. Este hecho se podria deber a que el curare, a diferencia de
la atropina y la estrignina, es también inhibidor de la hiperpolarizacién inducida por
ACh en las neuronas Rz (Szczupak et al., 1993).
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Figura 7.1. Efecto de antagonistas colinérgicos sobre el potencial de reposo de las neuronas
Rz. Los graficos muestran el valor promedio de la diferencia en el potencial de las neuronas Rz en
funcidn del tiempo de perfusién con: solucién control (A, n=6); con solucién salina conteniendo 100 uM
de estrignina, curare o atropina (B, n=4) y con solucién salina conteniendo 100 pM de atropina y curare
(C, n=3). La perfusion fue cambiada de solucién control a soluci6n test 30 seg. después del comienzo del
registro (tiempo 0). La diferencia de potencial se calculé sustrayendo el potencial de reposo registrado a

tiempo 0 de los valores registrados a cada tiempo. Las barras indican error standard de la media.
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En ese caso, la aplicacion de curare afectaria tanto al receptor responsable de la
despolarizacién como al de la hiperpolarizacion, por lo cual su efecto neto resultaria
nulo. Para examinar esta hipoétesis, investigamos el efecto combinado del curare con la
atropina, que carece de efecto sobre la fase hiperpolarizante de la respuesta colinérgica
(Szczupak et al., 1993).

Como se observa en la Figura 7.1.C, en presencia de curare, la atropina no fue capaz de
producir su efecto hiperpolarizante sobre las neuronas Rz y el potencial de membrana
de las neuronas fue similar al observado en condiciones control.

Sabiendo que la aplicacion de agonistas colinérgicos sobre las neuronas Rz de
segmentos reproductivos sélo evoca su hiperpolarizacion (Szczupak et al., 1993), se
estudid el efecto del agregado de atropina o estrignina sobre dichas neuronas. La
presencia de 100uM estrignina o atropina produjo un cambio muy pequefio en el
potencial de membrana de las células Rz(6) (-4 = 3 mV luego de 8 min. de incubacidn,
n=3), similar al observado en las mismas células perfundidas con solucion control (-4 +

4 mV) en ese periodo.

Discusion

La gran despolarizacion de las neuronas Rz inducida por la exposicion de los
ganglios a inhibidores de la AChE es un fenémeno que probablemente no se produzca
en condiciones fisioldgicas. Sin embargo esta observacion permitié revelar la existencia
de una liberacion basal de ACh capaz de generar un tono colinérgico en los ganglios de
sanguijuela.

Los resultados presentados indican que el tono colinérgico basal activa a los
receptores que median la hiperpolarizacién lenta (Szczupak er al, 1993) y la
despolarizacion tardia (Szczupak et al., 1998) de las neuronas Rz. La aplicacion de
inhibidores de estos receptores revelaron que, en condiciones de actividad
acetilcolinesterasica normal, el tono colinérgico existente seria suficiente para afectar la
actividad electrofisioldgica de las neuronas Rz. Los bloqueantes selectivos de la
despolarizacién tardia, la atropina y la estrignina, causaron una marcada
hiperpolarizacion de las neuronas Rz(X), llevando su potencial de membrana a valores
cercanos al potencial de reversion (-65 mV) de la hiperpolarizacién evocada por ACh en

estas células, mediada por CI" (Szczupak et al., 1993). El curare, que inhibe ambas fases
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de la respuesta a la aplicaciéon de ACh, fue incapaz de producir un efecto neto por si
mismo.

Estos resultados indican, entonces, que el potenciel de membrana de las
neuronas Rz se halla en un equilibrio entre los efectos despolarizantes e
hiperpolarizantes del tono colinérgico basal. Las neuronas Rz pueden sostener altas
tasas de disparo de potenciales, que dependen en forma directa del potencial de
membrana. Dado que los potenciales de accid evocan la liberacion de serotonina de
estas neuronas (Bruns & Jahn, 1995) el tono basal de ACh podria considerarse como un
regulador de la liberacion basal de serotonina en el sistema nervioso de la sanguijuela.
Aun resta identificar la fuente de liberacién de ACh.

La hipétesis de que el espacio extracelular almacena bajos niveles de
neurotransmisores, los cuales pueden actuar tdénicamente en neuronas, ha sido
demostrada para el glutamato, que actia a través de receptores N-metil-D-aspartato
(NMDA) para regular la actividad electrofisiolégica de neuronas piramidales de
hipocampo (Sah et al., 1989), y para la ACh, que actia en forma parécrina activando
receptores nicotinicos presinapticos de interneuronas gabaérgicas en el nucleo

interpeduncular de ratas (Lena ef al., 1993).

g D= A~~———0
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