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INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

Sinapsis

Mucha de la comunicacién entre neuronas se lleva a cabo en las sinapsis, que
son sitios altamente especializados de contacto funcional entre dos neuronas (Purves
et al., 2012) o entre una neurona y alguna otra célula excitable como por ejemplo,
musculares o secretoras (Hennig, 2013). Segin su mecanismo de transmisién, se

distinguen dos tipos de sinapsis: eléctricas y quimicas.

En las sinapsis eléctricas la corriente fluye a través de uniones comunicantes
que permiten la continuidad entre el citoplasma de ambas células. En las sinapsis
quimicas, que es el tipo de sinapsis que se estudiara en este trabajo, participa un
intermediario quimico llamado neurotransmisor, el cual es liberado por la neurona
presinaptica cuando se genera un potencial de acciéon. Posteriormente el
neurotransmisor es captado por receptores en la neurona postsindptica, en donde se
genera una respuesta que se observa como un cambio en la excitabilidad de la

membrana.

La Sinapsis Quimica

La mayor parte de la comunicacién interneuronal ocurre por medio de sinapsis
quimicas (Zucker et al., 2004). La caracteristica fundamental de las sinapsis quimicas

es la participaciéon de algiin neurotransmisor. Las moléculas de neurotransmisor se



encuentran almacenadas en vesiculas ancladas en sitios especializados llamados
zonas activas en el interior de la terminal presinaptica. En estos sitios se encuentran
también todas las proteinas que participan en el proceso de liberacién (Hennig, 2013).
En la Figura 1 se muestran de manera esquematica los principales acontecimientos

que conforman la transmision sinaptica.

La liberacion de neurotransmisor por parte de la neurona presinaptica es
iniciada por la llegada de un potencial de accién a la terminal. La despolarizacion
provoca la apertura de canales de calcio (Ca2*) activados por voltaje que se
encuentran estrechamente co-localizados con las zonas activas. Consecuentemente,
ocurre una elevacion local, transitoria y pronunciada en la concentracién de Ca2+
intracelular que permite la fusién de las vesiculas sindpticas con la membrana

plasmatica.

Una vez que el contenido de las vesiculas es liberado, las moléculas de
neurotransmisor difunden a través de la hendidura sinaptica y se unen a receptores
especificos en la membrana de la neurona postsinaptica. Los receptores pueden ser
ionotrdpicos, lo que quiere decir que son por si mismos canales iénicos, o
metabotroépicos, lo que indica que estan acoplados a los canales por medio de
proteinas G (Waxham, 2004). De cualquier forma, la unién a su ligando tiene como
consecuencia la apertura o cierre de canales iénicos y por lo tanto, un cambio en el
flujo de iones a través de la membrana plasmatica. El cambio en el potencial de
membrana que se genera a partir del movimiento de iones se llama potencial
sindptico y puede ser una despolarizaciéon o una hiperpolarizacién, dependiendo de la

carga de los iones en movimiento y la direccién en la que se mueven. De esta manera,



los potenciales sinapticos individuales alteran la excitabilidad de la membrana

postsindptica y por lo tanto, la probabilidad de que se genere un potencial de accion.

Figura 1.

Eventos que conforman la transmisién sinaptica de tipo quimico. Modificada de Purves, 2012.



El Ciclo de las Vesiculas Sinapticas

Usualmente, s6lo una pequefia fraccién de las vesiculas de la zona activa se
encuentran cerca de la membrana plasmatica y estdn preparadas para la fusiéon
(Murthy & DeCamilli, 2003); se dice que éstas conforman la poza liberable. Las
vesiculas restantes conforman la poza de reserva y reemplazan a aquellas que se
fusionan durante el proceso de liberaciéon de neurotransmisor (Birks & McIntosh,
1961), reabasteciendo a la poza liberable en un proceso con una constante de tiempo
del orden de segundos (entre 1 y 8 dependiendo de la preparacién; Betz, 1970;

Sidhof, 2004; Rizzoli & Betz, 2005).

Los precursores de las vesiculas sinapticas se producen en el reticulo
endopldsmico y en el aparato de Golgi, que se encuentran en el soma neuronal (Van
Breemen et al, 1958). Debido a la gran distancia entre el soma y la terminal
presinaptica, el transporte de nuevas vesiculas no permitiria reabastecer ninguna
poza vesicular lo suficientemente rapido durante periodos prolongados de actividad.
Sin embargo, en la terminal existe un mecanismo local de formacién de vesiculas
sindpticas a partir de la membrana de aquellas que ya vaciaron su contenido (Heuser

& Reese, 1973).

Al fusionarse, las vesiculas sindpticas aumentan la superficie de la membrana
plasmatica. Posteriormente, el exceso de membrana es reintroducido a la célula en
donde eventualmente se utiliza para formar nuevas vesiculas sinapticas que se llenan
con neurotransmisor y se almacenan en la poza de reserva. Generalmente, la

reintroduccién de la membrana al interior de la neurona ocurre por medio de un



proceso de endocitosis mediado por clatrina, aunque también puede ocurrir reciclaje
de manera local (Siidhof, 2004), aunque este Ultimo mecanismo se encuentra ain muy

poco estudiado.

Una vez que las vesiculas, ya con neurotransmisor dentro de ellas, se
encuentran en la poza de reserva deben ocurrir algunas modificaciones antes de
poder pasar a la poza liberable. En primer lugar deben ser movilizadas y ancladas a la
zona activa, proceso llamado “docking”, que implica su asociacién al citoesqueleto y
otras vesiculas; y posteriormente deben ser preparadas durante un proceso llamado
“priming” que les confiere la habilidad de formar el poro de fusién con la membrana

plasmatica en respuesta a la elevacion en la concentracion de Ca2+.

Durante todo este ciclo, que se encuentra representado esquematicamente en
la Figura 2, participan cientos de proteinas, muchas de las cuales tienen funciones atin
desconocidas o mecanismos de accién no completamente comprendidos (Stidhof,

2004).

Figura 2.

El ciclo de las vesiculas sinapticas. Modificada de Siidhof, 2004.
8



Teoria Cuantica de Liberacion de Neurotransmisor

En una terminal sindptica, las vesiculas contienen una cantidad fija de
moléculas de neurotransmisor, por lo que se dice que cada vesicula contiene un
“cuanto”. La liberacion del contenido de una sola vesicula es la sefial mas pequena que
puede ser transmitida a la neurona postsinaptica. Esto puede ocurrir de manera
espontanea, aun cuando no se ha producido un potencial de accién, y generar un
potencial sinaptico miniatura (Fatt y Katz, 1952). Los potenciales sinapticos que son
producto de algin estimulo son resultado de la suma de los potenciales miniatura que

producen multiples cuantos que son liberados a la vez (Del Castillo & Katz, 1954).

Si en una terminal sindptica, hay una poblaciéon de n vesiculas capaces de
liberar su contenido en respuesta a un impulso, y p es la probabilidad promedio de
que esto ocurra, entonces el nimero de cuantos que se libera en respuesta a un

impulso esta dado por m = np (Del Castillo & Katz, 1954).

Los Potenciales Sinapticos

Un potencial sindptico es un cambio en el potencial de membrana de la
neurona postsinaptica en respuesta a la unién de un neurotransmisor con los
receptores postsinapticos. Este cambio puede ser despolarizante o hiperpolarizante
dependiendo del tipo de iones que fluyen a través de los canales transmembranales
que se abren en respuesta a la uniéon del neurotransmisor con su receptor. En
especifico, depende de la relacién entre el potencial de reposo de la membrana

postsindptica y el potencial de equilibrio de los iones en movimiento (Hodgkin &



Huxley, 1951): si el potencial de equilibrio iénico es mas positivo que el potencial de
reposo, la corriente idénica (ya sea entrante o saliente) provocara una despolarizacion,
y si el potencial de equilibrio i6nico es mas negativo que el potencial de reposo, se

producira una hiperpolarizacion.

Si un potencial sindptico es despolarizante, se denomina potencial sindptico
excitador, ya que acerca el potencial de membrana al umbral de disparo, aumentando
la excitabilidad de la neurona. Por el contrario, si el potencial sindptico es
hiperpolarizante, tiene un efecto contrario y se llama potencial sinaptico inhibidor. La
magnitud de la respuesta postsindptica estd determinada por la cantidad liberada de
neurotransmisor, asi como por el nimero de canales en la membrana postsinaptica y

el estado en el que éstos se encuentran (Waxham, 2004).

Cuando un potencial sindptico, ya sea excitador o inhibidor, se produce antes
de que otro potencial sinaptico, producido en el mismo sitio, se haya terminado, se
suman temporalmente, resultando en un potencial sindptico cuya amplitud es una
combinacién del efecto de los potenciales sinapticos individuales. Ademas, si se
producen potenciales sinapticos simultaneos en diferentes sitios de la misma neurona,
al propagarse y coincidir en el axén primario de la neurona se suman espacialmente,
dando también como resultado un PS cuya amplitud es la suma de los PS individuales.
El cambio total en el potencial de membrana, resultante de la suma espacial y
temporal de todos los PS producidos en un momento dado determinan si se genera o
no un potencial de accién en la neurona postsinaptica y por lo tanto, si la informacion

proveniente de las neuronas presindpticas se propagara.
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Plasticidad Sinaptica a Corto Plazo

No todos los potenciales de accién generan respuestas postsindpticas de la
misma amplitud. Existe una variedad de mecanismos que regulan de manera dindmica
la fuerza de la sinapsis dependiendo de la actividad reciente, fendmeno que se conoce
como plasticidad sinaptica (Dittman et al., 2000). Muchos de estos mecanismos
pueden actuar al mismo tiempo y la combinacién de sus efectos produce patrones de
actividad postsinaptica muy variados. El resultado depende de la cantidad de
impulsos que llegan a la terminal presinaptica y el espaciamiento temporal entre ellos,
asf como de las caracteristicas de cada sinapsis (Zucker & Regehr, 2002). En algunas
sinapsis predominan los mecanismos que fortalecen la sinapsis mientras que en otras
predominan los que las debilitan. Ademas los distintos mecanismos tienen cursos
temporales también muy diferentes: algunos duran s6lo unos cuantos milisegundos,
mientras que otros se pueden mantener durante varios minutos. La diversidad de
respuestas que puede producir la actividad presindptica tiene implicaciones
importantes en la capacidad de cémputo de las neuronas y la complejidad de la

informacion que se puede transmitir en el sistema nervioso (Abbott & Regehr, 2004).

Algunos mecanismos de plasticidad actian en la neurona presindptica,
mientras que otros ejercen su efecto sobre la neurona postsinaptica. Es decir, los
cambios en la amplitud de los potenciales sinapticos pueden ser resultado de cambios
en la cantidad de neurotransmisor que libera la neurona presinaptica o de cambios en
la respuesta de la neurona postsinaptica a una cierta cantidad de neurotransmisor. En
este trabajo, nos enfocaremos en dos mecanismos que actian en la terminal

presinaptica y cuyo efecto se puede observar durante cientos de milisegundos.
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Facilitacion Sinaptica

El tipo de plasticidad que se observa cuando la amplitud de un potencial
sindptico aumenta con respecto al anterior, se denomina facilitacién sinaptica. El
mecanismo que produce este tipo de plasticidad estd asociado con la entrada de Ca%* a
la terminal presinaptica durante la despolarizacion de su membrana, proceso
indispensable para que ocurra la movilizacién y fusién de las vesiculas que contienen
el neurotransmisor. El exceso de Ca2* no es removido inmediatamente, por lo que si se
produce un segundo impulso antes de que se haya completado la recaptura del ion, el

Ca2* que entra a la terminal se suma a la fraccién de Ca2* que aun se encuentra en la

terminal (Katz & Miledi, 1968).

Debido a que una mayor concentraciéon de Ca2* favorece la fusién vesicular, en
términos de la teoria cuantica mencionada anteriormente este mecanismo acttia sobre
la probabilidad de liberaciéon p, aumentandola con cada impulso. A esta explicacién
para el fenomeno de facilitacion sindptica se le conoce como la Hipétesis del Calcio
Residual (Katz y Miledi, 1968). Como la fusién de una vesicula sindptica requiere de la
accion cooperativa de mas de un ion Ca?*, la relaciéon entre el incremento en la
concentracion de Ca%* y la probabilidad de liberacion no es lineal, sino que sigue una

funcién potencial con un exponente entre 3 y 4 (Dodge & Rahamimoff, 1967)

12



Depresion Sinaptica

Después de periodos de actividad elevada, se puede observar otro tipo de
plasticidad llamado depresion sindptica, que consiste en la reducciéon de la amplitud
de los potenciales sindpticos respecto a la de los anteriores. Para explicar este
fenémeno se formul6 la Hipdtesis del Agotamiento Vesicular (Del Castillo & Katz,
1954; Betz, 1970 ), que considera que el mecanismo que produce la depresién es la
disminucién en el nimero de vesiculas disponibles en la terminal debido a los altos
niveles de liberacion previa. En términos de la teoria cuantica, este mecanismo actta

sobre n, el tamafio de la poblacién vesicular que puede liberar su contenido.

La depresion se hace evidente cuando la frecuencia de estimulacién es alta, ya
que el tiempo en el que la poza liberable se reabastece completamente es mucho mas
largo que el intervalo entre los impulsos presindpticos. Una vez que se detiene la
estimulacién, las pozas liberables y de reserva se recuperan por medio del ciclo de

reciclaje vesicular y la depresién se desvanece de forma exponencial.

Modelo Tedrico de Plasticidad Sinaptica a Corto Plazo

Para modelar la cantidad de neurotransmisor liberada en una terminal
presinaptica, se puede partir de la Teoria Cuantica de Liberacién de Neurotransmisor,
considerando a sus componentes como variables dindmicas, es decir, de la forma
m(t) =n(t) -p(t), en donde m(t), el nimero de vesiculas que se fusionan, es
proporcional a la cantidad de neurotransmisor liberado y también a la amplitud del

potencial sinaptico observado en la neurona postsinaptica.

13



Como n(t) y p(t) se modulan de manera dependiente de la actividad previa, por
medio de los mecanismos mencionados anteriormente, se pueden modelar de la

siguiente manera (Hennig, 2013):

d 1-—
r;(tt) = :(t) — Z s(t—t)-p® n)
]

dp(t) _ po—p(®) o
T - +Z6(t—tj) as - (1—p()

donde n(t) es la ocupacion de la poza liberable, 7, es la constante de reabastecimiento

de la poza liberable, p, es la probabilidad basal de liberacion, 7r es la constante de
recuperacion de la concentracion de Ca?*, ar es la cantidad de facilitacion por
potencial de accién y t; son los tiempos en los que ocurre un potencial de accion.

Ademas n(t),p(t) € [0,1], Ty < 7, y para que el modelo exhiba facilitacién p, « 1.

A este sistema de dos ecuaciones diferenciales le llamaremos Modelo Tedrico
de Plasticidad Sinaptica a Corto Plazo (MPSCT) y su solucién se muestra en la Figura 3

para un solo potencial de accién.

14



Figura 3.
Cambios en el tamafo de la poza liberable n(t) y la probabilidad de liberacién p(t) ante la

llegada de un potencial de acciéon a la terminal a lo largo del tiempo segin el MPSCP.

Sistema Nervioso de la Sanguijuela

Las sanguijuelas son anélidos pertenecientes a la clase Hirudinea. Estan
conformadas por 32 segmentos metaméricos inervados por un ganglio cefdlico, 21
ganglios segmentales y un ganglio caudal, los cuales forman una cadena a lo largo de
la parte ventral del animal. Los ganglios estdn conectados entre si por proyecciones
nerviosas llamados nervios conectivos e inervan a las estructuras segmentales por
medio de raices que surgen de cada lado de los ganglios (Payton, 1981; Figura 3). Cada

ganglio segmental contiene alrededor de 400 neuronas. Desde que Retzius realiz6 las

15



primeras observaciones del ganglio de la sanguijuela en 1891, muchas de estas
neuronas se han estudiado por sus propiedades morfoléogicas y electrofisiolégicas (Le

Marrec-Croq, 2013).

Los ganglios del sistema nervioso de la sanguijuela son ideales para estudiar a
las neuronas de manera individual, ya que los somas neuronales son de gran tamafo y
facil acceso, ademas de que los ganglios exhiben una morfologia estereotipica, es
decir, son extremadamente parecidos unos a otros no sélo dentro del mismo animal,

sino también entre diferentes especimenes (Payton, 1981)

Sinapsis P-AP

En este trabajo se estudiara especificamente la sinapsis formada entre las
neuronas mecanosensoriales sensibles a presién (P) y las neuronas llamadas pagoda
anterior (AP). En cada ganglio hay cuatro neuronas P y dos AP, cuya ubicacion se
muestra en la Figura 4. Las neuronas P se encuentran en la regiéon posterior del
ganglio, dos se ubican lateralmente y dos en la zona medial. Las neuronas AP se
encuentran lateralmente en la regién anterior del ganglio. Cada neurona P hace
sinapsis monosinapticas, glutamatérgicas y de tipo excitador con ambas neuronas AP

(Wu, 2002).

Las neuronas P responden a ligeras deformaciones de la piel. Las dos neuronas
P que se sitian medialmente reciben informacién de la superficie dorsal de la
sanguijuela y generan PS de mayor amplitud en la neurona AP que las dos que se

sitian lateralmente y reciben informacién de la superficie ventral del animal. Ademas

16



las neuronas P también producen PS mayores en las neuronas AP contralaterales que
en las ipsilaterales (Shan & Zhang, 2001). Ademas de su funcién como neuronas
mecanosensoriales, las neuronas P estan involucradas en comportamientos que

exhiben capacidad de aprendizaje y memoria en la sanguijuela (Wu, 2002).

La funcién de la neurona AP (“Pagoda Anterior”) es desconocida, pero se cree
que puede funcionar como una neurona sensorial secundaria, que integra informacién
de distintas neuronas sensoriales primarias (como las T, P y N) para modular la fuerza
de las contracciones musculares (Shan & Zhang, 2001). Su nombre proviene de la
forma de sus potenciales de accion al registrarse en el soma, ya que éste y el axén
primario tienen una baja densidad de canales de sodio sensibles a voltaje, por lo que
los potenciales de accién se propagan de manera pasiva y llegan al soma atenuados,

con la forma del techo de una pagoda.

Figura 4.

Sistema nervioso de la sanguijuela. Modificada de Kuffler y Nicholls, 1976.
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Figura 5.
Ubicacién de las neuronas P y AP en el ganglio de la sanguijuela. Modificada de

https://nbio302.wikispaces.com/Leech+Labs.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En preparaciones en las que la probabilidad de liberacién es baja, ante la
llegada de un impulso a la terminal presinaptica sélo se libera una pequefia fraccion
de las vesiculas disponibles, lo que impide que un solo impulso agote la poza vesicular.
En este tipo de sinapsis, cuando se estimula de forma repetitiva durante un tiempo
prolongado, en un inicio hay un periodo de facilitaciéon sinaptica, seguido por un
periodo de depresién que corresponde al agotamiento de la poza vesicular. Sin
embargo, en algunas preparaciones de este tipo como la placa neuromuscular de la
rana y el hemi-diafragma de la rata, se observa depresiéon sinaptica sin que la
estimulacion sea prolongada, sino después de un solo impulso previo. A este tipo de
depresidon sinaptica se le conoce como depresion ante impulsos pareados y fue
reportada por primera vez en mamiferos por Eccles, Katz y Kuffler en 1941 y
posteriormente en anfibios por Lundberg y Quilisch en 1953 (Betz, 1970).
Adicionalmente, se ha mostrado que en la placa neuromuscular, durante la
estimulacién a bajas frecuencias, la sensibilidad de la membrana postsinaptica al
neurotransmisor no se ve afectada, lo que indica que el mecanismo que produce este
tipo de depresion es puramente presindptico (Otsuka et al., 1962) y posiblemente se
relacione con la manera en la que el neurotransmisor se almacena y libera de la
terminal. A pesar de que la depresion ante impulsos pareados ha sido estudiada en
varias preparaciones, a la fecha no se ha descrito el mecanismo que la produce. Dado
que en estas preparaciones la estimulaciéon con pulsos pareados separados por un

intervalo corto produce facilitacién, pero impulsos separados por intervalos largos
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producen depresion, es posible que el fenémeno de plasticidad sindptica dependa del

tiempo entre los impulsos y no de la cantidad de vesiculas utilizadas.

HIPOTESIS

Si el tipo de plasticidad producido ante pares de impulsos depende del tiempo
que transcurre entre ellos, impulsos separados por intervalos cortos siempre
producirdn facilitacién e impulsos separados por intervalos largos siempre
produciran depresion sindptica, independientemente de la liberacién previa.

Si la depresién ante impulsos pareados es producida por agotamiento
vesicular, aumentar la liberacion previa provocara mayor depresion.

Si la plasticidad sinaptica a corto plazo es causada uUnicamente por calcio
residual y agotamiento vesicular, el Modelo Teorico de Plasticidad Sinaptica a Corto

Plazo reproducira los resultados experimentales.
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OBJETIVOS

Objetivo General
Estudiar los mecanismos que producen la depresién ante impulsos pareados.
Objetivos Particulares

* Determinar si existe algin mecanismo de depresiéon sinaptica adicional al
agotamiento vesicular.

» Explorar de qué manera interactiian los distintos mecanismos de depresién
entre ellos y con otros mecanismos de plasticidad sindptica ya conocidos.

* Determinar si el MPSCP reproduce los fendmenos de plasticidad sinaptica

observados experimentalmente.

MATERIALES Y METODOS

Preparacion

Los experimentos se realizaron en la sinapsis P-AP de ganglios del sistema
nervioso de sanguijuelas Hirudo medicinalis adultas. Cada uno de los ganglios se aislo
bajo un microscopio estereoscépico, conservando al animal banado en una solucién
Ringer para sanguijuela (NaCl 120 mM; KCl 4 mM ; CaCl2 2 mM ; tris-maleato 10 mM)
con un pH de 7.4. Una vez extraido un ganglio, se coloc6 en una caja de Petri de 35

mm de didmetro con la superficie recubierta con Sylgard que contenia 1 mL de
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soluciéon Ringer que ademadas contenia glucosa en una concentracién de 11 mM. El
ganglio se sujet6 a la superficie de la caja con alfileres que se colocaron a través de las

raices y conectivos.

Registro intracelular

Para estimular y registrar la actividad eléctrica de las neuronas, se utilizaron
microelectrodos llenos de cloruro de potasio (KCI) 3M, con resistencias de entre 17 y
28 MQ. Estos se fabricaron a partir de tubos capilares de borosilicato de pared
delgada, con un didmetro externo de 1 mm, y un didmetro interno de 0.75 mm, y con
un filamento interno (Federick Haer y Co), utilizando un estirador de pipetas Sutter P-
97. Para llevar a cabo el registro, se utiliz6 un amplificador Axoclamp 2A (Axon
Instruments) en modo de balance de puente.

En cada uno de los experimentos se utilizé una neurona P medial y la neurona
AP contralateral a ella (Figura 5). Las neuronas P se estimularon inyectando dos, tres
o cuatro pulsos separados por diferentes intervalos de tiempo, utilizando un
estimulador Digitimer D4030. Entre una repeticién y otra transcurrieron 2 minutos
para permitir la completa recuperaciéon de la poza liberable, garantizando que la
amplitud del primer potencial sindptico (PS) fuera similar en cada corrida de un
experimento. Debido a que en la neurona AP ocurre actividad espontanea
continuamente (Shan y Zhang, 2001), para poder registrar los PS producidos en ella,

se le inyect6 corriente hiperpolarizante manteniendo un potencial de membrana de -
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80 mV. La neurona P se mantuvo con un potencial de membrana de aproximadamente
-50 mV sin necesidad de inyectar corriente.

Los registros fueron digitalizados por medio de un convertidor analégico-
digital Digidata 1320 (Axon Instruments) utilizando el programa pCLAMP9 (Axon

Instruments) y se almacenaron en una computadora PC.

Figura 6.
Arreglo experimental en el ganglio de la sanguijuela . Modificada de:

http://neuronbank.org/wiki/index.php/Hirudo
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Elevacion de la concentracion de Ca2+ extracelular

Para aumentar la concentracion extracelular de Ca2* se utilizé una solucion de
CaCl 1M, la cual se agreg6 con una micropipeta a la solucién contenida en la caja de
Petri en la cantidad requerida para elevar la concentraciéon de Ca2+ al valor deseado.
Previo a la realizaciéon de los experimentos cuyos resultados se reportan en este
trabajo, se verifico que el efecto de la elevacién de la concentracién de Ca%* en la
solucién fuera reversible. Esto se hizo con la ayuda de un sistema de perfusién que
permite cambiar la totalidad de la solucién contenida en la caja de Petri; sin embargo,
este método no se utilizé en los experimentos ya que es dificil mantener un registro

estable durante las perfusiones necesarias.

Medicion de los fendmenos de plasticidad sinaptica

Para asignar una magnitud a los fendmenos de plasticidad sindptica
observados en estos experimentos, se utilizé un Indice de Plasticidad (IP), el cual se

calcula como:

en donde A, es la amplitud de cualquier PS obtenido en un experimento y Aies la
amplitud del primer PS obtenido en ese mismo experimento.

Definido de esta forma, un PS con un /P > 1tiene una amplitud mayor al
primer PS, es decir, presenta facilitacién sinaptica. Por otro lado, un PSconun IP <1

tiene una amplitud menor al primer PS, es decir, presenta depresién sinaptica.
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Analisis estadistico

Los resultados que se presentan de forma grafica, muestran la media £ el

error estandar estimados a partir de muestras cuyo tamaio se especificara para cada
experimento. El tamafio de la muestra se refiere al nimero de preparaciones en las
que se realizé dicho experimento. Para comparar las medias se utilizé una “t” de
Student pareada y previamente se analizé la normalidad y la homogeneidad de
varianza usando una prueba Shapiro-Wilk (ya que las muestras son pequefias) y un
analisis de Levene respectivamente. Los ajustes de curvas se realizaron en MatLab, al

igual que el calculo de la bondad de ajuste.

Simulaciones computacionales

El sistema de ecuaciones diferenciales correspondiente al MPSCP se resolvid
numéricamente utilizando un método de paso fijo implementado en el lenguaje de
programacion Julia. Para comprobar el correcto funcionamiento del programa se

replicaron los resultados reportados por Hennig (2013).
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Resultados

La sinapsis P-AP exhibe plasticidad sinaptica a corto plazo

Un potencial de accién producido en la neurona presinaptica P, produjo un
potencial sinaptico (PS) en la neurona postsinaptica AP, el cual en estos registros tuvo
una amplitud de 4.72 + 0.26 mV, un tiempo al pico de 24.55 + 1.89 ms y una duracion
media (el tiempo transcurrido desde que inicia el PS hasta que la amplitud decae al
50% de su valor maximo) de 120.17 + 17.24 ms. En los casos en los que se estimulé a
la neurona presindptica con mas de un impulso, los potenciales de acciéon generados
subsecuentemente produjeron potenciales sindpticos con una amplitud diferente a la
del primero y por lo tanto, tuvieron un Indice de Plasticidad (IP) diferente de 1. Esto
indica que en esta sinapsis existen mecanismos de plasticidad sinaptica a corto plazo,
ya que sus efectos se pueden observar en la escala de tiempo correspondiente a

cientos de milisegundos.

El tipo de plasticidad que se produce en respuesta a impulsos

pareados depende del intervalo entre los impulsos presinapticos

Cuando se estimulé a la neurona presinaptica con dos impulsos, el tipo de
plasticidad que se observé en el segundo PS estuvo determinado por el intervalo que
transcurrié entre los impulsos presinapticos (Figura 6A). Cuando los impulsos
presinapticos estuvieron separados por un intervalo corto (menor a 700 ms), se

produjo un aumento en la amplitud del segundo PS con respecto a la del primero, es
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decir, hubo facilitacién sinaptica. Para pares de impulsos separados por un intervalo
de 200 ms se obtuvo en promedio un indice de plasticidad IP = 1.82 + 0.18, es decir,
el segundo PS tuvo una amplitud 82% mayor que la del primero. La facilitacién
sindptica que se produjo en respuesta a un par de impulsos separados por un
intervalo corto se extinguié progresivamente conforme se aumentd el intervalo entre
los impulsos (Figura 6B). El decaimiento de la facilitacién se ajusta a una funciéon
exponencial con una constante de tiempo de 170 ms, con una bondad de ajuste del
99.2%. Este resultado es similar al obtenido por Mallart y Martin (1967) para la
facilitacion en la placa neuromuscular de la rana, y a los obtenidos posteriormente en
diversas preparaciones (Zucker & Regehr, 2002). La magnitud y curso temporal de la
facilitacion observada en la sinapsis P-AP es consistente con la hipotesis del calcio
residual y sugiere que éste es el mecanismo que la produce. Ademas, el hecho de que
ocurra facilitacién con impulsos pareados indica que un impulso no produce
agotamiento vesicular en la terminal presinaptica.

Cuando el intervalo entre los impulsos fue de 700 ms el segundo PS tuvo la misma
amplitud que el primero (/P = 1.01 + 0.05). Si consideramos que un solo impulso no
agota la poza liberable de vesiculas, esto indica que después de este tiempo la
concentraciéon de Ca?* intracelular ha regresado a su valor basal, y por lo tanto la
probabilidad de liberacién es la misma que en el primer impulso. Sin embargo,
cuando los impulsos presindpticos estuvieron separados por un intervalo mayor a 800
ms, la amplitud del segundo PS disminuyé con respecto a la del primero, es decir,
hubo depresién sinaptica. Para pares de impulsos separados por un intervalo de 1000

ms se obtuvo en promedio un indice de plasticidad IP = 0.65 + 0.03, es decir, la
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amplitud del segundo PS fue 35% menor que la del primero. Esto indica que existe un
mecanismo de depresion sinaptica que se activa con la llegada de un solo impulso a la
terminal presindptica pero tiene un efecto mas lento que la facilitaciéon por calcio

residual.
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Figura 7. Los impulsos pareados producen diferentes tipos de plasticidad dependiendo del
intervalo entre ellos.

A. Registros intracelulares del potencial de membrana de la neurona P presindptica y AP postsinaptica
estimulando a la presinaptica con pares de impulsos separados por 200 (trazos superiores) o 1000
(trazos inferiores) ms. Impulsos separados por 200 ms produjeron un incremento en la amplitud del
segundo PS con respecto al primero (facilitacidn sinaptica). Impulsos separados por 1000 ms produjeron

una disminucién en la amplitud del segundo PS con respecto al primero (depresion sindptica).

B. Indice de Plasticidad % (media # ES) para pares de PS separados por diferentes intervalos.

A2 . . s <z A2 . . .z s .z . .z .
o 1 indica facilitacion; T 1 indica depresion. La facilitacién se extinguié progresiva y

exponencialmente al aumentar el intervalo entre los impulsos. Intervalos de 800 ms o mas produjeron

depresion.
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La magnitud de la depresion ante impulsos pareados depende de la

cantidad de neurotransmisor liberado inicialmente

Dado que la depresion sinaptica generalmente se explica en términos de
agotamiento vesicular, se explor6 la posibilidad de que para pares de impulsos
separados por intervalos largos, la disminucién en la amplitud del segundo PS fuera
consecuencia de una reducciéon en el nimero de vesiculas disponibles. Si asi fuera,
entonces la magnitud de la depresién aumentaria con la cantidad de neurotransmisor
liberada inicialmente.

Para comprobarlo, se estimul6 a la neurona presinaptica con uno (control) o con
dos impulsos iniciales (separados por 200 ms), seguidos por un impulso de prueba
1000 ms después del ultimo impulso, como se muestra en la Figura 7A. En ambos
casos, el PS producido por el impulso de prueba (cuya amplitud se representa como
A2) exhibié depresion por haberse generado después de un intervalo largo. Sin
embargo, cuando la estimulacién inicial consisti6 en dos impulsos, la depresion
observada en A2 (IP = 0.44 £+ 0.05) fue mayor que en el caso control (IP = 0.62 + 0.03)
(Figura 7B). Este resultado es consistente con los resultados obtenidos en la placa
neuromuscular de la rana por Betz (1970), donde la depresién en respuesta a uno, dos
o tres impulsos iniciales fue progresivamente mayor.

Otra manera de provocar una mayor liberacién inicial de neurotransmisor es
aumentar la probabilidad de liberacién por medio de un incremento en la
concentracion extracelular de Ca?*. Los PS producidos en la solucion con una
concentracion de Ca2?* de 10 mM en el bafio tuvieron mayor amplitud que los

generados con la concentraciéon de calcio fisiologica (3.74 * 0.26 mV para la
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concentracion fisioloégica y 7.05 + 0.57 mV para la concentraciéon aumentada). Al
estimular a la neurona presindptica con dos impulsos separados por 1000 ms
aumenté también la depresién en el segundo PS, es decir, el indice de plasticidad fue
menor en la concentracion aumentada de calcio (IP = 0.70 = 0.06 para la
concentracion fisiolégica e IP = 0.50 + 0.04 para la concentraciéon aumentada) (Figura
8). Estos resultados también concuerdan con los obtenidos por Betz (1970) para
concentraciones elevadas de Ca?*, pero difieren de los obtenidos por Bellingham y
Walmsley (1999) y Waldeck, et al. (2000) quienes no hallaron correlaciéon entre la
cantidad de neurotransmisor liberada inicialmente y la depresiéon producida
posteriormente.

En conjunto, estos resultados muestran que una mayor liberacion de
neurotransmisor durante la estimulacién inicial produce mas depresién después de
un intervalo largo, lo que indica que la depresion ante impulsos pareados en esta

sinapsis es provocada, al menos en parte, por agotamiento vesicular.
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Figura 8. La magnitud de la depresion ante impulsos pareados depende de la cantidad de
neurotransmisor liberada previamente.

A. Registros del potencial de membrana de la neurona P presindptica y AP postsinaptica estimulando a la
presinaptica con uno (verde) o con dos (azul) impulsos iniciales y un impulsos de prueba 1000 ms
después. Cuando se estimulé con dos impulsos iniciales, éstos estuvieron separados por 200 ms. En

ambos casos A2 exhibié depresidn.

B. indice de Plasticidad % (media +/- ES) para el PS producido por el impulsos de prueba. Cuando la

estimulacidn inicial consisti6 en dos impulsos la depresién en el segundo PS fue mayor (se observa como

una disminucidn en el IP). El asterisco representa una diferencia significativa. n=8
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Figura 9. Aumentar la liberacién inicial de neurotransmisor por medio de la elevacién de la
concentracion extracelular de Ca*2también provoca un aumento en la magnitud de la depresion

ante impulsos pareados.

indice de plasticidad A2/A1 (eje Y) graficado contra la amplitud del primer potencial sinaptico Al
(eje X), para pares de PS separados por un intervalo largo (1000 ms) en presencia de una solucién
extracelular con una concentracién de Ca?+ fisiolégica (negro) y con una concentracién aumentada
a 10 mM (naranja). En la concentracién elevada de Ca?* se observaron amplitudes mayores para el
primer PS y mas depresion en el segundo PS (se observa como una disminucién en el IP) que en la
concentracion fisiol6gica. Ambas condiciones se probaron en el mismo par de células (n=6). En el
inserto se muestra un registro del potencial de membrana de la neurona AP postsindptica en donde

se muestran los dos PS separados por un intervalo de 1000 ms para ambas condiciones.
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La depresion ante impulsos pareados es causada también por un
mecanismo que depende del tiempo transcurrido desde el estimulo

anterior

Para determinar si el agotamiento vesicular es el Unico mecanismo que
produce la depresién ante impulsos separados por un intervalo largo, se estimulé a la
neurona presinaptica con dos impulsos separados por 1000 ms y un tercer impulso
200 ms después del segundo (Figura 9A). Nuevamente, el segundo PS exhibi6
depresion (IP = 0.66 + 0.02) ya que se produjo después de un intervalo largo. En el
tercer PS se registr6 una amplitud mayor a los PS sindpticos anteriores, es decir,
ocurrid facilitacion sindptica (IP = 1.59 + 0.08) (Figura 9B).

Utilizando el MPSCP se simul6 este protocolo de estimulacién imponiendo la
condiciéon de que después del intervalo largo la poza se encontrara a un 66% de su
capacidad, de forma que reprodujera la depresiéon observada experimentalmente en el
segundo PS. Como resultado de esta simulacién, el tercer PS exhibié un IP = 1.32
indicando que el modelo predice que a pesar de la reduccién en el tamafio de la poza,
el incremento en la probabilidad permite producir facilitaciéon en el tercer PS. Sin
embargo, la facilitacion que se registré experimentalmente fue mayor que la que
predijo el modelo y por lo tanto corresponde a una poza que después del intervalo
largo se encontrara a mas de 66% de su capacidad. Simulando diferentes valores para
el porcentaje de ocupacion de la poza se encontré que para producir la facilitacién
observada en el tercer PS, la poza deberia encontrarse a un 82% de su capacidad. Esto

quiere decir que en respuesta al segundo impulso se fusionaron menos vesiculas de
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las esperadas segtn la Teoria Cuantica y sugiere que hay un mecanismo de depresion
adicional al agotamiento vesicular, cuyo efecto se observa cuando el intervalo entre
los impulsos es largo y que con la llegada de un nuevo estimulo, permite nuevamente
la liberacion.

Para determinar si la facilitaciéon en el dltimo PS (producido después del PS
sinaptico que exhibi6 depresidon) también se ve afectada por el agotamiento vesicular,
se repitid el experimento, ahora con dos impulsos iniciales. Bajo estas condiciones, el
ultimo PS exhibié menos facilitacién que cuando se estimulé con un solo impulso
inicial (IP = 1.51 + 0.09 para un impulso inicial e I[P = 1.21 + 0.05 para dos impulsos
iniciales) (Figura 10). Esto indica que aunque el agotamiento vesicular no es el Unico

mecanismo de depresidn, si influye en la magnitud de los fenémenos de plasticidad.

35



Figura 10. Después de la depresién ante impulsos pareados es posible provocar PS que exhiben
mayor facilitacion.

A. Registros del potencial de membrana de la neurona P presinaptica y AP postsindptica estimulando la
presinaptica con un par de impulsos separados por un intervalo largo (1000 ms) seguidos por un tercer
impulso producido después de un intervalo corto (200 ms). El segundo PS exhibi6 depresién y el tercer

PS exhibi6 facilitacion y su amplitud fue incluso mayor que la del primer PS.

B. indice de plasticidad 2—71[ (media +/- ES) n=1, 2, 3 para los PS. El segundo PS, producido después de un

intervalo largo, exhibe depresion. El tercer PS exhibe facilitacion. n=34. La flecha indica la facilitacion

que predijo la simulacion realizada usando el MPSCP.
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Figura 11. La facilitacion producida posteriormente a la depresion depende de la liberacion

inicial de neurotransmisor.
Indice de Plasticidad% (media +/- ES) para el PS producido 200 ms después de un PS que mostré

depresion. Cuando la estimulacién inicial consistié en dos impulsos la facilitaciéon en A3 fue menor
(se observa como una disminucidn en el IP) que cuando se estimulé con un solo impulso inicial. Los
dos tipos de estimulacion fueron realizados en el mismo par de células. El asterisco representa una
diferencia significativa. En el inserto se muestran registros del potencial de membrana de la
neurona AP postsindptica para los protocolos de estimulacién con uno (verde) y dos (azul)

impulsos iniciales. n=8.
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Aumentar la probabilidad de liberacion altera la magnitud de

algunos fendomenos de plasticidad sinaptica

Para explorar el papel de la probabilidad de liberacién en los fenémenos de
facilitacion y depresién sinaptica, se compararon resultados obtenidos en una
solucidén extracelular fisiolégica (control) y en una solucion en la que la concentracion
de Ca2* se incrementé a 10 mM. El protocolo de estimulacién para este experimento
consistié en dos impulsos separados por un intervalo de 200 ms seguidos por otro par
de impulsos igual, producidos 1000 ms después (Figura 11A). Las diferencias
observadas al aumentar la concentracién de Ca2?* se muestran en la Figura 11B y se
describen a continuacidn.

En la concentracion fisioldgica, el segundo PS (A2f) exhibié facilitacién (iﬁ:

1f

1.78 + 0.16) ya que se produjo después de un intervalo corto. El tercero (A3s),

producido después de un intervalo largo, mostré depresion (%: 0.55 + 0.04) y
f

finalmente, el cuarto (A4:), producido después de un intervalo corto, nuevamente

mostro facilitacion (%: 1.22 + 0.10). Nuevamente, la facilitaciéon después de un PS
f

que mostré depresion indica que la depresion observada en el tercer PS no fue
producida Unicamente por una disminucién en el nimero de vesiculas disponibles,
sino que particip6 un mecanismo adicional como el que se propuso anteriormente,
dependiente del tiempo, cuyo efecto se suma al del agotamiento vesicular.

En la concentracién elevada de Ca?* extracelular la amplitud del primer PS (A1)

fue de casi el doble que la del primer PS en condiciones fisiol6gicas (Alf). Ademas, a
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diferencia de la condicién fisiolégica, en la concentracién elevada de Ca2*el segundo

PS (A2.), producido 200 ms después del primero no exhibi6 facilitacion (% =1.06 £

0.11). Esto podria explicarse si hubiera una probabilidad de liberacion maxima
impuesta por el mismo mecanismo de liberaciéon dependiente de calcio o puede ser
consecuencia del aumento en la liberacién durante el impulso inicial, que deja una
cantidad menor de vesiculas disponibles en la terminal, con lo que, a pesar del
incremento en la probabilidad, la liberacién posterior no puede ser mayor.

Para la concentracién aumentada de Ca?*, la depresién en el PS producido
después del intervalo largo fue similar a la que se observo en condiciones fisioldgicas

A3r _

(A1 = 0.55 + 0.04, % = 0.56 + 0.02). Sin embargo, en esta condicién no se observé
f a

facilitacion en el cuarto PS con respecto al primer PS (% =0.78 + 0.04). Esto muestra

que debido al incremento en la liberacién previa no se pudo mantener el nivel de
liberacién inicial, a pesar de que la probabilidad de liberacion era alta, lo que indica
que ha ocurrido agotamiento vesicular y que para esta condicidn, éste es el principal

mecanismo que produce depresion. Sin embargo, el cuarto PS si presenté facilitacion

con respecto al PS inmediato anterior (% =1.39 £ 0.11), lo que pone en evidencia que

a

cuando se produjo la depresiéon después del intervalo largo habia mas vesiculas
disponibles de las que se fusionaron en respuesta a ese impulso. Esto indica que atn
en una condicién en donde predomina el agotamiento vesicular, es posible observar el

efecto de un mecanismo adicional de depresion sinaptica.
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Figura 12. La magnitud de algunos fenémenos de plasticidad sinaptica a corto plazo depende la
concentracion de calcio.

A. Registros del potencial de membrana de la neurona P presinaptica y AP postsinaptica estimulando la
presinaptica con un par de impulsos separados por 200 ms seguidos por un par igual, producido 1000
ms después del par anterior, en concentraciéon de Ca2* fisioldgica (gris) y aumentada (naranja). Los PS
obtenidos en la concentracién fisiolégica se denotan con el subindice “f”, y los obtenidos en la

concentracion aumentada se denotan con el subindice “a”.

B. Indice de plasticidad ':—n (media +/- ES) n=1, 2, 3, 4 para los PS de cada condicién. Debido al aumento
1

en la probabilidad inicial de liberacién Ala tiene un valor de aproximadamente el doble de Als, como se
muestra en el panel A, pero no se ve en esta grafica debido a la normalizacidn con respecto a Al. Entre
las dos condiciones se observaron diferencias en la magnitud de la facilitacidn sinaptica producida en

respuesta a pares de impulsos separados por intervalos cortos. n=5.
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El Modelo Tedrico de Plasticidad a Corto Plazo no predice la

depresion ante impulsos pareados observada experimentalmente.

Una vez que implementamos el MTPSCP utilizando los parametros utilizados por
Hennig (2013) y que obtuvimos los mismos resultados publicados por este autor, se
hicieron pequefias modificaciones hasta hallar el conjunto de parametros con el que el
modelo se ajusté mejor a los datos experimentales. Los parametros que utilizamos
fueron: t. =1, tr= 0.2, ar = 0.4, po = 0.1. Con estos parametros el MTPSCP reprodujo
los cambios en la amplitud del segundo PS obtenidos experimentalmente para pares
de impulsos presinapticos separados por intervalos menores o iguales a 700 ms. El
modelo predice que conforme el intervalo entre los impulsos aumenta, la facilitaciéon
decrece como una funcién exponencial y que el segundo PS tiene una amplitud igual a
la del primero si se produce un segundo después de éste, lo que muestra que después
de este tiempo tanto la probabilidad de liberacién como la poza vesicular han
recuperado sus condiciones iniciales. Sin embargo, con los mismos paradmetros, el
MTPSCP no reprodujo la depresién que se produjo experimentalmente ante pares de
impulsos separados por intervalos de 800 ms o mads. (Figura 12). Para tratar de
reproducir la depresiéon producida en respuesta a impulsos separados por intervalos
largos, los pardmetros relacionados con la depresiéon fueron llevados a valores
extremos, para los cuales el nimero de vesiculas disponibles en el segundo impulso
fuera minimo. Especificamente, se probaron valores muy grandes de t: para los cuales
si se obtuvo depresién ante intervalos largos. Sin embargo el valor minimo que
alcanzo6 el IP fue de 0.95 que representa una depresién mucho menor que la que se

observa experimentalmente y también predice menor facilitacién ante intervalos
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cortos. También se probaron valores muy pequeiios de 1 = 0.4 para los cuales la
facilitacién se extingui6 mdas rapidamente pero no hubo depresiéon para ningin
intervalo. Ninguno de los conjuntos de parametros probados logré que el MTPSCP
reprodujera los datos experimentales exhibiendo facilitacién después de intervalos
cortos y una marcada depresiéon después de intervalos largos. Esto muestra que los
mecanismos considerados por el modelo (la utilizacién y reabastecimiento de la poza
vesicular, el cambio en la probabilidad de liberacién producido por el calcio residual y
su decaimiento) no son suficientes para explicar este tipo de plasticidad, y que existe
un mecanismo adicional de plasticidad.

El MTPSCP se utiliz6 también para simular el protocolo de estimulaciéon con
cuatro impulsos mostrado en la seccién anterior, en dos diferentes condiciones de
probabilidad que imitan las diferentes concentraciones de Ca%*, y se compararon estas
simulaciones con los resultados obtenidos experimentalmente. Para simular el
aumento en la concentracion de Ca2* se modific6 Unicamente el parametro
correspondiente a la probabilidad inicial de liberacién, cuyo valor se eligié de forma
que reprodujera los datos experimentales para los dos primeros PS del protocolo. El
valor de probabilidad que cumplié esta condiciéon fue po = 0.285.

En ambas condiciones de probabilidad fue posible reproducir la plasticidad
observada en el segundo PS, producido 200 ms después del primero. Sin embargo,
para el tercer PS, que se produce 1000 ms después que el segundo, hubo
discrepancias entre los resultados que arrojé el modelo y los datos experimentales, ya
que para ambas condiciones de probabilidad de liberacién, la depresiéon que predijo el

modelo (IP = 0.95 para la probabilidad baja e IP = 0.87 para la probabilidad alta) fue
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mucho menor que la que mostraron los datos experimentales (IP = 0.55 * 0.04 para la
probabilidad baja e 0.56 * 0.02 para la probabilidad alta) (Figura 13A y 13B). Por lo
tanto, esta depresion no puede ser explicada inicamente en términos del proceso de
agotamiento y reabastecimiento de las vesiculas sinapticas considerado por el
modelo.

La simulacién en la condicién de baja probabilidad de liberaciéon indica que
transcurridos 1000 ms desde el impulso anterior, tanto la poza vesicular como la
probabilidad de liberacion han recuperado sus condiciones iniciales, por lo que el PS
producido después del intervalo largo tuvo la misma amplitud que el primero, y la
facilitaciéon que exhibe el cuarto PS fue igual a la que exhibié el segundo. En cambio,
experimentalmente, el segundo par de impulsos no se comporté igual que el primero.
El tercer PS presenté depresion, la cual fue producida por un mecanismo adicional al
agotamiento vesicular, ya que la facilitacion observada en el PS siguiente indica que la
poza no se encontraba agotada. La facilitaciéon en el cuarto PS fue menor que la
facilitacion que se registré en el segundo PS, a pesar de que teéricamente después de
1000 ms la disponibilidad vesicular y la probabilidad de liberacién recuperan su valor
basal. Esto indica que el mecanismo adicional que produce depresién sinaptica no se
revierte de forma inmediata con la llegada de nuevos impulsos presinapticos, ya que
su efecto se pudo seguir observando en el PS producido después del PS que exhibi6
depresion.

En la condicién de alta probabilidad de liberaciéon, tanto en el modelo como en
los experimentos, después de la depresiéon fue posible producir un PS con una

amplitud mayor que el anterior; sin embargo, la facilitacion obtenida
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experimentalmente fue mayor que la que predijo el modelo (% =1.39 £ 0.11 en los

. A4
experimentos y - = 1.08 en el modelo) a pesar de que en ambos casos el aumento en

la probabilidad de liberacién producido por la entrada de Ca2?*a la terminal seria el
mismo. Esto indica que la depresién observada en la simulacién es producida
Unicamente por agotamiento vesicular, lo que no permite que se incremente mucho la
liberacién posteriormente, incluso afiadiendo calcio residual. Por el contrario, en los
experimentos la depresién fue producida por un mecanismo adicional, cuyo efecto se
suma al del agotamiento vesicular y del cual se recupera parcialmente con el impulso
siguiente.

En conjunto, los resultados aqui presentados, sugieren la existencia de un mecanismo
de depresion sindptica diferente al agotamiento vesicular, que después de
aproximadamente 800 ms inhabilita algunas vesiculas para liberar su contenido, pero

cuyo efecto comienza a revertirse con la llegada de otro impulso a la terminal.
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Figura 13. El MTPSCP no reprodce la depresion observada en el segundo PS cuando el

intervalo entre dos impulsos es mayor a 700 ms.

indice de Plasticidad % para pares de PS separados por diferentes intervalos, obtenidos
experimentalmente (negro) y a partir de simulaciones del MPSCP (azul). % > 1 indica facilitacidn;

A2 - < . . .
o< 1 indica depresidn. Para intervalos menores o iguales a 700 ms los resultados experimentales

coinciden con los datos que predice el modelo. Para intervalos mayores, el modelo no reproduce la

depresion sindptica que se observa experimentalmente. Pardmetros: T, =1, tr= 0.2, ar= 0.4, po = 0.1
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Figura 14. El MTPSCP no reproduce la magnitud de los fenémenos de depresion y facilitaciéon

sinaptica observados en el tercer y cuarto PS.
Indice de Plasticidad ':—rll para pares de PS separados por diferentes intervalos, obtenidos

experimentalmente (negro) y a partir de simulaciones del MPSCP (azul).
A. Probabilidad baja de liberacion. El modelo no reproduce la depresién observada experimentalmente

en el tercer y el cuarto PS.

B. Probabilidad alta de liberacion. El modelo predice una depresion menor en el tercer PS que la que se

observa experimentalmente, y predice un aumento menor en A4 respecto a A3.

46



DISCUSION

Los resultados de este trabajo muestran que la depresiéon ante impulsos
pareados es causada por un mecanismo adicional al agotamiento vesicular. Aunque
desde hace varios afios se ha demostrado que la disminucién del tamafio de la poza
liberable es un factor insuficiente para explicar este tipo de plasticidad (Betz, 1970;
Christensen & Martin, 1970; Bellingham & Walmsley, 1999), no se ha logrado
describir con precision el mecanismo que lo subyace. Proponemos que este
mecanismo consiste en una secuencia como la que aparece en la Figura 14; se activa
con la llegada de un impulso a la terminal y después de determinado tiempo (800 ms
para la preparacion estudiada en este trabajo) disminuye la capacidad de las vesiculas
de liberar su contenido. En el esquema, se representa como una movilizacién vesicular
hacia una regién mas alejada de la membrana, pero bien podria ser alguna otra
secuencia de eventos. Seglin nuestros resultados, la existencia de este mecanismo se
hace evidente cuando se continda estimulando después de haber producido depresién
ante impulsos pareados. En los experimentos en los que se estimul6é con 4 impulsos
(Figura 11) la facilitacion en el cuarto PS permitié determinar que la poza vesicular no
estaba agotada en el momento en que se produjo la depresiéon y confirma la
participacién de un mecanismo adicional.

La depresiéon ocurre tUnicamente en respuesta a impulsos separados por
intervalos mayores al tiempo en el que se extingue el efecto del calcio residual (Figura
6). Esto pareceria indicar que el mecanismo que produce esta depresion es inhibido

por el calcio. Si éste fuera el caso, una concentracién aumentada de Ca?* intracelular

47



inhibiria este tipo de depresién. Sin embargo, al aumentar la cantidad de Ca?* que
entra a la terminal durante la estimulacion inicial, la magnitud de la depresién fue la
misma que en condiciones fisioldgicas (Figura 11B). Esto sugiere que este mecanismo
no depende del calcio, sino Unicamente del tiempo transcurrido desde el ultimo
impulso y que este mecanismo estd conformado por eventos que se desarrollan
lentamente. En esta sinapsis, la depresiéon ante impulsos pareados se manifiesta
cuando el intervalo entre los impulsos es relativamente largo, en comparacién con
otras preparaciones. Por ejemplo, la maxima depresion se observa con intervalos de
100 ms en la placa neuromuscular de la rana, de 50 ms en el bulbo auditivo de la rata
y de 20 ms en el tallo cerebral del pez dorado.

Dentro de las preparaciones en las que se ha observado que ocurre depresion
ante impulsos pareados, se distinguen tres tipos. El primero incluye a las neuronas
espinosas (Mori et al., 1994) y piramidales (Debanne et al., 1996) de la rata que tienen
pocos sitios de liberacién y una alta probabilidad de liberacién y se caracteriza por no
exhibir facilitacién para ningin intervalo y exhibir depresiéon cuando el intervalo
entre los impulsos es muy corto. En estas preparaciones se sabe que la depresion es
causada por agotamiento vesicular ya que reducir la liberaciéon inicial causa
facilitacion. El segundo tipo incluye al bulbo auditivo de la rata (Bellingham &
Walmsley, 1999) y el tallo cerebral del pez dorado (Waldeck, et al., 2000), y también
se distingue por no exhibir facilitacién para ningun intervalo y exhibir depresion
cuando el intervalo entre los impulsos es muy corto. Sin embargo, en este caso la
magnitud de la depresiéon no depende de la cantidad de neurotransmisor liberada

anteriormente. Estas sinapsis tienen la caracteristica de tener muchos sitios de
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liberacién y una alta probabilidad inicial de liberacidon. El tercer tipo incluye a la placa
neuromuscular de la rana (Betz, 1970) y posiblemente la sinapsis entre las neuronas P
y las AP de la sanguijuela, que se utilizé en este trabajo. En ellas ocurre facilitacion
cuando el intervalo entre los impulsos es corto y depresiéon cuando el intervalo es
largo y la magnitud de la depresién depende de la liberacién inicial. Los fendmenos de
plasticidad que presentan estas preparaciones corresponden a sinapsis con muchos
sitios de liberacién y una baja probabilidad inicial de liberacién. La diferencia en la
plasticidad de los diferentes grupos indica que las caracteristicas de una sinapsis
determinan el tipo de fendmenos de plasticidad que domina en ella.

Las preparaciones del primer y segundo tipo pueden ser utiles para estudiar la
depresion ante impulsos pareados sin que sus efectos se vean enmascarados por el
mecanismo de facilitacién (aunque el mecanismo adicional descrito en este trabajo
s6lo se observa en la del segundo tipo) y las preparaciones del tercer tipo son
adecuadas para estudiar la interaccién entre los diferentes mecanismos de
plasticidad. De cualquier forma, los resultados de este trabajo validan a la sinapsis P-
AP como modelo de estudio para la depresién ante impulsos pareados, que como
preparacion tiene las ventajas que se expusieron al inicio de este trabajo.

En términos de la hipétesis de la liberacién cuantica de neurotransmisor en su
forma mas simple (m=np) y suponiendo que la depresion sea consecuencia de una
reduccion en n Unicamente, ésta deberia ser proporcional a la cantidad de
neurotransmisor liberada anteriormente. Sin embargo, ain en las preparaciones en
donde se observa una correlaciéon en entre estas dos variables, no se cumple la

relacién lineal esperada (Betz, 1970; Christensen & Martin, 1970). Una alternativa es
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considerar que con la llegada de un impulso presindptico, ocurra no sélo una
disminucién de n sino también de p. Christensen y Martin (1970) mostraron que
considerar al agotamiento vesicular como el Uinico mecanismo de depresion lleva a
una sobreestimacion del parametro p, lo que indica que en efecto, p disminuye
durante la depresion. Bellingham y Walmsley (1999) y Waldeck et al. (2000) también
proponen un fenémeno de este tipo, ya que en sus experimentos no hubo correlaciéon
alguna entre la liberacién inicial y la depresion. Ellos proponen que la disminucién de
p se debe a una modificacién del estado funcional de la maquinaria molecular
responsable de la exocitosis, ya que para los PS que exhiben depresién observaron
una latencia mayor.

Como moléculas que regulan la movilizacién y fusién vesicular en funcién de la
entrada de Ca?* se ha propuesto a la sinapsina (Rosahl et al, 1993) y a la
sinaptotagmina (Waldeck et al., 2000). Las sinapsinas son fosfoproteinas altamente
conservadas exclusivas del sistema nervioso que regulan la liberaciéon de
neurotransmisor controlando el nimero de vesiculas que pueden realizar exocitosis
(Greengard, 1993). La fosforilaciéon dependiente de Ca2* de las sinapsinas disminuye
su afinidad por las vesiculas sinapticas y su interaccion con los filamentos de actina, lo
que permite una mayor movilidad de las vesiculas, que pueden entonces pasar a la
poza lista para liberar. Rosahl et al. (1993) mostraron que en ratas que expresan bajos
niveles de esta proteina aumenta la facilitacion y disminuye la depresién en pares de
impulsos. El mecanismo de accién de la sinaptotagmina no ha sido atin descrito con
detalle pero se sabe que afecta de manera dependiente de Ca2* la capacidad de las

vesiculas de llevar a cabo la fusién con la membrana plasmatica, por medio de su
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interaccién con el complejo SNARE, indispensable para formar el poro de fusién
(Stidhof, 2004).

Recientemente, Garcia-Morales et al. (2015) demostraron que agregar acido
lipofosfatidico (LPA), un fosfolipido derivado de la membrana, a la solucién
extracelular produce depresion sinaptica a corto plazo de forma reversible en sinapsis
glutamatérgicas, por medio de un mecanismo presindptico. E1 LPA favorece la
fosforilaciéon de la cadena ligera de la miosina (MLC) mediante la activacién de la via
intracelular de la fosfolipasa C, lo que reduce la cantidad de vesiculas sinapticas
ancladas a la zona activa mediante la contraccién del citoesqueleto. A pesar de que
este mecanismo disminuye el tamafio de la poza liberable, se describe mejor en
términos de una reduccién en la probabilidad de liberaciéon (Garcia-Morales et al.,
2015) la cual tendria un curso temporal mas lento que el aumento provocado por
calcio residual. Dado que este proceso involucra cascadas de sefializacién donde
participan segundos mensajeros, su curso temporal es lento, lo que concuerda con los
resultados del presente trabajo, en los que la depresién se observa cuando el intervalo
entre los estimulos es largo. Por ello, proponemos que un mecanismo similar podria
ser responsable de la depresiéon ante pulsos pareados en la sinapsis P-AP. Sin
embargo, es necesario continuar investigando si este mecanismo esta involucrado en
la depresién en esta preparacion.

Otro aspecto a considerar fue propuesto originalmente por Betz (1970) quien

c ez . . .z , n .
sugirio que la disminucidn de p podria ser de la forma pﬁ = — Para que esto ocurriera
0 0

seria necesario que existieran diferentes poblaciones de cuantos (aun no se

demostraba que cada cuanto se asocia a una vesicula) con diferentes valores de p
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asociados. De esta forma, los primeros estimulos liberarian aquellos cuantos con
valores de p altos y entonces se observaria una disminucién simultanea de n y de p.
Actualmente, se sabe que en una terminal existen al menos dos diferentes pozas
vesiculares, que en efecto pueden tener diferentes probabilidades de liberacion, y que
permiten el intercambio vesicular entre ellas (Trommershduser et al.,, 2003). Existe
evidencia de que diferentes sinapsis tienen diferente nimero de pozas vesiculares, las
cuales pueden variar en la cantidad de vesiculas que las componen. Sin embargo, en
muy pocas preparaciones se ha podido obtener evidencia directa de la distribucién
espacial de las pozas, de los marcadores moleculares que diferencian unas de otras, o
de la forma especifica con la que las vesiculas interactian entre ellas y con el
citoesqueleto durante su movilizaciéon (Stidhof, 2004).

Algunas de estas ideas podrian ser incorporadas al MTPSCP, por ejemplo
incluyendo un término de reduccién para p(t), el cual podria ser proporcional a la
reduccion en n(t) o con una constante de tiempo propia y/o incorporando al menos
otro compartimento vesicular, en donde las constantes de transicién entre un
compartimento y otro dependan de la disponibilidad de Ca%* en la terminal o de la
estimulaciéon. A pesar de que con alguna futura modificaciéon, el modelo lograra
reproducir observaciones experimentales, para poder determinar con seguridad y
describir con detalle un mecanismo adicional de depresién sinaptica, serd necesario
estudiar a profundidad, desde el punto de vista de la biologia celular y molecular, a las
terminales sinapticas y los procesos que ocurren entre la estimulacién y la liberacién

de neurotransmisor.
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Por dltimo, es importante mencionar que aiin no se sabe qué papel desempefia
la depresion ante impulsos pareados en la fisiologia de las neuronas que la presentan.
Al menos en el caso de la sanguijuela, esto puede ser dificil de dilucidar sin conocer la
funcién precisa de la neurona AP, pero dado que ocurre en respuesta a frecuencias
bajas de estimulacion posiblemente se relacione con el control de respuestas motoras

ante estimulos sensoriales intermitentes.

Figura 15.

Esquema de la propuesta de mecanismo adicional de depresion sinaptica. a) La llegada de un
impulso a la terminal provoca fusiéon y movilizacién vesicular. b) El mecanismo de depresion
inactiva algunas vesiculas, ya sea alejandolas de la membrana o inhabilitando su capacidad de
fusion. c) Ante la llegada de un segundo impulso, menos vesiculas se encuentran listas para liberar

su contenido.
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CONCLUSION

En este trabajo se mostré la existencia de un mecanismo de depresion
sinaptica, ademas del agotamiento vesicular, que se hace evidente a frecuencias bajas
de estimulacién. Se determind que en esta sinapsis este mecanismo interactiia con
mecanismos de plasticidad sinaptica a corto plazo ya conocidos. El efecto de la
depresion por agotamiento vesicular se suma al efecto de este mecanismo, el cual a su

vez disminuye la facilitaciéon que puede producirse posteriormente.

Se describi6 de forma general una posible secuencia de eventos que describen
a este mecanismo, la cual comienza con la llegada de un impulso a la terminal
presinaptica provocando fusiéon de algunas vesiculas sinipticas con la membrana
plasmatica. Posteriormente, se activaria este mecanismo disminuyendo
progresivamente la capacidad de fusién de las vesiculas que permanecieron en la
terminal, por lo que la llegada de un nuevo impulso después de un intervalo largo

provocaria la fusién de una menor cantidad de vesiculas.

Finalmente, se propusieron posibles modificaciones al MPSCP que lo
consideren a este mecanismo, como incorporando un nuevo término en la ecuaciéon
que describe a la probabilidad de liberaciéon, o considerando diferentes

compartimentos vesiculares.
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