Longitud Electrotonica en Neuronas Peptidérgicas Intactas y Axotomizadas
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Abstract— En este trabajo se registré la actividad eléctrica
de una poblacién de células neurosecretoras del 6rgano X de
acociles Cherax quadricarinatus, antes y después de realizar
una axotomia distal. Partiendo del modelo de cilindro equiva-
lente y del cilindro méas soma, y usando las curvas de carga
obtenidas con la técnica de registro intracelular, se realizaron
estimaciones de propiedades eléctricas lineales, tales como la
resistencia de entrada y la longitud electroténica de neuronas
intactas y axotomizadas, ajustando a los modelos matematicos
los datos electrofisiolégicos obtenido experimentalmente.

Palabras claves— longitud electrotdnica, neuronas pepti-
dérgicas, registro intracelular, modelos matematicos.

I. INTRODUCCION

Entender la estructura electroténica de una neurona, es
critico para el entendimiento de la funcion neuronal y la
integracion sindptica. Las formulas para estimar la longitud
electrotonica de una neurona, basadas en el modelo de ci-
lindro equivalente han sido ampliamente utilizadas [8, 19,
21]. También se han presentado férmulas para neuronas
cuya morfologia no puede aproximarse mediante cilindros
equivalentes [7, 13, 16, 18]. Se han publicado formulas
apropiadas para dendritas estrechas y para uno o mas cilin-
dros con un soma. Sin embargo, los arboles dendriticos de
algunas neuronas son muy complejos para ser reducidos a
estructuras simples. Para esas neuronas, se necesita un en-
foque diferente para la estimacion de su estructura electro-
ténica [9, 10, 11].

La estructura electrotonica de una neurona puede especi-
ficarse por el valor de algunos parametros. Un simple cilin-
dro requiere solo de cinco pardmetros, mientras que estruc-
turas mas complejas requieren de muchos mas parametros.
En el caso mas simple, en el que la neurona se puede repre-
sentar como un cilindro sellado en los extremos, la estructu-
ra electrotonica esta completamente especificada por los
valores de la resistividad de la membrana R,, (Qcm?), la
capacitancia de la membrana C, (uF/cmz), la resistividad
intracelular R; (QQcm) y la longitud 7y diametro del cilindro
2a., como se muestra en la figura 1a). Si se agrega un so-
ma, se deben especificar dos pardmetros mas: el area de la
membrana del soma A y la resistividad de la membrana del
soma Ry, (Qcm?), como se ilustra en la figura 1b).
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Fig. 1 a) Esquema de la membrana pasiva del cilindro equivalente al axén
de una neurona. b) Esquema equivalente del axén y el soma.

En otros trabajos se han evaluado algunos de estos mode-
los matematicos y se han comparado con datos experimen-
tales obtenidos en motoneuronas, neuronas piramidales del
hipocampo y cocleares [13].

Los sistemas neurosecretores se componen de un conjun-
to de neuronas peptidérgicas, cuyos axones llegan a una
estructura terminal organizada, denominada dérgano neuro-
hemal; en este sitio las terminales nerviosas vierten las
sustancias de secrecion a la circulacion. Las neuronas pepti-
dérgicas tienen caracteristicas comunes a otras neuronas en
cuanto a su apariencia morfoldgica y a su actividad eléctri-
ca, como la generacion y propagacion de impulsos eléctri-
cos. Las células nerviosas que liberan neurotransmisores los
sintetizan y los reciclan en la terminal presinaptica del axon
[1, 4], a diferencia de las neuronas peptidérgicas que sinteti-
zan los péptidos en el soma, los empaquetan en granulos y
los transportan a los sitios de liberacion [5].

El sistema neurosecretor mas importante de los vertebra-
dos es el eje hipotdlamo — hipofisis. En los crustaceos, el
sistema equivalente es el sistema 6rgano X — glandula sinu-
sal OX-GS. Un sistema particularmente elegido para estu-
dios de la actividad neurosecretora es el sistema de los crus-
taceos organo X-glandula sinusal. Este sistema contiene
entre 100 y 150 células que estan localizadas en la médula
terminal del tallo ocular, y sus axones corren distalmente
para terminar en la glandula sinusal. Cada soma tiene un
axon amielinico que envia colaterales axonicas al neuropilo
de la médula terminal; los axones principales forman el
tracto OX-GS que asciende superficialmente en sentido
longitudinal al eje del tallo ocular, llegando al nivel del
segundo quiasma, entre las médulas interna y externa, para



que el conjunto de las terminales y los vasos capilares for-
men el 6rgano neurohemal llamado glandula sinusal.

II. MATERIAL Y METODOS

Preparacion biologica: Los experimentos se llevaron a
cabo en acociles machos adultos Cherax quadricarinatus.
Los acociles se obtuvieron en la Unidad Acuicola “El Com-
partidor” de El Higuerén, Mor., y se mantuvieron a 28 °C
[6] en las instalaciones de la Planta Experimental de Pro-
duccion Acuicola, DCBS, de la Universidad Auténoma
Metropolitana—Iztapalapa. Los animales se encontraban en
el periodo intermuda al momento de los experimentos. En
todos los casos, se aisla el tallo ocular derecho [2] y se retira
el exoesqueleto. Se retira la capa superficial de tejido conec-
tivo y los musculos por medio de microdiseccion. La médu-
la terminal, el 6rgano X y la glandula sinusal se puede ver a
través de un microscopio de diseccion. A continuacion, se
retira la capa de tejido conectivo que rodea al dorgano X,
para dejar al descubierto los somas de las neuronas. Los
experimentos se realizaron en las neuronas de la capa super-
ficial del 6rgano X. El tallo ocular se coloco en el compar-
timiento central de una cdmara de tres pozas que contienen
solucion normal [3]. Las tres pozas estan interconectadas y
la solucion fluye de un extremo a otro de la camara a razoén
de 1 ml/min, por medio de un sistema de perfusion conti-
nua. La preparacion se deja en la perfusion durante 30 mi-
nutos antes de comenzar los registros. Todos los registros se
realizaron a una temperatura de 22 + 2° C

Sistema de estimulacion y registro: los pulsos fueron ge-
nerados con el programa Estimulador (UAM-I), y con una
tarjeta PCI-MIO-16E-1 (Nacional Instruments) [22] y apli-
cados a través de un sistema de fijacion de corriente de un
solo electrodo (Dagan 8100-1); las sefiales fueron amplifi-
cadas a través del mismo sistema de fijacion de corriente. El
potencial de membrana fue digitalizado con la misma tarje-
ta, a 20 KHz, visualizadas y guardadas en una computadora
personal mediante el programa Estimulador (UAM-I).

Pipetas: Las pipetas de registro intracelular se construye-
ron con capilares de borosilicato IB100F-3 OD/ID
1.0/0.58mm (WPI), formadas en un estirador horizontal P-
97 Flaming/Brown (Sutter Instruments Co.). La resistencia
de las pipetas fue de 40 a 60 MQ. Las pipetas se llenaron
conKCla3 M.

Soluciones: La composicion de la solucion extracelular
normal [3] empleada en los experimentos fue: NaCl 198
mM, KCIl 54 mM, CaCl2 13.5 mM, MgCI2 2.6 mM y
HEPES 10 mM. Se ajust6 el pH a 7.4 con NaOH.

Andalisis. El analisis de las curvas de carga y la obtencion
de los parametros de los datos experimentales se realizé con
el programa Clampfit (Axon Instruments).
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Fig. 2 a) Registro intracelular del potencial de membrana de una neurona
intacta. b) Registro intracelular de una neurona peptidérgica después de la
axotomia distal. Note que s6lo aparece la primera espiga de potencial de
accion, seguido por pequefias oscilaciones en el potencial de la membrana.

11I. RESULTADOS

La parte transitoria del voltaje de la membrana registrado
como respuesta a la inyeccion de corriente, puede expresar-
se como una suma de exponenciales decrecientes

V,(0)=> Ae"'" (1)
i=0

donde T; son las constantes de tiempo de la membrana pasi-
va, con Ty la mayor de las constantes de tiempo y A; son
constantes [12]. Estos valores se obtienen en forma experi-
mental. Generalmente solo los primeros dos términos son
importantes para la interpretacion de los resultados experi-
mentales [21].

La figura 2 muestra la actividad eléctrica de dos neuro-
nas, una intacta (Fig. 2a) y la otra axotomizada (Fig. 2b).

En la neurona intacta, al aplicar pulsos de corriente des-
polarizantes, se evocan espigas de potencial de accion. La
frecuencia entre espigas depende de la magnitud de la des-
polarizacion [5]. En una neurona axotomizada, solo se gene-
ra una espiga, seguida de pequefias oscilaciones en el poten-
cial de la membrana [5].

Para calcular la resistencia de entrada, se considera el
voltaje de estado estable, y a partir de la relacion corriente
voltaje de los datos mostrados en la figura 2, se obtiene el
valor de la resistencia R..

Para un cilindro con ambos extremos sellados, y para una
longitud electrotonica L=//) donde A es la constante espa-
cial y esta definida como

aR
m 2
R (2)

1

A=
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Las constantes de tiempo estan dadas por la expresion

To
S U 3
i 1+(n7z/L)2 @

por lo que en términos de los datos experimentales se puede
estimar la longitud electrotonica de un cilindro como

L=r | 4)

To— 7

Para un cilindro con soma, las constantes de tiempo son

7o
T, = (5)
1+k}
donde las %, son las soluciones de la ecuacion
k,Lcot(k,L)=—pL/tanh(k,L) (6)

donde p es la relacion entre la conductancia de entrada del
cilindro y la conductancia de la membrana del soma.

Como en estas neuronas no hay dominio dendritico (p — 0),
ni desvanecimiento de la admitancia del soma (p — =), la
longitud electrotonica se puede calcular como

L=x | LMER) 7
(ro /7)) -1

Para obtener las curvas de carga, se toma la parte transitoria
del registro de voltaje que se obtiene al aplicar un pequefio
pulso de corriente hiperpolarizante, con lo que se asegura
que no hay conductancias activas y solamente estan presen-
tes las propiedades lineales de las neuronas. Los datos expe-
rimentales se muestran en la figura 3. Para ajustar los mode-
los a los datos experimentales de la figura 3, se aproxima la
curva de carga a una funcion del tipo de la ecuacion (1). La
longitud electrotonica se calcula a partir de las ecuaciones
(4) v (7), para una neurona axotomizada e intacta, respecti-
vamente.

Los resultados de las propiedades lineales de las neuro-
nas del 6rgano X, se resumen en la Tabla 1. Se muestran los
datos para la resistencia de entrada, las constantes de tiempo
de la curva de carga y la longitud electrotonica. En todos los
casos se presenta la media & la desviacion estandar. Para el
caso de neuronas intactas el tamafio de la muestra fue n=121
y para el caso de las neuronas axotomizadas n=18. Las
resistencias de entrada son estadisticamente diferentes
(p<0.001) y las longitudes electrotonicas también resultaron
estadisticamente diferentes (p<<0.001). Si el valor de la rela-

cion entre las conductancias del cilindro y del soma es p =1,
entonces la longitud electroténica para la neurona intacta es
L=0.8720 = 0.31, y aun en este caso, las longitudes electro-
tonicas de las neuronas intactas y axotomizadas siguen
siendo estadisticamente diferentes (p<0.001).

Tabla 1 Propiedades lineales en neuronas intactas y axotomizadas

Intacta Axotomizada
Resistencia de entrada [MQ] 96.13 +3.373 74.72 £1.68
Constante de tiempo 1 62.31 +8.901 221.3+£3.97
Constante de tiempo 2 8.32+1.322 8.26 +4.02
Longitud electrotonica 1.1758 £ 0.5 (p=10) 0.6188 £0.09
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Fig. 3 a) Curva de carga para una neurona intacta. b) Curva de carga para
una neurona axotomizada. Los puntos corresponden a los datos experimen-
tales, mientras que el trazo continuo corresponde al ajuste mediante el
modelo de suma de exponenciales.

IV. CONCLUSIONES

Existen diversos modelos para representar el comporta-
miento pasivo de las neuronas. La decision del modelo a
utilizar depende del tipo de neurona. Cuando la asimetria de
las dendritas no es muy grande, el modelo de cilindro equi-
valente es adecuado [14]. Las féormulas para estimar la lon-
gitud electrotonica L, han sido aplicadas a diferentes tipos
de neuronas. Sin embargo, estas formulas son validas tni-
camente para neuronas que pueden simplificarse como un
cilindro equivalente con resistividad de la membrana uni-
forme [15]. Existen modelos compartamentales [13] y mo-
delos mixtos [13], que cubren los casos en los que no se
puede aplicar el modelo de cilindro equivalente. En el caso
de las neuronas peptidérgicas, dada su morfologia [17, 20],
es posible realizar esta simplificacion y obtener resultados a
partir de los datos experimentales.

La longitud electrotonica proporciona una idea de qué tan
lejos (eléctricamente) estan las entradas sinapticas con res-
pecto del soma [14]. Valores pequefios de L indican que la
entrada sindptica estd mas cerca y por lo tanto, la corriente
sinaptica llega al soma. La longitud electrotonica esta de-



es posible realizar esta simplificacion y obtener resultados a
partir de los datos experimentales.

La longitud electrotonica proporciona una idea de qué tan
lejos (eléctricamente) estan las entradas sinapticas con res-
pecto del soma [14]. Valores pequefios de L indican que la
entrada sinaptica estd mas cerca y por lo tanto, la corriente
sinaptica llega al soma. La longitud electrotonica esta de-
terminada por la resistencia especifica de la membrana R,
[11]. Esta resistencia esta dada por la presencia de canales
que se encuentran abiertos en el reposo [21]. En este trabajo
se utilizaron registros del potencial de la membrana y las
curvas de carga para determinar las propiedades lineales
como la resistencia de entrada y las constantes de tiempo de
la membrana pasiva. Las neuronas registradas pueden ser
axotomizadas facilmente, con lo que se puede obtener la
curva de carga de una neurona intacta, y por substraccion
del registro de la neurona axotomizada, la curva de carga
del soma y del cilindro equivalente. Al emplear las expre-
siones para calcular la longitud electrotonica, se obtienen
los resultados esperados, pues la contribucion del soma,
puesto que no es una esfera isopotencial, debe incrementar
el valor de la resistencia de entrada, lo que explica en parte
el aumento en la longitud electrotonica. Por otra parte, el
soma contribuye a incrementar la longitud fisica de la neu-
rona, por lo que este hecho también determina directamente
el aumento en esta propiedad lineal. Finalmente, para calcu-
lar la longitud electrotonica de la neurona intacta, variamos
el valor del parametro p, desde 1 hasta 1X10'% para estar
cerca de los casos limite, y observamos que después de que
la relacion entre la conductancia del cilindro y la del soma
es mayor a 10, la longitud electrotonica no cambia conside-
rablemente, con lo cual podemos realizar una estimacion de
otras propiedades lineales de la membrana del soma.
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