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La liberacion de calcio de los depésitos
intracelulares promueve la secrecion
de serotonina en terminales sinapticas

Citlali Trueta'

SUMMARY

This work analyses the role of intracellular calcium pools in serotonin
release from nerve terminals. Experiments were carried out in syn-
apses formed in culture between serotonergic Retzius neurones and
pressure mechanosensory neurons, isolated from the Central Nervous
System of the leech. In this configuration, serotonin is released from
clear vesicles at synapses or from extrasynaptic dense core vesicles.
Locking ryanodine receptors in a sub-conductance state by incuba-
tion with 100 pM ryanodine caused an elongation of the synaptic
potential in response to a presynaptic action potential or to trains
of them, suggesting that calcium released from the endoplasmic re-
ticulum through these channels reaches the synaptic vesicles and may
promote their fusion with the plasma membrane. By contrast, deple-
tion of intracellular calcium pools by incubation with 500 nM thap-
sigargin gradually decreased paired-pulse synaptic facilitation and
abolished extrasynaptic axonal serotonin release in response to trains
of impulses. All this occurred without changes in the properties of the
postsynaptic membrane, indicating that intracellular calcium release
participates in a feedback mechanism that enhances presynaptic and
perisynaptic release in serofonergic neurons.

Key words: Serotonin, synapse, calcium-induced calcium release,
facilitation, endoplasmic reticulum.

INTRODUCCION

La serotonina es un neurotransmisor y neuromodulador
de gran relevancia en la regulaciéon de diversas funciones
fisiolégicas y conductas en los animales a lo largo de toda la
escala filogenética, incluyendo al ser humano. Por ejemplo,
la conducta agresiva y el establecimiento de la dominancia
social son reguladas por la serotonina desde los crustaceos'
hasta los primates,*” donde la serotonina regula también los
estados de animo. La serotonina regula ademds la alimen-
tacion,® el suefio, la atencion,' la ansiedad, los ritmos cir-
cadianos,” la conducta sexual® y la generacion de patro-

Articulo original

RESUMEN

En este trabajo se estudié la participacién que tiene la liberacién de
calcio del reticulo endoplésmico en la liberacién de serotonina en
terminales sindpticas. Los experimentos se llevaron a cabo en sinapsis
formadas en cultivo entre neuronas serotonérgicas de Retzius y neuro-
nas mecanosensoriales sensibles a presién, aisladas del Sistema Ner-
vioso Central de la sanguijuela. En esta preparacién la estimulacién
con pares de impulsos produjo facilitacién sindptica. La estabiliza-
cién de los receptores de rianodina en un estado de sub-conductancia
por la incubacién con rianodina 100 pM produjo un alargamiento
del potencial sindptico en respuesta a impulsos presindpticos, sugi-
riendo que el calcio liberado por estos canales puede alcanzar las
vesiculas y promover la secrecién. En contraste, el vaciamiento de los
depésitos intracelulares de calcio con tapsigargina 500 nM produjo
una disminucién gradual de la facilitacién sindptica ante impulsos
presindpticos pareados y abolié la liberacién extrasindptica en el
axén neuronal en respuesta a trenes de impulsos. Todo esto ocurrié
sin cambios en las propiedades de la membrana postsinéptica, lo
cual sugiere que la liberacién de calcio intracelular participa en un
mecanismo de retroalimentacién positiva que promueve la liberacién
presindptica y perisindptica en las neuronas serotonérgicas.

Palabras clave: Serotoning, sinapsis, liberacién de calcio inducida
por calcio, facilitacién, reticulo endopldsmico.

nes motores ritmicos como la locomocién, la masticacién y
la respiracion,'*"” entre muchos otros. En los humanos, las
alteraciones en el sistema serotonérgico estan relacionadas
con trastornos conductuales y neurolégicos que incluyen a
los alimenticios, la depresion,'™® la epilepsia,’ la esquizofre-
nia,* y la ansiedad,” por lo que estudiar como se regula su
liberacién en el Sistema Nervioso podria contribuir a desa-
rrollar tratamientos para este tipo de patologia.

Las neuronas serotonérgicas secretan esta monoamina
a partir de las terminales sindpticas,?? donde acttia como
neurotransmisor produciendo efectos rapidos y localizados
sobre terminales postsindpticas en circuitos neuronales fijos,
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y también a partir de sitios extrasindpticos en el soma,** el
axoény las dendritas,” donde actiia como modulador produ-
ciendo efectos lentos y difusos de tipo paracrino.

Debido a la complejidad anatémica de las neuronas
serotonérgicas en los vertebrados, los mecanismos finos de
la liberacion sinaptica de serotonina se han estudiado so-
bre todo en sinapsis formadas en cultivo entre neuronas
identificadas aisladas del Sistema Nervioso Central de la
sanguijuela Hirudo medicinalis.*** Las neuronas en cultivo,
al ser isopotenciales, presentan grandes ventajas para estos
estudios. Los mecanismos basicos de liberacién en estas ter-
minales sinapticas son similares a los de las sinapsis clasica-
mente estudiadas como la placa neuromuscular® y la sinap-
sis gigante del calamar,®? es decir, la liberacién ocurre de
manera cudntica, dependiente del calcio y del potencial de
membrana presindptico.”’® En la zona activa de las termi-
nales sindpticas la serotonina se libera a partir de vesiculas
sinapticas claras, de las cuales hay una poza lista para libe-
rarse y una poza de reserva.” Dependiendo de la probabili-
dad de liberacién y de la cantidad de vesiculas disponibles
se presentan fenémenos de plasticidad a corto plazo como la
facilitacién y la depresién.* Como en muchas otras termina-
les sindpticas, las vesiculas claras en estas terminales estan
rodeadas de vesiculas electrodensas que también contienen
serotonina®* y la liberan en zonas perisindpticas o extrasi-
népticas, produciendo también efectos postsindpticos, aun-
que mas lentos (Trueta y De-Miguel, en preparacion).

Las terminales serotonérgicas contienen reticulo endo-
plasmico, que es un depdsito intracelular de calcio.*® El
reticulo endopldsmico almacena calcio en grandes concen-
traciones gracias a la funcién de una ATPasa que transporta
activamente calcio del citoplasma hacia el lumen del reticulo
en contra de su gradiente de concentracién.* El calcio de este
reservorio intracelular se puede liberar hacia el citoplasma
a través de canales llamados receptores de rianodina que se
abren en respuesta a incrementos moderados en la concen-
tracion citoplasmica de calcio, produciendo la llamada libe-
racion de calcio inducida por calcio (CICR por sus siglas en
inglés).”® Este mecanismo desempefia un papel fundamental
en la secrecion en las células endocrinas excitables** y en
algunos tipos neuronales se ha mostrado que contribuye a la
liberacion espontdnea de neurotransmisor,** asi como a la
facilitacion sinaptica® y a la liberacion en respuesta a trenes
de impulsos.*** Ademas, en algunas neuronas que utilizan
vesiculas electrodensas la liberacién de calcio de los depé-
sitos intracelulares tiene una contribucién importante en el
incremento de la concentracién de calcio intracelular en res-
puesta a la actividad eléctrica® y participa en la movilizaciéon
de estas vesiculas hacia la membrana y su fusién con ésta
para producir la secrecion de péptidos.®*>* En el cuerpo celu-
lar de las neuronas serotonérgicas de Retzius la liberacién de
calcio inducida por calcio también tiene una contribucién im-
portante a la secrecién somatica al producir la movilizacién
de las vesiculas hacia la membrana® (Le6n-Pinzon et al. en
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preparacién). La presencia de cisternas de reticulo endoplas-
mico en las terminales sindpticas en estas neuronas sugiere
que este mecanismo de liberacién de calcio podria participar
también en la regulacién de la liberacion sinaptica de sero-
tonina, pero esta participacién no se ha estudiado. Si bien la
secrecion sindptica en respuesta a un impulso es muy rapida
y es poco probable que tenga una contribucién por parte de
esta fuente de calcio, que se activa mas lentamente, la libera-
cién de calcio inducida por calcio podria participar en la mo-
vilizacién de vesiculas claras de la poza de reservay/o de las
vesiculas electrodensas que liberan en zonas perisindpticas
en respuesta a la actividad eléctrica repetitiva.

En este trabajo estudiamos la participacion de la libera-
cion de calcio inducida por calcio en la liberacion sindptica
y perisinaptica de serotonina en respuesta a pares y trenes
de impulsos. Para ello utilizamos sinapsis formadas entre
neuronas serotonérgicas de Retzius y neuronas mecanosen-
soriales sensibles a presion (células P), aisladas del Sistema
Nervioso Central de la sanguijuela Hirudo medicinalis y ha-
ciendo contacto en cultivo. La neurona presindptica de Re-
tzius se estimulé mediante la inyeccién de corriente con un
electrodo intracelular y la liberaciéon de serotonina se ana-
liz6 a partir de los potenciales sinapticos registrados en la
célula P postsindptica. La liberacién de calcio del reticulo
endoplasmico fue promovida utilizando rianodina, que es-
tabiliza los receptores de rianodina en un estado semi-abier-
to, o fue inhibida mediante el uso de la tapsigargina, que
inhibe a la ATPasa de calcio del reticulo endoplasmico, pro-
duciendo el vaciamiento del depésito intracelular mediante
la fuga pasiva de calcio.

MATERIAL Y METODOS
Aislamiento y cultivo neuronal

Se aisl6 la cadena de ganglios nerviosos que forma el Sis-
tema Nervioso Central de la sanguijuela y se abrieron las
capsulas ganglionares utilizando pinzas finas. Después del
tratamiento con colagenasa-dispasa (2mg/ml), se aislaron
individualmente las neuronas de Retzius (Rz) y las neuro-
nas sensibles a presion (P) mediante succién a través de una
pipeta de vidrio. Las neuronas se sembraron sobre platos
de cultivo (Falcon, primaria) cubiertos con concanavalina-
A, colocando el mufién axonal de la neurona de Retzius en
contacto con el soma de la neurona P. La figura 1A muestra
una imagen de un par de neuronas Rz-P en cultivo. Las neu-
ronas se registraron después de 2-7 dias en cultivo.

Registro intracelular
La neurona presindptica se estimulé mediante la inyeccién

de pulsos de corriente despolarizante a través de un micro-
electrodo intracelular con una resistencia de 20-30 MQ lleno
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de cloruro de potasio 3M, utilizando un amplificador intra-
celular (Getting, modelo 5) en modo de balance de puente.
Se utilizaron pulsos con una duracién de 100 ms para pro-
ducir dos potenciales de accion o de 200 ms para producir
trenes de 5-6 potenciales de acciéon. Los potenciales sindpti-
cos se registraron en la célula P con un microelectrodo lleno
de cloruro de cesio 2M. Las sefiales fueron adquiridas y di-
gitalizadas con un convertidor Digidata 1322 (Axon Instru-
ments) a 10 KHz para su anadlisis posterior.

Farmacologia

Despusés de registrar los potenciales sindpticos en condicio-
nes control, se adicion6 al bafio rianodina 100 uM o tapsi-
gargina 500 nM. La rianodina, en la concentracién que utili-
zamos, estabiliza el canal de los receptores de rianodina en
un estado de sub-conductancia, produciendo una liberacién
lenta de calcio hacia el citoplasma.>-* La tapsigargina blo-
quea las ATPasas que bombean el calcio hacia el interior del
reticulo endoplasmico, y al no compensarse la fuga pasiva
de calcio, el depésito se vacia gradualmente.

pre

20mv |

post

05 mvl,.,("\.w M

200 ms

Figura 1. Facilitacién en sinapsis entre neuronas de Retzius y neu-
ronas P en cultivo. A) Imagen en contraste de fases de un par de
neuronas Retzius-P haciendo contacto en cultivo. B-D) Registros del
potencial de membrana pre y postsindptico. Los trazos superiores
(pre) muestran potenciales de accién presindpticos en la neurona de
Retzius y los inferiores (post) los potenciales sindpticos registrados en
la neurona P. En D, dos potenciales de accién con un intervalo de 30
ms causaron facilitacién. Nétese que la amplitud del potencial sindp-
tico compuesto en D tiene una amplitud mayor que la suma de los
dos potenciales sindpticos individuales mostrados en C (marcados
con las lineas grises horizontales).
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Aplicacién de serotonina por iontoforesis

Se llenaron microelectrodos similares a los utilizados para el
registro intracelular con una solucién de 5-hidroxitriptami-
na-HCl 150 mM. Para retener la serotonina en el electrodo se
aplicé una corriente directa constante de -1 nA al electrodo.
La punta del electrodo se colocé cerca del soma de la neu-
rona P postsindptica. Para producir la salida de serotonina
se aplicaron pulsos de corriente positiva de 2 nA con una
duracién de 200 ms.

RESULTADOS

En pares de neuronas Rz-P (figura 1A) que habian formado
sinapsis, el disparo de un potencial de accién por la neurona
presindptica de Retzius evocé un potencial sindptico en la
neurona P postsinaptica (figura 1B), producido por la libera-
cion presindptica de serotonina. Mientras que un par de po-
tenciales de accion producidos con un intervalo de 300 ms
0 mas en la neurona presindptica produjo dos potenciales
sinapticos de amplitud similar en la célula P (figura 1C), la
reduccion de este intervalo a 100 ms o menos, produjo facili-
tacion sinaptica, determinada por la presencia de un poten-
cial sinaptico compuesto de amplitud mayor que la suma de
los dos potenciales sinapticos individuales (figura 1D).

Los botones sinapticos de las neuronas de Retzius con-
tienen cisternas de reticulo endoplasmico a una distancia ma-
yor a 500 nm de las zonas activas (ver, por ejemplo, la figura
1 en la referencia *). Por ello, para estudiar si la liberacién
de calcio de estos depésitos intracelulares participa en la li-
beracién de neurotransmisor, fue necesario investigar si el
calcio que se libera a través de los receptores de rianodina se
difunde hasta los sitios donde estan las vesiculas. Para ello
se registraron las respuestas postsinapticas tras el disparo
presinaptico de potenciales de accién sencillos, pareados y
en trenes a una frecuencia de 20 Hz en condiciones control
y entonces se indujo la salida continua de calcio del reticulo
endoplasmico hacia el citoplasma incubando pares de neuro-
nas con rianodina 100 1M, que estabiliza los canales de los re-
ceptores de rianodina en un estado de sub-conductancia.>*-%

En estas condiciones se produjo un alargamiento del 552
+174%, en la fase de caida del potencial sindptico, de 70.5 £
28.9 ms en condiciones control (n=11; figura 2A, panel izquier-
do, trazo negro) a 389.7 +£ 100.3 ms después de cinco minutos
(n=3; figura 2A, panel izquierdo, trazo gris). Para comprobar
que este alargamiento del potencial sinaptico no fue produci-
do por un decaimiento gradual del estado de las neuronas a
lo largo del tiempo, registramos las respuestas postsindpticas
de pares de neuronas que no se trataron con rianodina. En
estos casos, el tiempo medio de caida del potencial sindptico
se increment6 s6lo marginalmente a lo largo de cinco minutos
de registro (figura 2B, triangulos negros) de 106.1 + 21.6 ms a
131.2 £ 25.2 ms después de cinco minutos de registro (n=11).
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Figura 2. La liberacién de calcio a través de los receptores de riano-
dina alcanza las vesiculas sindpticas y promueve la liberacién de sero-
tonina. A) Potencial sindptico registrado en la célula P, en respuesta a
un impulso (izquierda) o a un tren de 6 impulsos (derecha) en la célula
de Retzius presindptica en condiciones control (negro) y después de 5
minutos de incubacién con rianodina 100 pM (gris), La estabilizacién
de los receptores de rianodina en un estado de subconductancia por
la rianodina prolongé el potencial postsindptico en la célula P. B) Tiem-
po medio de caida (media + error estdndar; n=6 para cada grupo)
del potencial sindptico en respuesta a un impulso, pulsos pareados o
trenes de impulsos presindpticos antes (inicial) y 5 minutos después de
la adicién de rianodina 100 pM circulos grises). Las células control
(triangulos negros) fueron registradas en ausencia de rianodina.

El efecto de la rianodina fue mas notable ante pares o
trenes de impulsos en la neurona presinédptica (figura 2).
Con impulsos pareados, el potencial sindptico en presencia
de rianodina se increment6 en un 436 + 168%, de 140.82 +
19.3 ms a 689.2 £ 271.3 ms (n=5), mientras que en los con-
troles s6lo cambi6 de 168 + 34.6 ms a 188.5 £ 28.1 ms (n=13).
Con trenes de cinco o seis impulsos a 20 Hz la rianodina
incremento el tiempo de caida del potencial sinaptico en un
420 +105%, de 335.9 + 116.7 ms a 1454.3 + 325.8 ms (n=5),
mientras que en condiciones control el cambio fue de 392.7
108 ms a 441.9 £ 100.1 ms (n=8).

Para comprobar que los efectos de la rianodina no fue-
ron causados por cambios en las propiedades eléctricas de la
neurona postsinaptica, se registraron respuestas de las célu-
las P antes y después de la aplicacion del farmaco (figura 3).
Los potenciales de accién producidos por pulsos despolari-
zantes en la neurona postsindptica en condiciones control
(figura 3A, trazo negro) y en presencia de rianodina (figura
3A, trazo gris) fueron idénticos, descartando posibles efec-
tos sobre la actividad eléctrica postsindptica inducidos por
la rianodina. Ademads, la resistencia de entrada y la constan-
te de tiempo de la membrana postsindptica ante un pulso
de corriente hiperpolarizante también permanecieron sin
cambios (figura 3B, trazo negro) en presencia de rianodina
(figura 3B, trazo gris). Mds aun, la respuesta de la neurona
postsindptica a la aplicacién de serotonina por iontoforesis
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tampoco fue alterada por la rianodina (figura 3C), descar-
tando cambios en la sensibilidad postsinaptica a la serotoni-
na por el tratamiento con rianodina. Todo esto sugiere que
el calcio que se libera del reticulo endoplasmico a través de
los receptores de rianodina alcanza los sitios de liberacién
en las terminales sinapticas y es capaz de promover la fu-
sion de las vesiculas con la membrana.

Para comprobar que la actividad eléctrica presindptica
estimula la liberacién de calcio inducida por calcio y este
mecanismo participa en la liberacién de serotonina, se va-
ciaron los depésitos intracelulares de calcio utilizando tap-
sigargina. Dado que dicho vaciamiento ocurre lentamente,
se registraron las respuestas cada cinco minutos durante al
menos 30 minutos.

A

20 mv

50 ms

100 ms

2mV|

2s

Figura 3. La rianodina no afecta las propiedades de la membrana
de la célula postsindptica. Respuesta en voltaje de la célula P a un
pulso de corriente despolarizante (A), a un pulso de corriente hiper-
polarizante (B) y a un pulso iontoforético de serotonina (5-TH, barra
negra) (C), anfes (trazos negros) y 10 minutos después de la adicién
de rianodina 100 pM (trazos grises). La rianodina no cambié la for-
ma del potencial de accién, la resistencia de entrada o la constante
de tiempo de la membrana, ni la amplitud o el curso temporal de la
respuesta a 5-HT.

Vol. 37, No. 2, marzo-abril 2014 salud mental




La liberacién de calcio de los depésitos intracelulares promueve la secrecién de serotonina en terminales sindpticas

Tapsigargina 500 nM

Control 5 min 15 min 30 min 45 min
Pre
40 mv | JL _MP\ AM/— JM/K J)V\
Post
o] ,W/W’N\ W/{M //‘M
200 ms
B
Control
5 min 15 min 30 min 45 min

Y N
e A A

200 ms

Figura 4. La liberacién de calcio inducida por calcio promueve la
facilitacién sindptica en respuesta a impulsos pareados. A) Registros
del potencial de membrana pre- y postsindpticos en respuesta a la
aplicacién de pulsos despolarizantes presindpticos de 100 ms antes
(control) y durante la incubacién con tapsigargina 500 nM. Nétese
que a partir de los 15 minutos de incubacién la amplitud del poten-
cial sindptico compuesto disminuyé. B) Registros control en ausencia
de tapsigargina, durante el mismo tiempo que se registraron los pa-

res de neuronas con el fdrmaco. La amplitud del potencial sindptico
se mantuvo a lo largo del registro.

Después de 15 minutos de incubacion con tapsigargina
se mantuvo la generacién de potenciales sindpticos en res-
puesta a un impulso, pero el potencial sindptico compuesto
en respuesta a impulsos pareados disminuy6 en un 33%,
mostrando una disminucién en la facilitacién sinaptica des-
pués de 15 minutos de incubacién con tapsigargina (figura
4A). Esto no fue causado por un decaimiento del estado de
las neuronas, dado que en pares registrados en ausencia de
tapsigargina la amplitud del potencial sindptico compuesto
disminuy6 s6lo marginalmente incluso después de 45 minu-
tos de registro (figura 4B).

Este resultado sugiere que la liberacion de calcio de los
depositos intracelulares desempefia un papel importante en
la facilitacion de la liberacion sindptica de serotonina ante la
actividad eléctrica repetitiva.

Algunos pares de neuronas Retzius-P no forman sinap-
sis, dado que no se producen potenciales sindpticos en res-
puesta a un impulso presinaptico. Sin embargo, la estimula-
cién sucesiva produce una despolarizacién lenta atribuible
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a la liberacion de serotonina de las vesiculas electrodensas
perisinapticas (figura 5A, Control). En este tipo de conexio-
nes la tapsigargina disminuy6 gradualmente las respuestas
postsindpticas hasta abolirlas por completo después de 20
minutos de incubacién (figura 5A). Sin embargo, en pares
de neuronas no tratadas con tapsigargina las respuestas se
mantuvieron a lo largo de 30 minutos (figura 5B). Al igual
que con la aplicacién de rianodina las respuestas eléctricas
de la neurona postsindptica no fueron afectadas por la in-
cubacion con tapsigargina (no se muestra). Estos resultados
sugieren que la liberacién de calcio de los depésitos intra-
celulares es fundamental para producir la movilizaciéon y la
fusién de las vesiculas electrodensas en sitios de liberacion
extrasindptica en el axén neuronal.

Tapsigargina 500 nM

Control 10 min 20 min
Pre
40 mV ‘ WM W W
Post
1 mV ‘ MJ/*»N M%
WWW“‘W
250 ms
B
Control
5 min 15 min 30 min

T W

250 ms

Tmv |

Figura 5. La liberacién de calcio inducida por calcio es necesaria
para la liberacién extrasindptica a partir de vesiculas electroden-
sas. Registros del potencial de membrana pre- y postsindptico en
respuesta a la aplicacién de pulsos despolarizantes presindpticos de
200 ms en pares de neuronas donde Unicamente ocurre liberacién
extrasindptica (nétese la respuesta postsindptica lenta) ante trenes
de impulsos. A) Respuestas en un par de neuronas antes (Control)
y durante la incubacién con tapsigargina 500 nM. Nétese que la
respuesta postsindptica fue completamente abolida después de 20
minutos de incubacién con tapsigargina. B) Respuestas en un par de
neuronas control, en ausencia del farmaco. Nétese que la respuesta
postsindptica se mantuvo a lo largo de todo el registro.
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DISCUSION

Los resultados mostrados en este trabajo indican que la libe-
racién de calcio inducida por calcio modula la liberacién si-
naptica y extrasindptica axonal de serotonina. El alargamien-
to de los potenciales sinapticos en pares de neuronas tratadas
con rianodina sugiere que el calcio liberado del reticulo endo-
plasmico a través de los receptores de rianodina alcanza las
vesiculas sindpticas y puede participar en su fusion retrasada
con la membrana. Asimismo, la disminucién de la liberaciéon
de serotonina después del vaciamiento de los depésitos intra-
celulares de calcio sugiere que la liberacion de calcio inducida
por calcio participa en la liberacién de serotonina en las ter-
minales en respuesta a la actividad eléctrica repetitiva.

La liberacién de calcio del reticulo endoplasmico des-
empefia un papel fundamental en el acoplamiento excita-
cién-secrecion en células endocrinas excitables** y también
en la liberacién extrasindptica de neurotransmisores en el
soma de varios tipos neuronales, incluyendo a las neuronas
de Retzius,®-" asi como en células gliales.®> En particular
la liberacién de calcio inducida por calcio provee un meca-
nismo de retroalimentacién positiva que amplifica las sefia-
les intracelulares de calcio producidas por la entrada trans-
membranal de este i6n a través de canales dependientes de
voltaje. A pesar de que en muchas neuronas se ha descrito
la presencia de depésitos intracelulares de calcio e incluso
su participacién en la generacién de senhales postsindpticas

en las dendritas,%-%

su papel en la liberacién de neurotrans-
misor en las terminales presinapticas se ha estudiado poco.
La presencia de reticulo endopldsmico cerca de las termina-
les presinapticas de las neuronas serotonérgicas de Retzius
sugiere que funcionalmente la liberacién de calcio de estos
compartimentos pudiera tener efectos sobre la movilizaciéon
de las vesiculas y la liberacién de serotonina, como ocurre
en neuronas parasimpaticas, cerebelares e hipocampales, en
donde la liberacién de calcio de los depésitos intracelulares
favorece la liberacion de transmisor.*#’* Sin embargo, dado
que las cisternas del reticulo endopldsmico no se encuentran
muy cerca de las zonas de liberacion y que la difusion del
calcio en el citoplasma es limitada, era necesario investigar
en primer lugar si el calcio liberado de este depésito alcan-
za los sitios de liberacion para poder participar en la exoci-
tosis. El alargamiento del potencial sindptico en presencia
de rianodina sugiere que cuando se produce una liberaciéon
de calcio a través de los receptores de rianodina éste puede
alcanzar las vesiculas en los sitios de liberacién y sostener
la liberacién de serotonina después de la estimulacién eléc-
trica. La rianodina estabiliza a los canales de los receptores
de rianodina en un estado de sub-conductancia en el que
puede fluir calcio de manera continua, pero a una velocidad
menor que a través del canal completamente abierto. En dis-
tintos tipos celulares de mamiferos, la rianodina, en la con-
centracion utilizada en este trabajo, bloquea los receptores
de rianodina, impidiendo que ocurra la liberacion de calcio
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inducida por calcio. Sin embargo, las neuronas de la sangui-
juela son poco sensibles a muchos farmacos utilizados para
bloquear canales i6nicos, por lo que no es sorpresivo que
esta concentracion alta de rianodina no bloquee los canales,
sino que los estabilice en el estado semi-abierto, como hace
la rianodina a concentraciones menores en células de mami-
fero. Sin embargo, para comprobar este efecto es necesario
realizar mediciones de las sefiales intracelulares de calcio en
respuesta a la estimulacién eléctrica en presencia de riano-
dina en las neuronas de Retzius.

Dado que la rianodina se une a sus receptores por la parte
interna de la membrana reticular, es necesario estimular a las
neuronas eléctricamente para que se introduzca el compuesto
y abra a los canales. Por ello es de esperarse que tinicamente
ocurra la liberacién de calcio después de la estimulacion eléc-
trica que produce la entrada de calcio transmembranal y con
ello un incremento en la concentracion citoplasmica de calcio
suficiente para activar a los receptores de rianodina. Ademas,
el efecto de la rianodina se observa decenas de milisegundos
después del potencial de accién y es mas evidente en respues-
ta a la estimulacion repetitiva, presumiblemente porque el
calcio que entra a través de la membrana necesita difundirse
hasta el reticulo endoplasmico para poder activar a los recep-
tores de rianodina. Una vez que esto ocurre, el calcio liberado
necesita también tiempo para difundirse hasta la zona activa.
En el caso en que el calcio evoca la liberacion de vesiculas
electrodensas, el esquema es mas complejo y retrasado ya que
estas vesiculas no estan en contacto con la membrana plasma-
tica y su fusién requiere del transporte previo a la membrana,
lo que afiade un retraso al proceso.

En diversas preparaciones que se han utilizado para
estudiar los mecanismos de liberacién sindptica de neuro-
transmisores la facilitaciéon es producida por el calcio resi-
dual que permanece en la terminal después de un impulso
nervioso cuando un segundo impulso ocurre antes de que la
concentraciéon de calcio haya regresado a sus niveles basa-
les.®* Este es el caso de las neuronas de Retzius aqui estudia-
das.”* La suma del calcio residual al calcio que entra por la
membrana en respuesta a un segundo impulso incrementa
la probabilidad de liberacién del neurotransmisor,” produ-
ciendo la fusién de un nimero mayor de vesiculas con la
membrana en respuesta al segundo impulso. La disminu-
cion gradual de la facilitacion que se observé aqui después
de vaciar la poza por la incubacion con tapsigargina sugiere
que la liberacién de calcio inducida por calcio contribuye a
la facilitacion sindptica. Esto podria ocurrir si el calcio que se
libera del reticulo endoplasmico se suma al calcio residual,
contribuyendo a incrementar la probabilidad de liberacién.
También es posible que el calcio liberado de los depésitos
intracelulares promueva la movilizacién de vesiculas de la
poza de reserva hacia la poza liberable, incrementando el
namero de vesiculas disponibles para liberar.

La inhibicion que produjo la tapsigargina de las respues-
tas postsinapticas en los casos en que no se formaron sinapsis
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La liberacién de calcio de los depésitos intracelulares promueve la secrecién de serotonina en terminales sindpticas

y tnicamente ocurre liberacién perisindptica, sugiere que la
liberacién de calcio de los depdsitos intracelulares es necesaria
para producir la movilizacién de las vesiculas electrodensas
hacia los sitios de liberacion extrasindptica y su fusién con la
membrana. La participacion de la liberaciéon de calcio indu-
cida por calcio en la movilizacion de vesiculas electrodensas
ocurre también en el soma de las propias neuronas de Retzius
durante la secrecion somatica, asi como en otras preparacio-
nes en donde la liberacion ocurre a partir de este tipo de ve-
siculas.®®® Es posible que la liberacion de calcio del reticulo
endoplasmico participe también en el proceso de fusion de
las vesiculas electrodensas con la membrana plasmatica, ya
que la entrada transmembranal de calcio en respuesta a la es-
timulacién eléctrica posiblemente termina antes de que estas
vesiculas alcancen la membrana, mientras que la liberacién de
calcio intracelular es un proceso maés lento, adecuado al curso
temporal de movilizacién y fusién de este tipo de vesiculas.

El vaciamiento de los depésitos intracelulares de cal-
cio utilizando tapsigargina es una de las manipulaciones
mas comtnmente utilizadas para eliminar la contribucién
de estos depésitos y estudiar el papel que desempefian en
diversos fenémenos fisiologicos.* Dado que el vaciamien-
to ocurre lentamente, fue necesario registrar las respuestas
postsindpticas durante decenas de minutos, lo cual abre la
posibilidad de que el estado de las neuronas decaiga a lo
largo del tiempo. Sin embargo, las neuronas control que
se registraron en ausencia del farmaco no presentaron un
decaimiento significativo en la amplitud de los potenciales
sinapticos en 30 minutos de registro, lo cual sugiere que los
efectos observados en las neuronas tratadas con tapsigar-
gina fueron especificamente producidos por el farmaco al
vaciar los dep6sitos de calcio.

Dado que la disminucién en la amplitud de las respues-
tas postsindpticas en presencia de tapsigargina ocurrié en
aproximadamente 15 minutos y no se observaron cambios
posteriormente, el vaciamiento de los dep6sitos intracelula-
res de calcio parece haberse completado en este tiempo.

Los efectos de la liberacién de calcio del reticulo endo-
plasmico parecen ser puramente presindpticos sobre la libe-
racion del neurotransmisor y no sobre la sensibilidad de la
membrana postsindptica a la serotonina o sobre sus propie-
dades eléctricas, ya que las caracteristicas eléctricas de las
neuronas P postsindpticas y su sensibilidad a la serotonina
no fueron afectadas por la rianodina o por la tapsigargina.

En resumen, los resultados mostrados en este trabajo
sugieren que la liberacion de calcio inducida por calcio parti-
cipa en un mecanismo de retroalimentacién positiva que in-
crementa la liberacion de neurotransmisor y ofrecen una ex-
plicacion complementaria a la hipétesis del calcio residual.
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