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PREFACIO

El esiudio de la plasticidad del Sislemma Nervioso (SN} constiluye, a mi enlender, uno de los
prablemas fundamentales de la Ciencis en ef siglo aclual. Guiedo por esle penssmiento he dedicado los
{ilivps ocho afios de mi rahgjo de investigacion a iratar de esclarecer {as caracteristicas de esta singular
prapiedad del SN.

La manera coma he abordado el estudio de la plasticidad det SH es medisnte el andlisis de procesus
relatvamente simples de plesticidad, como log fendmenos de potenciacion neuranal tipo Potenciacian
Postelanica (PPT) y Potenciacian a largo plazo (LTF). Todala investigacian [ desarrolié en el Laborstorio
de Biofisica Experimental de este slituto bajo la pertinente y cuidedosa asesaria del D, Francisco Alonsa
de Florida.

La preparacion experimentst sobre la cual snslicé estos fendémenos de faciltaciin es el ganglio
simpética cenical superiar in sil del gala. En el laborataric del Dr. de Florida se resliza rutinsriamenle
tesde la década de los sesenta, una técnica de estimulacion v teqistro de este ganglio aulondmica. Ests
cunfishle y elegante técnica permite anslizar inlegradamente las cambias respanssables del desarrolio de
fendimenos plasticos, desde el andlisis electrofisiolégico de tas respuestas globales del ganglio hasta la
explaracion de la ultraestructura de las sinapsis ganglionares.

En un principio (s idea general de s investioacion ers delerminar los mecanismos sindplicos
responsshles  de (s plasticidad en el ganglio autonomico. 8i hien tos estudios se completaran en
fenGmenaos relativamente simples de plasticidad, fa intenciGn inicial inclufa también inducir cambios de muy
lvgo plazo (en la escala de semanas) en {8 fisivlogia def ganglio. Desaforlunsdamente, esta parle
furdamental de I8 investigacion no se logrd redondear o nuestra entera salisfeccion, debido & problemas
teenicos surgidos dursnte la implementacitn de fa estimulacian eléclrica cronica del ganglio, mismos que
nos abligaron a suspender temporaimente eslos experimentos. En mi Tesis de Maestria reporté los datas
prelininares que encontramaos, lo que a reserva de su definifiva confirmacion, apunten hacia cambios muy
nolorios en el ganglic aulondmico comao fue un sumento en la excitabilidad y un destacsble incremento en

ellarmafio de lus ganglios estimulados.



En los primeros experimentos se estudid la PPT v el efecto de la descentralizacion sobre su desarrallo,
datos que también comuniqué en mi Tesis de Maestriay en una reciente publicacion del Boletin de Estudios
Médicos y Bioldgicos. Denire de esos primeros estudios, el andlisis se exendio de la PPT hasta otro
fendmeno fecililatorio de mayor duracion, conocitlo como potenciacion a largo plazo o LTP, deda su
semejanza 3l fendbmeno descrito en hipocampo.

La serie experimental, mas de 50 preporaciones que formaron el estudio elecirofisioldgico, ia
desarrolle con 1 valiosa y entusiata colshoracion del Med. Cirj. Sergio Soza Bulnes, a quien agradezco
sinceramente su determinanie contribucion. Ayudandonos a los dos siempre fue oportuna la participacion
de Irma Rodriguez. Para el andlisis adecuado de la gran cantidad de dalos oblenidos, conte con la eficiente
asesoria malematica y de computscion de mi hermane Luis B. Morales

-Como se menciona en o Dlscusién de esta Tesis, et couce de esta investigacion fue influida por la
notoria conlroversia que encontramos en la literstura correspondiente ol tema. De manera primordial,
conforman esta coniroversia los datos contradictorios del grupo de Briggs y col, que tamhién se discuten en
laTesis.

Ya lermineda ls serie electrofisioldgica, para robuslecer nusstras aportaciones, se decidid
complementer el trabgjo con un andlisis ullraestructural de lo sinapsis ganglionar durante el deserrolio de fa
PPFT y LTP. Esta parte del rsbajo la realice con Microscopia Electromica bajo la formativa asesoria del Dr.
Horacio Merchant.

Comp menciono en la Inroduceion, esta Tesis cuenta con dos apéndices. En el segundo de elios
describo de manera cualitaliva un modelo sobre FPT y LTP gonglionar que hemos desarrollado en el
Isboralorio junto con la indispensahle e inleligente participacion del Dr. Antonmaria Minzoni a quien
agradezco ] interés que siempre demostrd no solo en la Tesis y en el modelo, sino parficularmente en

esclarecer, durante nuestras discusiones, todas las dudas que me inguietaban.
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Un parrafo aperte es para agradecer s toda mi familia, psricularmente a mi Madre y a mis hermanos
por la paciencia y el constante interés que sohre mi desarrolio persons! y prolesional siempre me
manifestaran.

Finalmente quiero agradecer ala Fis. Ana Luisa Guzman el hacer entendibles y coherenles las ideas
que comunico en esta Tesis; a mis sinodales Dr. Francisco Alonso de Flonda, Dr. Horacio Merchant,
Dr.Enrique Hong, Dr. Etmilio Ksbels, Dr. Manuel Alcaraz, Dr. Alejandro Bayon y Dr. Anlonmaria Minzeni, su
vigorosa critica al trabajo y su desinteresada pariicipacion en el axamen de grado; y amis compafieros del
Lahoralorio: irma Rodriguez, Maria de la Luz Zarate, Gabriela Banchez-Mejorada y Guslavo Gallegos su

apoyo y confianza.

Miguel A. Morales Mendoza.

México D.F. Agosto de 1989
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RESUMEN

Eneslatesis se estudia en el ganglio simpalico cemcal supenar in situ del gato, el fendmeno de
potenciecién relerdada (FR) con sus dos componentes, el temprano y breve, polenciacion postetanica
{PPT} y el tordlio y prolongado, potenciacion a largo plazo (LTPY. Lainvesligacion se abordd con dos
procediniento s experimentales, estudio de electrofisiologia y estudio de uitraestruciura. En el andlisis
elecirofisiologico se explord la PR oblemda por {8 aplicacion de uniren telanizente (24 Hz, 305}, hajo
cualro diferentes condiciones experimentsles: estimulacitn supramixima (SPM), estimulacion subméxima
(SBM), estimulacion supromaxima aplicada al onco preganglionar parciaimente seccionado (TRN) y

slimutacion  supraméxima en preparaciones con blogueo parcial por hexsmetonio (BLK). Se estudio
tanto el curso lemporal postrén de la PR como el del fendmeno de potenciacion-depresion intralrén.
En smhos cases, el resulledo principal fue la veriacion en el pedl de los cursos temporales
conforme @ la condicion experimenta! de tetanizacion. Todos los resultados pueden conjuntarse en
uno: mientras la PPT se montuvo constante en 1os diferentes grupos, 1a LTP varid notablemente. Los
cembios més nolorios se encontraron en la condicion de BLK.

Se propane, enconlra de teoriss prevalecientes, un mecanismo presindplico de modulacidn de fa
eficacia sindptica para explicar el surgimiento de laLTP. Se sostiene que en [ condicidn de SPM existe un
mecanismo  de inhibicion presinaplica. Este mecanismo se efectua a ravés de una via secundaria
colinérgica (nicotinica) que a través de sinapsis axo-sxdnicas inhibe los botones lerminsies de la via
primaria excitadora. Para que surjala LTP es necesario bloguesr esta via inhibitoria, vya sea
reduciendo 1o canlided de fibras aferentes aclivadas o, de manera mas efeclive, bloqueando
farmacologicamente las sinapsis axo-ax0nicas nicolinicas con hexametonia.

Los estudios de ullraestructura, por su perte, coroboraron ce menera direcla los  haliazgos
elecirofisioldgicos. En efects, en la condicion BLK se encontrd un mayor ndmero de vesicules adosadas
a fa zona gctiva asi eomo un incremento en la fongilud de ést, 1o cual, se sabe guarda una relacion con
una mayor liberacion de mediadar, que es caracteristica de los procesos defacilitacion. Ademas de estos
dalos sobre sumento de eficacia sindptica, Ios resultados histoldgicos aportaron  una  posible
correlacion esbuctural de la inhibician presindptica. Este hallazgo propio de la condician inhibida SPM
fue el empagjuetamiento de lac vesiculas manifestado como una. reduccion en la extension que cubre fa
poblacion vesicular.

Ambos  sbordajes,  electrofisiologico vy ultreestructursl, proveyeron suficientes argumentos
factusles pora. sostener que la LTP es un proceso de modutacion de fe. eficacia debido al desarrollo de
un mecanismo de desinhibicidn presinaptica.



ABSTRACT

This thesis examines the deloyed potentislion phenomenon {DPF) with its two components, he early,
hriel, posttetanic potentiation (PTF) and the long lasting, long-term potentialion (LT} in the cal sympathetic
supencyr cewvical ganglion /i stz The analysis involved two experimentyl procedures, electrophysiological
and ultraestructural studies. The electrophysiolagical analysis explored the DP ablained by spplication of &
letanized train {24 Hz, 30 s) under four different expenmental condiions: supramaximal stimulation (SPM),
submaximal stimulation (SBM), supramaximal stimulalicn in semitransecled preganglionic sympathelic inink
(TRN} and supramaxima!l stimuiation under partial blockade with hexamethonium (BLK). Bolh the lemporal
course ofthe post-rain effects of OP andthe inlralrain potentistion-depression phenamenon were sludied. In
both cases, the main resull was the variation in the lempore! course profile according lo the specilic
experimental conditions of tetanization. All results may be reduced to one: while the PTP remained constant
amang the different groups, the LTP varied considerably. The more evident devialions were found in the BLK
conditian,

A presynaplic moduleting mechanism of synaplic efficocy is proposed to explain the emergence of
LTR,in disagreement with prevalent theories. A mechonism of presynaptic inhibition is ssserted to exist in the
SPM cendition. This mechamism is execuled through exo-axonic synapses of a secondary colinergic
{nicatinic} pathway which inhibit the endings of the primary excitatory pathway. It is necessary to block this
inhibitory pathway to aliow emergence of the LTP. This may he achieved by reducing the amount of aclivated
afferent fibers or, more effecively, by phermacologically blocking the nicolinic synapses with
hexamelhomum.

Ointhe other hand, the ultraestructiral studies confirm the elecirophysiologicst findings. Indeed, in the
BLK condition a large number of alached vesicles were found ot the active zone, which was also longer. This
is known o be relaled to an incresse infiberation of mediator, characieristic of he focititation processes. in
sdeliiort o the data on increased synaptic efficacy the histologic resulls contributed with a possible structural
cortelation of presynaptic inhibition. This finding. germene to lhe inhibited SPM condition, was the clustering
of vesicles appearing os a reduction in extension of the vesicular population.

The etechrophysiological and ultraestructural approaches provided encugh evidence to assert lohtLTP is a
process of efficacy modulafion due to the development of a presynaptic disinhibition mechanism.



INTRODUCCION

La modulacitn de (a polenciacion a large plaze {LTF) en el ganglio cervical superior in vivo del
gate, puede considersrse como un mecenismo sinaplico genersdor de fenamenos de plasticidsd
neuronal. Elhecho de encontrar estos mecenismos en nacleos neurcnsles petiléricos como es el caso
del ganglio aulondmico, permile conlar con modelos experimenteles relativamente simples pera analizar,
a nivel sindptico tanlo  electrofisioldgica como  ullreestructuralmente los mecanismas responsables de
fendrenos plasticos.

Desde los irabajos cldsicos de Cannon vy Rosenbiueth (1837), Rotenblueth y Simeone (1936},
Bronk (1939) y Larrshee y Bronk (1938, 1847), se sahe que la polenciacion posletdnica (PPT) ocurre en
el ganglio simpdfico.  Su descripcidn ha permaneddo como una imporianle contribucion a la
newrafisiologis, porque muestra la copacidad del genglio para aumenle la eficacie sindplica que
excede par varios minutos la duracion de fa descerga sferenle que provocs. el fendameno. Posleriormente
Dunanty Dolivo (1968), Brawn yMcAfee (1982} v Brigus y col (18858) demastaranque el ganglio simpatico
desarrolia, junto con el fendmeno de 12 PPT, un estado facilitalorio que se mantiene por mas tiempe {1 @
2 hrs), al cudl fos Oitimos autores denominsron polenciacion a largo plazo {long-term potentiation
LTH dada su similitud con elfendmeno del mismo nombre encontrado en el hipocempo (Bliss & Lamo,
1973). En esta lesiz se designa como potenciacion retardada (PR} alfendmeno completo, incluida ta PPT
y la LTP.

Segin Brigys y col (19853} para deteclar la LTP en el ganglio simpiico cewical es necessrio
sumentar taresolucion de las medidas relativas de amplitud de polenciacion. Cansideran que se logra
unamayor amplitud desafurando las neuronas gsnglionsres al reducir la convergencia (Yer Apéndice 1),
Esta reduction de convergencia se consigue alenuando la aclivaciéndel ganglio. Al electo los autores
mencionados  utilizaron  tes  procedimientos  experimentales: 8} estimulacian subméxima, h)
estimulacian supramaxima can seccitn parcisl del nervio preganglionar y, €} estimulacion supraméxima en
genglios con blogqueo parcis! nicatinico. Brigns v col, sostienen que (8 LTP es un componente constante

de la PR, es decir, que ésta no depende crilicamente del procedimiento experimental usado para



provocar la respuesta subméxima postganglionar. Sin embargo una hipdlesis alternativa no explarada,
es que la LTP no sea un componente constente de la PR, sing que dependa de! grado espacisl de
activaciin  sferente. De hecho, la LTP es muy pequefia después de fa aclivacion maxima con un tren
telanizanle supramdximo gplicado en ganglios sin blogues, y puede ser generads (nho simplemente
desenmas carada) en grado sustancial sélo cuando el ganglio se letanize en condiciones de subactivacion.
Esta hipitesic allernstiva implice un cursc temporal varisble de o PR que deberia reflejorse en las
constantes de recuperacion de tas diferenies condiciones de subactivacion.

Ellrsbhajo de la presente lesis fue disefiado pare decidir entre ambas  allematives. va que oada una
de ellascontleve una explicacion dilerente scerca de ln generscion de (TP, Mientras o primera
hipolesis comsidera & fa LTP como un fendmeno rigido no modulade, ta segunda presupone un
mecahisma modulslorio responsable de fa LTP. Elténming  modulecian en esle contexto, sighifica que
ta ransnision sindptice principal excitataria, es requiada por otra vio sindpticn, 12 cual determine ef carso
temporaldel efecto de potenciscian.

Laingerencia de un mecanisma reqgulado por lo amplitud de las descargas oferentes y por el
consecuente nivel de aclivacidn ganglianar, v te aparicidn del fendmeno bajo hexamelanio indicsrian fa
mediaciin de réceplnres nicolinicos diferentes & los receplores nicutinicos postsindplicos de las
célutas ganglionares.

Lahipdlesis de modulacian se concibio, en pere, por fos dalos de  polenciacion oblenidas en
ganglios parcislmente blogueadas canh d-luhocuraring (Eccles. 1952 o con hexamentonio (Marsles y col,
1985). En estas condiciones, el iempo de aparicidn de I8 cima ¢ efecto méximo de  polenciacion sé
relarda varios segundos y |8 pendiente de recuperscion del fen6meno se alsrga en comparacion al
electo abitenido en las preperaciones sin bloques. No obstente que los registos en estos trabsjos no
fueron fosuficientemente prolongados para emitir un juicio definitiva sebre la aparicion de 12 LTP, muestran
sin embargo, que lns cambios en la eficacia sindptica pravocedos por la telanizacian pueden allerarse por
lasccitnde compueslos snlinicotinicos.

Elsnalisis experimental de (a LTP se reslizd con dos abordajes electrofisioldgico y ultraestructural.

Entodoslos experimentos {os regisiros pasirén se extendieron hesta 3000 s (&G0 minutos). Se  exploraron



lss mizmas condiciones experimentales analizadas por Briggs y cal (1985a): estimulacion subméxime,
esimufecian supraméxima en  newios preganglionares percislmente seccionados, v estimulacian
supramxima en preporaciones con bloqueo parcial por hexamelonio. Se incluyd ademds un grupo de
experimentos con estimulacian supramdxima en preparaciones sin blogueo, para dilucidor sifaLTP se
desarralla 6 no hajo esta condician experimental. Para delenminar lag diferencias en el curso temporal
de la PR ablenida en cada condicion experimental, se midio y compard estadisticamente la amplitud del
efecto de polenciocion, asi como las pendientes de recuperscion tento del proceso temprano o PPT
como del tardio o LTP. Can lamisma intencidn, se midio y compard el iempa  de aparicion de e cima.
Estas medidas son imporlentes por que permilen delectar distorsiones en el curso tempars! de la PR
Ademas de los registros postén, se estudieron [os registras oblenidos durente la aplicacion del tren
{registros inralvén o tetdnicos). De igual msners se midieran y compararon  esladisicamente  las
caractensticas del curso tempors! inlratrén. Finslimenle, se usd la preparscion i wivo por dos razaones.
Primero para poder comparer con la exdensa lileralura de polenciscion en genglic donde no se
repara LTP (ver monagralia de Rosenblueth, 1950) v segundo como control de las pasibles influencias que
la temperalura y I8 hipoxia pudieran ejercer en preparacianes in vitro.

En los experimentos de  ulraestructura, se  exploraron {as sinspsis gangliansres bsjo dos
condiciones experimentales, estimulacion supramaxima en  preparaciones  sin  bloguee v,  en
preparaciones con blogueo. Ademds se estudiaron sinapsis de genglios sin tren y sin blogueo coma
contral,

Et malerial squi presentsdo, ha dade lugar & cualro comunicaciones a congresos (Soza-
Bulnes y col, 1984; Marales y coi, 1985; Morales y cal, 1887; Morales & Alonso-deFlorida, 1988} y a tres
trabsjos de publicacidn (Alonso-deFloride & Marales, 1989; Morsles & Alonso-deFlorida, 1985; Morales &
cal, 1989).

En la tesis me he centrado en la investigacidn sefalada.  Olros aspeclos del signiticado v slcance
dellema en cuesticn se lraten en spéndices. Considero que de esta manera no se distrae la alencidn det

leclor.



METODO

Animales

Tanto en los experimentos electrofisioldgicos como en los de ultrsestuclrs, se usaron gates
adultos {Fefis calusy de uno y olro sexo, que pesaban entre 2 3.5 kg. Se les aplica snestesia general con
cloralosa (hidrato de clorel 85 ma/ky) por vie intraperilones!. La tempersiura corporal del  animat se

mantreo colacsndolo en una cdmsra pars administrarle calor de menera requiada.

Fxperimentos de Electrofisiologia

Preparacidn in situ

Seqln unatécnica.ys descrile (Monso-deFlorida y cal, 1960; Pardo y col, 1863} se prepard in siu
el genglio simpético cervical superior pera eslimular el ronco simp&tico y  registrar los  nervios
paslganglionares {carotideo intemo y externo). Bajo snestesia general se sujelo o animel en paosicidn
supina. y, mediante un dispositivo similar el de un aparalo estereatixico, se fij la cebsezs. Se praclict una
incision langitudinal de unas 13 cm en la cara ventral del cuello. Se diseco por planos hasta llegar a la
traques la cusl se secciond y canuld. Luega de ewtirpsr una. porcion del esofago, se alcanzaron los
musculos prevertebrales los cusles se separasron y seccionaron a nivel de su insercidn en el axis. A
continuacidn se localizd el ganglic cervical superior asi como el peguele nervioso formado por el vago
consu ganglio nodoso, et nervio lirgualy los nenvios postganglionarares carolideo inlerno y extermo. La
diseccion de los nervios pre y postganglionares se hiza teniendo cuidado deno dafier 1a circulacion del
ganglic. En el paguele vasculonerviosa del cuello se disecd el tronco simpdtico cervicel en tres sitios
diferenfes: 83 cm del ganglio a fin de realizer posieriormente una maniobra de seccidn parcial, a 6 cm
parainstalar el elecirodo de estimulo, y a 9 cm paradescentralizer y, en algunos casos (ver shsjo) pera

instelar un eleclrado de registro de los polencisles de accion del nenio. Se disecd el newio



posiganglioner incluyendo ambas ramas y ensequida se secciond en su enlradaal craneo por encima de la
ampolla auricutar. Con un hilo de nylon muy delgado se sld el cebo distal del newio postgonglionar;
este cabo se lesiond por machacemiento con unes pinzas fines v ol terminer (o diseccidn, los nervios se
colocaron en sendos eleclrodos.

£l eledrodo postgonglionar consistio en dos placas de pistino de 4 mm de ancho y 0.2 mm de
grosar, dispuestas parslelamente con una seporacion de 2 mm y embebidss en scrilico dental. Una
perforacion de 0.6 mm de caliore eslrsvesaba tonto fas placas de plating como el acrilico. Atraves de
dicha perforacion se pasd ef hilo atado 8l nervio postganglionar. Luego, tiranda del hilo, se infradujo el
nervio a la perforacion, de mods que quedara fimemente en conlaclo con les placss de plating, v que
una de éstas quedsra en contacio con la porcidn lesionada del nemvio (la distal sl ysnglio} v ls ofra con
la porcion inlacta (la proximal).

El eledrado de eslimulo fue similer al de registra.  Consislio de dos placas de platine embebidas
en acrilico, pero en ver de la perfarscion tenia una tanura de 0.8 wun de ancho en la que se colocd el
nervio pregenglicnsr en contaclo con las placas de platino sin necesidad de seccionarlo. Ya colocado
elnerio, serellend la ranura con cera neuraldgics, afin de sujelsrlo en cantaclo estable con los bardes
de las placas y reducir [3resistencia eléctica exderna.  En algunos experimentas se empled ademas atro
electrodo de registro de las mismas caracleristicas que el postgsnglionar, para el registro det newvio
preqgsngtionar.

Los electrodos se sujetaran con un disgositivo mecanico & fin de evitar desplazamientos dursnte fas
maniohras experimentsles.  Ya colocedos los newvios en sus respectivos elecrodos, se cubrid la
preparacian con sceite mineral conlenida en una poza farmada por los colgejps de piel. Con ests
técnica se obluwieron registros mauy estsbiles debido a lo alta resistencia elédrica edterna 8l newio.
Ademds se asegurd la constancia de la inlensidad elécrica splicada dursnte todo el experimento
mediante un control electrdnico incluido en la unidad de aislamiento.

Mediante un estimulador Grass S4DR, y surespectiva unidad de sisismiento WP PC1, se generaran
pulsos cusdrados bifasicos de 8.2 ms v 0.1 Hz que se aplicaron al ronce cervical. Las respuestas

obtenides através del electrodo de registro se amplificeron medisnte un preamplificador extracelursr



Dagan 2400y un Grass P15 v luego se derivaron a un osdloscopio Teklronix 5103N vy, desplegados

enla pantallg, se fotografiaron con una camara Grass C4R.

Protacols

Pulsos de prueba. Juslo anles de inicder cuslquier estimulacian, se descentralizd el
ganglio par seccifn de ta cadena simpatica 3 cm caudaimente de! eleclrodo de estimulo. En aquellos
experimentos, en los que se regisrd el nervio preganglionar, el elecrodo de registro se colocd en el
cobo distal después de la descentratizacidn. Posteriormente se colocd e prepsracion en una cdmars
de Faradsy pars su registro eleclrofisioldgico. En sequida se inicid Ia estimulacidn def tranco simpatico
con pulsos administrados a 0.1 Hz, frecuencia que se mantwo durante todo el experimento, excepto al
aplicar un iren lelanizante. Cada pulso cusdrado bildsico de 0.2 ms de duracion splicada sl newio
preganglionar, provacd un potencial de sccidn compuesto postganglionar manotésico registrado en las
fibras postaanglionares. con sus cuslro ondas rapidas negalivas (81, 89, S3y S4) su onda positiva (F) y
su onda lenta negativa (LN) sequn describrieron Bishop y Heinbecker (1932) y Eccles {1932). Se
registraron todas las respuestss provecadss por los pulios de estimulacidn. A fin de estandarizar la
magnitud de las respuestas, {aintensided de los pulsos se ajusta 25% sobre la intensided que pradujd ta
respuesia maxima. Estos esfimulos supraméximos se mantuvieron durente una hora 8 fin de probar s
estabilided de las respuestas. Enseguida se apliceran sproximadamente 10 pulsos a intensidades
variables para determinar la curva de intensidad del estimula versus la amplitud de Ia respuesta. Una vez

delerminada [a curva, se reslablecid la estimulacidn supraméxima. Le iilima respuests de esta secuencis.

se designd como Ry march el inicio de! experimento propismente dicho.

Grupos experimentales. Cerca de b minutos después de Ry, se efectud, segdn Ios cualro

dilerentes grupos experimentales (3 snimales par cada grupa), unae de las siguientes maniobras {Fig.1):



SPM SBM TRN BLK

Rsooo A — oo o e

Fig 1. Ejemplas de potencisles de accion compuestes preganglionales » pasganglionarss provocados bor s apiicacién o
tronco simpatco de puleos cuadrados biasicos de 0.2 me y 01 Hz baio dierentes condiciones expenmenitdes. En las flas
5 muesiran Ins registros obtenidas en diferzntes tiempas det pratocola. B, redistras obinidos Al prinsipia delos sperimentas
Puoco después de Ry laprodmadaments 5 minutos] 125 condisiones experiment raodificaron de 13 siguient manzra: SBM,
se reduio laintensidad de 105 pulsos de estimulo; TR, =e seceiond parcialmerte & nervio preganglionar e un sifio intermedio
entre ol electrodo de esimulo y el gangtio; BLY, ze aplicd por vizintravencsz una dosiz de 2.25 magfleg de hesametonio; SPM ce
mantuvo sin cambios, Veirte minulos después de Rz 52 cbtuve of Rg. Juste después de Rg (10 5) se ap untren telanizan
con 2 misma intensidad de 24 Hz dursnte 30 = Los regisros de Ryg 2 Rygpp om has respuestas obteridis @ diferemes

tiempos (indicados en segundns por of nimers del subtio} despugs de tarminada &l tren. Las trazos supsrioe: & indadares 2n
cada M2 de la columpa de SBM corrasponden & redistro simultineo de los potendalez posztganglionar v preasnglionar
respectivamente. Elpar de trazos dela columna de BLK zon Yos registroz simultanecs de cada 93n3lio enun mizmo experimento, el
tren se aplict 5610 en un ganghio [trazo inferior}, el olro ganglio sin tren (trazo superior) sirvid para estmar ef nivel de bloques a lo
largo del experimento. Las colurnnas SFM v TRN inchuyen sola ¢! patencial postganglionar det ganglio estimulade. Calibraciones;
Tempo 1 5. Votaie: SPM, 2 mVldivision; SBM, trazo zuperior 02 m¥/divisidn, rszo inferior 6.4 m¥jdivision; TRM, 0.4
m¥V/didision en Re y 0.2 mv]division de Rg a Rggpp: BLK, ambos trazos 0.4 mV/divisian,



i) A través de una canuls, instalada en la vena femoral derecha ol inicic de Ia preparscion, se
adminislrd una dosis (2.25 moiky) de hexametanio diliido en 10 mi de solucidn ssling, a lemperalura
carporal, durante 2 minutos. Duranle {3 aplicacion de {8 droga. te registed una ceida progresiva en la
amplitud del potenciel postganglionar debida al blocueo de {2 transmision. La amplitud de! blogueo se
estabilizd entre los 12 y 15 minutos después de inyectado el farmaca. Los experimentos stjeto a esta
maniobra se designaron como BLK.

ii) Bobire el nervio preganglionar, bajo coniral micrascapice v con unas tijeras fines, se practicd una
seccidn parcial de las fibras en un sitio entre el ganglio (3 om} y el electrado de estimulo (3 cm}. A los
experimentos de este grupo se les llamd TRN

i) Se disminuyG la intensidad del estimwulo hasla cblener respuestas subméaximas. Este grupa de
experimentos se designd SBM.

iv) Mo se reslizé ninguna maniobra  experimentsl sino que la condicidn  de stimulos

supraméaximos se mentuvo conglante; los experimentos se flameron SPM,

En los grupos BLK TRN y BBM la respuesta inicial Rg se reduja a un valor estable, registrado 20
minutos después como Rg. Los 20 minutos transcurridos entre Ry Rg se dejaron para estabilizar fa
magnitud de las respuesias después de realizads alguna de las maniobras descritas. El electo de
reduccion se esimo come la razdn Vg/VE. donde ¥g es la amplitud de la onda Sy en el potencial Rg; v

Vi=es la amplitud de la la misma onda en la respuesta Rg. Enel grupo de bloqueo (BLK) esta razon, o sea

la profundidsd del blogueo alcanzada con I8 dosis (nica de 2.25 mgikg de hexametonin,- varig
cansiderablemente de experimenta a experimenlo, a pesar de que lodos los animales de este grupo
{ueron nefrectomizados; larazdn fue 0.26¢0.05 (medistE.E). Por olra parte, Ia cantidad de reduccion
que se obtuvo con cada manicbra, a excepeitn del grupo BLK, es relsfivamenle controlable. En el
grupo TRN se contrald hasta cierta punto, regulando ls amplitud del corte al nervio, en cambio en el grupo
5BM esta cantidad fue tolalmente controlable, yaque siemyre es posible fijar con exactitud ia intensidad
de corriente necesaria pare oblener la amplilud requerida.  Nuestra inlencion fue comparar tanlo el
efecto letanico como el pastetinico (relardsdo) enlre los diferentes grpos expermentsles bajo la

condicidn de que Ia reduccion de la  respuesta  oblenida en cada grupo no  difiers



significativamente. Paralogrsr este propasito, por cada determinado vaior oblenido cor el bloqueoe se
trald de obtener uno similar, requlenda la dimensidn del corte, en el grupo de seccian parcial del fronca; y
uno exsctamente igusl, regulando ta infensidad del estiwio, en el grupo de estimulscidn submbxima. Oe
esla manera v realizendo suficientes experimentos (9 por grupo} ltogramaos oblener medias semejantes
telos valores de reduccion en los tres grupos, segin confirmamos con una pruebs t de Sludent. La

media (tE.E.) de las respueslas basales de reduccian enlos tres grupos en conjunto (27 experimentos) lue
VF/Vg=0.29:0.03.

Tetanizacion. Diez segundoc después de registrar Rg, se aplico un lren de pulsos de 24 Hz

durante 30 5. (0 conlos parémetmsindicadd: en los experimenins adicionales que mencionaremos en
Ia seccidn de Resullsdos) en subslitucion de I recuencie basel de 0.1 Hz. Les respuestas inlratrén {una
cada 47 ms) lambién se regiskrsron.  En fos experimentos coniral {al menos cinco por cads grupo
experimental) no se aplica el tren: en vez de ello se manfuve lo frecuencia basal baja de 0.1 Hz durante
{odo el experimento.

Estimacion de las respuesias. El regislro basal entre cada estimulo {ue lo suficientemente

eslahle como para etectuar las medidas (distancia de Ja linea basal sl pico de Ia onda Sg) con suficienie

precisidn. Laamplitud Vg de 1a onda 89 en Ja respuesta Rg obtenida 10 s antes de iniciado etlren fuela

que se lomd como referencis. para medir las cembios de amphitud de (s misma ande en fodas las
respuestas posleriores. Diez segundos después de terminada el tren se resiablecio la frecuencia basal
de 0.1 Hz, y setomaron todos los registros uno cada 10 5 durante los siguientes 3000 s (650 minutos).

En losexperimentas conlrol donde no se eplicd el ten se siguid una estimulacion y registro con la

frecugnciade 0.1 Hz. Las respuestas provocadas por los pulsos intralrén fueron designadas como Ry
las provocadas con la estimulacion basal como R; El valor de estas respuestas se estimo como la
razin Vj/Vg para las respuestas intratrén y ¥i/Vg para las respuestas poslrén, donde ¥j v ¥i son la

amplitud de la ontla 89 en las respuestas Ri y Rj respectivanente.
Registros del ronco simpatico. En visla de los resullados contingenles que Briggs y Col

(19658} abtuvieron en el grupo experimental SBM v que ellos interpretsron como recluitamiento de fibras

preganglionares, se decidio en este grupo de experimentas. registrar simudtaneamente, ademas del



patencial postganglioner, el potencis! del nervio pregonglioner. Para ello empleamos olro eleclrodo de
registro inslalado en ef nervic pregenglionsy 8 3 cm ceudsl con respecto 8 electrodo de estimulo.
Después de descentralizar af ganglio, con la misma técnica del hilo y et amarre psssmos el nenvio
pregenglionsr 3 bsués de Ia peroracidn del electrodo. De esla manera con cada pulso obteniamos
simultinesmente dos registras. uno  del polencial postganglionar v alro del polencisl de nervio
pregengliansr. Segin los registros que obluvimas, el polenciel del newic pregonglionsr no se modifico
significativamente ni duwranle ni después def tren (Fig t). Este dalo asegura que los cambios
encentados en los registros postganglionsres se debieron a modificeciones en la sinapsis ganglionary
no arectutamiento o algln alro cambio a nivel de las fibras nerviosas slerentes.

Niveles de bloqueo. En el grupo de blogueo nicotinico parciel (BLK) se prepareron y regislraron
smbos ganglios; en uno se aplict el tren de alta frecuencis, mientras el otro, que se dejo sin tren, sirvio
como canlral pars medir el nivel y estabilidad del bloqueo. Una factor importente scerca de este grupo
de experimentos es la mantener la estshilided del bloqueo producido per ef hexametonio. En efeclo,
seginvimos en una serie  experimental previa (Morales, 1889, Morales & Alonso-deFlorids, 1989), el
nivel maxime de blogueo perdura por muy poco liempa (enre 10 y 15 minulos) y a partir de ese
momento el bloguee dessparece lenlamente, 1o que se evidencia por el restablecimiento paulating de
la transmision ganglionar, Esta recuperacion por si misma distorsiona {8 curva de polenciacion producida
por elren. La menerade resolver este problema, intrinseco a las preparociones in viva, es eliminar los
riones (Poalon y Zeimis, 185%). Paraello alos animales de este grupo se les praclicd un nelreclomia por
vis lumbar antes de inicier la cirugla de cuelio y; en efecto, con la nefreclomia se mantuvieron
constentes los nveles de blogqueo ganglionsr & la largo de todo el tiempo experimental (Figs 1y 4). En la
serie previa antes mencionada de 10 animales no nefrectamizados, enconlramos una recuperacion
o salida del nivelde biogueo que se manilesté como una curva expanencial creciente de [a amplitud
del potencial. (Morales, 1980; Morsles & Alonso-deFlorida, 1989).

Secuencia de experimenlos. Se realizaron de 2 8 4 experimentos por semsna en dias

diferentes. Cadaserie incluyd un experimento de cadalipo mas su respectivo controf. e realizaron series



completas en swoesian, de tsl meners que se diskibuyeron eslocasticamente los diferentes tinos de

expetimentos.

Ajuste de funciones a los dalos experimentales.

Para estudiar la conducts de 135 dos escalas de liempo enconlradas enlas respuestas, (escalas
PPRT y LTF) ce sjustd le uncien (@ =pet0l+1el-01 o 103 dalos. Lospardimetras p, 1 b, v d sitven para
caraclerizar a las respuesias. La funcion fue ajuslacla por minimos: cuadrados.  Sin embsego, fa gran
diferencia que exisle enlre las escolas de liempo de 17b y 1/d impuestas por los mismos dales, no
permitié el uso dela ruling esténdar de optimizacién psra encontrar los minimos residuas. En visla de
lo snlerior se utilizd un mélodo directo tipo simplex (Nelder y Mead. 1965} para encontrar los valores
deseados par un camino confishle, 8 expensas de un sumento en el iempo de computo empleado.

Para ajustar sus dalos Briggs y col (18858) emplearon olro mélade direclo en el que athitrariamente
parlen el {endmeno total en dop procesas,  une lenta y olro rapido v gjustan separadamente cada
proceso para sumarlos al finsl. Nosoros enconframos que el mélodo simplex que empleamas no

presenta {8 restriccion de decidiv 3 prioriel punto de inflexion entre tos dos procesos de Ja curs.
Experimentos de uilraestructura

Técnica de pertusian y fijacian in sifu.

Se uso una cnica semejante a fa  ariginalimente descrita  por Trendelenburg {1954} para
inyecciones intrarteriales al ganglie cervical superior. En 8 galos prevismente nefreclomizados, se
disecaron primero los nervios pre y postganglioneres, vy luego las vasos sanguinecs gue rodean al
ganglio cervical superior. Se disecaron, lag arlerias carolida primitiva, cardlida exderna. maxilor v lingual.
A fravés de esta Gitima. se pasc una cinula de palietileno de 0.1 mm de didmelro interna. La cahulacion no
interirit con la circulacion normsd del ganglia. Segln el protocolo ya descrito, se aplict ef tren letanizante
e 24 Hz durante 30 5; diez segundas después se restablecieron los pulsas de pruebs a 8.1 Hz {1/10 5),

mismas que se mantuvieron en los siguientes 3000 s postrén.  Alfinal de esle pericdo se realizg lo



perfusion v fjacidn del ganglio. Justo a los 3000 ¢ se ligd & cardlida primiiva y i maxilar,
inmedistamente  después,  a tavés de fa  lingual cenulade se pesd 8 presior constanle de
aproximadamente I50mm de Hy, pimero colucion salina a temperatura corparal para levar a sangre de
los vasos, sequidade solucian de Karnovsky modificado diluida o 50% @ lemperatura ambienle para
fijar el tejide. La solucion salina se mantuve en una jeringa a 38-30° C y el fijador en un rglraz @
temperatura embiente. Para lograr {z secuencis y contral de 1a perfusion y fijscian a presién constante se
emplearon una flave de paso de fres vias y un mandmetro (Fig 2).

Esta écnicade perfusion permile fijer répida ¥ homogéneamente tada el tejido ganglionsr dado que
el fijador alcanza el tejido através de la propis vascularizacion genglichar. Por olra parte esle proceder
permile visuslizar los registos postganglionares durante te secuencia de fijacidn y ssequrerse de su
eleclividad {Fig 2). Kadola v Kadote (1982) lambién emplearon esta técnica silo que inyectsron
directsmenie &1 fijpdor o ravés de unajeringa.

Los registros ddelos potenciales postganglionares te abtwieron durante odo el perindo postrér
incluida la secuendia de desaparicion paulsting (40 260 s} de los polenciales como consecuencia de la
fijecion (Fig 2).

A témmino de Eafijacion i 5w (20 minutos de perfusion} se extrajo el ganglio v se continud su
fijacian por inmersion en solucidn cle Karnovsky madificado at 100% durante una hara, Después se cond
en tres segmentos igudles, tercios cefdlico, medio y caudal gue se pasaron a una solucion amortiguadaors.
de cacodilalos enla cust permsnecieran 24 tws.  Posleriormente se postfjaron contelrsoxide de osnia
8l 0.1% v teguidemenle e pasaron a una solucion de acelalo de uranilo of 5% en agua, donde
permenecieron una hors.  Se deshidrataron con concenlraciones crecienles de alcohol y Gxido de
propileno. Finatmente se impregnaron e incluyeran en hlocues de resing epoxica.

Paraelestuwlic de micrascopia se escogié el tercio medio del ganglio debido s que e {a region
londe se encuentan mas sinapsis (Birks, 1974). Se obluwvieron en orientacian {ransversal, primero corles
semifinos de | pmde grosar pere microscopia de luz, en estos carles se escogid une regidn adecueda
para oblener, sin modificar 13 orientacidn tranversel, corles finos de 40 a 60 nm de grosor (color de

interterencia plaleada). Las cores se conlrastsron con acetsto de uranilo y citrsto de plomo y luego se



absenvaron en un microscopio electronico Zeis EM-9. De cada ganglio se obluwieron o menos 20
micrografias con una smplificecidn final de 24000. Cada micrografia incluia &l menos una sinapsis
quimica en orientacién transversal donde s dislinguia cleramente el baldn presingplico y su zana

aclive, la hendiduray la membrana subsindptica.

H EST

—‘L—-~—L/—~l/—JL,~__\~___ )

roo_

1
Fig 2. Esquema dela técnica de uerfuclon y fijacion del ganglio simpatico cervical superior i &itv del gato, v secuencia
de desapancmn de los potenciales de accion compuestos postganglionares como consecuencia de la fjacion. Se esquematizan,
el trongo simpético (1] en el cual se aplican los estmulos, el ganglio (2], las raices postganglionares (3} en las que se
oblisnen los registros. Se representa también el siztema arterial circundante al ganglio formnado por las arterias cardtida
primitiva{4), occipital %), lingual (8) y madlar (7). La aterialingual se canula con un cateter de pofietileno (8) a través del cuat y por
medio de una llave de paso de tres vias (3) se pasa primero solucion salina a temperatura corporal contenida en una jeringa o),
seguida de fijador de Karnousky modificado diluido al 50% dnposuado en un matraz (11). El paso del fjador se hace 2 presmn
constante {146 mm de Hg) usando un mandmetro {12}, Se muestran los sifios donde se ligan las arterias af inicio de la
perfusion. En la parte inferior de la figura se muestra la secuencia temporal de la desaparicion de los potenciales como
consecuencia de Ja legada de fiiador al ganglio. Lafrecuencia de los pulsos es de 0.1 Hz [uno ¢/10s), sin embargo se muestra
12 secuencia de potenciales alternos, es desir, obtenidos cada 20 s. La flacha indica el momento de  aplicacién del fjador.
Calibraciones: Tiempo 1 s; voltaje 0.5 mV.
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Parametros tinplicos

En cada sinapsis e midieran los siguientes pordmetras: i} 13 poblacion tolal de vesiculss presentes
en cada {erminacidn presindplics; i) el perimelra minimo convexo, ie. €l perimetro minimo de un
poligone que cubra atodss las vesiculas (Fig 3). que equivale a unmedida directa de la exiensidn del
area presindplica ocupada par vesiculas; i) el nimero de vesiculas adosadas & la zona active; iv) la
longitud de (a zona acliva y; v) |a densidad de vesiculas sdasadas, en referencia a la longitud de la
zona aclive (vesicula/pm) y al area advacente a esta zona (vesiculasfpmz) enuna franjade 50 nm (didmetro

de una vesicula.

Grupas experimentales

Se invesligaran tres grupos experimentales con tres gatos por grupoy un ganglio por gato*. Los
ganglios del grupo de bloqueo parcial nicolinico (BUK) fueron tratados con hexametanio (2.25 mg/kn) v se
les aplico un tren tetanizante de pulses supramaximos a 24 Hz durante 30 < EI grupo de esfimulacion
supraméxima. (SPM) fueron preparaciones sin blogueo y con aplicacian del tren {etanizente. Por dltimo se
estudid un grupo sin bloquea v sin aplicacion de tren (Conlral), a cuyos ganglios sdlo se les mantuvo la

estimulacion basal de pulsos de pruebaa 0.1 Hz, uno c/10 5.

*No obstanle lo reducido de la n (res ganglios por grupo) se decidio presentar estos dalos como
una primera aproximacion a las evidencias ullraestructurales de la LTP ganglionar.  Acluslmente se
estan elsborando los demas experimentos para completay unan de 6.



Fig 2. Expanzidn d= la poblacion vesicular. & 1w izquierda se musstran micrografias de sinapsis conun punteads en sus vesiculas.
A la derecha se ensefia sdlo ¢l punteado. Scbre este purtzado se establecio un poligone de perimetro minimo, cuya area
incluye a toda¢ 1as vesiculas. Tanto ef perimetro {lin¢a delgadal come la longitud de a zona sctivallinea gruess) se caleularon
con un medidor de mapss. En s micragrafias se muestran sinapeis ipicas de cada una de lostres arupos experimentales, 3
saber. Fila superior, preparaciones controd sin trenni hexametonio.  Fifa intermedia, preparaciones fijadas 50 minwtos despusés
de la aplicacién del tren tetanizante {24 Mz, 20 :) sin hexametonio. Filainferior, ganglio fijado 50 minutos después del tren en
preparaciones tatadas con hexametonio (2.25 mafka). Log efectos no se ven claramente en casos individuales cormo éstos; se
requieran fas estadisticas (ver Figs 12 » 131
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REBULTADOS
Potenciacion retardada (PR) en el ganglio /n vive

El ganglio simpdlico cervical superior in sitv del gato, a lemperalura comoral y normalmente
imigado, desarrolld un aumento en la amplitud de los potencieles de sccidn posiganglionares (medida
sobre la onda Sg) por al menos 3000 s {58 minutos) en respuesta a pulsas de prueba aplicados en el
tronco preganglionar, y coma consecuencia de la aplicacion de un lren tetanizante por la vis. aferente (Figs
1y 4). La respuesta sumentd rapidamente inmedislamente después de terminado el tren, alcanzd una
cima seguida por un curso temporal de disipacion en dos etapas: una elapa temprana y ripida reconocida
como potenciacion postetdnica y ofratardia y lenla idenfificada como polenciacién o largo plazo. Con
fines desgriptivos llamamos patenciacidn retardadaal conjunle de los dos estados.

La LTP se encontrd como un proceso de csida o de crecimiento lento y progresive durante todo el
tiempo experimental. La funcién de suma de dos  exponencigles, ({=pe-{bhsie-(d) se gjustd
razonshlemente bien a los datos medidos a partir de la cima. La primera exponencial describe la fase
rapida y lemprana {PPT) y la segunda la fase lenta y tardia (LTF), independientemenle de que ésta hays
sido crecienle o decreciente; con exponente positivo se denotsn tas caidas y con negativo las subidas. En
algunos experimentos, especisimente los de 1a condicidn de SBM, el curso de |a PR presentd un “valle"
que se apartd nolorismente de 1a curva de sjusle. Esle valle se formd con la caida pronunciada de la
primera fase hasta valores bejos de potenciacion en tiempos tempranos y una subsecuente
recuperacion hasla alcanzar el curso normal de la LTP. Qcasionalmente esta desviacion resulld mas
compleja hasta aperecer como una oscilacion amoriguada (Fig 4).  Para poder ajustar la funcidn a los
datos anamalos de estos experimentas fue necesario suprimir algunas puntos delvalle.

Como originamente observaron Rosenblueth y Simeone (1338) es noloria la inestabilided en el
curso temporal de la condicion submaxima. Esta condician experimental se coraclerizé precissmente por
una mayarvariacion en sus pendientes de recuperacion, por la frecuencia de aparician de valles (8 de

9 experimentos, segn puede verse enla Tablal) y por la presencia de oscilaciones, en conlrasle con
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Fig 4. Ejemplos del curse temporal (e] de la patenciacian retardada bajo las diferentes condiciones experimentales investigadas.
SPM experimentos supramaximos, SBi experimentos submiximas, TRH exparimertos de seccidn parcial, BLK emperimentos ton
bloqueo parsial. En todos log casos se aplicd un tren tetanizante de 24 Hr durane 30 5. El Yempo cero indica ¢ final del tren.
Ordenadas, cantidad de potenciacion medida como el indice VyfVg, donde Vj es ia amplitud de fa onda Sp de cada registro Ry
obtenidn después de terminado el wen y Vg =< 2 amplitud de fa misma onda en & regisyo Flg obtenido juslo antes de apficer
el wen. Se grafican también los registras de los experimentos cartral (¥) cuandn no se anlica of ren tetanizante. En la columna de
la izquierda se muestran los registros a lo largo de los 2000 5 (50 minutos] del curso tempordl postren. En fa columna de la
derecha se presentan los cambios tempranos de los onmeros 300 s (S minutos). A los puntos experimentales, a partir de la cima se

les ajustd [a funcidn f{t=pa (bthete 9t Ly decviaciin de los puntos de 1z funcidn de ajuste en ef arupo SBM se discute en el
1ex0.
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fas demas condiciones, especiemente con bloguen, donde fas voriaciones de las pendienles fueron
pequefias y no se encontrd ningin valle. Esla inestabilidad de 18 condicidn subméxima es un
fendmeno genuinsmente sindplico, seqgin se canfirma por el método que emplesmos, ya que no se
delectataron modificaciones en el registc del polencial de accion compuesto del nerio
preganglionar (ver seccidn de Méloda}, lo que garantiza que no existen cambios en el nimero de fibras

excitadas del nervio preganglionar como sugirieran Briggs y cot (19858).

Tabla I. Frecuencia de valles en los registros de la pendiente de PPT

Condiciones  experimentales

SPM SBM TRN BLK
Convalle 3 8 2 Q
Sinvalle 6 L 7 9
Tota! 9 g 9 9

Los datos se presentan en una tahla de cantingenciade 2 x 4. Se aplicd una prueba de Fisher {Fisher,
1950; Sokal & Rohlf, 1981) paratablas de conlingencia de 2 x2 donde se compara laincidencia de
cada grupo contra laincidencia agupada de los otros tres. Lahipdlesis nulade no interaccian (o
independencis) se rechaza para SBM (p=0.0003) y pora BLK (p=0.01), perono para SPM (p=0.3) y TRN
{n=0.2), Io cua! se interprets como unanoleble incidencia de valles en SBM y muy paca en BLK.

Los cursos ascendentes de {a LTP tembién los encontraran Briggs v col (1985a) en experimentas de
ganglic in wiro realizados a 32° C cusndo estos mismos experimentas los reslizeran & fempersiura
ambiente (22° C) todos los cursos fueron de caida. Asi mismo, Kayano v col {1985) encontraran cursos
ascendentes en registras inlracelilares de ganglio de rans, en ese también describieron valies comao fos

aqui descritas.

Variacion dei curso temporal de la PR

Una desaceleracion pronunciada que ocurrid después de ciero inslanle en el curso de la

potenciacian retardsda fue una buena juslificacion para definir dos estados distintas, PPT y LTP. Para

diferencier estas dos estedos fAriggs y col (1985) midieron en la preparacion in viéro & temperatura
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ambiente fos constsntes de coidaTp=1/b y0=17d de ta funcidn ((=pe- M) +ie-V8) sjustada 5 1o
curva de la PR. Sin embargo, a temperalura corporal, suncue T es un parémelro Util para estimar el
curso de la PPT, W no se puede aplicar ya que en esta circunstancia el cursa de 8 LTP no siempre es de
caida, sino que en ocasiones es de subida. Para supersy este problema, en nueshros estudios realizados
en preparaciones i vivo & temperatura corporal, estimamos la rapidez de cambio de estos fendmenos
directamenle de los velores de by d. Noobslante, en latabiallincluimos los valores que obtuvimos para
Tp vy de la funcidn sjustada a los velores promedic de nuestros dalas; estas promedios siempre maostraron
una LTP de caida. Los velores de b y d fueron somelidos a un andlisis de biveriacion estadistica
(Marrison, 1978) que nos pemitid comparar los perfiles de potenciacidn entre los diferentes grupos
experimentsles.

Tabla II. Constantes de caida de la PR

SPM SBM TRN BLK
Tp (5) 18.01 10.44 43.25 184.64
t1 (minutos) 320 .51 535.91 128.21 529.10

Los vslores se calcularon de to luncion  {(f)=pe” (MV+te-(0Y) ajustads a los valores promedio de
ins defos de polenciacion  encontrados, en donde Tp=1/b y W=1/d. las comparaciones asi
conio I3 estadistica se describen ends. Fig 6.

Las diferencias enlre los dos estedos que conformsron el curso temporsl de la PR fueran muy
marcadas dado que la rapidez de camhio en la PPT fue de 2 o 3 drdenes de magnitud mayar que la. de LTP.
Como puede apreciarse en la Fig b el curso de 1a PR en los experimentos BLK se carsclerizd par
perdmetros de recuperaciin mas lentas, tanto en el fendmena femprana (PPT) coma en el tordio (LTP),
esltimadas con los valares de b ydrespectivamente. En este grupa el valar de d fue de dos ardenes de
magnitud menar que el valor de b, Esta conrelacidn indica que en el ganglio sujeto 2 la condician
experimental BLK la desacelers;ién entre el fendmena rapido y el lento es menar, y que par consiguiente,
el cursa de la PR fiende 3 ser un solo proceso de efecto pralangada. Los experimentos 8PM y SBM en

cambio, mastraran una dessceleracion mas marcada, el valor de b {fue de tres drdenes de magnitud

mayor que elde d. Resalls, sin emhargo, que la. repidez de recuperscidn en la elapa lenla (LTP) tuvo
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valares simflares en fos tres grupos SPM, SBM, v BLK (estas comparacianes se muestran en el andlisis
bivariado que sparece en el pie de [a Fig §). Por olra parte, no ce encontraran diferencias entre los

grupas SPM y SBM sl comparar conjuntamente los valores de sus parémetros by d.
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Rapidez de cambio de PPT (b)

Fig 5. Grafica de la dispersion de los parametros by d de la funeidn fiy)=peIDU+1e19} 3ystada a los dstos de potenciaciin
retardada de cada experimento.  SPM, experimentos supraméimos; SBM,  experimentas submiimos; TRN, eperimentos de
seccion parcial; BLK, eperimentos con blogueo parsial. Se presenta un  andiisiz bivariado aolicada a  las diferenciac de
localizacion de cada punto. SPM veSBM, F=152, pad.1; SREM ps TR F=7.1, ped Y, SPH veBLK, F=12.24, ped 005; 58M i<
TRN, F=3.83, p<0.05; ZBM 1. BLK, F=4.43. p<0.05; TRN ¢xBLK, F=187, p<0.005.

En los experimentos del grupo TRN fa rapidez de recuperacion de fa PPT fue de un orden de
magnitud mayor que ers el grupo BLK, aungue ligeramenie mas fenta que en ios grupos SPMy SBM. En
este grupo, porotra parle se enconlrd una recuperacion de LTP mas rapida, 2 dessceleracion ue
presentd fue inlermedia entre el pequefic efecto observado en el grupo BLK y el efecte méximo que
caractenzo a los grupos SPMy SBM.

Estos datos sefisfan de manera clara que el perit del curso temporal de la PR a parlir de la

cima, en la condicion supraméima (SPM), se puede madificar al cambiar cierlas propiedades espaciafes
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yiemporales de la descarga de impulsos condicionantes (experimentas del grupo TRN), @ al reducir Is

densidad de algunas acciones sindpticas con bloquen parcisl nicolinico (grupe BLK). Eslos cambios def

perlit de ls PR indican sin duds la  existencia de modiicsciones en {3 eficacia sindplics coma

consecuwcia def procedimienta experimental empleado. La cursiva destacs ia principal observacin de

esle trabajo.

Tiempo de aparicien de (a cima

Regulsrmente los registros ltomadas después de aplicer el tren se obtuvieron a una frecuencia de 0.1
Hz. Por eso las medidas en el iempo de aparicion de la cima son necesariamente miliplos de 10s a
partir del final del ren. El tiempo de aparicidn de la cima en cada experimento de [as dilerentes
condiciones experimentales fue: 80M: las 3 alcanzeron la cima atos 10s; SBM: Ben10syten 20 s TRN:
7entls,ten20syuncendls; BLK 1en30s 2enb0s 2 en60syden8ls. Lamedia (tE.E) de estos

valores se muestra en la Fig 6A. Eltiempo de aparicion de la cima guardé {a siguiente relscidn  entre

los grupos SPM<SBM<TRN<BLK, con un relardo considerablemente mayor en el grupo BLK.

L=

E

=)

B 50 .

g

8 & -

g L1 [ ]
M sBM TRN  BLK 1 0 o
Grupos experimentales Duracidn de frenes (s)

Fig 6. Tiempo de aparicion de la cima de potenciacidn retardada.  A. Efectos obtenidos después de la auhcacvon de un tren
tetanizantz de 24 Hz durante 30 s en las condiciones exunrlmnntalas indicadas: SPM, experimentos  supramaxmos; = SBM,
experimenios submadmos; TRM, experimentos de seceion parcial; BLY, experimentos de bloqueo parcial. B.  Efectos en fa
condicion BLK con trenes de la misma frecuencia aplicados durante los tiempos sefialados en las correspondientes barras.
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En vista del refardo mucho mayor ablenido en el grupa BLK se decidid investigar en estamisma
condicidn experimental fa influencia que sohre el iempa de aparicidn de (a cima tiene (2 duracion del tren
condicionante. Al efeclo se realizd un grupo adicions de experimentos con bloqueo percial. Aparte del
arupo de experimentos con renes de 24 Hz vy la duracion reqular de 30 5 se realizsron otros
experimentos en las que se emplearon trenes de {amisma frecuencia pers con duraciones de 1 (n=4} ¥
10 ¢ (n=4). El curse lemparal de la PR en estos experimentlas fue similer af de {2 PR de experimentos
contrenes de 30 s (Fig 7). Segin puede verse enla Fig 68 el tiempo de aparicion de la cima se redujs

en cierta proparcicn con la disminucidn de fa duracion deltren.

Re Rs Rio Rso Rioo Rio  Riooo  Rioso

B ‘L/_"'\“—Jk/‘ "*k./' "‘;\/‘ -J'k/" JL/‘—L’

Fig 7. Ejenplos de potenciales de aceion compuestos pastganglionares provocados por pulsos cuadrados bjlésicos de 0.2 ms
¥ 0.1 Hz obtenidos de experimentos con hexametonio y tren tetanizante de 14 Hz aplicado atres diferentes duraciones: A, 30; B,
10y C, 15. Conlamisma nomenclatura de la Fig 1, las columnas son Rg, primer registro experimental; Rg, registro

ohtenido 15 minutos después de la aplicacién de hexametonio 12.25mgfka), 20 minutos después de R e inmediatamente (10 5
antes del tren. De Ryp a Ryppg 500 los registros obtenidos a diferentes tiemnos seatn se sefiala con fp3 ndmeros de los
subfins, después de terminado el ren. Calibracion: Tiempa, 1 5; voltsie, 0.5 mV/division. ’

Estos resultados musstran que la elapa inicial de subida en elcurso lemporal de ia PR puede ser
influenciada por la distribucion, tanto espacial como temporal de los impulsos de entrada.  Es verosimil
que los cambios ohservados se deban a alleraciones en la eficacia de la sinapsis ganglionar principal
nicotinica, posiblemente por 1a ingerencia de algin mecanismo modulatorio, el cual pudiera varisr
segln los procedimientos condicionanles aplicados en los dilerentes grupos experimentales.

En 1852, ya Eccles habia visto este perfil de PPT con subida inicial lenta en el ganglio simpalico

cewical superior in vilrodel conejo cuando se bloqueaba parcidlmente con d-ubocurarina. Este mismo
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periil de la PPT tombién (o enconted Christ (1980) en el ganglio esteler in viro del hamsler blogueado
parcialmente con hexsmelonic. Par ola parle, es importante destacer que Briggs y cal (1885a)
sequramenle no observaron este fendmena debido a que lafrecuencis de los estinulas de prueba paostrén
de 0.015Hz (uno cada B0 s} que useron no les permilic ver los cambios en lafase iniciel ascendente de la
PPT. Nuestros resultados, por consiguiente, se pueden equipsrar 8 los datas oblenidos en las
preparaciones in viro.

Hemas visto ademas que el proceso de potenciscion en ganglios con bloqueo nicotinico parcis! es
andlogo al fendmeno de decurarizacion postelanica (restsurscidn de la tasmision de placa
neuromuscular) descubierlo por Boehm en 1884 y mas tarde snalizedo en detslle par Boyd (1932),
Rosenblueth y Marison (1937) v Hutter (1952). Eccles (1952) indicd que el retardo en la aparicion de ia
cima, asi como la coidalents del fendmenc de PPT, inducidas en el ganglio parcialmente
blogueado, es semejente af curso de la PPT inducida en genglios no bloquesdos con tenes de larga
duracitn (mas de 305), como puede verse en la Fig 6 del ¥absjo clisico de Larrshee y Bronk (1947).
Esta abservacion es congruente con nuestros datas de correlacidr enlre el relqrdu de l[acimay la
durscicn del tren condicionante en el grupo BLK. Cabe aclarer que esle retardo en lo oparicidn de la cima
no es unacarsclerisica. exclusiva de los ganglios blogueados; se encuentraen menar proporcidn en los

experimentos de los grapos SAM y TRN.

Magnitud de [a potenciacion

La magnitud de la PPT yde [a LTP, se estima por los parametras p v | respectivamente. La suma p+l
eguivale a lacima o efecto méxima de potenciacidn vy estima la canfided de PR oblenida. Ef pardmetro p
sélo mostrd una pequefis sunque significative diferencia BLK<TRN. En combio el pardmelra 1 fue
significslivamente diferente en ftodas las comparsciones posibles con la  siguiente relscion  de
amplitud SPM<SBM<TRN<BLK {Fig 8}, donde el grupo BLK fue noloriamente mayor a los atros tres.
Al combinar estos pardmetros py L con el curso temparal, las diferencias en el compartamiento de los

grupos de ganglios se hacen muy menifiestas (Fig 8). Son notorias las alleraciones que sulre el procese



de LTP en relacion al de PPT. Mienlras que los cambios en PPT son muy pequefios, la LTP virualmente

susente en SPM y escasa en SBM, se ve surgir en TRN y BLK sobre tado en BLK a un nivel

verdaderamente llamativo.
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Fig 3. Amplitud de la potenciacion postetanica [PPT) v de ta poatencicion de largo plaze (LTP) estimadas respectivamente por fa
mediatE E. de los parémetros p y | de b furcian fl)=pe-lbUspe—ldl ajustada a los datos obtenidos en las dierentes condiciones
experimentales: SPM, experimentos supramaimos; 5BM, exparimentes submaimas; TRN, experimentos de seccidn parcial; BLK,
experimentos eon bloqueo parcial.

En el grupo BLK encontramos una refaciGn entre la magnitud de la PR y la profundidad del

bloguen, medida estaditima sobre {a razon ¥g/¥E. Mientras mas se Dlogueaba la ransmisidn ganglionar

mayor fue Ja cantidad de potenciacion. Se encontrd polenciacion adn cuando el biogueo fue casilolal

¥5/VE<0.05. Estapolenciacion de ganglios con blogueo profundo, tembien se encontrd con los trenes de

menos de 30 s de duracion {Fig 7). Este lipo de relacion entre la canlidad de PR y el valor de la razon

¥g/VE no se encontrd en fos grupos SBMy TRN,
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Fig 9. ampiwd de 1a potenciacion retardada en las diferentes condiciones experimentales.  Las curvar ilustradas sonlas
{unciones (((l=pe'[m+le’(d') {eurvas superiorzs) v (lt)=pe’(h“ feurvas inferiores) fas cuales ge qustron a las medidas dal
porciento de potenciacisn obtenids en los diversos grupos. SPH, experimentos supramiimos; SBM, experimentos submaimos;
TRN, experimentos de seccidn parcial; BLK, experimentos conblogueo parcial. En todos los casos ¢ 100% es la media de las
cimas de fa condicion BLK. Asi, las ordenadas miden separadamante el componente FFT (ireas obscuras) v o LTP (dreas
claras). Las diferancias entre los 9rupos son dabidas, claramente, a cambios en el camponents LTP.

Efectas telanicos

Los efeclos tetdnicas registrados durante la. aplicacidn de untren de 24 Hz dursnie 30 5 se

wmuestran en ta.Fig 10y enla Tahls Il Efpatrdn de respuesta geners! en los custro grupos, medido sobre

larazén Vj/¥g. consistio en una subida debida a un primer efeclo facilitlorio can et segundo y tercer
pulso dellren, luego el valor Vi-’VS regresa cruzando la linea contral hasta slcanzar sus valores
menores con el dlimo pulso inlralrén. A este (lima. respuesta intrelrén (V=10 §) se le denoming

"registro final®, Al proceso de depeesidn se le sjustd razonshlemente bien la siguiente funcidn:
a(h=ge ).
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Fig 10. Ejemplos de cursos temporales  del fervamena potenciacian-depresion regls\radm mientras ze aplica un fren
de pulsos al tronco simpitico durante 30 5, a las frecuencias sefialadas, Estos plestos intratrén o tetdnicos se midieron cor el
indice V{/Vg, donde R; es laamplitud de 2 onda §y del registro R; obtenido ol Fésimo tiempo después del inicio def tren v Vg
es |a amplitud de la misma onda det primer registro tetanico (Rg). La luncién 9(1)=qe’fw“l se qusth a los dios experimentales a
partir de la cima de potenciidn. SPM, expernmentos supramdimos; SBM, aparimentos submiximos;  TRN, experimentos
de seccion parcial; BLK, experimeros con blogueo parcial,
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Tabla III. Media (*E.E.) de los efectos tetanicos.

Valores de los diferentes grupos experimentales

Parametros SPM SBM TRN BLK
q 1.0240.03 1.28+0.06 1.27+0.07 2.41+0.32
1& (s) 73.3119.4 64.60x11.6 29.97+8.9 0.75+0.1
registro 0.6140.08 0.79%0.08 0.40+0.10 0.03+0.01
final
Comparaciones entre los grupos
q SPM <TRN <SBM <BLK SPM<SBM SPM<BLK  TRN<BLK
010 9 014 004 .007 L0190
1& (8) BLK <TRN <SBM <SPM BLK<SBM BLK<SPM TRN<SPM
014 037 L7140 .ot L 009 073
registro BLK <TRN <BSPM <SBM BLK<SPM BLR<SBM TRN<SBM
final 008 133 L0986 001 001 007

los pardmetros g y Ty son de ls funcidn (g)=ae~(tT) sjustads a los datos

experimentales. El registro fingl es la medida del Gitimo potencial intratrén,  {(@). cong=30s.
Las comparaciones se hicieron con prusbas de £ de Student.

La comparacion estadistica del valor de los  diversos  pardmebros entre las cuatro condiciones
experimentales se muestra en la Tobla il La curva del efecto tetbnico en el grupo BLK lue sui generis
el incremento inicial fue el mayor, la caids de depresion (i‘q) fue la mags rapida (s6lo 0.75 s) y slcanza el
nivel mas profunde de depresion, casi hasta la exdincion tetal de jos potenciales hacie el final del ren
{registro final=0.03). Desde este nivel de marcada depresion surgid ef electo de PR mas amplio y
duradero. Enlos olros res grupos el curso tetdnico no fue tan abruplo, v la diferencia enlre ellos no tue
tan marcada (Fig 10 y Tabla iff). La cima del efecto facilitatorio inicial fue semejante en los grupos SBM y
TRNy un poco menar en el grupo SPM. Las pendientes de caida (Tq) de los experimentos de los grupos
SPM, 8BMy TRN no fueron significativamente diferenles; los grupos SPM y SBMf{ueron casi iguales,
miantas que el grupo TAN mostrd un curso ligeramente mas rapide. En los tres grupas el registro final
intratrén two un valor parecido, cercano a 0.6, aunque de este valor semejanie surgieron diferentes

maximos de FR.



Ademasde estudisr fos efectos tetsnicos provocadaos por trenes de 24 Hz aplicados durante 30 s, se
estudid un grupo adicional de animales para indagar los efectos teldnicos a otra frecuencis, § Hz durante 30
3 (Fig 10). Eneste conjunto de experimentos absewamos el conocido fendmeno de reclutamiento en
el grupo SPM, pero fue notable que en el grupo BLK el cursg intatrén se toma en una predominante
depresidn como $a que se ve enlos experimentos de BLK con renes de 24 Hz, sdlo que, tento la cima (q}
como laconstnte de caida () v ef nivel méiximo de depresion (registre final) lueron menares

Eslos resuttados corroboran en o general los estudios clasicos de Rosenbluethy Sitmeane (1938)
guienes encantraron una leve diferencio en favor de experimentos con estimulecion subméxima  sobre
expennmentascon eslimulecian supreméxima en el efecto facilitelorio inicial. Tembien Rosenblueth y
Simeone observaron un proceso lento lardis de caida por dehejo de los valores contral, cuando
splicahen trenes supramaximas de {recuencia relativamente sila. Nosolres agregsmios los dalos que
conciemen a una mayor patenciacion y depresidn en los experimentos de los grupos TRN y BLK. Bronk
ycol (1935} vy de nuevo Rosenblueth y Simeane establecieron que la estimulacion a baja frecuencia
(2 a8 Hz) notiene electo de depresion en {a condicidn supramixima sin bliogueo, sing gue por el
contrario praduce una accion facilitatoria por reciutamients. Mosotras cenfirmamas este dato y ademas
encanlramas que cuando el tren de bajafrecuencia se aplica bajo la condicidn de BLK fa accidn facilitalotia
de reclutamientos setama en depresion. Esta dltima observacion es muy significaliva para el andlisis
de las hipdtesis que son abjeto de esta tesis (ver et Apéndice ).

Una segunda observacidn que surge de este lrabajo es lainlerrelacidn entre los efeclos de PR
v los de potenciacion-depresidn intratrén, Las diferencias encontradas de Ia PR entre los grupos son
concomilantes con las encontradas en los efectos leténicas. Es notorio 8 esle respecto, gue los camhios,
tanto en los elecios de PR como en fos telanicos, son mas mercados en ta candicion de bioqueo
nicotinico, que cuando se reduce fisicamente el nimero de fibras preganglionares aclivadas. La
modulacidn nicotinica pereciera tener un mecanismo comin para determinar los cambios que el ganglio

presenls dursnte y después del iren condicionante.
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Dilerencias en {a ullraestructura de las sinapsis

Como se meaciond en e seccidn de Mitado, elganglio se fijo alas 3000 ¢ del curso {empors
de PR, io que permitio comparar i ulrsestruclura entre tas condiciones SPM y BLK precisamente en el
momento en que las diferencias de eficocio sindplica enire smhas candiciones san muy notoriss. Asi,
mieniras que en SPM la PPT halerminado mucha tiempo alrds y a1 TP es apenesperceptible, enBLKsE
hien ta PPT lambién ha deseparecido (3 LTP es aln de considersble magnitud.

En lo Fig 11 se muestren tres micrografias tipicas, uno de ceds gupo  esludiado.  No se
encontraron diferenciss significalivas en {a pobiscian de vesicules sindplices por boton entre los tes
grupas, (mediatE.E) Control 100.0£10.8, 3PM 76.5¢5, BLK 86.6¢6.2. En cambio elndmero de vesiculss
adosadss & la  zona aclivs fue diferente en los grupos segin la siguiente relacion significativec
Control<SPM<BLK (Fig 12A}. Esta secuencia de diferencias también {ue significativa cuandao se compord
la densidad de vesiculas sdasadas, en referencia s la longilud de la zona scliva {vesicuis/pm) y of drea
adyacente a la zona aciiva (vesiculas/im?) en una franja de 50 nm (didmetro de unavesicala, Fig 128).
Este altimo paramelro conesponde &l "locol vesicle packing densit” de Wiley (Wiley y col, 1987). Par
atra parte, la tongitud de lazona active en los diferentes grupos fue: Control 0.4240.02 pry, 5PM 0.4540.02
y BLK 0.540.62 con Conlrol signiticativamente menor que BLK. Con un snalisis de bivariancia (Morrison,
1978) se compararon de manera ssociada la centidad de vesiculas adosedasy {alongilud de la zora
aciva. La comparacion did medias significativamente diferentes entre los tres grupos (Fig 124).

Ademas de los cambios cusnlilelivos en vesiculas v zona aclive, se enconiraron cambios en 18
distribucion 0 scomodo de tas vesiculas en los botanes presindplicos. En la condicion de BLK fue
posible dictinguir un reescomodo de tas vesiculas en forma de cordones dirigidos perpendicularmente
hacia la zona activa. Se sshe que las vesiculas se dirigen hacia la zona active 8 trovés de tdneles
formados  por estucutwrss de prateina contractit lamadas proyecciones densss  (Gray, 1962).  Esh
observacion cuslitaliva también se delermind de manera cuantitaiva a ravés del perimelro miimo
convexo, gque como ya se dijo en la seccion de Mélodos mide directsmente la. extensidn acupads por las

vesiculas. De esta manera, las diferencies encontradas en este pardmetro (BPM<(Contral*BLK, Fig



Fig 1. im3genes fipicas de lag %erminsciones en tas sis aradendi samaticasdel ganglio sirmpitisn cervical supsrior del
oo baio frez condicionss experimentales: Amba, oreparacitn contral, i tren ni henmetonic. En medio, cinsuenta minutos
después del trem {puleos supramadmos de 02 ms a 24 Hz durante %0 £ en una preperacion sin hezametonio. Abdo, cincuenta
minutos después del ven en pren ntratad: can hexametanio (2.26mafle). Calibracion 1 pm,
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Fig 12. Cambios en las terminaciones ureqrnapucas de las sinapsis axodendrosemdiicas. Se Comparyron wes grupos
experimentales: Control, experimentos sin tren ni heximetonio; SPM, cincuenta minutos despuds de una tetanizacion supramaxima a
24 Hz durante 30 s en preparaciones sin hexametonio; BLK, cincuenta minutas después de la mianizacidn en preparationes con
tratamiento de hexametonio {2.25 mafKg). A. La longitud de 1a zona activa (medizt€.E) en las sbscisas se muestra asociada a
niimggg, en las ordenadas {mediatE E.) de vesiculas adosadas. De acuerdo a un andlisis bivariado Jas diferencias entre los grupos
fuerory: Control s SPM, F=8.07, p<0.005; Control us BUS, F=26.18, p<0.005; SPM ws BLK, F=65, p<0.005. B. Densidad de las
vesicutas adosadas evpre sado bien por unidad de longitud (um) de zona activa, va por unidad de irea Iumz) en unx region det largo
de la zana activa y del artcho de una vesicula (80 nm) par encima de dicha zona activa ["local vesicle paking density™ deserito por
Wiley v ¢ol, 1987). De acuerdo a una prueba de t, los valores mostrados [mediatE E.) resuttaron diferentes 3l menos aun nivel de
significancia de 0.05 zegiin el siguiente orden Contralc SPM<BLK.

13) aunado a la similitud en ta pobisciénvesicular, confirmd la cbservacidn de reacamodo de vesiculas.
Uns pasibilided es que este slinesmiento de vesiculas se favorezea como consecuencis. del tren
tetanizante, y que seamayor enla condicidn de BLK. Enelecto, en SPM sl empaguelarse fas vesiculas
(disminucidn del perimetro minimo convexo) se dificullaria ls lormacion de nuevos tineles. mientras

que con la expansion vesicular propis. de BLK se propiciatia.su sparicidn.
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Fig 13. Medidas de la expansian de la poblaciors vesicular, Este parametra se define como el minimo perimetro de un poligono cuya
drea incluye todas las vesiculas (ver Fig 3). Control, evperimentos sin tren ni hexametonio; SPM, cincuenta minutas después de
terminado el 4ren (supramiamo de 24 Hz durante 30 €} BLK, cincuenta minutos despuis del tren tetanizante en preparaciones  trate
das con hexametonio (2.25 ma/kg). La relacién entre Jos grupos fue SPM¢(Contral~BLK). Una prueba de © mostrd diferencias entre
SPM<Control con p<0.05 y SPM<BLK con p<0.025.

Cebe mencionar con respecto a esta dlima parte de los resultados, que no existen en la
literatura antecedentes de esludios ultraestructurales comrelativos ala LTP en ganglio. En hipocampo se
han reportado recientemente un par de Irabgjos de este tipo (Applegate y col, 1987; Applegate & Lendfield,

1988), mismos gue se comenlan enla Discusion.



ISCUSION

Estudios de Elecirofisiologia

£l resultado principal de este rebgjo es gue ef curso temporal de la PR (medido en fa onda Sq) varia
caracteristicamente segin se estimuie et total o solo unaraccion de las fibras slerentes o, 5t con estimulos
méximos, se aplica 6 no blogueo parcisl anticolinérgico nicolinico (hexsmelonio). Tanlo 13 supresion de
algunas fibras sferentes como el blogueo, provacon un gran incremento del componente de la LTP. El
surgimienio de la LTP fue especiaimente marcado hajo ¢} bioqueo parcial orhexamelonio.

Se enconlro adembs que también varia el curso lemporal dela enwvolvente de las respuestas inratrén
e polenciacidn-depresion {lambién medido en S}, con los mismoas concficiones experimentales de
tetanizacion. Aligual que enelcurso de fa PR, log cambios mas notorios fueron en la condicion de bloqueo
parcia farmacoldgico.

... Estos resultados demuestran gue fos combios en la eficocia de o fransmision, medida por Ja
lescarga de impulsos y provocada duranie y después de la adminishacion del tren, son modulados por
receptores presindplicos nicotinicos, como se anlicipd en Ja Inroduccidn de esta Tesis ¥ en repartes
preliminares (Morales y col, 1985 Morales & Alonso-deFloride, 1988). Abajo se discute en detalie esta
conclusion.

Asi mismo es de importancia. que 3 LTP aparece en ja preparacion /n wivg, pues esle fendmeno
habia sido ohservado in wirn, donde podia sospecharse que 1a anoxia v 1a bigje temperatura fuersn par si
mismos lactores significativos en los cambios observados por otros auleres (Briggs y col, 18853). Las
caondiciones particulares en las que se desarrolla 1a LTP explicon de que un fendmeno tan notable hubiese

pasado desapercibido eq los extensos estudios cldsicos (ver revisian de Rosenblueth, 1950).
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Significado de los diferentes cursos lemparales postrén e intratrén

Curso postrén. Para medir combios en la PR se cansidersron los siguientes parémetras: (1) el
tiempo de aparicidn de lo cima;  (2) las pendientes de recuperacion de los dos proceses PPT y LTP
medidos a Iravés de los valores de b v d respeclivamente; (3} ls amplitud de ambas procesoes medids por
medio de los coeficientes py & y {4 Ia opsricidn de walles y oscilaciones.  Para determinar
adecuadamente la LTP fue necesario conziderar conjuntamente los paramelros tyd o 1/d. Las medidas de
estos pardmetros representon el nimers de neuronas (f) que descargan v el tiempo que se manlienen
descargando (1fd o}). Por consiguienle y segin la consideracion conjunta de eslos parimelros. en la
condicidn de BLX 1aLTP lue marcadamente meyor debido a un nimero grande de neuronas descargando
({1=3.74) por un liempo prolongado §=529.1 minutos). Mientras que en la condicion de SPM sunque el
efecto de potenciacian también lue prolongado (§=320.21 minutos). ia canlided de neuronas descargando
fue minima (I=1.10).

Como seresume en taFig 9, olra resultado fundamentsl de esta lesis es el desarrallo diterente de (s
LTP seqlin las distintas condicione s experimentales de activecidn, Mientras que en {as condiciones de TN
y BLK la LTP fue de considerable magniiud, en {as de SPM y SBM fue minima o casi nds. A diferencia de
estos notarios cembios en el desarrolio de la LTP, la PPT mantwo una magnitud semejante en las
dilerentes condiciones de estudio. El incremento asimétrico de la LTP conrespecto a fa PPT no puede ser
atribuido Gnicamente a un mero mecanismo de mayor eficiencia en fa suma de los efectos postsindpticos
por desaturacién de [a convergencia en las descargas alerentes (ver Apendice f) come proponen Christ,
{1980) y Briggs y col {19868). Segin la hipalesis de LTP conslante, propuesta por estos a.u(ures;)
mencionada en la Intraduccitn, un mero mecanismo de incremento en [a resolucidn de las medidas de
polenciacicn implicaria precisamente un sumento proporcional y simélrico de smbos companentes PPT y
LTP dela PR.

Ahora bien, en vista de que el desarrolle de {8 PPT y LTP en el goanglio autandmico del mamifero
dependen de la eficacia presinéplice (Collier y col, 1983; Briggs y col, 1985s; 1985h; 1388x; 1988h),

tadas las diterencias, encontradas en tas distintas condiciones sferentes de tetanizacidn, pueden atribuirse a
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un efecto de modulacion ejercido sabre los mecanismaos de la terminacion presingplics. principal. Este tipo
de modulacion definido en la Intraduccian se explica de la siguiente manera:

Junto 8 fa conocida via primsria preganalionar excilataria (ver revision de Rosenbluelh, 1350 para la
electrofisiologia y Elvin, 1983 parala ullraestruciurs), que estd farmads por bolones terminsles colinérgicos
gue hocen sinepsis con las neurones genglionares principeles v que esth mediada por receplares
nicatinicos, exisle una vis pregenglionar secundaria de tipo inhibitorio que estd formada por filiras
pregenglionsres cuyos hatones hecen sinapsis sobre los bolones de s via primaria y que tambitn estd
mediada por receplores nicotinicas (Fig 14). Confome a los resultados presentados aqui,  esta via
secundaria tiene que ser inhibiloris, ya que su accidn, ejercida plensmente en la condicion de aclivacion
supramaxima (SPM), impicle el desarrollo completo de LTP. La sccidn moduletoria segursmente esta
medisda por receplores nicolinices, ya que se puede blaquesr selectivemente con substancios
anlinicotinicas de gren especificidad como es ef hexametonio. Asi is. supresidn percial de smbas viag,
excitadora e inhitidors, por el hexamelonio o por la seccion parcial del tronca preganalionar establece un
nuevo balence entre inhibicidny excitacitn en fsvor de la segunds; es decir que con estos procedimientos
una gran proporcion de terminaciones primarias excitadoras logran desinhibirse permitiendo la emergencia
tatal del procesa de LTP.

El hexemelonio provoca un doble efeclo, por una parte bloques. la ransmisién ganglionar excitadora
por su accion sobre los receplores nicotinicos postsinaplicos. y por (a otra, liene un efecto de desinhibicion
par el bloqueo sobre los receptores nicalinicos presinapticas. La via inhibitoria parece ser mas sensible af
efecto de bloqueo por hexametonio. Del misma mada, Ia seccion de un nimero de fibras aferentes
{condicion TRN) tiene dos efectos: Reduce la amplilud del polencial de accidn compuesto por disminucion
de la excilacion singptica produclo de la reduccidn en el nimero de bolones excitados y disminuye {a
inhibician presindplica por supresian de vies secundarias, o gue resulta en el surgimiento de n LTP bajo
una excitacian espacial reducida. La seccidn parcial prabablemente efimina més efeclos inhibilarias que

excitatorios. En las preperaciones supramaximas en cambio, les sinapsis inhibilarias presindplicas estan
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0 eféc:ld "de’ inhihicidn. En eslas condiciones el
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peril que fa PR desarratia esta cumnrmadn pur un nu(onu compunente cle PPT y un escaso companente de
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Fig 14. Ecquems delas vias secundarias prezinipticas, mezdisda por receptores nicolnicos propuesta er esta lesis. la) Sinapsis
principal de la via prmanz, Jaflecha gruesa indica fz beracién del mediador que actha sobre Jos receplores subs indpticas, las
puntazdas reprasentsn un probable rebozamiertn del medisdor v su dituzidn desde sy liberssidn ot espacin sindplico hasta su
contacto con )y superficie ederna de la membrana prezinaptica circundante a f3 zona activa. Este mecanizmo de rebozamiznte
noimplicaninguns steracitn det arreglo clisico d¢ a5 sinapsiz ganglionares sefdada en b, (o) Representacian de la terminacitn
{betén clare miarcada con fa letra i) de la via <ecur‘.jirldc0hne’g|r‘a que através de una sinaps!s awo-sxanica inhibe (flecha punteadat
3 fa terminacién (batén sombreada) de la viz primariz ercls sinagzis clisica excitadora flecha aruesa). {d) Amreglo propuesio para
eslas vias secundanizs, los mones (Iir. as punteadas) v sus respectivas terminaciones {botones vacios) establecen sinanzis ao-
axehicas cor: Jasterminaciones de 1z via primania (botones flenes). Una via secundaria indirecta que invalucre uma intérmeursna
{?) como s¢ sefila en (e) es poco probable en wista de los datos histologices conacidas.

Las condiciones de estimulacion submaximay seccion parcial, aligual que €l bloqueo, suprimen los

efectos de las sinapsis axo-axdnicas, pero a diferencia de éste no afectan a todas las sinapsis. En estas



preparaciones, puede haber una combinaciGn de le publacidn inhibide con la desinhibids, y segin los
caracleristicas de esta combinacidn sera la cenlidad de LTPy la forma del perfilque se obienga. Es notable
sin embasrgo, la escasa cantidad de LTP obienida en S8M comparado con la condicién TRM, no obstente
que la extensian en el impulso sterente fue iqualmente reducide. Parece ser importante el tipo de axones
involucrados en la tansmisicn del impulso preganglionar en coda wis de estas condiciones: de bojo
umbral en SBM y de diversas umbrales en TRN. Las fibres de hajo umibral suprimidas en fo condicidn SBM,
ejercen al parecer poca inhibicidn, mienlras que en TRN se obtiene mayor desinhibicion puesto que te
suprimen fibras de civersat umbrales.

Los resuitedas ohlenidas, ast como su interpretacidn son cansisientes con los estudios morfologicos
de Elfvin (1971) v Matthews (1983). Eslos autores mostraron la existencia de tos dos vins sindplices
ganglionares. Ademés de la via excitodora (sinepsis axodendritices v axo-samélicas) encontraran que
algunos axanes de las fibras preganglionares alcenzon olras terminaciones preganglionares conlas que
eslablecen sinapsis de tipo axo-axdnicas. Elfvin sugirid que estas sinapsis consituyen la base estruclurd de
{a inhibicidn presindptica nicatinica repontada por Kokelsuy Nishi (1968 . Se ve, por fo presentado en esta
Tesis, que el significado de esla via inhilitoria es nﬁqfxs prafunclo, ya que liene que ver can la reguiacion de ia
PATy laLTP.

Cambios infeatren. Los paramelos empleados para determinar cambios en el curso tempors! del
tendmeno potenciacidn-depresion intratrén fueron: el coeficiente q que refiejs [o omplitud de la
polenciacion inicial, el exponente 1';, que indica fa constante de liempo de la depresion y el registro finaf
que indica el grado de depresion encontrado. Se distingue una interrelacion enlre el curso de la PRy el de
la potenciscion-depresian intralrén.

Como en el efecta postrén, en el inlratrén, s6lo la condicion BLK fue diferente 8 los otras condiciones
en todos [os pardmelos estudisdos. En cambio entre la 8PM, 13 SBM y 1s TRN las difetencias fieron
peauediasy no enlodos los pardmetros. En los dos pardmetros de depresidn?}, y reqishro finel, la condicic':ﬁ
de TRN se alcenzg a diferenciar de las de SPMy SBM.

De scuerdo a lss teorias prevelecientes (ver revision de Erulkar, 1983) 18 secuencia de facilitacion

depresitn encontrada en la fransmisidn ganglionsr durante la aplicacidn de un tren de alia frecuencie, se



- 98 -

debe a un halance de mecanismos opuestos en la presinspsis.  Los resullados muestran que el
hexamelanio actis direclamerde sohre la presinapsis allerando dicho balence. Segith se pudo constatar, el
hatance también se allers al variar lx frecuencia de estimutacion, asi con § Hz por ejemplo, en SPM a
depresion se lorna en polenciacion (debido ol mecaismo de reclutamiento, descrilo par Bronk y col, 1935
y Rosentiueth & Simeone, 1938). De nuevo. el heramelonia lembién allera el bslance propio de esla
frecuencia ya que de polenciscion fa fransforma en degaresion.

Las pequefies diferencias enconlradas enlre SBM y TRHM ce inlerpretan, al iguat que en-los efectos
pastrén, como gue la inhibicion ejercida por las diterentes (ibras alerentes (o desinhibicion al suprimidas)
depende del tipo de sxones involucrados. Es decir que fs condicion de TRN es més elecliva para

desinhibir gue fa de SBM, en cutanto se eliminan af azar filiras de diferente umbral.
Esludios de ultraestructura

Mencion aparle merecen los estudios de ulreestruclura pues demuestran de up modo direclo la
hipdtesis de modulacicn avanzadse en i introduccidn. {9 hipdlesis presupone mecanismos presindpticos
de inhibicidn y desinhibicidn, este {itimo responsable, en el grupa BLK de 13 emergencia completa del
proceso de LTP. Los fesullados hisloldgicos encontrades dan cuenla de ambos mecanismos, asi coma
tlel balance enlre excitacion e inhibician presindplice. €1 hecho de investigar los cembios provacados par
eltrei alos 3000 s del curso temporsl, permitia cormparar las candiciones extremas de potenciscion de BLK
y 8PM, en un punto en el que justsmente en BLK adn persiste una considersble canlidad de LTP, mienlras
que en SPM, ésia casi se ha extinguido.

Los dstas presentes de diferentes grados de {acifitacian en SPM y BLK se refiejan por la mayar
canlidad de vesiculas adosadas v el incremento en la longitud de 2 zona activa encantrados en BLK.
Tamando en cuenta que el desplszamiento de las vesiculas distanles hacia la zana sclive e le considera
perte del mecanismo de liberacidn de mediador (Quillism & Tamaring, 1973 Applegate y col, 1987; Wiley v
cal, 1887), estos dos dalas, meyor nlmero e vesiculas adosadas e incremento de longitud de la 2one

acliva, son evidencias directas de un mayor y mas prolongado electo de facilitacian en is candicidn de BLK.



Par olra lade estos etectos de potenciacicn prolongada de la condicidn de BLK van sunados & un
rescomodo de las vesicules distantes can respecto a la zona active.  Pudo distinguirse que les vesiculas
formaban cordones como si fueran filas de vesiculas que corren hacia la zang activa. En SPM en cambio,
no se encontrS este reacomodo. Es posible que la organizacién para I8 facililacion consistaen que
las vesiculas se iransparten a lo largo de taneles formados pot les prayecciones densas de 13 zone acliva.
Un potrdn semejsnte fue descrilo por Applegate v Landfield {(1988) en un trshsjo de potenciacidn. Dicho
potrdn, encontrado durante la estimulacion de altafrecuencia del hipocanpo, lo denominaron “striming-like
patlern” y segdn los sutores se correlacions conla LTP.

En la condicion control, @l mantenerse I8 exciladion en condiciones hasales, el mecanismo
inhibitario no se hace presente. Esta condicidn pues, muestra una. minima catided de vesiculas adosadas
y una expansion normal del dres ocupada por vesicutas. Enfa condicidn 8PM aumenta el mecanisma
excilatarioc como consecuencia de |8 splicacion def ren lebnizente, pera no llegs a dessrrollarse en
foda su smplitud como para provacsr ta LTP, debido sl surgimienlo del mecanismao inhibitorin. Este
nuevo balance enlre excitacin e inhibicidn se maniliesta en los resultados como un aumento discreta en el
nimero de vesiculas sdosadss scompafiado de una noloria rediccion en {8 expansidn vesicuar, La
inhibicion se ejerce por el empaguetamientn o aglomeracian de los vesiculas (equivalente a menar ares
ocupada por vesiculas sin cambio en el total de las mismas) lo que impide ellibre flujo vesiculsr. Por dllimo
en la condicion BLK también se incrementa la excitacion, pers @ diferencis de 3PM se desarrolla
plenamente sin ninguna restriccion dando lugar a la LTP. Segydn la propuests de gue I3 intibicidn se ejerce
por el empaquetamiento vesicular, es de esperarse que enta condicicn de desinhibicion propia de BLK, &
expansian vesicular recupere los valares conlral, que fue justemente lo ue se encaontrd, El resultado de
esla disgregacion o desinhibicion presindplice es un notoric sumento en el flyje vesiculer con el
consecuente incremento en la cantided de vesiculas adosadss.

Una(ltima consideracion de los resullados ultraestructursles es que el crecimiento de la zana aclive
ssociado 8l desplazamiento de las vesiculas pudiera coopersr en el adosado de las vesiculas, dsndo
como consecuencis un incremento en la liberacidn de mediador. Sin embargo, el hecho de que Ia

densided de vesiculas adosadas tambitn aumente indica que el desplszemiento de vesiculss es un
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proceso de facilitacion presinéplica independiente del sumento de longitud de 1a zana sctive; dicha de aolrs.

maners, se adosen mas vesiculss por unidad de longilud de zona sctive
LTPprocesa rigido vs LTP proceso modulado

Segln lo hasta aguisrgumentado, se puede conciuir que el curso temporst de la PR depende de las
condiciones temporales yespaciales de la descarga sferente. Esta conclution, sin embsrgo difiere de las
de Christ (1980} y de Brigge v cot (1985a). Christ sastiene que la PPT oblenida en preparaciones bajo
hlogueo por hexametonio aumenta en ampitud sin silerarze su peril, de taf forma que la PPT medida
bgjo la acccion de hexsmetonio no reflejs ninglin cambio en la eficscia sinaplica, adicional sl provocado
pbr eltren telsnizante, cpue pueda alribuirse al efecto det hexamelonio. Lo mayar splitud de la PPT solo {a
alribuye a un aumento en (3 resolucion de las medidas por cembios en los efeclos de suma y dessturacion
postsinaplicos {(Apéndicel). Sinembargo, alinterpretar sus resuitades, Christ pasa por alio que la caida de
{a PPT bajo hexametonio es mas lenta, seqin se puede ver en su Fig 4, situscidn que sdlo puede explicarse
por un efecto de modulacidn de la eficacia presindplica.

Por su parle Briggs v col (13858} reportaron 8 susencia de diferencias entre las pendientes de
recuperacidn de las diversas condiciones experimenteles estudiadas (subméxime, seccion porcial vy
bloqueo parciel). Sin embargo, sorprendentemente estos aulores presentan en su Tabla 1 ailerencias que
son significelivas, al menos enlre estimulacian subméximay seccion parcial en el valor de la pendiente de
recuperacion de LTP (subméxima tj=2943 minutos, seccion parcial =621 minutos). No obstante gue entre
subméximo y bloqueo muestran pendientes semejanles  {subméximo T=2943, bloqueo=30:3) Ia
coMparacian no es valids, ¥a que se usan lelanizsciones a diferente frecuencia, 20 Hz durante 20 s en
subméximo y § Hz dursnle 20 sen bloquen. Y coma es sehido (Dunsnt & Dolivo, 1968y los prapios Brigys v
col, 19858) la LTP es un fendmenc dependiente de la frecuencis. Estas discrepancias encontradas en {a

lileratura motivaron en parte el cauce de esta investigaciGn.



Relevancia Fisioldgica de ta PR

El hecha de que [a activacion de tados fos sxanes preganglionsres induzca una potenciacian breve,
mientras que la aclivacion de una fracciGn de exones pravague uns potenciacion de lorge duracitn,
suggiere que el ganglio simpélico ejerce diversas {ormas o posibilidsces de inlegracion sobre sus efeciares.
Es de suponerse que los impulses ganglionares de accidn reletiveme nile bireve, como los gue inducen la
localizada y rapida conlraccion muscular lisa o secrecion exdcring, sesn mas efectives si se incrementa la
eficacia s6lo por un breve lapso en las sinapsis ganglionares. Pario conlrario. cuando el ganglio requiere
tle funciones de pequenia magnitud pero duraderas como es el caso de los efectos nerviasos tdnicos,
enfances puede splicar mecanismos para fograr incrementos prolongados de su eficacia sinaptics.
Hipotéticamente, la inhibicicn ¥ desinhibicidn presindplice sirvenparamaduler este tipo de integraciones

periléricas del ganglio awlondmico,
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APENDICEN
Principias de Fizinotogia ganglionar aludidos

() El polencial de accidn compuesto de [ss fibras postgenglionsres es fa respuesta a un pulso
aplicada a las newios preganglionares . Cualquiera de los componentes de este polencial (p.e 1a anda
8y) es una medida del nimero de neuranas que responden precissmente en ef tiempo en que se produce
el componente escogidopars. medir.

(b) Csda neurona ganglionar hace sinspsis con mittiples terminsles de sxones que proceden de
wiliples newvins preganglionares, s este arreglo se le denomina convergencia. La consecuencia de este
aneglo es que 8l eslimular simulldaneamente un cierio ndmero de exanes preganglioneres, cada neurana
recibe acciones exciladoras (alicuantas* de ransmisor liverado} a través de fes sinepsis con las terminsles
procedentes de miltiples newias preganglionares.

-{C) La sinapsis ganglionar, al igual que tas demas sinopsis quimicas, liene como funcion primordial
Transmitir los impulsos desde fa ferminal presingplica a la membrana subsinaplica produciendo alicusntas
de mediador quimico. La efeclividad o eficacia de una sinapsis es la capacidad que poseen en promedio
les terminaciones para despolarizar la membrana posteinaptica. Esla capacided se puede miedir

direclamente sabre la amplilud de los polencisles postsinapticos (epsp. McLaugth, 1975).

#3e usa el lérmino alicuanta (perte de un todo} pera indicer que la canlidad de mediador liberado en
cadaterminal es parte de la cantidad lotal de mediador liherado en todas los terminaciones que convergen

enuna neurona determinada.



{t) Cada slicuanta de transmisor induce un cambio de despolarizecion porciol. Los diversos cambios
parcisles s& suman para producir en ceda newrana un efecto globel de despalarizocian que, cusndo
alcanza un cierlo nivel fjo, delermina el disporo de uno o mas potencisles de accidn o lo targo del
conespondiente axdn postganglionsr, Este fendmeno se denomina suma  espacial  de  efeclos
(despolarizaciones) postsingplicas. €l velor de despolarizacion necesario pard que una neurona
descargue se denomina umbraly se dice que foda reurona se encuenlra en estado liminal cuando aicanza
esevslor. Silasuma de efeclos excede el umbral, se dice que 13 neurona estd en un estada supraliminal y,
silasuma queds por debsjo del wabral, entances se dice qua estd en un eslada subliminal. El conjunto
de neuronas en eslado liminal o supralimingl se conoce como zona de descorga. La smplitud de las
respueslas en el polencial provacado poestganglionar s una medida de la zona de descarga. El conjunio
de neuronas en estado subliminal se conace como arla sublimingl.  Si lodas tas neuronas del ganglio
estuvieran en fa zona de descarga, dirisse que hay saluracidn de la suma de efectos*. McCandeles y col
(1971} propusieron una maners de estimar fe dindmica de s pablacidn neuronal a través de una curva de
estimula/respuesta o curva "impuboutput® (/0). En este curs, que tiene fas mismas ceracterislicas de una
curva dosisirespuests, ce grofics fo cantidad de fibras de entrads despolarizadas (potencial de accidn def
newvio preganglionsr) contra la cantidad de ramas de salida depolarizadas (potencial de sccion del nervio
poslganglionar}. Se puede ver enla curva una relacion ineal hasta cierlo valer del estimulo, a parlir de este
purlo, sunque se aumente el estimulo (a respuesta permanece conslante con un valor mixima. Esle lecho

de la curva representa el fendmeno de saturacidn descrito tineas arriba.

#Tal e5 el caso en el genglio auldnomo. A frecuencias menores de 20 Hz, se acepla que las
neuronas ganglionsres  sean del fipo todo o nads, es decir, parn que descarguen deben slcanzar un
umbral, en ef cual |a neurona descargs sala un potencial de sccion (Bronk, 1930). En eslo se diferencian de
olras neuranas que siguen el principio de Granit {(Granit, 1963a y b). es decir, una vez que se alcanza el
umbral [a neurona praduce una descargs cuya frecuencia de potencisles de accidn es una funcién de lo

depotarizacion producids.



(e} De la convergencia v de Is suma espacisl, se infiere que 8l estimular muchas fibras
preganglionares simullaneamenle se cansigue gue un conunto de neuronas descarguen 8l slcanzer su
umbral. El nimero de neuronas que descorgan se reduce ol disminuir el nimero de nervios
preganglionares activados simulléneamente. Esto se consigue experimentaimente al administrar estimulos
submaximos, o hien sdministrando estimuios supramdximas pero en un tranca preganglionar parcisimente
seccionado, de mado que los potenciales de accion cue trenscurren por lag fibres seccionadas no
alcancen a llegor a ls terminscion presingplica.  También puede conseguirse 1o mismo reduciendo et
nimero de acciones mediante bloguen parcial tarmacoldgico del ganglio. El resullado es disminuir &
efectividad de [as slicuantas de lransmisor spbre cads neurona.

(h Lapaotenciacitn que provaca un tren condicionante aplicado a las fibras pregonglicnares se debe,
aque cada pulso de prueba aplicado & los nervias preganglionsres después de termingdo el tren libera una
mayor cantided de mediador en las tenninaciones presindplicas involucredas (Evulkar, 1983}, Este efeclo
determing a su vez una mayor despolarizacion en cadaneurona genglionar, las que combian su estado de
excitacion de la siguiente manera: {) algunas de las que estehan en estado subliminal slcanzan su umbsrat y,
por consiguiente passn ol estado liminal y asi 8 engroser s zana de descarge; i} slgunas de las limingles,
paosan sl estado supraliminal y quedan denlro de la tnisma zona de descarga v, iii) las supraliminales se
mantienen en eslado supraliminal sungue con mayor grado de despolarizacion y también guedan en la
zona de descarga. v

{g) Coma ya se dijo. {a amplitud de las respuesias provocadas por cada estimulo de prueba es una
medida de la extensidn de la zoha de descarga, es decir del nimero de teuronas gue descargan, La
curva del efecto de polenciacion contra el tiempo, representa la edension de la. zona de descergs a lo
largo del tiempo. De esle modo {a amplitud de ias respuestas que surge como consecuencia del tren
condicionante, indica un aumenta en ia zons de descarga con cada eslimulo de prueba subsecuente. La
cima o efecto maximo de potenciacidn indica la méxima extension de o zosa. de descarga consequida. 8
expensas de la orla subliminal; fuego, a parlir de esta cima, el efecto de potenciacion decrece, 1o cusl

representa el proceso de disminucion progresiva de lnzona de descarga hacia su tamafio ariginal.
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{h) Si antes de aplicar un tren se estimulan todas les fibras preganglionares los puisos de prueba
aplicados causan una respuesta cuys oris subliminal es pequeiis. y 1a zona de descarga es grende. En
estas condiciones el ganglio se encuentra proximo a su valor de saluracion. En efecto dada esta situacion
{a mayoria de fas neuronas alcanzan la zona de descarga por efeclo de coda rifage de impulsos
provocades por los estimulos dnicos de pruebs. El efeclo de despolarizacian provacedo por el aumento
en la liberacion de ransmisor debida & un tren, produce sdlo un pequefio incremento de la zona de

descarga a dichos estimulos (nicos.



APENDICE Ut
Muodelo de los mecanismos de PPT y LTP gangliorar

Antes de describir el modelo, se revisan los dalos de Iz literstura concernientes 8 [ estrucutura y
dinamica de fa sinapsis ganglionar. La revisiin se hace de scuerdo a los principales postulados de (a teoria
vesicular, Ia cual sostiene que fa acefilcolina {ACh) se almacena y libera de Ias vesiculas presinspticas,
confrariamente & las tearias que apayen laliberacion de ACh directamenle del cilaplasma de la ferminacion
preganglionar. Esta controversia puede encantrarse en algunos trahsjos de revision {Zimmerman, 1979;
Cecareliy & Hurlbut, 1960; Tauc, 1982).

Desde un punto de vista general exislen res consideraciones que favarecen la teoria vesicular.
Primerc, s teoria vesicular es consislente con los mecsnismos generales de secrecion; el materis!
secrelade se almacenay transtorma en pegueios compsrtimentos de membrana limilante de los cusles se
lihera al espacio extracelular (Del Caslitlo & Kstz, 1964; 1956). Seqgundo, como hemos mencionado, [a

' libera;:ién de ACh de las terminsciones se resliza de una manera estucturads. vy [a leoria vesicular
presenta una situscidn hiofisica ides] para la verificacion experimenta! direcla de eslos patrones de
liberscion. Y tercero, lateoria cuanlica de liberacion de medisdor se liga adecuadamente con la vesicular
sin recesidad de inroducir postuledos ao’ fec como seria {a formacian de cansles especificos ala ACh

(Tauc, 19682), los cusles no se sustentan en evidencia estuctural alguna.

Sinapsis ganglionar.

El ganglio aulondmico es una via monosindptica formada por las lerminaciones de los axones
pregangﬁonares que hacen sinaptis con las dendritas o {os somas de tag neuronas genglionates. La
sinspsis quimica ganglionar es colinérgics, y sus lerminaciones se encuentran acupadas por vesiculas de
aproximadamente 50 nm de didmelra (Elvin, 1963); se ha demostrado gue estss vesiculas cantienen ACh
(Wilsony cal, 1973). De acuerdo a la teoria vesicular, fa transmisién de impuisos 8 través de las sinapsis

guimicas se lleva a caba de la siguiente menera: El arribo detimpulso nervioso depaloriza la terminocion y



determinala entrada de Ca++, el cual provoca laexocitosis de Issvesiculas v ssifa liberacion de medisdaor.
Ya liberado el mediador, la membrana vesicular se fusions con la membrana plosmélica de 13 terminacidny
luego ias vesiculss se reconstituyen mediente endacilosis (Del Castillo & Kalz, 1954 1956). Este proceso
de exacitosis de las vesiculas, incorporacian ala membrona plasmitica, restablecimiento por endocitosic y
llenado ullerior de medisdor, se conoce como ciclo vesicular (Heuser & Reese, 19873}, El transmisor
liberado se difunde a Wavés de la hendidurs sindplica (20 2 30 nm) hasta sicenzar los receplores
subsindplicos. La interaccion de mediador y receplor desencadena una depalarizecion cuyos electos se
revisoron en el Apéndice | de estalesis.

Se sabe qgue los vesiculas liberan el medisdor en uns region espetializada de 3 membrana
presindptica conocida como zona activa. Lo disposicidnde fes vesiculas en fas terminaciones no es af azar,
sino que obedece a cierto orden u argenizacian; se atinean en direccidn de la zona acliva vy asi se
disponen para la liberacion (Plenningery col. 1369). Seha encontrado que en la zona aclive surgen unas
estructuras de proteina contractl conocidas como proyecciones densas gue se exlienden hacia el
citoplasma de taterminacion (Gray, 1963; Bloom & Aghgjanisn, 1368). En visls de que estas proyecciones
se han enconlrado radeadss de vesiculas, se propone que forvan tineles por donde circulan las vesiculas
En su camino hacia la zona activa (Akerl y col, 1877). Se ha propuesto ademds, que las vesiculas se
desplazan en los Wneles por una interaccién mecdnica entre las proleinas de les proyecciones densas
("newrin"} y de las membranas vesiculares {*stenin') semejonle ol mecanismo de actina-miosina de
musculo (Berl y col, 1873). Para poder ver las  proyecciones densas s hecesario emplear técnicas de
fijacion y tincidn especisles; con fas tecnicas rulinarias de fijacion sdlo se alcanzan s ver las vesiculas
alineades en {forma de cardones. Sobre la zona active existen lambién unas macromoléculas que se cree
son [os sitios especificos del sdosamiento vesicular. Se sabe ademés que estos siios aparecen en
dos configuraciones intercambiables, aclivada y desactivada. configuraciones gue respeclivemente

permiten o no el adosado de vesiculas (Plenninger & Rovainen, 1374).



El modela

El principel problemsa que debe resolver un modelo de potenciocian ganglionar se resume en dos
preguntss: Gcomo a pertir del fenGmena de polenciacidn-depresion inlratrén segundos después {1 8 5 5)
surge una considerable y prolongada polenciacian? y &comao, al desinhibir I8 terminacion presinéplica,
surge una polenciacion en ofra escals de fiempo muche mas lenta {LTP) que s escela de ta PPT? No hay
duda que los mecanismos intra y postrén estanligados y. por consiguiente el modela debe explicar ambos
de un modo congruente y uniterio. Ef modelo que se propone en efecto, respande ambas preguntas y
explica lo que aconlece en cada terminscion presingptica ganglionsr. A confinuacion se describen,
primero sus componentes y luego sus mecanismas lanto en ferminaciones presindpticas inhibidas como en
desinhibidas:

Efemenlos del modelo. La terminacidn presindplica se puede considerar dividida en tres

compartimentos de vesiculas (Fig A.1).

FigAl. Esquemade los comparimentos » fujos de fas uegiculas presinapticas en los botones terminales, Ademis de los tres
compartimentos de vesiculas 4,8 y €, se muestran: {1) 1a vilvula A-B, 2) el peristahismo del fluio A8, (3)1a vilvula B-C, [4) ¢}
escape de mediador {iberacion espontanea)y (5} el recambin de material proteico indispensable para mantener ¢l ciclo vesicular.



Compartimento A Lo forman las vesiculas flenss de mediador situadas en los tineles de las
proyecciones densas. Se considera gque unavesiculadeja A cuando entra en cantaclo con los receplares
de {8 zona activay asi pasen of compertimenio 8.

Compertimente B:  Son las vesicules adosados @ los sifios especificos de fa zona activa
Permanecen en este compariimento hasta el momento de la exacitosis. Al fusionarse sus membronas con la
plesmélica se considera que lss vesiculas dejan el compariimento B y pasan 8l C.

Comparlimenta G fncluye las vesiculss incorporadas & tn membrana plasmalica mas aquellas ya
endaciladas pero que @in no se han introducido a los Wneles de las proyecciones densas. En este
comportimentn se llensn de mediadar v luege pasen ol compartimento A (eniran a los tinelesy cerrindose
asf el ciclo vesicular.

La suma del nimero de vesiculas de las res compartimentos es constante (N=A+B+C). El contenido
de vesiculas difiere por compartimentos, G (17000 es muy grande, A mediana (:360} y B pequefio (& 40).
Lamarcada diferencia entre elcanlenido del compartimento Cy el A estehilece un gradiente en elflujo C~A.
El fluja A-=B se debe al mecanismo aclivo de transporte de vesiculas que ce logra par fa inferaccion enlre
las protefnss conlracties de los tneles y las de (& membrona vesicular, mecenismo que semeja un
maovimiento de peristaliismo deias lneles. El flujg B+C es un mecanismo active debido 8 la exacitosis. En
los flujos A-B yB-C existen sendas vdlvulas. Se desighavalvula AB & [0s silios especificos de adosamiento
de la zana activa con sus dos configuraciones sclivada y desactivada; v se designa valula BC al propio
mecanismo de liberacion, tanlo de liberacidn espontanea o escape ("lesk™) de qusnlas de mediador
durante el reposo, como  inducido par aribo de inpultos. B! funcionamiento de  esta valvula BC es-
independiente de {a AB, es decir que el paso de B a Cnodepende del flujo A-+B.

En condiciones de reposo existe un flujo estacionario de vesiculas enlre los lres compariimentos
debido al escope que presents ef comparimento B. Esle escape o liberacidn esponignes es el
responsable de (& aparicion de s potenciales minialura (mepps). El continuo desplazamient vesicular a
través del ciclo, provoca cambios pasejeros en los conlenidos de los comperimentos. En el

compartimento 81as cambios se dan de 8 siguiente manera:



dB/dt=-8B/1+pB+E(1+qB)A (1

donde 88/ 1+p8 representalo que pasa de B a Cy E(1+gB}A lo que llego o B de A, El pardmetro B es la
constante de liempa del flujo B+C y 1+pB es un paramelro de saturacidn. Se propone que ef vaciado de B
s praporcional a su contenido hasta alcanzar cierto valor en que (a funcidn se satura de modo que sungue
aumenle el contenido, el vaciade permsnece constante. Fl pardmelro £ es ls canstente de iempo del
flujo AB, el Ermina (1+qB) representa un combio cuslilativo en el flujo A-B (ver mas adelonte ta condicidn
de desinhibicidn), Mienlrss la lerminacion se mantenga inhibids, g=0, y entances el l&mmino (gB) se

cancels. Por su parle el contenido del compartimento A varia de la siguiente lorma:

dAldi=pC- E{1+qB)A @
donde el término gC es lo que legaa A de Cy el término £{1+qB8)A lo que pasa de A a B. El parametro p
es la constante de tiempo del flujo C+A. Dado que el contenido del compartimenta A es mayor que el de 8
v que en reposo (valvila AB abienta) todo lo que sale de A pasa a B, lafuncion de vaciade de B e puede
considerar equivalente a la del flenada de A. Luego los cambios en los comparimentos se puden
condensar enlas funciones de llenado y vsciado del compartimento A (Fig A.2}. Elilenado de A o vaciado
de 8, presenla una funcion logistice con un nivel de safuracion, La psrle sscendente lingsd de fa curva se
debe aque, dedos contenidos pequedas de B, el vaciado de éste es proporcional 8 su lenado. A un
delerminado valar del contenida de B la curva se satura; es decir ya no auments el veciado, aunque
aumenie el contenido. £l vaciado de A se describe mediante e funcion de una recia con pendiente
negativa pues lodo {o que estd en A iende a vaciarse en B. Al graficar simultdneamente ambes curves,
Hlenado y vaciado de A, se delermina el punto de ecuitibrio; es decir, un punto tal que lo que llega a A es
igusl s la que sale (dA/di=0). Este punlo se marcs conla lelrs (1) enla Fig A.2y es la interseccidn de

ambas funciones.
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Concentracion de vesiculas en B

Fig A.2. Cinética lineal del fiujo de vesiculas presinaplicas err termir
wesiculas en A (ordenadas) en funcian del mismo cambio en B (ab
flenado de A non lineas graesas. 52 grafica b condicisn de Tre
continuas. Se muestratambién los resp

idaz, Se grajica el cambie de concentacion de
ruestra el vaciado de A con lineas delgadas v el
on ness puntasdas, v by cocdisidn de PPT mn lineas
v (1% pwrzta PPT.

Mecanismos de 1a terminacidn. Se describen dos lipos radicalmente diferenles de
funcionamiento de Ia terminacion presindptica segln se encuenbre inhibide o desinhibida. En la primera
situacion los cambios obedecen a uns cinélica de orden lineal que solo pemiten desarrollar fendmenos de
facilitacion en una escala breve de algunos minvlos.  En 2 segunda surgen alteraciones fue convigrten la
cinética fineal a una no linesl; en efecto aparece una bifurcacion, la cual do lugar, como un cambio
cualitativo, & una nueva escala de liempo larga, del orden de horas. A conlinuacion se describen pimerg
los mecanismos de la cinélica de orden lingel propios de la condicion inhibida y luego la. silvagion de
elesinhibicion con hifurcacién.

Cinética lineal en las terminaciones inhibidas. La terminacidn presindptica sufre combios de
tipo lineal cuando se estimula con un pulso Gnico © con un ren de pulses.

Cada impulso af tlegoer a la terminacion promueve el paso de vesiculas enfre fos tres compartimentos,
allerando de manera pasajera el equilibrio de la condicion de reposo. Coda impulso provoea un dable

efecto: vacia a B por la liberacion de medisdory estimula los fiujos C->Ay A>B durante 100 ms. El fljo A+B
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sin embargo perdurs solo 50 ms pues ranscurido este lapso, la vaivula AB se cierra casi tolaimente y
permanece asi durante otros 50 ms. Al reducirse la salida del compartimento A, dade que continua su
llenado su conltenido sumenta. A los 100 ms la vélvute AB se sbre de nuevo con o que el contenido
aumentado del compariimento A fluye hacin B pravocando a su vez un aumento en B. Este aumento de B
permile que el aribo de un impulsc subsiguiente finere mds mediador dando fugar o un efecto de
facilitacian. La recuperacidn de los valores iniciales en el contenido de B se da por el escape o liberacion
espontanes de mediador y dura aproximadsmente un segundo.

Las curvas de facilitacian (Larrabee & Bronk 1947) se explicen con esle tipo de cinélica. En eleclo
estas curvas muestran un incretmenta inicial con un primer pico a [os 50 ms, un valle eatre 50y 100 ms, que
que segun el modelo corresponde 8l cerado de la valvula AB con la censecuente disminucian en el
confenido de B, una cima & los 110 ms yfingnente una pendiente de recuperacian de aproximadamente un
segundo.

La aplicacion de trenes de 10 a més Hz (iatervalos de 100 ms o menos) provocan una Secuencia
intralrén de polenciacidn-cepresion. El mecanismo de polenciacion inicisl se explica de maners siilsr
que I8 facilitacidn 8 un pulsa, La depresianse debe a que la vilvula AB se cierra parcialmenle y persiste la
liberacion o vaciado de B. Cada impulse subsecuente enconlrard la valvuie AB semicerrada (nimero
grande de sitios desactivados) por efecto del impulso precedente, lo cual determina la disminucion en el
nimero de vesiculas en By la consecuente disminuicion en 1a cspscidad de liberscidn, Frecuencias
menores de 10 Hz, cuyos intervalos son mayores de 100 ms, provacan un fendmena de reclutamiento
debido a que cada impuiso arriba a la tenwinacian cusndo la valvula AB ya se abrid de nuevo, y por
consiguiente siempre encontrarg & B con mayor contenido.

La potenciscion que se obtiene sequndos después de terminado ef tren se explica de la siguiente
manera: Duranle i aplicacian det ren el contenido en el compartiments A aumenta debido a que
disminuye su salida. (semicerrado de la vélvula AB} y persiste su llenado a través del flujo C»A. Cincuents.
ms despues del Gltimo pulso intralrén, la valvula AB se abre de nuevo y entonces el conlenido sumentado de

A fluye fibremente hacia 8. Al igual que l= facilitacion por pulsa Gnico, la potenciacion se debe sl incremento
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del contenido de B y asi & una meyor fiberacion de mediador con cada putso postén subsiguienle. €l
tiernpo gue le toma sl contenida de B retornar a sus valores de reposo es de 3 abminitos.

Estos cambios en los flujos se vefiejan entas curas de ffenada y vadado de A graficadas en {a Fig
AZ. Enla curva de llensdo aumenta tanto s pendiente de subida como el sivel de saluracidn, ambos
gleclos resuftan del sumento pasajero en el vaciado de B, La funcion de vaciedo de A por su parte se
retarda. £l resullado del desplezamiento de smbxas funciones es le aparicin de otvovalor de equilibrio sl
cual denominaremas (1%), que sdlo se montiene mientas persitte el sumento de los flujos. Al
restablecerse los valores inicisles del repose en el contenido del compartimenio 8, en aproximedamente 3
& 5 minutos, as funciones vuelven a sus valores originales con la consecuente recuperacion del equilibrio
inicial (1.

Terminacion desinhibida y efecto de bifurcacidn. Ademés def mecanismo de aceleracion
provocada por los pulsos de estimulo, sl desinhibir les terminaciones por supresidn de la accion de las
sinapsis axo-axonicas, se introduce un mecanismo de modulacion presindptica.  El efecto de la
desinhibicidn o modulacidn presindptica es el aceleramiento del mecanismo peristdlico de los tingles, v
el cerrada completa de la v8lvula AB. El primer mecanisma provoca la bifurcacion y asi {a sparicion de la
escala larga, et segunda explica la mayor canlidad de polenciacion inicisl {cime} v la notoria depresion
intralrén propias de {a condicidn desinhibida.

La llegeda de un impulso a una terminacion desinhibida,  iguel que enla inhibida tiene un doble
efectn: vacia el compartimento B y sumenta los flyjo C-A y A->B duranle 100 ms. Pero a diferencis. de la
candicion inhibida el cerrado gue provoca en fa valvula AB 50 ms despues es compleda. El resultada de
estos cambios es un llenado inicis! en B par el flujo A=B y un mayor llenado end por ef cerrado completo
de lavalvula AB. Al reabrirse la vélvula el mayar contenida de A llena mas aB.

Para que surja la bilurcacion es necesario que liegue un tren de impulsos ala terminacian, Alllegar el
ren sus primeros pulsas gravecsn una facilitacion intralrén mayar que la correspondiente a lerminacianes
inhibidas, debido al mayar incremento det contenido de B segin se explic en el parrafo anterior. Esta
facilitacian inicial se lorna en un efecto de depresion que en menos de un sequada lieva a las respuestas

intralrén auna virual desaparicion. Esla mayar y més rapida depresidn se debe al cerrado completo de



ta valvula AB. Al tenninar el fren, el contenido de A estd considerablemenle sumentado, debido 4 I
eliminacitn totsl de su vaciado (por el cierre de la valvula AB). A los 60 ms después del Gltimo impulso
intratrén se reabre lavalvula AB con o que el contenida aumentado de A pasa alienar el comparimento 8.

Al alcanzarse un cierlo valor del llenada de B, se dispara una sefisl que acelera el perislalismo de
tos tineles {corresponde o g>8). El aumento del fluje A8 (sceleramiento clel rénsito de vesiculas enlos
tineles) provocs un sumente e el llenado de A por encima del nivel de saturacion esteblecido en
condicianes de inhibicidn dado el sporte canstante del flujo C»A. Por otraparle, el vaciado de A se relerda

precisamente por el aumento en su llenada.

Vaciado de A

equilibrio (I4)

”

Llenado de A

~—— equilibrio (1')

Concentracion de vesiculas en A

— equilibrio { 1)

<—— equilibrio (Ip)

Concentracion de vesiculas en B

Fig A.3. Grifica del cambio de cinética fineal 2 no fineal (bifurcacidn} de {23 vesiculas presinapticas en tarminaciones desinhibidas.
Sa compara el cambio de cancentraion de vesiculss er A (nrdenadas] er funcidn del mismo cambio en B. (absasasiSe muestrs
vatiado con fineas delgadis v el lenado con lineas gruezaz del sompartimerito A, Condicion de repnzo (ates del tren) fine=s
punteadas, condicidn de LTP liness gruesas. Se muestran también los equilibrios {1} d¢l reposo v los tres que provosan ia
bifurcacién: ef ariginal (L *}v log doz nuevas {T4) situado en valares baios de B¢ (1) 2tablecidn an valores alos 4 B.

Alaumentar el Hienado de A su funcion cambia de ja logistica a una cibica (debido a g>0). La nueva
forma de la funcidn de llenado de A, v el desplazemiento de fa recla de vaciado de A, den juger @ les

puntos de interseccion entre ambas funciones segin se observa enla Fig A3. La aparicion de ires punbs
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de equilibrio (as tres intersecciones) en lugar de uno, es (o que se considera bitircecion. Estos puntos
san: el arigival eliquetedo como 1 ' que comesponde o 1% de (a condicidn inhibida y dos adicionales
marcados como Tye Iy,

Dehida a la. hiturcacion el equilibrio original (1. * ) se hace inestoble. Se dice que un lendmeno es
estable cusnda ol perlurbailo regresa o suvalor de equilirio; e inesteble quiere decir que cuslquier
perlurbacion lo alejara permaneniemene de su punto de equilibrio. Le velocided con la que el
equilibrio se recupera presenia pendientes posilives mienlras gue los slejamientos tienen pendientes
negalivas. Los cambios de estshle (pendients positive) a inestable (pendiente negative) llevan a la
pendiente & pasar por cero, haciendose muy pequeda al acercarse a este valor . Esta disminucian de las
pendientes avalores muy pequencses ia que provoca la apariciion de escalade tiempo largas (horas en el
caso de (aterminacion desinhibida bifurcoda). Al terminer el efecto del tren {algunos minutas) el sistemsa
tiende a retornar al equitibria original pero como ya no puede establecerse en &, porque se ha wiello
inestable, se establecera en slguno de los dos nuevas. Y dado gue el alejamiento del equilibrio o

inestahilidad surgio por aumento en Ia concenbracidn de B, el nueva equilibrio escogido sera el que

corresponde 8 mayor concentracian en B, es decir sl equilibric 1.

El establecimiento del sistema en el equilibrio I, se puede determinar en los registros globales del
gonglio a fravés del pardmetro € de [s funcion de sjuste f(=pet+e T Como se menciono en la
Discusion, la l indica el nimero de newronas que respanden £n un momente dado, mismo que depende
deftamafio de las alicuantss que recbe cadaneurona (ver Apéndice ) y el tamaiio de Ias alicusntas estd en
funcidn det nimero de vesiculas sdosadas {compartimento B). Por consiguiente la | mayor de la condicidn
BLK conlirma el nuevo equiibrio T, de valores allos de B.

Modeloy PR ganglionar. Las caracleristicas de los componentes de (3 PR que se observan en los
regislros globales de la poblacion ganglionar {polencial compuesta postganglionar) se pueden explicar en
funcidn de la cantidad de botanes preganglionares que biturcan.

De manera general se considera que la PR liene dos camponentes uno temprano y treve la PPT y
oftra {ento y tardio la LTP. Sin embaargo cabe sciarar que la primera parte de la PR, es estriclamente la suma

de los dos procesos de potenciacion el breve y el terdin. Después de un tempo 3 a 5 minulos la
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polenciacion inicial dessparece, porlo que a partir de ese momento la PR esld formada exclusivamente
por el proceso lento tardio. Para determinar verazmente ia cantidsd de polenciacion gue conresponde a fa
PPTy a.1a LTP, es necesario ohteneria ledricamente 8 partir de {a funcidn de sjuste de (a PR. En efecto en |
fa funcidn {(f) =peTb+le-td, (3 primera exponencial sjuste ata PPT v Ia segunda & la LTP.

El efecto de polenciacion que se desarralla en las terminaciones presindplicas inhibidas (o squellas
no inhibidas pera incapsces de bifurcar) corresponde 8 [a PPT. La LTP surge solo en las lerminaciones
desinhibidas como resulisdo de [a bifurcacidn, o bien en sinapsis copsces de bifurcar, sin cuando no
tienen posibitided ni de inhibician ni por ende de desinhibicion.

En electo, enel modelo se prapone que no todos las bolones preganglionares bifurcan. Los bolones
inhibidos por tas sinepsis axo-axadnicas (aproximadamente 1 de cada 5) son los que, &l desinhibirse, logran
bifurcar. Elrestante de I pohiacidn de bolones (sproximadamente 80%) que no presentan sinapsis axo-
axdnicas pueden serde dos clases: uns, muynumerass, sin la capacidad de biturcar (no cuentan can la
capacidad sceleradora del perislailisma de los taneles) y otra, de nimero reducido, con capacidad
permanente de bifurcar (disponen de un sceleramiento permanente del peristaltismo de [os tineles).

Lags diferencias de la PR encontradas en las dislintas condiciones experimeniales estudiades en esla
Tesis, se explican por las diferentes combinaciones de los dos componentes PPT y LTP. Cahe recalcar que
inos cambios se dan primordialmenle por diferencias en LTP y no en PPT.

En la condicion SPM, casitodala PR se debe o PPT es decir que le1d1=8. Esto se explica porque la
gran mayorio de los botones presindpticos en esta condicion de estimulacian estan inhibidos y por
consiguiente no bifurcan. La pequefis canlidad de LTP presente en esla condicidn se debe al reducida
ndmero de botones con capacidad permanente de bifurcar. En BLK en cambio, la PR esta formeda
p'rinc(palmenle par LTP, es decir que en esls. condicion se encuentra el mayor ndmero de bolones
desinhibides que bifurcan. Las condiciones de SBM y TRN se explican por situsciones intermedias,

La bifurcacion sucede instantes después de terminada el tren, de tal manera que el explorar los
ganglios a los 50 minutas postrén permile determinar las diferencias de uitragstruclura de los batones con
los equilirios diferentes, segidn haysn o no hiturcado.‘ Precissmente Is condicion BLK que cuenta con el

nisyar niimero de balones que hifurcaran y relormaron a un nuevo equilibrio, muestra un mayor conlenido
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en el compardimento A (mas vesiculae en los lﬁne(és de proyecciones densas) y en ef B {mas vesiculss
adosadas).

A este respecto, cabe achrar que la media de un parametro en I8 condicion BLK (por ejemplo 8 en
vesicutes adosadas) no es lamedia de Ia pohlacidn de botones que bifurca, debido a que enla condicion
de BLK se encuenlran hotones e las dos clases que bifurcan y que no bifurcan. Por la misma razon las
medias de la condicidn de 8PM, na corresponden a las de fa poblacian de botones sin bifurcar. Resulta
razanable proponer que la medis. de vesiculss adosadas en los botones que hifurcen es mayor que I,
correspondiente de BLK; v que lade los no hifurcados es menor que la de SPM.

Ef sumento de potenciacidn ercontrodo en BLK, 4veces mayor que en SPM, resulta del produdlo def
sumento de vesicutas adossdas (incremento de 1.0) mulliplicado por 4.0 que es el nimero de bolones

convergentes que bifurcan {en tolsf convergen 20 botones por neurana ganglionar, de los cuales 4 tienen la

capacidad de hifurcas).
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