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"Modulacién Serotoninérgica de un Circuito Sensoro-Motor en la

sanguijuela Hirudo medicinalis”

Tesis Doctoral de la Lic. Irene Iscla
Dirigida por la Dra. Lidia Szczupak

Resumen

El rol neuromodulador de la serotonina ha sido conservado a lo largo de la
evolucion y se ha observado en invertebrados y en vertebrados. Los invertebrados
han sido utilizados como modelos de estudio de la modulacidon por serotonina, ya
que la simpleza de sus sistemas nerviosos, permite correlacionar alteraciones
comportamentales con modificaciones en los circuitos neuronales subyacentes a
dichos comportamientos. La posibilidad de identificar inequivocamente a las
neuronas serotoninérgicas, permite correlacionar su actividad con los efectos
atribuidos a la serotonina.

La serotonina es un importante neuromodulador en la sanguijuela: interviene
en la modulacion de varios comportamientos tales como la alimentacion, el
acortamiento defensivo y la natacion. Las neuronas serotoninérgicas Retzius
constituyen su fuente principal de liberacion. La estimulacion mecanica de la piel
del animal produce la activacion de las células mecanosensoriales P. Dicha
activacion es suficiente para evocar diversas respuestas motoras y a su vez, en
paralelo, activar a las neuronas Retzius. Este trabajo de tesis tuvo como objetivo el
estudio de la modulacion serotoninérgica de un circuito sensoro-motor en el sistema
nervioso central de la sanguijuela Hirudo medicinalis, basandose en la hipotesis de
que la salida motora final estara determinada por la interaccion de la via sensoro-
motora y la via sensoro-moduladora.

En la primera parte del trabajo se caracterizo la via sensoro-motora entre las
neuronas mecanosensoriales sensibles a presion (P) y las motoneuronas annulus
erectus (AE), que inervan los mUsculos responsables de las ereccion de los anulos en
que se divide la pared corporal del animal. Los resuttados muestran que:
¢ La motoneurona AE recibe dos senales simultaneas ante la activacion de la

neurona mecanosensorial P: una excitatoria y otra inhibitoria. La fase excitatoria
estd mediada por una sinapsis directa y la inhibitoria por una interaccion
polisinaptica.

¢ La interneurona pasiva 151 ejerce un rol modulador sobre la sinapsis P-AE,
interactuando con la motoneurona AE y con la(s) interneurona(s) que media(n) la
fase inhibitoria de la conexion P-AE.

En la segunda parte del trabajo se analizo el efecto de la serotonina exogena
y de antagonistas serotoninérgicos sobre las propiedades intrinsecas de las neuronas
Py AE y sobre la interaccion P-AE.

+ La aplicacion de serotonina exégena produjo la hiperpolarizacién de las neuronas
AE, por activacion de una conductancia a cloro sensible a los antagonistas
metiotepina y mianserina.

¢ La serotonina exogena causé una disminucion de la amplitud de la fase
inhibitoria de la interaccion P-AE, y los antagonistas metiotepina y mianserina
bloquearon este efecto.

+ La serotonina endogena ejerceria una inhibicion sobre la interaccion P-AE.

Palabras claves: Neuromodulacion, sanguijuela Hirudo medicinalis, serotonina,
circuito sensoro-motor.



"Serotonergic modulation of a sensory-motor circuit in the leech Hirudo

medicinalis"

Doctoral Thesis by Lic. Irene Iscla
Directed by Dr. Lidia Szczupak

Abstract
The role of serotonin as neuromodulator has been conserved along evolution,
being observed in vertebrates as well as in invertebrates. Invertebrates have been
extensively used as models to study serotonin modulation because their simple
nervous systems allow correlating behavioral changes with changes in the pattern of
activity of the neural circuits that underlie specific behaviors. The precise
identification of serotonin-containing neurons atlows correlating their activity with
the effects attributed to this amine.
Serotonin is an important neuromodulator in the leech: it is responsible for
the expression of feeding behavior and modulates shortening and swimming. Retzius
neurons contain approximately half of the total ganglionic serotonin. Mechanical
stimulation of the skin activates mechanosensory cells sensitive to pressure, P cells.
This activation is capable to evoke several motor responses and in parallel to
activate the serotonin-containing Retzius cells. The goal of this thesis work has been
to evaluate the serotonin modulation of a sensory-motor circuit in the central
nervous system of the leech Hirudo medicinalis, based on the hypothesis that the
final motor output results of the interaction between a sensory-modulatory and a
sensory-motor pathways.
The aim of the first part of this work was to characterize the interaction
between a pair of specific sensory and motor neurons: the P mechanosensory
neurons and the AE (annulus erector) cells, a pair of motor neurons that innervate
the muscles responsible for erecting the annuli into sharp ridges. The results show
that
¢ The response of the AE neurons was composed of excitatory postsynaptic
potentials (EPSPs) and of inhibitory postsynaptic potentials (IPSPs). The EPSPs
were transmitted via a monosynaptic pathway, and the IPSPs via a polysynaptic
one.

¢ The non-spiking neuron 151 is able to modulate the P-AE interaction, by means
of rectifying electrical synapses with AE motoneuron and with the interneuronal
layer that mediates the inhibitory response.
In the second part of this work we studied the effects of serotonin and
serotonin receptor antagonists on the P-AE interaction and on the intrinsic
properties of the neurons involved.
¢ Exogenously applied serotonin produced the hyperpolarization of AE
motorneurons, due to the activation of a chloride conductance that was sensitive
to methiothepine and mianserin.

¢ Exogenously applied serotonin specifically diminished the amplitude of the
inhibitory response to P cell stimulation, and this effect was also sensitive to
methiothepine and mianserin.

¢ Endogenous serotonin would exert an inhbitory modulation on this sensory-motor
circuit.

Keywords: neuromodulation, leech Hirudo medicinalis, sensory-motor circuit,
serotonin.
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Introduccién

Los animales adaptan sus comportamientos a los requerimientos que le
imponen los medios externo e interno. El deseo de entender como el sistema
nervioso produce dichos comportamientos ha llevado a los investigadores a lo largo
de los afos a estudiar las propiedades biofisicas de neuronas individuales y de sus
interacciones sinapticas durante la ejecucion de los mismos. Para esto ha sido
necesario utilizar preparaciones simples en las cuales la actividad de neuronas
individuales y de circuitos generadores de patrones de movimiento pudieran ser
directamente correlacionados con el comportamiento. Dichas preparaciones
necesitaban, idealmente, ser accesibles a registros electrofisiologicos
(especialmente registros intracelulares) y permitir una identificacion inequivoca de
las neuronas individuales para el estudio de interacciones en forma repetible
mientras todavia pudieran producir un patréon motor reconocible. Los invertebrados
han mostrado ser modelos ideales para el estudio de circuitos neuronales al permitir
una caracterizacion bastante completa de las neuronas involucradas en distintos
comportamientos y en su modulacion.

Los circuitos neuronales que subyacen a los distintos comportamientos han
sido clasificados seglun su arquitectura en circuitos dedicados, reordenados y
distribuidos. En los circuitos dedicados, cada respuesta comportamental esta
generada una red neuronal anatomicamente separada, con especificidad sensorial y
una salida motora unica. En un momento determinado un Unico circuito ejerce
control sobre la periferia y esto se logra por una interaccion inhibitoria entre
circuitos. Los circuitos que subyacen a los comportamientos de nado y retraccion de
las aletas en el molusco Clione limacina son un ejemplo de este tipo de arquitectura
(Arshavsky et al., 1993). Los circuitos reordenados surgen de la reorganizacion de un
circuito preexistente por incorporacion de uno o mas elementos neuronales y/o de
la interaccion entre dos o mas circuitos para formar un nuevo circuito generador de
patrones de movimiento (Simmers et al., 1995). Por Gltimo un circuito distribuido es
aquel que tiene capacidad de generar un rango amplio de salidas motoras, segun el
tipo de poblacion sensorial activada, la contribucion de las distintas interneuronas y

neuronas motoras (Lockery & Kristan, 1990a; Lockery & Kristan, 1990b).

Modulacioén de circuitos

El conocimiento de las interacciones anatomicas entre neuronas no es
suficiente para predecir la actividad resultante de un circuito, ya que ésta puede ser
alterada por neuromodulacion. La reconfiguracion de circuitos resulta de la accion



de neuromoduladores como péptidos y monoaminas, y puede ser inducida por
estimulaciéon de neuronas moduladoras identificadas que liberan dichas sustancias.
Los neuromoduladores tiene la capacidad de cambiar esencialmente a todos los
componentes de un circuito, creando un gran numero de circuitos funcionales a
partir de un Unico circuito anatémicamente definido (Harris-Warrick & Marder,
1991). Los neuromoduladores pueden alterar la salida de un circuito neuronal
mediante dos mecanismos distintos: modificando las propiedades intrinsecas de las
neuronas que los componen o cambiando la eficacia sinaptica dentro del circuito.

El tipo y distribucion de canales ionicos que se encuentran en la membrana
de cada tipo neuronal le confieren propiedades intrinsecas caracteristicas, que se
manifiestan en propiedades electrofisiologicas como la capacidad de generar
disparos ritmicos (osciladores), de disparar potenciales de accion post-
hiperpolarizacion (Calabrese et al., 1989), de generar potenciales de tipo plateau
(Hounsgaard et al., 1988; Hounsgaard & Kiehn, 1989) y de tener actividad
espontanea en ausencia de entradas sinapticas (Lopez-Barneo & Llinas, 1988). La
regulacion de estas propiedades por sustancias capaces de alterar la sensibilidad al
voltaje o la cinética de los canales idnicos es importante para la formacion dinamica
y la funcion de distintos circuitos en vertebrados e invertebrados (Katz & frost,
1996).

Los neuromoduladores también pueden modificar la eficacia sinaptica
alterando la liberaciéon de neurotransmisor por la neurona presinaptica o/y la
respuesta de la neurona postsinaptica (Marder & Calabrese, 1996). Esta modulacion
se ha observado a distintos niveles del sistema nervioso. A nivel periférico en
musculos y en la placa neuromuscular (Calabrese, 1989; Hurwitz et al., 2000;
Wegener & Nassel, 2000), en sinapsis quimicas y eléctricas del sistema nervioso
central (Chiel et al., 1988) y en retina (Dowling, 1989). Estos cambios en la eficacia
sinaptica llevan a un reordenamiento de la red, la creacién de un nuevo circuito a
partir de un mismo circuito anatomico, resultando en un cambio comportamental.
Asi pues en distintos contextos la respuesta a un mismo estimulo puede ser diferente
(Harris-Warrick & Marder, 1991; Marder & Calabrese, 1996; Marder, 1998).

Existen sustancias moduladoras de diversos tipos incluyendo aminas
(dopamina, serotonina, octopamina), péptidos (proctolina, FMSH) vy
neurotransmisores clasicos como la acetilcolina. Segun las neuronas liberadoras del
neuromodulador pertenezcan o no al circuito modulado, la neuromodulacion puede
ser extrinseca o intrinseca. En el primer caso elementos neuronales ajenos al

circuito activado producen la sustancia neuromoduladora que puede a su vez puede



modular a un conjunto de circuitos y coordinarlos para generar un determinado
estado, por ejemplo en el sueno, o el hambre (Groome et al., 1993). En la
modulacién intrinseca la neuromodulaciéon se activa siempre que el circuito es
estimulado, asi que la modulacion refleja el grado de activacion del circuito mas
que un estado general interno. Este tipo de neuromodulacién se ha descripto en
circuitos sensoriales (Dowling, 1989) y en circuitos generadores de patrones de

movimiento (Katz et al., 1994).

Modulacion serotoninérgica

La serotonina es una amina endogena cuya importancia ha sido demostrada
en una gran variedad de funciones, actuando a nivel del sistema nervioso central y
de la musculatura. Por ejemplo, ha sido sugerido que la serotonina juega un papel
importante en la formaciéon de memoria (Dale et al., 1996; Kandel et al., 1987), en
la percepcion del dolor (Leung & Mason, 1999), en la alimentacion (Rosen et al.,
1983; Schachetner & Braunig, 1993; Yeoman et al., 1996), en aflicciones afectivas
como la depresion (Stockmeier et al., 1998), en agresion (Edwards & Kravitz, 1997).
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; Day, 2000).

A pesar de su importancia en todas las especies, el nUmero de neuronas
serotoninérgicas es pequefio comparado con el nimero total de neuronas en el
sistema nervioso, pero su area de influencia es grande porque casi todas las zonas
del sistema nervioso reciben procesos de estas pocas células. A menudo en las zonas
de contacto entre dendritas y las terminaciones de neuronas serotoninérgicas no se
observan las especializaciones sinapticas tipicas (Descarries et al., 1990). De estas
observaciones ha surgido el concepto de que la serotonina actia como una hormona
local, en la cual la especificidad esta dada principalmente por la distribucion
selectiva de subtipos de receptores en distintas células en la proximidad de las
terminaciones serotoninérgicas. En algunas especies como en crustaceos y en
sanguijuelas la serotonina es liberada por células neurosecretorias a la circulacion
general actuando como una neurchormona (Kravitz, 2000; Williard, 1981).

La existencia de un gran nimero de receptores de 5-HT acoplados a distintas
vias de sefalizacion y con distintos patrones de expresion permite que una unica
sustancia como la 5-HT pueda generar simultaneamente diferentes efectos en varias
estructuras del SNC. En mamiferos han sido descriptos hasta el momento 14 subtipos
de receptores de 5-HT farmacolégicamente y estructuralmente distintos, agrupados



en 7 familias (Hoyer et al., 1994).

Los invertebrados han sido utilizados como modelos de estudio de la
modulacion por serotonina (Katz et al., 1994; Satterlie & Norekian, 1995; McPherson
& Blanklenship, 1991), ya que permiten correlacionar alteraciones
comportamentales con modificaciones en los circuitos neuronales subyacentes a
dichos comportamientos. La posibilidad de identificar inequivocamente a las
neuronas serotoninérgicas permite también correlacionar su actividad con los
efectos atribuidos a la serotonina. En particular en la sanguijuela, por la simplicidad
de su sistema nervioso y su acotado repertorio de comportamientos se ha utilizado

como modelo para el conocimiento de los mecanismos de accion de esta amina.

Neuroanatomia de la sanguijuela

La sanguijuela Hirudo medicinalis pertenece al phylum Annelida que
comprende a los gusanos segmentados. La caracteristica principal de los Annelida es
la segmentacion de su cuerpo a lo largo del eje antero-posterior, que se refleja en
la organizacion de su sistema nervioso central. Este esta compuesto por 32 ganglios:
cuatro ganglios fusionados forman el ganglio cefalico; el ganglio de la cola o caudal
compuesto por la fusion de siete ganglios y una cadena de 21 ganglios medios, cada
uno de los cuales inerva un segmento corporal. Los ganglios medios estan unidos
entre si por nervios conectivos compuestos por dos paquetes axonales laterales
gruesos y un fino paquearte axonal medio llamado nervio de Faivre. Cada ganglio
medio contiene aproximadamente 200 pes de neuronas unipolares, con somas de 10
a 100 pm de diametro. Las neuronas estan organizadas en una monocapa que rodea
al neuropilo central donde ocurren todas las conexiones sinapticas (Macagno, 1980).
Esta disposicion de los somas en el ganglio hace de la sanguijuela un excelente
modelo para el estudio de la actividad de neuronas individuales y sus interacciones
sinapticas por medio de electrodos intracelulares (Nicholls & Baylor, 1968). Los
ganglios medios son muy similares entre si y entre individuos lo que ha hecho posible
el trazado de un mapa de la ubicacion y el tamaio de los somas de las neuronas que
los componen (Muller et al., 1981). Actualmente, mas de 50 pares de neuronas han
sido identificadas por su posicion en el ganglio, tamano, forma y sus propiedades
electofisiologicas. El primer estudio extensivo sobre la identidad de las neuronas fue
realizado por Nicholls y Baylor (1968) sobre neuronas mecanosensoriales, que son
células sensoriales que responden a la estimulaciéon cutanea. Para establecer la
relacion estructura-funcion de las neuronas estudiadas utilizaron una preparacion

llamada semi-intacta, que consiste en un trozo de pared corporal de varios



segmentos de largo conectada al ganglio que inerva el segmento central por las
raices laterales. De esta manera, por estimulacion directa de la piel, Nicholls y
Baylor describieron tres clases de neuronas mecanosensoriales que responden
especifica y selectivamente a varios grados de estimulacion mecanica cutanea: las
células T (existen tres pares por ganglio) responden al tacto; las células P (dos pares
por ganglio) responden a presion y la células N a estimulos nociceptivos. Cada una
de las neuronas de una misma clase inerva una region definida de la pared corporal,
siendo sus campos receptivos marcadamente constantes en su forma y posicion,
entre segmentos y entre animales. Las neuronas mecanosensoriales sensibles a
presion, P, han sido las mas estudiadas por estar asociadas a distintos
comportamientos. Existen dos pares de neuronas sensoriales P en cada ganglio
medio: un par inerva la parte ventral del cuerpo (Pv) y el otro la par la parte dorsal
(Pd). Cada neurona mecanosensorial P tiene un campo receptivo principal que se
encuentra en el cuadrante ipsilateral a la posicion de su soma en el ganglio (dorsal,
derecho o izquierdo y ventral derecho o izquierdo) (Nicholls & Baylor, 1968), y
campos receptivos secundarios en los dos cuadrantes correspondientes de los
segmentos adyacentes (Yau, 1976). En estudios mas recientes se determino que las
células T responden a la velocidad de deformacion de la piel en un rango de
estimulacion bajo, que es alcanzado durante los movimientos exploratorios normales
del animal. El umbral de activacion de las neuronas mecanosensoriales P no es
alcanzado en estas condiciones ya que es 10 veces mayor que la maxima presion que
ejerce la sanguijuela durante movimientos exploratorios, y no es alcanzado tampoco
el de las neuronas N, ya que es de alrededor de 3.5 veces mayor que el de P (Carlton
& McVean, 1995). Por lo tanto la presion necesaria para la activacion de estos
mecano-receptores debe ser ejercida por un agente externo como ser predadores,
etc.

Utilizando la misma estrategia experimental (la preparacion semi-intacta),
han sido caracterizados 14 pares de motoneuronas excitatorias y 3 pares de
motoneuronas inhibitorias que inervan grupos musculares definidos (Stuart, 1970).
Tres capas musculares forman el hidroesqueleto tubular o pared corporal de la
sanguijuela: la circular, la oblicua y ta longitudinal. La capa de fibras circulares se
encuentra directamente debajo de la piel y su contraccion produce una disminucion
del diametro del animal, favoreciendo su elongaciéon. En la capa interna se
encuentran las fibras musculares longitudinales que el contraerse producen el
acortamiento del animal. En medio de estas dos capas se encuentran las fibras

obticuas que le dan mayor ductilidad a los movimientos de elongacion y contraccion.
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Todas estas fibras musculares forman capas continuas a lo largo del animal, sin
mostrar de por si limites entre los segmentos. Su segmentacion esta determinada
por la inervacion de las fibras musculares por diferentes motoneuronas de los
distintos ganglios medios. Existe un cuarto grupo de fibras, las dorso-ventrales que
al contraerse achatan el cuerpo del animal. Por Gltimo, existen fibras musculares
que se insertan en la piel a cada lado de los anulos en que se dividen los segmentos
y que al contraerse producen la ereccion de los mismos, confiriéndole al la piel del
animal un aspecto indentado.

Las fibras longitudinales estan inervadas por nueve pares de neuronas
excitatorias y cuatro pares de neuronas inhibitorias. Las neuronas 3, 5, 7 y 107
inervan a las fibras longitudinales dorsales, las neuronas 106 fibras longitudinales
laterales y las neuronas 4, 8 y 108 fibras longitudinales ventrales. Las neuronas L
causan la contraccion simultanea de las fibras longitudinales dorsales y ventrales ya
que sus campos de inervacion abarcan desde linea media dorsal a la linea media
ventral y estan eléctricamente acopladas entre si. Las neuronas 1 y 102 son
inhibitorias dorsales mientras que las 2 y 119 inhiben a las fibras ventrales (Stuart,
1970; Poon et al., 1978). Las fibras circulares estan inervadas por cuatro pares de
neuronas, cuyos campos de inervacion comprenden entre 9 y 10 anulos. Un par
inerva la parte dorsal y tres pares la parte ventral del cuerpo. Las fibras oblicuas son
inervadas por dos pares de neuronas excitatorias y las fibras dorso-ventrales, que
producen el achatamiento del cuerpo del animal, por un par de neuronas
excitatorias. Todas las motoneuronas mencionadas hasta ahora se encuentran en las
cara dorsal del ganglio. Las motoneuronas AE son las Unicas motoneuronas presentes
en la cara ventral del ganglio e inervan a los musculos responsables de la ereccion
de los anulos de la piel del animal. Su territorio de inervacion abarca cinco anulos y
va desde la linea media ventral hasta la linea media dorsal del cuerpo del animal,
del lado contralateral a la posicion de su soma en el ganglio (Stuart, 1970).

Las primeras neuronas identificadas en la sanguijuela fueron un par de
“células colosales” Retzius y un par de células gigantes Leydig, descriptas por Retzius
y Leydig respectivamente. Ambos tipos de neuronas tienen efectos
neuromodulatorios. La activacion de las neuronas Leydig modula la desviacion
lateral (Lockery & Kristan, 1991), mientras que la activacion de las neuronas Rz

modula varias conductas motoras que se detallaran mas adelante.

Comportamientos en la sanguijuela.
La sanguijuela Hirudo medicinalis presenta un repertorio simple de
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comportamientos. Entre ellos se encuentran reflejos defensivos, como el de
acortamiento (contraccion corporal ante un estimulo mecanico) y la desviacion
lateral (alejamiento localizado del segmento que recibe el estimulo mecanico);
movimientos locomotrices como la natacion y el desplazamiento sobre ventosas; la
alimentacion y el apareamiento. La simplicidad de su sistema nervioso, asi como la
posibilidad de utilizar preparaciones semi-intactas, han permitido conocer las redes
neuronales subyacentes a varios de estos comportamientos. La natacion ha sido uno
de los primeros comportamientos estudiados sistematicamente a nivel de las
neuronas individuales (Ort et al., 1974; Weeks & Kristan, 1978; Friesen, 1989;
Brodfuehrer et al., 1995). Actualmente se conocen también los circuitos neuronales
responsables del acortamiento longitudinal (Shaw & Kristan, 1995; Shaw & Kristan,
1997; Wittenberg & Kristan, 1992a; Wittenberg & Kristan, 1992b), la desviacion
lateral (Kristan et al., 1982; Kristan, 1982; Lockery & Kristan, 1990a; Lockery &
Kristan, 1990b) y el desplazamiento sobre ventosas (Baader & Kristan, 1995; Baader,
1997).

Algunos de estos comportamientos sélo involucran a circuitos locales de un
segmento Unico, como la desviacion lateral, o el acortamiento longitudinal local, si
bien en la mayoria de ellos intervienen también elementos intersegmentales que
permiten la coordinacion del movimiento a lo largo del animal, como en la natacion
(Brodfuehrer et al., 1995) y en el desplazamiento sobre ventosas (Baader & Kristan,
1995).

Estimulos mecanosensoriales de distintas intensidades, aplicados en
diferentes partes del cuerpo del animal son capaces de evocar todo este repertorio

comportamientos (Kristan et al., 1982).

Modulacion serotoninérgica en la sanguijuela.

El sistema serotoninérgico de la sanguijuela se compone de tres pares de
neuronas facilmente identificables. El par de neuronas "colosales” Retzius (Rz), son
las células de mayor tamafo en los ganglios medios de las sanguijuelas Hirudo
medicinalis y contienen mas del 50 por ciento de la serotonina total del ganglio
(McAdoo & Coggeshall, 1976). Otros dos pares de neuronas serotoninérgicas que
estan presentes en los ganglios medios son las neuronas 21 y 61. La excitacion de
estas interneuronas frecuentemente produce episodios de nado y presentan
oscilaciones siguiendo en fase al el patron de actividad del nado (Nusbaum &
Kristan, 1986).

Los niveles de serotonina endogena en el sistema nervioso central y en la
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sangre de la sanguijuela estan relacionados con su nivel de actividad y a su vez
estan asociados al estado de saciedad de los animales. Las sanguijuelas hambrientas
adoptan posturas de alerta, movimientos exploratorios espontaneos incluyendo el
nado hacia la fuente de perturbacion el agua. Por el contrario las sanguijuelas
saciadas son relativamente inactivas y generalmente no responden a estimulos
externos (Sawyer, 1981).

A continuacion se detallaran las evidencias experimentales indicando que el
neurotransmisor serotonina actla como neuromodulador de la natacion
(Hashemzadeh-Gargari & Friesen, 1989), la alimentacidn (Dickinson & Lent, 1984;
Lent & Dickinson, 1984b; Groome et al., 1993; Lent & Dickinson, 1984b; Groome et
al., 1993) y el acortamiento defensivo (Wittenberg & Kristan, 1992a; Wittenberg &
Kristan, 1992b) en la sanguijuela Hirudo medicinalis.

Existe una correlacion positiva entre el comportamiento de nado y los niveles
de serotonina endogena en la sangre de sanguijuelas intactas (Williard, 1981). En
sanguijuelas banadas en solucion salina conteniendo serotonina o inyectadas con
serotonina se observa un incremento en la frecuencia de los episodios de natacion
(Williard, 1981); también en el sistema nervioso aislado expuesto a serotonina se
observa un aumento en la probabilidad de episodios de nado espontaneos (Williard,
1981; Hashemzadeh-Gargari & Friesen, 1989). Luego de la estimulacion eléctrica de
las neuronas serotoninérgicas Rz, que produce un incremento en los niveles de
serotonina en los vasos sanguineos que rodean a la cadena ganglionar, se produce un
incremento en el nimero de episodios de nado espontaneos y en respuesta a la
vibracion del agua (Williard, 1981). La neurotoxina 5,7-dihidroxitriptamina (5,7-DHT)
depleta efectivamente la serotonina del sistema nervioso de la sanguijuela (Glover
& Kramer, 1982; Lent, 1984). El tratamiento con 5,7-DHT suprime los episodios de
nado en animales intactos asi como impide la evocacion de nado ficticio en el
sistema nervioso central aislado (Hashemzadeh-Gargari & Friesen, 1989; O'Gara et
al., 1991). El mecanismo por el cual se facilita la evocacion del nado y por el cual
aumenta la aparicion de episodios de nado espontaneos es por la accion de la
serotonina sobre la célula 204, interneurona implicada en la iniciacion de la
natacion (Angstadt & Friesen, 1993b; Angstadt & Friesen, 1993a). La serotonina
también afecta las propiedades intrinsecas de motoneuronas implicadas en el
circuito generador del nado asi como la interaccion entre las mismas (Mangan et al.,
1994a; Mangan et al., 1994b).

La serotonina también controla varios aspectos de la alimentacion de la

sanguijuela (Lent & Dickinson, 1984b). La serotonina aumenta la frecuencia de
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mordidas en sanguijuelas hambrientas y es capaz de evocar este comportamiento en
sanguijuelas saciadas (Williard, 1981; Lent & Dickinson, 1984b). También se observa
un aumento en los movimientos peristalticos de la faringe y la secrecion de saliva en
presencia de serotonina exégena o por estimulacion de las neuronas Rz (Lent &
Dickinson, 1984b). Lesiones farmacologicas de las neuronas serotoninérgicas con la
neurotoxina 5,7-DHT producen una disminucion en la frecuencia de mordidas similar
a la observada en las sanguijuelas saciadas (Lent & Dickinson, 1984b; O'Gara et al.,
1991). Luego de la ingestion de sangre se produce la distension de la pared corporal
del animal. Este estimulo, que es responsable de la terminacion de la ingestion y la
supresion del comportamiento de mordida, también reduce los niveles de serotonina
en el sistema nervioso central al inhibir a las neuronas serotoninérgicas Rz (Lent &
Dickinson, 1987; Groome et al., 1993). El contenido ganglionar de serotonina
disminuye luego de la ingestion (Lent et al., 1991).

Tanto la ingestion, la deplesion por neurotoxina o la distension artificial de la
pared corporal, producen alteraciones similares en el estado comportamental de la
sanguijuela, lo que sugiere la existencia de un correlato neuronal en comdn. Las
neuronas serotoninérgicas Retzius parecen cumplir un rol importante en la
regulacion del estado comportamental de la sanguijuela. Estas neuronas reciben
informacién sensorial que afecta tanto a la natacidn como al comportamiento de
mordida (Brodfuehrer & Friesen, 1986; Lent & Dickinson, 1987; Groome et al., 1993;
Lent & Dickinson, 1987; Groome et al., 1993). Datos histoquimicos y obtenidos por
HPLC indican que las neuronas Retzius sufren una deplesion de serotonina luego de
la ingestion o por tratamiento con la toxina 5,7-DHT, mucho mas severa que las
otras neuronas serotoninérgicas 21 y 61 (Lent & Dickinson, 1984a; Lent et al., 1991;
Ehrlich et al., 1992). Ademas se ha demostrado que la distension de la pared
corporal inhibe la actividad de las neuronas Retzius (Lent & Dickinson, 1987), lo que
puede llevar a los cambios comportamentales relacionados con la saciedad (Groome
et al., 1993).

A nivel del sistema nervioso central, la aplicacion de serotonina exégena
aumenta tanto la frecuencia de disparo como la duraciéon de los potenciales de
accion de las motoneuronas involucradas en la respuesta de acortamiento
longitudinal (Wittenberg & Kristan, 1992a).

Por Gltimo, la serotonina tiene efectos periféricos sobre diferentes musculos
de la pared corporal y de la faringe. La serotonina exdgena, asi como la
estimulacion eléctrica de las neuronas RZ reduce la tension de los musculos
longitudinales y acelera su relajacion, favoreciendo de esta manera los eventos que
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llevan a las ondulaciones de la pared corporal durante el nado (Mason et al., 1979;
williard, 1981; Mason & Kristan, 1982). La estimulacion de la inervacion
serotoninérgica de la faringe (neuronas LL del ganglio subesofagico 1) (Lent &
Dickinson, 1984b) o la aplicacion de serotonina exdgena produce cuatro respuestas
diferentes en los musculos de la faringe, separables farmacoldgicamente: un
incremento en el tono basal, fuertes contracciones fasicas lentas, pequenas
contracciones fasicas rapidas y relajacion luego del lavado (O'Gara et al., 1999).

Hasta el momento han sido descriptas varias conductancias activadas por
serotonina, en sanguijuelas. En células P en cultivo se observaron dos respuestas una
despolarizante y otra hiperpolarizante ante la aplicacion de 5-HT. La
hiperpolarizacion esta mediada por una corriente de Cl- y la despolarizacion activa
una corriente de cationes monovalentes. Cuando se establece el contacto sinaptico
por el co-cultivo de neuronas Retzius la respuesta despolarizante se pierde casi por
completo y la respuesta sinaptica de las neuronas P a la estimulacion de Rz es solo
inhibitoria (Drapeau & Sanchez-Armass, 1988). Un receptor de serotonina con una
farmacologia distinta a la de los mamiferos activa una corriente de Cl- via AMPc y la
proteina kinasa A, mientras que la conductancia catidnica esta mediada por un
receptor tipo 5-HT2, por medio de la proteina kinasa C (Sanchez-Armass et al.,
1991). También se observé que la 5-HT modula dos diferentes corrientes de K+ en
las neurona Rz, que tendrian un rol importante en la autorregulacion de la
liberacion de este neurotransmisor (Acosta-Urquidi et al., 1989). A nivel de las
células sensoriales T, la serotonina inhibe a la bomba Na+/K+ , responsable de la
hiperpolarizacion tuego del potencial de accion (Catarsi & Brunelli, 1991).

Las neuronas serotoninérgicas Retzius que constituyen la fuente principal de
serotonina del sistema nervioso central de las sanguijuelas (McAdoo & Coggeshall,
1976), son activadas a lo largo de todo el sistema nervioso de la sanguijuela por
estimulacion de las neuronas mecanosensoriales P (Wittenberg et al., 1990;
Szczupak & Kristan, 1995). Como se mencioné anteriormente, la estimulacion de
estas neuronas mecanosensoriales produce varias respuestas motoras como la
natacion, el acortamiento y la desviacion lateral. Por lo tanto, un mismo estimulo
mecanosensorial activa en paralelo, una via neuromoduladora serotoninérgica y otra
motora. La respuesta motora resultante, dependera de la interaccion de esta dos
vias. Si bien se han estudiado los efectos de la serotonina neuronas individuales
componentes de circuitos generadores de patrones de movimiento y sus
interacciones, no se conocen los efectos de este neurotransmisor sobre sinapsis

sensoro-motoras. El objetivo de este trabajo de tesis es estudiar la interaccion de
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Objetivos del trabajo de tesis

Este trabajo de tesis tuvo como objetivo el estudio de la modulacion
serotoninérgica de un circuito sensoro-motor en el sistema nervioso central de la
sanguijuela Hirudo medicinalis. Como se menciond anteriormente la serotonina es
un importante neuromodulador en este animal y las neuronas serotoninérgicas
Retzius constituyen su fuente principal de liberacion (McAdoo & Coggeshall, 1976).
La estimulacion mecanica de la piel del animal produce, entre otras, la activacion
de las células mecanosensoriales P. Dicha activacion es suficiente para evocar
diversas respuestas motoras (Kristan et al., 1982) y de activar a su vez, en paralelo,
a las neuronas Retzius a lo largo de la cadena ganglionar que compone el sistema
nervioso central (Szczupak & Kristan, 1995).

Estas observaciones llevaron a la construccion de una hipotesis de trabajo
basada en la activacion paralela de las vias neuromoduladora y motora (figura 0.1).
Segln esta hipotesis existe una interaccion entre estas dos vias, de la que resultara

una respuesta motora adecuada.

@ neurona mecanosensorial
O neurona serotoninérgica
neurona motora SNC

periferia

Via neuromoduladora
7]

Estimulo
-y ——
mecanico

L1l R AR AR

o

Via motora

Figura 0.1. Esquema de la interaccién entre las vias motora y neuromoduladora.
Un estimulo mecanico produce la activacion de neuronas mecanosensoriales que a su vez
activan en paralelo al sistema serotoninérgico y una respuesta motora.

El objetivo de la primera parte del trabajo fue caracterizar un circuito
sensoro-motor. Se estudiaron las interacciones sinapticas entre las células
mecanosensoriales sensibles a presion P y las motoneuronas que inervan a los

musculos responsables de la ereccion de los anulos en que se divide la pared
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corporal del animal, las motoneuronas Annulus erectus (AE).

En la segunda parte se evalud el rol de la serotonina como modulador.
Primero se estudiaron los efectos de la serotonina exogena y luego se estimo el rol
de la serotonina enddgena mediante el uso de antagonistas de receptores

serotoninérgicos.



Materiales y métodos

Preparacion biolégica

En los experimentos realizados para este trabajo de tesis se utilizaron
sanguijuelas de la especie Hirudo medicinalis, de un peso entre 2 y 5 gramos. Las
mismas fueron compradas a la compaiia Leeches USA (Westbury, NY, USA) y
mantenidas en solucion marina artificial (dilusién 1:1000) a 15 °C, en un ciclo de 12
horas de luz y 12 horas de oscuridad. Los animales permanecieron sin alimentar
durante, por lo menos, un mes antes de la diseccion.

El sistema nervioso de la sanguijuela fue disecado, extrayéndose la cadena
de ganglios medios correspondientes a los segmentos 7 a 18 (figura M.1 A). Cada
ganglio aislado se monto, con la cara ventral hacia arriba, en una camara cuya base
estaba cubierta de un polimero transparente (Sylgard, Dow Corning) (figura M.1 B).
Para ciertos experimentos se quitd el epitelio glial que recubre los ganglios. La

preparacion fue mantenida bajo perfusion constante con solucion salina.

A Ganglio de

la cabeza ]
Annulus Ganglio de Ventosa
Ventosa Segmento  central lacola posterior
antel’lor r.......j - T]mrmmmn] y ‘ w
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Solucion salina

Figura M.1 Esquemas de la sanguijuela y la camara de registro utilizada.

A. Esquema de un corte coronal de una sanguijuela donde se expone el sistema nervioso.
Este se compone de 21 ganglios medios y dos ganglios diferenciados en la cabeza y en la cola.
B. Esquema de la cdmara de registro, que cuenta con un sistema de perfusion constante.
Cada ganglio aislado fue montado, con la cara ventral hacia arriba.
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Las distintas neuronas estudiadas fueron reconocidas por la ubicacion del
soma en el ganglio (figuras M2 y M3) y por sus caracteristicas electrofisiologicas, por
ejemplo: forma y amplitud del potencial de accion, potencial de la membrana en
reposo, presencia de potenciales post sinapticos excitatorios (PEPS) o inhibitorios
(PIPS).

ANTERIOR

Nervio conectivo ——p "

Raices R % 4
laterales 1 . r. Paquetes

laterales

Paquetes
ventrales

POSTERIOR

Figura M.2. Foto de un ganglio aislado de sanguijuela, visto de la cara ventral.

En la foto se pueden apreciar los cuerpos neuronales, separados en 6 paquetes por tejido
conectivo. Se senalan los dos paquetes centrales, el anterior y posterior y los paquetes laterales
anterior y posterior derechos. Se ven claramente las raices laterales, que llevan la inervacion al
cuerpo y los nervios conectivos que unen a los ganglios entre si. Se sefalan también los somas de
las motoneuronas AE, las neuronas serotoninérgicas Rz, las neuronas mecanosensoriales P que
inervan los cuadrantes dorsales (Pp) y los ventrales (Py) y los de las interneuronas pasivas 151.
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Las motoneuronas annulus erectus (AE) son un par de neuronas cuyos somas
se encuentran en el extremo posterior del paquete central posterior, en la cara
ventral del ganglio (figuras M 2 y M 3 A). Su potencial de reposo es alrededor de -35
mV y dispara espontaneamente potenciales de accion cuya proyeccion en el soma es
aproximadamente de 2 mV de amplitud.

Los somas de las neuronas mecanosensoriales P se encuentran en los
paquetes laterales posteriores (figura M 2). Existen 2 pares de neuronas P, las
medias y las laterales, segin la posicion de su soma en el ganglio respecto del eje
antero-posterior. Estas inervan los cuadrantes dorsales y ventrales, respectivamente
y a la largo del trabajo las llamaremos dorsales (PD) o ventrales (PV) (figura M 3 B).
Su potencial de reposo es de aproximadamente -40 mV y se las reconoce porque
disparan un potencial de accion en la fase de repolarizacion luego de la inyeccion de
un pulso de corriente hiperpolarizante de aproximadamente -4 nA y 300 ms de
duracion.

Los somas de las neuronas serotoninérgicas Rz se encuentran en posicion
central dentro del ganglio (figuras M 2 y M 3 D) y son de un tamano aproximado de
60 pm. Su potencial de reposo es de aproximadamente -40 mV, y disparan
espontaneamente potenciales de accion a una frecuencia aproximada de 3 Hz. La
proyeccion de sus potenciales de accion en el soma es alrededor de 15 mV de

amplitud.
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Figura M.3. Esquema de ganglios aislados mostrando la ubicacién de los somas de las
neuronas estudiadas.

Los esquemas representan ganglios medios aislados, vistos desde la cara ventral. Hacia arriba y
abajo salen los nervios conectivos anterior y posterior, respectivamente. A los lados las raices
llevan la inervacion al cuerpo del animal.

En el esquema A se muestra la posicion de los somas del par de motoneuronas AE, en B los
somas de los dos pares de neuronas mecanosensoriales P. El esquema C muestra la ubicacion de
los somas del par de neuronas serotoninérgicas Rz y finalmente en D se muestran los somas del
par de interneuronas pasivas 151. Esquemas similares se utilizaran a lo largo del trabajo para
facilitar la comprension de los esquemas experimentales.




Los somas de las neuronas 151 estan ubicados en el extremo anterior de los
paquetes laterales anteriores (figuras M 2 y M 3 D). Son de tipo pasivo, es decir, no
disparan potenciales de accion bajo ningin tipo de estimulacion, pero exhiben
potenciales postsinapticos inhibitorios de entre 5-10 mV de amplitud y 50 ms de
duracion. La inyeccion de un pulso de corriente prolongado de -10 nA en el soma de
151 produce una inhibicién en el disparo espontaneo de potenciales de accion de las
motoneuronas AE (Wadepuhl, 1989; Iscla et al., 1999)

Soluciones y Drogas
A continuacion se detallan la composicion y concentraciones, expresadas en

mM, de las distintas soluciones utilizadas. El pH de todas las soluciones fue de 7,4.

Soluciones \ NacCl KCl CaCl, MgSO, | Tris base
Sales
Normal 115 4 1.8 1 5.4
10 Mg™/10 Ca™ 92.6 4 10 10 5.4
20" Mg/1 Ca™ 96.1 4 1 20 5.4

La solucion de alto contenido de Mg fue utilizada para bloquear la
transmision quimica (Baylor & Nicholls, 1969) y la solucidn de alta concentracion de
cationes divalentes para bloquear interacciones polisinapticas (Jansen et al., 1974).
La osmolaridad de estas soluciones se mantuvo contante reduciendo la
concentracion de Nacl.

La drogas serotonina (5-HT) (5-hidroxitriptamina, sal de cloruro) y estricnina
(sal de cloruro) fueron compradas a la compainia Sigma Co. (St Louis, MO, USA). Los
antagonistas de receptores de serotonina mianserina (sal de cloruro), metiotepina
(mesilato), ketanserina (tartrato), metisergide (maleato). Todas las drogas fueron
disueltas en agua, alicuotadas y almacenadas a -20°C. Las drogas se llevaron a su
concentracion final en solucion normal salina y fueron aplicadas a través del sistema
de perfusion. En los experimentos en los que se utilizo el sistema de eyeccion de
drogas por pulsos de presion se llenaron las pipetas con las soluciones de las drogas

en las concentraciones indicadas en cada caso.
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Eyeccién de drogas por pulsos de presion.

Estos experimentos fueron realizados en ganglios aislados a los que se les
quito previamente el epitelio glial que los recubre, quedando los cuerpos neuronales
expuestos.

Los pulsos de drogas se aplicaron a través de una micropipeta (figura M4).
Las micropipetas se fabricaron con capilares de borosilicato (FHC, Brunswick, ME,
USA), por medio de un estirador de vidrio vertical (DKI, Modelo 700c, Tujunga, CA,
USA) y se llenaron con soluciones de las drogas en las concentraciones indicadas en
cada caso. Las puntas de la micropipetas se colocaron cerca del soma de la neurona
y su parte posterior fue conectada a un generador de pulsos de presion (Picospritzer
Il , Parker Instruments, Fairfield, NJ, USA). Las aplicaciones de pulsos fueron
comandadas por el programa de adquisicion y durante los registros la preparacion se

mantuvo bajo perfusion constante.

/ Pipeta de eyeccion de pulsos de drogas por presion.

-,

Figura M.4. Esquema de la pipeta de eyeccién de pulsos de drogas por presion.
Sera utilizada a lo largo del trabajo para facilitar la comprension de los esquemas experimentales.

Las puntas de las micropipetas se calibraron con el fin de lograr un tamano
de punta uniforme. Este debia ser suficientemente pequefio para disminuir al
maximo el fenomeno de difusion de la droga desde la pipeta al bafio y a su vez
permitir la salida de solucion ante un pulso de presion media. Inicialmente la
calibracion se realizd en dos pasos: primero se tomaron pipetas con diferentes
diametros de punta y se midio la presion necesaria para provocar la salida de
burbujas de aire de las puntas sumergidas en alcohol. En base a esto se las clasifico
en una escala. Luego se las llené con una solucion 200 mM KCl (que produce la
despolarizacion de las neuronas), se aplicaron pulsos de presion sobre somas y se
eligieron aquellas que produjeran la minima variacion en el potencial de membrana
de la neurona al acercarlas al soma y que permitieran, a su vez, la salida de solucion
ante un pulso de presion media. En lo sucesivo se utilizaron pipetas que estuvieran
en el rango de la escala de burbujas de las pipetas elegidas.

Registros electrofisiologicos
Los registros de neuronas individuales se realizaron utilizando electrodos
intracelulares conectados a un amplificador diferencial (Axoclamp 2B, Axon
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Instruments, Foster City, CA, USA) operando en la configuracion de fijacion de
corriente continua o discontinua (DCC).

Los microelectrodos se fabricaron con capilares de borosilicato (FHC,
Brunswick, ME, USA), por medio de un estirador de vidrio horizontal (Modelo P-97,
Sutter Instruments Co., Novato, CA., USA). Se utilizaron microelectrodos con
resistencias entre 20-60 MQ, que se llenaron con una solucion de acetato de potasio
3IM

El electrodo de registro se utilizo también para la inyeccion de corriente. En
los casos en que se operd en la configuracion de fijacion de corriente continua, se
compenso la caida de voltaje a través del electrodo mediante un” bridge balance”.
En los experimentos en los que se midio la resistencia de entrada se trabajo en la
configuracion de fijacion discontinua de corriente (DCC), ya que permite
independizarse de la compensacion de la caida de voltaje a través del electrodo.

Los registros fueron digitalizados por un conversor analdgico-digital (Digidata
1200 Series Interfase, Axon Instruments, Foster City, CA, USA) y fueron adquiridos a
frecuencias entre 250-5000 Hz mediante el programa de Axoclamp 6 con protocolos

Clampex (Axon Instruments).

Manipulaciones experimentales

La actividad eléctrica de las neuronas fue manipulada mediante la inyeccion
intracelular de corriente a través del electrodo de registro. Se utilizaron dos
protocolos basicos: la inyeccion de pulsos supraumbrales de corriente (2-4 nA, 5
ms), para la estimulacion de las neuronas sensoriales P y la inyeccion intracelular de
corriente continua, para modificar el potencial de membrana de las células. En la
figura M 5 A-C se muestran esquemas indicando las distintas funciones de los
microelectrodos de registro, que seran utilizados a lo largo del trabajo para facilitar

la comprension de los esquemas experimentales.



A B C
Electrodo Estimulacion con Inyegcién de ‘
de registro. trenes de pulsos. // corriente continua.

Figura M.5. Esquemas representando las distintas funciones de los electrodos
intracelulares.

A. Electrodo intracelular utilizado para registro unicamente. B. electrodo de registro y
estimulacion por medio de la inyeccion de pulsos supraumbrales de corriente. C. electrodo de
registro utilizado para modificar el potencial de membrana de las neuronas por medio de la
inyeccion de corriente continua.

Los esquemas seran utilizados a lo largo del trabajo para facilitar la comprension de los
esquemas experimentales.

Analisis de los resultados

Los registros fueron analizados con el programa comercial Axograph 6.0
(Axon Instruments). Los datos fueron analizados con el programa comercial
Kaleidagraph (AbelbecK Software) y para el analisis estadistico se utilizo el
programa Statview (SAS Institute Inc.).

Los resultados se expresaron como valores de media + error estandar de la
media (S.E.M.). La significancia estadistica de los resultados obtenidos en los
diferentes experimentos se determiné usando el test de t para muestras pareadas o

no pareadas, segun el caso.



Parte I: Caracterizacion de la interaccion sinaptica entre la neurona

mecanosensorial P y la motoneurona AE.

El objetivo de esta primera parte del trabajo fue caracterizar una via
sensoro-motora para luego investigar la accion de la serotonina sobre diferentes
aspectos del funcionamiento de la misma.

En la sanguijuela la activacion de las neuronas mecanosensoriales sensibles a
presion (P) es capaz de evocar una serie de comportamientos motores como ser el
acortamiento (Wittenberg & Kristan, 1992a; Shaw & Kristan, 1995), la desviacion
lateral (Kristan, 1982) y el nado (Debski & Friesen, 1987). Por lo tanto la eleccion de
la neurona P como activador sensorial de una via sensoro-motora tiene un claro
valor conductual. Los somas de dichas neuronas mecanosensoriales se encuentran en
la cara ventral del ganglio, mientras que los somas de la mayoria de las
motoneuronas estan del lado dorsal. Esta disposicion constituye una dificultad
experimental para el estudio de sinapsis sensoro-motoras. Una excepcion a esta
disposicion es la motoneurona annulus erector (AE), cuyo cuerpo neuronal se
encuentra en la misma cara del ganglio donde se encuentran los somas de las
neuronas mecanosensoriales. Estas neuronas inervan los musculos responsables de la
ereccion de los anulos, dandole a la piel un aspecto indentado (Stuart, 1970). Por lo
tanto, la actividad electrofisioldgica de la neurona AE puede ser correlacionada de
manera directa con la actividad muscular que ésta produce en preparaciones semi-
intactas.

En base a estas consideraciones elegimos investigar la interaccion entre la
neurona mecanosensorial P y la motoneurona AE como modelo de sinapsis sensoro-
motora, pues nos permite, mediante un abordaje experimental adecuado a las
técnicas utilizadas en el laboratorio, un analisis detallado de sus caracteristicas
fisiologicas.

La caracterizacion de esta interaccion se presentara en los primeros cuatro
capitulos de este trabajo de tesis. En el capitulo 1 investigamos los tipos de sinapsis
involucradas en la transmision de sefales entre la neurona sensorial y la motora. En
el capitulo 2 estudiamos la manera en que la neurona motora integra las senales
sensoriales. Un analisis mas detallado de las conductancias sinapticas involucradas y
de las propiedades intrinsecas de la motoneurona AE, se muestra en el capitulo 3.
Finalmente, en el capitulo 4, se estudia la regulacion de esta interaccion por la

interneurona pasiva 151.
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Capitulo 1: Conectividad sinaptica entre las neuronas mecanosensoriales P

y las motoneuronas AE.

La interaccion sinaptica entre las neuronas mecanosensoriales P y las
motoneuronas AE fue estudiada en ganglios medios aislados por medio de registros
intracelulares simultaneos de ambas neuronas. Cuando es registrada a su potencial
de reposo (alrededor de -35 mV), la motoneurona AE dispara potenciales de accion
de manera espontanea. Un tren de 5 potenciales de accion evocados en P produjo
una respuesta compleja en la motoneurona AE (figura 1.1), que consistié en una
serie de potenciales postsinapticos excitatorios e inhibitorios alternados. Al
registrarse la respuesta de la motoneurona AE a un potencial de membrana cercano
al de reposo, se observé una respuesta principalmente inhibitoria en la que los picos
de la despolarizacion quedaban enmascarados. En cambio, en registros tomados a un

potencial de membrana hiperpolarizado (-70 mV), cercano al potencial de reversion

P 50 mv

AE

-30 mv
|2 mv

l1mV

AE
-70mv

100 ms
Figura 1.1. Respuesta de la motoneurona AE a la estimulacién de P.
Registros intracelulares de la neurona sensorial P y de la motoneurona AE. El trazo superior
muestra los potenciales de accién evocados en la neurona P, mediante la inyeccion de un
tren de 5 pulsos de corriente despolarizante (2 nA, 5 ms, 15 Hz), Los trazos intermedio e
inferior son registros de las respuestas de la motoneurona AE a los potenciales de membrana
(Vm) indicados a la izquierda de cada registro. A -30 mV, se aprecia la fase hiperpolarizante
de la respuesta y a - 70 mV se expresa solo la despolarizacion. Los experimentos se
realizaron bajo perfusion constante con soluciéon normal.
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de la hiperpolarizacion (ver figura 3.1), fue posible observar a los potenciales
postsinapticos excitatorios aislados (figura 1.1).

La latencia promedio de ambas fases, medida desde el pico del potencial de
accion en P hasta el inicio de la respuesta en AE, fue de 2.3 + 0.16 ms (n= 14) para
la despolarizacion y de 15.4 + 0.57 ms (n=7) para la hiperpolarizaciéon. También se
cuantifico la duracion media de cada una de las fases de la respuesta que fue de
33.9 £ 1.7 ms (n=9) y de 63.7 + 2.74 ms (n=10) para la despolarizacion y la

hiperpolarizacion respectivamente.

Cuantificacion de la respuesta de AE a la estimulaciéon de P

Las respuestas de la motoneurona AE a la estimulacion de la neurona P se
cuantificaron como la amplitud maxima de las respuestas hiperpolarizante y
despolarizante y como la integral en el tiempo o area de las respuestas (figura 1.2
A-B). A lo largo de este trabajo las amplitudes de los potenciales postsinapticos
excitatorios e inhibitorios fueron medidas en registros tomados a distintos
potenciales de membrana de la motoneurona AE. La amplitud de la fase
hiperpolarizante se midio en registros tomados a -30 mV, y la amplitud de la fase

despolarizante se midio en registros tomados a -70 mV (figura 1.2 A). Mientras que

-70 mV .y yhade

100 ms

Figura 1.2. Cuantificacion de la respuesta de AE a la estimulacién de P.
A. Registros de las respuestas de AE a la estimulacion de P a dos potenciales de

membrana: -30 mV y -70 mV, en los que se midieron las amplitudes maximas de la
hiperpolarizacion y de la despolarizacion respectivamente.

B. En algunos casos se cuantificd la respuesta de AE a la estimulacién de P como la
integral en el tiempo o area de la respuesta, representada por la parte sombreada del
registro.

28



la amplitud da cuenta de la intensidad maxima que alcanza la respuesta, esta
medicion no informa sobre su duracion. Fue para evaluar este aspecto de las
respuestas que se midio también la integral de la respuesta en el tiempo (area

sombreada, figura 1.2 B).

Analisis de la interaccion entre las neuronas P y AE,

Con el fin de investigar qué tipos de sinapsis estan involucradas en la
interaccion entre las neuronas mecanosensoriales P y las motoneuronas AE, se
realizaron una serie de experimentos en los que se modificd la concentracion de
cationes divalentes del medio externo. Para discriminar entre sinapsis quimicas o
eléctricas, se utilizo una solucion con alta concentracion de iones Mg'™* y baja
concentracion de Ca' (20:1 mM), que bloquea las interacciones quimicas al
interferir en la liberacion de neurotransmisor (Baylor & Nicholls, 1969). En la figura
1.3 se muestran registros de un experimento en el que se observa el efecto de una
solucion con dicha relacion entre las concentraciones de cationes divalentes sobre
esta interaccion. Ambas fases de la respuesta de la motoneurona AE a la
estimulacion de P, presentes en el control (figura 1.3, izquierda) fueron anuladas
bajo estas condiciones. Este efecto resulto reversible ya que la respuesta se
recupero luego de 15 minutos de lavado con solucion normal (figura 1.3, derecha).

Resultados similares se obtuvieron en otros 5 experimentos, indicando que tanto la

<] ax)
=\ o =
AE | P
Solucion normal 20 mM Mg**/1 mm Cat? Lavado 15
P |20 mV

12 mv

-30 mv

Figura 1.3. Respuesta de la motoneurona AE a la estimulacion de P en una solucién con
alta concentracién de iones Mg**,

Registros de las respuestas de AE a la estimulacién de P en solucién normal, a los 3 minutos
de perfusion con una solucion conteniendo una concentracion de 20 mM Mg** y 1 mM Ca**y
luego de 15 minutos de lavado con solucion normal. La neurona sensorial P fue estimulada con
un tren de 5 pulsos de corriente despolarizante (2 nA, 5 ms, 20 Hz).
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despolarizacion como la hiperpolarizacion de las motoneuronas AE inducidas por la
estimulacion de P estan mediadas por sinapsis quimicas.

Con el fin de discernir si las respuestas de la motoneurona AE eran
producidas por una accion directa de las neuronas P o estaban mediadas por
interneuronas, se estudid esta interaccion en presencia de una solucion con
concentraciones de 10 mM Mg y 10 mM Ca"*. En sanguijuelas, esta relacion de
cationes divalentes en la solucion extracelular bloquea las interacciones
polisinapticas dado que eleva el umbral de disparo de las neuronas (Jansen et al.,
1974). La neurona mecanosensorial P es estimulada con una intensidad de corriente
suficiente para que dispare potenciales de accion bajo estas condiciones
experimentales y, en consecuencia, se produzca la liberaciéon de neurotransmisor.
Asi, si la conexion con la motoneurona AE fuera monosinaptica, deberiamos registrar
un potencial postsinaptico en AE como respuesta a esta liberacion. Por el contrario,
en una via polisinaptica la(s) interneurona(s) no alcanzaran el umbral de disparo de
potenciales de accion y por lo tanto no se observara ninguna respuesta en la
motoneurona AE.

La perfusion con una solucion 10 Mg**/10 Ca** tuvo efectos diferentes sobre
cada una de las fases que componen la respuesta (figura 1.4). En estas condiciones
la amplitud promedio de la fase hiperpolarizante fue inhibida al 10 + 8 % de la

amplitud del control (n=12), y este efecto se revirtié luego de 15 minutos de lavado

m
o=
l P
Solucion normal 10 mM Mg**/10 mM Ca** Lavado 15'
P “ [20 mv
rrrr 42801
AE

|2 mV

-30myv .

Figura 1.4. Respuesta de la motoneurona AE a la estimulacién de P en una solucion con
alta concentracion de iones divalentes.

Registros de las respuestas de AE a la estimulacion de P en solucién normal, a los 3 minutos
de perfusion con una solucién conteniendo una concentracion de 10 mM Mg**y 10 mM Ca**y
luego de 15 minutos de lavado con solucion normal. La neurona sensorial P fue estimulada
con un tren de 5 pulsos (2 nA, 5 ms, 15 Hz).
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con solucion normal. Las despolarizaciones, en cambio, no se vieron afectadas por
este tratamiento siendo la amplitud en altos divalentes del 110 + 3 % del valor
control (n= 7) (figura 1.4). Estos resultados indican que los potenciales
postsinapticos despolarizantes observados en AE al estimular a P estan mediados por
una sinapsis directa, mientras que los hiperpolarizantes son transmitidos por una via
polisinaptica.

Los potenciales postsinapticos inhibitorios desaparecen a un potencial de
membrana de la motoneurona AE de aproximadamente -70 mV que, en sanguijuelas,
es cercano al potencial de equilibrio para el ion Cl' . Con el fin de separar
farmacologicamente las dos fases de la respuesta de la motoneurona AE a los de
potenciales de accion en P, se probaron antagonistas de receptores de
neurotransmisores conocidos por activar canales de Cl. Para ello se utilizaron las
drogas picrotoxina y estricnina, antagonistas de los receptores de el acido gamma

amino butirico (GABA) y la glicina, respectivamente.

AE I P solucion normal estricnina 10pM lavado

AE
-30 mV
‘2 my

100 ms

Figura 1.5. Efecto de la estricnina sobre la sinapsis P-AE

Registros de la respuesta de AE a un tren de 5 potenciales de accion evocados en P, en
solucion normal, a los 5 minutos de perfusion con estricnina 10pM y a los 15 minutos de
lavado con solucién normal. Los trazos superiores muestran los potenciales de accion
evocados en P a una frecuencia de 15 Hz. Los trazos medios corresponden a la
motoneurona AE registrada a un potencial de -30 mV y los inferiores a un potencial de
membrana de -70 mV, al que se expresa Ginicamente la despolarizacion.
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La presencia de picrotoxina 100 pM en la solucion de perfusion no produjo
ninglin cambio en la respuesta de AE a la estimulacion de P. La estricnina, en una
concentracion de 10 pM, inhibié la fase hiperpolarizante de la respuesta, pero no a
la despolarizante (figura 1.5). En promedio la amplitud de los potenciales
hiperpolarizantes disminuyé al 15 % del valor control y luego de 25 minutos de
lavado con solucion normal se recuperé al 53 % del valor control (n=5). La amplitud

de los potenciales despolarizantes no vario en promedio con este tratamiento.

Discusion

Los resultados obtenidos en esta parte del trabajo nos muestran la existencia
de una interaccion compleja entre las neuronas mecanosensoriales P y las
motoneuronas AE. Esta interaccion consta de dos componentes antagoénicos,
independientes entre si, uno despolarizante y otro hiperpolarizante.

La figura 1.6 resume las conclusiones que pueden extraerse de los resultados
obtenidos. Los potenciales postsinapticos excitatorios registrados en AE se deben a
una interaccion directa entre la neurona sensorial y la neurona motora. Los
potenciales postsinapticos inhibitorios, en cambio, se produjeron por la activacion
de interneurona(s) con capacidad de disparar potenciales de accion. La inhibicion
selectiva ejercida por la estricnina sobre la fase inhibitoria, confirma la
independencia de las respuestas inhibitorias y excitatorias inducidas por
estimulacion de P. En estudios recientes en nuestro laboratorio se demostré que, en

la sanguijuela, la estricnina inhibe la respuesta de neuronas a la aplicaciéon de

— sinapsis quimica excitatoria

—@ sinapsis quimica inhibitoria
Figura 1.6. Esquema de la interaccién entre la neurona sensorial P y la motoneurona AE.
La neurona sensorial P tiene una doble interaccion con la motoneurona AE. Una es quimica,

directa y excitatoria. La otra interaccion también es quimica y esta mediada por
interneurona(s) inhibitoria(s).
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acetilcolina y serotonina (Lorena Rela y Mariano Rodriguez, reporte personal), por lo
tanto el efecto de la estricnina per se no nos permite conocer cual es el
neurotransmisor liberado por la(s) interneurona(s).

Los registros intracelulares simultaneos de las neuronas P y AE mostraron que
al potencial de reposo de la motoneurona AE, la respuesta a la activacion de P es
principalmente inhibitoria. También observamos que las despolarizaciones no
produjeron, a ningin potencial de membrana de AE, cambios en su frecuencia de
disparo. Con el fin de conocer la expresion conductual de esta via sensoro-motora,
se realizaron experimentos preliminares en una preparacion semi-intacta, que
consiste en un ganglio conectado por los nervios laterales al trozo de la pared
corporal que inerva. En esta preparacion fue posible observar bajo lupa el estado de
contraccion de los anulos, mientras se registraban intracelularmente a las neuronas.
Confirmando los resultados obtenidos mediante registros intracelulares, se observo
que partiendo de un estado de contraccion de los anulos, la estimulacion
intracelular de P produjo la relajacion de los mismos, por lo que podria concluirse
que estimulos mecanosensoriales capaces de activar a la neurona P, contribuyen a la
relajacion de los anulos. Esta observacion es coherente con la activacion del nado en
la sanguijuela que puede ser evocado por estimulacion de las neuronas sensoriales P
y solo se produce luego de la relajacion de los anulos. Con respecto a la
despolarizacion se desconoce aln el rol que pueda cumplir ya que los potenciales
postsinapticos despolarizantes no afectaron, en ningun caso, la frecuencia de

disparo de la motoneurona AE.



Capitulo 2: Integracion de Sefnales por la motoneurona AE.

¢Como la motoneurona AE procesa informacion sobre la intensidad, duracion y
direccion del estimulo mecanosensorial?.

Los estimulos mecanicos recibidos sobre la piel son traducidos a senales
eléctricas (potenciales de accion) por las neuronas mecanosensoriales. Los
potenciales de accion son sefales todo o nada, y es por medio de estas sefnales que
deben decodificarse ciertos parametros del estimulo que son relevantes para el
animal, como ser su intensidad, duracion y direccion. La codificacion de cada uno de
estos parametros del estimulo mecanico por las neuronas mecanosensoriales ha sido
estudiada en preparaciones semi-intactas, en las que se aislan ganglios medios junto
a la pared corporal que inervan. Gracias a estos trabajos hoy sabemos que para las
neuronas mecanosensoriales P la duracion del estimulo es proporcional al nimero de
potenciales de accién, siendo la frecuencia de disparo la que representa a la
intensidad (Kristan et al., 1982). La direccion del estimulo esta dada por la
identidad de las neuronas P activadas, las cuales inervan los distintos cuadrantes en
que se divide la pared corporal (Nicholls & Baylor, 1968).

El objetivo de la serie de experimentos que se muestra a continuacion es
entender como la motoneurona AE responde ante estos diferentes parametros del

estimulo.

Expresion de las fases hiperpolarizante y despolarizante de la respuesta motora
en funcién de la duracion del tren de estimulos.

Con el fin de investigar como se expresa en la motoneurona AE la
informacion sobre la duracion del estimulo sensorial, se estudié la respuesta de la
motoneurona a distinto nimero de potenciales de acciéon evocados en P, a una
frecuencia constante. En ganglios aislados se analizo la respuesta de la motoneurona
AE durante la estimulacion de P con 1, 2, 3, 5 6 10 pulsos a 15 Hz. Para analizar por
separado el comportamiento de las fases despolarizante e hiperpolarizante de la
respuesta, ésta se estudié a potenciales de membrana de AE de -70 y -30 mV,
respectivamente.

Un dnico potencial de accion en P falld en evocar la respuesta
hiperpolarizante en el 80 % de los casos (n=30), observandose siempre al segundo
potencial de accion, mientras que la despolarizacion se expresé siempre al primer
potencial evocado en P (figura 2.1). La amplitud de cada una de las fases aumenté

con los primeros potenciales de accion a hasta alcanzar una amplitud maxima para
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ambas fases, que se mantuvo durante el periodo del estimulo.

La respuesta de AE a la estimulacion de P se cuantifico de dos maneras:
midiendo las amplitudes maximas de la hiperpolarizacion y de la despolarizacion y
calculando el area o integral en el tiempo de la respuesta a -30 mV. En la figura 2.2
se muestran los resultados de esta cuantificacion. En la parte A, se graficaron las
amplitudes maximas de ambas fases de la respuesta en funcion del numero de
potenciales de accion evocados en P. Para ambas fases la maxima amplitud se
alcanzo al tercer potencial de accion en P y luego se mantuvo constante durante los
sucesivos potenciales de accion. La amplitud de la hiperpolarizacion aumenta en
forma logaritmica en funcion del niumero de potenciales evocados en P. La

despolarizacion aumenta siguiendo la forma de un polinomio de tercer grado.

M 20

e

W

100 ms

-70 mV Mo

Figura 2.1. Respuestas de la motoneurona AE a la estimulacién de P con trenes de distinta
duracién a frecuencia constante.

Los registros muestran las respuestas de una motoneurona AE a la estimulacion de P con trenes

de 1, 3y 10 potenciales de accidn. Los trazos superiores muestran los registros de la neurona P
en los que se evidencian los potenciales de acciéon evocados por pulsos supraumbrales a 15 Hz.

Los trazos medios son registros de una motoneurona AE a un potencial de membrana de -30 mV,
donde se aprecia la fase hiperpolarizante de la respuesta. Los trazos inferiores son registros de la
misma motoneurona AE a -70 mV, en el que solo se expresa la despolarizacién. El experimento fue
realizado bajo perfusion constante con solucion normal.

El grafico 2.2.B muestra el area de la respuesta a -30 mV en funcion del
nimero de potenciales de accion. Dado que la respuesta inhibitoria prevalece sobre
la excitatoria este parametro exhibe valores negativos, y a diferencia de lo que
sucede con la amplitud, el area crece de manera lineal con la duracién del estimulo

sensorial.
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Figura 2.2, Cuantificacion de las respuestas de AE en funcién del nimero de potenciales
de accion evocados en la neurona P.
A. El grafico muestra el valor promedio de la amplitud maxima de ambas fases de la respuesta
de AE en funcion del numero de potenciales de accion en P, a una frecuencia de 15 Hz.
La fase despolarizante fue medida en registros tomados a -70 mV, similares al de la figura 2.1.
El comportamiento de la amplitud maxima de la despolarizacion en funcién del nimero de

pulsos, permitio un ajuste a una funcién polinomial de 3€' grado (R=0.99). La fase inhibitoria
de la respuesta se midi6 en registros tomados a -30 mV y la amplitud maxima de la
hiperpolarizacion en funcion del nimero de pulsos permitié un ajuste a una funcion
logaritmica (R=0.96).

B. El grafico muestra el valor promedio del area de la respuesta de AE en funcion del numero
de pulsos, a frecuencia constante. El area se midi6 en un intervalo de 1 segundo a partir del
primer potencial de accion en P. Los datos se ajustaron a una funcion lineal (R=0.99)

Los valores son el promedio de experimentos similares al mostrado en la figura 2.1 (n=4).

Las barras indican el error estandar.
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Expresion de las fases hiperpolarizante y despolarizante de la respuesta motora
en funcion de la frecuencia del tren de estimulos.

Con el fin de investigar como se expresa en la motoneurona AE la frecuencia
de potenciales de accion de la neurona sensorial o intensidad del estimulo, se
estudio la respuesta de la motoneurona a trenes de frecuencia variable y un nimero
fijo de pulsos. En ganglios aislados se analizd la respuesta de la motoneurona AE
durante la estimulaciéon de P con 10 pulsos supraumbrales a frecuencias de 5,10,15 y
20 Hz.

En la figura 2.3 se muestran registros representativos de estos experimentos,
en los que puede observarse que las amplitudes maximas de las respuestas
inhibitoria y excitatoria no sufrieron mayores cambios con las distintas frecuencias
de estimulacion de P. La cuantificacion de estos experimentos se muestra en el
grafico de la amplitud maxima en funcion de la frecuencia de estimulacion de P de
la figura 2.4 A. La frecuencia de disparo de la neurona mecanosensorial P se reflejo

pobremente en la amplitud de ambas fases de la respuesta de AE. La amplitud

N
f—
10 Hz 20 Hz
AE
‘50 mV
-30 mV m
IZ mVY
[1 mVv
-70 mV
1s

Figura 2.3. Respuestas de la motoneurona AE a la estimulacion de P con trenes de distinta
frecuencia.

Los registros muestran las respuestas de una motoneurona AE a la estimulacion de P con trenes
de 10 potenciales de accion a frecuencias de 5, 10 y 20 Hz. Los trazos superiores muestran

los registros de las neuronas P en los que se evidencian los potenciales de accion evocados por
pulsos supraumbrales. Los trazos medios son registros de una motoneurona AE a un potencial de
membrana de -30 mV, donde se aprecia la fase hiperpolarizante de la respuesta. Los trazos
inferiores corresponden a la misma motoneurona AE a un potencial de membrana de -70 mV, en
el que solo se expresa la despolarizacion. El experimento fue realizado bajo perfusion constante
con solucion normal.
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maxima de la despolarizacion aumenté un 20 % entre los 5 y los 20 Hz. La amplitud
de la hiperpolarizacion fue aumentando levemente con la frecuencia de
estimulacion siendo un 40 % mayor cuando se estimulé con un tren de 20 Hz, con
respecto a la amplitud a 5 Hz. Ninguno de estos cambios fue estadisticamente
significativo.

En el grafico de la figura 2.4 B se muestran los valores del area de las
respuestas medidas a un potencial de membrana de -30 mV para las distintas
frecuencias de estimulacion. Es preciso destacar que la frecuencia de disparo de los
10 potenciales de accion determina la duracion total del estimulo. El area fue
medida en dos intervalos de tiempo: uno de dos segundos después del primer
potencial de accion en P, que es aproximadamente la duracion de los 10 pulsos a 5
Hz y se muestra en el grafico con rombos negros; otro intervalo de 0.5 segundos que
es la duracion de los 10 pulsos a 20 Hz y se muestra en el grafico con rombos
blancos.

La respuesta, medida como el area en 2 segundos, aument6 un 120 % entre 5
y 10 Hz (n=5) y se mantuvo en este nivel para las frecuencias mayores. Sin embargo
si se mide el area en un periodo de tiempo de 0.5 segundos, el valor del area crece
logaritmicamente con la frecuencia de disparo de los potenciales de accion de en P,
(legando a un valor 5 veces mayor a los 20 Hz con respecto a los 5 Hz.

Durante un tren de pulsos en P a 5 Hz el periodo entre espigas es de 200 ms
y, como puede observarse en la figura 2.3, éste tiempo es suficiente para que cada
respuesta inhibitoria se manifieste en forma casi aislada, repolarizandose la
motoneurona entre pulso y pulso. A 10 Hz la neurona no se repolariza entre pulsos y
esto se refleja principalmente en el area y, en menor medida, en la amplitud de la

respuesta (figura 2.4 Ay B).
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Figura 2.4. Cuantificacion de las respuestas de AE en funcion de la frecuencia de
estimulacion de la neurona sensorial P,

A. El grafico muestra el valor promedio de la amplitud maxima de ambas fases de la respuesta
de AE en funcién de la frecuencia de estimulacion de P, con trenes de 10 potenciales de accion.
La fase despolarizante fue medida en registros tomados a -70 mV, similares al de la figura 2.3.
El comportamiento de la amplitud maxima de la despolarizacion en funcion de la frecuencia de
potenciales de accion en P, permitié un ajuste a una funcion polinomial de 290 grado (R=0.97).
La fase inhibitoria de la respuesta se midio en registros tomados a -30 mV y la amplitud maxima
de la hiperpolarizacidon en funcion de la frecuencia de potenciales de accion en P permitié un
ajuste a una funcion logaritmica (R=0.98).

B. El grafico muestra el valor del area promedio de la respuesta de AE en funcion de la
frecuencia de estimulacién de P, con trenes de 10 pulsos. El area se midié en un intervalo de 2
segundos a partir del primer potencial de accion en P (@), y en un intervalo de 0,5 segundos a
partir del primer potencial en P (©). Esta segunda medida permitié un ajuste a una funcion
logaritmica (R=0.99).

Los valores son el promedio de experimentos similares al de la figura 2.3 (n=8). Las barras
indican el error estandar.
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Discriminacion espacial del estimulo

Cada ganglio medio de la sanguijuela contiene dos pares bilaterales de
células P: un par inerva la parte dorsal del cuerpo del animal (PD) y el otro la
ventral (PV). Dentro del par, cada neurona P inerva la cara de la pared corporal
ipsilateral a la posicion de su soma en el ganglio (Nicholls & Baylor, 1968). Asi, en
cuanto a los campos receptivos de las neuronas mecanosensoriales P, podemos
dividir a la pared corporal en cuatro cuadrantes: dos dorsales (izquierdo y derecho)
y dos ventrales (izquierdo y derecho) (figura 2.5 A). De esta manera la informacion
sobre la direccion de la seial sensorial que reciben las neuronas AE esta dada por la
identidad de las neuronas P que son estimuladas. También existen dos neuronas AE
por ganglio, cada una de las cuales inerva la pared corporal del hemisegmento
contralateral a la posicion de su soma en el ganglio (figura 2.5 B).

Para determinar si la via P-AE es sensible a la direccion del estimulo sensorial
se estudiaron las respuestas evocadas por la estimulacion de las distintas neuronas
P. Asi, en cada ganglio aislado, se estudiaron las respuestas de las PD y las PV sobre
la AE ipsilateral (AEi) y contralateral (AEc). Esto establece cuatro pares posibles:

PDAEc, PDAEi, PV AEc y PVAEI. Las fases inhibitoria y excitatoria de la respuesta se

A Cuadrantes dorsales B Linea media dorsal

Cuadrantes ventrales Linea media ventral

Figura 2.5. Area de inervacién de las neuronas mecanosensoriales P y de las
motoneuronas AE.

Los esquemas representan cortes transversales de la pared corporal de la sanguijuela junto a
un ganglio visto ventralmente donde se muestra la ubicacion de los somas neuronas.

A. El campo receptivo de cada neurona P abarca un cuadrante de piel, tal como se indica con
las flechas. Las neuronas P ventrales (Py), inervan el cuadrante ventral ipsilateral a la posicion
de su soma en el ganglio y las neuronas P dorsales (Pp) los cuadrantes dorsales ipsilaterales.

B. Las motoneuronas AE inervan al hemisegmento entre la linea media dorsal y la linea media
ventral, contralateral a la posicion de su soma en el ganglio.
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estudiaron por separado, tomando registros de la respuesta de la motoneurona AE a
-70 y -30 mV, respectivamente.

En la figura 2.6 se resumen los resultados de estos experimentos en graficos
de barras que muestran la amplitudes medias de ambas fases de la respuesta para
cada par. La fase despolarizante mostré una marcada sensibilidad en términos de la
division dorsal/ventral (figura 2.6 A). La amplitud promedio de las respuestas
despolarizantes fue significativamente mayor cuando se estimuld a las PDs que
cuando la senal provenia de las PVs. (p<0.05, student t-test). Mas aun, se observo

que, en el 43 % de los casos (n=14) la estimulacion de las PVs no evoco la respuesta
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Figura 2.6. Analisis comparativo de las respuestas de AE a la estimulacion de las distintas P.
Amplitud de las repuestas de las neuronas AE contralaterales (AEc) e ipsilaterales (AEi) a las
neuronas PD (rayas oblicuas) o las PV (rayas verticales) estimuladas. Las neuronas P fueron
estimuladas con un tren de 5 pulsos (2 nA, 5 ms, 20 Hz).

A. Amplitud maxima de la despolarizacion de AE en respuesta a la estimulacion de distintas P.
B. Amplitud maxima de la hiperpolarizacion de AE en respuesta a la estimulacion de distintas P.
La amplitud de la despolarizacion se midié a un potencial de membrana de la motoneurona AE
de -70 mV y la de la hiperpolarizacion a -30 mV (figura M.3).

Las columnas indican la amplitud maxima promedio de la respuesta para cada par (n=5). Las
barras indican el error estandar. Los simbolos * y # indican diferencias significativas (p< 0.05); *
compara P-AEi con P-AEc (comparacion lateral) y # compara PV-AE with PD-AE (comparacion

dorsal vs ventral).
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despolarizante. Los casos en que no se observo la respuesta despolarizante no
fueron tomados en cuenta para la cuantificacion. En términos de la distincion ipsi vs
contralateral se observo que las PDs produjeron una despolarizacion de mayor
amplitud en las motoneuronas ipsilaterales que en las contralaterales (figura 2.6 A)
(p<0.05, student t-test). La fase inhibitoria de la respuesta no discrimino entre la
estimulacion dorsal 6 ventral pero si entre la ipsi 0 contralateral (figura 2.6 B). La
amplitud de la hiperpolarizacion fue siempre mayor cuando se estimulé una P

contralateral a la motoneurona, (p<0.05, student t-test).

Discusion

En este capitulo estudiamos la manera en que las motoneuronas AE procesan
diferentes parametros de la senal sensorial proveniente de las neuronas P. Una de
las conclusiones mas generales de los resultados obtenidos es que el niumero de
pulsos y la frecuencia del tren de estimulos se reflejan mas en la duracion de la
respuesta de AE que en su amplitud.

En primer lugar observamos que la(s) interneurona(s) que median la
hiperpolarizacion tendria(n) una baja probabilidad de alcanzar el umbral de disparo
de potenciales de accion ante un Unico potencial en P. La amplitud de ambas fases
de la respuesta de la motoneurona AE aumento con la sucesion de los primeros tres
disparos de la neurona sensorial alcanzando luego un plateau.

La integral de la respuesta en el tiempo o area, medida al potencial de
reposo de AE, aumenté en forma lineal con la duracion del estimuto. Por lo tanto,
considerando la relativa constancia de la amplitud de la respuesta, un aumento
lineal del area con el tiempo de estimulacion indicaria que la estimulacion
mecanosensorial mantendria inhibida a la motoneurona AE por un periodo
proporcional a la duracion del estimulo.

La frecuencia del estimulo tampoco afecté mayormente la amplitud de las
respuestas, pero afectd su persistencia. El valor de la integral en el tiempo o area
de la respuesta, que refleja dicha persistencia, aumenté con la frecuencia de
estimulacion debido a la creciente superposicion de las respuestas a frecuencias
mayores a5 Hz (figura 2.3).

La direccion del estimulo se expresd, en la amplitud relativa de la respuesta
de la motoneurona AE y fue ponderada de manera diferente para cada una de las
fases de la respuesta sinaptica. La amplitud de la hiperpolarizacion fue mayor
cuando la senal provenia de cualquiera de los dos cuadrantes contralaterales, que

de los ipsilaterales y no mostro diferenciacion dorsal/ventral. Esto resulta coherente
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con el hecho de que las motoneuronas AE inervan a las fibras musculares que se
extienden a lo largo del hemisegmento contralateral, desde la linea media dorsal
hasta la linea media ventral (Stuart, 1970). Como discutimos en el capitulo anterior
la respuesta hiperpolarizante de la motoneurona AE inducida por estimulacion de P
produce una clara distension de los anulos, alisando la pared corporal del animal.
Como las neuronas motoras AE inervan el hemisegmento contralateral a la posicion
de su soma en el ganglio, un estimulo sensorial producira la relajacion de los anulos
del hemisegmento estimulado, sin importar si el estimulo fue ventral o dorsal (ver
figura 2.5).

En cambio, la respuesta despolarizante tuvo una amplitud maxima cuando la
sefal mecanosensorial provenia del cuadrante dorsal, y preferentemente ipsilateral
a la motoneurona. Es posible que esta sefal tenga efectos a nivel central
(afectando a otras neuronas del ganglio), sin afectar la actividad de las fibras
musculares que la neurona AE inerva.

Las diferencias en la magnitud de las respuestas generadas por las diferentes
neuronas P fueron interpretadas a diferencias en el "cableado’ del circuito. La
figura 2.7 representa esquematicamente esta interpretacion segin la cual las
respuestas de mayor amplitud estarian mediadas por conexiones de mayor peso que

las respuestas de menor amplitud.

— sinapsis quimica excitatoria
—4@ sinapsis quimica inhibitoria

Figura 2.7. Esquema del circuito que representa la interaccion entra las neuronas P y AE.
La motoneurona P tiene una doble interaccién con la motoneurona AE. Una sinapsis quimica,
directa y excitatoria. La otra interaccion también es quimica y esta mediada por
interneurona(s) inhibitoria(s). La barra superior representa a la pared corporal de la
sanguijuela abierta por la linea media ventral, mostrando los cuatro cuadrantes inervados por
las cuatro distintas P. Se muestran las interacciones de los dos pares de P con las
motoneuronas AE ipsi y contalaterales. El grosor de los trazos indica la fuerza de la
interaccion.
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Capitulo 3: Estudio de las propiedades intrinsecas de la motoneurona AE.

Conductancias ionicas responsables de cada una de las fases de las respuesta.

El objetivo de los experimentos presentados en este capitulo fue estimar las
conductancias involucradas en cada una de las fases de la respuesta de la
motoneurona AE a la estimulacion de P. Para ello se midié dicha respuesta a
diferentes potenciales de membrana de la motoneurona, con el fin de conocer su
potencial de reversion. Los experimentos se realizaron en ganglios aislados,
montados en una camara de registro con un sistema de perfusion constante. El
potencial de membrana de AE se manipuld mediante la inyeccion de corriente

continua a través del electrodo de registro, en una configuracion de fijacion de
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Figura 3.1. Respuestas de una motoneurona AE a la estimulacién de P registrada a
diferentes potenciales de membrana.

Registros intracelulares simultaneos de una neurona sensorial P (trazo superior), y de una
motoneurona AE a diferentes potenciales de membrana. El potencial de membrana de la
motoneurona AE fue llevado a los distintos valores mediante la inyeccion intracelular de
corriente continua. A la izquierda de cada registro se indica el potencial de membrana al que
estos fueron tomados.

El experimento fue realizado bajo perfusion constante con solucion normal.




corriente con un ajuste controlado de la caida de potencial en el electrodo por
medio del “balance bridge”.

En la figura 3.1, se muestran registros representativos de un experimento
realizado en solucién normal donde puede observarse que la amplitud de la
hiperpolarizacion fue disminuyendo a potenciales hiperpolarizados, hasta anularse a
un potencial de membrana de alrededor de -70 mV. El potencial de reversion de la
hiperpolarizacion, se calculd por extrapolacion de la parte lineal de la respuesta de
la motoneurona AE a la estimulacion de P, en un grafico de la amplitud en funcion
del potencial de membrana de AE (figura 3.2). La respuesta ajustd a una funcion
lineal (R=0.999) en el rango entre -30 y -70 mV y por extrapolacion de esta recta
hasta el punto en que la amplitud de la respuesta se anula (y=0), se calculd un
potencial de reversion de -74 + 5.94 mV (n=23).

En el grafico de la figura 3.2 también se puede observar que la amplitud de
la fase inhibitoria de la respuesta alcanza un maximo a un potencial de -30 mV, y se

estabiliza en este valor para mediciones realizadas a potenciales mas

despolarizados.
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Figura 3.2. Amplitud de la respuesta hiperpolarizante de AE a la estimulacion de P en
funcién del potencial de membrana.
El grafico muestra la amplitud maxima promedio de la hiperpolarizacion en funcion del
potencial de membrana de la motoneurona AE. Los valores fueron obtenidos de experimentos
similares al de la figura 3.1 (n=23). Se realiz6 un ajuste lineal entre los -70 mV'y -30 mV y por
extrapolacion de la recta obtenida se calculd el potencial de reversion de la respuesta
hiperpolarizante en un valor de -74.14 + -5.94 mV. Las barras indican el error estandar .
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Con el fin de estimar la corriente responsable de la fase despolarizante de la
respuesta de AE se estudio su dependencia con el potencial de membrana. Dado que
en condiciones normales estos potenciales excitatorios estan montados sobre la fase
inhibitoria, y esto dificulta la medicion de su amplitud, se realizaron los
experimentos perfundiendo al ganglio con una solucion conteniendo concentraciones
de 10 mM Mg"™ y 10 mM Ca"" (ver figura 1.4). La figura 3.3 muestra una serie de
registros representativos en el rango de -20 a -70 mV, en los cuales puede
observarse que el valor del potencial de membrana de la motoneurona AE no influyd
en la amplitud de la despolarizacion. En el grafico de la figura 3.4 se observa que la

amplitud de la fase despolarizante de la respuesta, en funcion del potencial de
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Figura 3.3. Respuestas de una motoneurona AE a la estimulacion de P, registrada a

diferentes potenciales de membrana, en presencia de una alta concentracion de iones
divalentes.

Registros intracelulares simultaneos de una neurona sensorial P (trazo superior), y de una
motoneurona AE a diferentes potenciales de membrana. El potencial de membrana de la
motoneurona AE fue llevado a los distintos valores mediante la inyeccion intracelular de
corriente continua. A la izquierda de cada registro se indica el potencial de membrana al que
fueron tomados. El experimento fue realizado bajo perfusion constante de una solucién con
concentraciones de 10 mM Mg++ y de 10 mM Ca++, donde solo se expresa la fase despolarizante

de la respuesta.
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membrana de la neurona AE, se mantuvo relativamente constante en el rango de

potenciales investigados.

Amplitud maxima(mV).
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Figura 3.4, Amplitud de la fase despolarizante de la respuesta de AE a la estimulacion de P
en funcién del potencial de membrana de AE.

El grafico muestra la amplitud maxima promedio de la despolarizacion en funcion del potencial
de membrana de la motoneurona AE. Los valores fueron obtenidos de experimentos similares al
de la figura 3.3 (n=4), en los que se registro la respuesta de la motoneurona AE a la
estimulacion de P en presencia de una solucién con alta concentracién de cationes divalentes
para anular la fase hiperpolarizante de la respuesta. Las barras indican el error estandar .

Propiedades intrinsecas de la motoneurona AE en funcién de su potencial de
membrana.

Los resultados obtenidos hasta el momento mostraron que el
comportamiento de la amplitud de ninguna de las dos fases de la respuesta de la
motoneurona AE con su potencial de membrana, puede ser explicado por variaciones
en el potencial electroquimico de los iones involucrados. En el caso de la
despolarizacion se esperaria que la amplitud de la misma aumente linealmente
cuando el potencial de la motoneurona se hiperpolariza y para la hiperpolarizacion
se esperaria un aumento en su amplitud a potenciales despolarizados. Cabe
entonces preguntarse en qué medida estas alinearidades responden a propiedades
intrinsecas de las neuronas AE, o se deben a propiedades particulares de las
conductancias sinapticas activadas.

Con este fin investigamos la relacion de la resistencia de entrada de la
motoneurona AE con el potencial de membrana de la misma. Utilizando la
configuracion DCC (fijacion discontinua de corriente) del amplificador Axoclamp 2 B,
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se registro la respuesta de la motoneurona AE a un pulso de corriente
hiperpolarizante (figura 3.5 A), partiendo de diferentes potenciales de membrana de
la motoneurona AE. El potencial de membrana de la neurona fue llevado a
diferentes valores mediante la inyeccion intracelular de corriente continua. En la

figura 3.5 B puede observarse que la inflexion del potencial de membrana producida
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Figura 3.5. Estudio de la resistencia de entrada de la motoneurona AE en funciéon del
potencial de membrana.

A. Para obtener el valor de la resistencia de entrada de la motoneurona AE se midio la
deflexion en el voltaje (dVm) (trazo inferior), ante la inyeccién de un pulso de corriente de -
0.1 nA (trazo superior) y se calculd el cociente dVm/I. En esta serie de experimentos se
utilizo la configuracion DCC (fijacion discontinua de corriente) del equipo Axoclamp 2B.

B. Registros representativos de la medicion de la resistencia de entrada de una motoneurona
AE a distintos potenciales de membrana . Los valores a la izquierda indican el potencial de
membrana al que se realizé el registro.

C. El grafico muestra los valores promedio de la resistencia relativa de la motoneurona AE,
en funcion de su potencial de membrana, obtenidos de experimentos similares al mostrado en
la parte B (n=30). Los valores medidos a cada potencial se expresaron en forma relativa a la
resistencia medida a -40 mV . Las barras indican el error estandar .
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por el pulso hiperpolarizante dependié notablemente del potencial desde el cual se
inicié dicha deflexion. Por ejemplo, es notable la diferencia en la cinética de los
cambios de potencial partiendo de un potencial inicial de -50 mV y -70 mV. La figura
3.5 C resume la cuantificacion los valores de la resistencia de entrada de la
motoneurona AE en funcion del potencial de membrana, mostrando que ésta
describe una curva en forma de V invertida. La resistencia de la neurona AE tuvo un

valor maximo a los -50 mV, a partir del cual desciende en ambos sentidos.
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Figura 3.6. Estudio de la frecuencia de disparo de la motoneurona AE en funcion de su
potencial de membrana.

A. Registros representativos de una motoneurona AE, llevada a distintos potenciales de
membrana mediante la inyeccion intracelular de corriente. Los valores a la izquierda indican
el potencial de membrana al que se realizd cada registro. La frecuencia de disparo se calculéd
midiendo el nUmero de potenciales de accion en un segundo.En esta serie de experimentos se
utilizé la configuracion DCC (fijacion discontinua de corriente) del equipo Axoclamp 2B.

B. Grafico de la frecuencia de disparo promedio de motoneuronas AE en funcion de su
potencial de membrana. Los datos se obtuvieron a partir de experimentos similares al de la
parte A (n=30). Las barras indican el error estandar.
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Una serie de experimentos similares se realizaron para estudiar la
dependencia de la frecuencia de disparo de la motoneurona AE con su potencial de
membrana (figura 3.6 A). El potencial de membrana de la motoneurona AE fue
llevado a distintos valores por medio de la inyeccion intracelular de corriente
continua y a cada potencial se midio la frecuencia de disparo, contando el nimero
de potenciales de accion en un intervalo de un segundo. En el grafico de la figura
3.6 B se muestran los valores de la frecuencia de disparo de la motoneurona AE en
funcion de su potencial de membrana. En esta figura se puede observar que la
motoneurona AE comienza a disparar potenciales de accion a partir de los -50 mV, y

la frecuencia de disparo aumenta linealmente con el potencial de membrana.

Discusion

El estudio de la dependencia de cada una de las respuestas sinapticas de la
motoneurona AE con el potencial de membrana, revelé propiedades particulares de
las conductancias sinapticas activadas, asi como de las propiedades intrinsecas de la
motoneurona AE. Con el fin de correlacionar los comportamientos de los diferentes
parametros estudiados en funcion del potencial y rescatar los mecanismos comunes
para los fenomenos observados, la figura 3.7 A-D muestra estos parametros en
funcion de una escala de potencial de membrana coman.

La amplitud de la fase hiperpolarizante mostré una dependencia lineal con el
potencial de membrana en el rango -70 a -30 mV, a partir de la cual se calculd un
potencial de reversion aproximado de -70 mV (figura 3.2 y 3.7 A). Este potencial es
cercano al potencial de equilibrio del ion CU" (Munsch & Schlue, 1993), por lo que se
infiere que la respuesta sinaptica se debe a la activacion de una conductancia a este
anion. Siendo asi, se esperaba que a valores mas positivos que -30 mV la respuesta
aumentara en amplitud de manera lineal con el potencial, siguiendo al aumento de
la diferencia con el potencial electroquimico para el cloro, pero esto no fue lo que
se observo. En cambio, la amplitud de la respuesta no se modifico en el rango de
potenciales de -30 a -10 mV. Tal como se detallara mas adelante este fenomeno
puede explicarse en términos de las propiedades electrofisiologicas intrinsecas de la
neurona AE.

La amplitud de la fase excitatoria de la respuesta no mostré dependencia
alguna con el potencial de membrana de la motoneurona (figura 3.4 y 3.7 A). De
acuerdo a los resultados mostrados en el Capitulo 1 esta fase resulta de la accién
sinaptica quimica directa de la neurona sensorial P, cuyo neurotransmisor es el
glutamato. La invarianza de la amplitud de la fase despolarizante con el potencial es
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un fendmeno altamente peculiar y solo podra ser explicado de manera parcial en
términos de las propiedades electrofisioldgicas de la neurona AE.

La compleja respuesta de la neurona AE también puede ser cuantificada
como la integral del cambio de potencial en el tiempo o area. Este parametro
evalta simultaneamente la contribucion de la fase despolarizante e
hiperpolarizante, y pondera el aspecto temporal de la respuesta que no es
contemplado en la medicion de las amplitudes maximas. La figura 3.7 B muestra un
grafico del area relativa (relativa al area medida a -40 mV) en funcion del potencial
de membrana. Estos parametros se relacionan siguiendo una curva en forma de V
invertida similar a la descripta por la amplitud de la fase hiperpolarizante. Esta
coincidencia no sorprende ya que la despolarizacion se mantuvo constante a todos
los potenciales de membrana, y entonces es de esperar que las variaciones del area
sigan el comportamiento de la fase hiperpolarizante. Sin embargo, como puede
observarse comparando las figuras 3.7 A y B, mientras que la amplitud alcanza su
valor maximo y lo mantiene a potenciales mas positivos que -30 mV, el area cae en
este rango de potenciales. Esta diferencia entre los comportamientos de los
parametros amplitud y area reside en la dependencia del curso temporal de las
respuestas con el potencial de membrana de AE. La figura 3.7 E ilustra este aspecto
mediante la superposicion de dos registros de las respuestas de una neurona AE a la
estimulaciéon de P, tomados a dos potenciales de membrana de AE, -40 y -20 mV.
Como puede observarse en ambos registros la amplitud maxima es similar, sin
embargo al potencial mas hiperpolarizado la fase hiperpolarizante tiene mayor
duracion y esto se refleja en la medida de la integral en el tiempo.

La resistencia de entrada de la neurona AE mostro una marcada dependencia
respecto del potencial de membrana de la misma. Esta dependencia siguid una curva
en forma de V invertida segun la cual la resistencia adquirio un valor maximo a -50
mV a partir del cual descendia tanto en el sentido despolarizante como
hiperpolarizante. Comparando las figuras 3.7 C y D se observa que la caida de la
resistencia en el sentido de los valores mas positivos resulto inversamente
proporcional al aumento en la frecuencia de disparo de la motoneurona en este
rango de potenciales. Esta correlacion puede explicar la caida en la resistencia en el
rango -50 a -10 mV ya que un aumento en la frecuencia de disparos implica un
aumento en las conductancias voltaje dependientes. La caida de la resistencia a
potenciales mas negativos que -50 mV se podria deber a la activacion de
conductancias del tipo del rectificador andmalo. Este tipo de conductancia al K+ fue
descripta en las células AP, y se caracteriza por su activacion a potenciales



hiperpolarizados (a partir de los -55 mV aproximadamente) y por no inactivarse
(Wessel, 1999).

En este cuadro general (figura 3.7) podemos considerar que la variacion de la
resistencia con el potencial de membrana explica la forma en que la fase
hiperpolarizante cambia con el potencial. En el rango entre -50 y -80 mV la caida de
la respuesta hiperpolarizante resulta de la de la disminucion conjunta de la fuerza
electromotriz y la resistencia de membrana. En el rango -50 a -10 mV, en cambio se
va estableciendo un equilibrio entre el aumento de la fuerza electromotriz y la

disminucion de la resistencia que hace que la amplitud de la fase hiperpolarizante
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Figura 3.7. Comparacion de las respuestas de la motoneurona AE a la estimulacién de P,
con las propiedades intrinsecas de la motoneurona en funcién de su potencial de membrana.
Graficos de la amplitud (A) y el area relativa (B) de la respuesta de AE a la estimulacion de P en
funcion del potencial de membrana de la motoneurona. C. Resistencia de entrada de AE en
funcion de su potencial de membrana. Los valores fueron expresados como la razon entre el
valor de la resistencia al potencial indicado y la resistencia a -40 mV. D.Frecuencia de disparo de
la motoneurona AE en funcion de su potencial de membrana. E. Registros superpuestos de las
respuestas de una motoneurona AE a la estimulacion de P a dos potenciales de membrana de la
motoneurona: -40 mV (trazos negros) y -20 mV (trazos grises).
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se estabilice en un valor fijo a partir de un potencial de -30 mV. Es de notar que la
modificacion en la resistencia tiene un efecto sobre la duracion de la respuesta que
es reflejado por el area, y se observa a simple vista en la figura 3.7 E: la caida en la
resistencia produce una disminucion en la constante de tiempo de la célula por lo
que, aun cuando la respuesta hiperpolarizante tenga una amplitud similar a -20 y -40
mYV, la duracion de la respuesta es claramente menor al potencial mas positivo.

El comportamiento de la fase despolarizante, en cambio, so6lo puede ser
explicada parcialmente en base a los parametros estudiados. Si la fase
despolarizante se debiera a la activacion de una conductancia a cationes
monovalentes, entonces la disminucion de la resistencia en el rango de -80 a -50 mV
podria explicar que la amplitud permanezca invariable porque se estableceria un
equilibrio entre el aumento de la fuerza electromotriz y la caida de la resistencia.
Sin embargo, en el rango de potenciales entre -50 y -10 mV, la caida en la
resistencia se ve acompanada por una disminucion de la fuerza electromotriz y
ambas fuerzas deberian reducir la amplitud de la fase despolarizante. Sin embargo,
la amplitud de esta fase también permanece constante en este rango de potenciales

de membrana.



Capitulo 4: Modulacién del circuito sensoro-motor P- AE por la

interneurona pasiva 151.

Las neuronas ubicadas en la posicion 151 del mapa ganglionar (Muller et al.,
1981) son un par de células bilaterales, presentes en cada ganglio medio. Estas
neuronas son pasivas, es decir que no generan respuestas del tipo potencial de
accion ante ningun estimulo. Las neuronas 151 estan conectadas eléctricamente con
multiples motoneuronas y su hiperpolarizacion produce una disminucion de la
actividad electrofisiologica espontanea de las motoneuronas del ganglio, registrada
extracelularmente en las raices laterales. Estas sinapsis eléctricas presentan una
doble rectificacidon, transmiten corriente negativa de la interneurona a la
motoneurona y corriente positiva de la motoneurona a la interneurona (Wadepuhl,
1989).

Las neuronas 151 responden a la estimulacion de las neuronas
mecanosensoriales P con una compleja respuesta que es mediada por una capa de
interneuronas (Marin Burgin & Szczupak, ). De esta manera las neuronas 151 reciben
informacion sensorial y a su vez estan conectadas con las neuronas motoras por o
que resulta de interés investigar la influencia de esta neurona pasiva en el circuito
P-AE.

Modulacion graduada del potencial de membrana y la frecuencia de disparo
espontanea de la motoneurona AE por la interneurona 151.

Con el fin de estudiar la interaccion sinaptica entre las motoneuronas AE y
las neuronas 151 se realizaron registros intracelulares simultaneos de ambas
neuronas en ganglios aislados. Las neuronas pasivas 151 presentan un potencial de
membrana de aproximadamente -40 mV, no disparan potenciales de accion y
frecuentemente se observan potenciales postsinapticos inhibitorios espontaneos de
aproximadamente 5 mV de amplitud.

Para evaluar la interaccion sinaptica entre las interneuronas pasivas 151 y las
motoneuronas AE se inyectaron pulsos de corriente continua en el soma de ambas
neuronas, y se registraron los cambios que esta manipulacion producia en la otra
neurona. La inyeccion de corriente de -15 a +10 nA de intensidad en el soma de las
motoneuronas AE no produjo ningin efecto sobre el potencial de membrana de las
neuronas 151. Por el contrario, como puede observarse en los registros de la figura
4.1, la inyeccion de corriente continua negativa de intensidades crecientes en la

neurona 151, produjo una disminucion gradual en la frecuencia de disparo
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espontanea de la motoneurona AE.

La figura 4.2 A muestra que la relacion entre la intensidad de corriente
negativa inyectada en 151 y la disminucion en la frecuencia de disparo de la
motoneurona siguen una funcion lineal entre los -1 y -15 nA de intensidad (R=0.99).
La inyeccion de corriente positiva en la neurona 151 no produjo cambios en la
frecuencia de disparo de la motoneurona AE (figura 4.2 A).

En el grafico se la figura 4.2 B se muestra la variacion del potencial de
membrana de la motoneurona AE en funcion de la intensidad de la corriente
inyectada en las neuronas 151. La relacion entre la variacion en el potencial de
membrana y la intensidad de la corriente inyectada en 151 también siguio una
funcion lineal para valores de corriente negativos (R=0.99). La inyeccion de
corriente positiva en 151 produjo una leve despolarizacion de la motoneurona AE.

I AE
b V4 151 151
0° =
0,

0 nA

=0

IAE

-2 nA
-5 nA
-7 nA
-10 nA
-12 nA

1mV
-15nA

100 ms

Figura 4.1. Efecto de la inyeccion intracelular de corriente continua en la interneurona
151 sobre la motoneurona AE.

Registros intracelulares de una motoneurona AE mostrando su actividad espontanea, durante
la inyeccion intracelular de corriente continua de distintas intensidades en la interneurona
151. Los valores a la izquierda de cada trazo indican la intensidad de corriente inyectada en
la interneurona 151 (l451).
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Figura 4.2, Cuantificacion de los efectos de la inyeccion de corriente en la interneurona 151
sobre la motoneurona AE.

A. Promedio de la frecuencia de disparo relativa, en funcion de la corriente inyectada en la
interneurona 151. En experimentos similares al de la figura 4.2 (n=4), se midio la frecuencia de
disparo espontanea de la motoneurona AE en condiciones control (1=0) y la alcanzada durante la
inyeccion de corriente continua de distintas intensidades en 151. Los valores fueron expresados
como relativos al control. Las barras indican el error estandar.

B. Variacion promedio del potencial de membrana de AE en funcion de la corriente inyectada en
la neurona 151. En experimentos similares al de la figura 4.2 (n=4), se midio la diferencia entre
el potencial de membrana de la motoneurona AE en condiciones control (1=0) y el alcanzado
durante la inyeccion de corriente continua de distintas intensidades en 151.

Regulacion de la interacciéon P-AE por la interneurona 151.

Con el fin de evaluar la influencia que ejerce la interneurona 151 sobre el

circuito sensoro-motor P-AE, se realizaron experimentos en ganglios aislados,

registrando simultaneamente la actividad electrofisiologica de las tres neuronas

utilizando microelectrodos intracelulares. Se registro la interaccion P-AE durante la

inyeccion de distintas intensidades de corriente en la neurona 151. Es importante
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aclarar que como la inyeccion de corriente negativa en la célula 151 produce la
hiperpolarizacion de la motoneurona AE (figura 4.2 B), fue necesario compensar la
hiperpolarizacion en AE mediante la inyeccion intracelular de corriente positiva, a
fin de poder comparar la amplitud de las respuestas en las diferentes condiciones
experimentales.

Se registraron las respuestas de la interneurona 151 y la motoneurona AE a la
estimulacion de la neurona P con un tren de 5 pulsos supraumbrales a 15 Hz. En
condiciones control (ly5,=0), la estimulacion de P produjo una despolarizacion en 151
y una hiperpolarizacion en la motoneurona AE (figura 4.3, columna izquierda). La
inyeccion intracelular de corriente negativa de distintas intensidades en 151 produjo
una disminucion de la amplitud de la fase hiperpolarizante de la respuesta de la

motoneurona sin afectar a la fase despolarizante de la respuesta. La amplitud de la

50 mV

|2mV

10 mv

151

-7 nA -12nA m

Figura 4.3. Efecto de la hiperpolarizacion de 151 sobre la interaccién P-AE.

Registros simultaneos de las neuronas P, AE y 151 durante la estimulacion de P, con un tren de
5 pulsos supraumbrales a 15Hz. Los trazos superiores muestran los potenciales de accion
evocados en P, los trazos medios corresponden a las respuestas de una motoneurona AE
medidas a un potencial de membrana de -30 mV y los trazos inferiores a las respuestas de la
interneurona 151. Los registros de la izquierda corresponden a la respuesta control (I 151=0).

Los registros del centro y la derecha muestran las respuestas de las neuronas AE y 151, durante
la inyeccion de corriente continua hiperpolarizante en la interneurona 151 de -7 y -12 nA de
intensidad respectivamente. La barra debajo del trazo de 1a neurona 151 muestra la duracion
del pulso de corriente inyectada.
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despolarizacion durante la inyeccion de -12 nA fue del 95.5 ¢ 0.03 % (n=4) del valor
control (figura 4.3 ). Sorpresivamente tampoco se observaron cambios significativos
en la respuesta de las neuronas 151 al estimulo en P, cuantificada como el area de
la respuesta (figura 4.3). Durante la inyeccion de -12 nA el area de la respuesta de
la célula 151 fue el 100 + 15 % del area en condiciones control (n=4).

La disminucion de la fase inhibitoria de la respuesta se refleja en la amplitud
de la hiperpolarizacion y en el area de la respuesta de la motoneurona a la
estimulacion de P. En la figura 4.4 se resumen los efectos de la inyeccion de

corriente en 151 sobre la interaccion P-AE, donde se observa que la amplitud de la
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Figura 4.4, Cuantificacion de la respuesta de AE ante la estimulacion de P en funcién de la
corriente inyectada en 151,
A. Grafico de la amplitud maxima promedio de la respuesta hiperpolarizante de AE ante la
estimulacién de P, en funcion la corriente inyectada en la interneurona 151. Los valores se
ajustaron a una funcion polinomial de 3€T grado (R=0.98).
B. Grifico del area de la respuesta de AE a la estimulacion de P, en funcidn de la corriente
inyectada en 151. Los datos se ajustaron a una funcion lineal (R=0.97).
Los valores se midieron en experimentos similares al de la figura 4.3 (n=4). La barras indican el
error estandar.

58



respuesta hiperpolarizante disminuyé en funciéon de la intensidad de corriente
negativa inyectada en la célula 151, siguiendo una curva exponencial. El area, en

cambio, disminuyo siguiendo una relacién lineal con la corriente inyectada en 151.

Discusion.

Los resultados presentados en este capitulo mostraron que, de manera
similar a como sucede con un grupo amplio de motoneuronas (Wadepuhl, 1989), la
célula AE esta conectada con la neurona 151 a través de una conexion de tipo
eléctrica rectificante. En base a esta conexion, la inyeccion de corriente negativa en
la neurona 151 produjo una hiperpolarizacion y una reduccion de la frecuencia de
disparo de la motoneurona AE.

Por otra parte, la inyeccion de corriente negativa en la interneurona 151
produjo una disminucion de la amplitud de la respuesta inhibitoria de AE a la
estimulacion de P, sin afectar la despolarizacion. La disminucion en la amplitud de
la hiperpolarizacion fue proporcional a la intensidad de corriente inyectada en 151.
Estos resultados sugieren que la neurona 151 ejerce un efecto inhibitorio sobre la(s)
interneurona(s) que media(n) la fase hiperpolarizante de la respuesta y sin afectar,
en cambio, a la fase despolarizante debida a una interaccion directa entre las
neuronas P y AE. La interpretaciéon de estos resultados nos permite plantear un
circuito como el de la figura 4.5. De acuerdo con este circuito la neurona 151
ejerceria un efecto inhibitorio directo sobre la motoneurona mediante una sinapsis
eléctrica rectificante y, en paralelo, regularia la llegada de seiales inhibitorias por

parte de la neurona mecanosensorial.

—1 sinapsis quimica excitatoria —N— sinapsis eléctrica rectificante
—@ sinapsis quimica inhibitoria —~ A= sinapsis eléctrica

Figura 4.5. Interacciones de la interneurona 151 con elementos del circuito P-AE.
Esquema de las posibles interacciones de la interneurona 151 con las neuronas del circuito
sensoro-motor P-AE.
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La accion de la neurona 151 sobre las interneuronas inhibitorias fue
concebida como una sinapsis eléctrica debido a que esta es la forma de interaccion
mas profusa de esta neurona pasiva. La hiperpolarizacion de la neurona 151
produciria una hiperpolarizacion de la(s) interneurona(s) que redundaria en su
alejamiento del umbral de disparo de potenciales de accion.

Se desconoce aun el aporte conductual de este circuito pero resulta evidente
que la neurona 151 esta en una posicion clave para ejercer una regulacion efectiva

sobre las vias sensoro-motoras en la sanguijuela.



Parte ll: Modulacién serotoninérgica de la interacciéon P-AE.

La serotonina interviene en la modulacion de varios comportamientos en la
sanguijuela tales como la alimentacion (Dickinson & Lent, 1984; Lent & Dickinson,
1987; Lent & Dickinson, 1984b), el acortamiento defensivo (Wittenberg & Kristan,
1992a) y la natacion (Williard, 1981; Hashemzadeh-Gargari & Friesen, 1989).

En la sanguijuela se ha estudiado la modulacion por serotonina de las
propiedades intrinsecas de interneuronas y motoneuronas individuales que
intervienen en circuitos generadores de patrones de movimiento y la modulacion de
sus interacciones, especialmente en la natacion (Angstadt & Friesen, 1993b) y la
respuesta de acortamiento (Mason & Kristan, 1982; Wittenberg & Kristan, 1992b;
Wittenberg & Kristan, 1992a), pero aun no ha sido estudiada la modulacién de vias
sensoro-motoras por serotonina.

El objetivo de esta parte del trabajo fue evaluar la modulacion
serotoninérgica de la via sensoro-motora que investigamos en la Parte I. Iniciamos
este estudio evaluando los efectos de la serotonina exdgena sobre las propiedades
intrinsecas de las distintas neuronas del circuito P-AE. Los efectos de la serotonina
sobre las neuronas individuales seran evaluados de dos maneras: aplicando 5-HT por
pulsos de presion sobre el soma de las neuronas (Capitulo 5) y por perfusion de la
droga en el bano afectando a todo el ganglio (Capitulo 6). En una segunda etapa se
evaluaron los efectos de la serotonina exogena sobre la interaccion sensoro-motora.
Para ello se estudiaron los cambios en dicha interaccion durante la perfusion de 5-
HT (Capitulo 6).

Con el fin de hallar herramientas farmacologicas que inhibieran de manera
especifica los distintos efectos de la serotonina exdgena sobre el circuito P-AE, se
analizaron una serie de antagonistas de receptores de serotonina. Este estudio no
tuvo como finalidad una caracterizacion farmacoldgica de los receptores
serotoninérgicos involucrados, sino la adquisicion de herramientas farmacologicas
que nos permitieran investigar los efectos de la serotonina endogena, a través de la

accion de los distintos antagonistas en ausencia de serotonina exégena (Capitulo 7).
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Capitulo 5: Efecto de pulsos de serotonina sobre las neuronas P y AE.

Con el fin de estudiar el efecto de la serotonina sobre las neuronas P y AE se
aplicaron pulsos de serotonina eyectados por presion sobre sus somas (ver M & M).
Los experimentos fueron realizados en ganglios aislados, mantenidos en una camara
bajo perfusion constante con una solucién con una alta concentracion de Mg** y una
baja concentracion de Ca™, con el fin de asegurarse que las respuestas observadas
se debieran a efectos directos de los pulsos de 5-HT sobre las neuronas estudiadas
ya que en esta solucion se bloquean las interacciones sinapticas quimicas. Para
garantizar el rapido acceso de los pulsos de droga se quito el epitelio glial que

recubre a los ganglios.

Efectos de pulsos de 5-HT sobre la motoneurona AE.

Los pulsos de 5-HT aplicados por presion sobre el soma de las motoneuronas
AE produjeron una hiperpolarizacion transitoria de su potencial de membrana (figura
5.1), cuya amplitud promedio, a un potencial cercano al de reposo de la
motoneurona AE (-30 mV), fue de -4.6 + 0.5 mV (n=8).

Inicialmente se probaron concentraciones de 5-HT de 100 y 1000 pM en la
micropipeta de eyeccion de pulsos sin que se observaran diferencias en la amplitud
de las respuestas. Esto sugirié que a la concentracion menor se alcanzo la saturacion
y en lo sucesivo se trabajo con una concentracion de 5-HT de 100 puM en la
micropipeta.

La amplitud de la respuesta a los pulsos de 5-HT varié con el potencial de
membrana al que se llevara a la motoneurona durante el pulso (figura 5.1). Cuando
se grafico la relacion entre la amplitud de la hiperpolarizacion inducida por
serotonina en funcion del potencial de membrana al que se registrd (figura 5.2) se
observo que estas variables guardan una relacion lineal. La amplitud de la respuesta
revirtio a un potencial de -67.9 + 7.9 mV (n=8), cercano al potencial de equilibrio

para el ion cloro en neuronas de sanguijuela (Munsch & Schlue, 1993).
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Figura 5.1. Respuesta de la motoneurona AE a pulsos de 5-HT.

A. Esquema de un ganglio aislado mostrando la posicion de la pipeta de eyeccion de los
pulsos de 5-HT y del electrodo de registro.

B. Registros intracelulares de una motoneurona AE durante los cuales se aplicé un pulso
de 5-HT. Cada registro muestra la respuesta a diferentes potenciales de membrana de la
misma neurona. Para ello se inyecto corriente continua de una amplitud adecuada para
alcanzar el potencial de membrana que se indica a la izquierda de cada trazo. La
concentracion de 5-HT en la pipeta fue de 100pM. La barra abajo de los trazos indica la
duracion del pulso. Los experimentos se realizaron bajo perfusion constante de una

solucion con concentraciones de 20 mM Mg** y 1 mM Ca**.

Efectos de los pulsos de serotonina sobre la neurona mecanosensorial P.

Los pulsos de 5-HT sobre el soma de las neuronas mecanosensoriales P
produjeron una pequena hiperpolarizacion de su potencial de membrana que se
observo solo en el 40 % de las neuronas estudiadas (n=10). La amplitud promedio de
esta respuesta en los casos en que se observo fue de -1.64 + 0.38 mV (n=4). En la
figura 5.3 puede observarse que la amplitud de la respuesta de la neurona P a los
pulsos de 5-HT en funcion de su potencial de membrana se anulé aproximadamente

a los -60 mV.

63



i

S

E

Q

5-2 }
@

E

©

2 .4
3 B
E

<

o
T
——

-8 ] 1 1 ] 1 ] ] ]
-80 -70 -60 -50 -40 -30 -20 -10
Potencial de membrana (mV)

Figura 5.2, Amplitud de la respuesta de la motoneurona AE a los pulsos de 5-HT, en
funcion de su potencial de membrana.

Grafico de la amplitud promedio de las respuestas de la motoneurona AE a pulsos de 5-HT en
funcion del potencial de membrana de la neurona. Los valores se obtuvieron a partir de
experimentos similares al mostrado en la figura 5.1 (n=8). Se realizd un ajuste lineal (R=0.98)
y se calculo un potencial de reversion de la respuesta de -67.9 + 7.9 mV, en la interseccion
de la recta con y=0. La concentracion de 5-HT en la pipeta fue de 100uM. Las barras indican
el error estandar.

Efecto de distintos antagonistas de receptores de 5-HT sobre la respuesta de la
motoneurona AE a los pulsos de 5-HT.

Con el fin de encontrar herramientas farmacolégicas capaces de inhibir las
respuestas de las neuronas AE a pulsos de 5-HT se probaron distintos antagonistas de
receptores de 5-HT en su capacidad de anular dicha respuesta. En este estudio se
analizaron los efectos de los antagonistas metiotepina, metisergide, mianserina y
ketanserina, los cuales fueron elegidos por su probada accion en neuronas de
invertebrados. Todos los antagonistas fueron examinados en una concentracion de
100 pM. En invertebrados esta concentracion prob6 ser una concentracion maxima
adecuada para una gran variedad de antagonistas especificos de neurotransmisores
(Trudeau & Castellucci, 1993). En la figura 5.4 se muestran registros de las
respuestas de neuronas AE a los pulsos de 5-HT tras 5 minutos de perfusion con cada
uno de los antagonista (trazos grises), superpuestos con los registros de la respuesta

control (trazos negros).
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Figura 5.3. Amplitud de la respuesta de la neurona P a los pulsos de 5-HT, en funcién de
su potencial de membrana.

Grafico de la amplitud promedio de las respuestas de la neurona P a pulsos de 5-HT en
funcion del potencial de membrana de la neurona. Los valores son el promedio de las
amplitudes de las respuestas a los pulsos de 5-HT a distintos potenciales de membrana (n=4).
Se realizd un ajuste lineal (R=0.95) y se calculd un potencial de reversion de la respuesta de
-57.2 £+ 18.4 mV, en la interseccion de la recta con y=0. La concentracion de 5-HT en la
pipeta fue de 100pM. Las barras indican el error estandar.

Durante la perfusion de los antagonistas metisergide y ketanserina no se
observaron variaciones en la amplitud de las respuestas de AE a los pulsos de 5-HT
con respecto a las respuestas control (figura 5.4 B y D), mientras que los
antagonistas metiotepina y mianserina produjeron una marcada disminucion de la
amplitud de estas respuestas (figura 5.4 A y C). No fue posible revertir esta
inhibicion aun después de 30 minutos de lavado con solucion normal.

Para cuantificar el efecto de los distintos antagonistas se calculé la razéon
entre la amplitud de la respuesta de las motoneuronas AE a los pulsos de 5-HT en
presencia de los antagonistas sobre la amplitud control. Las barras de la figura 5.4 E
muestran el promedio de la amplitud relativa observada para cada uno de los
antagonistas estudiados. Las amplitudes relativas de las respuestas de las neuronas
AE a pulsos de serotonina en presencia de metisergide y ketanserina se mantuvieron
cerca de la unidad, mientras que en presencia de metiotepina y mianserina las

respuestas se redujeron un 65y 72 %, respectivamente.
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Figura 5.4. Efecto de la perfusion de antagonistas de receptores de 5-HT sobre la

respuesta de la motoneurona AE a pulsos de presion de 5-HT.

Registros superpuestos de las respuestas de motoneuronas AE a pulsos de 5-HT en condiciones
control (trazos negros) y a los 5 minutos de perfusion con los antagonistas de receptores de 5-HT
(trazos grises): A. metiotepina, B. metisergide, C. mianserina y D. ketanserina. Los experimentos
fueron realizados en ganglios aislados durante la perfusion constante de una solucion conteniendo
una concentracion de 20 mM Mg*+ y 1 mM Ca**. Los antagonistas fueron diluidos en esta solucion,
a una concentracion de 100uM y aplicados mediante el sistema de perfusion. La concentracion
de 5-HT en las micropipetas fue de 100pM.

E. Valor promedio de la amplitud de las respuestas de AE a pulsos de 5-HT, en presencia de los
antagonistas indicados a la izquierda de cada columna. Los valores fueron expresados como el
cociente entre la amplitud de la respuesta en presencia del antagonista y la amplitud de la
respuesta de la misma neurona en solucion control. Ambas respuestas se midieron a un potencial
de membrana de -30 mV. Las barras indican el error estandar. El simbolo(*) indica diferencias
significativas respecto al control (p<0.02).
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Discusion

En este capitulo se analizd el efecto de pulsos de serotonina sobre la
neurona AE, aislandola del resto de la red neuronal mediante el uso de una solucién
con alto Mg'*. La aplicacion de pulsos de serotonina sobre el soma de las
motoneuronas AE produjo respuestas inhibitorias que se activaron con el inicio del
pulso, mantuvieron su amplitud durante el periodo de duracién del mismo y
decayeron lentamente. Estudios anteriores mostraron que la aplicacion de pulsos
eyectados por presion producen efectos relativamente localizados a la zona de
aplicacion (Szczupak et al., 1998). Por ello, los resultados alcanzados sugieren que
las neuronas AE exhiben receptores a serotonina distribuidos en, o muy cerca, del
soma.

El potencial de reversion de esta respuesta fue cercano al potencial de
equilibrio del Cl" que en sanguijuelas se encuentra entre los -65 y -70 mV (Munsch &
Schlue, 1993), por lo que se deduce que la respuesta a serotonina esta mediada por
la activacion de una conductancia a este anion.

Es interesante observar que esta respuesta escapo a los efectos que la
resistencia de entrada de AE presenta con las variaciones del potencial (Capitulo 3).
La figura 5.2 muestra una relacion lineal entre la amplitud de la sefal y el potencial
de membrana en el rango -10 a -70 mV. En este rango se mostraron variaciones
importantes en la impedancia de membrana (figura 3.7), y como consecuencia de
ello, en la amplitud de las respuestas sinapticas. Esto puede deberse a que la
activacion de los receptores serotoninérgicos causo, per se, una caida significativa
de la resistencia de entrada que enmascaro las variaciones causadas por el cambio
de potencial.

Conductancias al Cl" activadas por serotonina fueron previamente descriptas
en las neuronas mecanosensoriales P (Lessmann & Dietzel, 1995; Sanchez-Armass et
al., 1991) y en las neuronas serotoninérgicas Retzius (Lessmann & Dietzel, 1991). En
estas Ultimas la serotonina activa dos conductancias al Cl’, con distinta cinética, una
de ellas se desensibiliza y la otra no (Lessmann & Dietzel, 1995).

La caracterizacion del perfil farmacologico de la respuesta de las
motoneuronas AE a los pulsos de serotonina aplicados en el soma, se realizo
utilizando aquellos antagonistas de receptores de serotonina que mostraron ser
eficaces en sanguijuelas como el metisergide (Catarsi et al., 1995) y la ketanserina
(Mar & Drapeau, 1996), o en otros invertebrados como la mianserina (Norekian &
Satterlie, 1996) y la metiotepina (Liao X. et al., 1999; Sun & Schacher, 1996).

Esta respuesta a serotonina present6 un perfil farmacolégico particular. Fue
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inhibida por el antagonista de los receptores 5-HT1 metiotepina y por el inhibidor de
los receptores 5-HT2 mianserina (Poyurovsky M, 1999), pero no fue afectada por el
antagonista genérico de los receptores serotoninérgicos metisergide ni por el
antagonista de receptores 5-HT2, ketanserina (Van Nueten JM, 1983; Awouters ,
1985). Recientemente se ha descripto un receptor ionotropico de serotonina con un
perfil farmacologico similar en neuronas de C. elegans cuya activacion genera una

corriente de cloro (Ranganathan et al., 2000).



Capitulo 6: Efecto de la perfusion de serotonina sobre las propiedades

intrinsecas de las motoneuronas AE y las neuronas sensoriales P.

Efecto de la perfusion de 5-HT sobre la motoneurona AE.

Inicialmente se estudio el efecto de la presencia de serotonina en el bano
sobre las propiedades intrinsecas de las motoneuronas AE. A tal fin, en ganglios
aislados, se midieron la resistencia de entrada y el potencial de reposo antes y
durante la perfusion con una solucion de 5-HT en concentraciones de 10, 50 6 100
HM.

La presencia de 5-HT en el bafo produjo una disminucion de la resistencia de
entrada de la motoneurona AE cuya magnitud mostré una clara dependencia con la
concentracion (figura 6.1 A). Serotonina 10 pM no produjo cambios en la resistencia
de entrada de AE, mientras que 5-HT 50 y 100 pM produjeron una disminucion
respecto del control del 32 y 53 %, respectivamente.

Concomitantemente, la perfusion con 5-HT produjo una hiperpolarizacion del
potencial de membrana de la motoneurona AE cuya dependencia con la
concentracion no fue paralela a la expresada en los cambios de la resistencia de
entrada (figura 6.1 B). Serotonina 10 pM produjo un cambio en el potencial de
membrana de AE que no resulto estadisticamente significativo, y 5-HT 50 uM

produjo el cambio maximo no superado por 5-HT 100 pM.

Efectos de la perfusion 5-HT sobre la neurona P.

También se estudiaron los efectos de la perfusion de 5-HT sobre las
propiedades intrinsecas de la neurona sensorial P. Para ello se tomaron los valores
de la resistencia de entrada y del potencial de membrana de P antes y durante la
perfusion con soluciones de 5-HT en concentraciones de 50 6 100 pM. La 5-HT
exogena, a ninguna de las concentraciones utilizadas produjo variaciones en la
resistencia de entrada de la neurona mecanosensorial P. Las resistencias relativas al
valor control fueron de 1.2 + 0.2 (n=5) para 50 yM y de 1.2 + 0.1 (n=8) para 100 pM.
La perfusion con 5-HT tampoco afecto el potencial de membrana de las células P.

Sin embargo es importante mencionar que luego de la perfusion de 5-HT por
tiempos superiores a los 5 minutos, se observd una disminucion en la excitabilidad
de las neuronas P y en algunos casos no fue posible evocar un potencial de accion
aun a altas intensidades del estimulo. Durante la perfusion de 5-HT 50 pM no fue
posible evocar potenciales de accion en P en el 28 % de los casos (n=25). En 4 de

estos casos fue posible revertir esta pérdida de la excitabilidad tras 5 minutos de
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lavado con solucion normal. Durante la perfusion de 5-HT 100 puM P fallo en el 63 %
de los casos (n=11) y en todos este efecto pudo ser revertido a partir de los 5
minutos de lavado. Este fenomeno no se observo durante la perfusion de 5-HT 10
MM, pero a esta concentracion en 4 de 6 casos se observo el disparo espontaneo de

potenciales de accion aislados, de la neurona P.
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Figura 6.1. Efecto de la perfusion de 5-HT sobre las propiedades intrinsecas de la
motoneurona AE.

A. El grafico muestra la resistencia de entrada relativa de motoneuronas AE (n=7) en funcién de
la concentracion de 5-HT en el bafio. La resistencia de entrada de AE se midi6 en solucion
normal y luego de 3 minutos de perfusion con soluciones de 5-HT en concentraciones de 10, 50 6
100pM. Los valores son relativos al valor de la resistencia en solucion normal (linea punteada).
Las mediciones se realizaron en la configuracion de fijacion de corriente discontinua. El simbolo
(*) indica diferencias significativas respecto del valor control (p<0.02).

B. El grafico muestra la variacion promedio en el potencial de reposo de las motoneuronas AE
en funcion de la concentracion de 5-HT (n=6). Se midio el valor del potencial de reposo en
solucion normal y luego de 3 minutos de perfusion con soluciones de 5-HT en concentraciones de
10, 50 6 100pM. Los valores estan expresados como la diferencia entre el potencial de reposo en
solucion normal y el potencial de reposo a los 3 minutos de perfusion con 5-HT. El simbolo (*)
indica diferencias significativas con respecto al valor control (p<0.005).

Las barras indican el error estandar.

Efecto de los distintos antagonistas de receptores de 5-HT sobre las propiedades
intrinsecas de la motoneurona AE.

Con el objetivo de determinar la existencia de una posible modulacion de las
propiedades de las motoneuronas AE por un tono basal de 5-HT enddgena, se
evaluaron los efectos de la presencia de los antagonistas metisergide, mianserina,

ketanserina y metiotepina sobre su potencial de membrana y resistencia de entrada.
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También se estudid la capacidad de estos antagonistas de inhibir los efectos
de la 5-HT exogena sobre las propiedades intrinsecas de la motoneurona AE
observados en el punto anterior. Para ello se realizaron experimentos, en ganglios
aislados, en los que se midieron el potencial de membrana y la resistencia de
entrada de motoneuronas AE en solucion normal, a los 5 minutos de la perfusion con
cada uno de los antagonistas y a luego de 5 minutos de coperfusion con el
antagonista mas 5-HT. Tanto los antagonistas como la serotonina fueron examinados
a una concentracion final de 100 pM.

En los graficos de barras de la figura 6.2 se resumen los efectos de cada
antagonista per se y del antagonista mas 5-HT, sobre la resistencia de entrada (A) y
el potencial de membrana (B) de la motoneurona. Los efectos sobre la resistencia se
expresaron como la razon entre la resistencia de entrada de las neuronas AE en
presencia de cada uno de los antagonistas sobre la resistencia control
(tratado/control, ‘resistencia relativa’) y la variacién del potencial de membrana
como la diferencia entre el potencial de membrana en cada uno de los tratamientos
y el control (tratado - control).

La perfusion de los antagonistas metisergide, mianserina, ketanserina y
metiotepina no modificé la resistencia de entrada de las motoneuronas AE con
respecto a los valores en solucion normal (figura 6.2 A). Sin embargo, los
antagonistas mianserina, ketanserina y metiotepina inhibieron los efectos de la
perfusion de 5-HT sobre la resistencia de entrada de la motoneurona AE. Como se
mostro en el punto anterior, a perfusion de 5-HT 100 yM produjo una caida en la
resistencia de entrada de las neuronas AE de aproximadamente 50 % (figura 6.1 A).
Esto se indica en la figura 6.2 A con una linea entera y, como puede observarse, en
presencia de estos antagonistas la serotonina no modifico el valor de la resistencia
de entrada de las neuronas AE, que fueron similares a las medidas en condiciones
control. El antagonista metisergide no fue capaz de antagonizar el efecto de la 5-HT
exogena, aunque en su presencia el cambio producido por la serotonina no resultd
estadisticamente significativo respecto del control (p=0,08).

Los efectos de la perfusion de los distintos antagonistas sobre el potencial de
membrana se muestran en la figura 6.2 B. Ninguno de los antagonistas produjo, per
se, variaciones significativas sobre el potencial de membrana de (a motoneurona AE.
La perfusion con 5-HT 100 pM produjo una hiperpolarizacién de aproximadamente 7
mV (figura 6.1 B) lo que se sefala en la figura 6.2 B con una linea entera. La
perfusion de mianserina, ketanserina y metiotepina antagonizaron la

hiperpolarizacion de la motoneurona AE producida por la 5-HT exogena. Al igual que
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con la resistencia, el antagonista metisergide no fue capaz de antagonizar los

efectos de la 5-HT exdgena sobre el potencial de membrana (figura 6.2 B).
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Figura 6.2. Efectos de la perfusion de distintos antagonistas de receptores de 5-HT sobre las
propiedades intrinsecas de la motoneurona AE.

A. Gréfico de la resistencia de entrada relativa de la motoneurona AE a los 5 minutos de
perfusion con los antagonistas indicados y con los antagonistas mas 5-HT. Los valores en la
abscisa, son relativos al de la resistencia de entrada en solucion normal. La linea entera muestra
el valor relativo de la resistencia en presencia de 5-HT 100uM.

B. Variacion media en el potencial de membrana de la motoneurona AE a los 5 minutos de
perfusion con los antagonistas indicados y con los antagonistas mas 5-HT. Los valores estan
expresados como la diferencia entre el potencial de membrana alcanzado durante la perfusion
del antagonista o del antagonista y 5-HT y el potencial de membrana en solucion normal. La linea
entera muestra la variacion en el potencial de membrana producida por la perfusiéon con 5-HT
100pM. Los antagonistas y la 5-HT se utilizaron a una concentraciéon de 100uM. El simbolo (*)
indica diferencias significativas respecto al control (p<0.007). Los nimeros entre paréntesis
indican el n.

Discusion

En este capitulo analizamos el efecto de serotonina afectando a toda la
neurona AE. En concordancia con los efectos producidos por los pulsos de serotonina
eyectados por presion sobre el soma de estas neuronas (Capitulo 5), la presencia de
serotonina en el medio externo produjo una hiperpolarizacion del potencial de

membrana de la motoneurona AE que se sostuvo durante el periodo de aplicacion de
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esta monoamina en el medio externo. Esto indicaria que los receptores responsables
de este efecto no se desensibilizan en presencia del agonista y, por el contrario,
permiten generar cambios sostenidos en el potencial de membrana de la
motoneurona AE.

El efecto sobre el potencial de membrana se vio acompanado por un cambio
en la resistencia de entrada de las motoneuronas debido, posiblemente, al aumento
en la conductancia responsable de la hiperpolarizaciéon. De ser asi, es de notar que
mientras una concentracion de 5-HT de 50 uM produjo un cambio maximo en el
potencial de membrana, 5-HT 100 pM pudo aldn acentuar la reduccién en la
resistencia. Esto indicaria que la apertura de canales causada por 50 pM habria
llevado al potencial de membrana de la neurona al valor de reversion de la
respuesta a la 5-HT. Un aumento en la concentracion externa de 5-HT pudo abrir un
mayor numero de canales, causando una mayor caida en la resistencia de entrada,
sin traducirse en un cambio adicional en el potencial de membrana. Sin embargo, los
experimentos realizados con pulsos de presion (figura 5.2) indicaron un potencial de
reversion de alrededor de -70 mV, mientras que una hiperpolarizacion maxima de -8
mV a partir del potencial de reposo lleva a un potencial de membrana de alrededor
de -45 mV. Una manera de saldar esta discordancia es comprender que mientras los
pulsos actuan de manera relativamente localizada y acotada en el tiempo, la
aplicacion de un agonista al medio externo actla de manera extensiva tanto en el
orden espacial como temporal. Los cambios producidos por la presencia sostenida
del neurotransmisor pueden alterar, entre otras cosas, el potencial de equilibrio del
ion cuya conductancia es activada, y por lo tanto modificar la magnitud del cambio
de potencial que genera.

La perfusion con serotonina no modifico el potencial de reposo o la
resistencia de entrada de las neuronas mecanosensoriales P. Sin embargo, estudios
realizados en el laboratorio del Dr. Drapeau (Sanchez-Armass et al., 1991) mostraron
que las neuronas P aisladas en cultivo respondieron a aplicaciones de 5-HT con la
generacion de una conductancia al Cl" y una conductancia cationica inespecifica. In
situ, estas corrientes no se evidenciaron como un cambio consistente del potencial
de membrana. Multiples razones pueden explicar estas diferencias en los resultados
obtenidos en esquemas experimentales altamente diferentes. Por ejemplo se conoce
que existe una redistribucion de los receptores de serotonina expresados por las
células P en cuando hacen contacto sinaptico con otras células (Drapeau & Sanchez-
Armass, 1988), por lo que es altamente probable que su expresion in vivo difiera de

la del cultivo. También, en preparaciones semi-intactas (ganglio unido a la pared
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celular del segmento correspondiente y de los segmentos adyacentes) mostraron que
la serotonina favorece la conduccion de senales provenientes de los campos
receptivos secundarios hacia el soma de las neuronas P, minimizando el fenomeno
conocido como "bloqueo de conduccion” y que se produce en la transmision de
senales desde neuritas finas (en los terminales sensoriales) hacia zonas del arbol con
neuritas de calibre creciente (Mar & Drapeau, 1996). Esta modulacion se ejerce a
traveés de receptores sensibles a metisergide y a ketanserina.

Las concentraciones de 5-HT utilizadas en este trabajo son similares a las
utilizadas en otros trabajos en sanguijuelas, por ejemplo para facilitar la aparicion
de episodios de nado, en preparaciones del sistema nervioso aislado (Hashemzadeh-
Gargari & Friesen, 1989) o para estudiar modificaciones en la interacciones entre
elementos del circuito de nado (Angstadt & Friesen, 1993b; Angstadt & Friesen,
1993a; Mangan et al., 1994a; Mangan et al., 1994b). Concentraciones de 5-HT
similares también se utilizaron en trabajos realizados en otros invertebrados como
Tritonia (Katz et al., 1994) y Aplysia (Mauelshagen et al., 1998).

Los antagonistas mianserina y metiotepina inhibieron los efectos de la
serotonina exogena sobre el potencial de membrana y también sobre la resistencia
de entrada de la motoneurona AE, por lo que se confirma su eficacia como
antagonistas en este sistema. Sin embargo, el antagonista de receptores de 5-HT2,
ketanserina, inhibié los efectos de la perfusion de 5-HT sobre la resistencia de
entrada y el potencial de membrana de AE, pero no tuvo efecto sobre las respuestas
generadas por pulsos de serotonina sobre el soma. Dado que los tres antagonistas
bloquearon el efecto inhibitorio de serotonina de manera casi total es dificil
concebir la existencia de sub-poblaciones de receptores, pero queda por resolver
por qué la ketanserina no resultd efectiva ante la aplicacion localizada de
serotonina.

La perfusion de los distintos antagonistas de receptores de 5-HT no produjo
variaciones en la resistencia de entrada ni en el potencial de membrana de las
motoneuronas AE. Estos resultados nos indican, en principio, que estas drogas per se
no estan modificando conductancias ni provocando dano alguno en las
motoneuronas. Esto también sugiere que los niveles basales de 5-HT endégena no
ejercen una modulacion generalizada sobre la motoneurona AE como para afectar la

medicion de estos parametros en el soma.
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Capitulo 7: Efectos de la perfusion de 5-HT sobre la interaccion P-AE.

Finalmente se estudiaron los efectos de la presencia de 5-HT en el medio
externo sobre la interaccion sinaptica entre las neuronas mecanosensoriales P y las
motoneuronas AE. Para ello se realizaron registros de las respuestas de las neuronas
AE a la estimulacion de neuronas P en condiciones control, después de 3 minutos de
perfusion con 5-HT y a los 20 minutos de lavado con solucion normal. Para estudiar
los efectos de la 5-HT sobre las dos fases de la respuesta de la motoneurona AE por
separado, se tomaron registros a dos potenciales de membrana de AE, a-30 mVy a
-70 mV, en los que se midieron las amplitudes de los potenciales postsinapticos
inhibitorios y excitatorios, respectivamente.

En el capitulo anterior se mencioné que a tiempos de perfusion con 5-HT 50 y
100 pM superiores a los 5 minutos, la excitabilidad de las neuronas P se perdia en un
23 y 70 % de los casos, respectivamente. Estos estudios se realizaron a tiempos de
perfusion no mayores a los 5 minutos y se descartaron los casos en que no fue
posible evocar potenciales de accidn en la neurona sensorial P.

La presencia de 5-HT en la solucion de perfusion produjo una disminucion de

la amplitud de la fase hiperpolarizante de la respuesta, mientras que los potenciales

solucion normal 5-HT 100pM lavado
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Figura 7.1. Efecto de la perfusion de 5-HT sobre la respuesta de la motoneurona AE a
la estimulacion de P.
Registros representativos de las respuestas de una motoneurona AE a un tren de potenciales de
accidon evocado en P en solucién normal, a los 3 minutos de perfusion con una solucion de
5-HT 100pM y luego de 20 minutos de lavado con solucion normal. Los registros se realizaron
a dos potenciales de membrana de la motoneurona AE, -30 y -70 mV indicados a la izquierda de
los trazos.
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postsinapticos excitatorios no se vieron afectados (figura 7.1). Este efecto de la
serotonina sobre la hiperpolarizacion pudo ser revertido aproximadamente a los 20
minutos de lavado con solucion normal.

A continuacion estudiamos la dependencia de la inhibicion de los potenciales
postsinapticos inhibitorios con la concentracion de 5-HT en la solucion de perfusion.
Para esto se realizaron experimentos similares al de la figura 7.1 utilizando
soluciones de 5-HT en concentraciones de 10, 50 6 100 uM. Los resultados de esta
serie de experimentos se resumen en la figura 7.2, donde se cuantificaron por
separado los efectos sobre cada una de las fases de la respuesta. Los resultados se
expresaron como la amplitud relativa, esto es la razon entre la amplitud de la
respuesta en presencia de serotonina y la amplitud de la respuesta control (en
solucion normal).

La disminucion de la amplitud de la fase inhibitoria de la respuesta de la
motoneurona AE, mostréd una clara dependencia con la concentracion de 5-HT
(figura 7.2 A). Serotonina 10 uM no produjo cambios significativos en la amplitud de
los potenciales postsinapticos inhibitorios, mientras que concentraciones de 50 y 100
MM produjeron disminuciones del 47 y el 79 %, respectivamente, comparados con los

valores control (n=7). Los efectos de las tres concentraciones fueron
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Figura 7.2. Efecto de la perfusion de 5-HT sobre la respuesta de la motoneurona AE a la
estimulacion de P.

Los graficos muestran las amplitudes relativas de la fases inhibitoria (A) y excitatoria (B) de

la respuesta de motoneuronas AE a la estimulacion de P, a los 3 minutos de perfusion con
soluciones de 5-HT 10, 50 6 100pM. Las amplitudes de la hiperpolarizacion se midieron en
registros tomados a -30 mV y las de la despolarizacion a -70 mV, en experimentos similares al de
la figura 7.1 (n=7). Los valores son relativos a la amplitud de la respuesta en solucion normal
(linea punteada). Las barras indican el error estandar. El simbolo (*) indica diferencias
significativas respecto al control (p<0.001).
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estadisticamente diferentes entre si (p<0.05, t test muestras no pareadas).
Por su parte, la amplitud de los potenciales postsinapticos excitatorios no se
vio significativamente afectada por ninguna de las concentraciones de serotonina

utilizadas (figura 7.2 B).

Efecto de distintos antagonistas de receptores de 5-HT sobre la interaccion P-AE.

Los resultados de los experimentos realizados en el punto anterior nos
permiten concluir que existe un posible sitio de regulacion por serotonina sobre la
via polisinaptica de la interaccion P-AE. Para investigar la existencia de una
modulacion por la serotonina enddgena liberada ante la estimulacion sensorial, se
estudiaron los efectos de la presencia de los antagonistas metisergide, mianserina,
ketanserina y metiotepina en la solucion de perfusion, sobre la interaccion P-AE.
También se analiz6 la capacidad de los mismos de inhibir la accion de la serotonina
exogena sobre la fase hiperpolarizante de la respuesta de AE a la estimulacion de P.

La interaccion P-AE se estudio en ganglios aislados en solucion normal, luego
de 5 minutos de perfusion con una solucion de alguno de los antagonistas v,
finalmente, tras 5 minutos de coperfusion del antagonista mas serotonina en
concentraciones equimolares. Se tomaron registros de las repuestas de las neuronas
AE a los potenciales evocados en P a dos potenciales de membrana de las
motoneuronas AE, -30 y -70 mV, para obtener informacion sobre cada una de las
fases de la respuesta por separado. Los antagonistas y la serotonina fueron
estudiados a una concentracion de 100 puM. Los resultados se expresaron como la
amplitud relativa, esto es la razon entre el valor de la amplitud en cada tratamiento
y el valor de la amplitud en condiciones control. A continuacion se analizara el
efecto de cada uno de los cuatro antagonistas estudiados.

El antagonista metisergide no tuvo efecto alguno sobre la interaccion
sinaptica P-AE. En la figura 7.3 A, se muestran registros representativos de las
respuestas de una neurona AE a -30 y -70 mV, bajo las siguientes condiciones
experimentales: control, metisergide, y metisergide mas serotonina. La perfusion
con metisergide no produjo per se cambios significativos en ninguna de las dos fases
de la interaccion P-AE. Ademas, como puede observarse en los registros de la
derecha, en presencia de metisergide la 5-HT inhibié la expresion de la fase
hiperpolarizante de la respuesta de AE a la estimulacion de P. Un resumen
cuantitativo de estos efectos sobre las fase hiperpolarizante y despolarizante se
muestra en las figuras 7.3 B y C, respectivamente. En presencia de este agente

farmacologico las amplitudes relativas de las fases hiper y despolarizante fueron
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similares al control y la coperfusion con serotonina no afectd la inhibicién que la
monoamina ejerce sobre la fase hiperpolarizante (indicado en la figura 7.3 B con

una linea entera) .
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Figura 7.3. Efecto de la perfusion de metisergide sobre la sinapsis P-AE y su capacidad de
bloquear los efectos de la 5-HT exdgena.

A. Los registros muestran las respuestas de una motoneurona AE a un tren de potenciales de
accion evocado en P en solucion normal (izquierda), a los 5 minutos de perfusion con una solucion
de metisergide 100uM (centro) y luego de 5 minutos de coperfusion con metisergide mas 5-HT en
concentraciones equimolares (derecha). Los registros se realizaron a dos potenciales de
membrana de la motoneurona AE, indicados a la izquierda de los trazos.

Gréficos de las amplitudes relativas de la hiperpolarizacion (B) y de la despolarizacion(C) de la
motoneurona AE ante la estimulacion de P, a los 5 minutos de perfusion con una solucion de
metisergide 100pM y luego de 5 minutos de coperfusion de metisergide mas 5-HT. Las amplitudes
de la hiperpolarizacion y de la despolarizacion se midieron en registros tomados a -30 y -70 mV
respectivamente. Los valores son relativos a la amplitud de la respuesta en solucion normal.

Los nUmeros entre paréntesis indican el n. La linea entera indica la amplitud relativa en presencia
de 5-HT 100uM. El simbolo (*) indica diferencias significativas respecto al control ( p< 0.02).
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La perfusion con ketanserina produjo per se una disminucion en la amplitud
de la fase hiperpolarizante de la respuesta de AE, similar a la producida por la
perfusion de 5-HT 100 pM (figura 7.4 A). Durante la coperfusion del antagonista con

5-HT la amplitud de la hiperpolarizacion se mantuvo en un nivel de inhibicion
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Figura 7.4. Efecto de la perfusion de ketanserina sobre la sinapsis P-AE y su capacidad de
bloquear los efectos de la 5-HT exogena.
A. Registros de las respuestas de una motoneurona AE a un tren de potenciales de accion evocado
en P en solucion normal (izquierda), a los 5 minutos de perfusion con una solucion de ketanserina
100pM (centro) y luego de 5 minutos de coperfusion de ketanserina con 5-HT en concentraciones
equimolares (derecha). Los registros se realizaron a dos potenciales de membrana de la
motoneurona AE, indicados a la izquierda de los trazos. La amplitud de la hiperpolarizacion se
midio a -30 mV y la amplitud de la despolarizacion a -70 mV.
Graficos de las amplitudes relativas de la hiperpolarizacion (B) y de la despolarizacion(C) de la
motoneurona AE ante la estimulacion de P, a los 5 minutos de perfusién con una solucion de
ketanserina 100uM y luego de 5 minutos de coperfusion de ketanserina y 5-HT en concentraciones
equimolares. Los valores son relativos a la amplitud de la respuesta en solucion normal.
Los numeros entre paréntesis indican el n. La linea entera muestra el valor relativo en presencia
de 5-HT 100pM. El simbolo (*) indica diferencias significativas respecto al control ( p< 0.001).
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similar. En la figura 7.4 B puede observarse que la amplitud relativa promedio de la
hiperpolarizacion en presencia de ketanserina, disminuyé a valores similares a los
observados en presencia de 5-HT 100 pM (linea entera). La amplitud de la fase
excitatoria de la respuesta no se vio afectada en ninguna de las dos condiciones
experimentales (figura 7.4 C). Dado que la ketanserina actu6é en el mismo sentido
que la serotonina consideramos la hipdtesis de que este antagonista estuviera
actuando como agonista de receptores serotoninérgicos en este sistema. Para ello se
aplicaron pulsos de ketanserina sobre el soma de las neuronas AE, eyectados por
presion desde una pipeta conteniendo ketanserina 1 mM. Estos pulsos no produjeron
ningln cambio en la actividad eléctrica de las neuronas AE, por lo que desestimamos
esta hipotesis.

La metiotepina tuvo un efecto potenciador sobre la fase hiperpolarizante de
la respuesta de AE a la estimulacion de P y este efecto mostré una clara
dependencia de la amplitud de la respuesta control. A partir de las diferencias
observadas entre las amplitudes de las fases hiperpolarizantes en condiciones
control, fue posible separar a los animales en dos grupos. En aquel en que la
amplitud de la respuesta inhibitoria en condiciones control era baja, la perfusion
con metiotepina produjo un aumento en la amplitud de esta fase de la respuesta,
sin afectar a la despolarizacion. Por otra parte la metiotepina también fue capaz de

antagonizar los efectos de la 5-HT exdgena sobre la hiperpolarizacion (figura 7.5).
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Figura 7.5. Efecto de la perfusion de metiotepina sobre la sinapsis P-AE y su capacidad de
bloquear los efectos de la 5-HT exdgena.
Los registros muestran las respuestas de una motoneurona AE a un tren de potenciales de accion
evocado en P en solucion normal (izquierda), a los 5 minutos de perfusion con una solucion de
metiotepina 100uM (centro) y luego de 5 minutos de coperfusion con metiotepina mas 5-HT en
concentraciones equimolares (derecha). Los registros se realizaron a dos potenciales de
membrana de la motoneurona AE, indicados a la izquierda de los trazos.
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Las figuras 7.6 A y B muestran las amplitudes medias de las
hiperpolarizaciones y despolarizaciones de cada grupo. Como puede observarse,
existe una segregacion natural significativa basada en la amplitud de la fase

hiperpolarizante, pero ésta no estuvo acompanada por diferencias en la amplitud de
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Figura 7.6. Cuantificacion de los efectos de la perfusion de metiotepina sobre la
interaccion P-AE.

Las respuestas pudieron ser divididas en dos grupos en funcion de la amplitud de la
hiperpolarizacion. En A las columnas indican las amplitudes promedio de la hiperpolarizacion y
en B de la despolarizacion, para cada grupo.

Graficos de las amplitudes relativas de la hiperpolarizacion (C) y de la despolarizacion (D) de la
motoneurona AE ante la estimulacion de P, a los 5 minutos de perfusion con una solucion de
metiotepina 100pM y luego de 5 minutos de coperfusion de metiotepina y 5-HT 100pM. En la
figura C se grafican por separado las amplitudes de la hiperpolarizacion para los dos grupos
presentados en A. La amplitud de la fase inhibitoria se midi6 a -30 mV y la amplitud de la fase
excitatoria a -70 mV, en experimentos similares al de la figura 7.5. Los valores son relativos a la
amplitud de la respuesta en solucion normal. La linea entera muestra el valor de la respuesta
relativa en presencia de 5-HT 100pM.

Los nimeros entre paréntesis indican el n. El simbolo (*) indica diferencias significativas
respecto al control ( p< 0.003) y el simbolo (#) diferencias significativas entre grupos (p<0.0001).
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la fase despolarizante de cada grupo. El efecto de la metiotepina sobre los
potenciales postsinapticos inhibitorios fue claramente diferente en cada grupo. En el
grupo 1, de una amplitud control promedio de -4.8 mV, la metiotepina produjo un
marcado aumento de la fase hiperpolarizante que se mantuvo, aunque disminuido,
en presencia de serotonina (figura 7.6 C). En el grupo 2, cuya amplitud media fue de
-11 mV, la metiotepina per se no causd cambios en la amplitud de la fase
hiperpolarizante pero evito la inhibicion causada por la serotonina exégena (figura
7.6 C). La despolarizacion no se vio afectada por este antagonista aunque en
presencia de serotonina se manifestd un aumento que no resulto estadisticamente
significativo (figura 7.6 D).

Finalmente, el antagonista mianserina tuvo un efecto complejo sobre la
interaccion P-AE. La perfusion de mianserina no modificd, per se, la respuesta de AE
a la estimulacion de P. Sin embargo, como puede observarse en la figura 7.7 A, la
coperfusion del antagonista con 5-HT produjo un aumento drastico de la amplitud de
la fase hiperpolarizante de la respuesta (registros de la derecha). En promedio la
amplitud de la hiperpolarizacion aumentd de manera significativa respecto a la
amplitud control en un 84 % (figura 7.7 B). La coperfusion de mianserina con 5-HT
también produjo un aumento en amplitud de la despolarizacion, que en promedio
fue un 95 % mayor que la amplitud control. Sin embargo, este aumento resulto
estadisticamente no significativo (p=0.06), debido a una mayor dispersion de los
datos (figura 7.7 C).

Discusién

En términos de la interaccion sinaptica P-AE, la serotonina aplicada al medio
externo actuoé de manera diferencial sobre ambas fases de la misma: por un lado
disminuy6 sustancialmente la manifestacion de la fase hiperpolarizante mientras
que no afecto a la fase despolarizante. Por lo tanto, la serotonina exogena afectd
selectivamente a las respuestas mediadas por la via polisinaptica sin afectar la
interaccion directa entre P y AE.

La disminucion en un 50 % del valor de la resistencia de entrada de la
motoneurona AE en presencia de 5-HT 100 pM, nos hacia predecir una disminucion
similar de las amplitudes de las respuestas de esta motoneurona a la estimulacion
de P. Sin embargo la amplitud de la despolarizacion no se vio afectada por la
presencia de 5-HT en la solucion de perfusion. Esta invarianza en la amplitud de la
respuesta despolarizante podria indicar que la serotonina produzca un aumento en

la liberacion del neurotransmisor utilizado por la neurona sensorial, que compense
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la caida en la magnitud de la sensibilidad postsinaptica. No poseemos aun evidencias
directas sobre esta posibilidad.

En tanto que la despolarizacion no se vio alterada, es poco probable que la
disminucion en la resistencia sea la responsable de la disminucion en la amplitud de
la hiperpolarizacion. Una explicacion mas plausible seria que la 5-HT afecte a la(s)
interneurona(s) que median la respuesta inhibitoria de AE a la estimulacion de P.

Las respuestas sinapticas se midieron a potenciales prefijados y por lo tanto
la disminucion de la amplitud de la fase hiperpolarizante no puede ser considerada
una mera consecuencia de los cambios en el potencial de membrana que produjo la
serotonina sobre la motoneurona AE.

El perfil farmacologico del efecto de la serotonina sobre la capa
interneuronal que media la interaccion P-AE fue analizado en competencia con la
serotonina exodgena y endogena. Este mostro ser mas complejo que el perfil de los
receptores responsables de la accion directa de la serotonina sobre AE.

La ketanserina, no antagonizd el efecto inhibitorio de la serotonina vy,
aplicado per se, produjo un efecto similar al de la serotonina. La posibilidad de que
la ketanserina actle como agonista en este sistema se desestimd en base a que
carecié de efectos directos sobre la neurona AE. De todas maneras, no se pudo
analizar de forma directa el efecto de la ketanserina sobre la capa interneuronal. En
cambio, se sugiere que los efectos de este antagonista podrian estar sefialando una
accion modulatoria positiva de la 5-HT sobre este circuito sensoro-motor.

La mianserina no solo bloqued los efectos inhibitorios de la serotonina sobre
la interaccion P-AE sino que potencidé dicha interaccion. Estos resultados podrian
pensarse como una segunda evidencia de un efecto potenciador de la serotonina
sobre el funcionamiento de la capa interneuronal que, para expresarse, requiere del
blogueo de receptores sensibles a mianserina.

La metiotepina actué como un blogueante de los efectos inhibitorios de la
serotonina exodgena ya que en su presencia la amplitud de la respuesta
hiperpolarizante de AE fue similar a los valores control. Mas aln, este antagonista
reveld que la serotonina endogena puede ejercer un efecto depresor sobre la
interaccion P-AE ya que, per se, la metiotepina potencio las interacciones sinapticas
de baja amplitud.

Estos efectos dispares del mismo modulador indican que la serotonina no
actla de manera generalizada sino que posiblemente importe cuales sitios de
liberacion se activan, que regiones del arbol neuritico de las interneuronas afecta y

sobre qué tipo de receptores act(a.

83



Conclusiones Generales

En este trabajo hemos alcanzado resultados que permiten extraer las
siguiente conclusiones generales.

La motoneurona AE recibe dos senales simultaneas ante la activacion de la
neurona mecanosensorial P: una excitatoria y otra inhibitoria. Estas senales
convergen en las neuronas AE a través de dos vias paralelas. La fase excitatoria de
esta interaccion esta mediada por una sinapsis directa y la inhibitoria por una
interaccion polisinaptica (Iscla et al., 1999).

La neurona pasiva 151 (Wadepuhl, 1989) esta conectada con el circuito P-AE
de tal manera que puede afectar la transmision de sefales sinapticas en éste. Existe
una sinapsis directa de tipo eléctrica rectificante entre la motoneurona AE y 151,
capaz de afectar al potencial de membrana y la frecuencia de disparo de la
motoneurona. A su vez, la hiperpolarizacion de la neurona 151 inhibe la transmision
de la fase inhibitoria, a través de la capa interneuronal, pero no afecta la
interaccion directa entre P y AE (Iscla et al., 1999).

La respuesta inhibitoria de la neurona AE alcanza su maxima amplitud a poco
de iniciarse el tren de estimulos en P y puede sostenerse durante un largo periodo
de estimulacion. Podemos concluir que la actividad de la motoneurona AE es
sensible a la duracion de la sefal sensorial y a su intensidad: estimulos mecanicos
capaces de activar a las neuronas P van producir una inhibicion de AE que perdurara
durante el periodo de estimulacion y sera proporcional a la intensidad del estimulo.

La magnitud de las respuestas de las neuronas AE dependen de la direccion
del estimulo mecanosensorial. Las respuestas inhibitorias son maximas en los
cuadrantes ipsilaterales al estimulado, mientras que las despolarizaciones se
producen mayormente por estimulos a la cara dorsal del cuerpo.

La duracion de la respuesta sinaptica es también afectada por el potencial de
membrana en el que ésta se registra ya que la resistencia de entrada de la
motoneurona es sensible a este parametro. La neurona AE tiene un valor pico de
resistencia alrededor de -50 mV que decae en ambos sentidos en la escala de
potenciales de membrana, produciendo una consecuente variacion en la constante
de tiempo de la neurona que afecta a la fase de decaimiento de la respuesta
sinaptica.

Por los resultados obtenidos en este trabajo, concluimos que la serotonina
modularia a este circuito sensoro-motor actuando a distintos niveles: sobre las

motoneuronas AE, sobre la capa interneuronal .



La serotonina exodgena, aplicada fasicamente por pulsos de presion sobre el
soma o por perfusion afectando a todo el ganglio, produjo la hiperpolarizacion de la
neurona AE por activacion de una corriente de cloro. El perfil farmacologico de la
respuesta a la aplicacion fasica, bloqueable por los antagonistas serotoninérgicos
mianserina y metiotepina, sugiere que podria estar mediada por un receptor
ionotropico recientemente descripto (Ranganathan et al., 2000). Los niveles basales
de serotonina endogena no parecen afectar a la propiedades electrofisiologicas de la
neurona AE.

Otro blanco de accion de la serotonina en este circuito lo constituirian la(s)
interneurona(s) que median la interaccion P-AE. La perfusion con serotonina (10-100
pM) produjo una inhibicion de la transmision de sefnales en el circuito P-AE,
afectando solo a la via polisinaptica, pero no a la interacciéon directa. El perfil
farmacologico de esta accion, bloqueable también por los antagonistas mianserina y
metiotepina, sugiere nuevamente la intervencion del receptor ionotrépico antes
mencionado. Es posible que la(s) interneurona(s) exhiban en su superficie a dicho
receptor, cuya activacion por la presencia de serotonina afecte su excitabilidad.

La aplicacion de los antagonistas estudiados per se, en cambio, sugieren que
la serotonina endodgena tiene un doble efecto inhibidor y potenciador de la via
polisinaptica.

Los resultados alcanzados en este primer estudio sobre la modulacion
serotoninérgica de una via sensoro-motora en la sanguijuela muestra que la trama
de efectos de la serotonina es compleja y que posiblemente existan diferentes focos
de accion de la serotonina con efectos dispares, que responden a diferentes

estimulos del medio externo e interno.
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