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Resumen

La presente Tesina se enmarca en el estudio de las propiedades de las sinapsis eléctricas
en el cerebro de los mamiferos. Se empled a tales efectos la técnica del patch clamp en su
configuracién de célula entera aplicado a un preparado in-vitro del nucleo mesencefalico del
trigémino (NMT). Mediante esta aproximacion fuimos capaces de aportar evidencias a favor de la
presencia de contactos eléctricos bi-direccionales y relativamente poderosos entre las neuronas
de dicho nucleo. Asimismo, experimentos farmacoloégicos muestran que las neuronas del NMT
estan dotadas de un rico conjunto de conductancias activas de membrana responsables de su
fenotipo electrofisioléogico. Mas aun, la aplicacién en forma combinada de aproximaciones
experimentales y de simulaciones computacionales mediante el programa NEURON, permitié
obtener por primera vez evidencias que indican que contrariamente a lo que ocurre en los
contactos hasta ahora descritos, las sinapsis eléctricas entre las neuronas del NMT no se
comportan como simples filtros pasa-bajos. En efecto, los resultados muestran que dichos
contactos presentan cierta selectividad en frecuencia en el entorno de los 50 Hz, y que esta
propiedad es consecuencia de la activacion de conductancias activas, particularmente la corriente
de sodio persistente y una corriente de potasio de tipo A. Estas corrientes parecen jugar un papel
decisivo en el establecimiento de las caracteristicas de la transferencia a nivel de estos contactos,

posiblemente con la finalidad de optimizar el acoplamiento por potenciales de accion.



1.- Introduccion

La presente Tesina se enmarca en el estudio de las propiedades y papel funcional del
acople eléctrico mediado por uniones gap en el sistema nervioso central. Evidencias recientes
demuestran la amplia distribucién y relevancia funcional de esta modalidad de transmision
sinaptica en los mamiferos (Connors y Long, 2004). Sin embargo sus propiedades, interaccion
con las propiedades activas de las neuronas acopladas y rol funcional en la determinacion de la
dinamica de los circuitos neurales permanecen esencialmente inexplorados. ElI Nucleo
Mesencefalico del Trigémino (NMT) de la rata es una estructura ideal a tales efectos, dado que
puede ser empleado para analizar mecanismos celulares y subcelulares en un sistema intacto con
un nivel de detalle Unicamente alcanzado hasta ahora en los sistemas de expresion. En efecto,
contrariamente a lo que ocurre en la mayoria de los contactos eléctricos en el cerebro de los
mamiferos, donde los mismos se encuentran en sitios remotos de los arboles dendriticos
haciendo imposible el control del potencial de membrana de los compartimientos acoplados, las
uniones gap entre las neuronas del NMT estan localizadas en los somas, con un acceso
experimental excepcional. Por otra parte, las neuronas del NMT son aferentes primarias cuya
morfologia se caracteriza por un soma relativamente grande del cual emerge una Unica
prolongacién celular, permitiendo un muy buen control espacial y temporal del potencial de
membrana. En base a estas caracteristicas, estudiamos algunas de las propiedades de estos
contactos eléctricos, particularmente la eficacia de la transmision sinaptica en funcion de la
frecuencia, mediante un abordaje experimental y teérico gracias a la generacién de simulaciones

computacionales empleando el paquete informatico NEURON.

1.1) Las sinapsis eléctricas

Las sinapsis eléctricas son sitios especializados de contacto entre dos neuronas
adyacentes, en los que un tipo particular de canales idnicos unen los citoplasmas de ambas
neuronas. Estos sitios de contacto proveen de vias de baja resistencia para el flujo directo de

corriente eléctrica de una célula a otra —acoplamiento eléctrico-, asi como permiten el pasaje de



moléculas de pequefio tamafo como los segundos mensajeros —acoplamiento metabdlico-. Esta
modalidad de comunicacién intercelular ha sido ampliamente descrita y caracterizada en el
cerebro de los invertebrados y de los vertebrados inferiores, donde es posible realizar en forma
relativamente sencilla registros simultaneos intracelulares de las neuronas acopladas, incluso en
preparaciones de animales enteros (in-vivo).

1.1.a) Las sinapsis eléctricas en el cerebro de los mamiferos. En los mamiferos sin
embargo, el menor tamafo de sus neuronas asi como la enorme complejidad morfolégica que
caracteriza a los circuitos del cerebro de estos animales, no ha permitido un estudio tan detallado,
colaborando al establecimiento de la concepcion errénea de que los contactos eléctricos estan
restringidos a pocas regiones o que tiene un papel secundario respecto de la transmision de tipo
quimica. El avance metodolégico que implicé el empleo de nuevas técnicas electrofisioldgicas, en
particular el “patch clamp” en su configuracién de célula entera aplicado a rebanadas de cerebro,
asi como la técnica de microscopia DIC-IR que permite la visualizacion de neuronas vivas,
mostraron en los ultimos afios que contrariamente a la concepcién clasica, las sinapsis eléctricas
se presentan en multiples regiones del cerebro de los mamiferos, y que la presencia de las
mismas tiene un importante impacto funcional sobre la dinamica de los circuitos neuronales
(Galarreta y Hestrin , 2001; Connors y Long, 2004). Recientemente, el clonado en ratones de un
gen que codifica para una proteina que forma canales de las uniones gap, la conexina36 (Cx36),
conjuntamente con estudios inmunohistoquimicos y de hibridizacién in-situ mostrando la
expresion de dicha proteina y sus RNA mensajeros en casi todas las regiones del cerebro de los
mamiferos, llamaron fuertemente la atencion de la comunidad neurocientifica sobre esta
modalidad de comunicacion intercelular (Condorelli et al, 2000).

Sin embargo, estos estudios mostraron que la mayoria de las sinapsis eléctricas entre
neuronas en mamiferos ocurren en contactos dendro-dendriticos que estan localizados en areas
remotas del arbol dendritico (Connors y Long, 2004), lo que las hace inaccesibles para la
exploracion biofisica debido a dificultades del control espacial del potencial de membrana, asi
como también inaccesibles a exploraciones bioquimicas a los efectos de determinar la maquinaria

molecular responsable de los procesos de modulacién. En consecuencia, mas alla de los notables
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avances realizados en los ultimos afios en la comprension del funcionamiento de los contactos
eléctricos en los mamiferos, los estudios mas detallados acerca de las propiedades biofisicas de
estos contactos asi como sus mecanismos moleculares de regulacion, se han realizado en forma
casi exclusiva en invertebrados y vertebrados inferiores como los peces (Pereda et al., 2004).

En contraste, las células del nucleo mesencefalico del trigémino (NMT) son un conjunto de
aferentes primarias del cerebro de los mamiferos, que evidencias electrofisiolégicas y
morfolégicas muestran que se encuentran eléctricamente acopladas y que dichos contactos son
de tipo soma-somaticos (Hinrichsen, 1970; Hinrichsen y Larramendi, 1970; Baker y Llinas, 1971;
Curti et al, 2010), presentando por lo tanto un acceso directo desde el punto de vista

experimental. Esta Tesina contribuye a una mejor comprension de la transmision a través de las

sinapsis eléctricas en el cerebro de los mamiferos, empleando como modelo experimental a las

neuronas del NMT. Este modelo sumamente ventajoso se presenta como una ventana para la

exploracion de esta modalidad de comunicacion intercelular en los mamiferos.

1.1.b) El sustrato molecular de las sinapsis eléctricas. A nivel de microscopia electronica el
correlato estructural de las sinapsis eléctricas son las uniones en hendidura o uniones gap. Estas
uniones representan regiones de aposiciébn entre las membranas de neuronas contiguas,
caracterizadas por un estrechamiento considerable del espacio extracelular que separa a las
células, y la presencia de cumulos de canales idnicos especiales. Estos canales conectan los
citoplasmas de las células acopladas, gracias a que cada uno esta constituido por dos
hemicanales o conexones, uno por cada célula que participa del contacto. Los conexones
interactuan en el espacio extracelular para formar un canal intercelular funcional. A su vez, cada
hemicanal estd formado por seis subunidades denominadas conexinas (Cx) conformando un
hexamero (Harris, 2001). En la actualidad alrededor de una veintena de conexinas han sido
identificadas en los humanos y ratones, en base a su peso molecular y secuencia de
aminoacidos. Los canales formados por diferentes conexinas presentan propiedades biofisicas
diferentes, como ser conductancia unitaria, regulacion y permeabilidad. Técnicas
inmunohistoquimicas, de biologia molecular y electrofisioldgicas soportan la idea de que la Cx36

es el sustrato molecular de las sinapsis eléctricas en el cerebro de los mamiferos (Connors y
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Long, 2004). Asimismo, evidencias experimentales indican que la Cx36 esta presente en regiones
de aposicion entre las neuronas del NMT, sugiriendo su participacion en el acople eléctrico entre
estas neuronas (Curti et al., 2010).

1.1.¢c) Rol de las propiedades electrofisiolégicas. La eficacia de la transmision sinaptica
eléctrica no solo depende de la conductancia de los contactos propiamente dichos, sino también
de las propiedades eléctricas de las células acopladas. Por ejemplo, la relacion entre la
resistencia eléctrica del contacto y las resistencias de entrada de las neuronas participantes es un
determinante esencial en tal sentido. En efecto, cuanto mayor sean las resistencias de entrada y
menor sea la resistencia del contacto, mayor sera el grado de acoplamiento. Asimismo, para que
una sinapsis eléctrica sea bidireccional, es necesario que las resistencias de entrada de las
neuronas acopladas sean similares, condicion denominada acople de impedancias. En caso
contrario, y a pesar de que los contactos intercelulares no presenten rectificacion, la sinapsis sera
unidireccional, siendo la direccidn de la transmision mas eficiente desde la neurona de menor
resistencia de entrada hacia la de mayor (Bennett, 1966; 1977). También la constante de tiempo
de las neuronas que participan del contacto eléctrico es altamente relevante en la determinacion
de la eficacia de dichos contactos. En este sentido, cabe destacar que los contactos eléctricos
tipicamente presentan propiedades de filiro pasa-bajos, es decir permiten mas facilmente el
pasaje de las sefales con contenidos de frecuencia mas bajos. Esta propiedad surge de la
combinacion de la resistencia del contacto dispuesta en serie con el circuito RC de la neurona
postsinaptica (Bennett y Zukin, 2004; Connors y Long, 2004). Como consecuencia de esta

propiedad, el impacto sobre la célula postsinaptica no solo depende de la amplitud de las sefiales

de la célula presindptica sino también del contenido de frecuencia de las mismas.

Por otra parte las propiedades electrofisiolégicas activas también juegan un papel
relevante en la eficacia de la transmision a través de los contactos eléctricos. En efecto, se ha
determinado que ciertas propiedades activas son capaces de incrementar la eficacia de la
transmisién a través de estos contactos promoviendo la sincronizacion de la actividad de las
neuronas acopladas (Mann-Metzer y Yarom, 1999; Curti y Pereda, 2004). Por ejemplo, en el

sistema de la célula de Mauthner la presencia de una corriente de sodio persistente en las
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aferentes auditivas Club endings amplifica los potenciales de acoplamiento retrogrados,
promoviendo la sincronizacion de la actividad de esta poblacién de aferentes, haciendo mas
eficiente las acciones sinapticas de las mismas sobre la célula de Mauthner (Curti y Pereda,
2004). En suma, la interaccién del acoplamiento eléctrico con las propiedades electrofisiolégicas
pasivas y activas de las neuronas que participan de los contactos determina en forma critica la

eficacia de esta modalidad de comunicacion intercelular. En los contactos eléctricos entre las

neuronas del NMT, la comparacion entre los resultados experimentales y de las simulaciones

computacionales permiten especular acerca de un papel significativo de las propiedades

electrofisiolégicas activas en la transmision eléctrica.

1.2) Las neuronas del nucleo mesencefalico del trigémino (NMT)

Las neuronas del NMT son grupo de aferentes primarias Unicas por presentar sus somas
celulares dentro del sistema nervioso central, en el tronco encefalico. Estas neuronas son células
unipolares que presentan un soma grande (20 a 30 ym de didmetro), de forma esférica u ovoide,
del cual surge una unica prolongacion, la cual se divide en un proceso periférico y uno central. El
proceso periférico inerva los husos neuromusculares de los musculos cerradores de la mandibula
y los mecanorreceptores del ligamento periodontal. Los procesos centrales de estas neuronas
contactan a las motoneuronas del nucleo del V par craneal, neuronas de la formacion reticular
rostral parvocelular, y al nucleo supratrigeminal (Dessem et al,1989; Liem et al , 1991) . A su vez,
las neuronas del NMT reciben proyecciones desde el hipotalamo asi como de varias estructuras
del tronco encefalico, y una gran variedad de neurotransmisores y moduladores se han descrito
en el NMT, asi como diversos receptores postsinapticos (Lazarov, 2002; 2007). Estos datos
permiten especular que aun cuando las neuronas del NMT pueden ser consideradas funcional y
morfolégicamente homdlogas a las neuronas del ganglio del trigémino y a las neuronas del
ganglio de la raiz dorsal, su localizacion dentro del sistema nervioso central les permitiria controlar
los movimientos orofaciales no solo a través del reflejo de estiramiento, sino también formado
parte de circuitos neuronales mas complejos. En efecto, estas neuronas se desempefiarian como

interneuronas integrando informacién sensorial proveniente de la periferia con comandos
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descendentes provenientes de centros jerarquicamente superiores (Kolta et al, 1990; Del Negro y

Chandler, 1997). La presente tesina presenta evidencias directas indicando que las neuronas del

NMT estan organizadas en circuitos de células eléctricamente acopladas, hecho que

posiblemente constituya un elemento significativo en la actividad de esta poblacion celular y por lo

tanto en las conductas que estas organizan.

1.2.a) Evidencias acerca del acople eléctrico entre las neuronas del NMT.
Interesantemente, las primeras evidencias acerca de la transmision sinaptica eléctrica en el
cerebro de los mamiferos fueron aportadas por estudios considerados clasicos, realizados in-vivo
en el NMT de la rata por Baker y Llinas (Baker y Llinas, 1971). Estos experimentos fueron
realizados mediante registros Unicos, dada la enorme dificultad que presentan los registros
simultaneos intracelulares in-vivo en mamiferos. No obstante lo cual, los autores fueron capaces
de obtener evidencias experimentales que sugerian la presencia de acople eléctrico entre algunas
neuronas del NMT. En efecto, estos autores emplearon un protocolo experimental que consistia
en la estimulacion del nervio trigémino (por donde transcurren los procesos periféricos de estas
neuronas) a intensidades subumbrales para la activacion de la neurona registrada, o mediante la
aplicacion de corriente hiperpolarizadora a lo efectos de impedir la activacion de la misma. En
estas condiciones, los registros intracelulares mostraban en un porcentaje de aproximadamente
un 10%, la presencia de despolarizaciones subumbrales de breve latencia (short latency
depolarization, SLD), posiblemente producto de la activacion de neuronas eléctricamente
acopladas a la neurona registrada (Fig. 1). La breve latencia de las SLD sugiere fuertemente que
la misma no se debe a una accidn sinaptica de tipo quimica entre las neuronas del NMT. Estas
evidencias fueron complementadas con experimentos de colisién en los que la activacién a nivel
periférica se combind con activacion directa mediante la inyeccion de pulsos de corrientes
despolarizadora a través del electrodo de registro. Cuando la relacién temporal entre los dos
métodos de activacion era el adecuado, la invasion del soma por parte del potencial de accion
periférico era impedida debido a la colisién de los impulsos a nivel del axén, dejando al

descubierto la SLD (Baker y Llinas, 1971).



Figura 1. Evidencias previas sugiriendo la presencia de acople eléctrico entre neuronas del
NMT. A, Imagen obtenida mediante microscopia de luz de neuronas del NMT, mostrando tres
pares de neuronas contiguas (Tomado de Hinrichsen y Larramendi, 1969). B, Detalle de una zona
de adhesion celular mostrando areas de estrecha aposicidon de las membranas plasmaticas entre
dos neuronas del NMT, compatibles con uniones gap (Tomado de Liem et al., 1991). C, Panel
superior, Esquema del disefio experimental empleado por Baker y Llinas. Panel inferior, En los
barridos superiores y medios se muestran a alta y baja ganancia respectivamente registros
intracelulares de una neurona del NMT mediante electrodos afilados, a la vez que se activa su
axén a nivel periférico, mediante estimulos eléctricos al nervio masetero. La flecha hacia arriba
indica el instante de la aplicacién del estimulo. Superpuestos se muestran barridos sucesivos.
Cuando el estimulo periférico no es capaz de activar a la neurona registrada se puede observar
una despolarizacién de breve latencia (flecha roja). En los trazados inferiores, se disminuyé la
intensidad del estimulo, para observar el caracter todo o nada de la despolarizacion de breve
latencia. Pulso de calibracion al final de los barridos: 2 mV. Tomado de Baker y Llinas (1971).



Poro otra parte, en linea con estos hallazgos electrofisiolégicos, estudios morfolégicos de
microscopia electrénica muestran imagenes compatibles con uniones gap en las regiones de
aposicion entre los somas de las neuronas del NMT (Hinrichsen y Larramendi, 1970; Liem et al.,
1991).

Tomadas en su conjunto, este cuerpo de evidencias indirectas sugiere que las neuronas
del NMT se encuentran acopladas en forma eléctrica mediante uniones gap. En este sentido, en
la presente Tesina se aportan evidencias directas empleando registros simultdneos mediante la
técnica del patch clamp en su configuracion de célula entera, indicando que efectivamente estas

neuronas se encuentran acopladas mediante contactos eléctricos. Estos resultados aportaran

significativamente a la comprension de los circuitos del NMT y de las conductas que estos

organizan, asi como a la caracterizacion de las sinapsis eléctricas de mamiferos en general.

1.2.b) Propiedades electrofisiologicas activas de las neuronas del NMT. Las neuronas del
NMT presentan un fenotipo electrofisiolégico caracterizado por la presencia en forma espontanea
de oscilaciones subumbrales del potencial de membrana y descargas repetitivas en brotes, en el
rango de frecuencias comprendido entre 50 y 100 Hz (Pedroarena et al., 1999; Wu et al., 2001).
Esta modalidad de actividad celular surge de la interaccion de una corriente de potasio de tipo A
(Ia) con las propiedades pasivas de estas células, particularmente la constante de tiempo de la
membrana. Dicha interaccién determina la presencia de una resonancia eléctrica de membrana
centrada en el rango de frecuencias antes mencionado. A su vez, la presencia de una prominente
corriente de sodio de tipo persistente (Inap), por su caracter amplificador de las despolarizaciones,
se presenta como un poderoso mecanismo amplificador de la resonancia, siendo determinante
para la presencia de oscilaciones subumbrales del potencial de membrana y descargas repetitivas
en brotes (Wu et al., 2001, 2005; Enomoto et al., 2006).

Por otra parte, las neuronas del NMT presentan una corriente catidénica activada por
hiperpolarizacién (ln), que es capaz de inducir descargas “‘rebote” ante hiperpolarizaciones de

suficiente amplitud (Khakh y Henderson, 1998).
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La presente propuesta pretende contribuir al establecimiento de una funcion novedosa de

las corrientes activas de membrana de las neuronas del NMT, esto es, la determinacién de la

eficacia de la transmision eléctrica, particularmente sus propiedades de filtro. En efecto, se aporta

evidencias que sugieren que estos contactos presentan selectividad en frecuencia en torno de los

50 Hz, y que dicha propiedad es producto de la interaccion con corrientes dependientes de

voltaje.

2.- Objetivos
2.1.- Obtencion de evidencias directas de acople eléctrico entre las neuronas del NMT mediante

registros simultaneos empleando la técnica del patch clamp en su configuracion de célula entera.

2.2.- Caracterizar en forma somera de algunas de las principales propiedades electrofisiolégicas

intrinsecas de las neuronas del NMT en fijacion de corriente.

2.3.- Evaluacion del rol de las propiedades electrofisiolégicas intrinsecas en la transferencia a

través de los contactos eléctricos entre las neuronas del NMT.
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3.- Materiales y métodos

El cumplimiento de los objetivos especificos planteados en la presente propuesta se llevé
a cabo mediante un abordaje complementario empleando un modelo experimental de un
preparado in-vitro de las neuronas del NMT de la rata recién nacida, y la generacion de
simulaciones computacionales a partir de los datos experimentales empleando el software
Neuron.

El preparado experimental consisti6 en rebanadas de tronco encefalico que contenian
dicho nucleo, en las cuales los pequefos circuitos de neuronas eléctricamente acopladas se
encontraban intactos. Este modelo experimental permitié realizar registros electrofisioldgicos
intracelulares en forma simultanea de pares de neuronas durante periodos prolongados, a la vez
que aplicar drogas en el medio extracelular a concentraciones conocidas, asi como la

visualizacién de las neuronas registradas.

3.1. Obtencién de las rebanadas de cerebro de rata

Se emplearon ratas recién nacidas de 9 a 18 dias de edad. Los animales fueron
decapitados rapidamente mediante el empleo de una guillotina. El tronco encefalico se extrajo y
se cementd a la platina de un vibratomo (Leica, VT1000S), donde fue seccionado
transversalmente a 250 ym de espesor en presencia de solucion de extraccion (sodio sustituido
por sucrosa), fria (2-4 °C) y barboteada en forma continua con carbdgeno (95% O,, 5% CO,). Una
vez obtenidas, las rebanadas se incubaron durante una hora en solucién de extraccion a
temperatura ambiente y barboteada en forma permanente con carbdégeno. Posteriormente la
solucion de extraccion fue sustituida en forma paulatina por soluciéon de Registro (con sodio). Las
rebanadas se mantuvieron en estas condiciones hasta el momento en que fueron transferidas a la
camara de registro. El manejo de los animales de experimentacion se realizé de acuerdo a los
protocolos establecidos a tales efectos por la Comisién Honoraria de Experimentaciéon Animal

(CHEA), minimizando todo lo posible el sufrimiento de los mismos.
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3.2. Composicioén de las Soluciones

3.2.a) Solucion de Registro (en mM): 124 NaCl, 5 KCI, 1.3 MgS0O,, 1.2 KH,PO,, 26 NaHCO3, 10
glucosay 2.4 CaCl,, pH 7.3 - 7.4.

3.2.b) Solucién de Extraccién (en mM): 248 sucrosa, 5 KCI, 1.3 MgSO,, 1.2 KH,PO,, 26

NaHCO;, 10 glucosa, y 2.4 CaCl,, pH 7.3 - 7 4.

3.3 Registros electrofisiologicos

Los registros se realizaron bajo control visual mediante el empleo de un microscopio Nikon
Eclipse E600 equipado con éptica de contraste diferencial de interferencia (DIC) e iluminacion
infrarroja (IR). El preparado se perfundié en forma permanente con soluciéon de registro normal.
Se realizaron registros intracelulares de pares de neuronas contiguas mediante la técnica de
Patch Clamp en su configuracién de célula entera.

Las neuronas del NMT fueron identificadas gracias a su ubicacion formando un triangulo a
cada lado de la linea media inmediatamente por debajo del piso del IV ventriculo a nivel del bulbo,
y en la region periacueductal a nivel del mesencéfalo, asi como por su tamafio y morfologia
caracterizada por un soma esférico u ovoide. Criterio adicionales de identificacion fueron las
respuestas del potencial de membrana de estas neuronas a la inyeccion de pulsos de corriente
asi como la presencia de oscilaciones subumbrales (Enomoto et al., 2006; Pedroarena et al.,
1999; Wu et al., 2001).

Los electrodos se llenaron con una solucion conteniendo (mM): 144 K-gluconato, 3 MgCl,,
10 HEPES, 0.2 EGTA, 4 MgATP, y 0.3 NaGTP, pH 7.2 (295 mOsm). La resistencias de los
mismos variaron entre 6 y 9 MQ. Una vez establecida la configuraciéon de célula entera la
resistencia en serie fue compensada entre un 75% y un 95%. Se empledé un amplificador
Axopatch 200B y un Axoclamp 2A (Axon Instruments). Las sefales registradas fueron adquiridas

mediante un conversor analogo-digital Axodata 1322 y el programa informatico Axograph 4.6.
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3.4. Caracterizacion de la dependencia de frecuencia de la transmision a través de los
contactos eléctricos entre neuronas del NMT y los mecanismos responsables

A los efectos de caracterizar las propiedades de filtro de las sinapsis eléctricas entre las
neuronas del NMT, se inyectaron corrientes sinusoidales de frecuencia variable (protocolo ZAP,
Puil et al., 1986) a través del electrodo de una de las células de un par eléctricamente acoplado, a
la vez que se registraron las modificaciones del potencial de membrana en ambas neuronas. A
partir de estos registros se calculé el espectro de potencias de ambas sefales mediante la
transformada rapida de Fourier (FFT), y el cociente de la FFT de la célula postsinaptica dividido la
FFT de la célula inyectada, nos brinda una medida de la eficiencia de la transferencia de las
sefales en funcién de la frecuencia a través de los contactos eléctricos entre las neuronas del
NMT. Estos experimentos se realizaron en condiciones de control, y en presencia de
Tetrodotoxina (TTX, 100 — 500 nM), Cloruro de Cesio (CsCl, 1 mM), 4-aminopiridina (4-AP, 1mM),
Tetraetilamonio (TEA, 10mM) y Cloruro de Cadmio (Cl,Cd, 0.2mM), bloqueadores especificos de
la Inap, InaT, Ihy Ia € lca respectivamente, principales corrientes activas presentes en estas
neuronas. De esta manera fue posible evaluar la contribucion de estos mecanismos activos a la

determinacion de las propiedades de filtro de estos contactos intercelulares.

3.5 Modelado Computacional

En forma complementaria se desarroll6 un modelo computacional empleando el programa

informatico NEURON (http://www.neuron.yale.edu/neuron/) (Hines y Carnevale, 1997; Carnevale y
Hines, 2005, 2006), basado en las caracteristicas morfologicas y electrofisioldgicas de estas
neuronas reportadas en la literatura y obtenidas por nosotros en el curso del desarrollo de la
presente tesina. Es de destacar que las evidencias experimentales indican que la mayoria de las
neuronas acopladas del NMT se encuentran formando pares (Curti et al., 2010), aspecto que

simplifica enormemente la generacion de modelos realistas de estas redes neurales.
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3.5.a. Hardware y Software
El equipo utilizado para la simulacion, Hewlett Packard G62 usando un sistema operativo
de Windows 7. El software para modelar, Neuron versién 7.1. El analisis de los datos se realizo

con en el software Igor Pro versién 5.00.

3.5.b. Mecanismos de membrana

Para desarrollar el modelo a nivel biofisico se generé un modelo enteramente pasivo tanto
para los somas como los axones. La capacitancia especifica de la membrana de estos
compartimientos se fij6 en 2.12 pf/cm? a partir de la capacitancia de entrada medida
experimentalmente (60 pF) y el calculo de la superficie del soma (ver mas abajo). Esta
capacitancia es consistente con la constante de tiempo para carga y descarga del voltaje de la
membrana que presentd un valor aproximado de 22 ms en neuronas desacopladas. La
conductancia de fuga pasiva (g_pas) para los somas se fijo en 0.00064 S/cm? y para los axones
en 0.00001 S/cm?, estos parametros permitieron reproducir una resistencia de entrada de 100
MQ, que es préoximo al valor experimentalmente medido en células desacopladas y cuyas
principales conductancias activas fueron bloqueadas o cuando fue medido al inicio de las
respuestas a pulsos hiperpolarizadores de corrientes, previo a la activacién de la |, (Fig. 3C). La
resistencia axial (Ra) de cada segmento de la red esta dada por defecto y es de 35.4 Q/cm, salvo
para el segmento que simula la uniéon gap que tiene un valor de 1.5 GQ/cm para lograr un
coeficiente de acoplamiento entre los somas de 0.1. El potencial en reposo se fijo en -70 mV tanto

para somas como axones.

3.5.c. Topografia y Geometria

Evidencias obtenidas mediante la técnica de acople por colorantes, indican que en la
enorme mayoria de los casos las neuronas del NMT se encuentran acopladas en pares. Por otra
parte, experimentos empleando técnicas inmunohistolégicas muestran que dicho acople se da
mediante contactos intercelulares de tipo soma-somaticos que contienen a la conexina 36 (Curti

et al.,, 2010). Asimismo, los estudios de acople por colorantes muestran que los somas de las
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neuronas el NMT presentan una forma esférica u ovoide cuyo diametro se encuentra en el rango
de 20 — 30 ym, del cual emerge una Unica prolongacion que puede tener una longitud de 700 -
1000 um. En base a estas caracteristicas morfoldgicas, se generé un modelo de una pequefia red
de dos neuronas del NMT acopladas eléctricamente, de acuerdo a las caracteristicas que se
detallan mas abajo.

Dado que software genera segmentos cilindricos y no esferas, se simularon segmentos
cuya superficie de membrana fue equivalente a la calculada para somas esféricos de 30 um. De
acuerdo a esto, se determiné que:

Area de la esfera = 4.11.r* = 4.11.(0,0015)? = 0,00002827 cm?. En base a este calculo se simuld un
cilindro de 30 um de diametro y 15 pm de longitud. Area del cilindro = 2.1m.r(r+h) =
2.1.0,0015.(0,0015+0,0015) = 0,00002827 cm?.

En el caso del axén que surge de cada soma se le da una longitud de 1000 um y un
diametro de 2 um que resulta de las imagenes obtenidas mediante acople por colorantes (Curti et
al., 2010; Verdier et al., 2004). Estos estudios muestran que si bien estas neuronas presentan un
proceso periférico y otro central, en la enorme mayoria de los casos el segmento intercalar
indiferente (entre el soma y la bifurcaciéon), puede presentar una longitud de hasta 1 mm. Como es
de esperar, la inclusion del axéon en el modelo es determinante en el establecimiento tanto de la

resistencia de entrada como de la constante de tiempo de las neuronas.

3.5.d. Implementacién de la onda sinusoide de frecuencia variable (ZAP) y posterior analisis de la
transferencia de los contactos eléctricos.

Para simular la onda sinusoide se utilizo en rango de frecuencia entre 1 — 666 Hz con un
compilado de la onda ZAP obtenido del foro alojado en el sitio de Neuron (Yale). El analisis de la
trasferencia de los contactos se realizo con la herramienta de analisis de impedancia, submenu

“Frecuency”. Esta herramienta realiza la operacién Vm(postsinaptica) / Vm(presinaptica).
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4.- Resultados

4.1. Acople eléctrico entre las neuronas del NMT

Como fuera mencionado, evidencias previas aportadas por Baker y Llinas (1971)
empleando un ingenioso paradigma experimental de registros intracelulares unitarios y
estimulacion periférica en el animal entero, sugieren la presencia de acople eléctrico entre las
neuronas del NMT. Sin embargo, la presencia de las SLD no puede ser tomada como evidencia
concluyente en este sentido, por la posibilidad de que las mismas sean producto de la actividad
tanto del segmento inicial del axén, como nodos de Ranvier lejanos de la célula registrada. En
este sentido, nos propusimos en primera instancia obtener evidencias directas que permitan
confirmar la presencia de esta modalidad de comunicacién intercelular entre las neuronas del
NMT. A tales efectos, se realizaron registros intracelulares simultaneos de pares de neuronas
contiguas del NMT bajo control visual mediante la técnica del patch clamp en su configuracion de
célula entera, en la modalidad de fijacion de corriente (Fig. 2A). En estas condiciones, pudo
observarse en una fraccion de los pares ensayados que frente a la inyeccion de pulsos
hiperpolarizadores en una de las células, se produjo una modificacion del potencial de membrana
tanto de la célula inyectada como de la célula vecina. En forma caracteristica, la caida del
potencial de membrana en la célula vecina mostré una amplitud menor, un curso temporal mas
lento y el mismo signo respecto de la modificacién del potencial de membrana en la célula
inyectada (Fig. 2B). Estas evidencias indican claramente que estas neuronas estan acopladas en
forma eléctrica, corroborandose los hallazgos reportados por Baker y Llinas.

Por otra parte, el calculo del coeficiente de acoplamiento (definido como el cociente de la
amplitud de la caida de voltaje en la célula postsinaptica sobre el de la célula presinaptica) para
este par mostré un valor de 0.1 en una direccion y de 0.08 en la direccion contraria, sugiriendo
que se trata de contactos bidireccionales. Estos calculos fueron realizados midiendo las caidas de
voltaje hacia el final de los pulsos de corriente, préximo al estado estacionario de las respuestas
de membrana, donde la capacidad esta cargada en forma practicamente completa. La

comparacion de estos valores con los reportados por otros autores en diferentes regiones del
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Figura 2. Las neuronas del NMT se encuentran eléctricamente acopladas. A, Microfotografia
de una rebanada (X40) obtenida con la técnica DIC-IR donde puede apreciarse un par de
micropipetas para el registro mediante el patch clamp en su configuraciéon de célula entera, de un
par de neuronas cuyos somas se encuentran contiguos. B, Registro intracelular simultaneo de un
par de neuronas del NMT en fijacidon de corriente, en el que puede apreciarse que la aplicaciéon de
un pulso de corriente hiperpolarizante de 400 pA en la célula 1, panel izquierdo, o en la célula 2,
panel derecho, produce una modificacién del potencial de membrana en la célula inyectada
caracterizada por la presencia de un “sag” y una espiga al cese del pulso de corriente,
seguramente producto de la activacién de la corriente Ih. Por su parte, las células vecinas
mostraron modificaciones del potencial de membrana del mismo signo, aunque de menor
amplitud y curso temporal mas lento, indicando que se encuentran acopladas eléctricamente. El
coeficiente de acoplamiento (CC) calculado en el estado estacionario, en ambas direcciones,
indica que se trata de contactos bidireccionales.
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cerebro de los mamiferos (Connors y Long, 2004), indican que el grado de acoplamiento eléctrico

entre las neuronas del NMT es relativamente alto.

4.2. Caracterizacion de las principales propiedades electrofisiolégicas intrinsecas de las
neuronas del NMT

Dada la relevancia que las propiedades eléctrofisioldgicas intrinsecas neuronales, pueden
desempefar en la transmisiéon eléctrica a través de uniones gap (Bennett y Zukin, 2004), nos
propusimos caracterizar algunas de estas propiedades. Las neuronas del NMT presentan en
forma caracteristica robustas oscilaciones del potencial de membrana y descargas repetitivas,
cuando su potencial de membrana se encuentra en el entorno de los -50mV (tanto en forma
espontanea como por la inyeccion de corriente despolarizadora DC) (Fig. 3A,B) (Pedroarena et
al., 1999; Wu et al.,, 2001). Esta caracteristica permite especular acerca de una riqueza de
mecanismos activos en la membrana plasmatica de estas neuronas, cuya interaccion en forma
dinamica determina un comportamiento eléctrico de tales caracteristicas.

En una aproximacion mas formal al estudio de estas propiedades, se aplicd un protocolo
estandar en la modalidad de fijacidn de corriente, que consistié en la inyeccion desde el potencial
de membrana de reposo de una serie de pulsos de corriente (200 ms de duracién) de ambas
polaridades y amplitudes crecientes en pasos de 50 pA (Fig. 3C, panel izquierdo). Como puede
apreciarse, las respuestas a los pulsos de corriente despolarizadora supraumbrales estan
dominadas por la presencia de una espiga al inicio de los pulsos, en tanto que para los pulsos en
sentido hiperpolarizante de mayor amplitud, la respuesta del potencial de membrana muestra un
desplazamiento en sentido de la despolarizacion luego de los 30 — 40 ms de iniciado el pulso de
corriente. Esta peculiar respuesta conocida como sag, sugiere fuertemente la presencia de una
corriente catidnica activada por hiperpolarizacion (ly).

La construccion de curvas de voltaje de membrana en funcién de la corriente inyectada
(curvas V-I), midiendo las caidas de voltaje en un instante proximo al maximo de la respuesta
hiperpolarizante (Fig. 3C, circulos abiertos), y hacia el final del pulso de corriente, cuando la

respuesta de voltaje esta préoxima a alcanzar su estado estacionario (Fig. 3C, circulos cerrados),
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Figura 3. Las neuronas del NMT se caracterizan por la presencia de oscilaciones
subumbrales y descargas repetitivas. A, La despolarizacion del potencial de membrana
mediante la aplicacion de corriente despolarizadora DC (40 — 50 pA), es capaz de inducir
oscilaciones subumbrales del potencial de membrana y descargas repetitivas. B, Trazado del
potencial de membrana mostrado a mayor ganancia y desplegado en el tiempo para apreciar
mejor las caracteristicas de las oscilaciones subumbrales. C, Panel izquierdo, Respuestas del
potencial de membrana obtenidas frente a la aplicacion de una familia de pulsos de corriente de
distinta intensidad, en pasos de 50 pA, y en ambas polaridades, donde puede apreciarse que las
respuestas a los pulsos despolarizadores supraumbrales estan caracterizadas por la presencia de
una espiga al inicio del pulso, en tanto que las respuestas a pulsos hiperpolarizadores de mayor
intensidad presentan un “sag” y descargas al cese de los pulsos. Panel derecho, Curva |-V
obtenida a partir de los registros mostrados en el panel izquierdo, en dos instantes, al inicio del
pulso, cuando la respuesta a los pulsos hiperpolarizadores es maxima (circulos vacios), y en el
estado estacionario (circulos llenos). Como puede apreciarse, la membrana al inicio del los pulsos
muestra un comportamiento lineal para los pulsos hiperpolarizadores, y es en base a estos
valores que se calculd la resistencia de entrada (Rin) de estas neuronas mediante el ajuste a una
linea recta.
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se aleja marcadamente de la linealidad sugiriendo fuertemente la presencia de importantes
mecanismos activos. No obstante lo cual, la respuesta de membrana al principio de los pulsos de
corriente en sentido hiperpolarizante ajusta razonablemente a una linea recta que cruza el origen,
indicando el comportamiento ohmico de la membrana en este instante. Por este motivo, la
pendiente de esta recta es considerada como una medida de la resistencia de entrada de la
neurona (Rin), que en este caso particular fue de 134 MQ. Por otra parte, para este mismo
instante pero en sentido despolarizante, la respuesta de la membrana es sublineal (pendiente de
menor valor), sugiriendo la activacion en forma rapida de una corriente de membrana cuyo
potencial de equilibrio se encuentra en un valor relativamente hiperpolarizado, posiblemente una
corriente de potasio.

Estos resultados sugieren la presencia de un conjunto de corrientes activas fundamentales
para la determinacion del fenotipo electrofisiolégico de las neuronas del NMT. A los efectos de la
identificacion de dichas corrientes se realizaron experimentos farmacoldgicos en los que se
ensayo las respuestas del potencial de membrana en presencia de diferentes bloqueadores
especificos.

En este sentido y teniendo en cuenta el importante papel de las conductancias de potasio
en el control de la excitabilidad neuronal, se ensayaron en primera instancia las acciones del
tetraetilamonio (TEA), el cual es un bloqueador de diversas corrientes de potasio (K*) entre las
que se encuentra el rectificador retardado (lkpr)). En la Figura 4B se observan las respuestas de
membrana al protocolo de pulsos de corriente aplicado en presencia de tetraetilamonio (TEA, 10
mM). Como puede observarse, dicha maniobra experimental induce la presencia de oscilaciones
subumbrales del potencial de membrana para los pulsos despolarizantes de mayor amplitud.
Asimismo, los pulsos de corriente que en condiciones control fueron incapaces de generara mas
de una espiga, ahora en presencia de TEA fueron capaces de generar la descarga de una
segunda espiga. Estos efectos fueron acompanados por un incremento moderado de la duraciéon
de los potenciales de accion y del nivel del potencial de membrana hacia el final de los pulsos
despolarizantes de mayor intensidad. Estos resultados sugieren la presencia de una corriente de

tipo rectificador retardado.
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Figura 4. Las neuronas del NMT presentan un variado conjunto de conductancias iénicas
dependientes de voltaje. Respuestas del potencial de membrana obtenidas frente a la aplicacion
de una familia de pulsos de corriente de distinta intensidad, y en ambas polaridades, en
condiciones control y tras la adicion al medio extracelular de los siguientes bloqueadores:
tetraetilamonio (TEA, 10 mM), CsClI (1 mM), tetrodotoxnina (TTX, 0.5 uM), 4-aminopiridina (4-AP,
1 mM) y CdCl, (0.2 mM).
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Por otra parte, como fuera mencionado previamente las respuestas en condiciones control
frente a pulsos hiperpolarizadores sugieren la presencia de una corriente de tipo |,. En forma
consistente la aplicacion de Cloruro de Cesio (CsCl, 1 mM), bloqueador de esta corriente
cationica monovalente no selectiva o rectificador de entrada retardado, produce una clara
modificacion del curso temporal del sag sugiriendo la participacion de dicha corriente. Sin
embargo, cabe mencionar la presencia de cierto grado de rectificaciéon mas lenta, posiblemente
producto de un bloqueo no total de la corriente I,. Asimismo, la aplicacion de CsCl produce un
desplazamiento del potencial de reposo en sentido hiperpolarizante, que si bien es de escasa
magnitud fue altamente consistente, sugiriendo que esta corriente también participa en la
determinacion del potencial de membrana en reposo.

La participacion de las corrientes de sodio fue evaluada mediante la aplicacion de
Tetrodotoxina (TTX, 0.5 pM), bloqueador especifico de las corrientes de sodio. Como puede
observarse en la Figura 4D, la aplicacién de la TTX produce el bloqueo de los potenciales de
accién seguramente como consecuencia de su efecto sobre la corriente de sodio transitoria.
Asimismo, desaparecen las oscilaciones subumbrales que se observan durante los pulsos
despolarizantes, sugiriendo la presencia de una corriente de sodio persistente (Ingp) responsable
de dichas oscilaciones (Wu et al., 2001).

Por otra parte, como puede apreciarse en la Figura 4D, la respuesta del potencial de
membrana frente a pulsos de corriente despolarizadora presentan un hombro al inicio de los
mismos (flecha roja). Esta respuesta es consistente con la participacion de una corriente de
potasio de tipo A (lp). En efecto, estas corrientes se caracterizan por presentar una cinética de
activacion rapida y de bajo umbral. Esta posibilidad fue confirmada mediante la aplicaciéon en
forma extracelular de 4-aminopiridina (4-AP, 1 mM), el cual es un bloqueador de corrientes de K*
entre las que se encuentra la corriente transitoria A (Ia). En forma sorprendente, tras la aplicacion
de 4-AP y en presencia de TEA, los pulsos despolarizantes inducen la generacion de espigas
cuyo curso temporal es significativamente mas lento a aquellas mediadas por el i6n sodio y

sensibles a la TTX. El curso temporal de estas respuestas y su nivel de activacién, junto con el
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hecho de que las mismas fueron obtenidas en presencia de TTX, sugieren la posible participacion
del i6n calcio como responsable. Esta posibilidad fue confirmada mediante la aplicacion de Cd++,
bloqueador de las corrientes de calcio. En efecto, como puede apreciarse en la Figura 4D, estas
espigas lentas fueron abolidas por la aplicacién de Cl,Cd (0.2 mM) confirmando la participacion
del calcio en la generacion de las mismas. Estos resultados sugieren que en condiciones control,
estas espigas mediadas por calcio estan suprimidas por el potente control sobre la excitabilidad
que ejercen el conjunto de corrientes de potasio que expresan las neuronas del NMT.

Esta evidencia experimental tomada en su conjunto indica la presencia de una gran
variedad de corrientes activas de membrana en las neuronas del NMT, que estan en la base de
su complejo fenotipo electrofisioldgico, entre las que se destacan la corriente de sodio transitoria y
persistente, la corrientes de potasio rectificador retardado e |4, la corriente catidnica inespecifica
activada por hiperpolarizacion (ln), y al menos una corriente de calcio. Es de destacar que aun en
presencia de una combinaciéon de bloqueadores (TTX/TEA/4-AP/Cs/Cd), la membrana de estas
neuronas aun muestra un comportamiento no lineal, indicando la participacién de otras corrientes

idnicas dependientes de voltaje no identificadas en este estudio.

4.3. Determinacion de la dependencia en frecuencia de la transferencia de senales a través
de los contactos eléctricos entre las neuronas del NMT

Si bien la estimacion del grado de acoplamiento eléctrico mediante los pulsos
rectangulares de corriente, permite una evaluacion de la eficacia de dicha modalidad de
comunicacion intercelular, es probable que este paradigma experimental no recree las
condiciones fisiolégicas. En efecto, las sefales neuronales presentan formas de onda mas
complejas con contenidos en frecuencia relativamente altos tales como los potenciales de accion,
las oscilaciones y los potenciales sinapticos. En este sentido, por tratarse de aferentes primarias,
es posible que los potenciales de accion sean las sefales presinapticas mas comunmente
transmitidas a través de estos contactos. Por otra parte, la propiedades de filtro pasa-bajos de los

contactos eléctricos es una caracteristica bien establecida en todos los contactos hasta ahora
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estudiados (Connors y Long, 2004; Bennett y Zukin, 2004), haciendo por lo tanto necesario el
estudio del acoplamiento empleando senales con contenidos de frecuencia variados.

A tales efectos, como primera aproximacion se estudié la transferencia de sefales en
funcién de la frecuencia mediante simulaciones computacionales empleando el modelo NEURON.
En este entorno se simulé un par de neuronas del NMT acopladas eléctricamente (coeficiente de
acoplamiento de 0.1) de acuerdo a las propiedades pasivas (resistencia de entrada y constante
de tiempo) experimentalmente determinadas (ver Materiales y métodos). En condiciones de
fijacion de corriente se inyecté una corriente cuya forma de onda consistié en una sinusoide de
frecuencia modulada en el rango de 1 a 600 Hz (protocolo ZAP). Este estimulo generé en la célula
inyectada (presinaptica) una variacion del potencial de membrana que presentd una disminucién
en forma progresiva conforme crece la frecuencia de la sinusoide, de acuerdo a las caracteristicas
de filtro pasa-bajo determinadas por las propiedades pasivas de las membranas celulares. Por su
parte, a nivel de la célula postsinaptica, se observan variaciones del potencial de membrana de
curso temporal similar pero de menor amplitud (Fig. 5). La eficacia de la transferencia a través de
estos contactos en funcion de la frecuencia de las sefales presinapticas se muestra en la Figura
6A (trazado gris, simulacion). Como puede apreciarse hay una disminucion progresiva de dicha
transferencia a medida que se incrementa la frecuencia, consistente con un filtro pasa-bajo, el
cual representa un comportamiento tipico de la mayoria de los contactos eléctricos del SNC hasta
ahora caracterizados.

A los efectos de validar los resultados de las simulaciones computacionales, se disefaron
experimentos en los que se emplearon protocolos de estimulacion ZAP, de caracteristicas
similares a los empleados en las simulaciones, a la vez que se monitorizaron las modificaciones
del potencial de membrana de la célula pre- y postsinaptica. Las propiedades de la transferencia a
través de estos contactos en funcién de la frecuencia, se evalué mediante la determinacién del
cociente de la transformada rapida de Fourier (FFT) de la respuesta del potencial de membrana
de la célula postsinaptica, sobre la FFT de la célula presinaptica (ver Materiales y métodos).

En forma sorprendente, la evaluacion en forma experimental de la transferencia en funcion

de la frecuencia de los contactos eléctricos entre las neuronas del NMT, mostré resultados
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Figura 5. Resultados de simulaciones de neuronas acopladas eléctricamente mediante la
aplicacion de protocolos ZAP. La aplicacién de un protocolo ZAP a una de las neuronas
perteneciente a un par acoplado eléctricamente (CC = 0.1), y con propiedades puramente
pasivas, muestra una atenuacion progresiva de la respuesta del potencial de membrana a medida
que se incrementa la frecuencia de la sinusoide (presinapsis). La respuesta de la neurona
acoplada (postsinapsis), presento6 caracteristicas similares aunque de mucha menor amplitud.
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cualitativamente diferentes a aquellos obtenidos a partir de las simulaciones. En efecto, como
puede apreciarse en la Figura 6A, en condiciones control la transferencia mostré un incremento
de la magnitud para los valores en el rango de 10 a 100 Hz, con un maximo alrededor de los 50
Hz, incluso mayor que para las senales DC. Esto indica claramente que los contactos eléctricos
entre las neuronas del NMT no se comportan como un simple filtro pasa-bajo, siendo mas eficaz
la transmision de sefiales que presenten frecuencias alrededor de 50 Hz. La discrepancia entre
los resultados experimentales y aquellos obtenidos de las simulaciones, junto con el hecho de que
las caracteristicas de la transferencia son compatibles con las propiedades de resonancia de las
neuronas del NMT (24 a 90 Hz), en las que se ha mostrado un papel fundamental de las
corrientes de potasio de tipo A (ln) y la corriente de sodio persistente (Inap) (Wu et al., 2001),
sugiere la participacién de mecanismos activos de las neuronas acopladas.

Como puede apreciarse en la Figura 6A, la adiciéon de TTX (0.5 uM) produce una marcada
disminucion de la magnitud de la transferencia, particularmente para los valores en el entorno de
los 50 Hz, confirmando la participacion de corrientes de sodio. Por otra parte, la adiciéon de 4-AP
(1 mM) produjo una mayor disminucién de la magnitud de dicha transferencia, sugiriendo también
la participacion de corrientes de potasio en la determinacién de la eficacia de la transmisién a este
nivel. En presencia de bloqueadores de las corrientes de sodio y potasio, la magnitud de la
transferencia se asemeja a aquella obtenida con el modelo simulando un par de neuronas
puramente pasivas, aun cuando persisten algunas diferencias posiblemente por la participacion
en forma menor de alguna otra corriente activa no afectada por estos bloqueadores.

Finalmente, a modo de comparacion se muestran superpuestos en la Figura 6B la
transferencia obtenida a partir de las simulaciones de pares de neuronas pasivas del NMT, con
aquellas determinadas en forma experimental en dos tipos de interneuronas neocorticales (FS y
LTS) que obedecen a caracteristicas de filtro pasa-bajos (Gibson et al., 2005). Como puede
apreciarse, la transferencia entre estas interneuronas es razonablemente similar a la transferencia
obtenida a partir de las simulaciones de pares de neuronas del NMT con propiedades Uunicamente

pasivas.
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Figura 6. Las caracteristicas de la transferencia entre los contactos eléctricos de las
neuronas del NMT estan determinadas por las propiedades activas de estas neuronas.
Panel superior, Determinacion de la transferencia mediante la aplicacion de protocolos ZAP en
condiciones control, en presencia de TTX (0.5 uyM) y en presencia de TTX y 4-AP (1 mM).
Superpuesto se muestra la transferencia obtenida a partir de las simulaciones de pares de
neuronas pasivas (trazado gris). Panel inferior, Atenuacién en funcién de la frecuencia
determinado en forma experimental para interneuronas inhibidoras de la neocorteza (“fast spiking”
FS, y “low threshold spiking” LTS), tomado de Gibson et al., 2005. Superpuesto se muestra la
transferencia obtenida a partir de las simulaciones de pares de neuronas pasivas (trazado gris).
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5.-Discusion

5.1. Las Neuronas del NMT se encuentran acopladas eléctricamente

En la presente tesina se reevalud la presencia de contactos eléctricos entre las neuronas
del NMT mediante el empleo de técnicas modernas que implican la realizacion de registros
simultaneos de pares de neuronas contiguas mediante el patch clamp en su configuracion de
célula entera. Estos registros fueron realizados en un preparado de rebanadas del tronco
encefalico de la rata bajo control visual.

Mediante esta aproximacion experimental se aportan evidencias directas que soportan la
nocion de la presencia de sinapsis eléctricas entre las neuronas del NMT, confirmando de esta
forma los hallazgos realizados por Baker y Llinas (1971) quienes mediante aproximaciones
indirectas aportaron las primeras evidencias de esta modalidad de comunicacion intercelular en el
cerebro de los mamiferos. Por otra parte, estos resultados también son consistentes con
evidencias morfolégicas previas obtenidas con microscopia electrénica, que muestran zonas de
aposicién entre los somas de las neuronas del NMT cuyas imagenes son compatibles con
uniones gap (Hinrichsen y Larramendi, 1970). Seguramente estos contactos intercelulares
constituyen la via de baja resistencia para el flujo de corriente entre estas neuronas.

El calculo del coeficiente de acoplamiento entre las neuronas del NMT, si bien se
presentan resultados de un uUnico par de neuronas, sugiere que el grado de acoplamiento entre
esta poblacién neuronal es bidireccional y relativamente poderoso en comparacion con otros

contactos eléctricos del sistema nervioso de mamiferos (Connors y Long, 2004).

5.2. Las Neuronas del NMT presentan complejas propiedades electrofisiologicas
El estudio de las propiedades electrofisiolégicas de las neuronas del NMT en fijacién de
corriente mediante la aplicacién de protocolos estandar en condiciones control y en presencia de

bloqueadores especificos de diferentes corrientes i6nicas dependientes de voltaje, indican la
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presencia de un conjunto de conductancias activas responsables del fenotipo electrofisioldgico de
estas neuronas.

En efecto, las evidencias aqui aportadas indican la presencia de corrientes de sodio, de
potasio de bajo umbral (probablemente de tipo A), de una corriente de tipo H (corriente de entrada
activada por hiperpolarizacién) y de un corriente de calcio de bajo umbral.

La interaccion en forma dinamica de este conjunto de conductancias activas, seguramente
esta en la base del fenotipo electrofisioldgico de este tipo neuronal caracterizado por la presencia

de oscilaciones subumbrales de potencial de membrana y descargas repetitivas.

5.3. Rol de las conductancias idnicas activas en la transferencia a través de los
contactos eléctricos entre las neuronas del NMT

En la presente tesis se aportan evidencias sustanciales, mediante aproximaciones tedricas
y experimentales en favor de un rol preponderante de las conductancias activas en la
determinacion de las caracteristicas de la transmision a través de los contactos eléctricos en esta
poblacion neuronal.

El modelo computacional generado con el programa NEURON simulando un par de
neuronas del NMT, donde se reproducen las caracteristicas del contacto intercelular y las
propiedades pasivas de estas neuronas, muestran una clara discrepancia con los resultados
experimentales. En efecto, mientras que el modelo de neuronas pasivas presenta un
comportamiento compatible con un filtro pasa-bajos, la transferencia entre neuronas acopladas
del NMT en condiciones control muestra un comportamiento que indica cierto grado de
selectividad en frecuencia, en el entorno de los 50 Hz. Este comportamiento no puede ser
explicado por un circuito compuesto unicamente por elementos pasivos o lineales respecto del
potencial de membrana.

En presencia de bloqueadores de las conductancias de sodio y potasio de bajo umbral,

tetrodotoxina y 4-aminoiridina respectivamente, la transferencia entre las neuronas del NMT
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presenta caracteristicas de filtro pasa-bajo, similares a las predichas por el modelo. Estos

resultados claramente apuntan a un rol central de las conductancias activas en tal sentido.

5.4. Consideraciones funcionales

En la presente Tesina se presentan evidencias indicando que la transferencia a través de
los contactos eléctricos entre las NMT no se comporta como un simple filtro pasa-bajo,
contrariamente a lo descrito hasta ahora para este tipo de contactos en el sistema nervioso de
mamiferos.

Las caracteristicas de dicha transferencia indican que sefiales con contenidos en
frecuencia en el entorno de los 50 Hz serian capaces de ser transmitidas en forma menos
atenuadas, incluso que las sefiales DC. Este hallazgo indica que estos contactos estan
optimizados para la transmisiéon de sefales con el mencionado contenido de frecuencia, hecho
sumamente novedoso por tratarse del primer contacto eléctrico que no se comporta como un
simple filtro pasa-bajo.

Dado que los potenciales de accion probablemente sean el origen fisiolégico de los
potenciales de acoplamiento, es posible especular que estos contactos estan optimizados para el
pasaje de estas senales, probablemente con la finalidad de sincronizar la actividad de grupos de
estas neuronas. Por otra parte, dicha optimizacion surge de la presencia de conductancias activas
de membrana, particularmente corrientes de sodio y de potasio de tipo A.

Finalmente, es interesante destacar que las neuronas del NMT son aferentes primarias
que en su mayoria inervan los husos neuromusculares de los musculos cerradores de la
mandibula (masetero), participando en la elaboraciéon de conductas masticatorias a través del
reflejo de estiramiento. En este sentido, es probable que los mecanismos aqui descritos puedan
participar en el establecimiento de la ganancia de dicho reflejo y por lo tanto en la organizacién de

conductas orofaciales.
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6.-Conclusiones

1. Las neuronas del NMT se encuentran acopladas en forma eléctrica mediante
contactos poderosos y bi-direccionales.

2. Las neuronas del NMT estan dotadas de un rico conjunto de conductancias
activas de membrana responsables de su fenotipo electrofisioldgico.

3. Algunas de estas conductancias activas parecen jugar junto con las propiedades
pasivas un papel decisivo en el establecimiento de las caracteristicas de la
transferencia a nivel de estos contactos, posiblemente con la finalidad de

optimizar el acoplamiento por potenciales de accion.
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