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RESUMEN

En el ganglio cervical superior de rata se presenta un fenébmeno de facilitacion
sinjptica del tipo de la potenciacion de largo plazo (LTP) descrita en
hipocampo. Este fendmeno similar a la LTP se obtiene mediante la aplicacion
de estimulos breves de alta frecuencia aplicados en el nervio preganglionar. Si
bien los mecanismos que participan en la generacion y mantenimiento de la
LTP en ganglio no se conocen en detalle, desde los primeros estudios
realizados fue evidente que el calcio es fundamental ya que su ausencia del
medio extracelular impide la transmisién sinaptica y con ello la generacién de
la LTP ganglionar. Mas recientemente se mostré la participacion de los
canales de calcio dependiente de voltaje en la transmision basal y en la LTP,
asi como la importancia del calcio proveniente de reservas intracelulares en la
liberacion de cotransmisores.

En el presente trabajo evaluamos el papel de las fuentes de calcio
extracelular e intracelular en el control de la transmision basal (TB) y la LTP
ganglionar. De igual forma, caracterizamos el grado de contribucién del calcio
intracelular presindptico y postsinapticos en la LTP mediante el bloqueo
diferencial de los receptores IP3.

Los experimentos realizados con diferentes concentraciones de calcio
extracelular mostraron dos aspectos interesantes a recalcar: En primer lugar
observamos que la TB y la LTP requirieren de diferentes umbrales minimos de
calcio. Se requirio del 25% del calcio extracelular para obtener la TB y 50%
del calcio extracelular normal para obtener la LTP. En segundo, lugar la TB
mostré un comportamiento saturable a 5 mM, mientras que la LTP aument6 a
esta concentracion.

En cuanto a la liberaciéon de calcio de los depdsitos intracelulares se
observé que esta no contribuye en forma significativa a la TB, pero si se
requiere para producir la LTP ya que la interferencia en la liberacion de calcio
intracelular redujo la duracion de la LTP.

Adicionalmente, los experimentos realizados para establecer la
participacion del calcio intracelular presindptico del postsinaptico mostraron
gue la participacion de los depdsitos de calcio intracelular dependientes de
IP3 de la terminal presindptica es equivalente a la participacion de los
depdsitos de calcio intracelular dependientes de IP3 de la terminal
postsinaptica.

Estos resultados apoyan la propuesta de que la LTP de ganglio cervical
superior de rata es un fendbmeno transinaptico en el que el aporte de calcio,
extracelular e intracelular, es fundamental para su expresion y que se requiere
tanto de la participacién de la terminal presinaptica como de la postsinaptica.



ABSTRACT

In the rat superior cervical ganglion can be elicited a phenomenon of synaptic
facilitation similar to the long term potentiation (LTP) described in
hippocampus. This phenomenon of LTP is obtained by a brief train of high
frequency stimulation applied in the preganglionic nerve. Although the
mechanisms that participate in the generation and maintenance of the LTP are
not know in detail; from the first studies it was evident that the extracellular
calcium is fundamental since its absence of extracellular medium prevents the
basal synaptic transmission and impaired ganglionic LTP. Recently it has been
shown the patrticipation of the voltage-dependent calcium channels in the basal
transmission and the LTP, and the importance of intracellular calcium stores in
the release of cotransmitters.

In the present work we evaluated the paper of two calcium sources:
extracellular and intracellular, in the basal transmission and the expression of
the LTP. Similarly, through differential blockade of IP3 receptors we
characterized the relevance of pre and postsynaptic intracellular calcium in the
LTP.

Experiments made with different extracellular calcium concentrations
show two interesting aspects to remark: First, we observed that the basal
transmission and the LTP show different minimum calcium thresholds. It was
required 25% of extracellular calcium to obtain basal transmission and 50% of
extracellular normal calcium to express LTP. Second, the basal transmission
showed a saturable behavior at 5 mM, whereas the LTP it increased with this
extracellular calcium concentration

Calcium release from intracellular stores does not contribute
significantly to basal transmission, but is required to produce the LTP since the
interference in the intracellular calcium release reduced LTP duration. We
made experiments to establish the participation of pre or postsynaptic
intracellular calcium in LTP. We observed that IP3-dependent intracellular
calcium stores in the presynaptic terminal contribute to LTP equivalent to
postsynaptic IP3-dependent intracellular calcium stores.

Data give support to the proposal that the LTP of superior cervical
ganglion of rat is a transynaptic phenomenon in which extracellular and
intracellular calcium sources are fundamental for its expression and that the
contribution of pre and postsynaptic intracellular calcium stores are equivalent.



1. INTRODUCCION
La potenciacién a largo plazo (LTP) es un fendmeno que refleja la capacidad
del sistema nervioso para modificar la eficacia de la transmisién sinptica
(Lomo, 2003). Este fendmeno ha sido descrito tanto en sistema nervioso
central como periférico. Uno de las estructuras periféricas en la que se
manifiesta dicho fenémeno es el ganglio cervical superior de rata en el cual se
presenta un fendmeno de facilitacion sinaptica similar a la potenciacién de
largo plazo (LTP) descrita en hipocampo (Bennett, 2000). Esta LTP ganglionar
se obtiene mediante la aplicacion de estimulos breves de alta frecuencia
aplicados en el nervio preganglionar. Aunque los mecanismos que participan
en la generacion y mantenimiento de la LTP no se conocen en detalle, se ha
establecido que el calcio extracelular es fundamental para la expresion del
fendmeno, ya que su ausencia impiden tanto la transmision sinaptica, como la
LTP ganglionar (Brigss et al., 1985a). Mas recientemente se mostro la
participacion de los canales de calcio dependientes de voltaje (P/Q, Ny L) en
la transmision basal y en la LTP ganglionar (Cifuentes et al., 2004). De igual
forma se ha mostrado la importancia del calcio de reservas intracelulares en la
liberacién de cotransmisores en ganglio cervical superior de anfibio (Peng,
1996).

En esta tesis se explora la posibilidad de que el calcio de las reservas
intracelulares participe en la LTP ganglionar. Adicionalmente también

exploraremos la participacion de las dos fuentes de calcio, la extracelular y la



intracelular, tanto en la transmision basal como en la LTP. Finalmente, a
través del bloqueo diferencial de los receptores IP3 presinapticos y
postsinapticos caracterizaremos el grado de contribucion del calcio

intracelular, liberado a través de estos receptores, en la expresion de la LTP.



1. ANTECEDENTES

A. Transmision sinaptica.

El sistema nervioso es un tipo de tejido excitable, altamente especializado, cuya
funcién es extraer informacion proveniente de una gran variedad de estimulos
internos y externos y traducirla a senales eléctricas llamadas potenciales de
acciéon. Clasicamente se considera a la neurona como la unidad estructural y
funcional del sistema nervioso. Las neuronas se comunican entre si a través de
estructuras especializadas denominadas sinapsis, la cual hace posible que las
neuronas puedan establecer una serie de circuitos que participan en el control
de diversos procesos biolégicos que incluyen desde multiples respuestas
reflejas y el control de la funcion de érganos, hasta procesos mas elaborados
como la percepcién y el pensamiento (Nicholls et al., 2001).

Existen dos tipos de sinapsis, las sinapsis eléctricas y las sinapsis
quimicas. En la sinapsis eléctrica, las neuronas se acoplan eléctricamente
entre si a través de complejos proteicos denominados uniones gap, las cuales
permiten el flujo bidireccional de iones (sodio, calcio, potasio) y compuestos de
bajo peso molecular (glucosa, aminoacidos, segundos mensajeros). Las
uniones gap son pequenos canales formados por el ensamble de dos
hemicanales denominados conexones. Cada conexén esta constituido por 6
subunidades de proteinas transmembranales denominadas conexinas que al
unirse forman un hemicanal con un poro central. Dos conexones de células
adyacentes se alinean y anclan entre si para formar un canal intercelular. Las

sinapsis eléctricas son mas rapidas que las sinapsis quimicas, no presentan



retardo sinaptico, pueden conducir la sefial eléctrica en forma uni o bidireccional
y en vertebrados son abundantes en la retina y en la corteza cerebral (Figura
1B; Adley, 1989; Hormuzdi et al., 2004). La sinapsis quimica es una estructura
de alta complejidad, asimétrica tanto en estructura como en funcién. En el
ganglio, estructuralmente la sinapsis quimica esta constituida por unos
procesos neuronales preganglionares, una neurona posganglionar y un espacio
interneuronal de 20 nm de ancho, denominado hendidura sinaptica. Alli las
membranas de las dos células adyacentes estdn unidas estrechamente

mediante proteinas de adhesién celular (Figura 1A; Nicholls et al., 2001).
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Figura 1. Tipos de sinapsis. A: Sinapsis quimica constituida por una terminal axénica
presinaptica y una terminal postsindptica separadas por la hendidura sinaptica. El
neurotransmisor contenido en vesiculas es liberado en la hendidura sinaptica, a través de la
cual difunde y se une a receptores postsinapticos B: Sinapsis eléctrica constituida por canales
(uniones gap) que permiten el paso de iones y compuestos de bajo peso molecular (Tomado de
Hormuzdi et al., Biochimica et Biophysica Acta. 2004).



De la terminal axonica de la neurona preganglionar emergen proyecciones que
forman botones presinapticos los cuales contienen vesiculas que almacenan
neurotransmisores, mismos que al ser liberados actuan como senal quimica.
Los neurotransmisores se liberan en un sitio especifico de la terminal
presinaptica, denominado zona activa; este sitio cuenta con la maquinaria
necesaria para los procesos de adhesion y liberacion de su contenido, el
neurotransmisor (Becherer y Rettig, 2006; Schoch y Gundelfinger, 2006).
Existen dos tipos de vesiculas: las vesiculas claras pequefas, que contienen
neurotransmisores clasicos y las vesiculas grandes de nucleo denso (LDCV)
qgue contienen neuropéptidos y neurotransmisores clasicos capaces de modular
la transmisién sinaptica (Torrealba y Carrasco, 2004; Merighi, 2002). Tanto el
neurotransmisor clasico, como los moduladores difunden a través de la
hendidura sinaptica y se unen a receptores postsinapticos especificos. La zona
postsinaptica puede corresponder a una dendrita, 0 a una zona del cuerpo
celular de la neurona postsinaptica; al igual que en la terminacion presinaptica
alli se encuentra un sitio especializado conocido como densidad postsinaptica
formado por un complejo de proteinas entrelazadas. Estas proteinas cumplen
numerosas funciones como el anclaje y movimiento de receptores para
neurotransmisores en la membrana plasmatica, y el anclaje de varias proteinas
requladoras de la actividad de estos receptores y de mecanismos de
senalizacion intracelular (Rosenmund et al., 2003; Ziff, 1997).

Desde el punto de vista funcional en la sinapsis la informacion se

transmite en forma unidireccional, de la terminal presinaptica hacia la terminal



postsinaptica, a través de los neurotransmisores que se unen a los receptores
transmembranales de la célula postsinaptica. La transmision sinaptica se inicia
con la llegada de un potencial de accion a la terminal nerviosa presinaptica, en
donde una poblacion de vesiculas liberables permanecen ancladas a la
membrana sinaptica (Becherer y Rettig, 2006). Cuando llega el potencial de
accion se aumenta la probabilidad de apertura de canales de calcio
dependientes de voltaje y la entrada de iones calcio. El incremento del calcio
citoplasmatico inicia una cascada de reacciones que producen la fusion de las
membranas vesiculares con la membrana presinaptica y la liberacién del
neurotransmisor a la hendidura sinaptica (Oheim et al., 2006).

Los neurotransmisores liberados, que pueden ser excitatorios o
inhibitorios, se unen a receptores postsinapticos ionotropicos o metabotrépicos.
Los receptores ionotropicos, de respuesta rapida, funcionan como canales que
permiten el flujo de iones hacia o desde el interior de la célula, lo cual cambia el
potencial de membrana local y aumentan la probabilidad de apertura de los
canales idnicos dependientes de voltaje cercanos generando flujos idnicos
adicionales. El resultado es un cambio de voltaje postsinaptico que se
denomina potencial postsinaptico excitatorio (PPE) en caso de flujos
despolarizantes o potencial postsinaptico inhibitorio (PPIl) en caso de flujos
hiperpolarizantes. La integracién de los PPE en forma espacial y/o temporal
pueden hacer que el potencial postsinaptico alcance un potencial umbral y se
dispare la propagacion de la sefal eléctrica a todo lo largo de la neurona
postsinaptica en forma de potencial de accion (Adley, 1989; Nicholls et al.,

2001; Levitan y Kaczmarek, 2002).



La regulacion de la transmisidn sinaptica se realiza removiendo el
neurotransmisor, el cual puede ser capturado por la terminal presinaptica a
través de transportadores (transportador de aminoacidos, transportador de
monoaminas) para su reciclaje, inactivacion o degradacién por enzimas
especializadas  (colinesterasas, catecol-oxi-metil  transferasa: COMT,
neuropeptidasas). Esta captura o degradacion evita la desensibilizacion de los
receptores postsinapticos y aumenta la probabilidad de que los potenciales de
accién subsiguientes generen un PPE de la misma intensidad. La necesidad de
una recaptacion y el fendbmeno de la desensibilizacién en los receptores
implican que la eficiencia de la sinapsis puede modificarse si un tren de
potenciales de accion llega en una sucesién rapida, un fenédmeno que hace que
la eficacia de la transmision sinaptica dependa de la frecuencia del potencial de
accion. Dependiendo de la frecuencia a la cual es estimulada la terminal
presinaptica y la duracion del tren de potenciales de accion aplicados, es
posible producir bien un incremento o una disminucién progresiva en la
liberacién de neurotransmisor. Esta propiedad que permite regular la cantidad
de neurotransmisor liberado de acuerdo a la actividad previa en la terminal se
denomina plasticidad homosinaptica, de la cual se describen tres grandes
formas: facilitacion, potenciacion y depresién (Levitan y Kaczmarek, 2002). El
tamafo, numero y tasa de reposicion de las vesiculas también esta sujeto a
regulacion en multiples puntos, desde los procesos de formacion hasta los de

reciclaje de la vesicula (Nicholls et al., 2001; Sudhof, 2004).
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B. Regulacion del calcio neuronal.

El calcio es un mensajero intracelular fundamental que regula una gran
variedad de respuestas inmediatas, mediatas y tardias. En las neuronas
algunos procesos claves para la transmision sinaptica como el trafico axonal, la
movilizacion de vesiculas, la liberacion de neurotransmisores y la modulacién
de los potenciales de accion, dependen de procesos en los cuales el calcio es
fundamental (Kennedy, 1989; Berridge, 1997; Berridge, 1998; Thomas et al.,
1996; Spaddford y Zamponi, 2003).

Extracellular Space
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Figura 2. Mecanismos de sefalizacion del calcio. Los niveles de calcio citoplasmatico
aumentan por entrada de calcio del medio extracelular o por liberacion desde los depdsitos
intracelulares, este flujo se produce por la apertura de diversos tipos de canales. El incremento
del calcio citoplasmatico es limitado en tiempo y espacio por la presencia de sistemas buffer
citoplasmaticos y por la activacion de mecanismos de eliminaciéon y/o recaptura (Tomado de
Glazner y Ferryhough. Cell calcium. 2002).
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La sefal que activa estos procesos es el aumento de la concentracion
citoplasmatica de calcio en forma temporal y local (la concentracion de calcio
citoplasmatico basal es de 100 nM; ver figura 2). Este incremento se logra a
expensas de dos fuentes de calcio: el medio extracelular y los depdésitos
intracelulares localizados en el reticulo endoplasmico, la mitocondria, el aparato
de Golgi y la envoltura nuclear entre otros (Berridge et al., 1998).

e Calcio extracelular.
El ingreso de calcio extracelular se realiza a través de canales ionicos los
cuales pueden ser dependientes de voltaje (L, N, P/Q, y R) y/o los dependientes
de ligando (AMPA, NMDA, kainato, SHT3 y nicotinicos tipo a7). EI aumento
generado por la entrada de calcio a través de estos canales es neutralizada por
la expulsion del calcio citosdlico a través de dos tipos de proteinas de
membrana: las bombas de calcio dependientes de ATP y los intercambiadores
idnicos, entre los cuales esta el intercambiador Na*/Ca™. En la reduccién del
calcio citosolico también participan proteinas de unién a calcio (Kd = 200 nM,;
calbindina, calmodulina) (figura 2; Berridge, 1998).

e Calcio intracelular.
Los depdsitos intracelulares pueden liberar calcio al citoplasma a través de dos
tipos de canales: los receptores de ryanodina (RYR) y los receptores de inositol
trifosfato (IP3R). Estos receptores pueden ser activados por un aumento en la
concentracion de calcio citoplasmatico que produce una corriente de calcio

hacia el citoplasma inducida por calcio y denominada CICR: calcium-induced
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calcium release (Lee et al.,, 1994; Patterson et al., 2004; ver figura 2). Los
niveles de calcio en los depdsitos se mantienen debido a la captura del idn
realizada por la bomba de calcio de ATP del reticulo endoplasmico (SERCA).

El RyR es un homotetramero constituido por monémeros de 500 kDa.
Tiene sitios de unidn a calcio y a moduladores como ATP y calmodulina. Posee
una alta conductancia para iones monovalentes (600-750 pS) y divalentes (100-
150 pS); el tiempo medio de apertura es de 20 ms. La probabilidad de apertura
del canal depende del calcio citoplasmatico, es alta con calcio 0.1-1 uM y se
reduce con altos niveles (>10 uM). Se han identificado tres isoformas RyR1 a 3,
la forma mas abundante en sistema nervioso es el subtipo RyR2 (Berridge,
1993; Rossi y Sorrentino, 2002). Para caracterizar este receptor se han
empleado farmacos que afectan su actividad como la cafeina y el dantroleno.

La cafeina fue el primer farmaco que permitié identificar la liberacion de
calcio de los depdsitos intracelulares. El efecto de la cafeina sobre los
receptores de ryanodina depende de su concentracién. Estudios en canales
RYR aislados han demostrado que la cafeina a concentraciones menores a 2
mM incrementa la probabilidad de apertura del canal en presencia de calcio
citoplasmatico del orden de micromolar. A concentraciones mayores de 5 mM
abre el canal, aun frente a calcio citoplasmatico bajo (picomoles) e incrementa
el tiempo en el que permanece abierto el canal. La cafeina penetra rapidamente
las membranas y la concentracion intracelular se equilibra con la externa en 100
-150 ms. (Rousseau et al.,, 1987; McPherson et al., 1991; Hua et al., 1994 ;

Verkhratsky, 2005).
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El dantroleno es un farmaco empleado originalmente como relajante
muscular y posteriormente para el tratamiento de la hipertermia maligna. El
mecanismo de accién es reducir la probabilidad de apertura de los canales
RYR. Las concentraciones efectivas reportadas varian entre 10 y 90 uM (Ellis y
Carpenter, 1972; Ohta et al., 1990; Verkhratsky, 2005).

El receptor para IP3 (IP3R) es también un homotetramero, cada
subunidad tiene cerca de 2700 aminoacidos y seis dominios transmembrana.
Se han identificado cuatro isoformas IP3R1 a 4, los que se diferencian en su
afinidad por IP3 (Kd<10 nM). La conductancia al calcio es de 50 pS y el tiempo
de apertura de 4 ms. Al igual que RyR tienen una modulacion bifasica por el
calcio. La probabilidad de apertura del canal depende del calcio citoplasmatico,
es optima con concentraciones de calcio de 300 nM, pero se inhibe con
concentraciones de calcio mas bajas o mas altas. La presencia de IP3 aumenta
la afinidad del calcio a los sitios de union del canal (Berridge, 1993; Taylor y
Laude, 2002). Para su caracterizaciéon también se han empleado farmacos que
interfieren con su actividad como las xestosponginas, la heparina o los analogos
del IP3.

Las Xestosponginas son un grupo de sustancias, aislada en 1997 de
esponjas marinas, cuya accion es bloquear la liberacién de calcio inducida por
IP3. Se aislaron varios subtipos de Xestosponginas denominados A, C y D; de
estas la Xestospongina C presentd un mayor bloqueo de la liberacion de calcio.
Esto se observo en vesiculas aisladas de reticulo endoplasmico de cerebelo

(Gafni et al., 1997; De Smet et al., 1999; Castonguay y Robitaille, 2002). El
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efecto final es reducir la probabilidad de apertura de los canales IP3R. Las
concentraciones efectivas en cultivos celulares reportadas varian entre 5 y 20
MM. Si bien es cierto que inicialmente se describié a la Xestospongina C como
un bloqueador selectivo de IP3R; trabajos recientes indican que también puede
bloquear a la SERCA en forma similar a tapsigargina, induciendo el
agotamiento del calcio intracelular (De Smet et al., 1999; Castonguay y
Robitaille, 2002; Verkhratsky, 2005).

La heparina es una molécula compuesta por una cadena de
polisacaridos de alto peso molecular (4 a 40 KDa), hidrosoluble, que no
atraviesa membranas lipidicas. Se ha empleado como bloqueador de IP3R en
modelos que incluyen bicapas lipidicas y miocitos permeabilizados. Actua sobre
estos receptores con concentraciones del orden de ug/ml; es menos util a
mayores concentraciones (mg/ml) ya que secuestra calcio libre (Kobayashi et
al., 1989; Bultynck et al., 2003; Laporte et al., 2004). Se une con mayor afinidad
a los receptores IP3R3 que al IP3R1 o al IP3R2 (De Smet et al., 1999; Nerou et
al., 2001).

El nivel de calcio de los depdsitos intracelulares se mantiene gracias a la
recaptacion que realiza la bomba de calcio del reticulo endoplasmico SERCA y
la participacion de proteinas fijadoras de calcio tales como calsequestrina y
calreticulina presentes en la luz de estos depdsitos. La SERCA es una proteina
que forma parte de la familia de ATPasas unidas a membranas capaces de
transportar calcio empleando la energia quimica producida por la hidrélisis de

ATP. El lado citoplasmatico de la proteina tiene una alta afinidad por calcio
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(Ka=10° a pH=7), mientras que del lado intracisterna la afinidad es baja (K,=10"
a pH=7). Existen 3 isoformas SERCA 1, SERCA 2 (subtipos a y b) y SERCA 3
de las cuales SERCA 3 se expresa en sistema nervioso central (De Meis et al.,
2005). Uno de los farmacos empleados en el estudio de la SERCA es la
tapsigargina, cuyo efecto es bloquear la captura de calcio y provocar el
vaciamiento de los depdsitos de calcio intracelular (Shmigol et al., 1995; Laporte
et al., 2004). La tapsigargina bloquea SERCA a concentraciones de 20 nM y
causa una liberacion lenta de calcio del RE. Inhibe canales de calcio tipo Ny L
a altas concentraciones: 0.2 — 2 uM (Laporte et al., 2004).

La liberacion de calcio de los depdsitos de calcio a través de canales
IP3R, paraddjicamente, activa un mecanismo de entrada de calcio a través de
la membrana plasmatica llamado entrada capacitiva (Putney y McKay, 1999;
Parekh, 2003). Una manifestacion electrofisioldgica de la entrada capacitiva de
calcio es la denominada corriente de calcio activada por liberaciéon de calcio
(CRAC: Ca* release-activated Ca®* current). Existen evidencias que muestran
como a la salida de calcio de los reservorios intracelulares, via receptores IP3,
se acopla una entrada de calcio al citoplasma, probablemente a través de los
denominados receptores operados por depositos (SOCs: Store operated
calcium channels), presentes en la membrana plasmatica. Un candidato a
receptor tipo SOC es el receptor TRP3 (Van Rossum et al., 2000).

La activacién o inactivacion de todos estos elementos hacen que la
concentracion de calcio citoplasmatico aumente o disminuya siguiendo un

patron caracteristico que se describe en funcidbn del espacio como
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microdominios de calcio y en funcién del tiempo como picos y ondas de calcio
(Berridge, 1997; Thomas et al., 1996). Todos estos elementos mencionados son
claves para garantizar la transmision sinaptica y para modificar su eficacia.

C. Potenciacion a largo plazo o LTP.

La transmisidon sinaptica, evaluada con la amplitud del potencial de accion,
puede aumentarse o, por el contrario, disminuirse e incluso inhibirse. Al
aumento de la transmisién se le denomina facilitacion y aqui se incluye el
fendmeno denominado potenciacion a largo plazo o LTP, término que se acufio
en los afios setentas en estudios realizados en hipocampo de conejo (Bliss y
Lomo, 1973; Bennett, 2000; Lomo, 2003). La LTP se define como un aumento
en la eficacia de la transmision sinaptica, que permanece durante minutos,
horas o incluso dias y que se puede inducir por un tren de estimulos de alta
frecuencia y corta duracion. Se ha interpretado a la LTP como un reflejo de la
capacidad del sistema nervioso para modificar de manera temporal o
permanente los patrones de conexion sinaptica y las rutas de interconexién
entre las neuronas. Este fenomeno se ha estudiado en forma extensa en varias
regiones del sistema nervioso central en donde se ha propuesto la participacion
del glutamato y los receptores AMPA y NMDA. Adicionalmente se identificaron
zonas del sistema nervioso periférico, incluidos los ganglios simpaticos, que
expresan la LTP (Dunant y Dolivo, 1968; Brown y McAfee, 1982; Briggs et al.,
1985a; Briggs y McAffe, 1988; Cifuentes et al., 2004; Alkadhi et al., 2005).

D. LTP en ganglio cervical superior.

Si bien el término LTP se acuid en los estudios realizados en hipocampo de

conejo (Bliss y Lomo, 1973; Bennett, 2000; Lomo, 2003), un fenbmeno similar
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se habia identificado en ganglio simpatico (Dunant y Dolivo, 1968). Los
estudios de LTP en ganglio se retomaron en la década de los 80 con el fin de
aclarar los mecanismos que permiten la expresion de este fendmeno de

facilitacion (Brown y McAfee, 1982; McAfee et al., 1987).
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Figura 3. LTP en ganglio cervical de rata. Se observa el modelo de ganglio cervical superior in
vitro con electrodos de succion en el nervio preganglionar y postganglionar; un asa del nervio
preganglionar tiene un electrodo de succién para registrar potenciales de accion presinapticos.
El grafico muestra el curso temporal de 4 experimentos diferentes. El inserto muestra
potenciales de accién antes de inducir la LTP y luego de inducirla a los 5, 20, 40 y 60 minutos,
se observa que la amplitud de estos potenciales es mayor a la amplitud del potencial inicial
(tomado de Brown y McAfee. Sciences. 1982).

La LTP ganglionar se puede inducir a través de estimulos eléctricos o
quimicos, tanto in vivo como in vitro. Para la induccion eléctrica se inicia con
estimulos basales de baja frecuencia (0.2 Hz) en el tronco nervioso
preganglionar y se registra la respuesta en forma de potenciales de accién

compuesto (PAC, corresponden a los potenciales de campo del hipocampo) en
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el tronco posganglionar. Luego de que los PAC se estabilizan se suspende
temporalmente el estimulo basal y se cambia por un tren condicionante o
inductor de la LTP de alta frecuencia (40 Hz) y corta duracion (3 — 5 s). Luego
se continua con el estimulo basal (figura 3).

En las primeras investigaciones realizadas en ganglio aislado aplicando
trenes de estimulos de corta duracidén, se describieron dos fases en la
respuesta del ganglio posterior al estimulo: la primera fase se presenta en los
primeros 3 a 5 minutos y se caracteriza por una disminucién rapida de la
amplitud de los PAC. La segunda fase presenta una reduccién lenta y
progresiva hasta llegar a la amplitud basal de los PAC, con una duracién de 1 a
3 horas. La fase inicial se consider6 como potenciacién postetanica (PTP) y la
fase tardia como la expresién de la LTP (Figura 5; Brown y McAfee, 1982;
McAfee et al., 1987).

Existe controversia acerca de si el fendmeno de LTP ganglionar depende
de mecanismos presinapticos o postsinapticos (Dolphin, 1985; Bachoo et al.,
1992a). Los primeros experimentos realizados en ganglio aislado de rata con
trenes de estimulos de corta duracion evidenciaron que la LTP en la transmision
sinaptica se correlacionaba temporalmente con un incremento prolongado en la
liberacidn de acetilcolina (Briggs et al., 1985b). No se observaron cambios en la
sensibilidad de las células postsinapticas a agonistas nicotinicos (Briggs et al.,
1985a; Brown y McAfee, 1982), lo que apoyaba la idea de considerar la LTP
como un fendémeno presinaptico. Estos resultados contrastan con trabajos que
soportan la idea de la LTP como fendbmeno postsinaptico. En experimentos

realizados en ganglio estelar de gato in situ (Bachoo et al., 1992b) se observé
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expresion de la LTP, pero el incremento concomitante en la liberacion de
acetilcolina sdlo se observd durante los primeros minutos. La LTP se logro
inducir tanto con estimulos homosinapticos, como heterosinapticos. Se
encontrd6 ademas un aumento de la respuesta postsinaptica a pulsos de
acetilcolina. Con estos hallazgos se propuso que la LTP podia ser originada por
cambios postsinapticos, mas que presinapticos y que involucraria un aumento
en la sensibilidad de los receptores nicotinicos. También se propuso que estos
cambios postsinapticos podian ser disparados por la liberacién desde las LDCV
de un cotransmisor no colinérgico durante la estimulacion de alta frecuencia
(Bachoo et al., 1992b; Morales et al., 1993; Collier, 1996). Los neuropéptidos
surgieron como candidatos a inductores de la LTP, ya que se almacenan en
LDCV vy su liberacién se ve favorecida por estimulos eléctricos de alta
frecuencia similar a la frecuencia inductora de LTP (20 a 40 Hz); ademas, la
disminucioén de la reserva de LDCV por estimulacion de alta frecuencia en forma
prolongada dismin uye el numero de LDCV e impide la expresién de la LTP;
misma que se restablece una vez que se recuperan las LDCV al cabo de siete
dias (Bachoo et al.,1992b).

En los ultimos anos han surgido otras propuestas en donde se involucra
la participacion activa de las células SIF, liberando serotonina, en la LTP
ganglionar. La serotonina actuaria sobre receptores serotoninérgicos tipo 5-HT3
pre y post sinapticos, los cuales son receptores ionotropicos permeables a
calcio. La entrada de calcio induciria cambios en vias de sefalizacion
intracelular (CaMKIl, AMPc, PKA, PKC) que favorecerian el aumento en la

transmision sinaptica, sin embargo los mecanismos finales no son claros
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(Alkadhi et al., 2005). En contra de esta propuesta se argumenta que el nimero
de células SIF (< 5%) es bajo en comparacién al numero total de neuronas
ganglionares.
¢ Relevanciafuncional de laLTP ganglionar.

A pesar del concepto que se tiene de la LTP como un fenbmeno propio del
hipocampo, esta debe considerarse como un fendmeno mucho mas general
que se expresa a todos los niveles del sistema nervioso: corteza cerebral,
retina, ganglios periféricos y placa neuromuscular (Bennett, 2000).

En el hipocampo, en donde el glutamato y sus receptores juegan un
papel fundamental, el aumento de la eficacia sinaptica se correlaciona, en
condiciones normales, con procesos de memoria y aprendizaje (Bennett, 2000;
Lomo, 2003). Por el contrario el incremento de la eficacia en la transmision
sinaptica en forma anormal, exagerada se correlaciona con patologias como la
epilepsia.

En el ganglio cervical superior, en donde el neurotransmisor principal es
la acetilcolina, el aumento de la eficacia sinaptica podria contribuir a mantener
el tono visceral, de tal manera que con estimulos regulares, cortos, de alta
frecuencia, el ganglio aumenta su eficacia de transmision para que el
mantenimiento del tono visceral requiera menor actividad nerviosa. Asi mismo
se ha sugerido que la LTP ganglionar puede ser una respuesta normal,
adaptativa, reversible y temporal frente a sefiales de alarma internas (hipoxia,
acidosis) o externas (situaciones de estrés). Un incremento anormal de la
eficacia sinaptica ganglionar en forma aguda eleva el tono visceral, lo que se

refleja en el aumento de la presion arterial por ejemplo, como sucede en
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situaciones de estrés; de igual forma, un incremento exagerado y sostenido en
la eficacia sinaptica, produce un tono vascular elevado que desencadena, en
forma crénica, patologias como la hipertension arterial inducida por el estrés
(Alkadhi et al., 2001). En casos de reduccion anormal de la eficacia sinaptica,
no hay LTP y el tono visceral se reduce. La ausencia o disminucion de la
eficacia en la transmisién sinaptica ganglionar, concomitante con la no
expresion de la LTP, explicaria algunos sintomas cardiovasculares (hipotension
arterial, bradicardia) caracteristicos del envejecimiento y de algunas patologias
como la diabetes mellitus y el hipotiroidismo (Alzoubi et al., 2004; Alkadhi et al.,
2005).

A pesar de la intensa investigacion realizada en las décadas anteriores
para aclarar los mecanismos desencadenantes de la LTP en SNC, aun existe
mucha controversia sobre los mecanismos involucrados en dicho fenémeno.
Estudiar los mecanismos responsables de la expresién y mantenimiento de la
LTP, ademas de responder a cuestiones fundamentales de las neurociencias
sobre neurotransmision y plasticidad planteadas desde hace varias décadas,
abre la posibilidad de explorar los mecanismos regulatorios del organismo que
participan en diversos fendmenos tales como la memoria y el aprendizaje, o
como la regulacion de las funciones Vvitales viscerales. Aclarar tales
mecanismos permitiria desarrollar terapias que pueden contribuir a mejorar la
calidad de vida de individuos con patologias relacionadas con alteracion de la
eficacia en la transmision sinaptica (hipertension arterial, hipotiroidismo,

epilepsia).
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA: CALCIO Y LTP GANGLIONAR
Si bien los mecanismos que participan en el fendmeno LTP no se conocen en
detalle, los primeros estudios evidenciaron que la ausencia de calcio del medio
extracelular impide la transmision sinaptica y la generacion de la LTP ganglionar
(Briggs et al., 1985a). La presencia de canales de calcio tipo N, P/Q, L y R en
terminales axoénicas preganglionares estaria regulando estos procesos
(Spaddford y Zamponi, 2003; Cifuentes et al., 2004). Se ha observado que la
estimulacion eléctrica a bajas frecuencias provoca liberacion de acetilcolina
(McLahan, 1974; Briggs et al., 1985b), la cual se dispara debido a la entrada de
calcio a través de canales de calcio tipo N y P/Q (Gonzalez-Burgos et al., 1995;
Cifuentes et al., 2004). El calcio favorece los procesos de adhesion y fusion de
las vesiculas claras, que contienen acetilcolina, a la zona activa de la terminal
preganglionar (Llinas et al., 1992). A diferencia de la estimulacién de baja
frecuencia un tren de estimulos de alta frecuencia (> 20 Hz) induce la entrada
de calcio adicional via canales de calcio tipo L por 2 a 3 minutos. Esto induce la
liberacion de acetilcolina almacenada en un grupo de vesiculas claras de
reserva, generando un primer componente rapido de la LTP (Gonzales Burgos
et al., 1995).

Adicionalmente el incremento de calcio por su entrada a través de los
canales L, induce la liberacion desde las LDCV de un cotransmisor inductor de
la LTP. Una vez liberado este inductor actuaria a través de receptores

especificos en la postsinapsis, produciendo el aumento de la eficacia sinaptica
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que caracteriza a la LTP ganglionar.

En un estudio previo de laboratorio se explord la participacion de los
canales dependientes de voltaje en el fendmeno de la LTP (Cifuentes et al.,
2004). En este trabajo se encontré que el bloqueo de los canales tipo P/Q, Ny L
afectan la expresion de la LTP. Derivado de este trabajo se propuso entonces
que la entrada de calcio a través de los canales tipo P/Q, N y L produce un
aumento en la concentracion citoplasmatica de este i6n que provocara la
liberacion del inductor de la LTP. La propuesta también sugiere que una vez
liberado el inductor pudiera, a través de su acople a receptores especificos
postsinapticos, inducir cambios en la concentracion de calcio postsinaptico
como parte de los mecanismos involucrados en el aumento de la eficacia
sinaptica que sostiene la LTP (figura 4). Ahora bien, los resultados de ese
estudio mostraron la contribucién a la LTP de una de las fuentes de calcio, la
extracelular, mediada por el paso a través de canales membranales
dependientes de voltaje; sin embargo, aunque se propuso no se reviso la
posible contribucién de las otras fuentes de calcio: la proveniente de los
reservorios intracelulares tipo reticulo endoplasmico, aparato de Golgi y

mitocondria.



24

P/Q type channel

L-type channel st Qop

Cr{r + \ r N . ‘) ‘) C ++

Lt
d x Ca — La
/ : nicotinic receptor

29 .

co-trans mitter receptor

P/Qtype channel

L+

Ca

Ca

N-type channel

Figura 4. Modelo propuesto del papel del calcio en la LTP en ganglio cervical de rata. Se
representa una sinapsis ganglionar luego de un tren condicionante con vesiculas pequenas
claras, LDCV vy tres tipos de canales de calcio: N, P/Q (en la zona activa) y L (préximos a la
zona activa). En la membrana postsinaptica se representan receptores nicotinicos y receptores
para cotransmisores. Durante el tren condicionante el calcio ingresa a través de canales de
calcio tipo N y P/Q (zona activa) ocasionando un aumento transitorio en la liberacién de
acetilcolina (puntos) desde vesiculas pequefias claras. Simultdneamente la entrada de calcio
via canales L puede inducir la liberacion de calcio de depodsitos intracelulares (flechas
discontinuas) y con ello aumentar la probabilidad de liberacion de cotransmisores (triangulos)
desde LDCV, que actuarian en receptores postsinapticos para incrementar la eficacia sinaptica.
Adicionalmente la presencia de canales tipo P/Q en la membrana postsinaptica contribuirian al
incremento de la eficacia sinaptica. Tomado de Cifuentes et al,. Neuroscience. 2004.

En esta tesis se explora la posibilidad de que el calcio liberado de las
pozas intracelulares a través del mecanismo de CICR contribuya también a la
LTP. Para entender el papel del calcio no solo en la LTP sino también en la
transmision basal, exploramos la participacion de las dos fuentes de calcio, la
extracelular y la intracelular en estos procesos ganglionares. Finalmente, a
través del bloqueo diferencial de los receptores IP3 presinapticos y
postsinapticos caracterizamos el grado de contribucion del CICR, mediado por

estos receptores pre y postsinapticos en la expresion de la LTP.
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4. HIPOTESIS

A. El calcio proveniente del medio extracelular y el liberado de pozas
intracelulares tienen diferente grado de contribucién a la transmisién basal
y la LTP del ganglio simpatico.

B. En la expresion de la LTP participan los mecanismos de CICR tanto

presinapticos como postsinapticos.
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5. OBJETIVOS

A. Determinar el grado de contribucién del calcio proveniente del medio
extracelular y el liberado de pozas intracelulares en la TB y en la LTP del
ganglio simpatico.

B. Evaluar el grado de participacion del calcio intracelular presinaptico y

postsinaptico en la LTP ganglionar.
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6. METODOLOGIA

A. Modelo experimental.

Se emplea como modelo experimental el ganglio cervical superior aislado de
rata, el cual se obtiene de ratas macho tipo Wistar de aproximadamente 250
gramos de peso. Todas las ratas usadas se sometieron a anestesia general con
xilacina (10 mg/kg) y ketamina (90 mg/kg). Para la extraccion del ganglio se
practica una incision cervical longitudinal antero-medial, se realiza una
tragueostomia para mantener permeable la via aérea, posteriormente se realiza
diseccion por planos hasta llegar a la arteria carotida comun. La arteria se toma
como punto de referencia para ubicar al ganglio, el cual esta ubicado en
posicion posteromedial a la arteria. El ganglio se diseca tomando como
referencia los nervios pre y posganglionar y se extrae. Luego se transfiere a una
camara con solucion de Krebs, para retirarle la capsula de tejido conectivo que
lo envuelve.

El ganglio aislado se coloca en una camara de registro de 3 ml con
solucion fisiolégica de Krebs. Esta solucion contiene NaCl, 136 mM; KCIl 4 mM,;
KH2PO4 1 mM; MgCl, 1 mM; CaCl, 2 mM; NaHCO3; 12 mM; glucosa 11 mM; pH
7.4, y atropina 2 uM. El ganglio se mantiene a temperatura ambiente (22 -
25°C), con oxigenaciéon continua (95% O,, 5% CO,). El estimulo se aplica a
través de un electrodo de succion colocado en el tronco simpatico (extremo
preganglionar) y la respuesta se registra mediante otro electrodo de succién

instalado en el nervio carotideo interno (extremo postganglionar). Para la
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estimulacion se emplea un estimulador Grass S88 (Quincy, MA, USA); se inicia
con estimulacion basal continua aplicando pulsos cuadrados de 0.5 ms, con
frecuencia de 0.2 Hertz y con amplitud supraumbral (10 - 15 voltios). La
respuesta, obtenida como potenciales de accion compuestos (PAC), se registra
empleando un preamplificador Grass P-15 AC durante 10 a 20 minutos hasta
su estabilizacion. El preamplificador permite magnificar los PAC capturados
desde el electrodo de registro (ganancia de 1000) vy filtrar el ruido de la sefial
mediante un filtro pasabanda (0.3 Hz — 3 kHz). Los PACs son visualizados en
un osciloscopio (Tektronix Beaverton, OR, USA), y digitalizados mediante una
tarjeta de adquisicion (LabMaster, Scientific Solution, Mentor, OH, USA) para
ser archivados y posteriormente analizados. El programa para adquisicion y
analisis de datos empleado es Pclamp 6.0 (Axon Instruments, Foster City, CA,
USA).

Luego de estabilizado el PAC se agrega hexametonio 100 uM a la
solucion de bafio para bloquear en forma parcial la transmision sinaptica
nicotinica (20 a 30 % de la respuesta inicial); esto para evitar una saturacion de
la respuesta posterior al tren condicionante, por reclutamiento de todas las
fibras postganglionares. La estimulacion basal se cambia por un tren de
estimulos de alta frecuencia (40 Hertz por 3 segundos) que se sabe induce la
LTP. Al término del tren se restablece (a los 5 segundos) la estimulacion basal
de 0.2 Hz y sus respuestas se registran durante 90 a 100 minutos posterior al
tren.

Una ventaja de la preparacion de gcs es la posibilidad de inducir dos
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LTPs en forma consecutiva. Asi que luego de este primer ensayo se hace un
recambio de la solucién de Krebs con hexametonio y se espera entre 20 — 30
minutos hasta que el PAC se estabilice y sea similar al del primer ensayo.
Luego de esto se induce una segunda LTP. La primera LTP se utiliza como
control y la segunda LTP se emplea para evaluar el efecto de diferentes
soluciones y farmacos.

B. Ensayos farmacoldgicos.

Se realizaron dos tipos de ensayos: en el primer grupo de ensayos se evalla el
efecto de diferentes concentraciones de calcio extracelular (0.1, 0.2, 0.5, 1y 5
mM) en la transmision basal y en la LTP ganglionar. En el segundo grupo de
ensayos se evalla, en forma separada, el efecto tanto en la transmisién basal
como en la LTP ganglionar de farmacos que actuan sobre diferentes receptores
o bombas de los depdésitos intracelulares: cafeina (0.5, 1 y 10 mM) y dantrolene
(10, 25 y 100 uM) sobre receptores de ryanodina; Xestospongina C (10 y 100
nM) sobre receptores IP3 y tapsigargina (10 nM, 100 nM y 1 uM) sobre
SERCA. Este grupo de farmacos tiene como caracteristica comun la
liposolublidad, por lo que atraviesan facilmente membranas biolégicas. La libre
difusion hace que afecten tanto la terminal presinaptica, como la postsinaptica,
lo que hace imposible discriminar entre componentes pre y postsinapticos. Para
discriminar el papel de los depdsitos de calcio IP3 dependientes presinapticos
de los postsinapticos en otro grupo de experimentos se empleo heparina, un
farmaco hidrosolule, no permeable que bloquea receptores IP3.

La solucion con bajo calcio o el farmaco permeable se aplican en la
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solucion de bafio del ganglio durante 20 a 40 minutos, previo al tren
condicionante, con el fin de garantizar la estabilizacion del PAC. En el caso de
la heparina se aplicé en el nervio preganglionar, en el nervio postganglionar o
en ambos mediante electrodos de succidn cargados con solucion de heparina.
C. Analisis de datos.

Para evaluar el fenomeno de LTP se miden las amplitudes de los potenciales
obtenidos antes del tren condicionante e inmediatamente posterior a este y
durante una hora. Los datos de cada experimento se grafican como una curva
temporal en la cual en el eje X esta el tiempo y en el eje Y las amplitudes

relativas post tren condicionante, calculadas como la razén entre la amplitud del

PAC basal y las amplitudes de los PAC post-tren: AR/Rp=R:/Rp-1 (R; = PAC
post-tren; Rp = PAC pre-tren). La grafica de cada experimento se ajusta a una

funcién doble exponencial:  f(t)=f(0)+ae ™ +ce?

Se obtienen cuatro parametros: a, 71, c y 72, los cuales permiten comparar la
primera y la segunda LTP. Los parametros a 'y 71, de la primera exponencial, se
emplean para evaluar el componente rapido o potenciacion post-tetanica (PTP).
De la segunda exponencial se obtienen los parametros ¢ y 72, que permiten
calcular los pardmetros para evaluar el componente lento o LTP: Duracién de
la LTP, es el tiempo de caida de la LTP hasta llegar al 20% (f(t)=0.2) por arriba
del valor control. Extensiéon de la LTP, es el area bajo la curva obtenida por
integracion desde el tiempo cero (t=0) hasta el momento en que se llega al 20%
(f(t)=0.2) de la potenciacion (figura 5A). La constante de la funcién f(0) se igual6

a cero para mejorar ajuste de los datos experimentales.
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Figura 5. Curso temporal y parametros evaluados en la LTP de GCS. A: Grafica del curso
temporal de la LTP y su ajuste a una funcién doble exponencial. Los parametros evaluados para
comparar la primera y la segunda LTP fueron: para el componente rapido (o PTP), coeficiente a
y la constante de tiempo zl1. Para el componente lento (o LTP): Duracién de la LTP, es el
tiempo de caida de la LTP hasta llegar a 20% (t20) por arriba del valor control. Extensidn de la
LTP, es el area bajo la curva obtenida por integracién desde el tiempo cero (f(0)) hasta el
momento en que se llega al 20% de la potenciacion (f(t)=0.2). El inserto muestra los PACs
registrados en la terminal posganglionar antes y después de hexametonio (0 — 1) y a los 0.5, 5,
20, 35 y 60 minutos postren. Barras de calibracién 0.5 mV y 20 ms. B: Curso temporal de dos
LTP consecutivas empleadas como control y parametros de los componentes rapido y lento de
la LTP. Solo se observaron diferencias significativas en la magnitud del PTP (2.28 = 0.23 vs.
1.52 + 0.17; p=0.01). La constante de tiempo (t1) de la PTP no mostro diferencias significativas
(0.76 £ 0.09 vs. 0.61 + 0.1 min; p=0.25). El componente lento o LTP presentd una duracion
(74.59+ 5.8 vs. 71.69 * 8.7 min; p=0.77) y extension (31.99 + 3.17 vs. 29.38 + 2.85; p=0.14),
que tampoco mostraron diferencias significativas (Vargas et al. Dev Neurobiol, 2007).

Para el analisis estadistico empleamos la prueba de t de Students de muestras
independientes para experimentos con diferentes concentraciones de calcio y
con heparina. En los experimentos con cafeina, dantrolene, Xestospongina C y
tapsigargina empleamos la prueba de t pareada. El nivel de significancia fue de

P<0.05.
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7. RESULTADOS

A. Dos LTPs inducidas de manera consecutiva no muestran

diferencias significativas.

Los parametros del componente rapido después del primer tren condicionante
fueron: magnitud de la PTP 2.28+0.23 y constante de tiempo de 0.76+0.09
minutos. En el segundo tren la magnitud se redujo significativamente en un 33
% (1.521£0.17, p=0.01), la constante de tiempo no presentd diferencias
significativas (0.61£0.1, p=0.25). En cuanto a los parametros de la primera y
segunda LTP no se presentaron diferencias significativas (figura 5B): duracion
de la LTP (74.615.8 vs. 71.7+£8.7 min; p=0.77); extensién de la LTP (32.0+3.2
vs. 29.41+2.9; p=0.14). Estos resultados son similares a datos obtenidos en el
laboratorio en trabajos previos (Cifuentes et al., 2004).

B. Efecto del calcio extracelular en la transmision sinaptica de GCS.
Para estudiar el efecto del calcio extracelular tanto en la transmision basal
como en la LTP se registr6 el PAC ganglionar en solucion de Krebs
inicialmente y luego se cambio6 el Krebs por soluciones con cada una de las
concentraciones de calcio a evaluar (0.1, 0.2, 0.5, 1 y 5 mM) en forma
independiente. Luego de 30 minutos (ya estabilizada la transmision basal) se
registra el PAC en condiciones de calcio extracelular modificado y se induce la
LTP.

e Efecto del calcio extracelular en la transmision basal de GCS.

La disminucion del calcio extracelular ocasioné una reduccion del PAC (figura

6A), el efecto fue mayor con bajas concentraciones (0.1 y 0.2 mM) en donde
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la amplitud del PAC se redujo en forma significativa 70£10% (p=0.022) y
39+15% (p=0.016), respectivamente. Concentraciones de calcio 0.5 y 1 mM
no afectaron en forma significativa el PAC (p=0.088 y p=0.063). Con calcio 5

mM el cambio en el PAC tampoco fue estadisticamente significativa (p=0.09).

A B C

- 400-
[Ei %TM =350 —--w-- % LTP decay * |
02 E200 o % LTPextent * ]

—— 0. o~ /
—~ 0.5 = '
o 1 i

Rasss=is

: : i d=3
0.1 02 05 1 25 0 10 20 30 40 50 60

log [Ca™] mM tiempo (minutos)

Figura 6. Distintos efectos de diferentes concentraciones de calcio extracelular en la
transmision basal y la LTP. A: Curva dosis-respuesta de concentracion de calcio extracelular
vs. porcentaje de amplitud del PAC, 100% corresponde a 2 mM de calcio. Se observa
reduccion del PAC con 0.1 (70£10%, p=0.02) y 0.2 mM (39+15%, p=0.01). No se observaron
diferencias significativas con otras concentraciones. Inserto muestra PAC registrados antes y
después de someter el gcs a concentraciones de calcio extracelular de 0.1, 0.2,0.5,1,2y 5
mM. Barras de calibracion 0.5 v y 20 ms. B: Curso temporal de la LTP a las diferentes
concentraciones de calcio evaluadas. C: Curva dosis-respuesta de concentracion de calcio
extracelular vs. porcentaje de duracion (A) y extension de LTP (A) se observaron cambios en
ambos parametros con calcio 0.2 mM: 70.8+1.0%, p=0.003; 63.3+8.8%, p=0.001,
respectivamente; y calcio 0.5 mM: 67.624.5%, p=0.00001; 58.412.3%, p=0.0002,
respectivamente. No se presentdé LTP con calcio 0.1 mM. Con calcio 5 mM LTP tanto la
duracién como la extensién se incrementaron: 341+£48.9% (p=0.01) y 273+23.3% (p=0.02)
respectivamente.

e Efecto del calcio extracelular en la LTP de GCS.
No se presentd LTP con concentraciones de calcio 0.1 mM, mientras que se
presentd LTP con las otras concentraciones evaluadas. Los parametros del

componente rapido se afectaron en forma significativa con concentraciones de
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calcio 0.2 mM y 0.5 mM. Especificamente se observaron diferencias
significativas en la constante de tiempo con calcio 0.2 mM (control 0.76+0.09
vs. 0.29+£0.07, p=0.004) y calcio 0.5 mM (control 0.76+0.09 vs. 0.37+0.04,
p=0.005). Con concentraciones de calcio 1 y 5 mM no se observaron
diferencias significativas ni en la magnitud, ni en la constante de tiempo.

Tabla 1. Efectos de diferentes concentraciones de calcio extracelular en
los componentes rapido y lento de la LTP.

Experimental

Type n PTP(a) P value PTP(t1) P value LTP decay P value LTPextent P value
Control 8 2.28+0.23 0.76+0.09 . 7459458 . 31.99£3.17 0.001*
Calcio02 3 212:041 %7° oo20r007 0004 24774744 0003" 44711083

Control 8 2.280.23 0.76+0.09 . 7459458 .31.99+3.17  0.0002*
Calcio05 6 272:032 222 0371004 0005 94434335 000001 435510773

Control 8 2281023 o 0765009 .0 745058 .o 31.99£317 09
Calcio1 3 274+066 O 0.39:021 O 104.60+21.62 - 34.10+8.45

Control 8 228023 g 076:009 (.. 7450458 .. 31.99£317 0.02"
Calcio5 4 220:040 O 0.89+023 254.46+36.50 - 74.52+9 52

El mantenimiento de la LTP también es dosis-dependiente: Se redujo la
duracién y la extensién de la LTP con respecto al control con concentraciones
de calcio de 0.2 (70.8+1.0%, p=0.003; 63.3+8.8%, p=0.001, respectivamente)
y 0.5 mM (67.6+4.5%, p=0.00001; 58.4+2.3%, p=0.0002). Los parametros de
la LTP con calcio 1 mM no fue diferente significativamente del control. Con
concentraciones de calcio de 5 mM se observd un incremento significativo en
la duracién (341+48.9% p=0.01) y la extension (233+23.3% p=0.02) de la LTP
(tabla 1; figura 6B y 6C).

C. Efecto del calcio de las pozas intracelulares en la transmision

sinaptica de GCS.

En el segundo grupo de ensayos se evalud, en forma separada, el efecto
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tanto en la transmision basal como en la LTP ganglionar de farmacos que

actuan sobre diferentes receptores o bombas de los depdsitos intracelulares:

cafeina y dantrolene que actuan sobre receptores de ryanodina;

Xestospongina C que bloquea receptores IP3 vy tapsigargina que bloquea la

bomba SERCA. Este grupo de farmacos tiene como caracteristica comun la

liposolublidad, por lo que atraviesan facilmente membranas bioldgicas. El

efecto comun de todos ellos es que interfieren con los mecanismos CICR,

bien sea bloqueando la liberacion de calcio (dantrolene, Xestospongina C) o

agotando las reservas de calcio intracelular (cafeina, tapsigargina).

e CICR précticamente no contribuye a la transmision basal de GCS.
Se evaluaron los efectos sobre la transmision basal de cafeina, dantrolene,
xestospongina y tapsigargina a diferentes concentraciones. Observamos que
cafeina solo a la dosis mayor de 10 mM redujo la amplitud del PAC un 74+£15%
(p=0.01) mientras que dosis de 0.5 mM y 1 mM no alteraron el PAC (figura 7A).
Los otros tres farmacos evaluados: dantrolene, Xestospongina C y tapsigargina
tampoco afectaron significativamente el PAC (figura 7B-D).
e El vaciamiento del calcio del RE por cafeina disminuye la LTP.

Para las diferentes concentraciones evaluadas (0.5, 1 y 10 mM) el componente
rapido, solo se afecté con cafeina 0.5 mM en donde la constante de tiempo se
redujo significativamente un 60.8+9.4% (0.74+£0.12 vs. 0.29+0.07, p=0.04, figura

8C; tabla 2).
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Figura 7. Efecto de diferentes farmacos en la transmision basal de GCS. A: Cafeina 0.5 mM, 1
mM y 10 mM. B: Dantrolene 10 puM, 25 uM y 100 uM. C: Xestospongina C 10 nM y 100 nM. D:
Tapsigargina 10 nM, 100 nM y 1 uM. Los insertos muestran los PAC registrados antes y
después de la aplicacion de cafeina (A) y dantrolene (B). Barras de calibracién 0.5V y 10 ms.

Se observé una reduccidn significativa en la duracion de la LTP: 77.5+£3.6%

(p=0.005) con respecto al control con 10 mM de cafeina; 74.4+5.4% (p=0.02) de

reduccion con 1 mM y 68.1£6.4% (p=0.004) con 0,5 mM. En la extension de la

LTP se presentaron cambios similares: del 77.8+4.1% (p=0.02) con 10 mM de

cafeina, del 73+6.7% (p=0.02) con 1 mM y del 62.3+6.9 % (p=0.01) con 0.5 mM

(figura 8A — D; tabla 2).
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e El blogueo de RyR por dantroleno reduce laLTP.
Para las diferentes concentraciones evaluadas de dantroleno (10, 25 y 100 uM)
el componente rapido de la LTP no se afect6 en forma significativa. La duracion
de la LTP se redujo en forma significativa en todos los casos: 81.8+2.8%
(p=0.007) de reduccién con respecto al control con 100 uM de dantrolene,
65.246.7% (p=0.02) con 25 pyM y 58.7+3.9% (p=0.001) con 10 pM. En la
extension de la LTP se presentaron cambios similares: reduccion del 69.3+4.8%
(p=0.01) con 100 pM, del 49.0+11.5% (p=0.01) con 25 uM y del 51.945.7%
(p=0.001) con 10 uM (figuras 9A — D; tabla 2).

e El bloqueo de los receptores IP3 con Xestospongina C inhibe la

LTP.

Para las diferentes concentraciones de Xestospongina C evaluadas (100 y 10
nM) no se observaron diferencias significativas en los parametros del
componente rapido. Se observd una reduccion significativa de la duracion de la
LTP: 74.6+7.2% (p=0.03) con 10 nM y 80.41+4.7% (p=0.003) con 100 nM. En la
extension de la LTP se presentaron cambios similares: reducciéon del 65.1£9.4%
(p=0.03) con 10 nM vy del 75.3£7.5% (p=0.002) con 100 nM (figura 10A — B;

tabla 2).
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Figura 8. Efecto de la activacion de RyR con cafeina en la LTP. A, B y C muestran el curso
temporal y los parametros de los componentes rapido y lento de la LTP control (o) y con cafeina
(®) a concentraciones de 10 mM, 1 mM y 0.5 mM respectivamente. D: Curva dosis-respuesta de
concentracion cafeina vs porcentaje de duracion (A) y extension de LTP (A). La constante de
tiempo del componente rapido se afecto con cafeina 0.5 mM (C) en 60.8+9.4 % (p=0.04). Las
tres dosis redujeron tanto la duracion (A) en 77.5£3.6%, p=0.005; 74.415.4% p=0.02 y
68.1£6.4%, p=0.004, respectivamente; como la extensiéon de la LTP (A) en 77.8+4.1%, p=0.02;
7316.7%, p=0.02 y 62.3+6.9 %, p=0.01, respectivamente (u. a. unidades arbitrarias).
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Figura 9. Efecto del bloqueo de RYR con dantroleno. A, B y C muestran el curso temporal y los
parametros de los componentes rapido y lento de la LTP control (o) y con dantroleno (e) a
concentraciones de 100 uM, 25 uM y 10 uM respectivamente. D: Curva dosis-respuesta de
concentracion dantroleno vs porcentaje de duracién (A) y extensién de LTP (A). Las tres dosis
redujeron tanto la duracion (A): 81.8+2.8%, p=0.007; 65.2+6.7%, p=0.02 y 58.7+3.9%, p=0.001,
respectivamente; como la extension de la LTP (A): 69.314.8%, p=0.01; 49.0£11.5%, p=0.01y
51.9+5.7%, p=0.001, respectivamente (u. a. unidades arbitrarias).
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Figura 10. Efecto del bloqueo de IP3R con Xestospongina C en la LTP de GCS. A y B muestran
el curso temporal de la LTP control (o) y experimental (e); y los parametros de los componentes
rapido y lento de la LTP con concentraciones de 10 y 100 nM. El componente rapido no se
afecto a las dosis evaluadas. Se observd reduccion significativa en duracion (80.4+4.7%,
p=0.003 y 74.6+7.2%, p=0.03) y extensién de la LTP (75.317.5%, p=0.002 y 65.1£9.4%, p=0.03;
u. a. unidades arbitrarias).

e El bloqueo de labomba SERCA con tapsigarginareduce laLTP.
La constante de tiempo del componente rapido se redujo 54.2+13.2%; (p=0.02)
con 10 nM de tapsigargina. No se observaron diferencias significativas en los
parametros del componente rapido con las otras concentraciones evaluadas. En
cuanto al componente lento o LTP se observd una reduccion significativa de la
duracién: 61.8+6.8% (p=0.005) de reduccion con 10 nM, del 67.1£7.7%
(p=0.02) con 100 nM y del 68.91£6.3% (p=0.006) con 1 uM (figura 11A - D). En
la extension de la LTP se presentaron cambios similares: reduccion del
53.246.8% (p=0.01) con tapsigargina 10 nM, del 59.0+£12.5% (p=0.01) con 100

nM y del 62.8+5.3% (p=0.002) con 1 uM de tapsigargina (figura 11A — D; tabla

2).
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Figura 11. Efecto del bloqueo de SERCA con tapsigargina en la LTP de GCS. A, By C
muestran el curso temporal y los pardmetros de los componentes rapido y lento de la LTP
control (o) y con dantrolene (e) a concentraciones de 1 uM, 100 nM y 10 nM respectivamente.
D: Curva dosis-respuesta de concentracion tapsigargina vs porcentaje de duracion (A) y
extension (A) de LTP. Las tres dosis redujeron tanto la duracion: 68.9+6.3%, p=0.006;
54.2+13.2, p=0.02 y 61.846.8%, p=0.005, respectivamente; como la extensién de la LTP:
62.845.3% %, p=0.002; 59.0£12.5%, p=0.01 y 53.2+6.8%, p=0.009, respectivamente (u. a.
unidades arbitrarias).
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Tabla 2. Efectos de los farmacos evaluados en los componentes rapido y

lento de la LTP.

Experimental

type n PTP(a) P value PTP(z1) P value LTP decay P value LTP extent P value
1st train 2.2840.23 . 0.76£0.09 7459458 31.9943.17

2nd train 8 1521017 901" oe1x01 92 7469187 077 293siogs 014
1st train 2.88+1.32 0.59+0.17 80.2148.06 . 31394433 .
Caff1omM * 536:181 222 016:011 0%  1goas28s 0005 go7i131 0.02
1st train 2.4120.64 0.57+0.16 66.61£12.3 . 26.61+4.27 .
CaffimM  ° 152:044 911 ga3:0.10 922 17.00:363 0% 708i178 002
1st train 2.15+0.69 0.74+0.12 . 94.00+13.07 . 33.75+2.91 .
caf0.5mM  ° 1881057 0% 0205007 004 29951602 00047 1570493p 001
1st train 1.46£0.09 0.94+0.21 75.23+10.75 . 23.964152 .
Dant100 uM °  1.69¢0.13 026 027007 005  13esi212 00077 7364115 001
1st train 3.1441.14 0.430.09 88.54+2.63 . 30.6147.94 .
Dant25 M > 1.39¢030 017 064016 O4? 30841500 907 15614351 OO
1st train 1.03£0.28 0.92+0.30 59.07+4.02 . 23.9242.53 .
Dant10 M ° 092:033 94 060012 927 24304228 0001 yq5041.37 0001
1st train 1.4440.74 0.4640.18 93.39+17.61 . 29.34+3.74 .
XesC100nM % 1201025 968 2450028 014 1gossa37 00037 o445 49 0002
1st train 2.940.99 0.5+0.15 87.7+24.14 . 27.8445.37 .
XesC10nM 4 231125 94 oas008 947 2231631 903 ggoinez 003
1st train 1.8140.29 0.88+0.18 92.56+16.23 . 28.77+2.38 .
Taps 1M © 165:065 073 o047:018 010 28751586 0-006" 4g70:152 0.002
1st train 1.08+0.43 0.830.19 . 706141281 . .  27.37+3.81 .
Taps100nM 0 202:¢060 08%  038:0.11 092" 23204544 0027 41213342 001
1st train 1.56£0.41 1.04£0.21 113.0346.52 . 33.942.59 .
Taps 10nM ° 1.00:017 %21 oas:005 000 43212772 00057 4544034 0009

D. Grado de contribucion del calcio intracelular pre y postsinaptico en

la LTP del GCS.

Para determinar el grado de contribucién pre y postsinaptica de la liberacion de

calcio intracelular dependiente de IP3R, usamos la heparina por su propiedad

de bloquear estos receptores y de no atravesar membranas celulares. Las
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concentraciones de heparina soédica empleada fueron 100 y 200 ug/ml. La
heparina fue aplicada en el nervio preganglionar, el nervio posganglionar o en
ambos.

e El bloqueo simultaneo de los receptores de IP3 pre y postsinapticos

por heparinareduce laLTP.

Heparina 10& ug/ml N Heparina 200 pg/ml
3 Componente rapido 1 Oé 3 Componente rapido g
£ >
2 £ 8 3 1.0 E
2 'g G o2 £
= o} 2 2
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Figura 12. Efecto de bloqueo de IP3R pre y postganglionar con heparina en la LTP de GCS. En
cada una se muestra el curso temporal y los parametros de los componentes rapido y lento de
la LTP control (o) y con heparina (e) a concentraciones de 100ug/ml (A) y 200ug/ml (B)
respectivamente. Las dos dosis redujeron tanto la duracion: 68.9+6.3%, p=0.006; 54.2+13.2,
p=0.02 y 61.8+6.8%, p=0.005, respectivamente; como la extensién de la LTP: 62.8+5.3% %,
p=0.002; 59.0£12.5%, p=0.01 y 53.2+6.8%, p=0.009, respectivamente (u. a. unidades
arbitrarias).

No se observaron diferencias significativas en los parametros del componente
rapido con las dos concentraciones evaluadas, mientras que el componente
lento si se afectd. Con 100 pg/ml de heparina se observé una reduccién
significativa en la duracion de la LTP: 61£7% (p=0.02) y en la extensién de la

LTP: 56+10% (p=0.02). También se observaron cambios significativos con
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heparina 200 pg/ml: La duracién de la LTP se redujo 55+7% (p=0.003); la

extension de la LTP se redujo 52+8% (p=0.005) (figura 12A — B; tabla 3).

Tabla 3. Efecto de la heparina en los componentes rapido y lento de la

LTP.

Experimental

type n PTP(a) P value PTP(t1) P value LTP decay P value LTPextent P value
Control 4 1.30£0.19 0.49+0.13 95.83+16.11 . 35034542 )
Hep pre-post100 4 097+¢021 929 o70:012 030 38514671 002" 15204338 002
Control 5 1.70+0.42 0.63+0.16 74.4818.09 ., 29.03+3.07 )
Hep pre-post200 5 0.86025 013 o73:021 971 3369:a86 0093 13871239 0000
Control 5 1.38:0.16 0.630.11 88.43+15.14 . 29.746.02 .
Heppre100 5 1062024 931 oa1z016 02 3goos673 002" 12601184 003
Control 5 1.65:0.00 0.59+0.08 92.68+10.62 ., 29.85:4.22 )
Heppre200 5 152¢0.15 9% oa40x010 020 2820:434 0001 41401149 0003
Control 5 1.23+0.41 0.56+0.11 81.46+8.27 ., 28.56£3.62 )
Heppost100 5 094%020 ©°° o050:016 078 32743575 0001 4554005 0005
Control 3 1.43+0.23 0.630.06 104.57+3.09 , 41641281 )
Heppost200 3 091:0.12 91 oe2r015 097 o2eee:572 000037 4197:058 0001
Control 5 1.62:0.31 0.62£0.17 103.18+9.96 37.49+3.28
Hepext200 5 125:021 %10 0501011 922 ogosse1547 934 30354649 027

e El bloqueo presinaptico de los receptores de IP3

disminuye la LTP.

por heparina

Cuando se aplicdé heparina en el nervio preganglionar no se observaron

cambios en los parametros del componente rapido de la LTP. El bloqueo de

IP3R preganglionar con heparina redujo los parametros del componente lento

de la LTP. Con heparina 100 pg/ml se observé una reduccion significativa en la

duracion de la LTP: 56+8% (p=0.02) y en la extension de la LTP: 58+8%

(p=0.03). También se observaron cambios significativos con heparina 200

ug/ml: La duracion de la LTP se redujo 70£5% (p=0.001); la extension de la LTP
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se redujo 62+5% (p=0.003) (figura 13 A — B; tabla 3).

Heparina 100 ug/ml Heparina 200 pg/ml
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Figura 13. Efecto de bloqueo de IP3R preganglionar con heparina en la LTP de GCS. En cada
una se muestra el curso temporal y los parametros de los componentes rapido y lento de la LTP
control (o) y con heparina (o) a concentraciones de 100ug/ml (A) y 200ug/ml (B)
respectivamente. Las dos dosis redujeron tanto la duracion: 68.916.3%, p=0.006; 54.2+13.2,
p=0.02 y 61.8+6.8%, p=0.005, respectivamente; como la extensién de la LTP: 62.8+5.3% %,
p=0.002; 59.0£12.5%, p=0.01 y 53.2+6.8%, p=0.009, respectivamente (u. a. unidades
arbitrarias).

e EI bloqueo postsinaptico de los receptores de IP3 por heparina
inhibe la LTP.

Con las dosis de heparina evaluados no se observaron cambios significativos
en los parametros del componente rapido de la LTP ganglionar. El bloqueo de
IP3R postganglionar con heparina redujo los parametros del componente lento
de la LTP. Con heparina 100 ug/ml se observé una reduccioén significativa en la
duracién de la LTP: 60+7% (p=0.001) y en la extension de la LTP: 57+8%
(p=0.005). También se observaron cambios significativos con heparina 200
ug/ml: La duracion de la LTP se redujo 75£5% (p=0.0003); la extension de la

LTP se redujo 73+6% (p=0.001) (figura 14 A — B; tabla 3).
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Figura 14. Efecto de bloqueo de IP3R postganglionar con heparina en la LTP de GCS. En cada
una se muestra el curso temporal y los parametros de los componentes rapido y lento de la LTP
control (o) y con heparina (e) a concentraciones de 100ug/ml (A) y 200ug/ml (B)
respectivamente. Las dos dosis redujeron tanto la duracion: 68.9+6.3%, p=0.006; 54.2+13.2,
p=0.02 y 61.8+6.8%, p=0.005, respectivamente; como la extension de la LTP: 62.845.3% %,
p=0.002; 59.0+12.5%, p=0.01 y 53.2+6.8%, p=0.009, respectivamente (u. a. unidades
arbitrarias).
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8. DISCUSION Y CONCLUSIONES

Los resultados muestran que la transmision basal y la LTP tienen
requerimientos minimos (umbrales) de calcio extracelular distintos; mientras
que la transmision basal se sostiene en un 75% con la cuarta parte de la
concentracion fisiologica extracelular de calcio, la LTP requiere al menos de 1
mM (50% del control) para expresarse. La dosis efectiva media fue de 0.16 mM
para la transmision basal y de 0.57 mM para la LTP. De manera interesante
encontramos diferente saturacion de la TB y la LTP frente a elevaciones de
calcio por arriba de la concentracion normal; mientras que 5 mM no tuvo un
efecto significativo sobre la transmision basal con respecto a la TB control (la
sefal se saturo), si se presenté un aumento significativo de la LTP con respecto
a la LTP control (la respuesta no se satura).

Por otra parte encontramos que el calcio liberado de los reservorios
intracelulares es esencial para la LTP, mientras que practicamente no participa
en la transmision basal.

Finalmente, nuestros resultados muestran que la liberacion de calcio
intracelular inducida por calcio (CICR) medida a través del bloqueo de los
receptores de IP3 con heparina, participa tanto pre, como postsinapticamente
en la LTP, lo que apoya la propuesta de que este fendmeno de plasticidad de la
transmision sinaptica ganglionar es un proceso transinaptico.

A. Calcio y transmision basal ganglionar.
En la sinapsis ganglionar al igual que en otras sinapsis la entrada de calcio, via

canales de calcio activados por voltaje, induce la liberacion del neurotransmisor
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clasico acetilcolina, almacenado en vesiculas claras adosadas a la zona activa
(Heidelberg et al., 1994). Una disminucion del calcio extracelular reduce el
gradiente de calcio entre el medio extracelular e intracelular y con ello la
entrada de calcio. Esta condicion conduce a una disminucion en la liberacion de
neurotransmisor (Alkadhi y Hogan, 1989), situacién que también ocurre al
bloquear canales de calcio dependiente de voltaje (Cifuentes et al., 2004). En
nuestro trabajo se observo transmision sinaptica con 0.1 mM de calcio, mientras
gue a esa misma concentracién no hay LTP ganglionar y se obtuvo 80% de TB
con el 25% del calcio extracelular normal. La concentracion de calcio tedrica
para alcanzar el 50% de la TB es de 0.16 mM. El bajo umbral de calcio
requerido para la transmision basal implica que en condiciones normales (calcio
extracelular = 2 mM) esta ocurre con niveles de calcio extracelular muy por
arriba de los requerimientos minimos de calcio extracelular. Por otro lado se
observé que la transmision basal ganglionar es un fenbmeno saturable ya que
incrementos de calcio extracelular por arriba de la concentracion normal no
aumentan el PAC, lo cual coincide con lo reportado en la literatura (Muller et al.,
1987). Para explicar el fendmeno de saturacion en la TB se plantea la
posibilidad de que la presencia de proteinas citoplasmaticas amortiguan el
exceso de calcio libre y con ello la posible sobreactivacion de procesos
dependientes de calcio (Nohmi et al., 1992). Otra posible explicacion es que la
activacion de canales de potasio dependientes de calcio disminuirian la
excitabilidad neuronal, esto puede disminuir la liberacion de acetilcolina en la
terminal presinaptica o disminuir la respuesta al neurotransmisor en la terminal

postsinaptica (Kuba et al., 1983; Akita y Kuba, 2000). Dado que la transmision
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basal depende principalmente de la entrada de calcio extracelular (Peng, 1996;
Cong et al., 2004), la CICR vy la liberacién de calcio mitocondrial solamente
contribuirian, en este fenbmeno, a modular y a determinar la morfologia del
potencial de accion (Locknar et al., 2004).
B. Calcio y LTP ganglionar.

La LTP fue planteada en los trabajos iniciales de Briggs y McAfee (1988) como
un fendmeno dependiente de calcio. Alli se demostré que la ausencia de calcio
extracelular impide la expresion de la LTP. Mas recientemente se ha mostrado
que el bloqueo de canales de calcio dependientes de voltaje afectan tanto la
duracién como la extension de la LTP (Cifuentes et al., 2004). Se ha propuesto
que el mantenimiento de la LTP depende no solo del neurotransmisor principal,
sino ademas de cotransmisores, como los neuropéptidos, almacenados en
vesiculas grandes de nucleo denso (LDCV), los cuales al ser liberados por
estimulacion de alta frecuencia inducirian cambios en la respuesta de la
neurona postsinaptica (activacion de segundos mensajeros, sintesis de
proteinas, expresion de genes) . Para la liberacion del cotransmisor, los
depositos de calcio intracelular serian fundamentales al garantizar niveles de
calcio citoplasmaticos suficientes (200 - 400 nM) para mantener los procesos de
movilizacion, adhesion y fusion de LDCV (Bachoo et al., 1992b; Peng, 1996;
Cifuentes et al., 2004). Esto implica que la LTP depende predominantemente de
los fendmenos de CICR, que a su vez depende de un gradiente de calcio extra-
intracelular adecuado que garantice mantener los depdsitos de calcio
(Lipscombe et al., 1988; Tang y Zucker, 1997; Peng, 1996; Cong et al., 2004).

La entrada masiva de calcio durante un tren condicionante satura los sistemas
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de eliminacion y/o recaptura, lo que provoca que el calcio citoplasmatico se
mantenga por arriba de su nivel basal (teoria del calcio residual), lo que dispara
los mecanismos CICR y con ello aumenta la probabilidad de liberacion del
inductor de la LTP. La relacion CICR vy liberacion de cotransmisor fue
demostrada en anfibios por Peng (1996), en este trabajo se mostré la
importancia de los depdsitos de calcio dependientes de RyR, la frecuencia de
estimulacion (> 20 Hz) y el umbral minimo de calcio intracelular necesario para
la liberacion del péptido LHRH (hormona liberadora de hormona luteinizante).

En la liberaciéon del calcio de los depdsitos intracelulares van a participar
los receptores de RYR e IP3R. La actividad de estos esta determinada por la
concentracion de calcio citoplasmatico ya que determinados niveles de calcio
aumentan la probabilidad de apertura (Bezprozvanny et al., 1991, Finch et al.,
1991). Esto implica que la disminucion de la concentracion de calcio
extracelular y la disminucién de su gradiente, que afectaria la entrada de calcio,
disminuiria la concentracion de calcio en los microdominios y con ello reduciria
la probabilidad de liberacion de calcio de los depdsitos intracelulares a través de
mecanismos CICR (Sobie et al., 2006).

Los experimentos realizados con farmacos permeables que actuan sobre
RYR, IP3R y SERCA muestran que tanto la activacion de RYR, como el
bloqueo de RYR, IP3R y SERCA afectan en forma negativa y dosis dependiente
el mantenimiento de la LTP. Esto concuerda con el efecto de estos farmacos a
nivel celular: vaciamiento de los depdsitos de calcio con cafeina y tapsigargina,
o bloqueo de la liberacion de calcio hacia el citoplasma con dantrolene y

Xestospongina C. Para lograr tales efectos se seleccionaron concentraciones
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de farmacos que garantizaran su accion sobre el receptor, evitando los posibles
efectos en otras moléculas blanco que algunos de estos farmacos presentan.

Cafeina, por ejemplo, tiene efectos adicionales como inhibicion de la
fosfodiesterasa (PDE) y antagonismo de receptores de adenosina. Estos
efectos se descartan en el presente trabajo, ya que se ha demostrado que la
inhibicion de PDE provoca un aumento en los niveles de AMPc lo cual
incrementa la transmision sinaptica. Esto se ha confirmado con la aplicacion de
analogos de AMPc o inhibidores de PDE (Hogan et al., 1998b). De igual forma
la activacion de receptores de adenosina inhibe la transmision sinaptica y
deprime la LTP y el bloqueo de estos receptores con antagonistas, como las
metilxantinas, facilita la LTP (Briggs y McAfee, 1988; Hogan et al.,, 1998a). El
efecto observado con cafeina es totalmente opuesto al esperado si se actuara
sobre PDE o sobre receptores de adenosina. En el caso de Xestospongina C se
ha cuestionado su selectividad por IP3R y se argumenta que también actla
sobre SERCA sin embargo este efecto se logra con dosis en el rango de uM
(De Smet et al., 1999; Castonguay y Robitaille, 2002). De tapsigargina se ha
descrito que bloquea canales de calcio tipo L y N en neuronas del ganglio de la
raiz dorsal y disminuye corrientes en canales de calcio tipo T y L en células
adrenales, sin embargo esto se observa a concentraciones de 0.2 — 2 uM
(Laporte et al., 2004).

En el presente trabajo se observa que la LTP es mas sensible a los
cambios de calcio extracelular que la transmision basal ya que mientras con el

25% de calcio extracelular normal se obtuvo el 80% de TB, con la misma
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concentracién apenas se alcanz6 un 32% de la LTP inducida con calcio normal.
La concentracidn de calcio teorica para alcanzar el 50% de la LTP es de 0.75
mM de calcio extracelular. Esto concuerda con trabajos previos que muestran
que la facilitacion es un fendmeno que requiere elevacibn de calcio
citoplasmatico, de mayor magnitud que la necesaria para inducir la transmision
basal, y la presencia de calcio residual (Peng, 1996; Lin et al., 1998; Burnashev
y Rozo, 2005). Los experimentos realizados modificando el calcio extracelular
permiten inferir que concentraciones de calcio por debajo de la concentracion
normal, probablemente reducen los depdsitos de calcio intracelular, con lo que
se reduce la probabilidad de activar los mecanismos CICR. De la misma
manera, la elevacion del calcio extracelular genera un mayor flujo de calcio
durante el tren condicionante lo que incrementa el calcio residual, al cual se
suma el calcio liberado de los depositos y con ello aumenta la probabilidad de
liberar el inductor.

C. Participacién pre y postganglionar de calcio intracelular en LTP.
Trabajos recientes muestran la participacion de los depdsitos intracelulares de
calcio en mecanismos presinapticos y postsinapticos (Lipscombe et al., 1988;
McPherson et al., 1991; Nohmi et al., 1992; Cong et al., 2004; Patterson et al.,
2004; Verkhratsky, 2004). Algunos han explorado la contribucion diferencial de
los depaositos intracelulares de calcio pre y postsinapticos en la funcion neuronal
del SNC (Ross et al., 2005; Kelly et al., 2005; Furutani et al., 2006); o del SNA
(Cong et al, 2004). A nivel presinaptico se ha mostrado como la actividad de los
receptores metabotropicos (autoreceptores para bradikinina, glutamato,

acetilcolina) pueden modular positiva (Nash et al., 2004) o negativamente
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(Edelbauer et al., 2005) la liberacion del neurotransmisor. Por el contrario, la
presencia de receptores ionotrépicos a este nivel, por lo general permeables a
calcio (receptores P2X, nicotinicos) pueden activar mecanismos CICR vy facilitar
la liberacion del neurotransmisor (Brain et al., 2001; Rodrigues et al., 2006). A
nivel postsinaptico se ha mostrado como la liberacién de calcio de los depdsitos
intracelulares se desencadena por la activacion de IP3R, en este mecanismo se
han implicado receptores glutamatérgicos (Furutani et al., 2006), purinérgicos y
gabaérgico (Saitow et al., 2005). Adicionalmente, se han reportado trabajos que
muestran el mantenimiento de la estructura sinaptica entre fibras paralelas y
células de Purkinje en cerebelo dado por la accidon conjunta de glutamato y
factor neurotréfico derivado de cerebro (BDNF; Furutani et al., 2006) o el efecto
de receptores purinergicos tipo P2Y pre y postsinapticos que modulan la
transmision GABAérgica entre interneuronas y células de Purkinje en cerebelo
(Saitow et al., 2005).

En nuestros experimentos para determinar el grado de contribucién pre y
postsinaptico del CICR mediado por IP3, empleamos heparina con el fin de
garantizar el bloqueo de IP3R en forma compartamental. Lo observado permite
afirmar que los depdsitos de calcio intracelular IP3-dependientes presinaptico y
postsinaptico participan en forma equivalente en la LTP ganglionar y que su
efecto no es aditivo.

D. Conclusiones generales.

En conclusion y basados en los resultados experimentales globales obtenidos y
lo reportado en la literatura, podemos concluir que los depositos de calcio

intracelular contribuyen a la generacioén de la LTP en ganglio cervical superior
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de rata, a través de mecanismos CICR (figura 15). El efecto de este calcio
intracelular podria discriminarse a dos niveles: pre y post sinaptico. A nivel
presinaptico puede estar determinando ademas de la movilizacién de vesiculas
claras de la zona de reserva a la zona activa, el incremento en la probabilidad
de liberacién de neuropéptidos contenidos en LDCV. A nivel postsinaptico la
liberacion de calcio de los depositos intracelulares puede estar regulando la
respuesta nicotinica, bien a través de procesos de vesiculacion vy
externalizacion de receptores nicotinicos, o bien por mecanismos de
sensibilizacion a través de la fosforilacion de receptores, mecanismos que son
regulados por procesos dependientes de calcio. Los niveles adecuados en la
reserva de calcio de los depdsitos intracelulares estan determinados a su vez
por la concentracion de calcio extracelular, ya que la liberacion de calcio via
CICR se acopla a una corriente de entrada de calcio (CRAC). La modificacion
en la concentracion del calcio extracelular puede alterar la corriente de entrada
y con ello el nivel de los depdsitos: reduccion o vaciamiento al disminuir el
calcio extracelular o saturacion al incrementarse el calcio extracelular por
encima de los valores normales. Todo esto lleva a plantear que la LTP debe ser
considerada como un fendmeno transinaptico en donde la participacion de la
terminal presinaptica es tan importante como la participacion postsinaptica.

En perspectiva, la LTP debe ser considerada como un fenémeno
susceptible de expresarse a todos los niveles del sistema nervioso; su comun
denominador es un incremento en la eficacia sinaptica, con lo que el sistema
nervioso garantiza mantener una respuesta adecuada en el tiempo. Aunque los

mecanismos desencadenantes no son los mismos en todas las regiones, el
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calcio, tanto intracelular como extracelular, si constituye el lenguaje comun que

garantiza la expresiéon y el mantenimiento de este fendmeno plastico.

Dantrolene
Cafeina

T. presinaptica T. postsinaptica

Heparina

Heparina

L Xestospongina C J
Tapsigargina

Figura 15. Contribucion del calcio extra e intracelular en la LTP ganglionar. A nivel presinaptico
la entrada de calcio via canales de calcio tipo N y P/Q favorece la liberacién de acetilcolina
(Ach) contenida en vesiculas claras en la zona activa. La entrada de calcio a través de canales
L, sumado al que entra por los tipo N y P/Q, aumenta el calcio intracelular que sensibiliza RyR e
IP3R, los cuales contribuyen a mantener los niveles de calcio citoplasmaticos elevados e
incrementar la probabilidad de liberacion de neuropéptidos (NP) contenidos en LDCV. A nivel
postsinaptico la despolarizacién de la membrana por activacion de receptores nicotinicos
(nAchR) aumenta la probabilidad de apertura de canales de calcio dependientes de voltaje e
incrementa los niveles de calcio citoplasmatico lo que sensibiliza RyR e IP3R y favorece la
liberacion de calcio de los depésitos intracelulares a lo que se suma la accién del cotransmisor
que al activar la via del IP3 incrementa la liberacién de calcio via IP3R. Con esto se mantienen
concentraciones de calcio elevado que puede estar regulando la respuesta nicotinica
(expresada en la LTP), bien a través de procesos de vesiculacion y externalizacién de




56

receptores nicotinicos, o bien por mecanismos de sensibilizacion a través de la fosforilacion de
receptores. La interferencia de la liberaciéon de calcio intracelular con farmacos libremente
permeables: dantrolene, Xestospongina C, la activacion de RYR con cafeina, o el vaciamiento
de las pozas intracelulares: cafeina y tapsigargina, alteran la expresion de la LTP. Para evaluar
el efecto de los depésitos de calcio dependientes de IP3R empleamos heparina aplicada bien
en la terminal pre, postsindptica o en ambas. El efecto en todos los casos fue reduccién en la
duracion de la LTP. Este esquema fue realizado con elementos de la figura No. 1 del trabajo de
Berridge (2006).
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10. APENDICE |
A.Generalidades de sistema nervioso autonomo.

El sistema nervioso autonomo (SNA; también conocido como sistema nervioso
vegetativo), es fundamental para garantizar la supervivencia del individuo. Su
papel es el de regular funciones vitales como la digestién, la circulaciéon
sanguinea, la respiraciéon y el metabolismo. Sus acciones incluyen: el control de
la fuerza de contraccién y la frecuencia cardiaca, la contraccién y dilatacién de
vasos sanguineos, la contraccion y relajacidon del musculo liso en varios
organos, acomodacion visual, tamafo pupilar y secrecién de glandulas
exocrinas y endocrinas. Tiene dos vias un componente de entrada o aferente
sensitiva y un componente de salida o eferente motor. La via aferente del SNA
se encarga de transmitir la sensacion visceral desde sensores periféricos
(ejemplo: barorreceptores y quimiorreceptores del seno carotideo y arco aortico)
y regula reflejos vasomotores (ritmo cardiaco, presion sanguinea) vy
respiratorios, entre otros. Las fibras aferentes llegan al sistema nervioso central
via nervios autondmicos principales como el nervio vago o neumogastrico,
nervios esplacnicos o nervios pélvicos (Guyton y Hall, 2005). La via eferente
transmite impulsos desde centros de control del sistema nervioso central,
situados en el tallo cerebral, el hipotdlamo, algunas porciones de la corteza
cerebral, como la corteza limbica, y la médula espinal hacia 6rganos periféricos.
A lo largo de la via se identifican dos neuronas en serie, una central con su
soma ubicado en el tallo cerebral o médula espinal, que hace sinapsis con la
otra neurona en los ganglios autonémicos periféricos, la que a su vez inerva los

organos blancos. EI SNA se divide funcionalmente en tres subsistemas con
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funciones complementarias y/o antagonicas:

1. Sistema parasimpatico o craneo-sacro: la primera neurona eferente se
encuentra en tallo cerebral o0 médula espinal sacra. El neurotransmisor en la
sinapsis ganglionar y en el érgano blanco es la acetilcolina. Es llamado también
sistema colinérgico.

2. Sistema simpatico: se constituye por una primera neurona eferente
ubicada en la medula espinal toraco-lumbar que envia sus axones hacia la
segunda neurona ubicada en una cadena de ganglios paravertebrales. El
neurotransmisor en la sinapsis ganglionar es la acetilcolina y en el érgano
blanco la noradrenalina. También es Illamado sistema adrenérgico o
noradrenérgico (Guyton y Hall, 2005).

3. Sistema entérico: forman un circuito independiente encargado de
regular la actividad del sistema gastro-intestinal y glandulas anexas (higado y
pancreas). Consta de agrupaciones de neuronas que se interconectan para
formar un plexo mientérico y uno submucoso que regulan tanto motilidad
(musculo liso), como actividad secretoria glandular (Guyton y Hall, 2005).

B. Ganglio cervical superior.
El ganglio cervical superior (gcs) es un 6rgano par que forma parte del sistema
nervioso auténomo simpatico. Esta ubicado en la regién cervical adosado a la
cara posterior de la bifurcacion de la arteria carétida comun; tiene forma ovoide
y un peso aproximado de 3 — 3,5 gms (figura A1; Banks, 1970; Case y
Matthews, 1986). Actua basicamente como una estacién de relevo a donde
llegan sefales eléctricas de control provenientes de la médula espinal, via

nervio preganglionar (tronco simpatico cervical) y de alli se transmite hacia
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organos efectores a través de dos nervios principales los nervios carotideo
interno y externo.

Estudios realizados en las ultimas décadas en ganglios simpaticos de
diferentes especies, han mostrado que el ganglio es una estructura altamente
dinamica y compleja capaz de modular la transmision sinaptica autondmica. En
esta modulacion participan diferentes factores que incluyen hormonales,
inmunoldgicos, nutricionales e incluso la edad del individuo (Wu et al., 1991;

Alkadhi et al., 2005).

zl.c0.
.'_I.c.n.

Figura Al. Ganglio cervical superior (S.c.g.). Se encuentra adosado a la bifurcacion de la
arteria carétida comun (C.c.a.). Presenta un nervio preganglionar (C.s.t.) y dos nervios
postganglionares (E.c.n.; l.c.n.) adosados a las arterias carétida externa (E.c.a.) y caroétida
interna (l.c.n.). Tomado de Case y Matthews. J physiol. 1986.
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e Estructura.
El gcs esta constituido por axones de neuronas preganglionares, neuronas
ganglionares, interneuronas y glia (Paxinos y Mai, 2004). Los axones
preganglionares pertenecen a neuronas cuyo soma esta ubicado en la columna
intermedio lateral (T1 —T4 principalmente; Lichtman et al., 1979) de la médula

espinal.

RAIZ GAHGLIO
POSTERIOR RAQUIDEO HERNIO |

RAMO COMUHNICANTE
-~ GRIS

A. POSTERIOR

A, INTERMEDIOLAT ‘

~ T RAMO

RAIZ COMUHICANTE BLANCO
& ANTERIOR  PHTERIOR
- GANGLIOS
SIMPATICOS

VISCERA

PERIVASCULARES

Figura A2. Relaciones estructurales del ganglio simpatico cervical de rata. Se observa la
neurona preganglionar en la médula espinal, que envia su axén por la raiz espinal anterior
(motora). De alli sale a uno de los ganglios simpaticos a través del ramo comunicante blanco.
En el ganglio hace sinapsis con la neurona ganglionar cuyos axones llegaran a érganos blancos
bien uniéndose al nervio motor via ramo comunicante gris, o bien formando nervios viscerales
que se adosan a la pared de vasos sanguineos. El circuito se cierra con una neurona aferente
sensorial autonémica, cuyo soma puede estar en el ganglio raquideo o cerca al érgano blanco,
que hace sinapsis en medula espinal con una interneurona.

El axén de las neuronas sale hacia la zona anterolateral de la médula
espinal para formar la raiz nerviosa anterior junto con axones de neuronas
motoras de musculo esquelético. De este tronco nervioso se separan ramas

vegetativas que forman el ramo comunicante blanco anterior, el cual ingresa al
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ganglio como rama preganglionar; alli se establecen sinapsis con las dendritas
o somas de neuronas ganglionares. De los somas de las neuronas
postsinapticas se desprenden axones que formaran los nervios posganglionares
los cuales inervan organos blancos viscerales ubicados en parte superior del
térax, cabeza y cuello: corazon, pulmén, vasos sanguineos de cuello y craneo,
iris y glandulas salivales (figura A2).

Las neuronas ganglionares son neuronas multipolares y su tamano es
cercano a 50 uM. Algunos estudios han reportado un numero de neuronas
ganglionares que oscila entre 15000 y 45000, este amplio rango probablemente
depende de variabilidad entre especies (McLachlan, 1974). Ademas de las
neuronas principales el ganglio contiene interneuronas y células gliales. Las
interneuronas estan representadas por las células SIF (small intensely
fluorescent cell), su tamafo es cercano a 15 uM y su numero es de alrededor
de 1000 (Libet y Owman 1974); su citoplasma contiene un gran numero de
vesiculas de nucleo denso que probablemente contienen dopamina, serotonina,
sustancia P, histamina y opiaceos enddgenos. Su funciéon no es clara pero se
postula que podria cumplir un papel modulador de la transmisidon sinaptica
(Alkadhi et al., 2005). En cuanto a las células gliales encontramos células de
Schwann en el nervio preganglionar y células satélite, que cubren las células
ganglionares (Paxinos y Mai, 2004).

Desde el punto de vista celular en el ganglio se han identificado en forma
directa o indirecta algunos de los elementos fundamentales en la sefializacion

del calcio. Receptores ionotrépicos como el receptor nicotinico estan presentes
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en membranas pre y postganglionares (Feng et al.,, 1998; Del Signore et al.,
2004) canales de calcio voltaje dependiente han sido identificado
indirectamente y se ha desglosado su papel en la transmision ganglionar y la
LTP (Gonzalez-Burgos et al., 1995; Cifuentes et al., 2004). Receptores de
ryanodina también han sido identificados, asi como intercambiadores sodio -
calcio y la bomba de calcio (Wanaverbecq et al., 2006).
e Funcion.

La funcion del gcs es regular el paso de informacion desde el SNC hacia
organos efectores, contribuyendo a regular la actividad cardiaca, respiratoria, la
dilatacion pupilar la secrecion salival y lagrimal entre otras. La sinapsis
ganglionar es de tipo quimico, el neurotransmisor principal es la acetilcolina, la
cual se almacena en vesiculas pequefias claras (scv) y actua sobre dos tipos de
receptores: los nicotinicos y los muscarinicos. Los receptores nicotinicos son
receptores ionotropicos, que actuan como canales catidnicos permeables
principalmente al sodio y generan una transmision sinaptica rapida. Estos
receptores son estructuras proteicas pentaméricas constituidas por
subunidades a, B y y de las cuales la subunidad o es la fundamental pues es la
que interactua directamente con el neurotransmisor; de esta se han identificado
11 isotipos (MacDermott et al., 1999). El receptor esta constituido por
subunidades a3/B2 y su estabilidad depende de proteinas de la densidad
postsinaptica (Del Signore et al., 2004; Parker et al., 2004). Los receptores
muscarinicos son de tipo metabotrépico, de respuesta lenta y se acoplan a

segundos mensajeros entre ellos el inositol trifosfato (IP3); de estos receptores
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se han detectado a nivel ganglionar los subtipos M1 y M2. Adicionalmente, se
han identificado un grupo grande de neuromoduladores peptidicos y no
peptidicos; entre los neuropéptidos identificados estan la neurotensina, la
encefalina, la somatostatina y el péptido Y, los cuales se almacenan en
vesiculas grandes de nucleo denso (LDCV). Entre los neuromoduladores no
peptidicos estan el oxido nitrico y el monéxido de carbono; todos ellos
aparentemente contribuyen a modular la transmision sinaptica (Bennett, 1994;

Alkadhi y col., 2005).
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11. APENDICE I

A. Articulo publicado.
Como resultado de los experimentos realizados para determinar el grado de
contribucion del calcio proveniente del medio extracelular y del liberado de las

pozas intracelulares en la TB y en la LTP se publicé el siguiente articulo:

Vargas R, Cifuentes F. and Morales MA. Differential contribution of extra- and
intracellular calcium sources to basal synaptic transmission and long-term
potentiation in sympathetic ganglion of the rat. Developmental Neurobiology 67:

589-602.
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