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Dariana, Jiménez y los que faltan, que de una u otra forma contribuyeron para que yo no
perdiera la meta de terminar la maestŕıa.
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2.4. Algoritmo de Simulación Estocástica de Gillespie . . . . . . . . . . . . . . . 14

3. Resultados 19
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Resumen

La teoŕıa de la neurotransmisión se desarrolló utilizando principalmente a la unión neuromus-
cular como preparación de estudio. En ella se demostró experimentalmente que la llegada de
un impulso a la terminal nerviosa induce la liberación de paquetes (cuantos) de transmisor
acetilcolina. Un cuanto de transmisor – aproximadamente 7,000 moléculas almacenadas en
veśıculas sinápticas – se libera al fusionarse la membrana vesicular con la membrana celular.
La liberación ocurre de forma tal que la probabilidad de fusión de una veśıcula es indepen-
diente de las veśıculas restantes. Se ha encontrado que la distribución del número de cuantos
de transmisor liberados debido a estimulación eléctrica es consistente con una distribución
de probabilidad de Poisson.

Hallazgos experimentales recientes en la sinapsis neuromuscular de rana, obtenidos por me-
dio de tomograf́ıa electrónica, sugieren la existencia de patrones vesiculares estereotipados en
el proceso exocitosis. Es decir, una veśıcula anclada en la zona de liberación (estado docking)
se encuentra al lado de otra veśıcula próxima a la membrana celular (estado priming) y esta
a su vez está junto a una veśıcula en proceso de fusión vesicular con la membrana celular
(estado hemifusión) y esta última está a lado de una veśıcula totalmente fusionada que ha
liberado el neurotransmisor.

Con base en este arreglo morfológico de las veśıculas, en esta tesis se propone un modelo
cinético de cuatro estados vesiculares. Analizando el modelo cinético mediante una ecuación
cinética estocástica cuya solución se aproxima mediante caminatas aleatorias de acuerdo
con el algoritmo de simulación estocástica propuesto por Gillespie, se reprodujo la activi-
dad de liberación basal de la sinapsis, la respuesta evocada por la actividad eléctrica y los
fenómenos de plasticidad como la facilitación y la depresión de la sinapsis neuromuscular
de la rana y de mamı́fero. Este modelo cinético ofrece una nueva perspectiva para entender
cuantitativamente los fenómenos subyacentes de la neurotransmisión qúımica con base en
las interacciones moleculares.
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Abstract

The neurotransmission theory was built using the neuromuscular junction as a biological
model. It was shown experimentally that upon arrival of an electrical impulse to the ner-
ve terminal, it induces the release of synaptic vesicles, which contain the neurotransmitter
acetylcholine. Each vesicle carries about 7,000 molecules of the neurotransmitter and because
of this it is called a “quantum”. When the vesicle membrane fuses with the cell membrane
the neurotransmitter is released into the extracellular space. This process occurs in such a
way that the probability of fusion of a given vesicle is independent of the other fusion events.
Upon recording many fusion events it is found that the number of “quanta” released follows
a statistics consistent with a Poisson distribution.

Recent experimental findings that analyze the frog neuromuscular junction with electron to-
mography suggest that there exist some “stereotyped vesicle patterns” during the exocytosis
process. It was observed that a vesicle in the unprimmed pool is in a “docking state” which
is followed by another vesicle in a “priming state” close to the cell membrane, this vesicle is
also followed by another vesicle undergoing the hemifusion process –fusion process with the
membrane cell–, and at the end a totally fused vesicle that has released its content is observed.

Based on these findings a four vesicle states kinetic model is introduced in this thesis. The
model was analyzed with a stochastic kinetic equation whose solution is approximated by
simulating “random walks” according to the Gillespie’s stochastic algorithm. This approach
allowed us to reproduce the amounts of neurotransmitter released during the synaptic basal
activity as well as the evoked response due to electrical activity. The model also reproduced
the frog and mammals neuromuscular synaptic facilitation and depression phenomena. Thus,
the kinetic model based on the molecular interactions offers a quantitative approach to
understand chemical neurotransmission.

ii



Introducción

El sistema neuromuscular posee células especializadas que hacen posible la recepción sen-
sorial, la rápida comunicación interna y el movimiento reflejo de un animal cuando, por
ejemplo, captura su alimento o huye de algún peligro.

Las señales neuronales se transmiten de una célula a otra a través de lugares especializados
de contacto llamados sinapsis. La unión o sinapsis neuromuscular es la unión entre el axón
de una neurona (nervio motor) y un efector que en este caso es una fibra muscular. En la
unión neuromuscular intervienen una neurona presináptica, una o más células musculares y
un espacio entre ellas llamado espacio sináptico. Esta unión funcional es posible debido a
que el músculo es un tejido eléctricamente excitable.

El mecanismo habitual de transmisión es indirecto, las células neuronales y musculares se
hallan aisladas eléctricamente una de la otra. Un cambio en el potencial eléctrico de la célula
presináptica desencadena la liberación de moléculas qúımicas conocidas como transmisores,
las cuales se almacenan dentro de veśıculas sinápticas y se liberan por medio de exocitosis.
El transmisor liberado se une a canales iónicos espećıficos al transmisor, concentrados en la
zona sináptica de la membrana celular muscular. Estos canales iónicos se abren causando
una corriente iónica que altera el potencial de membrana de la célula muscular, transfiriendo
la señal desde el nervio.

Cuando un impulso eléctrico llega a la terminal nerviosa, se produce una onda de despo-
larización que inicia la entrada de iones de Ca2+ al interior de la terminal y esto a su vez
inducen el acercamiento de las veśıculas sinápticas a la membrana presináptica. Con la ayu-
da de un conjunto de protéınas intracelulares especializadas, las veśıculas se fusionan con
la membrana celular, causando la liberación del transmisor por medio de exocitosis. En el
interior de la terminal presináptica, las veśıculas están almacenadas en pozas vesiculares y
se ha observado que hay una probabilidad muy baja de que una veśıcula se fusione con la
membrana celular y libere su contenido.

Observaciones recientes de la sinapsis neuromuscular de rana, muestran la existencia de
patrones estereotipados de veśıculas vecinas entre los distintos pasos previos a la fusión ve-
sicular. Esto es, una veśıcula que se ha fusionado y ha liberado su contenido se encuentra al
lado de otra que está en proceso de fusión, y ésta a su vez tiene a su lado otra cuya membrana
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está en contacto con la membrana celular, y a su lado tiene una veśıcula fusionada con la
membrana celular en proceso activo de liberación. Esto sugiere que cada veśıcula debe pasar
por un conjunto de al menos cuatro estados durante el proceso de exocitosis que conduce a
la liberación de transmisor.

Con base en estas observaciones experimentales, en esta tesis se propone un modelo cinético
de cuatro estados vesiculares. El modelo se estudió mediante la aplicación de un algoritmo
numérico estocástico que simula la solución de la ecuación cinética maestra. Con estas si-
mulaciones se reprodujo el comportamiento sináptico de la unión neuromuscular y se espera
que estos resultados contribuyan a entender con más detalle los fenómenos subyacentes que
ocurren en la exocitosis del transmisor.

En el caṕıtulo 1 se presenta una revisión breve de las bases fisiológicas del comportamiento
de la unión neuromuscular, por ejemplo, la actividad basal en ausencia de estimulación, la
respuesta evocada por la actividad eléctrica, aśı como los fenómenos de facilitación y depre-
sión de la sinapsis. También se presentan los hallazgos experimentales recientes que muestran
el patrón estereotipado vesicular durante la liberación del transmisor.

En el caṕıtulo 2 se presenta el modelo cinético propuesto para describir la liberación de
transmisor. Además, se hace un desarrollo breve del algoritmo estocástico de Gillespie para
simular la cinética del modelo propuesto.

En el caṕıtulo 3 se presentan los resultados obtenidos de las simulaciones del modelo cinético.
Se explica el procedimiento y los criterios para determinar, a partir de los datos experimen-
tales, los valores de los parámetros del modelo. Asimismo, se comparan los resultados de las
simulaciones con los resultados experimentales correspondientes reportados en la literatura.

En el caṕıtulo 4 se presenta la discusión de los resultados aśı como sus implicaciones en el
entendimiento del proceso de exocitosis del transmisor.

Finalmente, en el caṕıtulo 5 se presentan las conclusiones generales de esta tesis.



Caṕıtulo 1

Fisioloǵıa de la sinapsis
neuromuscular

1.1. Transmisión sináptica qúımica

Las señales neuronales se transmiten de una célula a otra en lugares especializados de con-
tacto conocidos como sinapsis. La célula presináptica está separada de la célula postsináptica
por el espacio sináptico. Un impulso nervioso en la célula presináptica desencadena la libera-
ción de sustancias qúımicas conocidas como transmisores, que se almacenan en las veśıculas
sinápticas. Las veśıculas sinápticas son organelos de aproximadamente 40 nm de diámetro
que transportan a los neurotransmisores y que al fusionarse con la membrana celular liberan
el neurotransmisor hacia el espacio extracelular. Al proceso de liberación de neurotransmi-
sores u hormonas mediante la fusión de las membranas de la veśıcula y de la célula se le
denomina exocitosis. Una vez liberado, el transmisor difunde rápidamente a través del espacio
sináptico y provoca un cambio del potencial eléctrico de la membrana celular postsináptica.
Una vez que el transmisor ha sido secretado, se elimina rápidamente ya sea por la acción
de enzimas espećıficas o bien mediante un proceso de recaptación, tanto por la terminal
nerviosa que lo ha liberado como por las células gliales vecinas. La eliminación rápida del
neurotransmisor asegura una señalización espacio-temporal precisa en la sinapsis, evitando
de esta forma que el transmisor afecte a las células vecinas, y al mismo tiempo, “limpia” el es-
pacio sináptico antes de que se produzca nuevamente la exocitosis de la siguiente veśıcula [1].

La información detallada que se tiene de la sinapsis en la unión neuromuscular ha ayudado
a entender mejor el proceso de transmisión qúımica. El transmisor acetilcolina se sintetiza
dentro de la terminación presináptica y se almacena en las veśıculas en cantidades bien defi-
nidas denominadas “cuantos”, desde las cuales se libera como consecuencia de la acción del
impulso nervioso. La liberación de los cuantos de acetilcolina ocurre cuando las membranas
de la veśıcula y de la célula se fusionan y forman un poro a través del cual se inicia la
descarga del contenido de la veśıcula hacia el espacio sináptico. Esto es seguido por la fusión
de la veśıcula y la liberación completa del transmisor.[2].
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CAPÍTULO 1. FISIOLOGÍA DE LA SINAPSIS NEUROMUSCULAR 2

Figura 1.1: Dibujo esquemático de una sinapsis neuromuscular. Imagen tomada de [2]

El proceso mediante el cual un impulso nervioso presináptico estimula la contracción de una
célula muscular se resume como sigue:

El proceso se inicia cuando un impulso nervioso llega a la terminal nerviosa y despola-
riza la membrana celular plasmática (fig. 1.1-1). Ello da lugar a la apertura transitoria
de los canales de Ca2+ regulados por el voltaje de la membrana. Debido a que la
concentración de Ca2+ extracelular es mayor que la concentración de Ca2+ libre en
el interior de la célula, se produce un flujo de Ca2+ que incrementa la concentración
intracelular de Ca2+ (fig. 1.1-2). El aumento de la concentración de Ca2+ en la vecin-
dad de la veśıcula, activa la liberación localizada de acetilcolina de las zonas activas
presinápticas al espacio sináptico (fig. 1.1-3).

La acetilcolina liberada se une a receptores espećıficos situados en la fibra muscular de
la membrana plasmática (fig. 1.1-4), abriendo transitoriamente los canales catiónicos
que están asociados a estos receptores. Entonces, se genera un influjo de Na+ que da
lugar a la despolarización localizada de la membrana (en una zona llamada motor end-
plate)y consecuentemente se produce un potencial postsináptico (end-plate potencial,
e.p.p.) (fig. 1.1-5).

La despolarización de la membrana plasmática de la fibra muscular abre los canales
de Na+ de la membrana regulados por voltaje, permitiendo la entrada de más Na+, lo
que la despolariza aún más, formándose aśı un potencial de acción que viaja a lo largo
de la fibra (fig. 1.1-6).
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PS

PA

Figura 1.2: A.- Registros de potenciales espontáneos en la placa neuromuscular de rana. B.- Cam-
bios discretos en la amplitud de los potenciales postsinápticos producidos mediante estimulación
eléctrica en condiciones de baja concentración de Ca2+ extracelular, sugiriendo la naturaleza cuánti-
ca de la liberación de transmisor. C.- Registro intracelular del potencial postsináptico (PS) evocado
por un est́ımulo nervioso en condiciones fisiológicas normales, seguido por el potencial de acción
(PA) en la fibra muscular. Nótese las diferencias de escalas de tiempo y de voltaje en las tres
imágenes. Figuras adaptadas de [3].

La despolarización generalizada de la membrana plasmática de la fibra muscular provo-
ca la apertura transitoria de canales de liberación de Ca2+ de regiones adyacentes de la
membrana del ret́ıculo sarcoplasmático. Esto provoca la contracción de las miofibrillas
de la fibra muscular.

Una vez realizada su función, la acetilcolina se degrada rápidamente por la acción de
la enzima acetilcolinesterasa que la transforma en colina y acetato (fig. 1.1-7).

1.2. Actividad basal espontánea

En 1952, Fatt y Katz descubrieron en la sinapsis neuromuscular la aparición de actividad
espontánea basal en forma de potenciales postsinápticos miniatura (“miniature end-plate
potential”) (ver fig. 1.2A). Excepto por la ocurrencia espontánea y el tamaño pequeño, los
potenciales espontáneos son similares a los potenciales postsinápticos evocados por estimu-
lación eléctrica (fig. 1.2C). La actividad espontánea ha sido observada en diferentes tipos de
uniones neuromusculares [3, 4] y se ha encontrado actividad similar en sinapsis neuronales
en el sistema nervioso central [5].

Las terminales nerviosas motoras están en actividad secretora intermitente (fig. 1.2A), libe-
rando cuantos del transmisor en intervalos de tiempo aleatorios a una razón promedio de un
evento por segundo. Dichos eventos producen potenciales miniatura que están por debajo
del nivel de umbral de disparo de la fibra muscular, por lo tanto, no producen contracción
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[3, 4]. Sin embargo, un impulso nervioso causa que esta actividad se intensifique enormemen-
te en un lapso de tiempo breve, dando lugar a la sincronización de cientos de estos eventos
cuánticos en menos de un milisegundo. Aśı pues, un potencial postsináptico es el resultado
de la liberación simultánea de múltiples cuantos de transmisor (fig. 1.2B) [1].

1.3. Naturaleza estad́ıstica de la liberación cuántica

El número de cuantos de transmisor liberados como respuesta a un est́ımulo puede variar
dependiendo de las concentraciones extracelulares de Ca2+ y Mg2+. El Ca2+ es un cofactor
esencial en la liberación del transmisor, mientras que el Mg2+ actúa como un inhibidor de
este proceso [1]. En condiciones experimentales de baja concentración de Ca2+ y alta concen-
tración de Mg2+ en la solución salina en la placa neuromuscular, la cantidad de transmisor
liberada como consecuencia de un est́ımulo se reduce a niveles bajos y se hace evidente la
naturaleza estad́ıstica de la liberación cuántica (quantal release)(fig. 1.3C). La amplitud de
los e.p.p.s muestran fluctuaciones que se pueden predecir con precisión. Estas se presentan
con probabilidades que se distribuyen de acuerdo con la distribución Poisson. [6]. Esta distri-
bución de probabilidades predice de N est́ımulos, cuántos tienen la probabilidad de liberar
cero, uno, dos, tres, etc. cuantos de transmisor. Aśı, si m es el número promedio de cuan-
tos liberado por est́ımulo, entonces la probabilidad de que un est́ımulo libere x cuantos de
transmisor es:

p(x) =
mx

x!
e−m (1.1)

Para una cantidad N suficientemente grande de observaciones, el valor N p(x) es bastante
cercano a lo observado experimentalmente (ver fig. 1.3) [1, 6, 7].

Al considerar que la liberación cuántica del transmisor ocurre de acuerdo con una distri-
bución de Poisson, se están suponiendo tres hipótesis importantes, a saber: 1) el número
de cuantos almacenados en la terminal nerviosa es mucho mayor que el número de cuantos
liberados; 2) la probabilidad p de que se libere un cuanto es muy pequeña; 3) cada uno de
los eventos de liberación cuántica es independiente de los otros. Aśı, la liberación cuántica
del transmisor se realiza en eventos probabiĺısticos [1].

1.4. Plasticidad sináptica: procesos de facilitación y de-

presión

La eficacia de la transmisión en una sinapsis puede variar como consecuencia de la actividad
previa. Durante estimulación sostenida (tren de est́ımulos), se observa experimentalmente
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Figura 1.3: Distribución de las amplitudes de 200 potenciales postsinápticos (e.p.p.) registrados
en una fibra neuromuscular. Los picos en la distribución ocurren en 1, 2, 3,... veces el valor de
la amplitud media de los potenciales miniatura espontáneos (recuadro). Las curvas gaussianas son
dibujadas alrededor de los múltiplos enteros de la amplitud promedio de los potenciales espontáneos.
El número de e.p.p’s en cada grupo es calculado suponiendo una distribución de Poisson (ec. 1.1).
Las fallas se refiere al hecho de no observar ningún e.p.p. como respuesta al est́ımulo. Imagen
adaptada de [7].

que los potenciales postsinápticos evocados por estimulación presináptica, tienen un aumen-
to consecutivo de su amplitud, esto es, la respuesta de la sinapsis después de un primer
est́ımulo aumenta. En otras palabras, se produce una facilitación en la liberación del trans-
misor, pero que en los siguientes cientos de milisegundos se ve gradualmente reducido. En
cambio, después de cierto tiempo, ocurre una disminución progresiva de la amplitud de los
potenciales postsinápticos indicando una depresión en la liberación del transmisor. Es aśı que
durante un tren de est́ımulos se observa una facilitación inicial de la liberación seguida de
una subsiguiente depresión (fig 1.4) [8].

Varios estudios sugiere que la facilitación durante estimulación está relacionada con el aumen-
to progresivo de Ca2+ residual intracelular presináptico remanente de los est́ımulos previos,
lo cual incrementaŕıa la probabilidad de liberación [9]. Por otra parte, la depresión observada
después de una liberación cuántica relativamente grande sugiere que un factor subyacente
es el agotamiento de veśıculas con transmisor en la terminal nerviosa [8]. De hecho, experi-
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Figura 1.4: Registro de una serie de potenciales postsinápticos mostrando la facilitación y depresión
de la liberación de transmisor, en la sinapsis neuromuscular. Imagen tomada de [8]

mentos realizados en placa neuromuscular de rana indican que la depresión es acompañada
por una reducción de la probabilidad de liberación [10].

1.5. Mecanismo de exocitosis

La exocitosis de las veśıculas sinápticas involucra la acción colectiva de un conjunto de
protéınas intracelulares conocidas como SNARE1 (Soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor
Attachment protein Receptor) que enlazan a la membrana vesicular con la plasmática de la
terminal nerviosa (ver fig. 1.5). Además, la exocitosis sigue una serie de pasos, a saber: La
membrana vesicular contiene cierto tipo de de protéınas de la familia SNARE que interaccio-
nan con otras dos protéınas SNARE de la membrana plasmática. El conjunto de protéınas
permiten el anclaje de la veśıcula a la zona activa, y entonces se dice que la veśıcula se
localiza en el estado docking (fig. 1.5A). El siguiente paso es el estado priming, caracterizado
por el cambio en la conformación estructural de las protéınas, que obliga a la veśıcula a hacer
contacto cercano con la membrana plasmática (fig 1.5B). La entrada de Ca2+ produce un
nuevo cambio conformacional del conjunto de protéınas SNARE, induciendo la fusión de las
membranas vesicular y plasmática, lo que conduce a la formación del poro que crece en ta-
maño y eventualmente produce la fusión vesicular que libera el contenido total de transmisor
al espacio sináptico (fig. 1.5C).

1Para una revisión más general del tema se recomienda consultar [5].
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D

Figura 1.5: Etapas en la fusión vesicular. A.- Estado docking de la veśıcula. B.- Veśıcula en estado
priming. C.- Fusión de las membranas vesicular y con la plasmática, permitiendo la formación del
poro de fusión y la subsiguiente liberación del transmisor al espacio sináptico. D.- Ciclo de exoci-
tosis vesicular. Desde una poza de veśıculas libres undocked, pasan al estado docking anclándose a
la membrana celular (A). Eventualmente las veśıculas pasan al estado priming permitiendo tener
contacto cercano con la membrana plasmática (B). Con la entrada de Ca2+, un cambio confor-
macional de la protéınas induce la formación del poro de fusión, permitiendo la liberación del
transmisor (C). Después de liberar su contenido, la veśıcula se recicla por medio de endocitosis, la
cual eventualmente vuelve a recargarse de transmisor e iniciar el ciclo. Imágenes tomadas de [5] y
[11] respectivamente.

1.6. Pozas vesiculares sinápticas

Las veśıculas sinápticas son similares entre ellas tanto en estructura, localización subcelular
y, presumiblemente, composición molecular. No obstante, durante décadas se ha observado
en diversas preparaciones la existencia de heterogeneidad en la probabilidad de liberación
de los transmisores [12, 13]. De acuerdo con su participación en la cinética de liberación, las
veśıculas sinápticas se clasifican en distintos grupos denominados pozas vesiculares (vesicle
pool) y se han propuesto tres grupos: La poza de reciclaje (recicling pool) encargada de man-
tener la liberación del transmisor durante estimulación fisiológica; la poza de reserva (reserve
pool) inerte en cuanto a la liberación del neurotransmisor bajo estimulación fisiológica y la
poza de liberación fácil (readily releasable pool) que participa en la rápida respuesta sinápti-
ca bajo estimulación [12].



CAPÍTULO 1. FISIOLOGÍA DE LA SINAPSIS NEUROMUSCULAR 8

La poza de reciclaje está compuesta por aquellas veśıculas sinápticas que mantienen una velo-
cidad de liberación del transmisor constante en condiciones de estimulación fisiológica. Estás
veśıculas se fusionan con la membrana presináptica, liberan su contenido, son recicladas por
endocitosis en la terminal nerviosa, y se recargan nuevamente con transmisor, proceso que
ocurre ćıclicamente. Generalmente el tamaño de la poza de reciclaje es del 5-20 % de la po-
blación total de veśıculas en la sinapsis [12, 13].

En la poza de liberación fácil se incluyen las veśıculas que tienen una disponibilidad inmediata
para la liberación en respuesta a un est́ımulo. Estas son las veśıculas acopladas directamente
en la zona activa dentro de la terminal nerviosa y preparadas para la liberación. Dichas
veśıculas pertenecen funcionalmente a la poza de reciclaje, sin embargo, se localizan en una
poza propia debido a que están ancladas en la zona activa (docking) adquiriendo una posición
privilegiada para la fusión y la consecuente liberación del transmisor (priming) [12, 13, 14].
La población de esta poza es la fracción más pequeña de todas las pozas vesiculares, aproxi-
madamente del 1-2 % del total de veśıculas en la sinapsis. Por lo tanto, la poza de liberación
fácil se agota cuando se aplica una estimulación de alta frecuencia en cuestión de milise-
gundos. A menudo, de 10 a 20 est́ımulos son suficiente para agotar la poza. Aśı pues, la
poza de liberación fácil puede considerarse la base del mecanismo de respuesta rápida de la
neurona, pero es demasiado pequeña para mantener la liberación durante una estimulación
prolongada (donde la poza de reciclaje juega un papel primordial) [12, 13].

La poza de reserva está compuesta por todas las veśıculas sinápticas que no pertenecen
funcionalmente a las dos pozas descritas anteriormente, es decir, todas las veśıculas que no
liberan y se reciclan en condiciones fisiológicas de estimulación. Esta poza es la más grande
de las tres pozas clásicas, y representan al menos el 80 % del total de veśıculas sinápticas.
Se ha sugerido que estas veśıculas tienen funciones esenciales para la función sináptica, por
ejemplo, amortiguar los efectos de un cambio de dinámica en el reciclado de veśıculas en la
sinapsis, sin embargo, esto es aún tema de estudio [12, 13].

1.7. Hallazgos recientes

Recientemente, F.F. De-Miguel y U.J. McMahan (en preparación) realizaron experimentos
en terminales presinápticas de la unión neuromuscular de rana. Aplicaron est́ımulos eléctricos
con trenes continuos de 10 Hz durante la fijación. Las sinapsis las analizaron con tomograf́ıa
electrónica y observaron diversos arreglos de veśıculas sinápticas a lo largo de la zona activa.
Estos arreglos vesiculares forman patrones estereotipados entre veśıculas vecinas (fig. 1.6),
sugiriendo la importancia de cuatro estados vesiculares durante la liberación de transmisor.
El primer estado corresponde a la veśıcula en proceso de fusión; el segundo estado corres-
ponde a la veśıcula adyacente en proceso de hemifusión; el tercer estado corresponde a la
veśıcula en estado priming, mientras que el cuarto estado corresponde a la veśıcula en estado
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Figura 1.6: Tomograf́ıa electrónica y reconstrucción 3-dimensional de la zona activa de la terminal
presináptica, después de ser estimulada. Se observan una serie de veśıculas vecinas formando un
patrón estereotipado entre los distintos pasos vesiculares. Veśıculas que se ha fusionado tiene a su
lado veśıculas que están en hemifusión con la membrana celular, y esta a su vez, tiene a lado veśıculas
que están en priming seguidas de veśıculas en docking. Imagen proporcionada por F.F.De-Miguel
(en preparación).

docking (fig. 1.6). Esto sugiere: 1) la existencia de cuatro etapas o estados durante el proceso
de fusión vesicular y 2) cada veśıcula pasa por cada uno de estos cuatro estados para que se
libere el transmisor.

Con base en estas observaciones, en esta tesis se modela el proceso de liberación de transmisor
como una serie de transiciones cinéticas entre los cuatro estados vesiculares. Cada una de
las transiciones es promovida por la actividad eléctrica en la sinapsis neuromuscular. En el
siguiente caṕıtulo se desarrolla el modelo cinético en detalle.



Caṕıtulo 2

Modelo cinético

2.1. Objetivo

Con base en las observaciones experimentales de la sinapsis neuromuscular descritas en el
caṕıtulo anterior, en este caṕıtulo se propone un modelo cinético en el que cada una de las
cuatro etapas del proceso de exocitosis está representada por un estado cinético vesicular.
Se espera que este modelo cinético contribuya a entender mejor los fenómenos subyacentes
del comportamiento de la sinapsis neuromuscular, en particular, el proceso de liberación de
transmisores qúımicos.

2.2. Modelo cinético

El siguiente diagrama resume el modelo de cuatro estados cinéticos vesiculares que describen
el proceso de exocitosis:

(2.1)

Cada uno de estos cuatro estados cinéticos vesiculares se define de la siguiente forma:

A cuando la veśıcula está en el estado docking.

B cuando la veśıcula está en el estado priming.

C cuando la veśıcula está en el estado hemifusión.

10
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D cuando la veśıcula está completamente fusionada con la membrana celular y ha liberado
el transmisor en el espacio sináptico.

Los parámetros α1, α2, α3, β1, β2 representan las constantes cinéticas de reacción que se in-
terpretan como las velocidades de reacción de “ida” (αi) y las de “regreso” (βi). Como se
mencionó en el caṕıtulo 1, después de la liberación del transmisor, las veśıculas se reciclan
mediante el proceso de endocitosis en la célula presináptica, restableciendo la población
vesicular en el interior de la terminal presináptica [15]. Este proceso de reciclado está repre-

sentado en el modelo cinético mediante la reacción D
γ−→ A y tiene asociada la constante

cinética γ.

Como primera instancia se puede usar la ley de acción de masas para escribir el conjunto de
ecuaciones cinéticas clásicas que describen la serie de reacciones definidas por la expresión
(2.1), a saber:

dA

dt
= −α1A+ β1B + γD

dB

dt
= α1A− β1B − α2B + β2C (2.2)

dC

dt
= α2B − β2C − α3C

dD

dt
= α3C − γD

Sin embargo, el uso de estas ecuaciones cinéticas (2.2) excluye la posibilidad de considerar
la existencia de gradientes de concentración en las reacciones qúımicas, que ocurren debido
a las fluctuaciones moleculares. En el caso de la cinética de estados vesiculares que se desea
describir, el comportamiento colectivo de los elementos que conforman la sinapsis, aśı como
la interacción con su entorno, hacen que el sistema esté fuera de equilibrio termodinámico
–como se explicará en el siguiente caṕıtulo–. Como consecuencia de lo anterior, la cinética
vesicular está sujeta a fluctuaciones estocásticas equivalentes a las que ocurren en las reaccio-
nes qúımicas debidas a las interacciones moleculares. En particular, se encontró que cuando
el número de veśıculas fusionadas es mucho menor que el número de veśıculas disponibles en
la terminal presináptica las ecuaciones cinéticas (2.2) no reproducen los eventos de liberación
de neurotransmisores que se observan en los experimentos.

Por lo anterior, la cinética vesicular expresada por (2.1) se describirá mediante una “ecuación
cinética maestra” –ecuación diferencial parcial en tiempo y espacio –cuya solución determina
la evolución espacio-temporal de las probabilidades de transición entre los diferentes estados
cinéticos vesiculares. En el caso ĺımite cuando el número de veśıculas que liberan neuro-
transmisor es grande –una fracción considerable del número total de veśıculas en la terminal
sináptica–, las fluctuaciones inducidas por el comportamiento colectivo de la sinapsis dismi-
nuyen significativamente, y es entonces cuando las soluciones obtenidas con las ecuaciones
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cinéticas (2.2) reproducen los eventos de liberación de neurotransmisores que se observan en
los experimentos [16] .

En el contexto de la ecuación cinética maestra, las constantes cinéticas de reacción, α1, α2,
α3, β1, β2, γ, se interpretan como las probabilidades de reacción por unidad de tiempo.
Debido a que la solución de la ecuación cinética maestra es usualmente muy dif́ıcil de calcu-
lar anaĺıticamente o numéricamente, ésta se aproximará usando el algoritmo de simulación
estocástica introducido por Gillespie, para describir la cinética de reacciones qúımicas [17].
Este algoritmo describe la evolución espacio-temporal del sistema mediante “caminatas alea-
torias” y transiciones de probabilidad entre los diferentes estados cinéticos.

2.3. Ecuación cinética maestra

En lo que sigue se supondrá que las veśıculas puede ocupar alguno de los cuatro estados,
{A,B,C,D}, por lo que se define el vector de estado del sistema como:

X(t) =
(
A(t), B(t), C(t), D(t)

)
(2.3)

donde las funciones A(t), B(t), C(t), D(t) representan el número de veśıculas que están en
cada uno de los cuatro estados cinéticos vesiculares. De acuerdo con la fisioloǵıa, después de
cada evento de liberación del neurotransmisor se restablece la población vesicular mediante
el proceso de endocitosis. Este restablecimiento está representado en el modelo cinético por
la reacción D

γ−→ A. De acuerdo con lo anterior se supondrá que el número total de veśıcu-
las, N0, contenidas en el volumen V del sistema permanece constante durante la simulación,
es decir, A(t) +B(t) + C(t) +D(t) = N0.

En el diagrama de la cinética (2.1) se muestran seis reacciones {R1, ..., R6}, que corresponden
a las transiciones permitidas entre los estados vesiculares. Cada reacción Rj tiene asociadas
dos cantidades adicionales:

La primera es el vector de cambio de estado:

vj = (vAj, vBj, vCj, vDj) (2.4)

donde cada vij corresponde al cambio en el número de veśıculas en el estado i = A,B,C,D
debido a la reacción Rj. Si el sistema está en el estado X(t) = x y ocurre una reacción Rj,
el sistema inmediatamente pasará al estado x + vj.

La segunda es la función de propensión aj(x) que se define como:
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aj(x) dt
def
= La probabilidad de que, dado el estado X(t) = x, una reacción

Rj ocurra en algún lugar dentro de V , en el siguiente

intervalo infinitesimal de tiempo [t, t+ dt).

(2.5)

La definición (2.5) es la premisa fundamental del algoritmo estocástico, ya que a partir de
ella se describe la cinética usando teoŕıa de la probabilidad [17]. Si Rj representa la pro-
babilidad de transición de que la veśıcula cambie de un estado a otro, es decir,1 S1 → S2,
entonces existe una constante cj (en este caso es igual a la constante cinética) tal que cj dt
representa la probabilidad de que una y solamente una veśıcula en el estado S1 cambie en
el siguiente tiempo infinitesimal dt al estado S2. De acuerdo con la teoŕıa de probabilidad,
si en un momento dado hay x1 veśıculas en el estado S1, entonces la probabilidad de que
alguna de ellas experimente la transición Rj en el siguiente dt es x1 cj dt. Por lo tanto, la
función de propensión en la ecuación (2.5) tiene la forma sencilla aj(x) = xj c1 [17].

Aśı pues, la ecuación (2.5) nos ayuda a inferir la probabilidad de que ocurra el estado del
sistema definido por el vector X(t), esto es:

P (x, t|x0, t0)
def
= Probabilidad de que X(t) = x, dado X(t0) = x0 (2.6)

No es dif́ıcil derivar una ecuación de evolución temporal para P (x, t|x0, t0) aplicando la teoŕıa
de la probabilidad a la premisa fundamental (2.5). Sin presentar en detalle la deducción de
dicha ecuación,2 aqúı se presentan algunos de los pasos principales a seguir:

De la definición (2.6), la función P (x, t + ∆t|x0, t0) es la probabilidad de que el sistema se
encuentre en el estado X(t + ∆t) = x en el tiempo t + ∆t, dado que X(t0) = x0. De la
definición (2.5), el término

∑
j aj(x) ∆t es la probabilidad de que, dado x, ocurra alguna de

las posibles reacciones Rj en el intervalo de tiempo [t, t+ ∆t). Por lo tanto, su complemento
1−

∑
j aj(x) ∆t, es la probabilidad de que, dado el estado del sistema x, no ocurra ninguna

reacción en el intervalo [t, t+ ∆t).

Por otra parte, si aj(x− vj) ∆t representa la probabilidad de que el sistema se encuentre en
el estado X(t) = x− vj, entonces la reacción Rj ocurrirá en el intervalo de tiempo[t, t+∆t).
De está forma, aj(x− vj)P (x− vj, t|x0, t0) ∆t es la probabilidad de que el sistema se en-
cuentre en el estado X(t) = x− vj y que la reacción Rj ocurra en el intervalo de tiempo
[t, t+ ∆t). En otras palabras, el término anterior nos dice la probabilidad de que el sistema
se localice en el estado X(t+ ∆t) = x como consecuencia de que ocurrió la reacción Rj.

1El algoritmo de simulación estocástica fue implementado originalmente para simular cinéticas de reaccio-
nes qúımicas. En el presente trabajo se adecuó dicho método para simular la cinética vesicular aqúı propuesta.

2Una deducción rigurosa de la ecuación maestra se explica con todo detalle en [18].
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Aśı pues, P (x, t+ ∆t|x0, t0) se escribe en términos de los M + 1 posibles caminos que puede
seguir el sistema para llegar al estado x en el intervalo de tiempo [t, t+∆t); otra posibilidad es
que el estado x no cambie. De acuerdo con lo anterior se puede escribir la siguiente expresión
para la distribución de probabilidad,

P (x, t+ ∆t|x0, t0) =P (x, t|x0, t0)

(
1−

6∑
j=1

aj(x) ∆t

)

+
6∑
j=1

aj(x− vj)P (x− vj, t|x0, t0) ∆t

(2.7)

que se puede reescribir como:

P (x, t+ ∆t|x0, t0)− P (x, t|x0, t0) =−
6∑
j=1

aj(x)P (x, t|x0, t0) ∆t

+
6∑
j=1

aj(x− vj)P (x− vj, t|x0, t0) ∆t

(2.8)

dividiendo esta ecuación por ∆t y aplicando el ĺımite cuando ∆t→ 0, obtenemos la ecuación
maestra del modelo cinético [18]:

∂P (x, t|x0, t0)

∂t
=

6∑
j=1

(
aj(x− vj)P (x− vj, t|x0, t0)− aj(x)P (x, t|x0, t0)

)
(2.9)

La solución de esta ecuación maestra determina completamente la función de probabilidad
P (x, t|x0, t0) que depende expĺıcitamente de la posición y del tiempo aśı como de la condi-
ción inicial. Con ella podemos, en principio, calcular y analizar el comportamiento de los
momentos de orden m de cualquier observable del sistema, h(X(t)):〈(

h(X(t))
)m〉

=
∑
x

(
h(x)

)m
P (x, t|x0, t0). (2.10)

2.4. Algoritmo de Simulación Estocástica de Gillespie

Una inspección más cercana de la ecuación maestra revela que es realmente un conjunto
de ecuaciones diferenciales acopladas, con una ecuación para cada una de las posibles tran-
siciones entre estados cinéticos. Por lo tanto, no es sorprendente que la ecuación se pueda
resolver anaĺıticamente sólo para algunas situaciones simples y que en muchos casos sea muy
dif́ıcil calcular las soluciones numéricas. Debido a lo anterior es necesario buscar otra forma
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de resolver el problema sin tener que calcular expĺıcitamente P (x, t|x0, t0). Para ello se si-
mulan las posibles trayectorias del estado del sistema, X(t). El elemento clave es generar las
trayectorias de X(t) considerando una función de probabilidad auxiliar p(τ, j|x, t), definida
como:

p(τ, j|x, t)dτ def
= la probabilidad de que, dado X(t) = x, la siguiente

reacción en el sistema ocurrirá en un intervalo de tiempo

infinitesimal
[
t+ τ, t+ τ + dτ

)
y será la reacción Rj.

(2.11)

Formalmente, esta función es una densidad de probabilidad conjunta de dos variables aleato-
rias: el tiempo de la siguiente reacción τ y el ı́ndice de la reacción j. No es dif́ıcil derivar una
expresión exacta para p(τ, j|x, t) partiendo de la ecuación fundamental (2.5) y suponiendo
que las probabilidades de estas dos variables aleatorias son independientes. Por lo tanto, la
función (2.11) se puede factorizar como el producto de dos términos:

p(τ, j)dτ = p0(τ) p(j|τ)dτ (2.12)

donde p0(τ) es la probabilidad de que si el sistema está en el estado X(t) = x, no ocurra
ninguna reacción en el intervalo de tiempo [t, t+τ); mientras que p(j|τ)dτ es la probabilidad
de que si no ocurrió ninguna reacción en [t, t+ τ) y X(t+ τ) = x, la próxima reacción dentro
del intervalo [t+ τ, t+ τ + dτ) será Rj. Esta última probabilidad es justamente la definición
de la función de propensión (2.5). Aśı pues:

p(τ, j)dτ = p0(τ) aj(x)dτ (2.13)

Para calcular p0(τ), se procede de la siguiente forma: se toma el intervalo [t, t+τ) y se divide
en k subintervalos de tamaño δt = τ/k. Ahora, la probabilidad de que no ocurra la reacción
Rj en el subintervalo [t+ δt) es simplemente:

1− aj(x)δt+ o(δt2) (2.14)

Aśı, dado que la probabilidad de ocurrencia o no ocurrencia de las reacciones Rj es in-
dependiente entre ellas, la probabilidad total de que en el subintervalo [t + δt) no ocurra
ninguna reacción, es simplemente la multiplicación de las probabilidades individuales de que
no ocurra cada una de ellas, esto es:

6∏
j=1

(
1− aj(x)δt+ o(δt2)

)
= 1−

6∑
j=1

aj(x)δt+ o(δt2) (2.15)
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Esta probabilidad también es válida en el subintervalo de tiempo [t + δt, t + 2δt) y en los
subsecuentes, ya que en cada uno de ellos no ocurre alguna reacción que modifique el estado
x del sistema. Aśı pues, p0(τ) se expresa como el producto de las probabilidades de los k
subintervalos:

p0(τ) =

[
1−

6∑
j=1

aj(x)δt+ o(δt2)

]k
=

[
1−

6∑
j=1

aj(x)τ

k
+ o

(
τ 2

k2

)]k
(2.16)

Aplicando el ĺımite cuando el número de subintervalos es muy grande, k →∞ y despreciando
términos del orden k−2, se obtiene:

p0(τ) = ĺım
k→∞

[
1−

6∑
j=1

aj(x)τ

k

]k
(2.17)

recordando la definición de la función exponencial como un ĺımite de la forma

ex = ĺım
n→∞

(
1 +

x

n

)n
entonces, la función p0(τ) se escribe como:

p0(τ) = exp

[
−

6∑
j=1

aj(x) τ

]
(2.18)

definiendo

a0(x) =
6∑

k=1

ak(x) (2.19)

la forma anaĺıtica de la probabilidad (2.11) resulta:

p(τ, j)dτ = aj(x) exp [−a0(x) τ ] dτ (2.20)

esta es la ecuación fundamental del Algoritmo de Simulación Estocástica de la cadena cinéti-
ca (2.1) que se desea modelar.

Lo anterior, nos indica que j es una variable aleatoria entera con valores j ∈ {1, ..., 6} y con
distribución de probabilidad aj(x)/a0(x). Además, τ es una variable aleatoria continua con
0 6 τ 6∞ que sigue una distribución de probabilidad exponencial con promedio:

〈τ〉 =
1

a0(x)
. (2.21)

El Algoritmo de Simulación Estocástica consiste esencialmente en generar diferentes trayec-
torias de X(t) que sean consistentes con la información que posee la función (2.20), para
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después con estas trayectorias equivalentes obtener los promedios de las diferentes poblacio-
nes vesiculares.

Para nuestra cadena cinética 2.1, se tiene en un cierto tiempo t:

R1 es A
α1−→ B con v1 = (−1, 1, 0, 0); a1(x) = α1A(t).

R2 es A
β1←− B con v2 = (1,−1, 0, 0); a2(x) = β1B(t).

R3 es B
α2−→ C con v3 = (0,−1, 1, 0); a3(x) = α2B(t).

R4 es B
β2←− C con v4 = (0, 1,−1, 0); a4(x) = β2C(t).

R5 es C
α3−→ D con v5 = (0, 0,−1, 1); a5(x) = α3C(t).

R6 es D
γ−→ A con v6 = (1, 0, 0,−1); a6(x) = γ D(t).

Entonces, utilizando el procedimiento de Monte Carlo estándar se pueden generar muestras
de τ y j de acuerdo con sus correspondientes distribuciones de probabilidad. En esta tesis
se utiliza el método de inversión estándar como sigue: generamos dos números aleatorios r1
y r2 a partir de una distribución de probabilidad uniforme en el intervalo [0,1] y se toma:

τ = − 1

a0(x)
ln(r1) (2.22)

j = El entero más pequeño que satisface

j∑
k=1

ak(x) > r2 a0(x) (2.23)

Con este método de generación (o cualquier otro que sea matemáticamente equivalente),
tenemos el siguiente Algoritmo de Simulación Estocástica para construir, mediante la simu-
lación numérica exacta, la cinética que sigue el estado del sistema X(t). Los pasos a seguir
son los siguientes:

0.- Se inicia el tiempo t = t0 con el estado inicial del sistema x = x0.

1.- Con el sistema en el estado x al tiempo t, se evalúan todas las aj(x) y la suma a0(x).

2.- Se generan valores para τ y j usando las ecuaciones (2.22) y (2.23).

3.- Se efectúa la reacción siguiente desplazando el tiempo, t→ t+τ y el estado x→ x + vj.

4.- Se registra (x, t) y se regresa al paso 1 repitiendo nuevamente el ciclo hasta completar
la simulación.
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Las trayectorias de los estados del sistema X(t) generadas con el algoritmo se pueden con-
siderar como la versión estocástica de las trayectorias que se obtendŕıan resolviendo las
ecuaciones cinéticas(2.2). Es importante notar que el incremento en el tiempo τ de la simu-
lación estocástica se obtuvo de forma exacta y no como una aproximación finita de algún
tiempo infinitesimal dt, como se hace t́ıpicamente al resolver numéricamente las ecuaciones
cinéticas que forman un sistema acoplado de diferenciales ordinarias. Cuando las trayecto-
rias generadas por el Algoritmo de Simulación Estocástica coinciden con las soluciones de
las ecuaciones cinéticas (2.2), entonces se concluye que las fluctuaciones del sistema son muy
pequeñas y no afectan en el comportamiento del sistema. Por otra parte, cuando las trayec-
torias obtenidas con el algoritmo de simulación estocástica se desv́ıan significativamente de
las soluciones de las ecuaciones cinéticas (2.2), entonces se concluye que la fluctuaciones del
sistema son importantes y no se pueden despreciar. Es decir, las ecuaciones cinéticas determi-
nistas (2.2) no proveen de una descripción precisa del comportamiento del sistema biológico.
Este resultado no es sorpresivo, se ha demostrado que cuando los sistemas son finitos con
“un número relativamente pequeño de moléculas” – en el sistema de interés en esta tesis,
“un número relativamente pequeño de veśıculas que liberan transmisor”– las fluctuaciones se
amplifican y llevan al sistema fuera de equilibrio termodinámico, aśı pues, juegan un papel
importante en el comportamiento del sistema [19].

Dado que el Algoritmo de Simulación Estocástica y la ecuación maestra se derivaron sin
realizar aproximación alguna a partir de la premisa fundamental (2.5) entonces son descrip-
ciones equivalentes de la cinética del sistema [17]. No obstante, a pesar de que es muy dif́ıcil
resolver la ecuación maestra, el algoritmo de simulación estocástica es relativamente fácil
de implementar, aún siendo comparado con la mayoŕıa de los algoritmos numéricos para
resolver las ecuaciones diferenciales cinéticas.



Caṕıtulo 3

Resultados

En este caṕıtulo se presentan los resultados obtenidos de la simulación del modelo cinético
(2.1) utilizando el algoritmo de simulación estocástica de Gillespie descrito en el caṕıtu-
lo anterior. Para realizar la simulación de la evolución del estado del sistema, X(t) =
{A(t), B(t), C(t), D(t)}, se escribió un código en lenguaje Fortran 90 para implementar el
algoritmo de Gillespie. Se eligió este lenguaje de programación debido a la facilidad de im-
plementación del algoritmo, por la rapidez de ejecución, y porque se tiene un mejor control
del código y del algoritmo, comparado con software del tipo Matlab.

Para definir los valores de las constantes cinéticas se consideraron los resultados experimen-
tales reportados en la literatura; estos sugieren que las enerǵıas de activación involucradas
en las diversas fases del proceso de exocitosis son del mismo orden de magnitud [20, 21]. Por
lo anterior, es factible considerar, αi = α con i = 1, 2, 3 y βj = β con j = 1, 2. Además, se
hicieron algunas simulaciones con valores diferentes de las αi y las βi y se encontró acumula-
ción de veśıculas en los estados cinéticos, lo que va en contra del comportamiento fisiológico
observado.1

Recordamos que la constante cinética de “ida” α está asociada con la transición de una
veśıcula que pasa a estados más próximos al estado de fusión vesicular que da lugar a la
liberación del transmisor qúımico, mientras que β se interpreta como la constante cinética
de “regreso” de una veśıcula que pasa a un estado más alejado del estado de fusión. Además,
hay que recordar que la constante cinética γ está asociada con el proceso de reciclaje de las
veśıculas fusionadas. Como se explica en los siguientes párrafos, los valores de estas cons-
tantes cinéticas se determinaron considerando datos experimentales obtenidos en la placa
neuromuscular de la rana y de un mamı́fero, reportados en la literatura [3, 7].

Estimaciones experimentales del número de veśıculas en la poza de liberación fácil (readily
releaseble pool) en el interior de la sinapsis neuromuscular de la rana es de 10,000 veśıculas
[12, 13]. De acuerdo con lo anterior, en las simulaciones del modelo cinético se considera una

1Ver apéndice A.
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población vesicular de N0 = 10, 000. El análisis de las simulaciones se enfoca en los eventos
de la transición C

α−→ D que representan la fusión vesicular y la subsecuente liberación de
un cuanto de transmisor.

Como se mencionó en el caṕıtulo 1, en experimentos con uniones neuromusculares de ranas
y mamı́fero se reporta la presencia de actividad basal espontánea de la sinapsis [3, 7]. En
particular, en tejido de mamı́fero se ha reportado que la frecuencia promedio entre cada
potencial espontáneo registrado es de f = 1.43 s−1. Igualmente, se reporta que el tiempo
promedio entre cada potencial espontáneo fue de t = 1/f = 0.7 s [4]. Este tiempo está di-
rectamente relacionado con el inverso de la constante cinética α de la reacción C

α−→ D,
aśı pues, α = 1/0.7 = 1.43 s−1.

Para limitar el número de constantes cinéticas, se define una nueva variable λ como el
cociente:

λ =
β

α
(3.1)

Con esta definición, la constante cinética β se expresa como, β = λα, por lo que el valor
de β queda determinado en términos de α al cambiar el valor λ. Por otra parte, a partir
de un valor inicial de la constante de reacción, γ = 1.0 s−1, se analizó el efecto que tiene la
variación de esta cantidad en la cinética del sistema.

Con estos valores de las constantes cinéticas se definió el estado inicial del sistema, X(t =
0) = x0 como el estado estacionario. Este se obtuvo realizando una simulación suficiente-
mente larga a partir del estado X(t′ = 0) = {A = 10000, B = 0, C = 0, D = 0}. Las pruebas
realizadas indicaron que simular el sistema durante cinco minutos es suficiente para alcanzar
el estado estacionario.

3.1. Actividad basal espontánea

El primer resultado que el modelo logró reproducir fue la actividad espontánea de los poten-
ciales miniatura en la unión neuromuscular [3, 4]. En la figura 3.1, se muestran los registros
de estos potenciales espontáneos miniatura en el tejido de mamı́fero (A). En la misma figura,
en el lado derecho, se muestran los registros de las transiciones unitarias de C

α−→ D que
llamaremos cuantos, obtenidas de las simulaciones. Es importante notar que estos resultados
son muy similares a los resultados experimentales. Estos resultados se encontraron al variar
los valores de λ en el intervalo [0, 500], obteniendo el mejor resultado cuando λ = 100.

Con la finalidad de comparar la frecuencia de los cuantos obtenidos de las simulaciones
estocásticas con la frecuencia experimental de los potenciales miniatura, se cuantificó la ac-
tividad cuántica simulando intervalos de tiempo de cinco minutos. Con los datos obtenidos
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Figura 3.1: Liberación cuántica espontánea. A) Potenciales espontáneos miniatura registrados en
terminales neuromusculares de mamı́fero. Imagen tomada de [4]. B) Registros representativos de
la simulación de los eventos de la transición cinética C → D. Los valores de los parámetros de la
simulación fueron estimados a partir de los datos experimentales reportados en [4].

de la simulación, se realizó un análisis estad́ıstico y se encontró que el tiempo promedio entre
cada transición espontánea fue de 〈t〉 = 0.72± 0.05 s, lo que da una frecuencia promedio de
〈f〉 = 1.40 ± 0.10 s−1. Este valor coincide, dentro del error estad́ıstico, con el valor experi-
mental 〈f〉 = 1.43± 0.88 s−1, obtenido en la placa neuromuscular de gato a 37o C [4]. Más
aún, en la literatura se reportan intervalos de frecuencias de (0.5 s−1 - 5.0 s−1) en tejidos de
mamı́feros a 37o C; y (0.1 s−1 - 100 s−1) en tejidos de rana a 20o C [3, 4].

Por otra parte, en la literatura también se reporta que experimentalmente la distribución de
intervalos de tiempo entre cada potencial espontáneo se distribuye exponencialmente.

En la figura 3.2A, se muestra el histograma reportado de los experimentos realizados en una
fibra neuromuscular [4]. De 143 potenciales espontáneos observados, el tiempo promedio entre
ellos es de 〈t〉 = 1.6 s. Con este dato se estima el valor de α = 1/〈t〉 = 1/1.6 s−1 = 0.625 s−1

y se toma como dato para las simulaciones estocásticas. Con este nuevo valor de la constante
cinética α y considerando λ = 100, se realizaron simulaciones con duración de cuatro minutos
en las que se registró la actividad cuántica. Con estos resultados se construyó el histograma
que se muestra en la figura 3.2B. Para complementar el análisis se realizo un ajuste de la
forma del histograma a la distribución exponencial definida en la ecuación 3.2:

n = nT ∆t
1

〈t〉
exp

(
− t

〈t〉

)
(3.2)

en esta ecuación, nT representa el número total de cuantos observados y ∆t es el tamaño de
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A B

Figura 3.2: A) Distribución del tiempo entre cada potencial espontáneo. En un registro repre-
sentativo experimental se observaron 143 potenciales miniaturas. El tiempo promedio entre cada
potencial fue de 1.6 segundos. Imagen y datos tomados de [4]. B) Distribución del tiempo entre
cada evento cuántico, obtenido de las simulaciones estocásticas. En el registro representativo, se
observaron 153 eventos con un tiempo promedio entre ellos de 1.54 segundos. En ambos gráficos,
la curva representa la predicción teórica de una distribución exponencial (ec. 3.2).

los intervalos en el histograma. De esta forma, se encontró el número esperado de eventos
espontáneos, n, entre t y t+ ∆t con ∆t = 0.5 s. En la figura 3.2B se muestra el histograma
de un registro representativo obtenido de las simulaciones estocásticas. Se obtuvieron 153
eventos espontáneos con un intervalo promedio de tiempo de 〈t〉 = 1.54 s, y una frecuencia
promedio de 1/〈t〉 = 0.65 s−1. Estos resultados confirman que el modelo cinético propuesto
y analizado con el algoritmo de simulaciones estocásticas de Gillespie, reproduce cuantitati-
vamente el comportamiento de los potenciales espontáneos que se obtienen en experimentos
realizados en la unión neuromuscular.

3.2. Naturaleza estad́ıstica de la liberación cuántica

Por otra parte, un est́ımulo en la terminal nerviosa dispara el ingreso de Ca2+ extracelular
al interior de la célula, lo que a su vez promueve la liberación del transmisor. Es decir, la
aplicación de un est́ımulo aumenta la probabilidad de que una veśıcula se mueva a esta-
dos más cercanos al estado de fusión [11, 22]. Se observa experimentalmente que cuando la
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concentración de Ca2+ es baja y la concentración de Mg2+ es alta, la cantidad de cuantos
de neurotransmisor liberados en respuesta a un est́ımulo se distribuye estad́ısticamente de
acuerdo con la distribución de Poisson [23].

Considerando lo anterior en las simulaciones estocásticas, el ingreso de Ca2+ debido a la
estimulación se modeló sumando a la constante cinética α una función de estimulación, f(t):

αs = α + f(t) (3.3)

de esta manera se tiene una constante cinética efectiva αs que depende del tiempo a través
de la función de estimulación. Se propone esta forma considerando que el est́ımulo afecta
solamente a las reacciones que promueven la fusión de la veśıcula con constante cinética α.
Aśı pues, en las simulaciones se introduce la variable αs, y con ella se calculan las funciones
de propensión que son afectadas por el est́ımulo. Por otra parte, en la literatura se reporta
que después de un est́ımulo, la concentración de Ca2+ intracelular de la terminal presináptica
disminuye exponencialmente [24]. Tomando en cuenta lo anterior, se eligió a la función de
estimulación f(t) como:

f(t) =

{
0 si t < te

exp
(
− (t− te)/τe

)
si t > te

(3.4)

donde te es el tiempo en que inicia el est́ımulo, y τe es la duración media del est́ımulo.

De acuerdo con las consideraciones anteriores se realizaron simulaciones estocásticas para
calcular la cantidad de veśıculas que se fusionan como respuesta a la aplicación del est́ımulo
f(t). Se aplicó un tren de 250 est́ımulos con un tiempo de separación entre ellos de cinco
segundos, esto último se hizo para permitir que el sistema regrese a su estado estacionario
después de cada est́ımulo. El valor de τe se varió en el intervalo de tiempo [0.05, 1.50] ms.
Los histogramas del número de cuantos liberados en la exocitosis se muestran en la figura
3.3. Se compararon las distribuciones obtenidas con la gráfica correspondiente a la distri-
bución Poisson definida por la ecuación (3.5) que se grafica como puntos unidos con ĺıneas
sobrepuestos en la figura 3.3.

nx = Ne
mx

x!
e−m (3.5)

En esta ecuación m es el número promedio de cuantos liberados por est́ımulo, cantidad que
se obtuvo de las simulaciones; Ne es el número total de est́ımulos simulados y nx es el número
de respuestas esperadas que liberaron x cuantos (ver tabla 3.1).

En la figura 3.3 se observa que cuando τe ≤ 0.50 ms, los datos parecen seguir bien una
distribución de Poisson, mientras que cuando τe > 0.50 ms, los datos se desv́ıan de ella. Para
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Figura 3.3: Resultado de las simulaciones. Distribución del número de cuantos liberados en cada
est́ımulo. Se realizaron un total 250 est́ımulos. El tiempo medio de duración del est́ımulo τe fue
variado en un intervalo de [0.05, 1.50] ms. Los puntos negros representan la predicción teórica
suponiendo una distribución de Poisson (ec. 3.5). Se puede observar que a partir de τe > 0.50 ms,
el número de cuantos liberados parece alejarse de la distribución de Poisson. Para discernir este
hecho se hizo la prueba estad́ıstica, χ2 de Pearson (ver fig. 3.4).

verificar esta idea, se realizó una prueba estad́ıstica χ2 de Pearson con un nivel de significancia
de 0.05, para cada uno de los conjuntos de resultados de la fig.3.3, con las siguientes hipótesis:

H0: La distribución del número de cuantos liberados por est́ımulo, sigue una distribución de
Poisson.

H1: La distribución del número de cuantos liberados por est́ımulo, no sigue una distribución
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τe [ms] m
0.05 0.10 ± 0.31
0.10 0.49 ± 0.68
0.15 1.27 ± 1.21
0.20 2.47 ± 1.66
0.25 3.51 ± 1.74
0.50 12.90 ± 4.08
0.75 25.54 ± 5.65
1.00 40.02 ± 6.87
1.50 68.70 ± 8.35

0.5 1.0 1.5 2.0

τ
e
 [ms]

0

25

50

75

100

m

m = −18.48 τ
e

3
 + 57.39 τ

e

2
 + 1.28 τ

e

Tabla 3.1: Resultados de la simulación para el número promedio de cuantos liberados m por
est́ımulo. Se observa que el parámetro m aumenta conforme se incrementa el tiempo medio de la
duración del est́ımulo. Experimentalmente se reporta un número promedio de cuantos liberados
dentro del intervalo de (0.38 - 4.0) en condiciones de baja concentración de Ca2+ [7]. A la derecha
se gráfica el conjunto de datos junto con el mejor ajuste de un polinomio de tercer grado. Esto
nos ı́ndica que al aumentar la duración del est́ımulo, hay un incremento no-lineal en la cantidad de
cuantos, lo que es consistente con el proceso de facilitación. Por otra parte, el grado 3 del polinomio
se puede relacionar con el hecho de que la sinaptotagmina requiere al menos tres Ca2+ para activar
la fusión vesicular [25].

de Poisson.

En la figura 3.4 se muestra el valor de p de la prueba estad́ıstica para cada conjunto de
datos en función de τe. Para valores de τe > 0.50 ms, el valor de p es menor que el nivel de
significancia de 0.05 (fig.3.4, ĺınea punteada), por lo que la hipótesis nula H0 se rechaza, en
otras palabras, la distribución de los eventos de liberación cuántica no siguen una distribu-
ción de Poisson. En cambio, para valores de τe ≤ 0.50, el valor de p es mayor que el nivel
de significancia, lo que indica que los resultados no dan evidencia para rechazar la hipótesis
nula H0. Esto es consistente con el comportamiento reportado en los datos experimentales
de la liberación cuántica en condiciones de concentración baja de Ca2+ extracelular y con-
centración alta de Mg2+, los cuales siguen una distribución de Poisson. En cambio, cuando
la concentración de Ca2+ es alta y la concentración de Mg2+ es baja, la distribución deja de
ser de Poisson [5, 23, 26].
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Figura 3.4: Valor del parámetro p de la prueba estad́ıstica χ2 de Pearson realizada a los datos
de los histogramas de la fig. 3.3, suponiendo como cierta la hipótesis de que los datos siguen una
distribución de Poisson. La ĺınea punteada señala el valor del nivel de significancia de la prueba
igual a 0.05. Para valores τe > 0.50 ms, el valor de p es menor que el nivel de significancia, por
lo que los datos no siguen una distribución de Poisson. Mientras que para valores de τe ≤ 0.50
ms, es probable que la distribución de eventos “cuánticos” sigan una distribución de Poisson. Esto
está acorde con lo reportado en la literatura en sinapsis neuromusculares en condiciones de baja
concentración de Ca2+ extracelular y alta concentración de Mg2+ [5, 23, 26].

3.3. Facilitación y depresión sináptica

Otro resultado interesante que se observa en los experimentos, y que también se obtiene con
el modelo cinético propuesto en esta tesis, es el comportamiento de facilitación – depresión en
la liberación de neurotransmisor ante una serie de est́ımulos. Para reproducir este resultado
con las simulaciones estocásticas se aplicaron las condiciones experimentales reportadas en
los trabajos de Betz [10]. Como recordaremos, estos se realizaron en la placa neuromuscular
de la rana en condiciones fisiológicas tales que los niveles de Ca2+ y Mg2+ son los normales.
Además se aplicaron tres est́ımulos condicionantes previos a un est́ımulo de prueba [10].
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Figura 3.5: Número de cuántos liberados debido a un tren de cuatro est́ımulos. Se simularon tres
est́ımulos condicionantes con τe = 1.30 ms, separados por 30 ms entre śı. Posteriormente, 250 ms
después del último est́ımulo condicionante se dio un est́ımulo de prueba. Se observan claramente la
facilitación en la respuesta al segundo y tercer est́ımulos y una depresión en la respuesta al est́ımulo
de prueba. Además hubo un aumento en la frecuencia de los eventos cuánticos espontáneos después
de cada est́ımulo (recuadro), comparado con la frecuencia encontrada en ausencia de estimulación
previa (véase fig. 3.1).

En la figura 3.5 se muestran las respuestas a tres est́ımulos condicionantes separados entre
śı 30 ms, seguidos de la respuesta a un est́ımulo de prueba aplicado 250 ms después del último
est́ımulo condicionante. Se observa claramente una facilitación en la respuesta del segundo y
tercer est́ımulos condicionantes con respecto al primero. Sin embargo, existe depresión en la
respuesta al est́ımulo de prueba con respecto al primer est́ımulo condicionante. Enfocándose
en los eventos de liberación de neurotransmisor después de cada est́ımulo observamos que la
frecuencia de la liberación espontánea aumenta considerablemente (fig. 3.5 recuadro) compa-
rada con la frecuencia de liberación espontánea en ausencia de est́ımulo, como se describió en
la primera parte de este caṕıtulo.

En la figura 3.6 se muestran los perfiles de facilitación – depresión normalizados, Ntest/N1cond,
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Figura 3.6: Perfiles de facilitación – depresión entre la respuesta del est́ımulo de prueba Ntest

y el primer condicionante N1cond. En el eje vertical se grafica el número de cuántos normalizado
debido al est́ımulo de prueba. En el eje horizontal se grafica el tiempo entre el último est́ımulo
condicionante y el de prueba. Se observa que para tiempos cortos la facilitación es marcada y
eventualmente disminuye para dar lugar a la depresión. Para valores de λ del orden de la unidad
(azul), se observa un periodo de facilitación más prolongado y un periodo de depresión nulo. En
cambio, si λ aumenta dos ordenes de magnitud (verde), el periodo de facilitación es más corto y se
observa una depresión temprana. La ĺınea roja corresponde al mejor ajuste de los datos obtenidos
con las simulaciones estocásticas a los datos experimentales reportados en la literatura (ćırculos
negros y ĺınea punteada) [10].

para diferentes valores de λ. Los ćırculos negros con fondo verde representan los datos ex-
perimentales, y las ĺıneas y puntos de diferentes colores representan los resultados de las
simulaciones. Ntest representa el número de cuantos liberados debido a la aplicación del
est́ımulo de prueba y N1cond es el número de cuantos liberados debido a la aplicación del
primer est́ımulo condicionante. En el eje horizontal se representa el intervalo de tiempo entre
el último est́ımulo condicionante y el est́ımulo de prueba. Para obtener estos resultados el
valor del parámetro α se estimó haciendo un análisis del intervalo de frecuencias de libe-
ración espontánea en experimentos realizados en la placa neuromuscular de rana [3]. Una
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Figura 3.7: Perfiles de facilitación – depresión entre la respuesta al est́ımulo de prueba Ntest y el
primer condicionante N1cond. Se observa el comportamiento de los perfiles para diferentes valores de
la constante cinética γ que esta relacionada con el reciclaje vesicular. Cuando γ = 10 s−1 (azul), se
observa un periodo de facilitación sin depresión. En cambio, cuando γ = 0.1 s−1 (verde), el tiempo
medio de reciclaje es del orden de ∼ 10 s, y se observa que la depresión aumenta. Los ćırculos
negros y la ĺınea punteada corresponden a los datos experimentales reportados en la literatura [10].

vez estimado el valor de α que condujo a resultados similares a los datos experimentales, se
estimó el valor de λ que acercó aún más las simulaciones a los resultados experimentales. Se
encontró que los valores de los parámetros que reproducen mejor los perfiles de facilitación
y depresión en la sinapsis neuromuscular de rana son: α = 0.3 s−1 y λ = 50. Es importante
resaltar el hecho de que los valores de α y λ en esta sinapsis son diferentes a los obtenidos
en los análisis en las sinapsis de mamı́fero, descritos en las secciones anteriores. Por otra
parte, también se estimó el tiempo medio de estimulación que reproduce mejor los datos
experimentales y el resultado fue, τe = 1.45 s. En la figura 3.6 también se observa que para
valores pequeños de λ, del orden a la unidad, existe un periodo de facilitación más prolon-
gado, mientras que para valores de λ mayores en dos ordenes de magnitud, la facilitación
disminuye rápidamente y la depresión se presenta a tiempos más cortos.
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En la figura 3.7 se muestra la dependencia de la facilitación – depresión en la constante
cinética γ. Se observa que cuando γ = 10.0 s−1, hay un periodo mayor de tiempo donde
está presente la facilitación, mientras que la depresión prácticamente no se ve expresada.
Por otro lado, cuando γ es del orden de γ = 0.1 s−1, después de la facilitación inicial aparece
una depresión más pronunciada que se prolonga durante un mayor intervalo de tiempo.
Hay que recordar que la constante γ engloba la contribución del reciclaje de las veśıculas
fusionadas por endocitosis, pero también incluye el reabastecimiento de la población de la
poza vesicular de liberación fácil por parte de la poza de reciclaje durante la actividad
sináptica. La constante γ tiene una importancia relevante ya que mantiene un suministro
constante para restablecer el número de veśıculas inicial en la poza vesicular de liberación
fácil.



Caṕıtulo 4

Discusión

En esta tesis se propone y desarrolla un modelo cinético novedoso que explica cuantitativa-
mente, desde un punto de vista molecular, varios aspectos de las observaciones clásicas del
proceso de liberación de neurotransmisores en la sinapsis neuromuscular. En este modelo,
cada veśıcula realiza transiciones cinéticas entre cuatro estados previos a la fusión de las
membranas vesicular y celular. El modelo supone que cada una de las transiciones cinéticas
que sufre cada veśıcula es independiente de las del resto de las veśıculas. No obstante, la
sinapsis, y en particular, la población total vesicular muestra un comportamiento colectivo
como resultado de las interacciones con el citoesqueleto –membrana celular, filamentos, etc.–,
las protéınas (motores moleculares), aśı como los iones de calcio. Se entiende por fenómeno
colectivo a la manifestación conjunta de las interacciones entre los diferentes elementos o
componentes que conforman un sistema y que conducen a una acción concertada en su con-
junto.

Debido a que usualmente no se conocen las caracteŕısticas espećıficas de las interacciones
que conducen a un fenómeno colectivo, y teniendo en cuenta que el sistema es también per-
turbado por su entorno, es decir, es un sistema que no está en equilibrio termodinámico,
una descripción cuantitativa probabiĺıstica o estocástica es lo más natural. Este enfoque
estocástico se refuerza si además consideramos que el número de cuantos liberados en la exo-
citosis se distribuye estad́ısticamente de acuerdo con una distribución de Poisson. De esta
forma, las simulaciones estocásticas del modelo cinético reproducen varios aspectos del com-
portamiento de la sinapsis nerviosa, tales como la actividad espontánea basal de la sinapsis
neuromuscular, la actividad debida a la estimulación eléctrica, aśı como de los procesos de
facilitación y depresión.

El hecho que las enerǵıas de activación entre estados son similares sugiere que los valores de
las constantes cinéticas αi en las transiciones entre estados cinéticos deben de tener aproxi-
madamente un mismo valor α. Esta constante cinética se estimó realizando un análisis de las
frecuencias promedio de los potenciales espontáneos reportados experimentalmente [3, 4, 7].
Considerando una hipótesis análoga para las constantes cinéticas βi, se estimó el valor de
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la constante cinética β que mejor reprodujera el comportamiento de la actividad sináptica
espontánea. Se encontró que β debe de ser un orden de magnitud mayor que α para la si-
napsis de anfibios y dos ordenes de magnitud mayor que α para la sinapsis de mamı́feros.
En términos del parámetro λ = β/α, se tiene que λ = 50 para anfibios y λ = 100 para
mamı́feros. Esto sugiere que las interacciones que previenen la fusión vesicular tienen un
papel importante en el control de la liberación espontánea del transmisor. Como una prueba
adicional que confirme la igualdad de las constantes cinéticas que describen la transición en-
tre cada estado se realizaron simulaciones con valores de αi y de βi diferentes. Los resultados
obtenidos indican la acumulación excesiva de veśıculas en alguno(s) de los estados cinéticos
lo que no es consistente con el comportamiento fisiológico.1

El modelo cinético reproduce muy bien la distribución del número de cuantos de transmisor
liberados en cada est́ımulo, en condiciones de baja concentración de Ca2+ y alta concentra-
ción de Mg2+ extracelular. Las distribuciones obtenidas de los experimentos se muestran en
la fig. 1.3 mientras que aquellas obtenidas con las simulaciones estocásticas se muestran en
la fig. 3.3. Por otra parte, las observaciones experimentales también sugieren que la entrada
de Ca2+ al interior de la terminal nerviosa en respuesta a la aplicación de un est́ımulo au-
menta la probabilidad de liberación del transmisor [6, 27, 28]. Para considerar la aplicación
de este est́ımulo en el modelo se agregó una función de estimulación, f(t), que decrece expo-
nencialmente después de la aplicación del est́ımulo, con un tiempo de decaimiento τe. –Ver
ecuaciones (3.3) y (3.4)–. Esta función de estimulación favorece la transición de las veśıculas
a estados más cercanos a la fusión vesicular. Aśı pues, la f(t) se interpreta como la función
que modela la entrada de Ca2+ al interior de la terminal nerviosa en respuesta a un est́ımulo
eléctrico. Estudios realizados en diversas sinapsis reportan un aumento súbito de la corriente
producida por la entrada de Ca2+ después de la llegada del est́ımulo, lo que es seguido de
una disminución exponencial de la magnitud de esta corriente [24]. Se encontró también que
la cantidad de transmisor liberado está estrechamente relacionada con la cantidad de Ca2+

que entra al interior de la terminal presináptica [24].

La función de estimulación propuesta modela la cantidad de Ca2+ en el interior de la termi-
nal sináptica variando la duración del est́ımulo, es decir, variando el tiempo de decaimiento
τe. De esta forma, se puede modelar el comportamiento de la sinapsis neuromuscular para
distintas concentraciones de Ca2+ extracelular. Experimentalmente se ha medido el tiempo
medio de decrecimiento de [Ca2+]i después de aplicar la estimulación, reportándose en el
intervalo de (0.75 ms - 2.0 ms) para concentraciones de [Ca2+]o = 10 mM [24]. Esto sugiere
que existe un ĺımite superior para el valor de τe en el que la concentración de calcio extrace-
lular es [Ca2+]o. Los resultados que se obtienen de las simulaciones indican que para valores
de τe ≤ 0.50 ms, el número de cuantos liberados se distribuye estad́ısticamente de acuerdo
con una distribución de Poisson, lo que es consistente con los resultados reportados para
sinapsis neuromusculares con bajas concentraciones de Ca2+ ([Ca2+]o ≈ 0.25 mM) y altas

1Ver apéndice A.
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concentraciones de Mg2+ ([Mg2+]o ≈ 4 mM) [7, 6, 23]. Mientras que cuando τe > 0.50 ms, el
número de cuantos liberados deja de distribuirse estad́ısticamente de acuerdo con una distri-
bución de Poisson. Desde el punto de vista fisiológico estos resultados podŕıan relacionarse
con los distintos comportamientos de la sinaptotagmina –protéına intracelular que funciona
como sensor de Ca2+ y disparan la fusión vesicular– aśı como con la familia de las protéınas
SNARE y la cantidad de Ca2+ intracelular [25].

El modelo cinético se analizó con valores de la constante cinética α estimados a partir de
datos experimentales reportados para las sinapsis neuromusculares de rana (sangre fŕıa) y
de mamı́fero (sangre caliente) [3, 4, 7, 8, 10]. Para reproducir los resultados experimentales
con las simulaciones se requirió λ = 50 para la sinapsis de rana y λ = 100 para la sinapsis
de mamı́fero. Esto sugiere que la temperatura fisiológica juega un papel importante.

Los resultados de las simulaciones reproduce muy bien la distribución de Poisson de los
números de cuantos liberados que se observa experimentalmente en la sinapsis neuromuscu-
lar, lo que refuerza la robustez del modelo. Se obtuvo una distribución de Poisson debido
a que el funcionamiento correcto de la sinapsis ocurre en el caso ĺımite β � α. Desde el
punto de vista fisiológico esto significa que el número de veśıculas por unidad de tiempo que
regresan a estados previos a la fusión es mucho mayor comparada con el número de veśıculas
que śı se fusionan. Aśı pues, la probabilidad de que una veśıcula de la población total se
fusione es muy baja.

Por otra parte, cuando se considera, α = β, es decir, el número de veśıculas que se acercan
al estado de fusión por unidad de tiempo es igual al número de veśıculas que se regresan a
estados previos, la distribución estad́ıstica del número de cuantos liberados por est́ımulo deja
de distribuirse de acuerdo con una distribución de Poisson. En tal caso, la distribución que se
obtiene es muy dispersa y no uniforme en el intervalo (0, 150). Análogamente, cuando α > β,
que significa que un mayor número de veśıculas por unidad de tiempo se mueven al estado de
fusión, el número de cuantos liberados por est́ımulo no se distribuye de acuerdo con una dis-
tribución de Poisson. En estas condiciones la respuesta fisiológica de la sinapsis ante un tren
de est́ımulos conduciŕıa a una depresión temprana sin que hubiera una facilitación previa.
Es decir, los mecanismos de prevención de liberación del transmisor seŕıan despreciables por
lo que el transmisor contenido en las veśıculas se liberaŕıa sin control en la terminal nerviosa.2

El modelo cinético también reproduce los fenómenos de facilitación y depresión que se ob-
servan en la sinapsis neuromuscular. La respuesta de un primer est́ımulo facilita la respuesta
del siguiente est́ımulo, lo que se manifiesta como un incremento no lineal en el número de
cuantos liberados. No obstante, después de varias centenas de milisegundos, la depresión
predomina en la sinapsis; por ejemplo, si el segundo est́ımulo se aplica después de 200 ó 300
ms de la aplicación del primer est́ımulo, la liberación de neurotransmisor es menor de lo que

2Ver apéndice A.
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fue al inicio de la estimulación.

La depresión se ha relacionado con el agotamiento en la reserva de veśıculas dentro de la
terminal nerviosa. No obstante, el análisis del modelo cinético sugiere lo contrario, es decir,
por un lado la facilitación indica que aún existe una gran cantidad de veśıculas disponibles
para ser liberadas, y por el otro, el fenómeno de depresión es debido a la contribución de
la constante cinética de regreso β mayor que la constante cinética de salida α. Como se in-
dicó en párrafos anteriores, la actividad eléctrica favorece que las veśıculas se muevan hacia
estados cinéticos más próximos a la fusión, pero debido a que la constante de regreso β es
más grande que la constante de salida α (en este caso, 50 veces mayor), las veśıculas regresan
a los estados en los que se encontraban previos a la estimulación. Este mecanismo cinético
previene la liberación arbitraria del transmisor.

Las neuronas tienen la capacidad de modificar su estructura y su actividad, propiedad que
se conoce como plasticidad sináptica. La plasticidad sináptica es una respuesta adaptativa
de la neurona a señales externas espećıficas, a menudo relacionada con la conjunción de dos
est́ımulos separados en tiempo y espacio. La integración de est́ımulos separados dentro de
un intervalo de tiempo corto se denomina detección de coincidencias (coincidence detection).
Dicha detección de coincidencia toma importancia especial en los mecanismos de procesa-
miento de información, aprendizaje y memoria [29].

Aśı pues, el modelo cinético revela que la sinapsis neuromuscular funciona como un detector
de coincidencias en el que la respuesta sináptica, después de una estimulación previa, depen-
de del momento en que se realice la medición. Es decir, la aplicación de un est́ımulo promueve
que la población vesicular, inicialmente distribuida en los diferentes estados vesiculares, se
mueva un paso hacia adelante más cercano al estado de fusión. Esto es, las veśıculas que
estaban en el estado A pasan al estado B, y las que estaban en el estado B pasan al estado C,
mientras que las pocas que estaban en el estado C pasan al estado de fusión D. La respuesta
de la sinapsis dependerá del instante en que llegue el siguiente est́ımulo, si el est́ımulo arriba
en los siguiente milisegundos, la población vesicular se moverá un paso adicional haćıa adelan-
te, promoviendo que una mayor cantidad de veśıculas pasen al estado de fusión. En cambio,
si el segundo est́ımulo no llega dentro de un intervalo de tiempo corto, toda la población ve-
sicular que no se haya liberado regresará a los estados más alejados de fusión (ver figura 4.1).

Es importante notar que cuando las constantes cinéticas, α1, α2 y α3 son diferentes entre śı,
aśı como cuando las constantes cinéticas, β1 y β2 son también diferentes entre śı, el modelo
cinético no reproduce el comportamiento de la sinapsis. Es decir, la frecuencia de la actividad
basal espontánea, la distribución de Poisson del número de cuantos liberados por est́ımulo,
y el fenómeno de facilitación - depresión no se obtienen. El hecho de que las constantes
cinéticas de ida por un lado, y las constantes cinéticas de regreso por otro, sean iguales entre
śı sugiere que la población vesicular entre los cuatros estados se mueve en conjunto de forma
colectiva con la misma tasa de transición cuando se aplica un est́ımulo. De esta forma la
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Figura 4.1: Proporción de la población vesicular total en cada uno los estados cinéticos como fun-
ción del tiempo. En los primeros 100 ms, la sinapsis se encuentra en su estado basal. Al arribar
del primer est́ımulo (flecha), la población vesicular en el estado A disminuye considerablemente
Fig. 4.1(A), y se distribuye en los estados cinéticos B y C. Figs. 4.1(B)-(C). Sólo una pequeña
proporción de neurotransmisor se libera en el estado cinético D. Después del est́ımulo, la población
vesicular tiende a regresar a su estado basal. La respuesta de la sinapsis dependerá del momento en
que llegue el siguiente est́ımulo. En caso de que no arribe un nuevo est́ımulo, la población vesicular
en cada estado regresará al estado A (ĺınea punteada). Sin embargo, si un segundo est́ımulo llega
en los siguientes milisegundos después del primero, la población vesicular que no ha liberado avan-
zará, promoviendo que una mayor fracción de veśıculas pasen al estado de fusión D(facilitación).
Fig. 4.1(D). De esta forma, la sinapsis neuromuscular funciona como un detector de coincidencias
ante dos o más est́ımulos.

sinapsis evita una acumulación “anormal” de veśıculas en algún estado cinético intermedio.
Todo esto permite que la sinapsis neuromuscular sea muy predecible en términos fisiológicos.

De acuerdo con todo lo anterior, se puede afirmar que la sinapsis qúımica es una respuesta
coordinada debida a la acción colectiva de interacciones entre diferentes elementos como
son: los microfilamentos del citoesqueleto, los microtubulos, los filamentos entre las veśıcu-
las, las fluctuaciones de la membrana celular, los canales iónicos, los iones de calcio y los
motores moleculares (protéınas intracelulares) involucrados en el proceso de fusión vesicu-
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lar. Espećıficamente, las interacciones moleculares debidas al conjunto de macromoléculas
conocidas como AZM (Active Zone Material) se han estudiado en diversas sinapsis neuromus-
culares [5, 22, 30]. El conjunto AZM es un arreglo de macromoléculas altamente organizado
que conecta a las veśıculas sinápticas con la membrana celular en la zona activa; además de
estar directamente involucradas en todas las fases de la exocitosis vesicular [22]. La familia
de protéınas intracelulares SNARE, la sinaptotagmina y los canales de Ca2+ forman parte
del conjunto AMZ, pero no son las únicas. La identificación y la naturaleza bioqúımica de
los componentes del complejo AZM siguen siendo tema de estudio [5, 22].

Para finalizar este caṕıtulo es importante enfatizar que el modelo cinético propuesto con-
sidera de forma general las interacciones de las macromoléculas a través de las constantes
cinéticas α y β. Se estimó que las constantes cinéticas de las interacciones moleculares que
provienen de la fusión vesicular son al menos 50 veces mayores que las constantes cinéticas de
las interacciones moleculares que las promueven. Por otra parte, diversos estudios en sinapsis
neuromusculares de ratones y ranas han encontrado diferencias significativas en el tamaño y
distribución relativas de sus correspondientes conjuntos de macromoléculas AZM [30]. Esto
puede dar una pauta para entender, en parte, el valor diferente de λ para las sinapsis de
mamı́fero y anfibio.
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Conclusiones

En esta tesis se propuso y estudió un modelo cinético novedoso que explica cuantitativamen-
te las observaciones clásicas del proceso de la exocitosis de neurotransmisores en la sinapsis
neuromuscular. Se demostró que la liberación del transmisor está regulada por una sucesión
de transiciones entre cuatro estados cinéticos vesiculares. Las transiciones haćıa la fusión
vesicular son inducidas por la actividad eléctrica de la sinapsis. La ausencia de actividad
eléctrica favorece que las transiciones ocurran en sentido contrario, lo que disminuye signifi-
cativamente la probabilidad de liberación del transmisor.

Debido a que las fluctuaciones del sistema son significativas cuando el número de veśıculas
que libera neurotransmisor es pequeño comparado con el número total de veśıculas, no es po-
sible hacer una descripción cuantitativa determinista de la exocitosis. Además, considerando
que la cinética del proceso de exocitosis de neurotransmisores es el resultado de un conjunto
de interacciones complejas entre los diversos elementos de la sinapsis, resulta natural una
descripción probabiĺıstica o estocástica de este proceso.

El modelo cinético propuesto y analizado con un enfoque estocástico reproduce la actividad
basal espontánea de la sinapsis observada en la placa neuromuscular aśı como la respuesta a
la estimulación eléctrica y su plasticidad. Se demostró que la estimulación eléctrica sostenida
aumenta la población vesicular en el estado cinético previo a la fusión vesicular. Sin embargo,
cuando el intervalo de tiempo entre est́ımulos aumenta, las constantes cinéticas relacionadas
con el regreso de las veśıculas a su estado anterior cobran relevancia y promueven que las
veśıculas se muevan a estados más alejados al estado de fusión vesicular.

Los resultados de las simulaciones predicen, usando valores apropiados de las constantes
cinéticas, el comportamiento de la sinapsis neuromuscular, tanto de mamı́fero como de an-
fibio. Para obtener estos resultados ha sido necesario considerar que las constantes cinéticas
de regreso β sean mucho mayores que las constantes cinéticas, α, –al menos cincuenta veces
–. Esto sugiere que las fuerzas que previenen la liberación de transmisor son mayores que
aquéllas que la promueven; de esta forma, la sinapsis controla la cantidad de transmisor para
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que no se libere más de lo necesario para su funcionamiento correcto. Otra consecuencia de
esta gran diferencia entre α y β es que la distribución estad́ıstica del número de cuantos
liberados se distribuye de acuerdo con una distribución de Poisson.

El hecho de que las constantes cinéticas αi sean iguales entre śı y las constantes cinéticas
βi sean también iguales entre śı, sugiere que la población vesicular distribuida en los cua-
tro estados opera como consecuencia de la acción colectiva de las diferentes interacciones
moleculares y del citoesqueleto que participan en el proceso de exocitosis. Desconocemos la
naturaleza detallada de estas interacciones, pero a pesar de esto, el comportamiento de la
sinapsis es muy predecible en términos de su fisioloǵıa.

El análisis del modelo cinético propuesto y analizado en esta tesis sugiere que éste es lo
suficientemente robusto para predecir cuantitativamente el comportamiento de la sinapsis
qúımica neuromuscular.



Apéndice A

Otros Resultados

En este apéndice se presentan los resultados que se obtienen con el modelo cinético (2.1)
cuando se consideran diferentes escenarios para los valores de las constantes cinéticas αi y βi.

Es importante recordar que experimentalmente se observa que cuando se estimula la sinap-
sis neuromuscular el número de cuantos liberados se distribuye estad́ısticamente siguiendo
una distribución de Poisson. Para reproducir tal distribución, los valores de las constantes
cinéticas αi y βi se deben elegir apropiadamente.

En la figura A.1 se muestras los histogramas de frecuencias del número de cuantos liberados
por est́ımulo obtenidos con las simulaciones en dos casos: (1) cuando las constantes de ida
son más grandes que las de regreso α > β (Fig. A.1-A); y (2) cuando todas las constantes
cinéticas, tanto las de ida como las de regreso, son iguales α = β, esto es, cuando λ = 1.0
(Fig. A.1-B). Por otra parte, en la figura A.2 se muestran los perfiles de facilitación - depre-
sión de la sinapsis en estos mismos dos casos. Se observa en dichas figuras que el número de
cuantos no sigue una distribución estad́ıstica de Poisson ni tampoco se reproduce el com-
portamiento fisiológico de la plasticidad sináptica (fig. A.2). Esto sugiere que la condición
de que α ≥ β no corresponde a una situación fisiológica normal de la sinapsis.

Por otra parte, se analiza también el caso cuando las constantes cinéticas αi y las constantes
cinéticas βi son diferentes entre si, respectivamente. Para simplificar el análisis, se define λ1
y λ2 de la siguiente forma:

λ1 =
β1
α1

y λ2 =
β2
α2

(A.1)

donde λ1 corresponde a la razón entre las constantes cinéticas de las transiciones A
α1

�
β1

B,

mientras que λ2 corresponde a la razón entre las constantes en las transiciones B
α2

�
β2

C. De

está forma, se analiza la diferencia entre las razones de las constantes cinéticas de distintas
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A

B

Figura A.1: Distribución del número de cuantos liberados por est́ımulo. Se realizaron 250 est́ımulos,
con un tiempo medio de estimulación de τe = 0.10 ms. (A) Resultado de la simulación cuando
α > β en un orden de magnitud, esto es, λ = 0.1. El número de cuantos se distribuye de manera
no uniforme en un amplio intervalo de 0 – 120 cuantos. El número de cuantos promedio liberados
es ≈ 40. (B) Resultados de la simulación en el caso α = β, esto es λ = 1.0. En este caso, los datos
también se distribuyen de forma no uniforme en el intervalo de 0 – 100 cuantos, con un promedio
de ≈ 25 cuantos liberados. En ambas gráficas, se dibuja con ĺıneas la distribución de Poisson con
una media de µ = 1.5, que correspondeŕıa a 1.5 cuantos liberados

fases del modelo cinético. El valor de la constante cinética α3 se mantuvo fija asignándole el
valor obtenido a partir de las estimaciones de la frecuencia de la actividad basal espontánea
de la sinapsis, tal como se explica en caṕıtulo 3.

En la figura A.3 se presentan los resultados del número de cuantos liberados por est́ımulo.
Para tener un criterio de decisión y discernir si los datos siguen o no una distribución de
Poisson, se realizó una prueba estad́ıstica χ2 de Pearson, con nivel de significancia de 0.05.
Con este criterio se encontró que, cuando λ1 = 5, la distribución estad́ıstica del número de
cuantos liberados no se distribuye siguiendo una distribución de Poisson, independientemente
del valor de λ2. Sin embargo, cuando λ1 ≥ 50, todos los datos se distribuyen estad́ısticamente
de acuerdo con una distribución de Poisson. Estos resultados sugieren que las interacciones
que previenen la transición vesicular al estado de fusión tienen una mayor relevancia en el
primer paso de la cinética, comparada con la de los pasos posteriores. Si esto es cierto, tam-
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Figura A.2: Perfiles de facilitación - depresión de la sinapsis neuromuscular obtenidos con simu-
laciones cuando α = β (ĺınea verde) y cuando α > β (ĺınea azul). Se siguió el mismo protocolo
de estimulación descrito en el caṕıtulo 3. Se comparan estos resultados con los obtenidos con la
condición de β > α (ĺınea roja) y los datos experimentales reportados en [10]. Se observa que en
los dos casos de estudio, no ocurre una etapa de facilitación previa y la depresión es muy marcada.

bién debeŕıan reproducir la plasticidad sináptica.

En la figura A.4 se presentan los perfiles de facilitación – depresión, para los distintos va-
lores de λ1 y λ2 estudiados en la figura A.3. Se observa que cuando λ1 = 5 y λ2 = 50, el
número de cuantos liberados no sigue una distribución de Poisson (fig. A.3); no obstante, su
perfil de facilitación – depresión se ajusta razonablemente bien a los datos experimentales
(fig A.4 A). En cambio, cuando λ1 = 500 y λ2 = 5, el número de cuantos liberados sigue
una distribución de Poisson, pero su perfil de facilitación – depresión no se ajusta a los da-
tos experimentales (fig. A.4 C). Esto es una indicación que no todos los casos que conducen
a la distribución de Poisson necesariamente reproducirán la plasticidad sináptica y viceversa.

Sin embargo, es interesante notar que de todos los casos analizados, tres de ellos reproducen
ambas caracteŕısticas de la sinapsis, la distribución de Poisson y el ajuste a los datos expe-
rimentales de facilitación y depresión. Estos son cuando λ1 = 50 y λ2 = 50 o λ2 = 500 (fig
A.4 B); ; y cuando λ1 = 500 y λ2 = 50(fig. A.4 C). De esta forma, el modelo cinético sugiere
de nuevo que a la fuerzas que previenen la liberación son al menos 50 veces mayores que la
fuerzas que la promueven.
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Figura A.3: Distribución del números de cuantos liberados por est́ımulo. Se simularon 250 est́ımulos
con tiempo medio de duración de τe = 0.15 ms. Los puntos unidos con ĺıneas corresponden a una
distribución de Poisson, con µ igual al número de cuantos promedio de cada caso. Con una prueba
estad́ıstica de χ2 de Pearson, se puede concluir que cuando λ1 = 5, para ninguno de los tres valores
de λ2 los datos se distribuyen estad́ısticamente siguiendo una distribución de Poisson. En cambio,
cuando λ1 ≥ 50 y λ2 ≥ 50, los datos ciertamente siguen una distribución de Poisson.
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Figura A.4: Perfiles de facilitación - depresión de la respuesta de la sinápsis neuromuscular. Se
simularon con el mismo protocolo de estimulación descrito en el caṕıtulo 3, esto es, un tren de tres
est́ımulos condicionantes con un est́ımulo adicional de prueba y con α3 = 0.3 s−1 y γ = 1.0 s−1. A)
Resultados obtenidos cuando λ1 = 5. Se observa que cuando λ2 = 50, la simulación parece ajustarse
bien a los datos experimentales. Sin embargo, como se muestra en la figura A.3, esta condición no
reproduce la distribución de Poisson. B) Resultados obtenidos cuando λ1 = 50. Cuando λ2 = 50,
obtenemos el caso estudiado en la caṕıtulo 3. Observemos que cuando λ2 = 500, la simulación
parece reproducir los datos experimentales. C) Cuando λ1 = 500 y λ2 = 50, la simulación parece
reproducir bien a los datos experimentales, además de que la fig. A.3 muestra que se obtiene una
distribución de Poisson. Esto sugiere que las interacciones que evitan la liberación del transmisor
tienen mayor relevancia que las interacciones que la promueven.
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