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Resumen

Propagacién de seiiales en neuronas NS de la sanguijuela Hirudo sp.

RESUMEN

Un nimero creciente de estudios sefialan la importancia de la distribucién espacial de
las conductancias ionicas activas en el procesamiento de las entradas sinapticas y en la
sefializacion intracelular. Conocer la distribucién de las conductancias sensibles a voltaje es
importante porque éstas podrian servir como un mecanismo para el boosting y la propagacion
de las respuestas postsinapticas, reduciendo la atenuacién espacial que resultaria de una
transmision pasiva.

Las neuronas NS de la sanguijuela no desencadenan potenciales de accién
dependientes de sodio y presentan una arborizacion neuritica muy extensa. Estas c€lulas estan
eléctricamente acopladas a practicamente todas las motoneuronas excitatorias y, de esta forma,
son capaces de modular el comportamiento motor. Dada esta amplia influencia sobre las
neuronas efectoras, resulta de sumo interés analizar la integracion de entradas sensoriales por las
neuronas NS.

Se realizaron registros electrofisiologicos intracelulares en el soma en simultaneo con
la mediciéon de sefiales de calcio en arbol neuritico empleando indicadores fluorescentes
sensibles a calcio. De esta forma, se pudieron estudiar transitorios de.calcio evocados por
potenciales de accién dependientes de calcio de bajo umbral (Capitulo I), por pulsos
despolarizantes (Capitulo IT) y por estimulacién sindptica activada por neuronas sensoriales
(Capitulo III).

Los resultados indican que la neurona dispone de conductancias de calcio de bajo

umbral ampliamente distribuidas en el arbol neuritico de la neurona NS. Estas conductancias
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participan de la regeneracion activa de las sefiales sinapticas, activandose en forma gradual
dependiendo de la amplitud de la sefial electrofisiolégica y sirviendo como un mecanismo para

el procesamiento e integracion de seifiales dentro de la arborizacién neuronal.

Palabras claves: Hirudo sp., neuronas pasivas, conductancias de calcio sensibles a voltaje,

transitorios de calcio, propagacién de sefiales, integracion sindptica.



Abstract

Propagation of signals in NS neurons of leech Hirudo sp.

ABSTRACT

An increasing number of studies point out the importance that the spatial distribution
of active ionic conductances have in synaptic processing and intracellular signaling. Knowing
the distribution of voltage-dependent conductances is relevant because of the role they can play
in boosting and propagation of synaptic responses, reducing the spatial attenuation that would
result from purely passive spread.

The NS neurons of the leech are nonspiking neurons (they do not fire sodium
dependent action potentials) and present a widespread neuritic arborization. These cells are
electrically coupled to all the excitatory motoneurons and, in ‘this way, they are able to modulate
motor behaviors. Given the wide influence of NS neurons on effector neurons it is of great
importance to analyze how they integrate sensory inputs.

We have performed intracellular electrophysiological recordings in the NS soma,
together with calcium imaging throughout its neuritic arborization by means of fluorescent
calcium indicators. In this way we studied calcium transient evoked by low threshold spikes
(Chapter I), by depolarizing pulses (Chapeter II) and by synaptic inputs from sensory neurons
(Chapter III).

The results indicate that NS neuron display calcium conductances that can be activated
at a low threshold and are distributed throughout the er;tire neuritic arbor. These conductances
participate in the active regeneration of synaptic inputs, giving rise to calcium transients whose

amplitude is a function of the electrophysiological response magnitude, and thus they contribute

to the processing and integration of signals throughout the neuronal arborization.

Key words: Hirudo sp., passive neurons, voltage dependent calcium conductances, calcium

transients, signal propagation, synaptic integration.



Introduccién General

INTRODUCCION GENERAL

Propagacion de sefales en el arbol neuritico

Tanto en vertebrados como en invertebrados, las redes sensoro-motoras estan formadas
por multiples vias paralelas, donde las neasoque transmiten las sefiales desde el extremo
sensorial al motor no son meros conductdiekes de las sefiales que reciben sino que
transforman las entradas, extrayendo deseflardmetros especificos del medio ambiente
(Burrows, 1992; McCrea, 2001; Grillner, 2008n consecuencia, entender las propiedades
fisiol6gicas de cada una de las neuronas qu&oaen estos circuitos es muy importante a la
hora de comprender como se convierte la sefial sensorial en una salida motora determinada.

Una vision simplificada de la transmisi@le sefiales eléctricas en neuronas permite
postular que existen dos modalidades para la misma: la transmisién electroténica (pasiva) y la
transmision mediada por potenciales de acciétive@ (Nicholls et al., 2001). La transmision
pasiva de sefiales se caracteriza por unavelizcidad de propagacién, y por permitir la
transmision de sefiales de amplitudes graduampliando la capacidad de codificacion de
informacién. No obstante, la modalidad é¢letdnica expone a las sefiales a sufrir una
atenuacion al propagarse desde el sitio dgeprhasta las regiones donde se produce la
integracion de las mismas. Por otra parte,dasmision activa de sefiales relativamente mas
lenta y permite la transmision de sefalestia “todo o nada” que no se desforman con la
propagacion. Esto se alcanza gracias a poscesgenerativos que involucran conductancias
dependientes de voltaje y que contrarrestan la atenuacion espacial.

Neuronas que no disparan potenciales de accién han sido identificadas tanto en
invertebrados como en vertebrados. En uncjpia, se conjeturé6 que en ellas las sefales

electrofisiolégicas se propagaban en forma Unicamente electrotdénica y estaban sujetas a
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atenuacion espacial. La arquitectura de lasamag planteaba la posibilidad de que diferentes
regiones de estas neuronas actuaran corbocompartimentos funcionales independientes
(Kondoh y Hisada, 1986; Burrows, 1992). Sin embargo, en neuronas que no disparan
potenciales de accién se han descripto condaieta voltaje-dependientes involucradas en la
integracidn sinaptica y en contrarrestar la atenuacion espacial dada por la propagacion pasiva de
sefales, tanto en invertebrados (Lauren®0i®ildman y Cannone, 1990; Weckstrom et al.,
1993) como en vertebrados (Pan y Hu, 1999; Protti et al., 2000).

La dicotomia entre disparar y no disparar potenciales de accidbn no solamente
corresponde a poblaciones segregadas de sglsilao que también puede coexistir en una
misma neurona. Algunos compartimentos celulares tipicamente no disparan potenciales de
accion (dendritas), mientras que otros estanidados por la modalidad “todo o nada” (axones).

Es asi como hasta que fue posible el registro electrofisiologico intracelular de dendritas (Llinas
y Nicholson, 1971), se asumia que la propagacion de sefales eléctricas en ellas estaba regida
por la modalidad pasiva de transmision. Sin embargo, actualmente existen multiples evidencias
de la presencia de conductancias activas (depetedi de voltaje) en dendritas y de sus efectos

en la integracion de sefales (Yuste y Tank, 188uston et al., 1999). Por ejemplo, se ha
descripto que las dendritas de las neuronemilales neocorticales (Larkum et al., 1999;
Schwindt y Crill, 1999) poseen conductanciascdé&io sensibles a voltaje (CCSV) que dan
lugar a potenciales regenerativosralgunos casos a potencialéstgau De esta forma, mas

alla de las funciones particulares que las newsirapotenciales de accion puedan ejecutar, el
procesamiento de sefiales en ellas es deimfenés porque pueden compartir caracteristicas con

la integracién de sefales en los arboles deoos de neuronas que usualmente producen

potenciales de accion.
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El rol de las CCSVs de bajo umbral de activacién en dendritas (que no disparan
potenciales de accion dependientes de sodio)sestdo activamente estudiado en el marco de
la integracion sinaptica (Yuste y Tank, 1996; Larkum et al., 1999; Migliore y Shepherd, 2002).
A la hora de definir el rol funcional de las CCSd&sbajo umbral en la capacidad de integracién
de sefiales en el arbol neuritico de una neuesnaltamente valioso conocer el rol que juega
dicha neurona en la red neuronal en que operastnsentido, una de las grandes ventajas que
ofrece el sistema nervioso de la sanguijueta phestudio del procesamiento neuronal radica en
gue los estudios se realizan en neuronas altamente caracterizadas, cuya identidad puede
garantizarse de experimento en experimento y cuyo rol en el comportamiento motor del animal
puede estudiarse con relativa efectividad (Kristan et al., 2005).

Entre las CCSVs més usualmente invaddas en la propagacion de sefiales se
encuentran las conductancias de tipo T. €sta caracterizan por tener bajo umbral de
activacion, una rapida inactivacién, baja conductancia y una tasa de inactivacion voltaje-
dependiente (Armstrong y Matteson, 1985; Huguenard, 1996; Perez-Reyes, 1998). Asimismo,
una herramienta ampliamente desarrollada y empleadas Ultimas décadas para el estudio de
las sefiales de calcio en mudltiples sitioslaleestructura neuronal es la técnica addcium
imaging,que utiliza indicadores fluorescentes sensibles a calcio.

El presente estudio se centra en un par de neuronas premotoras que no disparan
potenciales de accion, las neuronas NS (oispiking sin potenciales de acci@m inglés). El
objetivo es investigar cdmo se propagan las sefiales en elceatbosneuritico de esta neurona

del sistema nervioso de la sanguijuela.

10
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La sanquijuela: anatomia y sistema nervioso

La sanguijueldirudo sp.es un anélido cuyo organismo esta divido en 34 segmentos,
de los cuales seis conforman la region cefalica y siete la zona caudal. La segmentacién de su
cuerpo se refleja en la estructura de su ssteanvioso, el cual se compone de una cadena de
ganglios comunicados entre si por medio de nervios conecfigosa(l.1A) compuestos por
dos paquetes axonales laterales y un delgado negwimal, el nervio de Faivre. En la regiéon
cefalica de la cadena, los ganglios se fusigmama formar los ganglios supraesofagico (dos
ganglios fusionados) y subesofagico (cuatragiias fusionados). En la zona caudal, siete
ganglios fusionados forman el ganglio caudal (Sawyer, 1986).

Entre el cerebro rostral y el cerebro caudal existen 21 ganglios medios (M1-M21) que
son muy similares entre si y entre individudgufas 1.2A). Cada ganglio contiene
aproximadamente 200 pares bilaterales de nesirpnenas pocas neuronas impares. El tamafio
de lossomataneuronales oscila entre 10 y fifh, y se localizan en una monocapa externa
formando una cara dorsal y otra ventral. Entréasrcaras se ubica el neuropilo central, donde
probablemente ocurre la mayoria de las interacciones sinapticas (Macagno, 1980).

Gran parte de las neuronas pueden settifitas por la ubicacion de su soma, su
morfologia neuronal y sus propiedades electrdéigioas (potencial de reposo, resistencia de
entrada, forma y tamafio del potencial de aca@ém). De esta formae ha generado un mapa
del ganglio (Muller et al.,, 1981) en el gse ilustra la ubicaciéon y tamafio de Esmata
neuronales que lo componen, siendo las mismas identificadas por nimero o letra segin su
ubicacién o funcion, respectivamentiigyras 1.2B). De cada ganglio surgen dos pares de

nervios llamados “raices” queervan los tejidos periféricos (6rganos y musculatdigiiia

11



Introduccién General

ganglio rafces
ganglio ' panglio -
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Figura 1.1. Anatomia de la sanguijuela Hirudo sp. A, dibujo de la vista
ventral del cuarpo de una sanguijusla y la localizacién de su sistema nervioso.
Este consia de 21 genglios madios (M1-M21), un ganglio cefélico (formado
por los ganglios supra y subesofagicos) y un ganglio caudal. La cadena de
ganglios esta conectada por nervios conectlvos. Cada segmento medio esta
inervade por un ganglio medio, mediante ramificaciones de las neuronas que
se snvian a la periferia por las ralces laterales (anterior y posterier). El animal
posee una ventosa anterior y otra posterior. €, dibujo en perspectiva de un
corte transversal del cuerpe de la sanguljuela. Se muestra que la cadena de
ganglios se encuentra en la parte veniral del cuerpo, en sl interior de seno
venosoc. Se ven las tres capas de misculos de la pared del cuarpo {circulares,
oblicuos y longitudinales) y los misculos dorsoventrales.

Los dibujos fueron tomados de Nicholls et al. (2001)

12
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I.1B). Las neuronas sensoriales y motoras quevamelos érganos sensoriales de la piel y la
musculatura del cuerpo, respectivamente, proyettamamificaciones a través de las raices.

Debido a esta organizaciéon, es relathente sencillo ealizar registros
electrofisiolégicos del soma neuronal de layoréa de las neuronas de la sanguijuela. Es asi
como se han identificado varias de las neaspren particular las neuronas sensoriales que
responden a estimulos mecéanicos ejercidos sobre la pared corporal (Nicholls y Baylor, 1968),
las motoneuronas efectoras de los distingpgpos de fibras musculares (Stuart, 1970),
interneuronas que participan en diferentesudins motores (Weeks, 1981; Lockery y Kristan,
1990b; Shaw y Kristan, 1995; Baader, 1997) yraras efectoras modtdaias (Willard, 1981;

Arbas y Calabrese, 1990).

De esta forma, esta preparacidn muestra ser accesible a registros electrofisiol6gicos (en
especial registros intracelulares) y permite una identificacion inequivoca de las neuronas
individuales para el estudio de las interacciones, en forma repetible, mientras se produce un
patrén motor reconocible. La sanguijuela ha mdstrser un modelo ideal para el estudio de
circuitos neuronales involucrados en distintos comportamientos y en su modulacién, al permitir
una caracterizacion bastante completa de las neuronas que forman parte de dichos circuitos.

En cada ganglio existen tres tipos de naas mecanosensoriales que inervan la piel:
las células T (responden al tacto) y N (responden a estimulos nociceptivos) estdn ubicadas en
los paquetes anterolaterales, y las células Pdnelgm a la presion) se localizan en los paquetes
posterolateralediguras I.2Aii e 1.2B) (Nicholls y Baylor, 1968). Cada una inerva una region
definida (dorsal, ventral o latdyale la pared corporal delg®ento correspondiente, a la que
llegan a través de las raices laterales del Iganga excitacién de las células P ha sido
identificada como el estimulo mas efectivo para desencadenar diferentes respuestas motoras en

el sistema nervioso aislado de la sanguijuela (Debski y Friesen, 1987; Kristan, 1982; Lockery y

13
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Figura 1.2. Ganglio medio de la sanguijuela Hirudo sp.. Ai, foto de la vista
ventral de un ganglio medio de la sanguijuela (tomada de Nicholls y Baylor,
1968). Se pueden ver los somata de neurcnas individuales y los limitles entre
los paquetes gliales (senalados en Aji, con un esquema que se puede
superponer can la foto de Ai). B, mapa de las posiciones relativas de los
somata neuronales de las caras ventral (Bi) y dorsal (Bii) de un ganglia medio
{Sawyer, 1986).
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Kristan, 1990a; Wittenberg y Kristan, 1992; Shawristan, 1995). Existen dos pares de células
P por ganglio, que tienen sus campos receptivosapiigien el cuadrante dorsal y ventral de la
piel del hemisegmento ipsilateral. Asi, dosuronas P invervan los cuadrantes dorsales
(derecho e izquierdo) y otras dos neuronas dfvan los cuadrantes ventrales (derecho e
izquierdo) (Nicholls y Baylor, 1968). Estasumenas tienen, ademdas, campos receptivos
secundarios en los cuadrantes correspondielgdes segmentos adyacentes (Yau, 1976). De
esta manera, una presion aplicada en un punto de la pared del cuerpo del animal puede activar
hasta tres células P: una en su campo receptiinapo y dos en los secundarios. Sin embargo,
los ultimos tienen umbrales de activacion mayores. Por lo tanto, con una presion débil se puede

activar una Unica célula P.

Neurona NS: estructura, propiedad bofisicas e interacciones sinapticas

Las neuronas NS son neuronas premotoras que se encuentran de a pares en cada
ganglio medio del sistema nervioso de la sanguijuela. Los somas de las mismas estan ubicados
en los paquetes anterolaterales de la cara ventral del ganglio, en la posicion 151 del mapa del
ganglio figura 1.2Bi). Ante multiples condiciones experimentales se observé que las neuronas
NS no disparan potenciales de accion estéfMladepuhl, 1989; Rela y Szczupak, 2003). Estas
neuronas se encuentran acopladas eléctricamente con virtualmente todas y cada una de las
motoneuronas excitatorias descriptas, y funcionan como reguladoras de la coactivacion de las
motoneuronas, lo cual puede ser importante para la coordinacién de la actividad motora (Rela y
Szczupak, 2003). Ademas, reciben sefiales sidptie las neuronas mecanosensoriales (Marin

Burgin y Szczupak, 2000).
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Los circuitos neuronales descriptos ensémguijuela han sido caracterizados como
circuitos distribuidos, es decir, que son capaces de generar un amplio rango de salidas motoras,
mediante la combinacion de las participaciodesin nimero acotado de elementos neuronales
(Lockery y Kristan, 1990a; Lockery y Kristan, 1990b). Por lo tanto, la generacion de los
distintos comportamientos estar4 dada popretesamiento que realicen las interneuronas a
partir de la entrada sensorial. Por su parte, las neuronas consideradas como effenmantys
bajo en la organizacion jerarquica des lgircuitos motores (motoneuronas y neuronas
premotoras) pueden cumplir un papel organizador de dichas respuestas.

Las neuronas NS de la sanguijuela constituyen elementos premotores. Resultados
obtenidos en nuestro laboratorio (Rodriguezakt.2012) indican que aunque la neurona NS
parece no participar de la natacién, este efgm premotor modula al generador central de
patrones (CPG) que controla el desplazatniesobre ventosas. Mas precisamente, la
hiperpolarizacion o la despolarizacién de la nearNS no tiene efecto sobre la natacion, pero
la hiperpolarizacion de esta neurona desackdaratividad del desplazamiento sobre ventosas y
disminuye la frecuencia de disparo de las metwonas. Ademas, la despolarizaciéon de la
neurona NS incrementa la actividad de lasametironas, y, en estadios en que el patrén de
desplazamiento sobre ventosas esta decayendo, la despolarizacion de esta neurona lo reestablece.

Al igual que en la sanguijuela, las neurosespotenciales de accién han sido objeto
de estudio en diversos sistemas. Experimentos en el sistema nervioso de insectos han permitido
encontrar que las neuronas locales sin pdakrsc de accidn son elementos premotores que
influyen sobre la actividad de las motoneurop@sordinan el movimiento de las extremidades
(Laurent y Burrows, 1989; Brunn, 1998). En varios casos se ha demostrado que reciben entradas
de aferentes mecanosensoriales y que intervienen en la modulacién de reflejos (Laurent y

Burrows, 1988; Burrows et al., 1988). En algunos casos se ha demostrado que las neuronas sin
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potenciales de accidén son capaces de liberar neurotransmisor adn a su potencial de membrana
(Vm) de reposo y que los cambios de cualquier polaridad en su Vm pueden alterar de forma
gradual dicha liberaciéon (Burrows y Siegler, 1978; Burrows, 1979).

Asimismo, es comun encontrar neuronas goedesencadenan potenciales de accion
en los niveles mas periféricos de la codificacion y el procesamiento de sefiales (sistemas
sensoriales) tanto en invertebrados (TaytZPlummer, 1994; Schrader, 2000) como en
vertebrados (Bufler et al., 1992). Los casos mas estudiados corresponden a neuronas que
responden a estimulos visuales con cambiosugtasl en su Vm, sin desencadenar potenciales
de accion, en diversas especies de inverdelsracklet, 1969; Wang-Bennett y Glantz, 1987;
Beron de Astrada et al., 2001) y vertebrados flirery Dowling, 1969; Steinberg y Schmidt,
1970; Toyoda et al., 1970; Baylor y Fuortes, 1970; Kaneko, 1971; Nelson, 1977; Nelson y Kolb,
1983)

Las neuronas NS presentan una extensa arborizacion (Wadepuhl, 1989; Rela y

Szczupak, 2007igura RI.1A). Dada esta estructura, resudtficil concebir que estas neuronas
estén limitadas solamente a la transmision electrotdnica. Experimentos previos demostraron que
bajo determinados protocolos de estimulaci@rtteka, las neuronas responden de una manera
estereotipada similar a un potencial de acciigui@ RI.2). Sin embargo, este no es un evento
“todo o nada”, sino un fendmeno graduado que depende de la intensidad y duracion del
estimulo eléctrico (Rela et al., 2009). A través del reemplazo i6nico en el medio externo y
analisis farmacoldgico se pudo determinar que estas respuestas regenerativas dependen de
calcio y de potasio, pero son insensibles a la concentracién exi@acéé sodio. Estas
respuestas pueden ser evocadas aplicantkospuuadrados tanto hiperpolarizantes como
despolarizantes. Utilizando el protocolo damilsos hiperpolarizantes el fenémeno se

desencadena durante la fase de repolarizacion, siempre que el potencial supere un umbral de
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aproximadamente -55 mV. Su amplitud es unacidén logaritmica de la concentracion
extracelular de C4 y su amplitud y duracién se magnifican notablemente en presencia del
bloqueante de canales dé tétraetilamonio (TEA). De estagsultados se concluyé que las
neuronas NS poseen CCSVs de bajo umbealactivacion, y conductancias dé #el tipo
rectificador retardado (Rela et al., 2009).

Este evento regenerativo, al cual llamaremos potencial de accién de bajo umbral (LTS,
por low threshold spike motré tener dos fases (Rela et al., 2009): un crecimiento rapido
seguido de un potencigdlateau persistente, atribuibles a dos poblaciones de CCSVs con
cinéticas diferentes. Una de ellas deberizerteun bajo umbral de activacion, cercano al
potencial de reposo de la neurona NS. En cuanto a las conductancias que subyacen al potencial
plateay al manifestarse con claridad una vez queelarona se despolarigdalcanzo el pico del
LTS, los datos existentes no permiten discerrsusimbral de activacion es bajo o alto. En otra
trabajo desarrollado en el laboratorio, la neurona NS fue inyectada con pulsos breves de
corriente despolarizante y las respuestasrgdas sugirieron que habian dos poblaciones de
CCSVs involucradas (Vilarchao, 2011): una de hajtoral de activacién, con una cinética de
inactivacion rapida y sensible al magnesio, eymda de la subida rapida de la respuesta
regenerativa; y una segunda de conductancias persistentes e insensibles al magnesio,

responsables de la magnificacion de la respuesta electrofisiologica y de las colas de voltaje.

Canales de calcio sensibles a voltaje

Los canales de calcio son reconocidos por ser ubicuos, y por tener un rol Unico entre
los canales idnicos: traducir las sefiales el&grien otras formas de actividad fisioldgica.

Ademas de ser una fuente de corriente despataaz mediante el flujo de iones de calcio hacia

18



Introduccién General

el citoplasma, los canales de calcio pueden controlar varias funciones bioldgicas tales como la
excitabilidad en diversos tipos celulares, lzetacién de vesiculas conteniendo hormonas y
neurotransmisores, la contraccién muscular, el metabolismo y la iéxpdesgenes (Huguenard,
1996; Berridge, 1998; Hille, 2001; Clapham, 2007)

Los canales de calcio activados por voltaje se encuentran en toda célula excitable
(Hille, 2001). Estos comparten muchas propiedaztm los canales de sodio y los canales de
potasio del tipo rectificador retardado. Todos miembros de esta amplia superfamilia de
canales de sodio, potasio y calcio activagos voltaje tienen una apertura que depende
abruptamente del voltaje (activacion), respondiendo a la despolarizacion de la membrana con
cierto retraso. Estos se cierran (deactivacion) rapidamente después de una repolarizacion y
presentan algun tipo de inactivacion durante una despolarizacion sostenida. Una vez inactivados,
necesitan de una repolarizacion para pasar atadceserrado pero activable (desinactivacion).

Desde su descubrimiento en la décadad%®, la clasificacion de los canales de calcio
activados por voltaje ha evolucionado en términos generales en was. dtm primer lugar
fueron categorizadas por sus potenciales de activacion, luego en base a observaciones sobre su
farmacologia y su funcionamiento, y finalnepor andlisis gemtiéos y de clonado.

En cuanto a los aspectos fenomenolégicas distintos tipos de canales de calcio se
diferencian en la dependencia con el voltaje, 4a e inactivacion, la selectividad de iones, y
la farmacologia. Algunos de estos canales necesitan de una gran despolarizacion para ser
activados y otros precisan s6lo de una pequefia despolarizacion.

Una clase, los canales de calcio activados a bajo voltaje (LVA]oporoltage
activated, generalmente también tienen una rapida inactivacion dependiente de voltaje y, por lo
tanto, no son observables cuando la célula s¢iemana un potencial fijo despolarizado. La otra

clase, los canales activados a alto voltaje (HVA,pgh voltage activatéda menudo carecen
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de una rapida inactivacién, y muchas veces pueden ser registrados en forma aislada de las

corriente LVA partiendo de un potgal despolarizado (Hille, 2001).

Los canales de calcio de la clase LVA se caracterizan por manifestar una baja

conductanciatiny en inglés) y producen corrientes transitoriaansienten inglés), por lo que

se los denomind canales tipo T. Los canales de la clase HVA comprenden dos tipos: los canales

de calcio tipo L y los canales de calciootipl, P/Q y R. Los canales tipo L tienen una

conductancia de canal Unico grankdgdeen inglés) y generan corriente duradetasd-lasting

en inglés). Los canales de calcio tipo N, P/Q seRliferencian entre si en su farmacologia pero

son funcionalmente similares: ien conductancias de canal Unictrmedias entre aquellas de

las tipo T y L, y todas ellas expresan algurdgrele inactivacion dependiente de voltaje (Hille,

2001).

lento,persistente

rapidanactivable

Umbral de activacion

alto WA)

alto (HVA)

bajo (LVA)

Clasificacion

fenomenoldgica de

L

P/Q, N, R

T

Tsien
Rango de activacion Positivo a -30 m Positivo a -20 mV Positivo a -70 mV
Rango de inactivacior -60 a -10 mV -120a-30 mV -100a-60 m

Inactivacion Muy lento £>500 | Parcial (=50-80 ms)| Completor€20-50
ms) ms)
Tasa de deactivacion rapido lento rapido (2-12 ms

~—

Tablal.1 Tipos de canales de calcio en vertebrados (modificado de Hille, 2001)
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El flujo de iones a través de canales idnicos depende del voltaje por dos razones. Tanto
la fuerza electromotriz para cada i6n comagotababilidad de apertura de un canal pueden
depender del voltaje. Es asi como en los canales de calcio activados por voltaje,
despolarizaciones progresivas abren una fraccion creciente de los canales disponibles vy
producen una corriente de calcio entrante también creciente. La corriente aumenta con la
despolarizacion hasta que la apertura de canales alcanza el maximo, y luego la corriente decrece
con las despolarizaciones posteriores debido a una disminucion del gradiente de potencial
electroquimico del i6n Ga

Los diferentes tipos de canales de calcio difieren en su inactivacion, tanto en su
cinética como en su dependencia con el voltagerapida inactivacion de los canales LVA
parece ser un tipico proceso sensible a voltajeocel de los canales de sodio. En cambio la
lenta inactivacion de los canalélVA presenta otras caracteristicas. Brehm y Eckert (1978) y
Tillotson (1979) propusieron que la inactivatide los canales de calcio HVA es un proceso
dependiente de calcio en lugar de ser undireon dependiente de voltaje: algunos canales
de calcio se inactivan con un incremento local de la concentracion de calcio intracelular libre
([Ca*';) por encima de su valor normal. De esta forma, el funcionamiento de estos canales de
calcio HVA es auto-limitante: si los canales esecuentran abiertos tiempo suficiente para
producir un crecimiento local de [Eh, ellos pueden cerrarse naewente (tipicamente la
inyeccion de quelantes de calcio baja la tadeainactivacion de la corriente de calcio
previniendo el crecimiento de [€h). Es asi como, por ejemplo, los canales de calcio tipo L
pueden presentar tanto una inactivacion dependikentalcio (Fedulova et al., 1985; Dupont et
al., 1986; Yue et al., 1990) como una inactivaciéon por despolarizaciormummiarana (Fox et

al., 1987).
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La inactivacion de los canales tipo T tipicamente ocurre en un rango de voltaje muy
diferente al de la curva de inactivacién de &anales tipo L. Por ejemplo, en las neuronas
sensoriales de pollo (Fox et al., 198@)jnactivacion de las corriesg L esta casi completa a -

10 mV y esta removida practicamente en forma total a -60 mV, mientras la inactivacion de las
corrientes T esta casi completa a -60 mV y se remueve en forma progresiva entre -60 mV y -95
mV. La corriente en los canales HVA tipo N eecuentra en una situacion intermedia: la
inactivacion es removida en el amplio rango de -40 mV a -110mV. Por lo tanto, la componente
L se puede aislar usando un potencial de padédatOmV para inactivar los otros dos tipos de
corriente de calcio. Por otra parte, la coreemt se puede registrar en forma aislada usando
pulsos de baja amplitud (comienza a aute en -70 mV y alcanza un maximo en
aproximadamente -40 mV).

Generalmente, hay un grado significativo de superposicion entre las curvas de
inactivacion y de activacion de los canales tipo T, sugiriendo que estos canales de calcio podrian
ser capaces de generar una corriente entraestagionaria de calcio en un rango estrecho de
potenciales. Sin embargo, las curvas de inactivacion y de activacion de los canales tipo L
pueden tener escasa superposicion, sugiriendéagoactivacion dependiente de voltaje puede
ocurrir a despolarizaciones densk pequefias para abrir dichos canales (Fox et al., 1987).

A pesar de que los canales de calcio depatefiale voltaje tienen a la inactivacion, ya
sea dependiente de voltaje o de calcio, como un elemento que frecuentemente los caracteriza, se
pueden encontrar varios ejemplos de canalesld®d cuya activacion gende del voltaje pero
gue no presentan inactivacion, o para sers nphecisos, resultan persistentes durante
despolarizaciones prolongadas. Estos canadelsian permitir una modulacién continua del
flujo de calcio en respuesta a cambios lentos del potencial de membrana (Eckert y Lux, 1976).

Tanto las corrientes de alto umbral de activacion (Coulter et al., 1989) como las de bajo umbral
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(Pan, 2000) pueden tener una componente persistente. La amplitud de esta componente
estacionaria de la corriente de calcio podeitar determinada por el balance entre una

activacion dependiente de voltaje y una inactivacion mediada por calcio (Chad et al., 1984).

Canales de calcio tipo T

Bajo condiciones fisioldgicas, el umbral @etivacion aparente de las corrientes tipo T
en registros electrofisioldgicos esta cerca del potencial de membrana de reposo, de -50 mV a -
60 mV, alcanzando una activacion completam@mente de -20 a -30 mV (Huguenard, 1996).
La activacion es relativamente gradual en la maydeilos casos. Y lada de activacion de la
corriente tipo T es fuertemente dependiente de voltaje, creciendo con la despolarizacion.
La inactivacion es una de las principalesactgristicas que distinguen a las corrientes
tipo T de los varios componentes de HVA. Tpespiedades relacionadas con la inactivacion
tienen impacto funcional significativo enslaneuronas que contienen corriente tipo T:
inactivacion dependiente de tiempnactivacion de estado estacionario, y recuperacion de la
inactivacion (Huguenard, 1996). Las corrientes tipo T se conocen como transitorias porque
generalmente los canales se tham en forma rapida y compéedurante una despolarizacion
sostenida. Sin embargo, cuando la membrana se repolariza, los canales de calcio tipo T se
deactivan lentamente y esto permite un flujecaleio significativo, por ejemplo, a continuacion
de los potenciales de accién. En la mayorilasi€élulas la inactivacién de las conductancias de
tipo T puede ser descripta como un proceso tgpre una evolucidon temporal que sigue un
decaimiento exponencial simple que es fuertémeependiente del voltaje: la constante de
tiempo de la inactivacion decrece con deappaciones progresivas. Esta caracteristica

promueve la auto-finalizacion de los LTSs.
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La inactivacion de estado estacionario aproxima la disponibilidad de canales tipo T
como una funcion del potencial de membranasepotencial de reposo, una gran proporcion
de los canales tipo T estan ténicamente inadtisalLos canales tipo T se vuelven disponibles
para ser activados alrededor del potenciategmso y valores mas negativos, alcanzando un
nivel minimo de inactivacion alrededor de -10¥. Esta caracteristica les confiere una gran
influencia sobre la regulacidte la excitabilidad neuronal.

Por dltimo, el proceso de remocién de la inactivacion, o desinactivacion, también es
fuertemente dependiente de voltaje en casistdds tipos de células. Una hiperpolarizacion
transitoria de la membrana (tal como las gesesaor potenciales postsinapticos inhibitorios, o
por la activacién de ciertos tipos de canalespdtasio) resulta en una recuperacion de la
inactivacion de estos canales, derivando eaumento del nimero de canales disponibles para
la apertura por despolarizaciones subsiguientes de la membrana.

En diferentes células las corrientes tipo T cumplen diferentes roles funcionales que
incluyen la generacién de LTSs que conducenspados de rafagas de potenciales de accién
dependientes de sodio, promocién de oscilaciameisisecas, aumento de la entrada de calcio,
potenciacién de respuestas sinapticas, y idistion del umbral para la generacion de
potenciales de accién de alto umbral (Huguenard, 1996). En cuanto al primero de ellos, varias
caracteristicas biofisicas de la cinétide las corriente tipo T promueven los LTSs
regenerativos: la activacion desleorrientes tipo T comienza aproximadamente en el reposo, la
tasa de activacion dependiente de voltaje contrilbugs respuestas regenerativas robustas, y la
tasa de inactivacién dependiente de voltaje sgoada un LTS que se auto limita en el tiempo

(Coulter et al. 1989).
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Naturaleza de los cambios en la cmentracidn intracelular de calcio

En una célula en resposo, el nivel de calcio libre en el citoplasnfd]{{€a mantiene
extremadamente bajo. La [€J en reposo normal se halla en el rango de 30 a 200 nM en la
mayoria de las células, mientras que la concentracion de calcio en el medio externo es del orden
de 1 a 2 mM. La [C&]; se preserva tan baja gracias a la accién combinada de bombas de calcio
dependientes de ATP y sistemas intercambiadores deC#% ambos en la membrana
plasmatica, y de bombas de calcio dependientes de ATP en la membrana de organelas
intracelulares, tales como el reticulo endoplasmatico y el sarcoplasmico. Una vez que los
canales que permean calcio se abren, ya skammembrana plasmatica o del reticulo, los iones
de calcio fluyen hacia el citoplasma y la f{Galocal aumenta transitoriamente hasta que la
difusion, elbufferingy los mecanismos de bombeo inriaan o remueven el calcio extra.

De esta forma, las sefiales de4Taestan modeladas por la dinamica de las fuentes
intracelular y extracelular de calcio y de los mecanismos de extrusién, las propiedades y
distribucion espacial de Idmiffersde calcio, y la difusion diédn dentro de la célula.

El incremento de [C4); puede resultar principalmente de la entrada de calcio a través
de canales ligando dependientes (por pJjem con receptores NMDA o receptores
metabotrépicos de glutamato, &) o canales de calcio acti@s por voltaje, o por medio de
la liberacion de reservorios intracelularee@iada por la activacion de receptores deollde
receptores de rianodina activados por calcio, que dan lugar al mecanismo de liberacfdn de Ca
inducida por C&4 (CICR, porCa*-induced C&' release.

Varios de estos mecanismos para laagldrde calcio al citoplasma pueden estar
presentes en una misma célula, expresandofmraa selectiva dependiendo del estimulo. Por

ejemplo, en las neuronas piramidales del hipocampo, una activacién sinaptica subumbral
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conduce a un flujo de calcio postsinaptico primordialmente a través de receptores de NMDA
(Alford et al., 1993; Yuste et al., 1999). Estimulos supraumbrales producen un flujo adicional de
calcio por medio de CCSVs activadas por poteasiale accion de sodio (Jaffe et al., 1992;
Miyakawa, 1992; Sabatini y Svoboda, 2000).jdBaiertas condiciones, el mecanismo de
liberacion de C# inducida por C4 puede jugar un papel en el cambio de la concentracion
intracelular de calcio AJC&"] |) en estas neuronas (Emptage et al., 1999); y en otras
circunstancias se puede inducir una libémnacregenerativa de calcio mediada por IP
(Nakamura et al., 1999).

Asimismo, las diferentes fuentes de calpioeden interactuar para dar lugar a un
incremento [C&];, principalmente debido a la modulacién por{Gale los canales de calcio
del reticulo endoplasmico (Bezprozvanny et al91tMiyakawa et al., 2001). Por ejemplo, el
calcio que entra a través de CCSVs puede actuar sinérgicamente cosn gegnépPado
sinapticamente para modular los receptores de(NRkamura et al., 1999). Estos ultimos
controlan una de las vias de liberacion de calcio desde el reticulo endoplasmatico. En las células
piramidales, la liberacién transitoria de calcio evocada sg@pénte en espinas dendriticas
depende de la activacion de receptores de NMDA y es atribuida principalmente a CICR
(Emptage et al., 1999).

Més aun, la distribuciéon y la dinamica tks diferentes fuentes de calcio también
pueden dar lugar a diferentes mecanismasiaado en forma simultanea en diferentes
ubicaciones dentro de una misma célula. Es asi como cuando una neurona piramidal de la
corteza prefrontal recibe una entrada gluténgiata espacialmente restringida, se pueden
presentar tres zonas distintasedrarbol dendritico en lo guespecta a la interaccion voltaje-
calcio (Milojkovic et al., 2007). Otro caso se da en las neuronas piramidales de hipocampo, en

donde el incremento de calcio intracelular resdké la entrada del catién a través de canales
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activados por ligando, entrada por canales sensibles a voltaje, y liberacién desde reservorios
intracelulares. Estas fuentes tienen una distiffltuespacial distinta y los mecanismos no son
independientes.

Un claro ejemplo de la modulacién de las sefiales d&][Gan las ondas de calcio
(Nakamura et al., 1999). La estimulacién sindptica evoca aumentos €h f@hido a la
liberacion de reservorios intrackdtes; ellos se propagan en forma de onda en regiones
acotadas de las neuronas piramidales del hipocampo y son debidas atiactie mGIuR y
la subsecuente generacion de (Finch y Augustine, 1998). §an este modelo el incremento
regenerativo en [C4; es debido a la accién sinérgica dej yrel calcio sobre los receptores
de IR para la liberacién de calcitel reticulo endoplasmatico, generando asi las ondas de calcio.
En este modelo, el tiempo de difusién del calcio seria responsable de mucho del retraso de
propagacion de las ondas de calcio (Nakamura et al., 1999).

Podemos encontrar otro caso particularekmue el alcance de la difusion del i6n
influye sobre las caracteristicas de las sefiales de:clal difusion de calcio a través del cuello
de la espina dendritica de neuronas piramidales de CAl es despreciable en condiciones
fisiolégicas, y la cabeza de la espina funeiccomo un compartimento separado a escalas
temporales largas, permitiendo la sumacién temporal de calcio localizado durante trenes de
estimulacion sinptica (Sabatini et al., 2002). Aunque en una forma no tan extrema, en general
la difusion de calcio esta sensiblemente limitdigido el alcance espacial y las caracteristicas
de la sefializacion por calcio. Peadliferencia de la restriceiGgeométrica establecida por el
cuello de las espinas dendriticas, el fendmaedlifusion es tipicamente contrarrestado por
mecanismos homeostaticos, tales comextausion y los buffers de calcio.

De esta manera, los mecanismos de exinusambién pueden modelar las sefiales de

calcio. Una rapida remocién del calcio del citmpha puede ocurrir por su transporte hacia el
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espacio extracelular asi como hacia los resmwantracelulares. Algunos de los mecanismos

de extrusién de calcio mas conocidos son: remocién de calcio por secuestro hacia los
reservorios internos a través de la bombacdkio dependiente dATP en el reticulo
endoplasmatico liso y por medio del intercambiado d&Q¥& en la mitocondria (Rigoni y
Deana, 1986; Verkhratsky y Petersen, 1998); yahatiexterior a través de bombas de calcio
dependientes de ATéh la membrana plasmatica y via el intercambiado diCifa (Sabatini et

al., 2002).

Naturaleza de la sefalAF/F

Los indicadores de calcio que son excitados y emiten en el rango de luz visible, como
son los de la familia de los Oregon GreBAPTA y Calcium Green, han adquirido una
popularidad creciente desde su formulacién. Aateion de calcio, estdluoréforos aumentan
su eficiencia cuantica (impactando sobre la intensidad de fluorescencia) sin corrimientos en sus
espectros de absorcion o de emision. Asi es como la intensidad de emisién F depende de las
propiedades del fluor6foro, de la concentbacilel mismo y de las condiciones experimentales,
ademas de depender de la cantidad relativasdfermas libre y ligada del agente fluorescente.

Los indicadores de calcio que trabajan con luz visible y estan disponibles hoy dia no
permiten realizar mediciones ratiométricas derdntes longitudes de onda. En su lugar, las
sefiales que resultan del cambio ldeconcentracion de calcio\[Ca’"]) tipicamente son
expresadas como cambios relativos de la fluorescencia respecto a la
basalAF/F = (F - FO)/FO. Donde k denota el nivel de fluorescencia antes del estimulo una
vez substraido el nivel de fondo (el cual es generado por componentes Opticos, la solucién de

bafo, fluoréforos endégenos, etc.).
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Al igual que las mediciones ratiométricas de diferentes longitudes de afdd; es,
en teoria, independiente de lancentracion del indicador, ladgitud del camino éptico (y por
tanto, el espesor del preparado), la intensidagkdiéacion, y la eficiencidel detector (Yuste et

., 2000). Sin embargoAF /F es una funcién sublineal agCa’]: grandesA[C&] saturan el

indicador (Minta et al., 1989; Tsien y Waggoner, 1995; O'Malley et al., 1999). Ademas,
AF /F depende del nivel basal de la concentracion de calciéJ[@a reposo, [C&]o.

Una variedad de métodos han sido dedlados para traducita fluorescencia de
longitud de onda Unica en [ER Todas ellas derivan directamente de la ecuacién 5 de
Grynkiewicz y colaboradores (1985). Una ecuacion de conversion Aay& ampliamente

usada en la literatura es la siguiente (Lev-Ram et al., 1992; Neher y Augustine, 1992):

(AF/F)
(AF/F)

)

donde K es la constante de disociacion para la reaccidii@icador y (AF/F)__ es el

max

[C ]0+K

-

max (1)

cambio maximo bajo saturacién del fluoréforo. Otra forma de escribir la misma ecuacion es

(Sabatini et. al, 2000):

Alca] Fo s (AF/F)
o). ot e e @

KD I:O
donde R, =F,_,/F... €s el rango dinamico. Con el fin de poder medir los distintos pardmetros

que intervienen en la férmula, este Gltimo ndétoequiere mediciones de fluorescencia durante
el experimento que estén cerca de la saturatedmdicador, ademas del uso de un fluoréforo

con un rango dinamico grande.
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De esta forma,AF/F es una medida experimentaon la propiedad de ser
proporcional al correspondient§Ca’"], pero Gnicamente en el régimen lineal del indicador
([Ca®"] << Kg). Esta condicién equivale a evocar cambios de fluorescencia pequefios, de forma
tal que el indicador esté lejos de la saturacién. En ese caso, ambas ecuaciones se reducen a:

Alca? ] (AF/F) (AF/F << (AF/F), ) 3)

max

F/F)

Todas estas formulas (ec. 1, 2 y 3) para relaciabgyF con A[C&'] asumen las
siguientes condiciones: estequietria 1:1 de la reaccion €andicador, equilibrio quimico
entre C4" y el fluorésforo, y que la intensidad de fluorescencia sea linealmente proporcional a
la concentracion de las espediesrescentes (Grynkiewicz, 1985).

A pesar de estas limitaciones para el uso de estos métodos, las comparaciones
cualitativas entre diferentes regiones lzaks siguen siendo validas: por ejemploAdt/F es
mas grande en una regién que en otra, entonces el cambio’fediberia ser también mas
grande. La validez de este tipo de comparasiatepende de la suposicion de que effCa
basal es uniforme en la célula.

Por construccién, los indicadores actian cdraffersde calcio, ya que es la union
reversible del calcio a la molécula del indioa lo que induce el cambio en el nivel de
fluorescencia sobre el que se basa la IsdBacalcio. Como agentes quelantes, una vez
introducidos dentro de la célula, los indicadores contribuyboftdringdel calcio celular. Esto
afecta tanto a la amplitud como a la dinamicdadesefales de calcio. En esta discusion, el
término buffer de calcio se emplea en sentido estricto para designar a las moléculas (ya sean
endogenas o agregadas por el experimentador) que ligan calcluffersde calcio no deben
confundirse con otros mecanismos (bombas adatebiadores de calcio) que secuestran o

bombean el calcio hacia adentro de ort¢gsa otros compartimentos. El poderkadferingde
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calcio de tales moléculas es tipicameecaracterizado por la capacidad lieffer de calcio kg

(Ca®*-binding ratiq Neher y Augustine, 1992):

dCaB E
dlca®| K, (1+[c yK)

donde [CaB] es la concentracién Befferunido a calcio, [C4] es la concentracién de iones de

Kg =

c&” libres, y B es la concentracion total dmiffer. La capacidad debuffer brinda la razon
entre el calcio secuestrado poteffer sobre el calcio que permanece libre ante un incremento
de [C&"].

De esta expresion se deduce que seigsgu concentraciones extremadamente bajas
del indicador, si tanto la amplitud como el cursmporal de las sefiales de calcio se desean ser
registradas con fidelidad. La razén es que los indicadores compiten duuffeysenddgenos
por el calcio.

El modelo de compartimento Gnico para la dinamica déJGlular (Neher y
Augustine, 1992; Helmchen et al., 1996) fue desarrollado para explicar las propiedades basicas
de los transitorios de calcio observados en los experimentogmdagen estructuras pequefias
tales como terminales presinapticas y dendrjiesucidos por una corriente pequefia y breve
de calcio. La solucién analitica para fGaes una funcién exponencial con amplitady
constante de tiempo de decaimientdantoA comot dependen de la capacidad debaffers
de calcio. Comparado con los transitorios de’{ldaalterados (sin participacién de Ibaffers
exdgenos), la amplitud que es obtenida de las mediciones con los indicadores de calcio esta
reducida por un factor (k¥)/(1+ketkg), dondexke vy kg denotan la capacidad de lbsffer
enddgenos y exdgenos, respectivamente. Ante una entrada de calcio dada ' Lbag@dija,
tanto elA[Ca’*] como AF/F decrecen con la concentracion del indicador, debibaféring

de calcio.
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La constante de tiempo de decaimientd de [C&'], tras un pequefio y breve
incremento, al nivel de reposo depende de los mecanismos de extrusién del calcio del
citoplasma, pero resul&fectada por los buffers;es inversamente proporcional a la capacidad

total de loshuffersde calcio (la suma del endégeno y la del indicador) (Sabatini et al., 2002).
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS DE LA TESIS

Este trabajo tiene como objetivo principal analizar el procesamiento y la propagacion
de sefales sinapticas en las neuronas N& dmanguijuela. Como se ha mencionado, estas
neuronas no desencadenan potenciales déra@ero cuentan con un arbol neuritico muy
extenso y profuso. Ademas, se sabe que este tipo neuronal cuenta con canales de calcio
sensibles a voltaje. Por lo tanta, hip6tesis de trabajo basica es que conductancias activas
participan y moldean la integracion de sefi@eseste elemento de la via de procesamiento
sensoromotor. En esencia, evaluamos dos hip6tesis extremas: la neurona se comporta como un
sistema de compartimentos funcionales dlétnente aislados, permitiendo la integracion de
multiples sefales en forma simultanea, o hayogmsiderarla como una Unica unidad eléctrica,
en la cual la sefial se transmite sin atenuarse de un punto a otro.

En particular, se dispuso estudiar las sefiddesalcio evocadas en el arbol neuritico de
la NS bajo diferentes protocolos de estimulacaim la meta de analizar diferentes propiedades
intrinsecas involucradas. En el Capitulo |, se pretende caracterizar las sefiales de calcio
generadas por una respuesta en la cual estaiaradha una apertura regenerativa de canales de
calcio sensibles a voltaje. A camtiacion, el propésito del Capitulo Il es estudiar la dependencia
de las sefiales de calcio con el grado de daspation y el potencial de membrana basal. Por
ultimo, el objetivo del Capitulo Il es analizar las sefiales de calcio evocadas por estimulos
sinapticos provenientes de nemas sensoriales, con especial énfasis en el procesamiento y

propagacion de estas sefiales.
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MATERIALES Y METODOS

Preparacion bioldgica

Los animales utilizados fueron sanguijuelas de la esptizido sp con un peso entre
2 y 5 gramos. Las mismas fueron compradés e@ompariia Leeches USA (Westbury, Nueva
York, Estados Unidos) y mantenidas en urdimesalino comercial (utilado en una dilucién
1:1000 con respecto a la recomendada para alojar peces marinos) llamado Instant Ocean
(Aquarium Systems, Mentor, Ohio, Estados Unidos), a 15 °C, con un ciclo de 12 horas de luz y
12 horas de oscuridad. Los animales no fueronealiados durante, por lo menos, un mes antes
de la diseccion con el fin de estandarizar sus condiciones fisiologicas.

Antes de realizar cada diseccion, los animales fueron anestesiados por enfriamiento a
0°C durante por lo menos media hora. El sistema nervioso de las sanguijuelas fue disecado en
solucién salina normal (ver Soluciones) friaréPaste trabajo de tesse utilizaron ganglios
aislados pertenecientes a segmentos medios (entre el segmento 7 y efig8ravedA). Los
ganglios fueron montados con cara ventral hacia arriba en camaras de registro con solucion
salina normal. La base de lantéra contenia una capa del &dasero de silicona transparente
Sylgard184 (Dow Corning, Midland, Michigan, Estados Unidos), sobre la cual se fijaron los
ganglios utilizando alfileres peqgies de acero inoxidable. En todos los ganglios estudiados se
removié quirdrgicamente el tejido que empaquetasimsataneuronales sheath, que esta
formado por un endotelio, una capa de tejido ctwe y parte de las células gliales gigantes
que definen la compartimentalizacion dahglio en paquetes (Sawyer, 198&8)ura 1.2).

En los casos en los que la solucién normal fue reemplazada por soluciones de otras
composiciones, el recambio de solucion se realizé a una tasaudis fidsa que alcanza para

llenar la camara de registro de 6 ml en 2 minutos), durante el tiempo indicado en cada
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experimento. Para los experimentos que duraron mas de 30 minutos, se mantuvo un flujo
similar constante de solucién normal fresca. Bdds experimentos se realizaron a temperatura

ambiente (~ 20 °C).

Soluciones

La solucién salina normal empleada tenia la siguiente composicion (en mM): NaCl
115; KCI 4; CaCGi1.8; MgSQ 1; Tris base 5.4. Cuando se quiso usar el magnesio como
bloqueante inespecifico de cangbesmeables a calcio (Hille, 2001), se recurrié a una solucion
con alta concentracién de magnesio, en ellguelacion entre este dltimo divalente y ef'Ca
fue 20:1. La solucion de alto magnesio &l siguiente composicion (en mM): NaCl 106;
KCI 4; CaC} 1; MgSQ, 20; Tris base 5.4. Todas las soluciones usadas para perfundir los
ganglios tenian un pH ajustado a 7.4 con pequefios volimenes de NaOH 1 N o HCI 5 N, segun
correspondiera. Los cambios en la composicion de las soluciones cuidaron que la osmolaridad
de las mismas no cambiara mas del 10% con respecto a la osmolaridad de da solucal
(~261).

Algunas de las sales (KCl, CaGl MgSQ,) fueron obtenidas de Merck Quimica
Argentina; el Tris-HCI se obtuvo de Merck (Dsatadt, Alemania); y el NaCl se obtuvo de

Fisher Chemicals (Fair Lawn, Nueva Jersey, Estados Unidos..

Reqistros electrofisiol6gicos

Las neuronas individualizadas fueron registradas mediante electhomlacelulares
impalados en el soma neuronal. Se utilimé amplificador diferencial Axoclamp 2A 6

Axoclamp 2B (Axon Instruments, Foster City, li@ania, Estados Unidos), operando en la
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configuracion de fijacion de corriente continwairfent clamp o discontinua discontinuous
current clamp, DCE

Los microelectrodos se fabricaron artpade capilares de borosilicato (FHC,
Bowdoinham, Maine, Estados Unidos) utilizandoastirador de micropipetas horizontal Sutter
P-97 (Sutter Instrument, Novato, California, Ests Unidos) y se llenaron con una solucién de
acetato de potasio 3 M (Mallinckrodt Argera)n Se seleccionaron electrodos de 20-%0 dé
resistencia.

Los registros fueron digitalizados mediante conversor analégico-digital Digidata
1440A 6 1322A (Axon Instruments)adquiridos a una frecuencia dé 10 kHz en una PC con
el programa Clampex del paguete pClamp (Axatriiments). En los casos en que se operd en
la configuracion de fijacion de corriente continua, se compensé la caida de voltaje en el
electrodo mediante la funciétbridge balance” del amplificador. En algunos de los
experimentos en los que se inyecto corriente eelaona NS, se trabajé en la configuraciéon de
fijacion discontinua de corriente (DCC), ya quermite independizarse d& compensacion de
la caida de voltaje en el electrodo. Ademasgkraso particular de las neuronas NS, este
método es ventajoso ya que estas neuronas mostraron un componente rapido en la constante
temporal de su membrana, que hizo que los cambios de potencial debidos a la resistencia de
entrada de la célula no fueran facilmentetimimibles de los debidos a la resistencia del
electrodo. La frecuencia de muestreo de 1 kHz se utilizd para los experimentos en que se
registré con el amplificador diferencial operando en la configmade fijacion de corriente
discontinua (DCC). En cambio, cuando el amgdifior era configurado en el modo de fijacién
de corriente continua, la frecuencia de muestreo se establecié en 10 kHz, permitiendo conocer

con mas detalle la actividad eléctrica de las neuronas.
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Protocolos de estimulacién

La estimulacién de las neuronas se realizé inyectando corriente continua (DC) por
medio del electrodo de registro. Todos los estimulos fueron comandados desde el programa de
adquisicion y procesados por el mismo sistema que se usa para la adquisicién de datos.

La generacion de una espiga de bajdorah (LTS por las siglas en inglés tev-
threshold-spike)robusta en la neurona NS se alcanzé inyectando un pulso de corriente
hiperpolarizante de -8 nA de amplitud y 2 s de duracion (Rela et al., 2009).

La evocacion de potenciales de accion en las neuronas mecanosensoriales P se realizé
inyectando pulsos breves de corriente (5 ms) con intensidad supraumbral (3-4 nA). El estimulo
usado en los experimentos produjo un tren deriales de accion durante un lapso de 1 s: las
frecuencias estudiadas fueron 4, 8, 15y 25 Hz.

Cuando se aplicaron series de estimulos de diferente amplitud o frecuencia, siempre
gue fue posible, el orden de los mismos &lerado para compensar posibles efectos de
precondicionamiento debidos a estimulos previos. Por la misma razén, se esperé un intervalo
entre estimulos sucesivos (70 s entre pulsos degmites de diferente amplitud inyectados en
la neurona NS, y 60 s entre las estimulaciones eléctricas de la neurona mecanosensorial P para
generar rafagas de potgales de accion).

Cuando se requirio llevar el potencial de membrana (Vm) de las neworasres
distintos de su Vm de reposo, se inyect6 corriex@epor medio del electrodo de registro con la
amplitud necesaria para alcanzar el Vm ddee Dicha inyeccion se mantuvo durante el
episodio de registro, subyacente a cualquierbéarde Vm que experimentara la neurona en

respuesta a la entrada sinaptica o en respuesta a estimulos adicionales que se aplicaran.
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La resistencia de entrada (Re) de las oas se midid inyectando pulsos de corriente
hiperpolarizante de pequefia amplitud (-0.2 oAh una duracion suficiente para alcanzar un
nuevo valor estable de Vm medido en el soma de las células (300 ms). La Re se calculé como el

cociente entre el cambio en el Vm de la neurona y la amplitud del pulso de corriente inyectado.

Tinciones

Con el fin de aplicar la técnica @alcium-Imaging las neuronas fueron cargadas por
iontoforesis con colorantes fluorescentes sensibles a calcio: Calcium Green-1 (€6480K
nM), Calcium Green-5N (CG-5N, 4& 14uM), Oregon Green 488 BAPTA-1 (OGB-14K170
nM), u Oregon Green 488 BAPTA-2 (OGB-2,4K 580 nM). Todos los fluoroforos
(Invitrogen/Molecular Probes, Oregon, Estados Unidos) fueron empleados en la forma de sales
de potasio que no permean la meania celular, y fueron prepai@s en una solucién de acetato
de potasio 100 mM, con una concentracién final de colorante de 5mM. Haciendo uso de la
propiedad de capilaridad, dicha solucién sepledh para llenar los microelectrodos desde su
base durante un tiempo de 2 minutos. A diferedeidos electrodos de ratyio intracelular, los
electrodos asi llenados tenian una resistencia de entre 80 130 M

La inyeccién de colorante se realizé en el soma de las neuronas NS. Para inyectar los
colorantes se aplic6 un protocolo que consistiaretreve pulso de corriente despolarizante
(+0.2 nA, 100 ms), seguido de un pulso hiperpolarizante (-6 nA, 500 ms), siendo esta secuencia
repetida a una frecuencia de 1 Hz durante un lapso de 15 minutos.

El colorante inyectado se dejo difundir durante 90 minutos a temperatura ambiente
(~20°C), tiempo durante el cual la soluciéon normal contenida en la camara de registro fue

reemplazada cada 20 minutos, aproximadamente.
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El CG-5N se emple6 para el estudio de tgética de las sefiales dalcio evocadas por
LTS (figuras RI.8 y RI.9). Para el resto de los experimentos mostrados en el capitulo 1 se
utilizdo CG-1, OGB-1 y OGB-2. En los trabajos del capitulo 2 se us6 CG-1 y OGB-1. Y,

finalmente, los resultados del cajdt@ se obtuvieron con OGB-1.

Adquisicion de imagenes

Las imagenes de las preparaciones fueron tomadas con un microscopio confocal
Fluoview FV1000(Olympus, Nagano, Japoén), usandoalbjetivo de inmersion en agua 20x
(apertura numérica 0.5). Dadas las caracteastide los fluor6foros empleados, para la
excitacion se recurrio a un laser de Argdn multilinea (se usé la linea de 488 nm) y un espejo
dicroico DM405/488, y para la emisién un filtro BA505IF. CG-1 y CG-5N tienen su pico de
emision en 530 nm, y OGB-1 y OGB-2 en 520 nm (The Molecular Probes Handbook 2010).

Tipicamente, las imagenes fueron registradas en el modo “cuadro”, a una tasa de
adquisicion de un cuadro (256 x 256 pixeles) cada 450 ms. Dicha configuracién fue modificada
Unicamente cuando se trabajé con el colorante CG-5N: las imagenes fueron tomadas en el modo
“linea”, a una tasa de muestreo promedio de una linea (1 pixel de ancho) cada 15 ms. En el
modo “cuadro”, cada pixel correspondia a una superficie real de®x62.5um; en cambio,
en el modo “linea” cada pixel repretava una superficie promedio de Qué x 0.6um. Las
imagenes tenian un formato de 12 bitsdesir, la intensidad de fluorescenck €n un pixel
podia tomar un valor discreto en el rango de 0 a 4095, designanedtE (unidad del
fotomultiplicador) a la minima unidad.

Los parametros de adquisicion fueroms lsiguientes: la apertura confocél.A) o

apertura depinholesiempre fue fijada en 3Qdm, la gananciagain) en 1.0, y ebffseten 5%;
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la potencia delaser se establecio en la mayoria de los casos en 8% (aunque podia variar en el
rango 6%-10%). El fotomultiplicador se configuré en el modo analdgico y el voltaje del mismo
(PMT) fue el principal parametro de ajuste, pudiendo variar entre 560 V y 800 V (tipicamente,
entre 660 V y 720 V). EPMT se acomodé buscando maximizar la cantidad de pixeles de la
imagen de la neurona NS en el rango 70-2500 uPMT.

La toma de imagenes fue sincronizada en forma automatizada con el sistema de
registro electrofisioldgico. Ademas, el sistema de adquisicion de imagenes enviaba una sefial
eléctrica que permitia distinguir los momentodanque se realizaba tama y los momentos
en que no; dicha sefial fue registrada junto con la actividad electrofisioldgica.

El potencial de membrana de reposo Yy itdensidad de fluorescencia fueron
monitoreados durante el transcurso de los mx@@tos. Cualquier desviacion significativa de
los valores iniciales que no se debiera a tameacion o al cambio de medio extracelular

terminaba el experimento.

Neuronas estudiadas

La ubicacion de losomataneuronales en los ganglios de la sanguijuela es altamente
conservadafigura 1.2B), de modo que las distintas neuronas estudiadas fueron reconocidas
inicialmente por la ubicacion de los mismosidfimente su identidad fue confirmada segun sus
caracteristicas electrofisiolégicas conocidas, &ir,d@ presencia de potenciales de accién, la
forma, amplitud y frecuencia de los mismos, lesgncia de potenciales sinapticos espontaneos
y la conectividad con otras neuronas conoci@abe aclarar que las caracteristicas de los

potenciales de accion se refieren a las registradas en el soma, que en la mayoria de los casos
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representa una propagacion pasiva del fenbmeno que se inicia a cierta distancia en el arbol

neuritico.

Neurona NS

Los somatade las neuronas NS ocupan un lugar identificado como 151 en el mapa de
un ganglio medio de la sanguijuefag@ra 1.2Bi). Estan ubicados en el extremo anterior de los
paquetes laterales anteriores y son las Unicasueentorno que no muestran potenciales de
accién espontaneos, ni en respuesta a multijjes de estimulacidon. Expresan, en cambio,
potenciales post-sinapticos inhibitorios espontaneos de entre 5-10 mV de amplitud y 50 ms de
duracion. Debido a esta actividad espontanea, debe aclararse que cada vez que se refiere al “Vm
de reposo” 0 “Ym basal” de las neuronas NS, éste correspondio al Vm promedio durante 2 s sin
estimulacion alguna. En reposo, su Vm es de aproximadamente -40 mV, y en algunos casos
muestran variaciones lentas de Vm, con amplgutid orden de los 20 mV (Wadepuhl, 1989).

En los experimentos se confirmd la identidadadeeurona NS verificando dos caracteristicas
principales: a) la neurona norgga potenciales de accién, y b) al finalizar la inyeccion de un
pulso de corriente prolongado (aproximadamé&ns® de -10 nA, se desencadena una respuesta
despolarizante lenta y estereotipada. Ademas, en los casos en que se trabajé con la técnica de

calcium-imaging se pudo corroborar la identidad de la neurona a través de su morfologia.

Neuronas P

Los somatade las neuronas mecanosensoriales P estan ubicados en los paquetes
laterales posterioresiqura 1.2). Existen 2 pares bilaterales deuronas P por ganglio: el par
lateral y el par medio, segun la posicion desamataen el ganglio con respecto al eje antero-
posterior. Estas neuronas inervan el area Vepntdorsal de la pared del cuerpo del animal,

respectivamente. En reposo su Vm es de aproximadamente -40 mV y suassilge
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caracterizan por generar un potencial de accién en la fase de repolarisgtuddmd, luego de
la inyeccion de un pulso hiperpolarizante de aproximadamente -4 nA y 300 ms de duracion.
También presentan, en su respuesta a la aplicacién de dicho pulso, una inflexion que pone en

evidencia la activacion de una conductancia activada por hiperpolarizsagin (

Procesamiento de imagenes

Las imagenes de fluorescencia fueron procesadas con un programa disefiado y escrito
por el autor utilizando el programa MatlébathWorks, Massachusetts, Estados Unidos),
tratando de emular muchas de las funcioneghg que tienen los programas de uso comercial,
pero ajustando su funcionamiento a las necesidades del presente trabajo.

En primer lugar, antes de empezar con el procesamiento, se verificO observando la
secuencia de imagenes que no hubiesen desptatamdel preparado en el tiempo, ya sean
espontaneos o productos de la estimulacion.

El procesamiento propiamente dicho empezdlacaplicacion de un filtro espacial de
tipo gaussiano. Dicho filtro suaviza la imagen en la dimensién espacial, facilitando la futura
tarea de reconocimiento y reconstruccion del ttazie los principales pcesos neuriticos de la
neurona. Para ello, se le asign&ada pixel la intensidad de fluorescencia promedio de los 9
pixeles que forman un cuadrado de 3x3 con centro en el pixel en cuestion. Este es un promedio
ponderado por la distancia al centro del cuadrdeaina forma tal que se conserva la intensidad
total de la imagen completa.

En segundo término, se procedié a efactaacorreccion por el fondo. Para dicha
enmienda, se eligieron en forma aleatoria M&lps que se encontraban fuera del contorno del

ganglio. Para cada pixel elegido, se tom6 un cuadrado de 3x3 pixeles centrado en el
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seleccionado y se promediaron todos los val(®6spixeles) de intensidad de fluorescencia.
Como dicho valor le corresponde a un cuadr@reeediaron todos los datos de una secuencia
temporal completa, obteniéndose un Unico “valoapd fondo” de una secuencia. Finalmente,

se les descont6 este Ultimo valor a las intensidades de fluorescencia de todos los pixeles de cada
uno de los cuadros de una secuencia.

En este estudio no se efectuaron correcciones por el fenémehkeathing del
colorante, ya que se demostré que su efecto se puede despreciar dadas las caracteristicas del
presente trabajo.

En tercer lugar se definieron “superpixeleslo largo de la estructura de la neurona.
Definimos como “superpixel” a un conjunto feixeles que forman un cuadrado de 3 pixeles
de lado figura MyM.1D), su intensidad de fluorescencia es la intensidad promedio de los 9
pixeles y su ubicacion es la localizacion de su pixel central. Estos se ubicaron manualmente
sobre los elementos mas visibles @dvol neuritico de la neuronfigura MyM.1C), tratando
de abarcar todas las estructuras a analigar§g MyM.1A-B ); no se estudiaron las sefiales de
fluorescencia en el soma neuronal. En caso de que la imagen no permitiera distribuir los
superpixeles en forma continua a lo largo denkagitas, el Ultimo pixel visible de un tramo fue
unido siguiendo una linea recta con el primer pi@ble del tramo siguiente que parecié ser su
continuacioén. Las discontinuidades se debifiamy posiblemente, por el enmascaramiento que
producian en especial los otros somata nelgsrn@or sobre las arborizaciones llenadas con el

fluoréforo.

AF(t)

Finalmente, se calculé el cambio relativo de fluorescenelf:aﬁ. Se define como

fluorescencia basalK,) a la intensidad de fluorescencia promedio durante el lapso de tiempo

previo a la estimulacién. Dicho promedio consistid, en todos los protocolos empleados, de un
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100 um

10 um

Figura MyM.1. Pixeles, superpixeles, ROls y procesos neurificos. A,
imagen de fluorescencia basal de una neurona NS cargada con OGB-1. La
escala de colores codifica la intensidad de la sefial de fluorescencia, medida
an uPMT. B, sobre la misma imagen mosirada en A, se presentan los trazos
formados por pixeles {circulos viclstas} contiguas a lo largo de los procesos
neuriticos a estudiar (ver figura RL1). € y D, se ampllan las ragiones
recuadradas en blance en A y G, respectivamenie. Los superpixeles {en D,
cuadrado violeta) estan constituidos por un pixel central {circulo viocleta) y 8
pixeles circundantes que forman un cuadrade de 3 x 3 pixeles. Los pixeles
cenfrales de los ROIls se ubican a lo largo de las neuritas de interés (ver C),
pasando por los puntos de mayor intesidad da fluorescencia y nitidez. Un
conjunto de superpixeles consecutivos que ocupan un largo de 40 pm
constituyen un ROI (regidn recuadrada sn C).
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minimo de 10 cuadros. Luego, cuadro a cuadro, se calculd el cambio relativo de fluorescencia

(de ahora en adelant&f-/F o transitorio de calcio) de cada superpixel como:

AF(t) _ F(t)-F, 100
F F,

Un pixel o un superpixel se categorizaron como “defectuosos” cuando no cumplian
alguna de las siguientes dos condiciones: floemsa basal mayor a 3 veces la intensidad del
fondo (baja relacién sefal/ruido) o fluorescia basal menor a 3000 uPMT (posibilidad de
saturacion dehF/F).

Para definir las regiones de interés (ROI, mgion of interegt donde focalizar el
estudio de las sefiales de fluoremia, se procedidé a dividir &rbol neuritico déa neurona en
una secuencia de segmentos de un largo d;4R0Il). Cada ROI estaba compuesto por una
secuencia de superpixeles, no necesariamente en linea recta, que seguian el trazo formado por
los puntos mas brillantes de la neurona. Un ROI se considerd para su estudio Unicamente si al
menos un 40% de los superpixeles que lo constituian no habian sido clasificados como
defectuosos.

Finalmente, cada ROl se identifica por su ubicacion espacial, descripta por su
pertenencia a una de las cuatro ramas primarias o al tronco que se descrilfigurenRal, y
por la distancia de su centro respecto del trandel soma de la neurona, respectivamente. De
esta forma, la notacién padenominar a los ROl es la sigate: “neurita-distancia” (por
ejemplo,rlA-140um identifica al ROI ubicado a 14@m del tronco dentro de la rama ipsilateral
anterior). Cada ROI asi definido se asocia asgfel de fluorescencia que resulta del promedio
de la sefial de fluorescencia de todos los superpixeles que lo componen (se descartan los
superpixeles defectuosos para el promedio).

Este criterio para definir las zonas de liétese modificé cuando se trabajé con CG-5N

(figura R1.8 y 9). En este caso, las imagenes fueranadas en forma de lineas y el segmento
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de interés (SOI, posegment of interestfue definido como una secuencia de pixeles
consecutivos en la cual ninguno de los ellos habia sido calificado como defectuoso. Ademas, el
SOl debia tener una longitud minima dep®0, y tenia que haber similitud entre las sefiales de
fluorescencia de cada pixel dentro del SOI. Ligakele fluorescencia que se le asocia al SOI
resulta del promedio de la sefial de fluorescetheitpdos los pixeles que lo conforman. Para los
paneles A, By C de ligura RI.9 se usaron los mismos SOIs; para el panel D diglaa

RI.9 se trabajo con SOls de gfn.

Andlisis de los resultados

El andlisis y procesamiento de los registe® realizd en maquinas PC, usando los
programas Clampfit del paquete pClamp (Axbrstruments), Statistica (StatSoft, Tulsa,
Oklahoma, Estados Unidos), Origin (Micro&dftware, Northampton, Massachusetts, Estados

Unidos), y programas escritos a tal fin pbautor usando la aplicacion Matlab.
Los resultados se expresaron como valores de niEdiarror estandar (s.e.m.) y el

namero de preparaciones (n) se expresoé entre paréntesis.

El grado de significancia estadistica lbs resultados obtenidos en los distintos
experimentos se determind usando alguna desilguientes pruebas (elegido segun el disefio
experimental y el tamafio de la muesttagst de Studengara dos muestras no pareaddsst
de Student pareadoara dos muestras pareadast de ANOVAle un factor y prueba de Tukey
para comparaciones multiplegst de Mann-Whitnegara dos muestras no pareadast de
Kruskal-Wallispara tres o mas muestras independietéssde Shapiro-Wilk y test de Lilliefors

para prueba de normalidad (ditribucion normagaaissiana). Los resultados de los tests fueron
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considerados significativos cuando p-valor < 0.05 (un asterisco, * p < 0.001; doble asterisco,
**p < 0.05).
Con el fin de caracterizar y estudiar las sefiggistradas, se procedio a identificar, medir

y calcular los siguientes parametros en forma sistematica:

Tiempo ceroen los casos en que se inyectd un pulso de corriente hiperpolarizante, se
define como origen del eje temporal al momento en que finaliza dicho pulso. Cuando el
pulso de corriente inyectado fue de caracter despolarizante o cuando se estimulé una
neurona mecanosensorial con el fin de evocar una serie de potenciales de accién, se
establece como el origen temporal al momento en que comienza la estimulacion

eléctrica.

a) del LTS de la neurona N8dura RI.3):

1. Umbral: punto de inflexion de la fase de subida del LTS. La coordenada temporal del
umbral Tymora) cOrresponde a la del minimo local de la derivada primera con respecto
al tiempo del registro de voltaje, durante Isefale subida del LTS. Con el fin de evitar
la alta sensibilidad al ruido que tiene la dada, se filtr6 el registro de voltaje con un
filtro pasabajo gaussiano con una frecuedei@orte de 10 Hz. Con esta manipulacion,
se conservaron las caracteristicas principalds defal en la region de interés, como
son el valor del Vm y su curso temporal, y se anularon las fluctuaciones rapidas

debidas al ruido.

2. Picots punto de maximo valor de la curva de Vm en funcion del tiempo.
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Amplitud rs[mV]: diferencia de Vm medida desde el umbral hasta el-gico

Tpicats (tiempo al pico) [s]:tiempo transcurrido entre el tiempo cero y el gigo

Anchq+s[s]: ancho del LTS medido al 80% de la amplittid Se ubicaron los puntos
en los que se alcanza el 80% de la amplityadtontando a partir del umbral, a un lado
y a otro del pico. Y se calculd la duracibomo la diferencia entre las coordenadas

temporales de esos dos puntos.

T _b50%;+s (tiempo al 50%) [s]:tiempo transcurrido entre el tiempo cero y el punto en

gue se alcanza la mitad de fa@itud rs durante la fase de bajada.

Exceptuando el caso del umbral, para la medid&tos restantes parametros se empleo el

registro electrofisioldgico original (sin filtrar).

b) del potencial sinaptico de la neurona NS:

c)

Potencial sindptico [mV].respuesta promedio durante los primeros 5 s. Primero se
midio la linea de base para Vm durante3as previos a la estimulacién de la neurona
mecanosensorial. Luego se midid el cambio promedio de Vm de la neurona NS

respecto a la linea de base durante los 5 s posteriores al tiempo cero.

del transitorio de calcidigura RI.3):

Ruidog [%]: desviacion estandar del valor basalAdiéF, previa a cualquiera de los
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estimulos.

Amplitud [%]: valor promedio de\F/F durante los primeros 5 s a partir del tiempo

cero.

Picos: a la sefial daF/F se le aplicd un filtro pasabajos gaussiano con un frecuencia
de corte de 0.25 Hz y luego se identificpehto de maximo valor de la sefal a partir

del tiempo cero (picg).

Tpicos (tiempo al pico)[s]:tiempo transcurrido entre el tiempo cero y el gico

Anchgg [s]: ancho del transitorio de calcio dido al 50% de su valor maximo. Se
ubicaron los puntos en los que se alcanza el 50% del valf/8een el picg-, a un
lado (antes) y al otro (después) del pic’ se calculd el anche como la diferencia

entre las coordenadas temporales de esos dos puntos.

T_s50%¢ (tiempo al 50%) [s]:tiempo transcurrido entre el tiempo cero y el punto en

gue alcanza la mitad del valor AE/F en el picg-durante la fase de subida.

AToqm(s]: diferencia entre los valores de T_s5@%le dos SOIs cuyos centros estan
separados entre si por gén. La estructura de la neurse dividié en segmentos de
20 um (SOI; Unicamentepara esta medicion). Una vez obtenido el TR0%
correspondiente a cada SOI, se calculé farelcia entre dichos valores para SOls

contiguos; a la del SOl més distante ssustrajo la del SOl méas cercano al soma.
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8. Amplitud Normalizada [ad.]: la amplitudrde la sefial evocada por un dado protocolo
se normaliza por la amplitugdde la sefial evocada por un LTS (desencadenado por un
pulso hiperpolarizante de -8 nA 'y 2 s)@mismo ROI. EI LTS fue desencadenado al
menos una vez al comienzo del experimento general al cual le sirve de referencia, y
como minimo una segunda vez durante el desarrollo del mismo (y en por lo menos 75%
de los experimentos, se lo midié también al final de la serie de mediciones sobre un
preparado). Esto resulta en una medida adifoeal ([ad.]), y se abrevia como A.N. en

las figuras.

9. Amplitud Referenciada smy [ad.]: la amplitudr evocada por una sefial sinaptica se
normaliza usando la amplitydgenerada por un potencial sinaptico de referencia. En
base a los resultados obtenidos en cada experimento de estimulacién sinaptica, se
aplico un ajuste lineal a los datos de amplited funcion del potencial sinaptico. A
partir de estos datos se calculd, para cada ROI de una neurona NS, la gnugitad
sefial para un potencial sinaptico denB/. Con dicho valor de referencia se

normalizaron los valores de amplifggara todos los potenciales sinapticos evocados.

10. Amplitud Normalizadg syn [ mV']: amplitud normalizada relativizada por el valor
del potencial sinaptico. En los protocolos de estimulacion de la neurona
mecanosensorial P (Capitulo 8¢ normalizé la amplitud del transitorio de calcio
evocado por la estimulacion sind@a: primero, usando la amplitydde la sefial
generada por un LTS; segundo, por el potérmstigaptico registrado en la neurona NS.

Este proceso se hace ROI por ROI en cada preparado.
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Cuando se reportan los valores promedio dasegriables, correspondientes a la muestra
poblacional, cada preparado aport6 su valor pdimpara una ubicacion y/o condicion dadas.
El valor promedio para un preparado se obtuvo calculando la media entre repeticiones en esa
ubicacion y/o condicién. Por ejemplo, el protacde pulso hiperpolarizante para evocar LTS
(Capitulo 1) fue repetido un minimo de tres para cada neurona NS. En los protocolos de pulsos
despolarizantes de 200 ms (Capitulo 2), cada serie (6 intensidades de corriente para cada Vm
basal) fue repetida al menos dos veces por neurona. Y en los protocolos de estimulacion
sinaptica (Capitulo 3), cada serie (una frecuencia de estimulacién para una neurona
mecanosensorial P) consistia de 5 repeticiones; ademas, una misma serie se podia hacer mas de
una vez.

Para estudiar la correlacion temporal del registro electrofisiolégico y los transitorios de
calcio figura RIIl.5 ), se calculo la correlacion cruzada normalizada.

La correlacion cruzada se define, para dos funciones discretas fy g:

(f=g)fat]= 3 f[m]- glat+m]

m=—o0

En caso de necesitarse, se normaliza de tal forma que la autocorrelacién para un desfasaje nulo

sea igual a la unidad. De esta forma, 1 es el valor maximo que puede adoptar el indice.
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RESULTADOS |

TRANSITORIOS DE CALCIO EVOCADOS POR LTS

El estudio de las sefales electrofisicddg medidas intracelularmente brinda un
panorama acotado de la actividad de una célula y su funcionamiento dentro de un circuito
neuronal. La diversidad de fendmenos que puéslesr lugar simultaneamente en la dimension
espacial se ve reducida al evento punttedistrado. Mas adn, una de las principales
limitaciones que tiene este tipo de medicién focalizada y muchas veces distante, es que los
diferentes hechos que acontecen en la neurona pueden ser registrados en forma incompleta y/o
alterada. Y en el peor de los casos, el efecto de un evento lejano puede disiparse antes de
alcanzar el electrodo de registro.

Como se ha mencionado, las neuronas NS de la sanguijuela han sidoadesoripi
carentes de potenciales de accion. Extienden arborizaciones profusas en el ganglio donde se
encuentra su somdaifura RI.1A) y envian ramificaciones que salen del ganglio por los
nervios laterales y conectivos @depuhl, 1989). Esta estructwiagiere que esta neurona puede
recibir y/o emitir sefiales a disicias relativamente grandel cual es, en principio,
incompatible con una propagacion exclusivamente pasiva.

Tal como se demostr6 en estudios previos (Rela et. al, 2009), las neuronas NS
presentan espigas de calcio que pueden ser evocadas tanto al estimular con pulsos de corriente
hiperpolarizante gnode break como con pulsos de corriente despolarizante. La etapa
regenerativa de la espiga de las neuronassélSlesencadena principalmente debido a una
conductancia de &3 cuya activacion resulta dependiedts voltaje. Esta activacion tiene un

umbral bajo menor a -50 mV, y por ende, llamaoe a este fendmeno espiga de bajo umbral
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Figura RI.1. Morfologia de la naurona NS. A, imagen confocal de
fluorescencia (superposicion de distintos planos focales) de un par de
neuronas NS presente en un ganglio medio aislado {gentileza de Lorena
Rela). Una neurona NS fue llenada con Lucyfer Yellow y |la oira con Rodamina-
Dextrano 3K. Se alcanzan a distinguir los somas de varias otras neurcnas
como efecto de su autofluorescencia, y un contorno tenue que correspende al
limite del ganglio (ant: anterior, post: posterior}. B, diagrama simplificado del
érbol neuritico de la neurona NS, en el que se indican un tronco principal y
cuatro neuritas primarias que se proyecian por cada uno de los cuatro nervios
{r: rama, C: contralateral, I: ipsilateral, A: anterior, P: posterior). Las
distancias sobre las ramas se miden a partir del tronco. En Iinea punteada se
indica en forma esguematica el contorno del ganglio.
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(LTS, porlow-threshold spike La despolarizacion y/o entrada de?Qaroducen la activacion

de canales de Kensibles a TEA, que contribuyen con la repolarizacion de la membrana (los
resultados sugieren que la repolarizacion esta mediada preponderantemente por carales de K
activados por C4).

Una de las preguntas que se intentara responder en este capitulo es acerca de la
distribucion espacial de estas conductancias des@asibles a voltaje (CCSV). La distribucion
espacial de estas conductancias a lo largo de la extensa estructura neuronal podria ser
importante para determinar en qué medida daBales eléctrofisiolégicas se propagan en
compartimentos reducidos o sdierden a todas sus arborizaciones.

La integracién, propagacion y transmiside sefiales son elementos vitales para el
funcionamiento de las redes neuronales. Y entesuléduncionamiento requiere de técnicas de
medicidn que permitan abordar el problema en forma extendida, domegistros simultaneos
en multiples sitios.

Para hacer viable el andlisis de la dstcion espacial de las CCSVs, la compleja
estructura de la neurona NS fue simplificada para su estbjord RI.1B). Es asi como
durante todo el presente trabajo estudiaremos los transitorios de calcio en los elementos mas
prominentes de su &rbol neuritico. El soma deelarona esta ubicado ehextremo anterior del
paquete lateral anterior. Del soreanerge una sola neurita que se divide en dos: el tronco
principal posterior, que recorre el ganglio siguiendo el eje antero-posterior y se extiende por el
nervio conectivo posterior, y otra proyeccion de grueso calibre que se proyecta por el nervio
conectivo anterior (tronco anterior). Del troncotgdsr se extienden cuatro neuritas primarias,
cada una de las cuales se proyecta por eldpanervios laterales anterior y posterior (dos

ipsilaterales y dos contralaterales a la ubicacién del soma).
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Los LTSs evocan transitorios de calcio

Los LTS generados por las neuronas NS son respuestas activas, aunque no fenémenos
“todo o nada”, sino fendmenos graduales es ¢oiales la amplitud, duracion y latencia
dependen de los parametros del estimulo (Bel., 2009). El protocolo de estimulacion que
produce los LTSs de mayor amplitud es la aplicacién de pulsos hiperpolarizantes, siendo el
fendmeno desencadenado sobre la fase de subida del pulso. Ademas, estos LTSs se desarrollan
siguiendo la cinética determinada por las conductancias responsables del mismo, sin las
impuestas por el estimulo, como sucede con los estimulos despolarizantes (ver Capitulo 2). Por
lo tanto, reservaremos el nombre LTS para el fendmeno evocado por un pulso hiperpolarizante
y al generado por un pulso despolarizante lo llamaremos evento regenerativo.

En este trabajo se buscé en todos los casos desencadenar un LTS de maxima amplitud,
y para ello se utilizaron pulsos e&nA de amplitud y 2 s de duracién. Este estimulo garantizé
gue la respuesta generada fuera robusta, y campéitud, la latencig la duraciéon alcanzaran
los valores de saturacion

Los resultados previos (Rela et al., 20G8)ican que la fase regenerativa del LTS se
debe a un aumento transitorio de la conductancia &l Ckenando una neurona con un
fluoréforo sensible a calcio y registrando con sistema de adquisicion de imagenes de
fluorescencia adecuado (ver Materiales y Métodos) es posible observar cambios de la
concentracion intracelular de calcia[Ca®"];), reflejados en variaciones de la intensidad de
fluorescenciaAF/F). Aplicando esta técnica, denominaddcium-imaging fuimos capaces de
registrar modificaciones temporales de la concentracién de calcio intracelular (transitorios de

calcio) en el arbol neuritico demeurona NS al evocar un LTS.
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El ejemplo que presentamos erfitura RI.2A es el de una neurona NS llenada con
OGB-1. Estando la célula en estado de reposo, se inyectd un pulso hiperpolarizante (-8 nA, 2 s)
gue evocO un LTS. En simultanese pudieron registrar sefales Ale&/F de mas de 30% de
valor maximo en regiones de interés (ROIs mmgions of intere$ta lo largo de diferentes
arborizaciones de la neurorigra RI1.2B).

Claramente se puede apreciar que el comienzo de los transitorios de calcio se
correspondi6 en tiempo con el LTS, sugiriemtiovinculo entre ambos fendmenos. No obstante,
la cinética de los\F/F fue considerablemente méas lenta que la del evento electrofisioldgico
(tanto en la fase de subida como en la de bajada). Esta disparidad pudo haber sido generada por
factores endégenos (como sistemas reguladores de 1§; [@a cinética lenta), aunque la
distorsién introducida por el método de medic&msiempre un factor importante a tener en
cuenta. Como se alcanza a observar, la frecuencia de adquisicién (~2 Hz) no fue un factor
limitante para describir la subida al pico. Por su parte, el fluoréforo pudo haber influenciado en
el desarrollo natural del transitorio de calcier(Discusién). Esto sera estudiado mas adelante
en este capitulo.

En el ejemplo representativo mostrado efigara RI.2B, los transitorios de calcio
presentados corresponden a ROIs ubicadas en cada lemcuatro neuritas primarias. Ademas,

a simple vista, no parece haber diferenciastasiciales en la amplitud de las sefales de
fluorescencia. Estudiar en forma sistematica éstas y otras propiedades generales de los
transitorios de calcio generados por LTS es el siguiente paso.

Con el fin de caracterizar los transitorids calcio evocados por LTS fue importante
definir una serie de variables. lfigura RI.3 presenta en forma gréfica las variables a ser
evaluadas, y cuya medicion fue detallada eneki@les y Métodos. La amplitud del LTS fue

caracterizada, como se describié por Rela y colaboradores (2009), como la diferencia entre el
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Figura RL.2. Transitorios de calcio evocados por un LTS. A, imagen de
fluorescencia de una neurona NS inyectada con Oregon Green 488 BAPTA-1.
Un electrodo de registro/estimulaciéon se ubica en el soma (estructura
compacta de la derecha). Se indican cuatro regiones de interés, una en cada
neurita primaria: rectangulo azul {rlA), verda {rIP), rojo {rCA) y celeste (rCP).
8, registros representativos de la respuesta de la neurona NS a un pulso de
corriente hiperpolarizante (-8 nA; 2 s), esquematizado por el trazo inferior. El
LTS se registra electrofisioldgicamente en el soma {pansl inferior) y, en
simultzneo, se mide el cambio de fluorescencia AF/F (panel superior) en las
cuatra regiones de interés indicadas en A. Junto a la respuesta eléctrica se
indica el V¥m de reposc de la neurona antes del estimulo y con las respusestas
épticas se precisa la distancia desde el fronco de cada una de las regiones de

interés medida.
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Figura RL.3. Caracterizacion de las respuestas. Ejemplo representativo de
un LTS (A} evocado por un pulse hiperpalarizante (-8 nA, 2 s) y su
correspondiente transiforio de calcio (B). Se muestran los parametros
utilizados para describir dichas seiiales {ver Materiales y Métodcs). Aiies una
amplicacion de Ai. El pico,; es el punto de méximo valor de Vm y Tpico,: s
su coordenada temporal. El umbral es el punto de inflexién de la fase de
subida del LTS. La amplitud,; se midid desde el umbral hasta el picoy; ¥ 8l
ancho,, se evalué al 80% de la amplitud.,. El pardmetra T_b50%,
corresponde al tiempo en que se alcanza la mitad de la amplitud,; durante la
fase de bajada. El trensitorio de calcio en un ROl se muestira tanio en su
versién esténdar (B.7 y circulos grises en B.ii} como en su versién flitrada
{frazo continuo en B.ii; filiro pasabajo de 0.25 Hz). El ruido, mide la
desviacién estdndar del valor basal de AF/F. La amplitud,; es el valor
promedio de AF/F en los primeros § s. Los rectangulos grises indican las
ventanas temporales en que se midieron el ruida,; y la amplitud,.. El pico,. se
determiné sobre la seiial filtrada: el valor maximo de AF/F y su coordenada
temparal (Tpico,:). El T_s50%,. es el tlempo en que se alcanza el 50% de ese
valar maximo durante la fase de subida. El ancho, se midi6 a esa altura.
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valor maximo del Vm (Vm en el picgs) y el Vm en el umbral de disparo. El pigotiene

ademas una coordenada temporal (TpigoEl ancho del LTS se mide al 80% de la amplitud
maxima (anchgs). La medicion del ancho al 80% es particularmente relevante cuando la
espiga se desencadena por pulsos despolarizantes, pero no da una medida de la duracion del
fendmeno electrofisiolégico. Por eso, en esibdjo medimos ademas el tiempo que le lleva a

la sefial en bajar al %0 del valor maximo (T_b5084s). Para caracterizar los transitorios de

calcio tomamos dos medidas de la amplifor un lado medimos el valor maxime=(F en el

picosr) a partir de la sefial filtrada con un fitpasabajos (ver Materiales y Métodos). Sin
embargo, para transitorios de baja amplitud esedicién puede dar una medida distorsionada

de la magnitud de la respuestqoy ello se optd en todos los casos por medir el promedio de la
sefial durante los primeros 5 s. Teniendo en cuenta las sefiales de pequefia amplitud, medimos el
desvio estandar de la linea de basaF& para contar con una medida del “ruido” de la sefial
(ruidosf) previo al estimulo, y asi poder ponderar si un aumentd-#npodia ser considerado

una respuesta. Para evaluar los parametros tatepate los transitorios de calcio se midi6 el
tiempo al 50% del transitorio en la fase de subida (T_g90¢ €l anchgr, también medido al

50% del valor maximo d&F/F.

Caracteristicas generales de los transitorios de calcio evocados por LTS

Los transitorios de calcio evocados por LTS no parecen ser un fenomeno localizado,
sino mas bien extendido a lo largo de lauettra neuronal. Los mismos datos del ejemplo
representativo mostrado erfigura RI.2 son expuestos nuevamente, pero esta vez con el fin de
resaltar la distribucion espacial de la sefiahB&-. La evolucion temporal de los transitorios de

calcio evocados junto con el LTS es detenidaecdeclos puntos de maximo valor de la sefiales
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(3.8 s desde el final del pulso hiperpolarizante). Y la intensidadF{€l en ese instante es
codificada a través de una escala de colores y representada para todo dfigusalil.4A).

Al comparar dicha imagen con la distribucionasal de la fluorescencia basal (imagen en tono
de grises), queda en evidencia que los transitoieosalcio se observar@m toda la estructura
visible de la neurona. Las diferergian la magnitud de la sefial AB/F a lo largo de las
arborizaciones son tangibles, pero es factibledir los transitorios en toda porciéon de la
neurona que la técnica permitié observar erotadicién de reposo (sin estimulacion).

La relacion entre la imagen de fluorescie basal y la imagen del cambio de
fluorescencia también se puede analizar enngidgeinverso. Como el fluoréforo fue inyectado
en una neurona NS (descartando el pasaje del colorante a otras células), la presencia de sefiales
de AF/F sugiere que todas las estructuras visiblel imagen basal corresponden a la neurona
en cuestidn, y no son aberraciones generadas por el sistema 4ptico.

Cabe aclarar que los cambios del nivel de fluorescencia en el contorno del soma
neuronal posiblemente hayan sido un artefacto de la medicién. En varias oportunidades se
detect6 un movimiento del soma neuronal, tatesentido axial como dentro del plano focal,
en especial durante la inyeccién de corriente a través del electrodo de registro. Ademas, el
protocolo de adquisicion y procesamiento de las imagenes fue desarrollado para brindar un
resultado 6ptimo y fidedigno en el &rbol neuritico de la neurona, pero se ignord por completo su
efecto sobre las sefiales en la zona del soma. Por ejemplo, los pixeles correspondientes a dicha
estructura siempre resultarontaescompletamente saturados (dad alta concentracion de
fluoroforo). No obstante esto, el descartelae pixeles saturados o préximos a estarlo (ver
Materiales y Métodos) solo fue aplicado a los trazos del arbol neuritico, pero no sobre los

pixeles del soma.
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Figura Rl.4. Distribucién espacial de los transitorios de calcio evocados
por LTS. A, imagen pseudocolor raprasentativa de una neurona NS, donde el
color Indlca la magnitud del camblo de fluorescencla AF/F seguln la escala
presente a la deracha. La imagen pertensce al mismo sjemplo mostrade en la
figura Rl.2, correspondiendo a un tlempo de 3.8 s después de finallzado el
pulso eléctrico. En el éangulo superior derecho se muestra la imagen de
fluorescencla basal de la neurona, quedando en evidencla que los transltorlos
de calcio evocados por el LTS estan presentes en todo el arbol neuritico
visible de la célula. B, promedio de la amplitud,- (ver Materlales y Métodos}
del transitorio de calcio evocado por LTS en funcidn de la distancia, para las
cuatro neuritas primarias (n=33 con OGB-1, 15 con OGB-2, y 25 con CG-1).

En azul se indica el ruido,promedio {(ver Materiales y Metodos).
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Para resumir los resultados sobre la distribucion espacial de los transitorios de calcio
evocados por LTS, se midié la amplitudie las sefiales dpticas generadas junto con un LTS al
inyectar un pulso hiperpolarizante de -8 nAateplitud y 2 s de duracién a lo largo de las
cuatro neuritas primarias (véigura RI1.3 y Materiales y Métodos). En figura R1.4B se
presentan los datos promedios obtenidos al emplear tres indicadores de calcio diferentes: CG-1,
OGB-1 y OGB-2. Se grafica la ampligdintegrada en ROIs de 40m de longitud (ver
Materiales y Métodos) en funcion de la distanpara las cuatro neuritas primarias (rlA, riP,
rCA y rCP; verfigura RI.1). Ademas, se ensefia el nivebmedio del ruido basal de cada ROI
(ruidoys; ver Materiales y Métodos), quedando emidencia que las amplitudes medidas
corresponden efectivamente a cambios sensibles de la concentracién de calcio intracelular.
Tanto la magnitud de las sefiales como su pesfikcial no presentaron diferencias apreciables
al medir con los diferentes fluoréforos (no se muestra).

Nuevamente se puede apreciar que los transitorios de calcio evocados por LTS estan
presentes a lo largo de las cuatro ramas pidsmaEste resultado no es producto del aporte
localizado en diferentes ubicaciones hecho gistintos preparados, cuya complementacion
podria dar lugar a curvas como las mostradaslos los preparados considerados para el
promedio mostraron un comportamiento como el del ejemplo representativiigdeddR|1.4A :
toda porcion visible del arbol neuritico presentd un transitorio de calcio al evocar un LTS
mediante pulso hiperpolarizante.

Los transitorios de calcio asi evocadus sOlo fueron encontrados en las ramas
primarias, sino que también fueron medidos en forma consistente en el tronco posterior (a lo
largo de todo el ganglio) y en el tronco anterior (hastapdfdel soma, a través del nervio

conectivo); estos datos no se muestran.
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La ubicacion del ganglio dentro del campsuél (en la gran mayoria de los casos, el
ganglio ocupaba casi por completo el campo de registro con la lente x20 utilizada), las
limitaciones impuestas por el plano focal, elaalce del fluoréforo por difusion pasiva, la
diseccién ejecutada, y otros factores hiciecue las sefiales en las neuritas primarias se
pudieran medir sélo hasta el contorno del ganglio.

El aumento de la amplitud de la sefialAd€éF con la distancia al somég(ra R1.4B)
es consistente con una distribucién no uniforme del fluoréforo, que predice una menor
concentracion a medida que nos alejamos del sitio de inyeccion. Aunque tampoco hay que
descartar la posibilidad de ques ldiferencias en la amplitud d&F/F reflejen una verdadera
disparidad en la magnitud del cambio de cotreeion de calcio intracelular. También hay que
notar que una posible variacién de la relacion superficie/volumeramm de las neuritas daria
lugar a esta diferencia en amplitp@ver Discusion).

Asimismo, queda por dilucidar las causas y las implicaciones de que el rango de
valores de amplitugk registradas en las distintas newitgea practicamente el mismo, sin
presentar diferencias inter-procesos apreciallegsste comportamiento es un artefacto de la
medicion o es la naturaleza misma deAf8a’"]; se analizara mas adelante (ver Discusion).

En los experimentos en que se midié la amplifude los transitorios de calcio,
también se midieron el tiempo al pico (Tpigoy el anchgr (figura RI.5). El primero de ellos
serviria para describir la fase de subida werjundo la duracién de la sefial. En forma mas
notable que la amplitugl estas cantidades presentan unilpespacial uniforme a lo largo de
cada una de las cuatro ramas (uniformidad iptegeso). Y en consonancia con el tamafio de la
sefial, al comparar entre las distintas neuritasvidores de estos parametros cinéticos, ellos

resultan altamente similares (uniformidad inter-proceso).
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Figura Rl.5. Caracteristicas cinéticas de los transitorios de calcio
evocados por LTS. A-B, valores promedlo del tlempo al plco Tplco, (&) y del
ancho,. (B} dal transitorio de calclo {ver Materlales y Métodos) evocado por
LTS en funcién de |la distancia, para las cuatro neuritas primarias. Los datos
correspenden a los mismos experimentos que dieron lugar a la figura R1.4B.
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Sin evocacion de LTS no hay transitorio de calcio

La concentracién de calcio intracelular puede cambiar a raiz del flujo de calcio a través
de canales ionicos ubicados en la membrana plasmatica (Jaffe et al., 1992; Yuste y Denk, 1995;
Koester y Sackmann, 1998; Schiller et 2098). Otro medio posible para produsjCa’’]; es
la liberacion desde reservorios intracelulares (Emptage et al., 1999; Finch y Augustine, 1998).
Una combinacion de ambos procesos también es factible (Bezprozvanny et al., 1991; Finch et
al., 1999; Nakamura et al., 1999).

Trabajos previos establecieron que LIS es un fendmeno que depende de la
concentracion de calcio extracelular (Rela et al., 2009) y en este trabajo mostramos que los
transitorios de calcio fueron evocados en forsincrénica con cada LTS. A la luz de estos
hechos, una pregunta que interesaria abordaregsst® una relacion causal entre los LTS y los
transitorios de calcio observados.

Los pulsos hiperpolarizantes desencadenéaiid cuyo umbral estuvo cercano al Vm
de reposo de las neuronas. Un mismo pulsmodiéente puede evocar o no un LTS dependiendo
de si la neurona alcanza el umbral o no. Unandodirecta y sencilla de controlar esta condicién
es mediante la manipulacién del Vm de la neayamyectando corriente a través del electrodo
de registro. Por lo tanto, la siguiente serie experimental consistid en inyectar un pulso de
corriente de -8 nA de intensidad y 2 s de ddraein tres condiciones diferentes (en este orden):

1) estado de reposo (control previo a la tpp&arizacion inducida); 2)eurona hiperpolarizada
(a través de la inyeccién de una corriente lbdsa-1 nA); y 3) estado de reposo (control
posterior a la hiperpolarizacién). Como en los experimentos anteriores, en las condiciones

control (1 y 3) el Vm de la neurona cruzéwhbral al regreso del pulso hiperpolarizante,
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Figura Rl.8. La estimulacion slécirica sin evocacién de LTS na produce
transitorio de calcio. A, sefiales representativas de la respuesta de una
neurona NS a un pulso de corriente hiperpolarizante antes {columna
izquierda), durante (columna cenfral} y después (cclumna derecha) de la
aplicacién de un escalén de corriente hiperpolarizante. Sefiales de AF/F {fila
superior} y registros electrofisioldgicos (fila inferior; se indica el Vm de
reposc o el Vm,, basal, segin corresponda). Los trazos inferiores
esguematizan la corriente inyectada en cada situacidn (en las tres
condiclones el pulso fue de -8 nA ¥y 2 s). Nétese gue en el estado
hiperpolarizado no se produjo el LTS ni tampaco el transitoric de calcio. B,
resumen de los daftos de amplitud,: para las tres condiciones caracterizadas
en A. Cada serie de puntos carreponde a un ROI de un preparado {n=58 ROls,
10 preparados). Las estrellas representan las medias. El grada de
significancia estad(stica fue determinado usando el i-lest de Student pareado
{(*p<0.001).
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evocando tanto un LTS como un transitorio de cafiguir@ RI.6A). Pero si la neurona estaba
lo suficientemente hiperpolarizada (condicién é)umbral no fue alcanzado y el pulso por si
s6lo no fue capaz de generar el LTS. En ess$e,cel transitorio de calcio no se produjo en
ningun sitio del arbol neuritico.

Esta informacion se resume erfigura RI.6B, en donde se puede ver en los datos del
estado hiperpolarizado que el pulso de corrigeteseno generd transitorios de calcio. Esta
ausencia de respuesta no fue producto de alglim ela el preparado ni falla en el sistema de
adquisicion, dado que inmediatamente despuésyaemgue se la regreso al estado de reposo, la
neurona fue capaz de evocar un LTS y correspondientes transitorios de calcio.

El magnesio en altas concentraciones demastr un bloqueante inespecifico de los
canales de calcio en las neuronas de la sanguijlireido sp Baylor y Nicholls, 1969 Se sabe
que la perfusion de los ganglios con una solucién de alta concentracion?tderM@ de
manera reversible la produccion de los LTSs (Rela et al., 2009).

Los siguientes experimentos consistierorragetir la serie expariental descripta en
la figura RI.6A, registrando la respuesta de la neardS en i) soludén normal, ii) tras
prefundir el ganglio con la solucién con alta concentracion d& {29 mM, 8 minutos) v iii)
luego de un lavado de por lo menos 10 minutos en solucién normal. El tratamiento aplicado con
la solucién de Mg/Ca* 20:1 no sélo anulé de manera reversible la generacién del LTS, sino
también el desarrollo de los transitorios de caligufa RI.7). Al igual que en los protocolos
subumbrales analizados con anterioridad, la aiesel® transitorios de calcio en solucién de
alto magnesio es un comin denominador diagolas ROIs analizadas lo largo de las

arborizaciones neuronales.
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Figura RI.7. El magneasio bloguea |la genaracidn del LTS y del transitorio
de calcio. A, sefales representativas de la respuesta de una neurona NS a un
pulso de corriente hiperpolarizante en tres condiciones: solucién normal
(columna izquierda), durante la perfusi6n del ganglio con una solucitn de alto
magnesic {columna central}, y después del lavado en solucién normal
{(columna derecha). Sefiales de AF/F (fila superior) y regisiros
electrofisiolégicos (fila inferior; se indica el Vmy, de reposo). Las trazos
inferiores esquematizan el pulso de corriente inyectado (en las tres
condiciones el pulso fue de -8 nA y 2 s}. Ndotese que en alfo magnesio no se
produjo LTS ni tampoco transiforio de calcio. B, resumen de los datos de
amplitud,, para las tres condicicnes caracterizadas en A. Cada serie de
puntos correponde & un RCI de unm preparado {(n=133 ROIls, 8 preparados).
Las estrellas representan las medias. El grado de significancia estadistica fue
determinado usando el {-test de Student pareado (*p < 0.001).
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A modo de resumen, podemos decir querdssiitados sugieren que la manifestacion
del LTS es una condicion necesaria para la evocacion de transitorios de calcio bajo el protocolo
de estimulacion con pulsos hiperpolarizantes.dfiditorio de calcio puede deberse a la entrada
del i6n a través de las CCSVs de bajo umbradlivacion pero también podria tener origen en
un flujo de calcio a través de CCSVs difeemnt los involucradas en los LTSs. Tampoco
descartamos la posibilidad de que parteA€b?]; se deba a otros mecanismos, como pueden
ser la liberacion desde el reticulo endoplasmatico mediado pandRitol 1,4,5 trisfofatasa) o

por receptores de rianodina.

Propiedades cinéticas de los transitorios de calcio evocados por LTS

Los fluoroforos que se utilizan en la técnicacdécium-imagingpueden actuar como
buffers exdgenos, compitiendo con Idmiffers enddgenos y los sistemas de recaptacion y
extrusion del calcio en las neuronas. Estaasitin podria generar una alteracion en el curso
temporal natural de los [€%, haciéndolos més lentos (Sabatini et al., 2002). Para minimizar
este efecto, los estudios de las propiedadesicaséde las sefiales de fluorescencias evocados
por LTS fueron realizados utilizando un fluondode relativa baja afinidad al calcio, el
Calcium Green-5N (K= 14 uM). Ademas, las imagenes fueron adquiridas en forma de lineas
para permitir una alta tasa de muestréoH& promedio; ver Materiales y Métodos).

Nuevamente, los LTS evocaron transitorios de calfigurgé RI.8). Pero como se
esperaba, sus amplitudes fueron considerabitnmaenores a las medidas con los fluoréforos
de mayor afinidad. Los cursos temporales ddrhssitorios de calcio a lo largo de una misma
neurita no parecen presentar diferencias apreciables entre si. Y como ya se habia notado, las

sefales dpticas parecen estar altamenteosizadas con la sefial electrofisioldgica.

69



Resultados | - Transitorios de calcio evocados por LTS

2%
AFIF

0 ﬂﬂ,

LR
h w'lliﬂhﬂ'n‘ipwwn.@a{a,ﬁﬂp‘n,

Figura R1.8. Transitorios de calcio evocados por LTS estudiados con un
indicador de calcio de haja afinidad. Af, Imagen de una neurona NS lienada
con CG-5N (Kd=14uM). A.ii, ampliacién de la neurita rlA enmarcada en el
rectangule verde. La linea azul indica la linea de escanea (100 Hz). B, el
trazo negro supserior es el registro alectrofisioldgico reprassntativo (se indica
8l Vm,; de reposo} y los irazos de colores son los correspondientas
transitorios de calcio generados a lo largo de la linea azul en A.fi,
desplazados entre si en el tiempo. La linea punieada represenia el tiempo
cero para todos los registros. Se indican las distancias a partir del tronce
sobre la rlA. G, imagen pseudocolor de los transitorios de calcio. El color
codifica la magnitud de los transiforios segln la escala de |a derecha, el gje
horizontal corresponde al tiempo y el eje vertical a la posicién. La barra
inferior indica el tiempo de aplicacién del pulso de corriente hiperpolarizanta
(-8 nA. 2 s) v |a linea punteada blanca sl pico.. Las bamras verticales de la
izquierda indican los pixeles promediados para dar lugar a los trazos en B,
con correspondencia en el codigo de colores.
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Tanto los trazos obtenidos al promediar las sefiales de distintos piigeles RI.8B) como el

mapa de los transitorios @seudocolomgue muestra la evolucion temporo-espacial de la sefial
de AF/F (intensidad codificada en colore§gra RI.8C) dejan en clara evidencia que los
transitorios de calcio se inician sin desfasajpseciables a lo largo de la misma neurita.
Asimismo, si comparamos la ubicacién temporal del pic€lpicars) y la del maximo de la
sefial optica (Tpicg), se puede notar que el pico de la sefial electrofisiolégica precedié a la
sefal de fluorescencia.

Todas las caracteristicas hasta aqui expuestas pueden observarse nuevamente en el
conjunto de los datos presentados efigara RI.9, correspondientes a todos los preparados
estudiados con CG-5N. Bajo el protocolo de estimulacion con pulsos de corriente
hiperpolarizante que evocan LTS, se mide el agcth), el tiempo al pico Tpicg (B) y el
T _s50%¢ (C) de los transitorios de calcio, y se muasten funcién de la ubicacién dentro del
arbol neuritico. Las tres variables cinéticasesttan cierta variabilidad entre ubicaciones y
entre preparados, pero no se distingue ningun patron espacial. Los valores oscilan dentro de
margenes relativamente acotados.

La variabilidad en el anche puede deberse, en parte, a la variabilidad en la
componente lenta del LTS, es decirpklteauque se encuentra en la fase de repolarizacion.
Resultados preliminares sugieren que mientras mas prolongadoplkdeal del LTS, mas
duradero son los transitorios de calcio &émbw (no se muestra). En promedio, el anehtzl

transitorio evocado por LTS tuvo un valor de 3 s (2.96 + 0.22 s).
El LTS alcanza el piggs en un tiempo promedio de 0.50 s (0.43 0.02 s) tras

finalizar el pulso hiperpolarizante, y retorada mitad de su amplitud en 1.1 s (T_b5%Q%

1.09 £ 0.07 s). La sefal dé¢-/F alcanza su pico después del pigoy en coincidencia o con
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Figura R1.9. Los transiterios de calcio evocados por LTS pressnian
caracteristicas cinéticas uniformes. A-C, para las cuatro neuritas
primarlas, se reportan al ancha,. {A), el tlampa al plco Tplco,.(8) y el flampo a
la mitad del maximo T_s50%, (€C) (ver Materiales y Métodos) de los
fransitorios de calcio desencadenados por un LTS. Los resultados pravienen
de experimenios como el mosfrado en la figura RI.B. Cada combinacidn
color/simbelo corresponde a un preparada diferente. La barra de error en el
eje de abscisas indica el E.S. y en el eje de ordenadas el largo del segmento
de interés (SCI}. Se indican en lineas punteadas los valores promedio de
algunos parametros cinéticos del LTS: el tiempo del umbral, el tiempo al pico
{Tpico,,s} v ol tiempo a la mitad del maximo (T_bbd%,,g) (ver Materiales y
Métados). D, histograma de diferancla en el Inicla de las safiales de AF/F para
S0Is separados 20 um (AT, ., ver Materiales y Métodos); n=9 preparados. En
el insel se grafican las mismas variables, pero se promediaron los datos de las
diferentes ramas.
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posterioridad T_b50%s (figura R1.9B). En promedio el Tpicg tuvo un valor de 1.4 s (1.39
0.05 s).

La sefial deAF/F alcanza la mitad de su altura maxima (T_s&P% un tiempo
promedio de 0.6 s (0.604& 0.014 s), en coincidencia o después del picpero antes de que

Vm disminuya hasta volver a alcanzarniéitad de la amplitud del LTS (T_b5Q%) (figura
RI1.9C).

Resumiendo, las sefiales d&/F estudiados con un fluoréforo de baja afinidad
mostraron tener caracteristicas cinéticas uniformes, tanto a lo largo de una misma neurita como
entre ellas. Ademas, la evolucion temporalatetransitorios de calcio manifestd una cinética
mucho mas lenta que la del LTS.

Observando el ejemplo representativo enfitmra RI.8B, habiamos notado un
comienzo practicamente sifthneo de las sefiales d&/F a lo largo de una misma neurita.
Dicha observacion se ve avalada por los datos correspondientes al 1z §fi¥a RI.9C): la
fase de subida de las sefiales 6pticas alcanza su punto medio sin presentar desfasajes apreciables,
ahora no sélo dentro de un misma neurita, &nbién al comparar distintos procesos del arbol
neuritico.

Con el objeto de aportar pruebas a la idea de que los transitorios de calcio evocados
por LTS no se propagan en el espacio, medinios,n (desfasaje temporal entre sefiales de
AF/F de segmentos de interés (SOIls) separados pam20/er Materiales y Métodos). El
gréfico de la figuraRl.9D muestra un histograma d&T.qm que indica que segmentos
contiguos mostraton un desfasaje que, en promedio, resultd\Tulp(= 0.6 + 46 ms; media *

S.D.)
La cantidad de datos por neurita es insuficiente para realizar un test estadistico que

determine si los datos de cada rama provienamdepoblacion con distribucién normal. Pero si
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se observa el conjunto total (sin discriminardderentes ramas), los datos parecen sugerir que

el AT,qm responde a una distribucién normal o gaussiana con mediafigera R1.9D inset)
(p-valor=0.055 contest de Shapiro-Wilk p-valor<0.001 contest de Lilliefory. Esto es
consistente con la idea de que la variable es del tipo aleatoria con media nula, es decir, que los
desfasajes medidos son producto de laabdiilad intrinseca del proceso de medicion.

De esta forma, los resultados parecen indjc&r los transitorios de calcio se originan
en forma practicamente simultanea y luego serdsim con dinamica uniforme a lo largo de
las arborizaciones neuriticeemarias de la neurona.

En resumen, los datos sugieren que losalesnde calcio sensibles a voltaje estan
distribuidos a lo largo de toda la extension de las 4 neuritas primarias estudiadas y el tronco
principal de la neurona NS. La apertura de dichos canales (@nca&st, durante la fase
regenerativa de un LTS) permite la entradacthes calcio al medio intracelular, dando lugar a
incrementos transitorios de la concentracifiterna de calcio. Bajo este protocolo de
estimulacion con pulsos hiperpolazantes, los transitorios se producen sin desfasaje mensurable
en todo el arbol neuritico de la neurona. Ademas, presentan evoluciones temporales con una

cinética uniforme, y de una forma consistesda los cambios de Vm de la neurona.
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RESULTADOS I

TRANSITORIOS DE CALCIO EVOCADOS POR PULSOS
DESPOLARIZANTES

Experimentos previos hechos en el laboratorio mostraron la presencia de conductancias
activadas por despolarizacion en las neuronas NS. Como el umbral de activacion de estos
canales se encuentra cercano al Vm de reposo, la despolarizacién mediante la inyeccién de
pulsos de corriente conduce a un evento regéme que se superpone a la despolarizacion
pasiva producida por el pulso (Rela et al., 2009).

Se ha planteado repetidas veces que laduwancias despolarizantes activadas por
voltaje en neuronas sin potenciales de accion, o en dendritas, pueden tener un papel en el
boostingde sefiales fisioldgicas despolarizantes (Reyes, 2001), de modo que permitirian la
transmision de sefiales a distancias mayoresaguge podrian darse mediante una transmisién
Unicamente electrotonica.

Una hipétesis plausible propone que las conductancias dependientes de voltaje
subyacentes a los LTS en las neuronas NS son las responsables de amplificar las respuestas
postsinapticas despolarizantes de estas neuronas. Y es posible que la amplificacion de las
respuestas postsinapticas contribuyan a la propagacién de las mismas, reduciendo la atenuacién
espacial que resultaria de una propagacion pasiva.

En un trabajo previo (Vilarchao, 2011) se postulé que la neurona NS cuentan con al
menos dos mecanismos de amplificacion de l&ales despolarizantes que podria asistir a la
propagacion de las sefiales en el profuso ambatitico de estas neuronas: conductancias de
calcio sensibles a voltaje (CCSVs) de bajmbral de activacion, sensibles a altas

concentraciones de magnesio, y CCSVs persistantnsibles a magnesio. En este trabajo se
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mostrd que la respuesta de la neur®aa pulsos despolarizantes depende del\Masal. La

amplitud de la respuesta en funcién de laiente inyectada tiene una pendiente mucho mayor

con Vmys a -60 mV que a -40 mV y a -20 mV. Esto indica que la respuesta despolarizante
desencadena una respuesta sensible al voltaje. Esta mayor respuesta a -60 mV es insensible a la
presencia de altas concentraciones de magnesio. Sin embargo, en esta condicidén se anula la fase
regenerativa de la respuesta al pulso despolarizante, que ha sido analogada al LTS

desencadenado por pulsos hiperpolarizantes (Rela et al., 2009).

Los pulsos despolarizantes evocan transitorios de calcio

Con el prop6sito de estudiar y caracterizar los transitorios de calcio evocados por
pulsos despolarizantes iniciamos una serie ger@rentos en los que las neuronas NS fueron
sometidas a pulsos de corriente. Se aplicaron pulsos despolarizantes de 1 nA de intensidady 2 s
de duracién que produjeron despolarizaciones comparables a las observadas durante el LTS
(figura RIL.1; los registros con pulsos despolarizantes fueron tomados en modo de fijacion de
corriente continua, por lo que los valores de Wanante la inyeccion de corriente deben ser
evaluados con cuidado).

Dada la similitud de los efectos producidper los pulsos despolarizantes y el
protocolo de pulsos hiperpolarizantes sobre la respuesta electrofisiologica (tanto respecto al
grado de despolarizacién como a la apertur@ai®les de calcio en forma regenerativa), se
esperaba poder medir una sefia A8 que refleje el aumento de la concentracion de calcio

intracelular. Luego procederiamos a estudisrdspuestas bajo este protocolo y obtener
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Figura RIl.1. Transitorios de calcia evocados por pulsos despolarizantes.
Imagen de una neurona NS cargada con OGB-1 (imagen central} y sefales
represantativas obtenidas en las ROIls indicadas. La estructura compacta es
el soma y en ella se midi6 la actividad electrofisiolégica que se muestra a la
derecha de la misma; se indica el Vm,; de repoeso, se ilustra con un frazo en la
parie Infarlor la corriente Inyactada y se sefiallza con un circulo verde el punto
inflexién gue corresponde al inicic del evento regenerativo. Los fransitorios
de calcio se miden en las cuatro neuritas primarias y en el tronco posterior.
Los trazos azules corresponden a los generados por un LTS evocado por un
pulso hiperpolarizants (-8 nA, 2 8) y los trazos rojos a los generados en
respuesta a un pulso despaolarizante {(+1 nA, 2 s). Para cada ROl se indica el
valar de la amplitud normalizada,. (A.N.; la amplitud,: del transitorio de calcio
evocado por el pulsa despolarizante es narmallzada respecto de la amplitud ..
de la sefial 6piica evocada por el LTS). La flacha indica el liempo cerc para
cada forma de estimulacién.
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informacién que nos brinde un entendimiento mas profundo de los mecanismos de integracion y
propagacion de sefiales en esta neurona.

Como se puede observar en el registro representativo expuestfigemadeRll.1, el
pulso de corriente positiva (1 nA, 2 s) genera la despolarizacionndeilana y superpuesto a
ella un evento regenerativo. Este Ultimo se miigte a partir de la inflexion del Vm, luego de la
cual la despolarizacion sigue una dindmiaailsir a la de un LTS. En simultaneo con la
respuesta electrofisiologica, se registran sefiales~tfe en diferentes localizaciones del arbol
neuritico. Ademas, con fines comatvos, se registran en los mismos sitios los transitorios de
calcio evocados por LTS desencadenadaipgrulso de corriente hiperpolarizante.

En todos los casos de este ejemplo, la ampjitdel transitorio de calcio evocado por
el LTS fue mayor que el evocado por el putlespolarizante de 1 nA. Las distribuciones
espaciales de los transitorios de calcio evocados por estos dos protocolos resultaron ser
disimiles: en algunas regiones la amplitudie la sefial éptica generada por el pulso
despolarizante fue mayor a la mitad de la ampliteocada por el LTS (rCA), en otras la
relacion entre las amplitudgs fue ain menor (rCP y rIP), o practicamente nula (tP y rlA). Es
decir, los pulsos de corriente despolarizante meigeon transitorios de calcio en forma robusta
como el LTS evocado por pulso hiperpolarizarta situacién perdié ain mas consistencia
cuando se repitid varias veces el protocolpulsos despolarizantes en un mismo preparado: en
ese caso, se encontr6 que la distribucion espacial de las sefales Opticas podia variar de
repeticion en repeticion (no mostrado).

Parte de este comportamiento se puede explicar por el proceso de inactivacion de las
CCSVs. La proporcién de canales activables estaldo de reposo seria menor que cuando toda
la neurona es sometida a una fuerte hiplarizacion. Ademas, la proporcién de canales

activables puede variar sensiblemente de lugalugar dentro de la neurona, asi como de
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repeticién en repeticion del protocolo de estimulacién, en especial si se tiene en cuenta que el
umbral de activaciéon de dichas conductanciasrastacercano al Vm de reposo de la neurona.
Esto explicaria la falta de consistencia y titpédad del fenémeno.

Bajo este panorama, una forma de obtener una respuesta de calcio robusta ante pulsos
despolarizantes seria alejar el Mnasal del umbral de activacién, para garantizar un estado
bien definido en cualquiera de los dos s#odi conductancias activables (hiperpolarizado) o

inactivadas (despolarizado).

La respuesta a pulsos despolarizangees modulada por el potencial de
membrana

Como se menciond anteriormente, experimentos previos en el laboratorio mostraron
que la respuesta electrofisiolégica de la neurona NS ante pulsos de corriente despolarizante
podia ser modulada por el potencial de membrana basal de la neurona (Vilarchao, 2011; Anexo
1). Con la meta de repetir este protocolo paralestsu impacto sobre los transitorios de calcio,
se llenaron las neuronas con OGB-1 y se lescidyana serie de seis pulsos de corriente
despolarizante (0.5 nA a 3 nA, a pasos de 0.5 nA) por 200 ms, partiendo de diferentes
potenciales de membrana basales: -60 mV yn20Este protocolo fue originalmente disefiado
para que las despolarizaciones generadas sinemigadas sinapticas en distintas condiciones
basales.

Este disefio experimental de pulsos despmalates generd transitorios de calcio en
ambas condicionedigura RIl.2A ), pero como se esperaba, se observé una diferencia drastica
en el tamafio de las sefalesAdgF entre el estado hiperpolarizado y el estado despolarizado.

La magnitud de los transitorios de calcio aumenté gradualmente con la del estimulo, aunque en
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Figura RIl.2. La respusstfa a pulsos despolarizantes es sensible al potencial
de membrana. A, eon rojo y an azul se muesiran seiiales rapresantativas
superpuestas desencadenadas por pulsos despolarizantes de diferente amplitud
(0.5 nA, 1.5 nA y 2.5 nA; 200 ms): fransiforios de calcio (arriba} y respuesias
elactrofisioldglcas {abaje). En el experimento complato se Inyactaron pulsos de 0.5
nAa 3 nA, a Intervalos de 0.5 nA. Los irazos negros corresponden a las respusastas
evocadas en la misma célula por un LTS desencadenado por un pulso
hiperpolarizante {-8 nA, 2 s). Se esquematiza en [a parte inferior los pulsos de
corrienfe inyeciados en cada condicidn. Mediante la inveccién de una corrienie
basal sa flja al Vm, en -60mV (A1} o -20mV {A.li}, como se Indlca junto a los
registros alectrofisloléglcos. Se amplifica el transitorio de calclo frenta al pulso de
+2.5nA en A.ii, indicandose con una flecha el inicio del pulso. B, amplitud
normalizada,; promedio de las transitorios de calcio (ver Materiales y Métodos)
evocados por pulsos breves de corriente despolarizante en funcién de la magnitud
del astimulo, para las dos condiclones de V¥m,, basal. En el pansl B.l. se
discriminan los datos para [as cuatros neuritas primarias, el tronco anterior (tA), v
el tronca postarior, dividido en los tramos con una distancia al soma manor {tP
cercano) y mayor (fP lejJanc) a 160 pm. Se Indica la cantidad de preparados para
cada arborizacidn. En el panel B.li. se juntan los datos de las cuafro neuritas
primarias {(n=16 preparados). Para una dada magnitud de corriente, se comparan
las amplitudes normalizades,. de las condicionas de Vm,=-20mV y -60mV; al
grado de significancia estadistica fue determinado usando el t-fest de {-Student
pareado (“p <0.001). Se presenta el casa de Vm,=—40mV {n=3 preparados).
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forma mas notoria para el caso en queyymasal fue de -60 mV. Con NS a -20 mV, los
transitorios de calcio son practicamente impdibkgs (por claridad, se amplifica Gnicamente la
respuesta ante un pulso de 2.5 nA). En este ejemplo representativo, asi como en el resto de los
preparados, los transitorios de calcio evocados por LTS son mas grandes que las sefiales ¢pticas
generadas por los diferentes pulsos despolarizantes.

Como la amplitugk de las sefiales 6pticas no reflejirectamente la magnitud del
A[C&"];, sino que dependen, ademas, de una serie de condiciones experimentales locales (como
la concentracién del indicar de calcio), no esexiar la comparacion del valor de dicha variable
medida en distintos sitio. Por lo tanto, pgreder agrupar los datos obtenidos en distintas
preparaciones y para permitir un estudio contpera nivel espacial entre diferentes procesos
neuriticos estudiados, la amplitudgenerada bajo el protocolo de pulsos despolarizantes en
cada ROI fue normalizada por la amplifttdevocada por LTS en ese sitio (amplitud
normalizadge).

En lafigura RII.2Bi se resumen los datos de todas las preparaciones estudiadas: se
procedié a graficar la nuewariable amplitud normalizagaen funcién de la intensidad del
pulso de corriente inyectado, agrupandolos por arborizacion neuritica y condicién de registro
(segun el Vs basal). En esta figura se incluyen, ademas de las cuatro ramas primarias, el
tronco anterior y el tronco posteridigtira R1.1).

La amplitud normalizada (y por ende, también amplitydl de los transitorios de
calcio creci6 con la corriente. Pero las curvas estimulo-respuesta difieren tanto
cuantitativamente como cualitativamente entre angdoadiciones de Vm bal. Los transitorios
de calcio evocados cuando el Vm basal fue de -20 mV fueron pequefios, y su crecimiento con el
estimulo fue gradual. En cambio, los transit® de calcio evocados a -60 mV fueron

sensiblemente mas grandes, y su crecimiento con la corriente fue pronunciado hasta el estimulo
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de 2 nA, a partir del cual la progresion fue mucho méas suave. Este quiebre de la curva en 2 nA
coincide con el punto en que los eventos regémesaen la fase de subida del pulso alcanzan
pleno desarrollo; a partir de ese punto dickesntos cambian poco tanto en forma como en
tamafio (ver Anexo 1).

Las curvas estimulo-resptie@gara las sefiales dé&/F de los diferentes sitios de las
arborizaciones primarias no presentaron difersnafeciables. Debido a la semejanza de las
curvas, se decidié promediar los datos de laintiis ramas primarias, agregando la condicién
en que Vs se mantuvo en su valor de reposo (-40 mV), y obtener una curva promedio de
todos los preparadosigura RII.2Bii ). Sobre estos datos se hicieron los test estadisticos: se
compararon las respuestas en las condiciones dg \6® mV y -20 mV, para cada intensidad
de estimulo, y se encontré una diferencia sigaiiiva para todas las corrientes menos para la
mas pequefia (0.5 nA). Ademas, no se eméodiferencia significativa alguna entre las
amplitudes normalizadgsde los transitorios de calcio evocados por pulsos mayores a 2 nA en
la condicion de Vg = -60 mV (p-valor = 0.41test de ANOVAde un factor). Como se
menciond previamente, el caso de Mm -40 mV no presenté un comportamiento robusto de
los transitorios de calcio; pero a fines conapiaps, se decidid promediar los datos de los
diferentes procesos neuriticossi mostrar que las respuestas de calcio evocadas por los pulsos
despolarizantes en reposo tenian una amplittermedia entre las de -60 mV y -20 mV
(excepto para la corriente de 0.5 nA, parzual nuevamente no se encontraron diferencias
significativas).

Aun cuando los transitorios de calcio Ide distintos procesos neuriticos presentaron
valores y perfiles similares entre si, el tronceedaar presentd, en términos generales, los
valores de amplitud normalizadmas grandes. Si comparamos la respuesta al pulso de 3 nA en

la condicién Vms= -20 mV, la del tronco anterior sefeliencio significativamente (entre 42%
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y 66%) de las respuestas de cada uno de los demas procesos (p-valorte€.686J1ANOVAle

un factor; p-valor < 0.05, prueba de Twukecuando las demas arborizaciones no se
diferenciaron entre si. En discrepancia con lo ggere en el estado despolarizado, cuando se
comparo la respuesta al pulso de 3 nA par&mnbasal de -60 mV, el Unico par de procesos
que mostré una diferencia estadistieae significativa (p-valor < 0.05¢st de ANOVAle un

factor y prueba de Tukey) fue el tronco anteyiet tronco posterior lejeo (porcion del tP a una
distancia mayor a 16@m del soma). Posiblemente esto se haya debido a que los pulsos
despolarizantes llegan menos atenuados a las localizaciones cercanas (tA). Y en ausencia de
evento regenerativo (Vigs basal de -20 mV), cuando la contribucién de la despolarizacion
inducida directamente por el pulso fue mas importante, las diferencias a nivel de los transitorios
de calcio causadas por la atenuacion espacial pudieron ser mas notorias (que coahasdim

de -60 mV).

Con el objeto de analizar la distribucion &sipl de los transitorios de calcio evocados
por las despolarizaciones breves dentro denkgitas primarias, se compar6 la amplitud
normalizadg de zonas proximales y distales (sitaes una misma neurita separados por lo
menos 120um, y donde proximal o distal fue en nefecia al tronco). Las sefiales de la
respuestas representativas expuestas figuia RII.3A corresponden a transitorios de calcio
evocados por pulsos de +1.5 nA 'y 200 ms, cond4an-60mV. Superpuestos a estas sefiales se
muestran los transitorios de calcio evocagosun LTS en las mismas ROIs. Estos resultados
indican que no existen diferensiantre ROIs proximales y distales dentro de una misma rama.
Con el fin de resumir los datos obt®os en esta serie experimentalfitmra RI1.3B ensefia
los valores de amplitudes normalizaglgszara ROIs proximales y distales de una misma neurita
primaria. Para cada ROl se promedmios valores de amplitud normalizaglgpara los 6

valores corriente (de 0.5-3 nA) en la condicion deyy+60mV. Estos datos indican que no
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Figura RIl.3. Los transitorios de calcio frente a pulsos despolarizantes
tienen amplifud uniforme dentroc de una misma neurita. A, seifales
representativas de los transitorios de calcio en un ROI proximal {arriba) y otro
distal {abajo) deniro de la misma neurita. Cada columna corresponde a una
neurite diferente en una misma neurona. Los trazos rojos corresponden a la
respuesla frente a un pulso despolarizante (1.5 nA, 200 ms) con un Vm,g basal
de -60mV y los negros a la evocada por un LTS con |a neurcna en reposo. En
cada caso, se presenia el valor de la amplitud normalizada,, A.N.(la
amplilud,. del registro 6ptico evocado por el pulso despolarizante es
normalizada respecto de |12 amplitud,: de |a sefial dptica evocada por el LTS).
B, amplitud normalizada,. para las zonas proximal y distal de una misma
neurita {(n=20 neuritas, 10 preparados). Para cada ROl de cada neurita, se
prcmedian las amplitudes normalizadas,. correspondientes a pulsos de
carriente de 0.5-3.0 nA, en la condicién Vm,;~=-60mV. La clasificacién de las
zonas se hace de a pares, en funcién de sus distancias al tronco (entre la
proximal y la distal siempre debe haber, por lo menos, 120 um de separacion).
La zona proximal tuvo una distancia promedio de 120x15 um y la distal
268417 pym. El t-test de Student pareado indica que no hay diferencias
significativas entre las dos zonas (p > 0.05).
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hay una diferencia estadisticamente significativa (p > 6-8&ydenten la respuesta debido a la
distancia dentro de un mismo proceso.

Es oportuno mencionar que cuando se yedtd una corriente basal para llevar el Vm
de la neurona NS a -60 mV o -20 mV, la inteadidle fluorescencia basal de toda la neurona
cambid. Este fendmeno se observé en tiempo real durante el transcurso de los experimentos y
genero que los parametros para la adquisicidmdgenes debieran ser modificados para poder
tomar todos los registros en condiciones 6ptimas. Cuando la neurona fue llevada a -60 mV, la
intensidad de fluorescencia basal disminuyéeespal reposo, y cuando se despolarizé a -20
mV se generd el efecto contrario sobre lagen. Esto estaria sugiriendo que la neurona NS
cuenta con un mecanismo de regulacion decdacentracion basal de calcio intracelular
dependiente de Vm.

Finalmente, podemos decir que los datos aqui expuestos dejan en evidencia la
modulacion de la magnitud de los transitorios de calcio por el potencial de membrana de la

neurona, dando lugar a la amplificaciéon deAf8a®"]; a potenciales hiperpolarizados.

Los transitorios de calcio necesitan de las CCSVs

Se mostré que la amplificacion de la nesgta electrofisioldgica frente a pulsos de
corriente despolarizantes es sensible al Vmlbaspor lo tanto, se infiere que parte de la
respuesta estd desencadenada por la activacion de canales uefpajedientes. Esta
amplificacion, a diferencia del LY, es insensible al alto maggio (Vilarchao, 2011; ver Anexo
2), pero sin embargo estos pulsos despolarizantssan transitorios de calcio. La pregunta que
se suscita es si los transitorigocados por los pulsos despolarizantes son, como los evocados

por LTS, sensibles a altasncentraciones de magnesio.
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Con el objeto de responder esta preguntapiearon pulsos de corriente de 0.5-3 nA
y 200 ms, con el Vm basal fijado en -60mV, yegistraron las imagenes de fluorescencia junto
con las respuestas electrofisioldgicos mientras el ganglio era perfundido con diferentes
soluciones extracelulares: 1) solucién normadn{ml); 2) solucién de alto magnesio (8
minutos); y 3) solucién normal (lavado, 10 minutos).

El ejemplo representativdigura RII.4A) ratifica que el grado de despolarizacion de
la neurona no se ve afectado por el alto magn El evento regenerativo efectivamente fue
anulado por el bloqueante de canales de caleio esto casi no afcla amplitud maxima
alcanzada por la neurona en respuesta a ladation aplicada. Pero lo novedoso es que al
igual que la respuesta regenerativa, los sitarios de calcio evocados por pulsos
despolarizantes no se observaron en un preparado perfundido con la soluticfg0:1.

Este efecto se revirtié cuando el ganglio es lavado con solucién normal.

El efecto del magnesio blogueando los tranisisode calcio se observa para todas las
intensidades de corriente empleadéiguta RIl.4B), es decir, para todos los grados de
despolarizacion de la neurona. Mas aun, las amplitudes normalizdéal®s transitorios de
calcio en respuesta a despolarizaciones que se inducen a partir de un Vm de -20mV son
significativamente mas grandes que cuando demme solucion de alto magnesio y se estimula
la neurona desde un potencial hiperpolarizade6@mV. Esta diferenciae presenta para todas
las intensidades de corriente, excepdra la mas pequefia (0.5 nA).

Estos resultados sugieren daeactivacion de las condiamcias de calcio sensibles
tanto al voltaje como al alto magnesio es una condiciéon necesaria para la generacion de los

transitorios de calcio inducidos por despolarizaciéon de la neurona NS.
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Figura RIl.4. El magnesio bloguea los fransitorios de calcio evocados
con pulsas despolarizantes. A, sefialas representativas superpusstas de
una neurona NS en respuesta a pulsos breves de corriente despolarizante:
transitorlo de calclo {flla superlor} y reglstro electrofisiolaglen {flla
intermedia). El Vm basal fue fijado en -60 mV. Se estudian tres condiciones:
control con solucién normal {columna izquierda), solucién de alto magnesio
(columna central), vy lavada caon soluclén normal {columna derecha). Los
trazos inferiores esquemalizan los pulsos de corriente inyectados (0.5, 1.5y
2.5 nA; 200 ms). B, resumen: amplitud normalizada,. promedio en funcién
de la magnitud dal pulsoc de corrienta para las tras condiciones caracterizadas
en A (Vm,:=-60 mV): control, alto magnesio y lavado. También se musestra el
caso Vmy=-20mV en solucién nommal para los mismos preparados (n=81
ROls, 19 neuritas/tironcos, 3 preparados}. La amplitud,. dsl transitorio de
calcio evocado por el pulso despolarizante es normalizada respecio de la
amplitud,. de la sefial dptica evocada por un LTS. Para cada intensidad de
corriente se comparan las amplitudes normalizadas,- en solucién de alfo
magnesio con las de condicién control y con las de Vm,=-20mV; el grado de
significancia estadistica fue determinado usando el f-fest de Student pareado
{(*p=<0.001, **p<0.05).
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Inactivacion de las CCSVs

La activacion de las CCSVs que da lugarsadeentos regenerativos, tanto en el caso
de los protocolos de pulso hiperpolarizantdS) como los de pulso despolarizante recién
estudiados, parece ser una condicion necegparia que se produzca un flujo apreciable de
calcio hacia el medio intracelular. Ademas, se ha visto que la duracién platemusde los
LTS mantiene estrecha aeion con la duracion de la sefiales de calcio.

Con el fin de estudiar la inactivaciéte las conductancias responsables de los
transitorios de calcio en funcion del tiempoagdicé un protocolo de pulsos despolarizantes de
diferentes duraciones (de 2 s laastmin.) y 1 nA de intensidad.

La primera observacion es que la sefial Ad€F durd tanto como la respuesta
despolarizantefigura RIL.5A). El cambio de la sefal de fluorescencia comenzé con un
crecimiento pronunciado, que es precedidad pb evento regenerativo en la respuesta
electrofisiologica. A coruacion, la sefial dAF/F permanecié en un valor relativamente
estable por un tiempo prolongado (~ 10 s), luegtodmial experimentd una brusca caida a un
valor intermedio, en coincidencia con una hiperpolarizacion espontdnea de aproxidamente 7 mV.
No obstante este cambio, la sefiah\&éF recién cayd por debajo de la mitad del valor maximo
alcanzado cuando finalizé el pulso de corriente de 30 s y la neurona regresé a su Vm de reposo.
Una explicacion posible para esto Gltimo es que parte de las CCSVs permanecio en el estado
activado, permitiendo un flujo continuo de calcio que mantiene f][@a un valor por encima
del de reposo, ya que los sistemas de recaptacion y extrusién del calcio no tienen una cinética lo
suficientemente rapida para reestablecer 14 Tdzasal.

Como se puede notar en el registro representativo, las deflexiones pronunciadas (de

algunos mV) en el Vm de la neurona se reflejaron inmediatamenteAgfikyrapoyando la idea
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Figura RIL.5. Los incremantos de AF/F persisten durante el tiempo de
estimulacién con pulsos despolarizantes. A, sefiales representativas de
la respuesta de una neurona NS a un pulso de corrienie despolarizantie
pralongado. Seiial de AF/F {panel superior} y registro elactrofisiolégico (panel
inferior}. Debajo del registra se esquemaltiza el pulso de commiente inyectado
(1 nA, 30 s). B, duracién promedic del transitorio de calcio para una neurita
{ancho,:; ver Materlales y Métodos} en funclén de la duraclén del pulso de
corriente inyectado (n=60 neuritas, 20 praparados) .
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de que losA[C&"]; son altamente sensibles al voltajeteEgema se volvera a tratar en el
Capitulo 3.

Un aspecto llamativo de estas respuestasque los cambios en la sefial de
fluorescencia persisten durante el tiempo de efiitrn con pulsos despolarizantes. Pulsos de
corriente mas largos, y por ende desppéaiones mas prolongadas, generan sefal@d-tfe
mas duraderosfigura RII.5B). Esta correlacion directa entre la duracién del estado
despolarizado y el ancho de las sefaleaiE nos esta indicando que el Vm es un factor
importante en la regulacién de la fJaen la neurona NS.

Por dltimo, es importante mencionar que con los protocolos de pulsos despolarizantes
prolongados (> 20 s) se alcanzaron sefialesFdE de mayor valor maximo que los evocados
por LTS. Esto nos permite afirmar que cuando trabajamos con los protocolos de pulsos
hiperpolarizantes (que sirven también de mdnpara el resto de los experimentos) los

fluoréforos no llegan a un estado de saturacion.
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RESULTADOS Il

SENALES DE CALCIO EVOCADAS POR ESTIMULACION SINAPTICA

Estimulos mecanosensoriales desencadenan varios de los comportamientos de la
sanguijuela, como la natacion, el desplazamitataral local, el acortamiento longitudinal y el
desplazamiento sobre ventosas (Kristan etl8B2). Los circuitos neuronales responsables de
estos comportamientos motores han sido caracterizados en cuanto a las neuronas sensoriales y
motoneuronas involucradas, pero en menor daedin términos de las interneuronas que
participan.

Los circuitos neuronales descriptos ensémguijuela han sido caracterizados como
circuitos distribuidos. Y la generacion de los distintos comportamientos deberia estar dada por
el procesamiento que realizan las interneurangmrtir de la entrad sensorial. Resultados
obtenidos en nuestro laboratorio (Rodriguez et. al, 2012) indican que la neurona NS es un
elemento que modula el generador central de patrones (CPG, por el término eceinigids
pattern generatgrque controla el desplazamiento sobre ventosas.

Las neuronas NS reciben sefiales sinapticas de las neuronas mecanosensoriales
sensibles a presiéon (neuronas P) ejercida sobre la piel del animal. Dicha respuesta sinaptica
consta de un componente despolarizante rapigio gomponente hiperpolarizante lento, que se
superponen en el tiempo (Marin Burgin y Szczupak, 2000). Ambos respuestas estdn mediadas
por vias polisinapticas. Cada potencial de @ct@n la neurona P genera una o mas sefales
despolarizantes con fases de subida y repolarizacion rapidas. El componente hiperpolarizante se
activa mas lentamente y se manifiesta de mamersotonica durante una rafaga de potenciales

de accién de la neurona P, de tal manera apmstituye una linea de base para las sefales
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despolarizantes. La composicion de las resiase postsinapticas es muy variable de una

neurona NS a otra.

Aprovechando el conocimiento que se tiene sobre la sinapsis entre la neurona NS y las

neuronas mecanosensoriales P, la meta deidadseexperimentos que se describen en este
capitulo es evaluar la hipotesis que postula que las CCSVs pueden teneelavaoke en la

propagacion de las sefiales sinaptaespolarizantes en la neurona NS.

La estimulacion sinaptica produce transitorios de calcio

Esta serie de experimentos se realizéganglios aislados utilizando doble registro
intracelular. Un electrodo era empleado parastegyi y estimular a una de las cuatro neuronas P
del ganglio y el segundo electrodo para regisiréa neurona NS, previamente llenada con el
fluoréforo sensible a calcio OGB-figura RIII.1A ). Los potenciales de accién de la neurona
mecanosensorial P pueden ser evocados de meomesistente mediante la aplicacion de pulsos
de corriente de intensidad y duracioreadhdos (ver Materiales y Métodos).figura RIIl.1B

muestra la respuesta electrofisiolégica de unaama NS a una rafaga de 15 potenciales de

accion a 15 Hz en una neurona P. En este ejemplo, la respuesta es mayoritariamente

despolarizante y el componente hiperpolarizante lento no se observa. En la misma figura se

ensefia que dicha respuesta estuvo acompafiada tlansitorio de calcio en la arborizacion

neuritica. El aumento de la concentraciéon de calcio intracelular en la neurona NS comienza con

la aparicion de la respuastlectrofisioldgica a la estimulacion de la sinapsis.

Como se mostrd en el Capitulo 2, la despolarizacion de la neurona NS dio6 lugar a un

aumento de [C3]; detectado en forma de una sefiahB#=, cuyo tamafio crecia con el grado
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Figura Rlll.1. Transitorios de calcio evocados por astimulacion sinaptica.
A, imagen de fluorescencia de una neurona NS inyectada con OGB-1. Un
electrodo de registro/estimulacién se ubica en el soma de la neurona NS
(estructura compacta de la derecha} y otro en el de la neurona
mecanocssensorial P ipsilateral lateral (esquematizadce por un clreculo blance).
Se indica una regién de interés {(ROI) en la neurita rlA {rectangulo blanco). B,
registros representativos de la respuesta de la neurcna NS a la estimulacidn
de una neurona P. La inyeccién de un tren de pulsos de corriente (ver
Materiales y Métodos} en |a neurona P genera una rdafaga de 15 potenciales
de accién (panel inferior} durante 1 s. Este fenémenc evoca un potencial
sindpfico en la neurona NS (panel intermedio; se indica el Vm, de reposao) asi
come el transitoric de calcio medido en la ROl demarcado en A. Sobre las
sefales electrofisiolégicas de P y NS se muestra una ampliacién del
segmento de registro enmarcado en linea punteada.
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de despolarizacién. Para evaluar cémo se relaciona la magnitud de la respuesta sinaptica con la
del transitorio de calcio procedimos a variar la intensidad del estimulo. Si las respuestas Opticas
registradas durante la estimulacion sinaptson mediadas principalmente por las CCSVs
presentes en las neuronas NS, es razonableaespee la amplitud ddransitorio de calcio
dependa del tamafio del potencial sinapticoc&mbio, si el aumento de la concentracién de
calcio intracelular bajo el protocolo de estimulacion sinaptica esta dominado por otras vias,
como son receptores metabotrépicos que actmdme canales de calcien la membrana
plasmética o en el reticulo endoplasmatico, puede ser gME&']; dependa del patrén de
disparo de la neurona mecanosensorial (y no haya una relacién estrecha qeiyeAlGe*"];).

Es decir, la [CH]; puede estar regulada principalmente por vias sefializadas por
neurotransmisores y segundos mensajerosando el Vm puede estar controlado

primordialmente por otros mecanismos paralelos.

El tamafo de los transitorios de calcio correlaciona con el potencial
sinaptico

Aumentar la cantidad de potencialete accidbn generados por la neurona
mecanosensorial P durante la \aarat temporal de 1 s en la que se la estimula condujo a un
incremento del potencial sinaptico. figura RIIl.2A muestra un ejemplo representativo en el
cual se estimulé la neurona P ipsilateral latpoa un periodo de 1 s a diferentes frecuencias de
disparo, y se midieron la amplitud der&spuesta sinaptica y el de las sefialesRIE en una
ROI ubicada en la rama ipdmal posterior. Las sefalessgelarizantes evocadas por cada
potencial de accion se fueron sumando, aladase despolarizaciones progresivamente mas

pronunciadas, y ese crecimiento del potersiif@ptico fue acompafiado de un aumento del
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Figura RIIl.2. La amplitud de los transitorios de calcio depende
linealmente del potencial sindptico. A, sefiales representativas de los
transitorios de calcio (arriba) y las respuestas electrofisiolégicas (abajo)
frenle a la estimulacién supraumbral de una neurcna P ipsilateral lateral a
diferentes frecuencias de dispare (las bamras inferiores indican el tiempo de la
estimulacidn sléctrica). Las respuestias dpticas fueron ablenidas en la misma
RCI de la rIP. B.i, amplitud,: de los transitorios de calcio en funcidn del
potencial sindptlco (ver Materlales y Métodos} obtenidos en el mismo
preparado que el da los resultados mostrados en A. Cada pansl corresponde

a8 un solo RO! por neurita primaria. Se estimuld la neurona P ipsilateral lateral

{Pil; circulos Ilanos) y, @n oira serie experimental, la neurona P contralateral
medial {Pcm; circulos vaclos), ambos a 4 frecuencias diferentes (4, 8, 15y 25
Hz). En B.ii se axpone la ampliiud referanclada, ;. promedio {ver Matarlales
y Métodos) en funcidn del potenclal sindptico. Todos los datos (n=79 ROls, 14
sinapsis, 9 preparados) fueron agrupados en rangos, de manera que cada
valor de petencial sinaptico incluyoé dicho valor £1 mV. La barra de errorindica
la$.D.. Lalinearoja representa un ajuste lineal {R* ajustado =0.98).
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transitorio de calcio. La naturaleza de esa correlacion se ve claramentigaral®|Ill.2Bi .

En esta figura se presentan, ademakdespuesta de la ROl mostradaferas respuestas de

otras tres ROIls, cada una ubicada en una neariitaria distinta. En todas ellas la correlacion

lineal entre la amplitug y el potencial sinaptico resultaidente. Puede observarse que dicha
relacion resultdé no depender directamente de la frecuencia de disparo de la neurona
mecanosensorial: dos series dstimulacion a 15 Hz separadas en el tiempo evocaron
potenciales sinapticos muy diferentes (alredettoB mV y entre 6-9 mV, respectivamente), y

junto a ello, respuestas 6pticas consistenteda@orrelacion expuestha variabilidad en la
respuesta sinaptica a un mismo estimulo puede obedecer a cambios pre o postsinapticos que se
producen en funcién del tiempo y de la actividad del preparado.

En el mismo preparado se estimulé la neurona P contralateral medial y los datos
refuerzan la idea del estrecho vinculo entrgratio de despolarizaciéon de la neurona NS y el
tamafio de los transitorios de caldigyra RIIl.2Bi ). Mas aln, la comparacién de la respuesta
de la neurona NS a la estimulacién de las dos neuronas mecanosensoriales P no evidencia
ninguna diferencia destacable. Es decir, los datos sugieren que en un sitio dado de la
arborizacion, elA[C&"]; generado en respuesta a la estimulacién sindptica no permite
diferenciar cual de las neuronas P fue activada.

Todos los preparados, sinapsis y localizaesoen el arbol neuritico estudiados se
comportaron como el ejemplo descripto. Comodaasperarse, las diferentes series de datos
presentaban una pendiente distinta. Es decir, el transitorio de calcio en respuesta a un mismo
potencial sindptico variaba de preparado en prepdsade sitio en sitio). Esto se puede deber a
las diferentes condiciones de registro y a laatmlidad biolégica intrinseca, entre otros factores.

Por lo tanto, se normalizé cada serie de datos por un valor de referencia (valor de g@mplitud

cuando el potencial sinaptico era 5 mV). Dado que todas las series respondian a una relacion
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lineal, este procesamiento de los datos condujo a que todos los puntos se alinearan en una Unica
recta. Para presentar los datos, se agruparon los datos segun su valor de potencial sinaptico,
construyéndose rangos consecutivos de 2 mV de extension. Se calcul6 el valor promedio de la
amplitud referenciada smv en cada rango y se lo graficé en funcién del punto medio del mismo

(figura RII1.2Bii ). La amplitud referenciadasmyv de los transitorios dealcio y el potencial

sinaptico se ajustaron a una relacidmdil con un coeficiente de determinadi(jpstadoz 096.

Distribucion espacial de los transitoros de calcio evocados sinapticamente

Como se viene discutiendo a lo largo de este trabajo, uno de los interrogantes mas
importantes trata sobre la distribucion de tefian la neurona NSIg integracion de las
mismas en ella. Ahora nos proponemos estudidistabucion espacial de los transitorios de
calcio evocados por la activacion de la sii@patre las neuronasetanosensoriales P y la
neurona NS.

Como dijimos en ldntroduccidn respecto a la estructuraéetrica de la neurona, una
posibilidad es que la célula se comporte como una serie de unidades funcionales eléctricamente
aisladas. Dentro de esta alternativa, un escefaiible es que dentro de la neurona haya sitios
de mayor sensibilidad y/o que generen respuesiasgrandes frente a la estimulacion sinaptica
(hotspo}, separados por otros sitios de poca respuesta, que aislan los distintos compartimentos.
La implementacion de la bisqueda de estos gtiosculares que definen la distribucion de las
sefiales en la neurona fue complicada. El primer inconveniente fue que debido a la baja relacion
sefial/ruido brindada por nuestro sistema de adquisicion de imagenes, nos resulté practicamente
imposible estudiar sefiales AB/F pequefias que estuviesen cerca del umbral de generacion de

las mismas, y asi poder analizar la sensibilidalhsléiferentes ROIs. Este defecto nos oblig6 a
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trabajar con sefiales relativamente grandeseglindo contratiempo deriva de otra deficiencia

de la técnica: la emisién flu@meente de los indicadores de calcio podia ser desviada en su
camino hacia el sistema de adquisicion, en especial por los somas ubicados por encima de las
ramas de la neurona NS, y asi no alcanzareifaltiplicador. En muchos casos este fenébmeno

de scatteringno permitié visualizar un trazo extensle una misma neurita, dificultando la
comparacion de las respuestas a lo largo deidaa. La tercera situacion conflictiva fue que

los pocos patrones espaciales observadograsentaron un comportamiento consistente y
repetitivo de preparado en preparado.

No obstante, no hay que ignorar los ejemplos como el expuestfigurdaRl1ll.3 . La
figura muestra los transitorios de calcio dentrdadema ipsilateral anter de una neurona NS
evocados por la estimulacion a 15Hz de unarovea P ipsilateral lateral y por un LTS. Las
sefiales de\F/F desencadenadas por la estimulacion sindptica presentaron un maximo a una
distancia de 10Qum del tronco, atenuandose conforme se alejaban de esa ubicacién. La
diminuta sefial de fluorescencia observada en la ROI arh8@arece no ser un artefacto o una
falla de la medicion, ya que fue posible regisen ese mismo sitio una sefial 6ptica evocada
por un LTS (mas aun, esta respuesta es la madayemtre las evocadas por el LTS dentro de la
rlA). Esto sirve de control de que en esa ub@aes posible medir sefiales de fluorescencia si
se genera un[Ca"];.

El ejemplo presentado y otros casos observados sugieren que existe dentro del arbol
neuritico de la neurona N#tspotsdonde el tamarfio del transitorio de calcio tiene un maximo.
Estos sitios pueden interpretarse como las ulninasi donde se inicia glotencial sinaptico,
para luego propagarse velozmente por la arborizacién. Dentro del conjunto de experimentos

realizados (que incluye la estimulacién de diferentes neuronas P dentro de un mismo preparado),
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Figura RIIl.3. Los transitorios de calcio desencadenados por
estimulacién sindptica pueden tensr un patrén espacial difarente al
evocado por LTS. Imagen de flucrescencia de una neurona NS cargada con
OGB-1 {Imagen cenfral) sobre la cual se Indican las ROls, a lo largo de la rlA,
en las cuales se midieron los transitorios de calcio. La estructura compacta es
el soma y en ella se midid la actividad electrofisiolégica presentada en el
panel superior. La neurona fue estimulada en forma directa con un pulsao
hiperpolarizante que desencadena un LTS (irazos negros), y en forma
sindptica por estimulacion supraumbral de la naurona P ipsilateral lataral {15
potenciales de accidén a 15 Hz). Se esquemaltiza con una barra debajo de los
registrogs la ubicaciéon temporal del sestimulo sobre la nsurona P. La
presentacién de los registros se hace de tal forma que el fin del pulso
hiperpolarizante coincide con el comienzo de la estimulacién sinéptica.
Ndétese la diferencla en las escalas de los AF/F evocados por ambas formas de
estimulacién. Para cada ROl se indica el valor de la amplitud normalizada,..
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no se ha podido encontrar un patrén claro en lo que respecta a la ubicaciéon espacial de esos
hotspots Sobre un total de 26 preparados (41 siisjpse encontrdé una cantidad limitada e
inconsistente de aparentastspots dificultando el andlisis de los mismos. Se los encontr6 en 9
preparados diferentes (en 5 preparados se kEnaben dos o mas sitios distintos): se hallé un
hotspoten rlA en 6 preparados, en rIP en 3 preparados, en rCA en 4 preparados y en rCP en 2
preparados. En las ramas ipsilateraleshlaspotsse encontraban a una distancia de entre 60
um y 140um del tronco, y en las ramas contralaterales entreut@ 260um. En la ROI
situada en la rlA a 100m del tronco se ubico umtspoten 3 preparados distintos, y en el resto
de las ROI se hall6 en dos preparados o menos. En algunos preparados se estimularon dos
sinapsis distintas (en forma separada): la ubicacién de alguno lt&dpstse repitid al activar
dos neuronas P diferentes en 5 casos (en 4 dedtEsqarticipé la neuranP ipsilateral lateral),
y en 6 casos un sitio de las ramas primarias presentabatspotal estimular una neurona P
pero no al activar otra neurona P (en 5 d®sesasos era una neurona P ipsilateral y otra
contralateral).

Mas alla de estas apreciacisneualitativas, realizamos un analisis cuantitativo de la
distribucion espacial de los transitorios de caéridas cuatro ramas primarias de la neurona. En
los preparados en los que fue posible visualizar parte de las cuatro neuritas primarias se pudo
verificar que un potencial sinaptico de tamaifificiente fue capaz de evocar sefiale k-
claras en las diversas ramdigura RIII.4A-B ). Con la intencién de resumir los datos
provenientes de los diferentes preparados se grafica la amplitud normalizaat@medio en
funcion de la distancia, para los casos ensguestimulé la neurona P ipsilateral latefigluga
RIII.4C). La normalizacion se hizo con la amplitudjenerada por LTS y con el potencial
sinaptico. La normalizacion respecto de la respuesta al LTS se hizo para relativizar los dato a un

evento robusto y estereotipado, independipans de los factores locales, distintoa[&la®"];,
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Figura RIlil.4. Distribucion espacial de los transitorios de calcio
evacados por estimulacién sinéptica. A, imagen de fluorescencia de una
neurona NS cargada con OGB-1. Se indican cuatro regiones de interés, una
en cada neurita primaria: rectangulo azul {rlA), celeste (riP), verde (rCA) y
rojo (rCP). B, transitorios de calcio representativos, evocados por la
estimulacién de una neurona P ipsilateral lateral a 15Hz en cada uno de las
ROIls marcadas en A (el segmento harizental sefiala el tiempo del estimulo}.
El c6digo de color indica la referencia espacial de cada trazo. La respuesia
electrofisiolégica que le corresponde es la mostrada sn figura RII.3. €,
amplitud normalizada,..,,, promedio de los transitorios de calcic evocados por
estimulacién de neuronas P ipsilaterales laterales (entre 4 y 25Hz) en funcién
de la distancia respecto del tronco. La amplitud,. evocada por estimulacién
sindptica se normaliza con respecio a la amplitud,- desencadenada por LTS y
también con respecto al potencial sindptico (ver Materiales y Métodos). Se
presentan los datos de las cuatros neuritas primarias en funcién de la
distancia. Los graficos de barra insertos en las figuras muestran el mimero de
preparados medidos para cada ROl {(n=16 preparados en total). El doble
asterisco indica diferencia estadistica con rlA-100um (**p<0.05, fest de
Mann-Whitney).
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que pueden afectar al tamafo de las sefiales-te (concentraciéon de fluorésforo, relacion
superficie/volumen de la neurita, etc.). La nalimaciéon respecto del tencial sinaptico busca
independizarnos de la dependencia del transitde calcio respecto de este parametro (nos
permite agrupar los datos obtenidos a diferentes frecuencias de estimulacion).

Como se dijo previamente, los transitorios de calcio desencadenados por estimulacion
sinptica se pueden encontrar en practicameraleder sitio del arbol neuritico. La falta de
algunas ROls se debe a que por las limitaciones de la técnica antes expuestas no se pudo
registrar en esas ubicaciones. En algunas ROlIs la cantidad de muestras es muy pequeiia (n=1 6
2), por lo que esos datos no pueden ser analizados con profundidad. En muchos otras ROI, la
variabilidad de la respuesta es notoria. El amplanaio de valores refleja, en parte, la falta de
consistencia y repetitividad en el perfil de lgpiessta, que se hizo notar durante la bdsqueda de
los hotspots

La distribucién espacial de los transitoride calcio en la rlA es interesante de
observar. Como bien se pudo apreciar a través del ejemplo presentadgera Rlll.3 , el
conjunto de los datos también parece indicarlgrama ipsilateral anterior presentahotspot
local (en rlA-10@um). La sefial en rlA-1Q0m es mayor que en rlA-186n y rlA-220um (para
rlA-260um sélo se tienen 2 datos), y las sefales en ri&RQ1A-60um, rlA-180um, rlA-
220um y rlA-260um no presentan diferenciagsificativas entre ellagdst deKruskal-Wallis,
p-valor = 0.16). Este analisis cuantitativo d¢onf indica que la ateiacion espacial de los
transitorios de calcio evocados por estimulaaénuna neurona P lateral ipsilateral es mucho
mas pronunciada en direccionlea periferia del ganglio. Las otras ramas del arbol neuritico

mostraron respuestas con unardisicion relativamente uniforme.
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Hiperpolarizaciones espontaneas generan uk{Ca>"];

Las neuronas NS estan acopladas a la mayoria de las motoneuronas excitatorias
mediante sinapsis eléctricas rectificanteserds, la activacion de las motoneuronas genera
potenciales inhibitorios en la neurona NS que los transmiten por medio de una via polisinaptica
(Wadepuhl, 1989; Rela y Szczupak, 2003). Estas respuestas tienen un potencial de reversion de
alrededor de -55 mV, y por lo tanto, se magnifican cuando la neurona NS se encuentra
despolarizada.

La figura RIII.5A muestra un registro representativo de la despolarizacién sostenida
de una neurona NS, inducida mediante la inyeccion de un pulso largo de corriente de 1 nA, que
es interrumpida por una serie de hiperpolarizaciones espontaneas. Estas sefiales
hiperpolarizantes probablemente se deban a dagar&spontanea de potenciales de accion de
alguna motoneurona.

Los potenciales hiperpolarizantes de mayor tamafio (~10mV) se vieron claramente
reflejados como una caida en la sefial AlgF. Esta alta correlacién entre la sefal
electrofisioldgica y la 6ptica fue registrada en dos sitios de la estructura neuronal. De esta
forma, se pudo comprobar que los transitorios de calcio son capaces de reflejar no sélo el grado
despolarizacion de la neurona, sino tambiénlédiexiones de Vm en sentido hiperpolarizante.

Si se mide la correlacién cruzada normalizada (ver Materiales y Métodos) entre la
sefal electrofisiologa y la sefial daF/F figura RIII.5B ), se puede encontrar que ambas estan
estrechamente sincronizadas, con un retras®-8les de la sefial dptica respecto a Vm. Este
desfasaje esta posiblemente sobreestimadqugantervienen factoremo la interaccion del

fluoréforo con el calcio.
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Figura RIIL.5. La hiperpolarizacién sspontéinea de la neurona NS produce
una disminuclén en la sefial de AF/F. A, sefiales representativas de la
respuesta electrofisiolégica (abajo) y los cambios de AF/F (arriba) frente a un
pulso despolarizante largo (1 nA, 50 s; asquematizado por el trazo debajo del
reglstro). Se Indican las RQls a las cuales correspondsen las sefiales de AF/F.
Nétese la presencia de respuestas hiperpolarizantes esponténeas en el curso
de la despolarizacién en el reglstroc electrofislolégico. Las lineas punteadas
sefialan el inicio de las mismas. B, resuliade de la correlacién cruzada
normalizada entre los registros electrofisioldgicos y las sefales de AF/F (ver
Materiales y Métodos). Se muestran tanto los resultados individuales de cada
ROl {lineas punisadas claras, una por cada ROI de cada preparado) como los
promedios para cada preparado {lineas oscuras; n = 28 ROIs, 3 preparados).
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Aungue no se mencioné con anterioridad, es oportuno informar que en muchas
oportunidades la hiperpolarizacide la neurona NS generada por los pulsos de corriente
inyectados para generar LTS tambiddujo una caida en la sefial &le/F. Como muestra de
ello, se puede observar figura RIII.3 y notar las diferencias entre las sefiales Opticas
generadas por el LTS y la evocada por estimulacion sinaptica durante los 2 segundos previos al

tiempo cero (en especial, en rlA-100 y rIA-140um).
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DISCUSION

Se efectuaron registros electrofisioldgiamsacelulares del potencial de membrana en
simultdneo con mediciones épticas empleando indicadores fluorescentes sensibles a calcio en la
neurona NS de la sanguijuela. Estas técnmmsnitieron analizar los transitorios de calcio
evocados por LTS tras un pulso de corgehiperpolarizante y los generados por pulsos
despolarizantes progresivos a distintosyyiimasales. Ademas, se estudiaron los transitorios de
calcio evocados por estimulacion sinaptipar medio de la activaciéon de la neurona

mecanosensorial P.

Los LTS generan transitorios de calcio.

La neurona NS de la sanguijuela dispone de CCSVs de bajo umbral de activacién. En
la fase de subida de la respuesta a un pidgsoorriente hiperpolarizante, cuando la neurona
vuelve a alcanzar su potencial de reposo, estosles se activan €orma regenerativa y
participan en la generacion de un LTS (Relalget2009). Nuestros experimentos mostraron que
el LTS asi evocado viene acompafiado de incrementos transitorios ‘g &#Bwliamente
distribuidos dentro del profuso arbol neuriticolal® neuronas NS, siendo medibles tanto en el
tronco como en las cuatro neuritas primarias estudifigasa(RI1.4).

Los transitorios de calcio asociados LAIS presentaron amplitudes relativamente
uniformes en las ramas primarias. El leve aumenta amplitud de los transitorios de calcio en
funcion de la distancia respecto del sofigufa RI.4) es consistente con un posible gradiente
en la concentracién del indicador de calcio #atgo de los procesos, producto de la difusion
pasiva del fluoréforo que no alcanzo el equilibrio. Asimismo, no sélo el tamafio de los

transitorios de calcio fue uniforme, sino quediadmica de las sefialdambién lo fue: los
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pardmetros que caracterizan la fase de sufiged: y T_s50%g) y la duracién (achog)
presentaron valores relativamente uniformes a lo largo de cada una de las cuatro neuritas
primarias y también entre elldggra R1.5 y RI1.9).

La dindmica de los transitoriode calcio aqui observados (anghe- 3 s) son
comparables a los evocados por LTS en células granulares del bulbo olfatorio en tortugas
(anchqg ~ 2 s; Pinato y Midtgaard, 2005), pero son mas lentos que los generados por LTS en
interneuronas neocorticales de ratén (apekd00 ms, con un LTS que dura aproximadamente
s6lo 100 ms; Goldberg et al., 2004). Y se distinguen de los transitorios de calcio observados en
otras preparaciones experimentales y bajmtocolos que desencadenan respuestas
electrofisioldgicas distintas al LT8pmo las respuestas postsinapticas excitatorias (Eilers et al.,
1995; Fitzpatrick et al., 2009), potencial de acaépendientes de sodio (Markram et al., 1995;
Helmchen et al., 1996; Sabatini et al., 2002)aga de potenciales de accién dependientes de
sodio (Milojkovic et al., 2007; Fitzpatrick et al., 2009), potencial de accién de calcio (Schiller et
al., 1997); potencial de accidn dendritico localn componente rapida dependiente de canales
de sodio y componente lenta dependiente de receptores de NMDA (Losonczy et al., 2008). En
todas estas preparaciones los transitorios dgoctiénen una duracion medida a la mitad del
maximo de entre 20 ms y 500 ms.

Los resultados indican que la generaciohldeS es una condicién necesaria para la
evocacion de los transitorios de calcio bajpretocolo de pulsos de corriente hiperpolarizante,

y que no son un efecto directo de la estimulacién elégdcae(figura R1.6 y RI.7). Por otro

lado, los transitorios de calcse iniciaron en forma sincrénica con cada LTS y, ya sea en la fase
de subida como en la fase de bajada, el &lEStrofisiolégico de las neuronas NS precedié a la
sefial 6ptica. Ademas, la evolucién temporal dettansitorios de calcio en la neurona NS se

desarrollé en correspondencia con la dindmica del LTS al que acompafaban. Por ejemplo, el
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anchgr (entre 2 sy 5 s) de las sefiabggicas aqui medidas es consistaztr la componente
plateaudel LTS, que dura entre 1 sy 5 s (siempre itgarantes que el transitorio de calcio). Si
tomamos en cuenta la fase de subida defial ggptica en la neurona NS a través de Tpi¢o
1s)y el T_s50% (~ 0.6 s), podemos observar que la cinética de las sefales desencadenadas
por el LTS en las neuronas NS resulta leamaomparacion, por ejemplo, a las desencadenadas
por LTS (Tpicar ~ 100 ms; Goldberg et al., 2004) o potenciales de accion calcio (Fpi&®
ms; Schiller et al., 1997) en otras preparaciones. Pero esto es compatible con la cinética lenta
del LTS de NS gue alcanza su pico en apnaxiamente 500 ms, un tiempo considerablemente
mayor que el tiempo al pico de los eventos regenerativos dependientes de CCSVs mencionados
en la comparacion.

La deteccién deA[C&"]; en un sitio determinado nimplica necesariamente la
presencia de canales idnicos que permitan & fle] cation en esa localizacién. El transitorio
de calcio puede haberse iniciado en otro sjtara luego transmitirse en forma de onda de
calcio. Las ondas de calcio son sefiales de calcio que surgen de la propagacion (uni o
bidireccional) de la liberacion de calcio mtelular por activacion de repectores de Etas
fueron descriptas en dendritas de neuronas piramidales de hipocampm(iXalet al., 2002;
Fitzpatrick et al., 2009) y de neocorteza {wan et al., 2003) en respuesta a la actividad
sinptica o por la actividad sinérgica de recegd metabotropicos de glutamato y potenciales
de accion retrogrados (Augustine et al., 2003).

En la literatura hay reportada una \@ttad maxima de propagacion de8f/s para la
onda de calcianediada por IR lo que equivale a un desfasaje de aproximadamente 220 ms
entre sefales registradas a20 de distancia. En nuestros experimentos, solo en 2 de un total
de 106 mediciones se registré Afi;q,m mayor a 100 ms. Ademas, la distribucion normal con

media nula a la que responden las medicionesTdgm es consistente con la hipotesis de que
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los desfasajes registrados son producto de la variabilidad intrinseca del proceso de medicion, y
gue los transitorios de calcio se iniciaragiicamente en forma simultanea en todas las
localizaciones. Con estos datos no despgwta la posibilidad de que los reservorios
intracelulares contribuyan a los transitorids calcio, pero los resultados indican que los
transitorios de calcio se originaron localmente.

En experimentos realizados entrextos citosélicos de ovocito deenopus laevis
Allbritton y colaboradores mostraron que el caefite de difusion del calcio libre depende de
su concentracion y es de 13 y@5%/sec para 90 nM y gM C&”, respectivamente (Allbritton
et al., 1992). Ademas, el rango efectivo para el calcio antes (calcio libre) y luego de ser captado
por losbuffer, calculado a partir de los coeficientes de difusién y los tiempos de vida, fue de 0,1
um y 5um, respectivamente. Con estos valores pequpécs el coeficiente de difusion del
calcio y su rango efectivo observados en extead® ovocito, la simple difusion del i6n no
podria sincronizar los transitorios de calcio mediads largo de la arborizacion neuritica de la
neurona NS. Aunque todavia permanece latenpedébilidad de que la difusién del complejo
ca'-fluoréforo sea significativamentmas rapido que la difusién del calcio libre y esto dar
cuenta, aunque sea parcialmente, de nuestras observaciones.

Resumiendo, el estrecho vinculo entre los lel&trofisiologicos y los transitorios de
calcio, y el inicio practicamente simultaneo del aumento dé'[Gen los diferentes sitios
sugieren que los transitorios de calcio debiesaginarse en la activacion de CCSVs. Y la
distribucién de los transitorios de calcio indipze las CCSVs deben estar repartidas a lo largo
de toda la extension de la neurona. Esta hip6tesis se ve reforzada por la observaciéon de que la
hiperpolarizacién o la depolarizacién de la neurona mediante inyeccion de corriente continua

indujeron una disminucién o un aumento, respectivamente, del nivel basal de fluorescencia en
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toda la estructura neuritica, lo cual indicagige las CCSVs podrian sieis canales de calcio
gue se encuentran a lo largotdda la membrana neuritica.

Los datos parecen indicar que la despolarizacion de la neurona NS y/o la apertura de
los canales involucrados en el evento regenerativo desencadenatf@a®];. Mas aun,
podemos concluir que la presencia de un transitorio de calcio bajo el protocolo de pulsos
hiperpolarizantes en una ubicacion del arbol itieorindica que alli se alcanzé el umbral de
apertura de CCSVs responsables de la generémdmpleta o parcial) del transitorio de calcio.

En conclusion, el cambio de Vm vy el transitorio de calcio parecen ser dos aspectos diferentes
del mismo fenémeno regenerativo, el LTS.

Los resultados no permiten determinar slidribucién de CCSVs en la membrana de
la neurona NS es homogénea o heterogénea. En el caso de trabajar con la t@éahdante
imaging la interpretacién cuantitati de las diferencias dg§Ca’]; en términos de variaciones
en la densidad de canales requiere que se realicen correcciones por diferengiateenial de
membrana y en la relacion superficie/vokmmasi como asumir que la capacidaduléering
del citoplasma es constante en todas las adioicas (Ross, 1989). Un menor nivel basal de
[Ca®]; también podria resultar en un valor mas grand&FdE (Rosza et al., 2004). Asimismo,
en este caso hay que tener en cuenta el lmtimtas CCSVs con las conductancias de potasio.
Pero en principio, los datos registrados nadan evidencia alguna de regiones donde se hayan
producido transitorios de calcio considerablemente més grandes o pequefios que las regiones
neuriticas vecinas de calibre similar. Por lotda los valores relatamente homogéneos de
amplitud y de parametros cinéticos de los transisodie calcio a lo largo de las cuatro neuritas
primarias hacen plausible la hipétesis de una distribucion uniforme de las CCSVs en el arbol

neuritico de la neurona NS.

110



Discusion

Como ya se dijo, nuestros resultados sonilaires a los encontrados en las células
granulares del bulbo olfatorio de tortuga (Pinato y Midtgaard, 2005). En ellas los LTSs
identificados electrofisiologicamente que son evocados desde el soma estan asociados con
transitorios de calcio extensamente distribuidgsel flujo de calcio esta regulado por la
activacion de canales de calcio de tipo T, tamtdas dendritas proximales como en las distales.

En las interneuronas neocorticales de rafGoldberg et al., 2004jambién se hallaron
transitorios de calcio generados por LTS en todo el arbol dendritico. Nuevamente, el fenébmeno
fue desencadenado por la activacion de canales de calcio de tipo T mediante inyeccion de
corriente desde el soma. Pero en este casgragliente significativo en la amplitud de los
transitorios de calcio sugiere una mayor deatbide canales en las dendritas distales.

Extendiendo las comparaciones, experimemteshos en las células de Purkinje del
cerebelo parecen indicar que en ellas debe haber canales de calcio a lceldogia da
membrana dendritica (Lev-Ram et al., 1992). Estas células presentan potenciales de accion de
calcio de alto umbral y potencialgdateau de calcio de bajo umbral de activaciéon que
usualmente son acompafiados de incrementos transitorios &fh Edhre todo el campo
dendritico. Pero también se pueden enconttes tipo de comportamientos: las neuronas
piramidales neocorticales de rata (Schiller etl#l97) presentan potenciales de accién de calcio
restringidos a las dendritas apicales distales. Estos potenciales regenerativos, dependientes de
CCSVs y canales de sodio, generan transiate calcio locales en las zonas distales.

En el caso de la neurona NS, los datos sugieren que las CCSVs esthnidiis
ampliamente a lo largo del tronco principalag cuatro neuritas primarias. La activacion de
dichas conductancias permitiriadatrada de calcio al mediotiacelular, sin retardo aparente
entre los diferentes sitios de la estructura nearii¢ existen otros mecanismos para generar el

A[C&;i, que fueron desencadenados como conseiele la activacion de las CCSVs, vy el
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peso relativo de cada fuente de calcio emaisitorio de calcio, son preguntas que quedan por
resolver. Otras fuentes de calcio intracelular que pueden interactuar con el LTS son CCSVs de
alto umbral de activacion, liberacion de calcio de reservorios internos y, mucho menokeprobab

receptores de NMDA o AMPA (Pinato y Midtgaard, 2005).

Pulsos despolarizantes evocan transitorios de calcio

El protocolo de pulsos breves de corriente positiva produjo despolarizaciones de la
neurona NS que crecieron en amplitud coningensidad del estimulo y que estuvieron
acompafiadas por transitorios cidcio. La amplitud de los transitorios de calcio también se
increment6 gradualmente con la magnitud de la corriente inyectada, y por consiguiente, con el
grado de despolarizacidhasta alcanzar un valplateaucon los estimulos de mayor intensidad
(figura RI1.2). Asimismo, la perfusion del ganglio con una solucién de alto magnesio bloqued
de manera reversible la generacion del transitde calcio para todos los pulsos de corriente
inyectadosfigura RI1.3).

La sensibilidad al magnesio de los transitodescalcio indica que la entrada de calcio
del medio extracelular a través de canales idnicos es una condicion necesaria para la evocacion
de los transitorios de calcio bajo el protocolo de pulsos breves de corriente despolarizante. Y el
aumento progresivo de las sefiales de calcio con la intensidad de corriente sugiere la
participacion de CCSVs que pueden ser rechgash modo gradual dependiendo del grado de
despolarizacion. Esto resultaria en transitorios de calcio que no son un fenémeno “todo o nada”,
sino mas bien una respuesta de amplitud variable.

En la neurona NS, ademas, el protocolgdisos breves de corriente despolarizante

generd transitorios de calcio con una distcion espacial similar a los evocados por LTS
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(figura RII.2 y RII.3 ): manifestacion en el tronco principal y en todas las ramas primarias, con
similar magnitud en regiones proximales y distaledas cuatro ramas. Este resultado sugiere
gue los dos fenémenos analizados puedan los mismos mecanismos celulares.

Por otro lado, la pécipacién de CCSVs persistentes les transitorios de calcio se
evidencio con los pulsos despolarizantes de larga duraciéon. Como se pudo obsefrfiguren la
RIIL.5 , una despolarizacion sostenida de la neurona puede ser interrumpida transitoriamente por
hiperpolarizaciones espontaneas, y asociadas a estas hiperpolarizaciones, pudo verse una
disminucion en la sefial de flestencia. Como la hiperpolarizacion de la neurona aumenta la
fuerza electromotriz de las corrientes de calegie resultado sugiere fuertemente que en esta
condicién el nivel de [C4]; esta regulado primordialmente por una disminucién en las CCSVs
producida por la hiperpolarizacién. Ademas, los experimentos mostraron que la duracién de los
transitorios de calcio correlaciona con laahidn de la despolarizacion, pudiendo prolongarse
por varios minutosfigura RII.5). Estos resultados indicarianegCCSVs que se inactivan muy
lentamente estan presentes en la neynpeanitiendo mantener un nivel de fapor encima
del basal durante un tiempo duradero.

Trabajando con neuronas de Aplysia, Chad y colaboradores estudiaron una corriente de
calcio cuya amplitud esta determinada por un balance entre la activacion sensible a voltaje y la
inactivacion mediada por calcio (Chad et al., 1984). Luego de una fase inicial en la que el calcio
acumulado inactiva parcialmente la corriente deicaél nivel de corriente alcanzado es tal que
la tasa de entrada de calcio iguala a la thsaemocion de calcio por difusion, secuestro o
transporte de esa regidn de la membrana. Asumiendo ghaffessno se saturan, la actividad
de calcio cerca de laigerficie interior de la membrana abearia un estado estacionario, en el
que la inactivacién no aumentaria ni dismifia con el tiempo, permitiendo una corriente

estacionaria, que no se inactiva.
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Por lo tanto, los resultados parecen indgqa en la neurona NS hay por lo menos una
subpoblaciéon de canales de calcio sensibles a voltaje cuya cinética de inactivacién es
notablemente lenta. Sabemos que debe existir otra subpoblacion de CCSVs con un umbral de
activacion cercano al potencial de reposo deelarona NS (Rela et al., 2009). Estas tendrian
una cinética de inactivacion rapida, y estaridoyaoentes en la componente rapida de los LTSs.
Ademas, estas conductancias de bajo umbral podsi@r involucradas en la fase de subida de
las respuestas regenerativas frente a despadaones, y dar lugar a la fase inicial de
crecimiento de los transitorios de calcio. Finalmente, ambas subpoblaciones de CCSVs darian
lugar a transitorios de calcio cuya magnitucksmente sensible al Vm de la neurona NS.

El grupo de investigacién de Calabrese traliambién con el sistema nervioso de la
sanguijuela y encontré que las interneuronas HN, involucradas en la regulaciéon del ritmo
circulatorio, presentan una corriente entraaiée calcio con dos componentes cinéticamente
diferentes: una corriente temprana y transitafue se inactiva en 200 ms y otra corriente
persistente que decae parcialmente sélo desgaévarios segundos (Angstadt y Calabrese,
1991). Ambas corrientes comienzan a activarse cerca de -60 mV, la inactivacion de estado
estacionario ocurre en el rango de voltaje de entre -70 y -45 mV y es completamente removida
por un pulso hiperpolarizante a -80 mV de 1-2 s. Mas aln, bajo un protocolo de
hiperpolarizacion de -20 mV durante 2 s, semejal empleado para evocar los LTSs en la
neurona NS, se genera un LTS de caracteristieas similares al analizado en este trabajo.
Ademas, se proveen evidencias de que una componente importante de la inactivacion es
mediada por CGA Estas corrientes de calcio subyacen a los potengiEsuy participan en
la transmision sinaptica gradual de las le&uHN. Los autores hipotetizan que estas dos
componentes de la corriente entrante podrian selupto de dos clases diferentes de canales de

calcio, una que inactiva rapidamente y otra qactiva muy lentamente. Sin embargo, no
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descartan la posibilidad de que una Unica clasedales esté presente y que otros mecanismos
den cuenta de la forma biféasica de las corrientes observadas. En un trabajo posterior del mismo
grupo en las mismas interneuronas HN de la sanguijuela, se observo que un pulso de voltaje
despolarizante para llevar de -70 mV a +8¥ durante 2 s genera una corriente con dos
componentes (como ya se menciono) y sefialesid® medidas con indicadores fluorescentes
que se sostienen durante esos 2 s y que despemencialmente cuando se corta la corriente
(lvanov y Calabrese, 2000)

El proceso de inactivacion dependienteviddtaje de los canales de calcio de bajo
umbral podria explicar que los transitorios chdcio evocados por pulsos despolarizantes a
partir del Vm de reposo en la neurona NStermgan una amplitud uniforme a lo largo de las
ramas y que ante estimulos sucesivos el patron de amplitud no se cdigaavéR(l.1). Dado
que el umbral de activacion de dichas conth@ts esta muy cercano al Vm de reposo de la
neurona, la proporcién de canales activabledripovariar sensiblemente de lugar en lugar
dentro de la neurona, asi como de repeticidmegeticion del protocolo de estimulacion. En
este sentido, el protocolo de generacién de los LTSs por pulsos hiperptdarigaind esta
variabilidad y dié como resultado transitoriosaddcio relativamente mas estables en el tiempo
y en el espacio, y siempre de mayor magnitud que los evocados por pulsos despolarizantes. La
proporcion de canales activables se maximizndo toda la neurona fue sometida a una fuerte
hiperpolarizacion, por lo tanto, a pesar de dps despolarizaciones de la neurona fueron de
tamafios similares, el protocolo de pulsos hipammantes generd flujos de calcio mas grandes
gue los pulsos despolarizantes. Las diferenciasl gmado de remocion de la inactivacion se
reflejaron en la envergadura del proceso de apertura regenerativa de @@&&ndo sobre

la magnitud de los transitorios de calcio.
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El comportamiento de NS es diferente al encontrado en las células granulares del bulbo
olfatorio, donde despolarizaciones subumbrales para el LTS no evocan transitorios de calcio
(Pinato y Midtgaard, 2005). El perfil de respasstle las neuronas NS se parece mas al caso de
las células de Purkinje del cerebelo, donde cambios subumbrales nde potenciales o potenciales
plateay evocados en condiciones que evitan el disparo de potenciales de accién dependientes de
sodio, generan pequefios aumentos dé'JGanpliamente distribuidos en el &rbol neuritico de
la neurona (Lev-ram, 1992). Estos resultados indicaron en su momento que la neurona contaria
con conductancias de calcio distribuidas en todo el arbol dendritico. Posteriormente, Isope y
Murphy mostraron que las corrientes de calcio de bajo umbral de activaciéradzgistn el
soma estan correlacionadas con transitorios de calcio sensibles a voltaje en las espinas
dendriticas de las células de Purkinje (Isppéurphy, 2005). Y dado que los canales de calcio
tipo T son el componente principal de la entrdeaalcio por gaales de bajo umbral (LVA) en
espinas, los datos sugeririan que dichos canales son los mediadores de los transitorios de calcio.
Las observaciones que condujeron a estas coooksison similares a las obtenidas en nuestro
trabajo con la neurona NS. Ellos mostraron quegsudepolarizantes crecientes correlacionan
con un aumento en la fluorescencia de OGB-1 en las espinas dendriticas. Ademas, prepulsos
hiperpolarizantes de amplitud creciente permitinien mayor reclutamiento de canales, como
indican las corrientes registradas en el soma y el incremento en la fluorescencia de OGB-1
observada en las espinas dendriticas. Y cuande ran prepulsos hiperpolarizantes antes del
pulso depolarizante, tanto la corriente como los transitorios de calciegoafos, sugiriendo
gue a un potencial basal cercano al potenciahdmbrana de reposo Unicamente una fracciéon
de los canales de calcio esta disponible para la activacién. En este trabajo se sugiere que los

canales de calcio LVA pueden estar involucrados eboektingde la generacion de los
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potenciales de accién de calcio mediada por canales tipo P en el arbol dendritico o en la

generacién especifica de LTS de calcio.

El transitorio de calcio depende del Vm basal

El transitorio de calcio evocado por pulsos de corriente despolarizante presentd una
dependencia marcada con el potencial de membrana basal. La amplitud de los transitorios de
calcio aumenté cuando el Vm basal fue hiperpolarizadoy§¥+60 mV) respecto del reposo
(Vmps=-40 mV) y se redujo drasticantencuando fue despolarizado (Mga-20 mV) (igura
RII.2).

Estos resultados se pueden interpretar anidn de las caractisticas de las CCSVs
mencionadas anteriormente y su proceso deivaaobn dependiente de voltaje. La proporcién
de canales disponibles para la activacion auaniznton la hiperpolarizacién y disminuiria con
la despolarizacién. De esta forma, pulsospdéarizantes de amplitud creciente generaron
transitorios de calcio mas grandes, siendo res&ion respuesta-estimulo modulada por el Vm
basal. A un Vm de -60 mV un nimero mayl® canales de calcio estaban cerrados pero
activables que a -40 mV y, en consecuencia, los transitorios de calcio alcanzaron una mayor
amplitud. Y a -20 mV una gran parte de los canales estaban inactivados y, por lo tanto, los
transitorios alcanzaron una amplitud menor.

La estimulacién de la neurona NS con pulso despolarizante generé un evento
regenerativo de caracteristicas similares al LTSawu&hVm basal estaba en su valor de reposo
(-40 mV) o a un valor mas negativo (-60 mV), yctariente inyectada superaba cierto umbral.

La aparicion de estos eventos coincidié coavacacion de los transitorios de calcio de mayor

amplitud. Asimismo, el grado de desarrollo de la respuesta regenerativa aumentaba con la
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intensidad del estimulo, en consonancia conrehie de los transitorios de calcio: tanto los
transitorios de calcio como la madurez de Ipuesta regenerativa parecen llegar a un nivel de
saturacién cuando el pulso es de 2 nA. Esta relacién entre las dos sefiales nos quenkare a
que la apertura de los canales que subyacks &ndmenos regenerativos es un elemento
fundamental en la regulacidel aumento transitorio de [€h, determinando la amplitud de las
sefiales de calcio.

En consonancia con esta hipétesis, la simple despolarizacion de la neurona, sin la
evocacion de una resmia regenerativa, generd transie de calcio con una amplitud
marcadamente menor. El tamafio reducido de estos aumentos?te jGdria deberse a la
apertura de una cantidad limitada de los canales que permiten el flujo del idbn con respecto a los
activados durante las respuestas regenerativas.

Por otra parte, la aparicion de estos tv®megenerativos, y su dependencia con la
corriente inyectada y el \Vjgg basal, se superpusieron con el fenomeno de amplificacion de la
respuesta electrofisioldgica que se produce laohiperpolarizacion de la neurona; y con la
activaciéon de canales de inactivacién lenta que correlaciona con el grado de desarrollo de la
respuesta regenerativa (Vilarchao, 2011; ver AnEx Como se desarrollard mas adelante, la
magnificacién y la respuesta regenerativa tiedistinta sensibilidad al magnesio, indicando
que no son el mismo fenédmeno. De esta fornta, étplicacion plausible para la modulacion de
la amplitud de los transitorios de calcio conidéensidad del estimulo y el Vm basal es la
proporcion total de canales abiertos por los guidespolarizantes, independientemente de la
respuesta regenerativa y las conductancias subyacentes a ella.

Esta modulacién por el Vm basal también se observa en otros preparados. Por ejemplo,
las interneuronas neocorticlaes de ratén expresan una dinamica de calcio diferencial establecida

por el estado de inactivacion de los canales de calcio tipo T en las dendritas: con el potencial de
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membrana en reposo o hiperpolarizado, selywen LTS que se propagan regenerativamente y
evocan elevados cambios de {{ia en especial en las dendritas distales; en cambio, a
potenciales depolarizados los potenciales dedacetrogrados evocan transitorios de calcio

mas pequefios y uniformes (Goldberg et al., 2004).

Mecanismos de magnificacion vs dieoosting

Las conductancias despolarizantes activadasgitaje en neuronas sin potenciales de
accion o en dendritas, pueden tener un papel etolssting de sefiales fisiol6gicas
despolarizantes (Laurent, 1990usitalo et al., 1995; Reye2001), de modo de permitir la
transmision de sefiales a distancias mayoresaguge podrian darse mediante una transmision
electroténica. Los resultados hasta aqui presentados y discutidos sugieren que en las neuronas
NS el decaimiento de las sefiales despolariggmtdria estar contrarrestado por conductancias
de calcio dependientes de voltaje distribuiaés largo de toda la arborizacién neuritica.

Los transitorios de calcio evocados por despolarizacion se manifiestaron en todas las
ramas primarias y en el tronco principdiggra RIl.2), y su magnitud en las regiones
proximales y distales de los procesos newsdtico presentd difemeias significativasfigura
RIl.3). Como se menciond anteriormente, léeipretacién de estos resultados es compleja,
pero podria indicar que la sefal electrofisiolégiltaanz6 la misma intensidad en los diferentes
sitios de las arborizaciones. Es decir, podrimmstar ante la presencia de un mecanismo de
boostingy propagacion de sefiales despolarizantes.

Estudios realizados por la Lic. Vilarahaen nuestro laboratorio (Vilarchao, 2011)
mostraron que la amplitud de las respuestas de las neuronas NS a pulsos despolarizantes

dependen del Vm basal. Con la neurona ubiesdan potencial de -60 mV la amplitud de las
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respuestas a pulsos despolarizantes de ampliagiente fueron mucho mayores que a -20 mV
(ver Anexo 1). Esto correlaciona inversamente con la resistencia de entrada de la neurona, que
es mayor a -20mV que a -60 mV. Este fendmes insensible altas concentraciones
extracelulares de magnesio y, por lo tantm depende de la respuesta regenerativa
anteriormente descripta. Tampoco depende deraentracion extracelular de sodio. Entonces,
si bien la perfusién del ganglio con una soludiénalto de magnesio no afecta a la amplitud de
la sefial electrofisiolégica evocada por pulsos de corriente despolarizante (ver Anexo 2), los
transitorios de calcio fueron bloqueados comphetate y en forma reversible por la presencia
de magnesio. Estos resultados indican que las neuronas NS presentan por lo menos dos tipos de
conductancias sensibles a voltaje: las CCSVs de bajo umbral de activacién sensibles a magnesio
(Rela et al., 2009), y otro familia de carmlgsensibles a voltaje (posiblemente de calcio)
persistentes e insensibles a magnesio, quansedsponsables de Emplificacién de las
respuesta electrofisiologica, que se manifiestaccta despolarizacion exponencial al inyectar
corriente positiva.

En solucion de alto magnesio, a pesagule estas conductancias persistentes sensibles
a voltaje estarian abiertas posibilitando laphficacion de la sefal electrofisiolégica y
generando la posterior cola deltaje (Vilarchao, 2011), no saprecia transitorio de calcio
alguno. La activacién de distintas vias para generan[@a']; podria inducir la accién
preferencial de diferentes mecanismos de extrusion buffering de calcio. Es decir, la
apertura de las conductancias persistentesbdena voltaje podria movilizar un mecanismo de
extrusién adicional o ser selectivamente mas sensiblgffarsde calcio de una alta tasa de
activacion. Por lo tantda capacidad efectiva dmifferenddgeno podria ser diferente cuando se
activan las conductancias activas insensibles a reagrize esta forma, cuando en solucién de

alto magnesio Unicamente se activan estas ctentltias persistentes, @lcio que ingresa a la
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neurona podria ser captado rapida y eficientéengor los mecanismanddgenos, impactando

en una sefiaAF/F imperceptible. En cambio, cuando en solucién normal tenemos la
contribucion de las CCSVs sensibles a magnela entrada de calcio podria ser
significativamente mas grande, saturando logamsmos de extrusion y buffer endégenos.
Tanto en el caso de pulsos despolarizantes cogs*60mV como durante la evocacion de

LTS, la activacion de las CCSVs de bajo uahlsensibles a magneséstuvo acompafada de

los transitorios de calcio de mayor tamafo, en especial cuando se generaban aperturas
regenerativas de estas conductancias.

Un razonamiento andlogo fue utilizado por Sabatini y colaboradores, quienes
argumentaron que la jpacidad efectiva dbufferingendégeno que moldea los transitorios de
calcio evocados por estimulos sinapticos pusstanas grande o mas pequefia que aquella que
da forma a los transitorios evocados por potenciales de accion dependientes de sodio (Sabatini
et al., 2002). Los transitorios de calcio sinapticos pueden sobrecargar las bombas de calcio y por
ende conducir a una tasa de extrusién mas lenta. Por otra parte, niveles altd¥deuftien
reclutar mecanismos adicionales de extrusion. Ademas, dicha via puede sathurHelse ser
selectivamente més sensiblbufersde calcio de cinética lenta.

Los resultados obtenidos por VilarchaoX2Pparecen indicar que las CCSVs de bajo
umbral de activacion sensibles a magnesio nougsoiactor de amplificadn importante en las
respuestas de las neuronas NS ya que ensanaa las sefiales se amplifican igual que en
condiciéon control. Estas CCSVs poseen caracteristicas que se ajustan a las de los canales de
calcio tipo T, entre ellas se encuentra: un hajbral de activacion, y que tanto la amplitud
como la latencia pueden ser rieglas por las caracteristicas del estimulo (Rela et al., 2009). Y a
pesar de que no participarian de la magnificacién, la hipétesis es que podrian ser relevantes en

el boostingde las sefiales despolarizantgrantizando la propagacion a distancia de las sefales.
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Otra manera de interpretar nuestros resultados en conjunto con los datos existentes es
pensar en una distribucién espacial heterogénea de las distintas subpoblaciones de
conductancias activas. La amplificacion de laptesta electrofisiologica y la ausencia de
transitorios de calcio en una solucién de alto magnesio podrian ser explicadas por una
subpoblacion de conductancias sensibles a vatiagnsibles a magnesio ubicadas en el soma
ylo los procesos proximales. Otras dos subpoblaciones de CCSVs sensibles a magnesio, una de
bajo umbral y otra persistente, distribuidas en los proceso#ticesir darian cuenta de las
propiedades de los transitorios de calcio ysdeelacidén con las respuestas electrofisioldgicas
hasta aqui desarrolladas.

En neuronas piramidales del hipocampo (Christie et al., 1995) y en neuronas del nicleo
del cerebelo (Gauck et al., 2001), los transitoriosaleio evocados por trenes de potenciales de
accion retrégrados e inducidos por inyeccida corriente, respBeamente, permitieron
distinguir la contribucién de dos familias diferentks canales de calcio al flujo de dicho ion.

Un cambio de la amplitud de las sefiales derfiscencia dependiente de la posicion indicé una
distribucién no uniforme de los canales decicakubyacentes a las sefiales de fluorescencia
observados. En ambos casos, los canalesaltte umbral de activacion (HVA) aportan
principalmente a la entrada de calcio ers@na y las dendritas proximales, regulando los
procesos somaticos dependientes de calcio; mientras que canales LVA contribuyen con mayor
peso a las sefiales de caleio las dendritas distales, cumpliendo un papel relevante en la
integraciéon dendritica de entradas sinapticas.

Méas allda de estas diferentes alternativas, hay que recordar que la respuesta
electrofisioldgica no es la Unica importante en el procesamiento de sefales fisiologicas. Las
sefiales de calcio mostraron ser relevantes emtinmlad de procesos que hacen a la actividad

y funcionamiento de una neurona. Y los resultados aqui analizados sugieren que las neuronas
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NS cuentan con al menos dos mecanismosardglificacion de las $mles de calcio: las
conductancias activas (probablemente de calcio) persistentes e insensibles a magnesio, y las
CCSVs de bajo umbral sensibles a magnesio.

Finalmente, la interaccién y sincronizacionldeapertura de las diferentes familias de
conductancias sensibles a voltaje puede ser desni@&ue potencialmente afectarian al grado
en el que la neurona puede funcionar comcensamble débilmente conectado de regiones
individuales y aisladas de entrada/salida contra un funcionamiento colectivo que provee una

salida global (Pinato y Midtgaard, 2005).

Transitorios de calcio evocados por estimulacion sinaptica

La estimulacion de la neurona mecanosensorial P en un rango de frecuencias
fisioldgico (4-25 Hz) evocd potenciales sinaptias la neurona NS y transitorios de calcio
extensamente distribuidos en el arbol neuritico de la misigarg RIll.1 y RIIlL.4 ). La
dinamica espacial y temporal del calcio intracelular libre es crucial para muchos aspectos del
funcionamiento neuronal. Pero las mediciones déJGw sélo son Utiles para estudiar su rol
como segundos mensajeros, sino que en muchess también puede servir para reportar
excitacion membranal y activacion sinaptica. Didgran extensién del arbol neuritico de la
neurona NS, dificilmente este resultado signéique la entrada sinaptica se produce en todas
las ubicaciones donde se midié un transitorio de calcio. En su lugar, es probabla[@z'k!
nos esté indicando que la sefal electrofisig@galcanzd todos los sitios de la estructura
neuronal, probablemente mediado por las CCSVs de bajo umbral de activacion.

Los transitorios de calcio evocados por estimulacién sinaptica presentaron una

magnitud proporcional al potencial sinaptico gade, sin presentar una relacion directa con la

123



Discusion

frecuencia de disparo de la neurona mecanosendigiaia( RI11.2 ). Es decir que la respuesta
sinptica a la neurona P puede regular gradualnfieestEncentracion de calcio intracelular en la
neurona NS. En el caso de que la generacida siefial de calcio estuviese mediada por canales
ligando dependientes, podria observarse una oelamitre el patréon de disparo de la neurona
mecanosensorial y el cambio de fQaen la neurona NS. Y esto no necesariamente deberia
verse reflejado en el potencial singptico, ya que las sefiales de calcio en la neurona NS pueden
no tener un correlato eléctrico directo. Un cambio de Vm puede asociarseAgCafti;
desproporcionadamente pequefio (Milojkovic et al.,, 2007), o una activacidon sinaptica débil
puede no producir sefiales de calcicstpimapticas, aln cuando se produce patencial
postsinaptico excitatorio (e.p.s.p.) claro, damelstimonio de una relacion no lineal entre los
potenciales postsinapticos excitatorios y las sefiales de calcio (Eilers et al., 1995). En cambio, si
la principal via para generar los transitorioxdkeio es la activacion de las CCSVs, a través de

los cambios de potencial producidos por |puesta sinaptica, se esperaria un comportamiento
como el encontrado, en el que los tram®to de calcio son proporcionales a la sefal
electrofisiolégica postsindptica, sin sugenecesariamente una relacion directa con la
frecuencia de disparo de la neurona P estimulada. En este caso, dichas CCSVs deberian ser de
bajo umbral, dado que los transitorios de icakvocados sinapticamente se pueden observar
con la neurona en el potencial de reposo.

Este comportamiento es diferente al encontrado, por ejemplo, en las neuronas
piramidales de hipocampo, donde la entradacaleio a través de receptores ionotrépicos
NMDA o de canales activados por voltaje aumenta en forma sinérgica la liberacion de calcio
generado por movilizaciéon de zlAmediada por recemtes metabotrépicos de glutamato,
derivando en incrementos de fJaevocados sinapticamente cuya amplitud crece gradualmente

con la intensidad del estimulo (Nakamura et al., 2002)
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Como dijimos, la estimulacion de la neusilomecanosensorial P evoco transitorios de
calcio extensamente distribuidos en el arbalritieo de la misma, al igual que los generados
por el LTS y los pulsos despolarizantes. Por lddialas conductancias dependientes de voltaje
que proponemos que contribuyenbalostingy propagacion de las respuestas postsinapticas
despolarizantes de las neuronas NS podrianlasemismas que, ante estimulos eléctricos,
produjeron los LTS y las respuestas regenerativas ante pulsos despolarizantes en estas neuronas.
Estas CCSVs de bajo umbral podrian, ademada séa de entrada del flujo de calcio desde el
medio extracelular activado por estimulaciéon giitd. En ese caso, la menor amplitud de los
transitorios de calcio sindpticosspecto a los evocados por LTigyra RIIl.3 ) se puede deber
nuevamente al nivel de remocide la inactivacion de estas catancias, que diferiria segin
la neurona esté en reposo o se la hiperpolarice. Esta hip6tesis podra confirmarse cuando se
encuentre un bloqueante selectivo para la fase regenerativa de los LTSs y se analice su efecto
sobre el decaimiento espaciallde respuestas sinapticas.

Los resultados hasta aqui discutidosepan indicar que $a CCSVs ampliamante
distribuidas en el arbol neuritico de la neurbl@& permiten la propagacide la sefial evocada
por la activacién de la neurona mecanosensorigl &emas sirven de via para la entrada de
calcio sinaptico.

Una neurona postsindptica puede contatotazon CCSVs como canales de calcio
activados por ligando, y aun asi la actividad sinaptica puede evocar un flujo de calcio cuya
mayor parte sea a través de las CCSVs, como se observo en las espinas dendriticas de neuronas
piramidales corticales (Schiller et al., 1998)nftaen interneuronas nemwticales (Goldberg et
al., 2004) como en células granulares del bulbo olfatorio (Egger et al., 2005ps&@&noe la
estimulacion sinaptica evoca un LTS de calglimbal, mediada principalmente por CCSVs de

bajo umbral y que produce una sefial de calcio de naturaleza “todo o nada”. La mayor fuente de

125



Discusion

entrada de calcio sinaptico resultan las CESY los receptores activados por ligando
posiblemente solo contribuyan a una despoladraeixtendida que activa el flujo de calcio a
través de las CCSVs pero tengan poco aporte directo al flujo del catién evocado por LTS. La
diferencia es que en las interneuronas neocaicls canales de calcio tipo T en las dendritas
participan en eboostingde pequefias entradas sindpticas, haciendo que el arbol dendritico
entero se comporte como una Unica unidad “global” de disparo. En cambio, en las células
granulares, una activacion sinaptica débil produamesitorios de calcio estocasticos en espinas
individuales, y los LTSs globales son sélo producidos por una activacion sinaptica fuerte.

En consonancia con estos ejemplos, en las interneuronas oscilatorias HN de la sanguijuela se
observé una transmisién sinaptica gradual mediaor corrientes de calcio de bajo umbral
(Angstadt y Calabrese, 1991), y ademaseseontrd una correlacién entre la cantidad de
neurotransmisor liberado y los cambios de fluorescencia sensible a calcio (lvanov y Calabrese,
2000). Los canales de calcio LVA estan ampliamente distribuidos sobre todo el arbol neuritico
de esta interneurona, y la asociacién de los taies de calcio con los cambios en el potencial

de membrana indican que la entrada del calcio extracelular a través de estas CCSVs es
responsable, al menos en parte AJéla®];.

A diferencia de estos casos donde dafiales de calcio evocados por actividad
sinaptica se presentan extensamente distoByitambién se pueden encontrar ejemplos de
cémo un arbol dendritico commrductancias activas pade amplificar potenciales postsinapticos
excitatorios y procesar entradas sinapticas localmente en las dendritas. Un caso muy claro se
presenta en las neuronas piramidales deanmtma; ellas cuentan con CCSVs distribuidas en
todo el arbol dendritico y la gpagacion retrégrada de potenciales de accion evoca transitorios
de calcio en todo el arbol (Schiller et al., 19%9ro en estas mismas neuronas, la estimulacién

sinaptica evoca transitorios de calcio restringidos a las dendritas apicales (Schiller et al., 1997).
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Los e.p.s.p. generados en las dendritas apickdtales son amplificados por los canales de
calcio dendriticos y asi se inician potencialeenerativos de naturaleza “todo o nada” que no
consiguen propagarse activamente al somal axén. La iniciacion de los potenciales
regenerativos por estimulacion sinaptica requiere la coactivacion de canales con receptores de
glutamato tipo AMPA y NMDA, y estan mediados, a su vez, por CCSVs y canales de sodio.
Algo similar ocurre en las neuronas piramidales de hipocampo, donde se encontr6 que la
liberacion localizada de glutamato, simulandoa entrada sinaptica, evoca una respuesta
regenerativa subumbral para los potenciales demsomaticos, pero que genera transitorios
de calcio del tipo “todo o0 nada” restringidos a compartimentos individuales en las dendritas
distales, indicando una electrogénesis mediadaipalmente por CCSVs (Wei et al., 2001).

La estimulacion de la neurona mecanosensériglsilateral laterajenerd transitorios
de calcio con amplitud relativamente uniformelas ramas contralaterales y en la ipsilatral
posterior. Llama la atencién el patron espacialimiforme sobre la rama ipsilateral anterior: los
transitorios de calcio sugieren la presencia de un maximo aparentepan1d$l tronco, y su
amplitud decrecidé sensiblemente en direccién a la periferia del ganglio, siendo significativa la
diferencia con respecto al maximo aparente para las regiones a una distancia mayoma 150
(figura RIII.4 ). Esta disimilitud dentro de un mismapeso puede deberse a una disparidad en
la densidad de CCSVs, pero dada la distribuegpacial uniforme de los transitorios de calcio
evocados por LTS y por pulsos despolarizantes, esta explicacion quedaria descartada. En
cambio, recordando que la respize de la neurona NS ante datimulacion de la neurona
mecanosensorial P tie tanto una componente despokante como otra hiperpolarizante,
proponemos que los diferentes sitios a lo largdadeama ipsilateral anterior desarrollaron
cambios de Vm distintos, tal vez modulados por la componente hiperpolarizante de la respuesta

singptica. Una interpretacién alternativa sugiere que el sitio de maximo aparente podria
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coincidir con el punto de contacto sinaptico dedmponente despolarizante de la sinapsis NS-
P. Si asi fuese, el transitorio de calcio podease incrementado por la permeabilidad de los
canales ligando dependientes a este catiopor la liberacion de calcio desde reticulo
endoplasmatico mediado porIP

Las ramas contralaterales y fama ipsilateral posterior presentaron transitorios de
calcio de amplitud relativamentuniforme, tanto a lo largo de cada una de ellas como al
comparar las tres ramas. Ademas, los niveles de respuesta fueron parecidos al maximo
alcanzado en la rama ipsilateaaiterior. Esto nos hace pensaguiendo el razonamiento hecho
para la rlA, que la componente despolarizantladespuesta sinaptica se propagé a lo largo de
estas tres ramas y que la componente hipeipafde al estimular laeurona mecanosensorial
P ipsilateral lateral presenté un mismo nivel da@o de estas tres ramas, pero tuvo mayor
preponderancia en gran parte de la rama tpsilhanterior. Asi, una distribucion uniforme de
CCSVs y un cambio de Vm dependiente depdaicion conducirian a transitorios de calcio
como los observados.

Mas alla de todas estas hip6tesis sobreptasbles causas de las diferencias en la
magnitud del transitorio de calcio, un hecho aesible es que se observo una disparidad en el
nivel deA[Ca®"]i en una de las ramas de las neuronasnéntras en el resto de las ramas los
niveles fueron relativamente uniformes. Dependiienle las diferencias en la amplitud, la
localizacion espacial y el curso temporal, distintas sefales de calcio pueden tener significados
bioguimicos diferentes para la célula wnducir a respuestas fisioldgicas divergentes
(Augustine et al., 2003). La activacion de una sinapsis puede dar lugar a algo mas que la
produccion de una sefial eléctrica postsinaptica, incluyendo eventos bioquimicos intracelulares
como la generacién de segundos mensajes, de tal forma que sea posible que la integracion

sinaptica pueda ocurrir en varios niveles. Por ejemplo, ampliando la nodiitsgetslocales
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de electrogénesis de calcio dendritico, hay evidsrde integracidn sinaptica basada en sefales

de calcio postsinaptico en compartimentos digiads restringidos, en lugar de las sefiales
eléctricas convencionales (Eilers et al., 1995). Por lo tanto, hay que tener en cuenta que las
sefiales de calcio medidas en esta neurona needlivian como indicadores de los cambios de

Vm, tanto en sentido despolarizante comepetpolarizante, a lo largo del extenso arbol
dendritico. También hay que recordar la cantidad e importancia de procesos regidos por el nivel
de calcio intracelular que regulan el furgmiento celular, por lo que la técnicaimdagingde

calcio aqui aplicada puede ser un elementceitinuchos aspectos del estudio de propiedades

neuronales.
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CONCLUSIONES

Un namero creciente de estudios sefialan la importancia de la distribucion espacial de
las conductancias i6nicas activas en el pamésnto de las entradas sinapticas y en la
sefalizacion intracelular (Magee, 1999). Un ggknde ello son las conductancias activas en
dendritas y su capacidad para poder incrementar el poder computacional de algunos sistemas
neuronales (Yuste y Tank, 1996; Golding et a0D02). Otra faceta es el vinculo entre las
conductancias i6nicas activas y la propagacidlistancia de sefiales sinpticas. Conocer la
distribucion de las conductancias sensibles ltjeoes importante porque éstas podrian servir
como un mecanismo para bbostingy la propagacion de las respuestas postsinapticas,
reduciendo la atenuacidn espacial que resaltdei una propagacion pasiva. Las ventajas y
desventajas de la transmisién pasiva o activa iil@le y su influencia en la codificacion, son
temas abiertos de discusion. En algunos casoqosible que la transmision gradual resulte
ventajosa por tener un mayor rango dinamicoodgue tanto las hiperpolarizaciones como las
despolarizaciones progresivas pueden codificar informacion (Burrows y Siegler, 1976; Haag y
Borst, 1998). Sin embargo, este tipo de graision presenta el problema de una mayor
atenuacion espacial. Como una potencial sétycse ha observado que algunas neuronas sin
potenciales de accidn tienen constantes gacés grandes (Shaw, 1972), de modo que serian
capaces de transmitir sefiales a distancias meayque las predichas por las propiedades de
membrana caracteristicas de muchas neuronas activas. Por otra parte, no necesariamente la
atenuacion de sefiales debe concebirse conpoalslema, ya que puede permitir el aislamiento
de diferentes zonas de la anatomia nelrode modo que constituyan compartimentos
funcionales segregados (Nelson et al., 1975; Pearson, 1976; Dickinson et al., 1981). De esta

forma, la célula como elemento de un circuieuronal podria basar su funcionamiento en
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compartimentos eléctricos relativamente aislatots que las entradas y las salidas se dirimen
en regiones especificas del arbol neurjtito necesidad de propagacion a distancia.

Segun nuestros datos, la neurona NS sepodta como una célula compacta para el
caso del LTS evocado por pulso de corriente hiperpolarizante, y tanto los pulsos despolarizantes
como las sefiales sinapticas se propagan efcr@ntte a lo largo de todo el arbol neuritico. Un
mecanismo plausible para este comportamisetda la participacion de las CCSVs de bajo
umbral ampliamente distribuidos en la regenémdactiva de estas sefales. Es decir, estas
conductancias podrian servir como un mésrao activo para el procesamientobebstingy la
propagacion de sefiales dentro del arbol nearitisimismo, los resultados sugieren que las
CCSVs pueden ser reclutadas en forma gradual, y no es un fenémeno “todo o nada”, lo que le
brindaria a la célula un mayor poder computadioli&s adn, la amplitud de las sefiales de
calcio en los procesos neuriticos esta fuertgéenenodulada por el potencial de membrana, el
cual es determinado por el nivel de actividad basal de la neurona.

Dependiendo de las diferencias en amplifodalizaciéon espacial y curso temporal,
diferentes sefiales de calcio pueden tenemtlist significados bioquimicos para la célula y
conducir a respuestas altamente especificasif@e, 1997; Berridge, 1998; Rose y Konnerth,
2001; Sabatini et al., 2002). Por ejemplo, los mecanismos que dan origen a los transitorios de
calcio estudiados en este trabajo podrian tener influencia sobre las respuestas celulares, ya sea
regulando la excitabilidad de teeurona (Diaz-Rios et al., 200El Manira y Wallen, 2000) o a
través del rol del calcio como modulador desiagpsis eléctricas, entre otros medios posibles.

Nuestros resultados sugieren que ademas de las CCSVs de bajo umbral extensamente
distribuidas en el arbol neuritico de la neurdbi® dichas células contarian con dos familias de
conductancias persistentes sensibles a voltajas de calcio dispuestas en los procesos

neuriticos y otras probablemente también dei@alosensibles a magnesio y localizados en y
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cerca del soma. Mas aln, no descartamos lailooaibn de otros mecanismos complementarios

a los transitorios de calcio observados, como puede ser la liberaciéon de calcio desde reservorios
intracelulares. En conjunto, todas estas viasden tener un papel importante en los eventos
celulares regulados por el nivel de calcio inthalee. Dado el caso, la distribucién diferencial

de poblaciones de canales de calcio sensiblesitaje con diferentes caracteristicas podria
obedecer a las distintas funciones celulares que deban ser controladas.

Finalmente, cabe mencionar que mas alld de los resultados y las conclusiones
alcanzados en este trabajo, el abanico de posibilidades que abre el desarrollo de esta técnica para
el estudio de sefiales en mudltiples localizagsoen simultaneo es uno de los legados mas
importantes. Muchas preguntas de relevancia @atender el funcionamiento de los circuitos
neuronales y el rol de la neurona NS en ellogreeipitan a partir de los resultados presentados
y la técnica decalcium imagingparece ser una de las herramientas centrales para abordar las

respuestas.
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Anexo 1. Las respuestas de NS a pulsos despolarizantes son sensibles al
voltaje. A, Respuestas repressentativas de una neurona NS a una seris de
pulsos de 200 ms de duracién {0.5-3.0 nA, en intervalos de 0.5 nA) cuando el
potencial basal fue sostenido cerca del reposo (-40 mV), 0 a-60 y -20 mV por
inyeccién de corriente dc. El valor de potencial esté indicado a la izquierda de
cada serie de trazos. La barra gris indica el tiempo del pulso. Los
experimentos fueron reallzados en la modalldad “dlscontiuous current clamp”
(DCC). Bi, Cambio de potencial promedic en funcidn de la magnitud del pulso
de corrlente para los tres valores de potenclal basal (n=7 gangllos). Bil, Como
en Bi, pero el cambio de potencial fue expresado como relative al cambie
evocado por el pulso de 0.8 nA. En B los datos a -60 y -40 mV fuaron unidos
per una funcién polindmica de segundo arden, y los datos a -20 mV fuseron
ajustados a una funcion linsal {R > 0.99 para Ios tres casos). Los datos fusron
comparados con un test de Friedman y luago utilizando un test da Wilcoxon
para muestras parsadas los datos a -60 mV (*} y a -20 mV {&) fusron
comparados con los valores obtenidos a -40 mV; los simbolos indican p <
0.05. (modificado de Vilarchao 2011)
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Anexo 2. Respuestas de NS en presencia de alto magneslo. A, respuestas
representativas de una neurona NS a una serie de pulse de 200 ms de
duracién (0.5-3.0 nA, en intervalos de 0.5 nA) cuando el potencial basal fue
sostenido a -60 en solucién normal y en presencia de alto magnesio. La barra
gris indica el tiempo del pulso. Los experimentos fueron realizados en la
modalidad DCC. B, cambio de potencial promedio en funcién de la magnitud
del pulso de corriente para los tres valores de potencial basal {(n=3 ganglios)

e = omm e el e e e o e

@n ambas condiciones. (modificado de Vilarchao 2011)
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