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Resumen

Diferentes estimulos provocan una respuesta en la célula, involucrando muchas
veces la secrecion de diversas sustancias desde el interior de la célula hacia el me-
dio externo que son captadas posteriormente por otra célula, desarrollando asi un
sistema de comunicacion entre ambas. El proceso de secrecion, conocido como exo-
citosis, es uno de los mas importantes dentro de la célula y que involucra una serie
de complejos pasos a nivel molecular. Dentro de este proceso se cuenta con la ayuda
de un complejo proteico conocido como complejo SNARE, que tiene como principal
funcién anclar y acercar las vesiculas que contienen las sustancias a ser secretadas a
la membrana plasmatica de la célula. Si bien el area de la ciencia encargada de estu-
diar el fenémeno de la exocitosis ha sido objeto de un extenso estudio desde el punto
de vista biolégico y quimico desde hace mas de dos décadas, el proceso de exocitosis
en células aun no ha sido descrito en su totalidad. Mas aun, se han realizado muy
pocos estudios de estos fendmenos desde el punto de vista fisico-matematico. En el
presente trabajo se propone un modelado de la dindmica de movimiento vesicular
en el proceso docking/priming previo a la exocitosis de una vesicula sindptica por
medio de leyes clasicas de la fisica y ecuaciones diferenciales, tomando en cuenta los
principales factores fisicos que comtinmente se han planteado intervienen en dicho
fenémeno.

Palabras clave: Modelado, sinapsis, exocitosis, vesicula sinaptica, SNARE, doc-
king, priming.
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Abstract

Several stimulus unleash a reaction on the cell that many times involves the
secretion of substances from inside the cell to the outside medium, developing a
system of communication between both. This secretion process, known as exocytosis,
is one of the most important inside the cell, and it involves a chain of complexes steps
at molecular level. This process is helped for a protein complex known as SNARE
complex, which has as main function the docking of synaptic vesicles to the plasma
membrane and subsequently priming and fusion between both membranes. Even
though this area of science has been object of intense studies from the biological
and chemical point of view for more of two decades, the process of exocytosis in
cells is still not fully understood. Even more, there is almost none study of this
phenomena from the physic and mathematical point of view.

In this work we propose a dynamical model of the vesicular movement in the
docking /priming process that precedes vesicle fusion and neurotransmitter relea-
se through classic physic laws and differential equations that takes account of the
principal forces and physical factors that has been told influences this phenomenon.

Keywords: mathematical model, SNARE, exocytosis, docking, priming, synaptic
vesicle, biophysics.
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Capitulo 1

Introduccion

1.1. Sinapsis

Las sinapsis son las estructuras de transmision de informacién basicas dentro del
sistema nervioso. Estas pueden ser descritas como las conexiones existentes entre
una célula presindptica y una célula postsinaptica. La informacion transmitida llega
hacia la terminal presindptica en forma de un potencial de accién y es transmi-
tida a través de un neurotransmisor quimico. Dentro de la terminal presinaptica,
el neurotransmisor sera empacado dentro de vesiculas sinapticas. Estas vesiculas
sinapticas seran liberadas en el medio exterior que se encuentra entre la célula pre-
sindptica y la célula postsindptica (grieta sindptica o «synaptic cleft») cuando un
potencial de accién logre abrir un canal de calcio regulado por voltaje (voltage ga-
ted calcium channels), activando asi los receptores postsindpticos presentes en la
membrana plasmatica de la célula postsinaptica.

Estas sinapsis pueden ser vistas como dispositivos computacionales, es decir,
no solo transmiten informacion mediante potenciales de accién, sino que también
transforman esta informacion. La informacion sindptica es con frecuencia codificada
por descargas o series de potencial de accion. Estos potenciales son procesados de
manera especifica por cada sinapsis, donde se llevan a cabo cambios en la liberacion
del neurotransmisor durante estas descargas|1] [2].

Las sinapsis varian de una a otra en sus propiedades, no solamente en términos
del tipo de neurotransmisor, sino también en términos de otros parametros basicos
para la sinapsis, como la probabilidad de liberacién de vesiculas o la composicién del
postreceptor. Unicamente en el cerebro de los animales mamarios existen cientos de
diferentes tipos de neuronas que forman y reciben sinapsis que presentan diferentes
caracteristicas que dependen de las neuronas pre sinapticas y postsinapticas. Como
resultado tenemos cientos de tipos de sinapsis, que si bien operan con el mismo



Figura 1.1: Esquema basico de la sindpsis [49].

resultado fundamental, presentan propiedades diferentes.

1.1.1. Exocitosis

La exocitosis es un proceso en el cual la membrana de una vesicula sinaptica se
fusiona con la membrana plasmaética, resultando esto en la secreciéon del contenido
vesicular hacia el exterior de la célula. En este proceso, los lipidos de ambas mem-
branas se mezclan, formando eventualmente una tnica membrana. El contenido de
las vesiculas varia de célula a célula: Moléculas organicas pequenas, péptidos, pro-
teinas y otras moléculas. Este contenido secretado puede ser utilizado como medio
de comunicacién con otras células o puede ser simplemente materia no deseada o pe-
ligrosa para la célula. La gran mayoria de las células son capaces de llevar a cabo la
exocitosis, poniendo en claro que este proceso es de suma importancia para la célula.
Vesiculas sinapticas pequenas se fusionan con la membrana plasmatica y liberan su
contenido (neurotransmisores) en menos menos de un milisegundo del arribo de un
potencial de accién al nervio terminal. La exocitosis de vesiculas sinapticas es des-
encadenada por el flujo de iones calcio que entran por los canales de calcio regulados
por voltaje. La mayor parte del tiempo de exocitosis es demandado en la apertura
de estos canales. Dos tipos de secrecién por exocitosis se pueden llevar a cabo en
una célula, la secrecién constitutiva y la regulada. La primera se lleva a cabo cons-



tantemente, mientras que la regulada tiene lugar inicamente cuando se presenta un
estimulo especifico interno o externo. Un ejemplo de este tipo de secrecion es la li-
beracién de neurotransmisor desde el nervio terminal. La membrana de las vesiculas
sinapticas contiene una gran cantidad de sustancias especificas, fisiolégicamente ac-
tivas. Atrapadas dentro de la vesicula, estas sustancias son preservadas de cualquier
modificacién que se pudiera dar debido a los componentes de la célula, es decir, las
vesiculas seran las encargadas de guardar y proteger estas sustancias. Como varias
vesiculas pueden contener la misma sustancia, la célula puede liberar grandes can-
tidades de cada sustancia en un periodo de tiempo pequeno gracias a la exocitosis
regulada, logrando asi un cambio rdpido en la concentracién de las sustancias del
medio externo, facilitando reacciones rapidas en las células objetivo [3].

La exocitosis consiste principalmente de cuatro pasos: anclado, preparacion, fu-
sién y reciclaje (ver figura 1.1).

1. Anclado (Docking). El anclado es el proceso por medio del cual una vesicu-
la sindptica queda anclada a la membrana plasméatica por medio de proteinas
especializadas para posteriormente llevar a cabo la fusion vesicular. El mecanis-
mo molecular del docking atiin no es del todo claro. Debido a que las vesiculas
unicamente se anclan a la membrana plasmatica de la célula en la zona activa,
algunos de los componentes de esta deben forzosamente estar involucrados en
el docking, sin embargo, se piensa que no todos estos componentes han sido
identificados.

2. Preparacién (priming). Las vesiculas que estan ancladas no estan inmedia-
tamente listas para la exocitosis. Necesitan ser activadas para lograr fusionarse.
Es decir, se debe dar un cambio en la configuracion de las proteinas que an-
claron las vesiculas de tal forma que estas ultimas entren en contacto con la
membrana celular. Este proceso es llamado preparaciéon o priming. A pesar
de que el mecanismo de priming no es del todo claro, es muy posible que
este involucre cambios conformacionales de las proteinas del complejo SNA-
RE (Sintaxina 1, SNAP-25, y VAMP /sinaptobrevina) que estén directamente
involucradas en la exocitosis de vesiculas.

3. Fusion. Se postula generalmente que la formacion del complejo en forma de
hélice empieza en las regiones terminal amino, extendiéndose hasta las regiones
terminal carboxilo de las proteinas de manera similar a una cremallera. Esta
estructura estable empuja a la vesicula sinaptica hacia la membrana plasmati-
ca, llevando eventualmente a la fusién de ambas membranas. Estudios recientes
han mostrado que se pueden tener al menos dos tipos de fusién: Una fusién
total de ambas membranas o una fusién temporal (Kiss and run). Posterior-
mente, una pequena estructura con forma similar a un tubo (poro de fusién,
con un didmetro de 1-2nm) se forma temporalmente entre la vesicula y la
membrana celular. Este poro permite la liberacion de las sustancias conteni-
das en la vesicula sinaptica. Este poro posteriormente se cierra y las vesiculas



vuelven al citoplasma (kiss and run, o bien, estas colapsan totalmente en la
membrana plasmatica.

4. Reciclaje. Después de la exocitosis, las proteinas citosélicas NSF (N-ethylmaleimide-

sensitive fusion protein) se unen a una parte del complejo SNARE, y disocian
cada proteina SNARE para su reciclaje. Es importante senialar que, si bien es-
tos fenémenos han sido extensamente estudiados durante las ultimas décadas,
a la fecha actual no se han presentado publicaciones que permitan descri-
bir cuantitativamente dichos fenémenos, i.e. no se han desarrollado modelos
fisico-matematicos que permitan describir y predecir las diferentes etapas de
la exocitosis.

1.2. Esquema de la tesis

Tomando en cuenta lo discutido en la presente introduccion, la motivacion de
esta tesis es obtener un modelo fisico-matemético que permita describir de la manera
mas sencilla posible algunos de los fenémenos fisioldgicos previos a la fusiéon vesicular
en la exocitosis, dando asi un punto de vista de este proceso diferente al abordado
en los trabajos quimico-biolégicos, y evaluando cuantitativamente la importancia de
las diferentes fuerzas que se cree estan involucradas en el mismo. Para lograr esto,
se plantean los siguientes objetivos.

Objetivo general.

Generar un modelo matemaéatico que describa los mecanismos de anclaje y pre-
fusién previos a la fusion vesicular en el fenémeno de exocitosis.

Objetivos particulares.

» Caracterizar los pardametros y ecuaciones que representen el comportamiento
de los diferentes factores presentes en la preparacion y anclaje vesicular.

» Simular numéricamente el modelo matematico obtenido.

= Comparar los resultados arrojados por las simulaciones con los datos observa-
dos experimentalmente.

El contenido de esta tesis estara divido de la siguiente manera: Durante el capitu-
lo 2 abordaremos los conceptos biologicos y quimicos que son necesarios para com-
prender el proceso de exocitosis, haciendo particular énfasis en el anclaje y pre-fusion
vesicular, asi como en los aspectos fisiolégicos que envuelven a este proceso, y que nos
permitiran determinar cudles seran las consideraciones que necesitaremos hacer al



momento de efectuar la modelacion del mismo. En el capitulo 3 mostraremos la mo-
delacién matematica que se llevé a cabo para describir el fendmeno docking/priming
en la zona presinaptica. En el capitulo 4 se mostraran y discutiran los resultados
obtenidos de la simulacién computacional del sistema de ecuaciones diferenciales ob-
tenido en el capitulo anterior. Asimismo comprobaremos los resultados obtenidos de
las simulaciones con los datos experimentales reportados en la literatura cientifica.
Finalmente, en el capitulo 5 expondremos las conclusiones y propondremos algunos
puntos de interés para abordarse posteriormente como trabajo a futuro.



Capitulo 2

Transmision sinaptica

2.1. Componentes de la sinapsis

2.1.1. Zona activa

La exocitosis de vesiculas en la sinapsis estd restringida a una pequena seccion
de la membrana plasmatica presindptica que contiene material con alta densidad de
electrones, asi como una gran cantidad de proteinas de anclaje, la cual es designada
como zona activa. Estructuralmente, la zona activa es descrita como el area de la
membrana plasmatica presinaptica, donde las vesiculas sinapticas pueden fusionarse
y se da la liberacién regulada de neurotransmisor. La zona activa tiene como prin-
cipal funcion el transformar un potencial de acciéon presindptico en una senal de
neurotransmisor liberada. Tipicamente, la zona activa puede ser descrita como un
disco que posee un didmetro de varios cientos de nanémetros y raramente exceden
un area de 0.4 micras cuadradas. Las sinapsis especializadas poseen diferentes zonas
de diferentes medidas y formas adaptadas a cada funcion particular. En las sinapsis
centrales de vertebrados, las zonas activas son estructuras con forma de disco con
un didmetro entre 2 y 5 micras. Dentros de las zonas presindpticas se desarrollan
cuatro funciones principales en la liberacién de neurotransmisores. En primer lugar,
se anclan y preparan las vesiculas sindpticas, i.e., son una parte intrinseca de la
maquinaria de fusion vesicular. Segundo, en las zonas activas enganchan los canales
de calcio regulados por voltaje a la membrana plasméatica para permitir una rapida
sincronizacion de excitacion-respuesta. Tercero, las zonas activas contribuyen a la
localizaciéon precisa de pre y post especializaciones sinapticas exactamente opuestas
una a la otra por medio de moléculas de adhesién celular transindptica. [1] [4].



Figura 2.1: Zonas activas en una célula [1].

2.1.2. Membrana plasmatica de la célula

2.1.3. Canales de calcio

La entrada de iones calcio a través de canales de calcio «voltage-gated» (ca,),
es la que inicia la liberacion de neurotransmisores, a través de una depolarizacion
de membrana en respuesta a un potencial de accion. El calcio entrante a través de
estos canales sirve como segundo mensajero de una senal eléctrica, iniciando varios
eventos celulares de diferente naturaleza. Existen multiples mecanismos que directa
o indirectamente modulan la funciéon de estos canales presinapticos y, por conse-
cuencia, regulan la transmision sinaptica. La neuromodulacion afecta la capacidad
de estos canales para abrirse, cerrarse o inactivarse en respuesta a una depolari-
zacion de membrana y alterar su respuesta a diferentes impulsos de una manera
dependiente de la actividad[6] [7].



En muchos tipos diferentes de células secretoras, los iones Calcio entran a la célula
a través de los canales de calcio regulados por voltaje, regulando asi la actividad
enzimatica, la expresion genética, y otros procesos bioquimicos. Por ejemplo, en
las células endocrinas los canales de calcio regulan la entrada de calcio que inicia la
secrecion de hormonas. Es por esto que los canales de calcio regulados por voltaje son
la parte clave en la transduccion de senales eléctricas, convirtiendo una senal eléctrica
de un potencial de accion presente en la superficie de la membrana plasmatica en un
transitorio de iones calcio dentro de la célula. La transduccién de senales eléctricas
en diferentes tipos de células envuelve diferentes subtipos moleculares de canales de
calcio regulados por voltaje[7].

Las corrientes de calcio en diferentes tipos de células tienen diversos roles fi-
siologicos asi como propiedades farmacoldgicas, asi que una nomenclatura alfabética
ha evolucionado para identificar a las distintas clases de corrientes de calcio. Las
corrientes de tipo-N, tipo P/Q y tipo-R requieren una fuerte depolarizacién para
la activacion, y son bloqueadas por toxinas polipeptidicas observadas en algunos
insectos como las aranas [6]. El calcio que entra por un canal puede desencadenar la
liberacién de vesiculas sinapticas, y la exocitosis de estas depende del ensamblaje del
complejo SNARE (del que se hablard mas adelante), en el cual, las proteinas SNARE
asociadas-Sinaptobrevinas, interactian con dos proteinas SNARE de la membrana
plasmatica: la SNAP-25 y la sinaptotagmina. Ademés de unir los canales de calcio
presinaptico a la maquinaria liberadora de vesiculas, la sintaxina-1 y el SNAP-25
regulan la funcién del canal. La coexpresion de estas proteinas con los canales de
calcio reducen la disponibilidad de los canales para abrir y cambiar la dependencia
de voltaje de inactivacién hacia potenciales de membrana mas negativos [6].

Los canales de calcio estan formados por un complejo de proteinas de subuni-
dades multiples, consistente de una subunidad « formadora de poros, junto con
muchas otras proteinas auxiliares, las cuales incluyen a la subunidad intracelular g
y una subunidad enlazada a un disulfuro §. Adicionalmente, en algunos tejidos una
subunidad extra puede existir, esta es la subunidad transmembranal v, la cual es
parte del complejo del canal en el misculo esquelético.

Los canales de calcio pueden ser clasificados de acuerdo a su rango de activacion
en dos grandes grupos: uno que posee un bajo umbral de activacién («LVA channels»;
«Canales T») y los otros, que tienen un alto umbral de activaciéon («<HVA Channels»;
canales L,NP/Q y R) [8]. En el cuadro 2.1 se muestran los diferentes tipos de
canales asi como algunas de sus funciones fisiologicas. Como podemos apreciar, para
la exocitosis de vesiculas estaremos hablando de canales de calcio P/Q y R.

2.1.4. Vesicula sinaptica

Las células eucariotas poseen en su interior organelos rodeados por membra-
nas que se comunican a través del trafico membranal. Mientras que algunos de



Tipo de | Subunidades | Bloqueador Principales Funciones Fisiologicas
Corriente | al Especifico
de Ca?*t
L Ca,l.1 DHPs Excitacion y contraccion del musculo
esquelético, regulacién de la transcrip-
cion
Ca,1.2 DHPs Exitacién y contraccion en el musculo
cardiaco y suave, secrecién endocrina,
transitorios de C'a®* en células del cuer-
po vy dendritas, regulacion de la activi-
dad enzimatica, regulacion de la trans-
cripcién
Ca,1.3 DHPs Secreciéon endocrina, marcapasos car-
diaco, transduccion auditora, transito-
rios de Ca?' en células del cuerpo y
dendritas.
Ca,l.4 DHPs transduccion visual.
N Ca,2.1 w — CTx — | Liberacion de neurotransmisor, transi-
GVIA torios de calcio en dendritas
P/Q Ca,2.2 w — Agatoxin | Liberacion de neurotransmisor, transi-
torios de calcio en dendritas
R Ca,2.3 SNX-482 Liberacion de neurotransmisor, transi-
torios de calcio en dendritas
T Ca,3.1 ninguno liberacion repetida
Ca,3.2 liberacién repetida
Ca,3.3

Cuadro 2.1: Composicién de subunidades y funcién de los tipos de canales de C'a®".

[7]




estos organelos realizan fusion o fision por ellos mismos, normalmente el transporte
y comunicacion entre diferentes organelos se lleva a cabo por medio de vesiculas
especializadas. Estas vesiculas viajan desde el organelo precursor hasta el comparti-
miento objetivo, donde se anclan para posteriormente fusionarse con la membrana
del mismo. Las vesiculas transportan material desde el organelo donante hasta el
receptor o bien, hasta el medio extracelular. Estas pequenas vesiculas, que poseen
generalmente una forma esférica y cuentan con didmetros entre 40 y 80nm, pueden
ser consideradas como la unidad minima bésica del trafico membranal. El transporte
de vesiculas, el anclado, la preparacion y la fusién, cada uno de ellos involucra el
reclutamiento ordenado y secuencial de complejos protéicos desde el citoplasma. Los
constituyentes membranales de este organelo son los ltimos responsables de todas
estas tareas. A pesar de que muchas de las proteinas involucradas en estos procesos
ya han sido identificadas, atin no se conoce por completo la estructura integral de
la membrana. Las vesiculas sindpticas se encuentran concentradas en la terminal
nerviosa presinaptica de cada neurona. Ellas almacenan neurotransmisores y son
liberadas en la exocitosis bajo la accién de un flujo de iones calcio que llega en la
forma de un potencial de accion. Después de la exocitosis, estas vesiculas fusionadas
regresaran al citosol via exocitosis y seran recicladas para generar nuevas vesiculas
para la exocitosis.

2.1.5. Consorcios Vesiculares

El aumento en la concentracién de calcio intracelular es el desencadenante para
la fusién de vesiculas con la membrana plasmética. En términos fisiologicos, el calcio
fluye del espacio extracelular a través de los canales regulados por voltaje presinapti-
cos, los cuales se abren debido a la depolarizacién de la membrana presinaptica ante
la llegada de un potencial de accion. Experimentos épticos y fisiologicos con una re-
solucién alta han permitido mostrar la distincion de vesiculas en diferentes estados
de maduracion con respecto a la fusién, los llamados consorcios vesiculares o vesicle
pools [15].

Consorcio de liberacién rapida (Ready Release Pool) y liberacién lenta
(Slow Release Pool)

Un andlisis detallado del registro del incremento de la capacitancia dentro del
primer segundo de la liberacion de calcio ha permitido revelar la presencia de dos
consorcios de vesiculas listas para liberarse con diferentes cinéticas. Las vesiculas que
se fusionan primero con un tiempo constante de entre 20 — 40ms (en una concentra-
ci6én de calcio de 20 M) pertenecen al consorcio de liberacién rapida (RRP) y dan el
componente de liberacién rapida. Después, las vesiculas del consorcio de liberacion
lenta (SRP) se fusionan con un tiempo constante de 200 ms (en una concentracién
de calcio de 20u M) y median el componente de liberacién lenta. Cabe resaltar que

10



Figura 2.2: Ilustraciéon de una vesicula sinaptica promedio. Notese las proteinas de
membrana que esta presenta [30].

estos datos han sido registrados en células cromafines. En otro tipo de células los
tiempos de exocitosis de los diferentes consorcios variaran. Aunque ambos consorcios
pueden ser liberados ante una alta concentracion de calcio, un estimulo fisiolégico,
como el arribo de un potencial de accién, inicamente provocara la liberacion de la
RRP. En una concentracion de calcio en estado de reposo, es decir, cuando no hay
ninguna senalizacién externa a la célula, se estima un ntimero de aproximadamente
150 vesiculas para cada consorcio.
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Figura 2.3: Consorcios vesiculares [15].

Consorcio de vesiculas no preparadas(Unprimed Pool)

Los dos consorcios de liberacion, RRP y SRP son rellenados desde este consorcio,
mediante un proceso llamado preparacién (priming). El tamano de este consorcio es
obtenido contando el nimero de vesiculas dentro de los primeros 200nm al interior
de la célula partiendo de la membrana plasmaética en las micrografias electrénicas y
sustrayendo el niimero de vesiculas adyacentes a la membrana plasmatica. El tamano
de este depdsito depende de la fase de la sinapsis. En células cromafines adultas en
reposo, este numero se estima en alrededor de 750 vesiculas. Este consorcio lleva a
cabo el componente sostenido en la respuesta de la capacitancia de la membrana
frente a una liberacion de calcio. Este componente mantenido es lineal.

Consorcio de Depésito (Depot Pool)

El consorcio de depésito, o depot pool (DP) representa el consorcio més grande
en células cromafines. Esta definido como el niimero de vesiculas sinapticas que se
encuentran a una distancia mayor a 200nm de la membrana plasmatica. El tamano
de este depdsito es, como en el caso del RRP, dependiente de la fase de desarrollo
de la sinapsis. En células cromafines de raton, estimaciones conservadoras sitian
el DP en alrededor de 2000 vesiculas. Estas vesiculas son usadas para rellenar los
consorcios cercanos a la membrana plasmatica, cuando se lleva a cabo el proceso de
exocitosis [15].
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2.1.6. Citosol

El citosol es la parte liquida del citoplasma que estd comprendida entre la mem-
brana celular y la membrana nuclear. Dentro de este se encuentran la mayoria de
los organelos celulares. El citosol estd compuesto por aproximadamente 85 por cien-
to de agua, y dentro de este encontramos una gran cantidad de proteinas, iones,
carbohidratos, lipidos y acidos nucleicos. La principal funciéon de este es contener
a los organelos celulares, sirviendo también como almacén para lipidos, azicares,
aminoacidos, etc. Dentro del citosol podemos encontrar al citoesqueleto, que es la
matriz de filamentos encargada de dar soporte y estructura a la célula.

2.1.7. Citoesqueleto y redes de actina

Durante anos pasados, la evidencia experimental ha sugerido que el citoesqueleto
de la célula cortical puede estar envuelto en la secrecion regulada. Mucha de esta
investigacion ha sido realizada en células cromafines de ratén y bovino. Estas células
guardan sus productos secretorios en las vesiculas cromafines, y, gracias a una esti-
mulacién, el contenido soluble de estas vesiculas es liberado al espacio extracelular
via exocitosis. A pesar de que el estudio del rol del citoesqueleto en las secreciones
ain no ha sido completamente dilucidado, diversa evidencia experimental sugiere
que las redes de filamento de actina en la periferia de la célula pueden representar
una influencia inhibitoria en la exocitosis, y su remocién y/o reorganizacién puede
preparar a la célula para el proceso de secrecion. Diversos experimentos han mos-
trado que después de un desensamble de los filamentos de actina, un nimero mayor
de vesiculas cromafines fueron liberadas para alcanzar la membrana plasmatica [10].
El citoesqueleto juega un papel fundamental en practicamente todos los procesos
biologicos celulares en eucariotas, desde la division celular y motilidad celular has-
ta el trafico intracelular de organelos. Esta red red citoesquelética esta compuesta
principalmente por tres tipos de filamentos de proteinas:

s Filamentos de actina
s Microtubulos

» Filamentos Intermedios

Cada uno de estos poseen propiedades bioquimicas y biofisicas tinicas. El remodela-
miento de estos filamentos por miiltiples e intrincadas senales, que actiian a través de
vias de senalizacién conservadas, permiten al citoesqueleto controlar la enorme di-
versidad de formas en células eucariotas, y mas atn, modificar los comportamientos
dindmicos celulares [11].
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Organizaciéon del citoesqueleto en las terminales presinapticas

La actina es un componente critico del citoesqueleto de todas las células eu-
cariotas y participa en muchos eventos fisiologicos. Se ha propuesto que la actina
juega un papel importante en la sinapsis, mas sin embargo, la evidencia cientifica
que respalda esta nocién es escasa. Los microtibulos y los filamentos de actina estan
presentes en las terminales presindpticas, pero su localizacién en el citoplasma es
diferente. En general, los microtiibulos no alcanzan la zona activa, y son encontrados
mas frecuentemente en el centro de las terminales. La matriz citoplasmatica de las
zonas activas muestra una textura mas densa que en el dominio central, por lo tanto,
los microtibulos no regulan directamente la morfologia o funcién de la sinapsis [12].
Cerca de la membrana plasmatica, al menos 3 tipos diferentes de filamentos forman
una red que esta intercalada entre las vesiculas sindpticas [11].

1. Filamentos de Actina.Los filamentos de actina son fibras flexibles de apro-
ximadamente 6 o 7 nm de didmetro y hasta varios micrémetros de longitud,
que recorren de manera aleatoria zonas cercanas a la membrana plasmaética.
Estos filamentos pueden ser identificados como actina debido a que ellos estan
decorados por el fragmento central de uniéon de actina, la miosina-1. El en-
samblado o desamblado de estos filamentos, sus cruzes y sus interacciones con
otras estructuras estan regulados por una serie de proteinas ensambladoras.

2. Vinculos de sinapsina. Los filamentos de actina no estan en contacto con las
vesiculas sinapticas pero se encuentran unidos a estas vesiculas por medio de
pequenos «vinculos» que tienen una longitud de 30nm. Esta segunda clase de
filamentos también sirven para reticular vesiculas sindpticas y para unir a las
vesiculas con la tercera clase de filamentos, descrita a continuacién. Algunas
lineas de evidencia sugieren que estos vinculos estan compuestos de sinapsina,
una fosfoproteina asociada con la membrana de la vesicula sinaptica.

3. Hilos de fodrina Una tercer clase de filamentos no contiene la cabeza de
miosina y, por lo tanto, no estan compuestos por actina. Estos filamentos se
extienden desde la zona activa hasta el citoplasma presinaptico, donde son
asociados con vesiculas sindpticas mediante filamentos de sinapsina. Basados
en sus dimensiones (de aproximadamente 100nm de largo) se ha propuesto que
estos filamentos estdn hechos de fodrina (o calspectrina).

En adicién a estas bien definidos estructuras de filamentos, la microscopia electronica
ha revelado la presencia de un material amorfo que se acumula especificamente en
las zonas activas. Tres proteinas excepcionalmente grandes de la matriz presinaptica:
piccolo, basson y Aczonina, pueden ser parte de este material amorfo. En resumen,
a pesar de que la organizacion estructural y composicion molecular del citoesqueleto
presinaptico esta siendo cada vez mas clara, todavia resta mucho por conocer acerca
de como las proteinas del citoesqueleto producen la elaborada estructura de las
terminales presindpticas [11].
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Estructura molecular de la actina

La actina puede existir en dos estados dentro de la célula: como filamentos de dos
cadenas helicoidales (F-actina), o como mondémeros (G-actina), los cuales proveen
los bloques de construccién para el ensamblaje de actina. Los filamentos de actina
son asimétricos, y los monémeros de actina se adhieren mas rapidamente por el lado
«barbudo» del filamento que por el lado «puntiagudo» del mismo (esta nomenclatu-
ra se debe a la forma de flecha que adquieren las cabezas de miosina que decoran
los filamentos de actina). Un par de propiedades fundamentales de la actina son
significativas para su dindamica de comportamiento. Primeramente, la F-actina se
ensambla por medio de interacciones covalentes débiles de la G-actina. Esta propie-
dad permite que los filamentos rapidamente se ensamblen y desensamblen, lo cual
se requiere para una rapida remodelacion del citoesqueleto de actina en respuesta
a estimulos cambiantes. Segundo, el balance entre F-actina y G-actina en regiones
subcelulares esta en constante flujo. Conforme los filamentos se van formando, la
concentracion de mondémeros disponibles cae hasta que una concentracion critica de
G-actina es alcanzada, esto es, cuando las tasas netas de ensamblaje y desensamblaje
de filamentos estdn en un estado estacionario [12].

Figura 2.4: Actina
Los monémeros de actina son moléculas polarizadas, con un extremo barbudo con
carga positiva o barbed end y un extremo puntiagudo o pointed end con carga
negativa. El extremo puntiaguado de un monémero de actina se une por medio de
ATP al extremo barbudo de otra.

Una serie de proteinas de enlace de actina (ABPs por sus siglas en ingles) afec-
tan el remodelamiento de la actina en diferentes formas, resultando en una variedad
de estructuras de filamentos de actina. Por ejemplo, algunas ABPs actian como
agrupadoras de actina o proteinas de enlace que llevan a la formacion de agrega-
dos estrechos o de redes de filamentos de actina de 2 o 3 dimensiones. Algunos
otros, como la gelsolina y la cofilina, afectan la polimerizacion y depolimerizacion
de actina. Mas alla de ser moléculas estructurales que ayuden en la organizacion del
citoesqueleto, las ABPs son objeto de una multitud de senales en cascada de origen
intra-celular [12]. Algunos experimentos han sugerido que el citoesqueleto de actina
forma estructuras parecidas a tubos huecos durante la exocitosis, de aproximada-
mente 300-400 nm de largo, a través de las cuales las vesiculas se mueven hasta
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llegar a la zona activa. [17].

2.1.8. Complejo SNARE

Las proteinas SNARE (acrénimo para «soluble N-ethylmaleimide sensitive factor
attachment Protein Receptor») son una larga familia de proteinas presentes princi-
palmente en animales mamarios. La funcién principal de las proteinas SNARE es
mediar la fusion vesicular, esto es, la exocitosis de vesiculas de transporte al fusionar-
se estas con la membrana plasmatica de la célula. Los SNARES pueden ser divididos
en dos categorias: Los SNARE vesiculares o v-SNARES, que estan incorporados en
las membranas de las vesiculas de transporte, y los t-SNARESs, que estan localizados
en la membrana objetivo. Las vesiculas sinapticas son captadas en la zona activa en
la membrana presinaptica, pero no se fusionan instantaneamente. En su lugar, al-
gunas vesiculas son ancladas en la zona activa a la espera de un potencial de accion.
La exocitosis se lleva a cabo en promedio 0.2ms después de que llega un flujo de
calcio en forma de potencial de accion. También existe un estado de fusiéon pasivo
de una sinapsis por minuto aun en ausencia de potenciales de accion. A este tipo de
secrecion se le conoce como secrecion constitutiva. A pesar de ser extremadamente
rapida, la liberacion de neurotransmisor es un proceso probabilistico, con solo un
evento de fusién por varias senalizaciones de calcio. Las proteinas SNARE estan
ligadas directamente a la liberacién de iones calcio, mayormente en conjunto con un
sensor de calcio. Muchas proteinas auxiliares han sido descubiertas ser esenciales pa-
ra la liberacion de neurotransmisor dependiente de calcio, como la sinaptotagmina,
complexina, Munc 18 y Munc 13. Aunque la investigacion deja poco lugar a dudas
de que la sinaptotagmina es un sensor de calcio, el mecanismo de accién de la ma-
quinaria de fusiéon sinaptotagmina-SNARE-membrana atn esta siendo investigado
[24].

La fusién de la bicapa lipidica de la membrana plasméatica con la micela de la
vesicula sinaptica y la formacion del poro de fusiéon es llevada a cabo por las pro-
teinas SNARE. Estas proteinas se encuentran presentes individualmente tanto en
la vesicula (v-SNARE) como en la membrana plasmaética (t-SNARE) en un estado
desdoblado. Estas proteinas pueden espontaneamente ensamblarse en un conjunto
de 4 proteinas con forma de « hélice, la cual es altamente estable (llamado comple-
jo SNARE trans). Este complejo SNARE contiene tres hélices @, @y, Q. que son
t-SNARE y una hélice v-SNARE. Se ha propuesto que el ensamble del complejo
SNARE se lleva a cabo progresivamente desde el extremo terminal amino hasta la
terminal carboxilo de las cuatro hélices que conforman al complejo. Dicho ensamble
aproxima ambas membranas hasta estar proximas la una de la otra y puede provo-
car cambios en su curvatura. Se piensa que la energia liberada en el ensamble del
complejo SNARE es transformada en una fuerza catalitica que promueve la union
de ambas membranas. [9] [47].
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2.1.9. Entrada de calcio a la célula

La concentraciéon de calcio intraceluar tiene un rol sumamente importante en el
desecadenamiento de la liberacion de neurotransmisores y la regulacion de la plas-
ticidad de corto término. La transmision sinaptica es iniciada cuando un potencial
de accién invade una terminal nerviosa, abriendo los canales de C'a®>", lo que des-
encadena un alto incremento en la concentracion de calcio en una zona altamente
localizada, la zona activa. Los iones de calcio son los responsables de desencadenar
la exocitosis de vesiculas, y de ahi, liberando los neurotransmisores contenidos en
estas vesiculas e iniciando la transmisién sindptica [23]. En general, los estudios elec-
trofisiolégicos de la liberacién de neurotransmisor han mostrado que un potencial
de accién presindptico esta sumamente acoplado a un flujo de Ca®* y asimismo a
la fusién de vesiculas, esto quiere decir, que el calcio desencadena la fusion vesicular
en microsegundos, o incluso probablemente en menos de 100 microsegundos [23].
En estado estacionario, el citosol de la célula tiene una concentracién de aproxima-
damente 0.1uM mientras que la concentracion externa se encuentra alrededor de
1000 M, asi como dentro del reticulo endoplasmico, y esto, en consecuencia, pro-
duce gradientes de concentracion que favorecen la difusién de los iones de calcio
hacia el citosol. Este gradiente es mantenido por la accién de las ATP-asas en la
membrana plasmética y los intercambiadores sodio/calcio. De una manera general,
el estado estacionario de largo plazo de los iones libres de calcio en el citosol depende
exclusivamente del equilibrio entre las tasas de los mecanismos de entrada y salida
de calcio a través de la membrana plasmatica, de hecho, cualquier modulaciéon o per-
turbacién en la actividad de los organelos que acumulan o liberan calcio, sélo afectan
la concentracién de calcio citosdlica de una manera transitoria. [16]. Un potencial
de accién desencadena una liberacién corta de neurotransmisor (la llamada respues-
ta sincrona) seguido de una liberacién decadente (liberacién asincrona), que es de
cerca de dos érdenes de magnitud mas pequena en términos de la tasa de liberacion
de vesiculas. Estas respuestas asincronas pueden acumularse durante una serie de
potenciales de accién, en particular en algunos tipos de células inhibitorias. Durante
un tiempo prolongado de inactividad las tasas de liberacion pueden decaer hasta un
nivel cercano al de liberacién espontanea, que da lugar a corrientes postsinapticas
muy pequenas [5].

Los incrementos de la concentracién local de calcio no solamente son regula-
dos por la entrada de calcio mediante los canales de calcio regulados por voltaje,
sino que también se secuestra y libera calcio desde el reticulo endoplasmaético y la
mitocondria. El citosol tiene una capacidad receptora de calcio de aproximadamen-
te 4mmol/l de células. El coeficiente de actividad es de aproximadamente 1/40 en
células cromafines de bovinos. El coeficiente de difusién bidimensional es de apro-
ximadamente 40um?/s y muestra heterogeneidades en el entorno en la membrana
plasmatica, generando los llamados microdominios, en una zona cercana a la boca
de los canales de calcio. En estas zonas la concentracién de calcio puede alcanzar
valores cercanos a 10uM y hasta 100pM. Debido a la rapida difusion de calcio hacia
el citosol, esto microdominios estan severamente restringidos en tiempo y espacio.
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Las vesiculas contienen una gran cantidad de calcio, pero el intercambio a través
de su membrana es demasiado lento para contribuir a la concentracién de calcio
que se genera transitoriamente en el citosol. El reticulo endoplasmatico se puede
comportar como un Unico consorcio homogéneo sensible a la thapsigargina, desde el
cual se puede liberar calcio a través de receptores de ryanodina. La entrada de cal-
cio por medio de canales regulados por voltaje activa la liberacién desde el reticulo
endoplasmatico. El transporte de calcio en la mitocondria es llevado a cabo por el
uniporte de calcio, un sistema de alta capacidad y baja afinidad. La fuerza motora
en este transporte es el potencial de la membrana de la mitocondria, el cual pro-
mueve una acumulacion de calcio dentro de la mitocondria en 6rdenes de hasta 6
veces la concentracion de calcio externa. Mucho del flujo de calcio que entra a la mi-
tocondria en regiones submembranales se puede difundir a través de la matriz de la
mitocondria a otros lugares de la célula y eventualmente ser extruido desde la mito-
condria cerca del nicleo. Se ha demostrado que, para depolarizaciones sostenidas de
la membrana plasmatica con una alta concentracién de potasio, el 90 por ciento de
la carga de calcio es tomada por la mitocondria durante el periodo de estimulacion.
Una vez que esta estimulacion ha cesado, el calcio almacenado en la mitocondria es
liberado hacia el citosol durante un periodo de segundos o minutos. La concentra-
cion de calcio en el citosol se mantiene relativamente elevada durante este periodo, y
esto puede ayudar a las vesiculas sinapticas a moverse de la DP hacia la membrana,
donde estaran listas para su uso en la siguiente sinapsis. La homeostasis de calcio
en cada momento es definida por flujos entre tres compartimientos: El medio ex-
tracelular, el citosol y los organelos almacenadores de calcio. En reposo, estos flujos
son bajos, con tazas de cambio cercanas a 1 — 10uM /ldecélulasporsegundo en la
membrana plasmatica y el reticulo endoplasmético. El uniporte desde la mitocon-
dria es muy lento debido a la poca afinidad del calcio a este sistema de transporte y
sus cinéticas exponenciales. La concentraciéon de calcio libre en estado estacionario
estd en el rango de 107" M en el citosol y la matriz mitocondrial y cerca de 1073 en
el medio extracelular y dentro del reticulo endoplasmatico [8].

2.1.10. Translocacién de vesiculas sinapticas
Participacién del citoesqueleto en la translocacion de vesiculas sinapticas

Muchas investigaciones morfolégicas han mostrado que el citoplasma de las célu-
las de animales mamarios esta altamente organizado y compartimentalizado por el
citoesqueleto. Esta compartimentalizacion toma una parte importante en el proce-
so de comunicacién sinaptica y transduccion de senales. Una célula recibe senales
quimicas externas por medio de moléculas receptoras o bien a través de estimulos
eléctricos en los canales de membrana. Varios procesos de transduccién de estas
senales son llevados a acabo en el citoplasma. Finalmente, la célula libera hormonas
o neurotransmisores (almacenados en vesiculas sindpticas) por medio de un evento
de secrecién. Estas vesiculas deben entrar en contacto con la membrana plasméati-
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ca y fusionarse con ella antes de la liberacién de su contenido [21]. En estado de
reposo, estas vesiculas estdn muy juntas o unidas a unas densas redes citoesqueléti-
cas. Diversas investigaciones han demostrado que estas redes estan compuestas de
filamentos de actina, por ejemplo en las células cromafines y en las terminales ner-
viosas presindpticas [21]. El citoesqueleto de filamentos de actina presente en el
citosol, representa un control negativo para la secrecion, y debe ser depolimerizado
para permitir la exocitosis de vesiculas en células cromafines [20]. Una de las carac-
teristicas mas importantes de la liberacién de neurotransmisores es que ocurre a una
tasa muy alta. Por ejemplo, dentro de 5ms pueden fusionarse mas de 20 vesiculas
sinapticas dentro de la membrana plasmatica en una sola zona activa en una sinapsis
neuromuscular. Esta velocidad de fusion viene dada en parte, porque una cantidad
substancial de vesiculas sinapticas se encuentran ancladas a la membrana plasmaética
y preparadas para la fusion antes de que la neurona sea estimulada. Estas vesiculas
sirven como la RRP para la liberacion de neurotransmisor. Debido a este arreglo
espacial, la depolimerizacion de la red de actina puede no ser necesaria para que se
lleve a cabo una sinapsis, sin embargo, durante una actividad sinaptica prolongada
el nimero de vesiculas sindpticas que se fusionan con la membrana plasmatica pue-
de exceder el nimero de vesiculas existente en la RRP. Asi, para volver a llenar la
RRP de vesiculas sinapticas debe haber una DP y se deben movilizar esas vesiculas.
La reposicion de vesiculas puede ser llevada a cabo por el citoesqueleto y una serie
de motores asociados, que mueven las vesiculas sinapticas a los sitios de fusién. El
citoesqueleto de actina ha sido propuesto para llevar a cabo ese papel. A pesar de
que no existen demostraciones directas de la participacion del citoesqueleto de ac-
tina en la movilizacion de vesiculas sinapticas, muchos experimentos sugieren que
los filamentos de actina pueden estar involucrados en la reposicion de vesiculas a la
RRP durante actividad sinaptica intensa. Mas atn, esta evidencia sugiere que el en-
samblado y desensamblado de los filamentos de actina puede controlar el equilibrio
entre la RP y la RRP de vesiculas sindpticas [11]. Antes de llegar a la exocitosis, las
vesiculas deben moverse desde la RP hasta la RRP. Se han propuesto dos distintos
puntos de vista de como la actina promueve esta translocaciéon. Primeramente, la
actina puede proveer caminos a través del citoesqueleto que guien el movimiento de
las vesiculas sinapticas hasta la RRP por medio de motores moleculares basados en
actina. En segunda, la actina puede formar una barrera entre la RP y la RRP que es
degradada tinicamente mediante senales intracelulares que dependen de la actividad
[12].

2.1.11. Anclaje Vesicular (Docking)

El anclaje vesicular es considerado como el primer paso de maduracion inmedia-
tamente antes de que las vesiculas ganen competencia para la fusién y liberacion de
neurotransmisores. Antes de la exocitosis, las vesiculas que contienen neurotransmi-
sores se deben anclar en la membrana plasmatica presinaptica. Recientemente, fue
mostrado que solo una fraccién de vesiculas ancladas se fusionaban a través de un
flujo de calcio [13], y, su disposicién para liberar parece estar determinada por su pro-
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ximidad a los canales de calcio. La fusion de estas vesiculas involucra al complejo con-
servado evolucionariamente «N ethylmaleimide-sensitive-factor-attachment-protein-
receptor (SNARE)-complex» Morfolégicamente, las vesiculas ancladas se definen
como aquellas que no tienen una distancia medible entre la vesicula y la membrana
plasmatica, pero algunos autores usan criterios més flexibles [13]. La primera pro-
teina de docking identificada es el Muncl18. Después de un analisis ultraestructural
de un grupo de vesiculas se ha observado una marcada disminucién de vesiculas
morfolégicamente ancladas en células cromafines deficientes de Muncl8. Ademas,
se ha observado que las reducciones en la expresién genética del Muncl8 reduce el
docking, mientras que una mejora en la expresion genética lo incrementa, indicando,
que el Munc18-1 promueve el docking de vesiculas. También se han expresado otros
isomorfismos del Munc18-1, como lo es el Munc18-2 y el Munc18-3 en células croma-
fines deficientes. Sin embargo, estos tienen un nivel de expresion relativamente bajo
en células neuroenddcrinas. Algunos estudios sugieren que el Munc18-1 esta involu-
crado ademas en el priming de vesiculas previo a la liberacion. La segunda proteina
identificada es la proteina SNARE sintaxina-1. Como en el caso del Muncl8-1, se
ha observado que la deficiencia de sintaxina-1 también produce fenotipos de anclaje
robustos en las células cromafines. Es sabido que la sintaxina-1 interactua con el
Muncl8-1 y en base a esto, se asume que la funcién de anclaje del Munc18-1 de-
pende de la interaccion con la sintaxina-1. Ademas de la sintaxina-1 y el Munc18-1,
muchas otras proteinas estan implicadas en el docking en diversos tipos de células
secretoras, como por ejemplo el rab3 y el rab27, la rabphilin3A, granufilina, entre
otras. Sin embargo, pareciera ser que estas otras proteinas no son esenciales en el
anclaje de vesiculas sinapticas en células cromafines [13].

Cambio estructural del complejo SNARE en el anclado y fusién vesicular

Numerosos estudios bioquimicos, estructurales y genéticos han dado soporte al
modelo de «zipper», el cual establece que el ensamble del complejo SNARE empieza
en un estado «trans» (esto es, que los dos complejos SNARE residen en membranas
opuestas), con SNARE’S separados en las membranas aceptora y donadora, y estos
terminan en una configuracién «cis» (Residiendo en la misma mebrana) (ver figura
2.5) y que este plegamiento direccional de los complejos SNARE en un conjunto de
cuatro helices paralelas altamente estable es el que regula la fusiéon de membrana. Es
importante resaltar que, ademads de unir membranas, los dominios transmembranales
del SNARE también participan en estapas posteriores a la fusién vesicular [24]

2.1.12. Maquinaria minima molecular para el anclado de
vesiculas

Varios autores han sugerido que, previo al enlace de sinaptobrevina-2 a sintaxina-
1/SNAP-25 en la membrana objetivo, la sintaxina-1 forma un heterodimero de re-
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Figura 2.5: Estados cis y trans del complejo SNARE
(a) Estado trans parcialmente ensamblado de dos complejos SNARE que fijan una
vesicula a una membrana blanco. Los dominios transmembranales se asumen de
manera que sean cilindricos. La regién que conecta estos dominios
transmembranales y el nticleo del complejo es probablemente flexible. Aunque se
muestran dos complejos SNARE, el nimero exacto de estos es incierto. (b) Estado
cis completamente ensamblado de los complejos SNARE después de la fusién y la
formacién del poro [24].

lacion 1:1 con el SNAP-25 en un paso intermedio. Recientemente se ha demostrado
que la sobre expresion del SNAP-25 6 un péptido de terminal C de sinaptobrevina-
2 favorece la formacion de heterodimeros de sintaxina-1/SNAP25 en una relacién
1:1. Debido a que la fusién vesicular ain esta danada después de la sobre expre-
sion de SNAP-25 6 una terminal ¢ del péptido de sinaptobrevina-2, se asume que el
Munc18-1, ademas del docking, juega un papel fundamental en la desaceleracion de
los eventos que llevan a la exocitosis. El hecho de que los complejos de sintaxina-
1/SNAP-25 actien sugiere que el SNAP-25 es necesario para el docking, de manera
analoga a la sintaxina-1. Observaciones demuestran que el SNAp-25 es la tercera
proteina esencial en el docking de vesiculas y que el Muncl8-1 no puede promo-
ver el docking en ausencia del SNAP-25. La evidencia bioquimica sugiere que al
menos otras dos proteinas de enlace pueden establecer anclaje de vesiculas en la
membrana plasmatica: la sinaptobrevina-2 y la sinaptotagmina-1. Recientemente se
ha confirmado que la inhibiciéon de la sinaptobrevina-2 no produce fenotipos simi-
lares a los resultantes de la inhibicién del Muncl8-1 o la sintaxina-1, por lo que
la sinaptobrevina-1 se situa como el principal candidato para ser una proteina fun-
damental de docking. De echo, se ha observado un fuerte defecto en el docking de
células con sinaptotagmina-1 inhibida, muy similar al mostrado en las células con
SNAP-25 null. Actualmente se desconoce si esta maquinaria esencial para el docking
en las células neuroenddcrinas es el mismo en todas las sinapsis. Sin embargo, parece
ser que los principios de docking se conservan a través de los sistemas secretores [13].

2.1.13. Pre-fusion Vesicular

El proceso de pre-fusién (priming) es definido como la transferencia de vesiculas
desde el consorcio de vesiculas ancladas pero no listas (UPP) hacia un consorcio listo
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para la exocitosis (RRP). En términos cinéticos, esto es descrito como el equilibrio
entre la tasa hacia adelante (priming) y la tasa hacia atras (unpriming). Numerosos
experimentos dejan poca duda de que, el proceso molecular que media el priming, es
la formacion del complejo SNARE desde sus proteinas individuales sinaptotagmina
y SNAP-25 [15].

2.1.14. MUNC-13

Las proteinas MUNC-13 tienen dos funciones principales en la zona activa: pre-
parar la maquinaria de fusion proteinica SNARE/SM para la exocitosis, haciendo
asi a las vesiculas sinapticas competentes para la fusiéon, y como mediadora de la
plasticidad de corto plazo regulando esta actividad de priming. Los munc-13 ejecu-
tan su funcién de priming a través del dominio MUN. Este dominio puede actuar
para abrir la forma cerrada de la proteina SNARE syntaxina-1, permitiendo a la
misma formar complejos SNARE. La funcién de este dominio MUN puede ser gene-
ral para la exocitosis regulada [1]. El hecho de que MUNC-13/UNC-13 y sintaxina
lleve a la misma falla en el docking indica que los complejos SNARE, ensamblados
o estabilizados por proteinas como MUNC 13, mantienen a las vesiculas sindpticas
ancladas a la membrana en un estado competente para la fusion. En consecuencia,
el docking morfoldgico y el priming fisiolégico no son eventos secuenciales sino dos
manifestaciones diferentes del mismo proceso molecular que es mediado por MUNC
13 y complejos SNARE [14].
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Capitulo 3

Modelado Matematico

Como se explico en el capitulo 1, las sinapsis son estructuras basicas de trans-
misién de informacién en los seres vivos, por lo que la plena comprension de sus
mecanismos y funcionamientos son de vital importancia en la ciencia. Si bien en
los tultimos anos se han dado pasos muy importantes en el conocimiento de estos
sistemas a nivel bioldgico, quimico y molecular, ain quedan muchas interrogantes
en esta drea del conocimiento. Mas atn, el trabajo que se ha hecho para tratar de
dar una explicacion fisica y matemédtica a estos fenomenos ha sido escasa, y enfo-
cada principalmente en la liberacién de calcio al interior de la célula, asi como el
analisis de la cantidad de neurotransmisor liberado durante la exocitosis. Una de las
partes principales de la liberacién de neurotransmisores, es el anclaje de la vesicula
sinaptica a la membrana plasmatica celular, asi como el acercamiento y preparacion
de ambas membranas, en procesos conocidos como «docking» y «priming», respecti-
vamente, donde, gracias a los cambios estructurales en el complejo SNARE, se logra
generar la fuerza suficiente para acercar ambas membranas y permitir su fusion.

Siendo que este es un proceso fisico, es natural pensar entonces en fuerzas que
interactiian para poder llevar a cabo el acercamiento y fusién de membranas, y, dado
que estas fuerzas se ejercen en una misma direccion pero algunas con sentido opuesto
en el espacio tridimensional, podemos verlas como una sumatoria de fuerzas. Dado
que la escala de estos fendmenos es microscépica, pero dista mucho de llegar a un
nivel molecular o atémico, es justificable pensar que una sumatoria de fuerza es una
aproximacion valida para describir el efecto de las fuerzas en nuestro sistema. Por lo
que entonces, podemos elaborar una sumatoria de fuerzas que nos permita describir
la dinamica del docking y el priming en la fusién vesicular:

ZF:m-a. (3.1)

donde m es la masa de la vesicula, a es la aceleracién de la misma y la sumatoria
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considera todas las fuerzas que interactian en la formacién del complejo SNARE;,
por lo que esta ley nos permitira describir la dindamica de movimiento de una vesicula
a lo largo de su aproximacion hacia la membrana plasmatica. Esta membrana celular
sera tomada como una superficie plana de longitud infinita cargada eléctricamente.
Esto es debido a que la membrana de la célula es significativamente més grande que
una vesicula sindptica (el tamano de una célula es del orden de micras, mientras que
el de una vesicula sindptica se encuentra en el rango de nanémetros).

Figura 3.1: Fuerzas actuantes en el modelo.

Surge entonces la pregunta jcuantas fuerzas estdn actuando sobre el sistema
«Vesicula-SNARE-Membrana» al momento de la formacion del complejo SNARE?
Si bien, biolégicamente podemos observar que una infinidad de factores afectan el
desempeno de estas fases de la exocitosis, muchos de estos no pueden ser descritos
como fuerzas que actuan en el sistema, sino como efectos externos que modifican
el comportamiento de las proteinas presentes en el complejo SNARE. Con base en
esto, y con la intencién de mantener la mayor simplicidad posible en un modelo
biofisico bidimensional, buscando sin embargo no perder exactitud, se ha propuesto
que sobre este proceso se ejercen tnicamente las siguientes fuerzas:

Fs es la fuerza generada por el ensamble del complejo SNARE.

Fr es la fuerza generada por la resistencia viscosa del medio.

Fg es la fuerza electrostatica que experimentan ambas membranas al aproxi-
marse.

Fy es la fuerza de Van Der Waals presente entre membranas.
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Estas fuerzas actuaran en una misma direccion pero con diferente sentido, favo-
reciendo o impidiendo la unién de ambas membranas lipidicas.

Una fuerza que normalmente es comiin ver en los modelos mecénicos que utilizan
la segunda ley de Newton, es la fuerza de gravedad, més sin embargo, dado la escala
del modelo, y, que dentro de una célula el efecto de la gravedad es despreciable, esta
fuerza no sera incluida dentro de nuestro modelo.

A continuacién se describen detalladamente los efectos de cada fuerza y las con-
sideraciones tomadas en cuenta a la hora de su aplicacién en el modelo.

3.1. Ensamble del complejo SNARE

3.1.1. Varios complejos SNARE involucrados en una fusion

Una interrogante de vital importancia que hay que atender para modelar este
fenémeno es la siguiente: jcuantos complejos SNARE participan durante el anclaje
y pasos posteriores de una tnica vesicula sinaptica? Diversos autores han intenta-
do dar respuesta a esta pregunta mediante diversos experimentos, estimando entre
tres y quince complejos SNARE participantes en una fusion vesicular, por lo que
el nimero permanece sin ser del todo claro. Sin embargo, recientemente han sido
publicados trabajos en los cuales se afirma que incluso un solo complejo SNARE
seria suficiente para llevar a cabo una fusién vesicular, mientras que por otro lado,
se requeriran al menos tres complejos para mantener el poro de fusién abierto y
que se lleve a cabo una liberacién de neurotransmisor satisfactoria [34], [35], [36].
Es decir, un solo complejo no generara la fuerza necesaria para mantener el poro
de fusién abierto el tiempo suficiente para que la liberacién de neurotransmisor sea
completa, en cambio, un arreglo radial de tres o mas complejos SNARE que empujan
en direcciones opuestas pueden aportar la energia suficiente para mantener el poro
de fusién abierto [35]. Esto se ha especulado que es de vital importancia en las fases
rapidas de la exocitosis, por lo que se considera que para este tipo de liberacion
seran necesarios al menos tres complejos [36]. Los datos aportados en estos estudios
sugieren que, el nimero de complejos SNARE que interactian en un sitio de fusion
determinado es estocastico, es decir, sera el resultado de una distribucion aleatoria
de estos a través del plano en que se esta interactuando, siendo un tnico complejo
SNARE suficiente para llevar a cabo la fusién vesicular, pero siendo mas comun un
nimero de tres o mas complejos [34], [36].

Ahora bien, tomemos en cuenta la fisiologia de una vesicula sindptica. En el
2006, Takamori y colaboradores hicieron un estudio completo describiendo molecu-
lar y comprensivamente a las vesiculas sindpticas presentes en neuronas [30]. Dentro
de este estudio se clasificaron y contabilizaron las proteinas presentes en la membra-
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na de las vesiculas. Se encontré que en una vesicula sinaptica (de cerebro de ratén)
contiene un promedio de setenta sinaptobrevinas en su membrana externa. Como se
vio anteriormente, las sinaptobrevinas son las proteinas del complejo SNARE que
se encuentran localizadas inicialmente en la vesicula sinaptica, y que se uniran pos-
teriormente con el SNAP-25 y la sintaxina presente en la membrana celular para
formar el complejo SNARE. Basados entonces en esto, se puede argumentar que has-
ta setenta complejos SNARE pueden actuar en una fusion vesicular promedio. Sin
embargo, si consideramos que esas setenta proteinas de sinaptobrevina se encuen-
tran distribuidas homogeneamente en toda la superficie de la vesicula sinaptica, es
natural pensar que no todas podran actuar en la fusion, por simples restricciones de
espacio. Asumiendo esto, cuando una vesicula se encontrase a bnm de la membrana
plasmatica, inicamente 12 moléculas de sinaptobrevina estardn en condiciones de
formar un complejo SNARE [30]. Viendo esto, podemos argumentar que el niimero
de complejos SNARE que participan en una fusion vesicular ird desde uno hasta 12.

Abordando esta pregunta desde el punto de vista «geométrico», es facil observar
que la accion de un solo complejo SNARE no es la idonea, esto es, debido a que, al
tener un solo punto de apoyo, la vesicula seria suceptible al movimiento inherente en
el citosol, generando que esta estuviera en continuo movimiento, dificultando asi la
fusién vesicular. Tendriamos una situacion similar con dos puntos de apoyo, es decir,
dos complejos unidos a la vesicula. Si tomamos en cuenta la geometria euclideana,
observaremos que tres puntos no colineales definen un plano, siendo asi, desde este
punto de vista, el nimero minimo de complejos que se necesitaran para llevar a cabo
el proceso de fusién sin que la vesicula experimente movimientos bruscos dentro del
plano generado por estos puntos de anclaje, es decir, el plano yz, restringiendo los
movimientos de la vesicula al eje x.

Con base en todo lo anterior, para objetos de nuestro trabajo, se considerara que
en una fusién vesicular promedio actuan por lo menos tres complejos SNARE, pu-
diendo llegar hasta un méaximo de 12 complejos, siendo entonces la suma de las
fuerzas generadas por el ensamble de cada complejo, la fuerza total que se ejer-
cera para la formacién del poro de fusién.

Si asumimos que cada complejo SNARE contribuye con la misma fuerza para
la fusion vesicular, tendremos que la fuerza que aporta el ensamble del complejo
SNARE serd

donde n es el nimero de complejos SNARE que participan en la fusién vesicular
v fs es la fuerza generada por un tnico complejo SNARE.
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3.1.2. Fuerza generada un complejo SNARE

Biologicamente es conocido que el cambio conformacional del complejo SNARE
de una configuracion trans a una configuracion cis, es decir, el paso de un estado
donde las proteinas integrantes del complejo residen en diferentes membranas, a re-
sidir en una misma mebrana, es el generador de la fuerza que conduce la exocitosis
en células sinapticas. La unién llevada a cabo entre la sinaptobrevina, sintaxina y
SNAP-25 se da desde la terminal amino de las proteinas hasta la terminal carboxilo
de las mismas, generando en el proceso energia que se traduce en la fuerza necesa-
ria para acercar ambas membranas y llevar a cabo la fusion vesicular y posterior
liberacion de los neurotransmisores. Este mecanismo de ensable es conocido en la
literatura como un proceso de ”‘zippering”’. A pesar de los avances obtenidos en
los tltimos anos, y de que ya se cuenta con la estructura cristalografica del comple-
jo SNARE, ain permanecen muchas interrogantes acerca de como se lleva a cabo
detalladamente este proceso. Estudios recientes llevados a cabo con pinzas opticas y
pinzas magnéticas para medir la fuerza necesaria para separar un complejo SNARE
ya ensamblado, han arrojado datos que sugieren que el ensamble de este se puede
dividir en tres etapas, cada una distinguida por una fuerza distinta [32] [31].

27 ¢

fs1 = 34pN para D < 6nm.
fso = 22pN para 18nm > D > 6nm.
fs3 = bpN para 30nm > D > 18nm.

3.2. Resistencia Viscosa en el Citoplasma

Una de las principales fuerzas a considerar en el movimiento que experimenta
una vesicula sindptica en los movimientos previos a la exocitosis es aquella generada
por la resistencia viscosa del citosol frente al movimiento de la vesicula. Si bien, se
ha visto que la viscosidad media del citoplasma en la zona adyacente a la membrana
plasmatica es de seis a diez veces mayor que la viscosidad del agua [28], se ha
propuesto que esto se debe principalmente a obstaculos méviles e inmobiles presentes
en el citosol (proteinas, membranas, etc.).

En tanto, diversos experimentos han demostrado que la viscosidad de la fase
fluida del citoplasma (la viscosidad percibida por un objeto pequeno en ausencia
de colisiones o enlaces con macromoléculas presentes en el citoplasma), no es muy
diferente de la viscosidad del agua, teniendo valores entre 20 % y 40 % mayores a
esta [27] [29].

Teniendo en cuenta lo anterior, y, dado que la composicién de la fase acuosa
del citosol es similar a la del agua, es justificable el proponer que este fluido se

27



comportara de una manera parecida al agua, i.e., que sera un fluido Newtoniano.

Como se ha descrito en capitulos anteriores, una vesicula sinaptica es una micela
formada principalmente por fosfolipidos y proteinas de membrana. Dado que las
micelas son estructuras esféricas, es aceptable el considerar a la vesicula sinaptica
como una esfera de radio «r».

En base a las consideraciones hechas anteriormente, se propone utilizar la ley de
Stokes para modelar la resistencia viscosa, la cual describe la resistencia que expe-
rimenta una esfera que atraviesa un fludio newtoniano a bajo nimero de Reynolds,
es decir, en régimen laminar.

Fr=6-m-n-R-v. (3.3)

donde Fr representa la fuerza generada por la resistencia viscosa del medio, R
es el radio de la vesicula sinaptica, n es la viscosidad del medio y v es la velocidad
de la esfera.

Se utilizaran entonces los siguientes datos para describir la resistencia viscosa
que experimenta una vesicula sinaptica en el citosol:

kg
m-S

n = 12cp =0.0012

R =20.8nm = 2.08 x 10~ %m

Los valores de viscosidad media del citosol en zonas cercanas a la membrana
plasmadtica y del radio promedio de la vesicula son tomados de [27] y [30], respecti-
vamente. Sustituyendo estos valores en la ecuacién tendremos:

k
Frp=6-7-0.0012—L .2.08 X 10~%m - v
ms

Fr =0.47048pN - v (3.4)

donde la velocidad seréd expresada en “*. Es importante destacar que esta fuerza
estara entonces en funcion de la velocidad de la vesicula. Si tranformamos la ecuaciéon
para que la velocidad de la vesicula este dada en ’L—’? tendremos
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Fr = (47048 x 107" - v) pN (3.5)

3.3. Fuerza de Van der Waals

Las fuerzas entre objetos macroscopicos son el resultado de una compleja inter-
accion entre las moléculas de ambos objetos asi como del medio que los separa. Las
fuerzas de Van der Waals son las fuerzas atractivas o repulsivas entre moléculas, que
son distintas al enlace covalente o a la interaccion electrostatica de iones con otros
iones o moléculas neutras. Estas fuerzas son fuerzas de corto rango, que actian a
una escala de unos cuantos nanémetros, por lo que su inclusién en el modelo de
nuestro sistema vesicula-membrana sera de gran importancia.

Las fuerzas de Van der Waals estdn compuestas por las siguientes fuerzas:

1. Fuerza de Keesom (Interaccién dipolo-dipolo). Esta fuerza se da entre dos
dipolos que rotan libremente, los cuales se atraen el uno al otro debido a que
estan preferencialmente orientados con sus cargas opuestas encarandose la una

a la otra. ) o
Carient _ 7 g
DS 3(4eo)2KpT DS

Wom’ent = -

2. Interaccién de Debye. Es la fuerza que se da cuando un dipolo estatico inter-
actia con una molécula polarizable.

Clnd o MQQ‘

Wing = — = :
¢ DS (mep)2DS

3. Fuerzas de dispersion de London. Son las fuerzas que surgen entre moléculas
no polares en las que pueden aparecer dipolos instantaneos.
Cdisp 3 109 hvlvg

Wiisp = ——5 = =5 ' -
disp DS 2 (mep)2D5  (v1 + vg)

Hay que hacer notar que las tres ecuaciones anteriores contienen la misma de-
pendencia a la distancia entre las particulas: 1/D°S.

Entonces, se puede decir que la Fuerza de Van der Waals entre dos particu-

las sera la suma de cada una de estas interacciones, considerandose asi todas las
interacciones dipolo-dipolo:

C'AB - Com'ent + Cind + C’dz'sp'
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Por lo tanto, la energia de interaccién entre una molécula A y una molécula B
estara dada por la siguiente ecuacion:

Cap
Cabe resaltar que el signo negativo es debido a que la interaccién que tendremos
entre ambas moléculas serd atractiva. Normalmente de estas fuerzas la dispersion

de London es la interaccion mds fuerte.

Si bien, la ecuacién anterior nos proporciona la energia debida a las fuerzas de
Van der Waals entre dos moléculas, para los fines de nuestro estudio nos interesa sa-
ber cual es la fuerza de Van der Waals que se genera entre dos objetos macroscopicos
(la vesicula sindptica y la membrana plasmética). Para lograr obtener esta fuerza,
primeramente debemos ver que es lo que sucede cuando una unica molécula inter-
actlla con una superficie plana de longitud infinita.

3.3.1. Interaccion molécula-superficie infinita

Si asumimos aditividad, la energia de interaccién de una molécula con una su-
perficie plana de un sélido formado por moléculas sera entonces la suma de las
interacciones de todas las moléculas del cuerpo con la molécula externa.

Figura 3.2: Diagrama de la interaccién molécula-superficie.

Anteriormente hemos visto que la interaccion presente entre dos moléculas A y B
esta dada por la ecuacion (3.6). Si asumimos que una mdlecula interactua con todas
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las moléculas de la superficie presentes en un anillo circular de area transversal dxdy
y radio y (figura 3.3.1), tendremos que el volumen de dicho anillo es:

2mydzxdy.

y el nimero de moléculas presentes en este anillo esta dado por

2mp aydxdy.

donde p4 es el numero de densidad de moléculas presentes en la superficie.

La energia de interacciéon neta de molécula a una distancia x de la superficie

sera entonces:
W( = —Cw - / / D/6

2myd d:c
W( __CW/OA// vy

2?2 + y?)
Dado que estamos hablando de un sélido de una longitud infinita, la integracion
serd infinita

=
S
!

=00 Y=00
ydy

—21nCwpa / dx / — .

=D y=o (T2 +y?)?

W(D):——QWCW”A/D iy

4 xt
mCwpa
D)= — , .
w(p) = -T2 (37)
Si derivamos la energia podremos obtener la fuerza resultante:
dW (D
F(p) = WD) __mCwpa (3.8)

aD 2 D4

3.3.2. Interaccién esfera-superficie infinita

Ahora que conocemos la interaccion presente entre una molécula y una superficie
cargada eléctricamente, calcularemos cual es la interaccion presente entre una esfera
y una superficie de longitud infinita. Primeramente necesitamos determinar cual
es el area de interaccion efectiva que presenta una esfera que se encuentra cerca
de la superficie plana. Para esto necesitamos calcular un area que pueda incluir a
moléculas externas entre las superficies, es decir, tendremos que determinar el area
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Figura 3.3: Esquema para determinar el area de interacciéon en una esfera.

de la esfera en funcién de z y y. En base al esquema de triangulos mostrado en la
figura 3.3, podemos aplicar el teorema de pitagoras:

AC? = AB? + BC? = AD? + BD? + BD? + DC”.

Dejando cada uno de los lados de los triangulos en funciéon de A y R tendremos:

AC? = 4R%.
AD? = 22
BD? =%

DC? = (2R — 7)* = 4R* — 42R + 1*.

Sustituyendo obtendremos:
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4R* = 2® + 2y* + 4R* — 4aR + 2*.

despejando:

y* = (2R — 7). (3.9)

Ahora bien, el 4rea transversal de una esfera esta dada por = - 72, y dado que
en este caso el radio del drea transversal esta dado por la ecuacién (3.9) el drea
transversal de moléculas que interactuan con la superficie es:

Tt =7-y* =n(2zeR — 2?).

Por lo que el volumen de una delgada 4rea circular my? estard dado por:

myidr = nx(2R — x)dw.

y el nimero de moléculas en esta seccion estarda dado por la multiplicacion del
volumen por la densidad de moléculas en la esfera:

mppr(2R — x)dz.

Figura 3.4: Diagrama de la interaccion esfera-superficie.
Ahora bien, la interaccién de una sola molécula esta dada por la ecuacion (3.7),

por lo que la integracién para todas las moléculas de la esfera a una distancia D + x
sera:
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W(D) =

2 T=2R o
o CWpApB/ (2R — x)zdx (3.10)

6 —0 (D +x)?

Integrando tenemos:

W (D) =

m2Cwpaps [ 2(R+D) D(2R+ D) 2R
- - —1 D
6 { 3D " 2@yD) et )0

Ahora evaluaremos los limites. Para el limite superior (x = 2R) tendremos

2(R+D) D(2R+ D)

limgy, = — —In(2R+ D
Mew=~5r+D) " 2er+Dp  "ERTD)
simplificando
li =-1 D In(2R+ D)
HTsup = 2QR+D)

En tanto, para el limite inferior (X = 0)

2(R+ D) N D(2R+ D)
D 2D?

limjpf = — —In(D)

simplificando

Ahora procedemos a realizar la operacion ling,, — lim,:

D 2R+ D
Y loy2R+D
SeRt D) R+ D)+ 5

limgyy — lim,p = —1 + 1+ In(D).

simplificando

2R%? 4+ 2RD

m + ln(D) + ln(2R + D)

limgyp — limny =
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Por lo tanto, la energia de Van der Waals para una esfera aproximandose a una
ldmina infinita sera

_ch'prpB 2R2 +2RD
6 D?+2RD

W(D) = +In(D) + In(2R + D)| . (3.11)

Si utilizamos la derivada negativa del potencial para obtener la fuerza tendremos:

D
r(py= D)
F(D) = _M% {% +In(D) +In(2R + D)} ,
F(D) = _7r2CW6pApB {_23(2}%2 +)2RD + D2D2(2R+ D)+ % B 2Ri D} ’
simplificando

F(p) = AP [_4R3 _ARD — 2RD? + 4R®D + ARD? + D® — 2RD? — Dg}

6 DQR + D)?

_ 2Cwpaps R?

(D)= 3 D2(2R+ D)*

(3.12)

Finalmente, hay que ver que estas ecuaciones estan en términos de la constante de
interaccion Cy g y la densidad de moléculas, mas sin embargo, para fines practicos, es
mas facil reescribir estas ecuaciones en funcién de la llamada constante de Hamaker

Ay = 1*Cappaps-

Si sustituimos esta constante en las ecuaciones que se dedujeron anteriormente
para una molécula (3.8) y una esfera (3.12) tendremos:

Fw(D) = —3 Dz%;gi e (3.14)

35



3.3.3. Interaccion vesicula-membrana

Ahora que tenemos la ecuacién que describe la interaccion de Van der Waals
entre una esfera y una superficie infinita, podemos aplicarla para describir el com-
portamiento de esta fuerza en el caso de una vesicula sindptica aproximandose a la
parte interna de la membrana plasmatica de una célula.

De acuerdo con [38], para interacciones de superficies orgénicas polares débiles
en soluciones acuosas, como es el caso de proteinas o membranas, la constante de
Hamaker es normalmente del orden de 1x10%°.J. Utilizando este valor de la constante
de Hamaker para nuestro caso de estudio, y retomando el valor del radio de la
vesicula de [30], tendremos:

2 (10%.7)(20.8nm)?
3 D%(D + 41.6nm)?’

Fy =

—2 (101)(20.8)3
Fy == N
( 3 DD +41.6)2 ) s

—59992.746

Fo —
W= DDy 416"

(3.15)

Donde la distancia estara expresada en nanémetros y la fuerza en pico Newtons.

3.4. Repulsion electrostatica

El electromagnetismo es una fuerza basica en las interacciones quimicas. Com-
binado con los efectos de las mecanicas estadistica y cuantica, las fuerzas electro-
magnéticas mantienen la estructura y conducen los procesos de la quimica alrededor
y dentro nuestro. Debido a la naturaleza de largo-rango de las interacciones tipo
coulomb, la electrostatica juega un papel vital en las interacciones intra e intermo-
leculares de la quimica y la bioquimica. De la ecuacion de coulomb sabemos que dos
cargas puntuales q; y ¢o se atraen o se repelen de acuerdo a la siguiente ecuacion:

A partir de esta ley y de la ley de cargas sabemos que las cargas del mismo signo
se atraen, mientras que las cargas opuestas se repelen. Para cuerpos méas grandes,
esta ley puede ser generalizada por medio del potencial eléctrico. Teniendo en nues-
tro sistema dos membranas lipidicas que se estan aproximando (la membrana de
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la vesicula y la membrana celular). Dado que las membranas lipidicas estan forma-
das mayoritariamente por fosfolipidos y, los fosfolipidos orientan su extremo polar
(el cual es hidréfilo) hacia el exterior, tendremos entonces membranas con cargas
parciales negativas, por lo que es de esperar que ambas membranas presenten una
repulsion entre ellas debido a su potencial eléctrico de superficie.

Ademas del potencial eléctrico que presentan las membranas, hay que considerar
otro factor clave a la hora de modelar la interaccién electrostatica entre las mem-
branas. Este factor es el medio en el que ambas membranas interactuan. El citosol
es un medio acuoso con caracteristicas similares al agua, donde se encuentra una
diversa cantidad de iones (e.g. calcio, sodio, potasio) que desempenan diversas fun-
ciones al interior de la célula. Estos iones pueden llevar a cabo una interaccion con
las membranas cargadas lo cual afectard significativamente el efecto de repulsion
electrostatica que se de en el sistema. Es de esperar que, si las membranas poseen
una carga eléctrica, los iones de carga opuesta presentes en la solucién seran atraidos
hacia la misma, mientras que los iones de la misma carga seran repelidos. Debido a
su alta constante dieléctrica el agua es considerada normalmente un buen solvente
para iones. Es debido a esta razon que la mayoria de las superficies en agua estan
cargadas. Estas superficies cargadas, generan entonces, un campo eléctrico. Dicho
campo eléctrico atrae contra iones. La union de superficies cargadas y contra iones
es normalmente llamada «doble capa eléctrica». Para entender como cambia el po-
tencial eléctrico que puede generar una membrana eléctricamente cargada a través
del espacio y como es afectado por los iones presentes en la solucion en la que se
encuentra la membrana, es necesario conocer los factores que afectan este potencial
eléctrico y la relacion que existe entre los mismos.

3.4.1. Ecuacion de Poisson-Boltzmann

La ecuacién de Poisson-Boltzmann es una ecuacién diferencial que nos permite
describir las interacciones electrostaticas entre moléculas en soluciones iénicas. Esto
serd de gran importancia ya que tanto la micela de la vesicula sindptica como la
membrana plasmatica de la célula se encuentran en el citosol, el cual es un medio
fluido en el que interactiian varios tipos de iones.

Consideremos el operador Laplaciano:

0? 0? 0?

Vie — 4 —— 4+ —.
0x? + Oy? + 022

Si ¢ es el potencial electrostatico y p. es la densidad de carga, tendremos la
ecuaciéon de Poisson:

Vi = -5, (3.16)



Figura 3.5: Doble capa eléctrica.

Donde € es la constante dieléctrica de la solucion y €y es la permitividad eléctrica
del vacio. Si el campo eléctrico esta dado por:

E=-V1.
Podemos transformar a la ecuacién de Poisson en:
p
V- -E=%2t.
€€p

Que nos describe una relacion electrostatica entre el gradiente del potencial eléctrico
y la densidad de carga.

Ahora bien, la relacion de concentracién de carga al potencial eléctrico es dada
por la mecanica estadistica. De acuerdo a la relaciéon de Boltzmann, la probabilidad
de que una particula tenga una energia E es proporcional a exp[—F/KT| donde K
es la constante de Boltzmann y 7' es la temperatura absoluta. Un ion de valencia
Z en un campo eléctrico ¢ tiene una energia potencial eléctrica Zey, donde e es la
carga elemental que posee un electron. Entonces, dada la relacién de Boltzmann:

C; = Cexp|—FE/KT).

Donde C; representa la concentracion del i-ésimo ion de la solucién en un punto
y C§° representa la concentracién total o analitica del i-ésimo ion (en un punto tal
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que el gradiente de concentracién del mismo es cero). Podemos dejar la ecuacién
como:

C; = Cexp|—Z;e | KT). (3.17)

Ahora, en una solucién electrolitica, la densidad de carga estd dada por

Pe = Z CzZze

En una solucién donde tenemos el mismo ntimero de co-iones y contra-iones, ten-
dremos una densidad de carga global neutra (e.g. una solucién salina de NaCl). Sin
embargo, esto no se cumplira si nos enfocamos tinicamente en una seccién especifica
de nuestra solucion, como en los casos donde tenemos una pared o superficie cargada.
En estos casos, veremos que la densidad de carga no es necesariamente cero. Dada
esta situacién, podemos sustituir la C'7 por la obtenida en la relacién de Boltzmann

pe = Z Cexp|—Ziey /KT Ze.

Y dado que la densidad de carga esta dada por la ecuacion de Poisson, podremos
sustituirla para obtener

V= N ZiOFexpl - Ziey | KT). (3.18)

€€ -
7
Esta ecuacién es conocida como la Ecuacién no lineal de Poisson-Boltzmann

Esta ecuacién puede ser adimensionalizada si definimos

Y

V= KT/e

Y utilizando la fuerza i6nica del medio
1 Z 2

obtendremos
oy - 2L S O Zieapl—Za]
= — - JEXTP|— 45 .
eeoRT - ! p

En base a esto podemos definir la longitud de Debye

_ [eegKT
Ap =4/ 2ol (3.19)

y finalmente adimesionalizando V

V*? = \pV>.
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tendremos:

VA = —% > C Ziewp[—Za)T). (3.20)

Esta ecuacion es la Ecuacién de Poisson-Boltzmann Adimensional. Ahora, si
suponemos que los iones en nuestra solucién son simétricos, es decir, que tanto los
co-iones como los contra-iones tienen la misma valencia (e.g. una disolucién de NaCl)
la ecuacién (3.20) se puede transformar en

V2t = %smh[zw*]. (3.21)

Ahora, para valores de ¢* podemos linealizar la ecuacién anterior obteniendo

V*Qw* — w*

V2 = k%),

&’y

==k (3.22)

La solucién a esta ecuacion lineal, teniendo como condiciones iniciales que 1) = )
en x =0 asi como ¢ =0 en xr = o0 es

Y = thoexp [;—ﬂ : (3.23)

Como podemos ver en las ecuaciones anteriores, tanto la distancia como la lon-
gitu de Debye juegan un papel primordial a la hora de determinar el potencial
electrostatico que tendra una membrana al interactuar en una solucién idénica con
otros objetos cargados (como lo es una vesicula sinaptica).

3.4.2. Longitud de Debye (k1)

En la ecuacién (3.19) se define la relacién de varios factores como la llamada
Longitud de Debye. Este valor representa y determina el rango de las interacciones
electrostaticas que se llevardn a cabo en un medio i6nico. Supongamos que tenemos
una capa uniforme de iones con carga negativa presente en una solucién de co-
iones y contra-iones. Los protones seran entonces atraidos por la carga negativa
y formaran una capa de carga positiva sobre ella. A partir de cierta distancia, la
carga habrda quedado neutralizada y no se tendran efectos apreciables. La longitud
de Debye sera entonces una aproximacion de esa distancia.

La longitud de Debye decae a medida que se incrementa la concentracion de iones
en el medio. Esto es 16gico, debido a que, mientras mas iones se encuentren presentes
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Figura 3.6: Longitud de Debye.

en la solucion, el apantallamiento de la carga superficial serd mas efectivo. Cabe
destacar que en el agua la longitud de Debye maxima no supera los 100nm. Existen
varias formulas que permiten calcular esta longitud caracteristica, sin embargo, si
tenemos iones de diferente valencia presentes en la solucién, la inversa de la longitud
de Debye estara dada por:

62
k= 72 .24
\/EEOICBT ZCZ ' (3 )

i

donde:

e es la carga eléctrica del electron.

= ¢ es la constante dieléctrica (permitividad relativa) de la solucién.
= ¢ es la permitividad eléctrica del vacio.

» Ky es la constante de Boltzmann.

= T es la temperatura del sistema, medida en Kelvin.

(o o]

» ¢° es la concentracion analitica del i-ésimo ion en la solucién, expresada en

particulas/m3.

= 7, es la valencia normalizada por magnitud de carga del electrén del i-ésimo
ion de la solucién.
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Ton Concentracion (mM) | Concentracién (Particulas/m?) Z;
K+ 139 8.37 x 10% 1
Na™* 12 7.22 x 10%4 1
cl~ 4 2.40 x 10%4 -1
HCO3 12 7.22 x 10%4 -1
X~ 138 8.31 x 10%° -1
Mg*+ 0.8 4.81 x 10?3 2
Ca’+ 0.0002 1.20 x 10% 2

Cuadro 3.1: Concentraciones y valencia de los iones méds comunes en una célula
eucariota de un mamifero mamario. «X» representa a las proteinas presentes en el

citosol

Ahora bien, para poder calcular la longitud de Debye presente en nuestro sistema
debemos conocer la concentracion de iones presentes al interior de una célula. De
acuerdo con [48], la concentracion ionica tipica de una célula mamaria esta resumida
en el cuadro 3.1.

Si tomamos estos valores de concentracion, podemos calcular la carga iénica
presente en la solucién. En base a los valores obtenidos en el cuadro 3.1 tendremos:

Zcfto = 1.856 x 10*®particulas/m?®.

i

Si multiplicamos por la carga eléctrica e = 1.6022 x 107*°C

e i Z} = 476451 x 1072C% /m?.

Si la temperatura corporal del cuerpo humano es de aproximadamente 36.8c¢ v,
en la mayoria de los animales mamarios esta se encuentra entre los 34 y 38c¢ es
aceptable tomar una temperatura de 37c¢ como base para nuestros calculos

T =37c =310.15K.

Debido a que el citosol tiene una composicion y caracteristicas similares a las del
agua, utilizaremos el valor de conductividad eléctrica del agua a los 37¢

e = 74.7(aproximadamente).

por lo tanto tendremos:

ceoKpT = 2.81413 x 107%°C? /m.
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De esta manera, el valor inverso de la longitud de Debye (denotado como «k»)
sera:

k= 1.2990nm ™. (3.25)

y la longitud de Debye del sistema sera:

A = 0.7697Tnm. (3.26)

3.4.3. Dos dobles-capas que se superponen

La ecuacién de Poisson-Boltzmann y la ecuacién de Debye nos permiten describir
como varia el potencial eléctrico de una membrana a través del espacio, de acuerdo a
la teoria de la doble capa, pero es de gran importancia analizar que es lo que sucede
cuando dos estructuras de doble capa eléctrica se superponen.

Figura 3.7: Potencial eléctrico en dobles capas eléctricas superpuestas.

Cuando la distancia que haya entre ambas superficies sea mucho mayor que la
longitud de Debye, el efecto del potencial eléctrico de una superficie no afectara a la
otra, por lo que podremos considerar que ambas superficies no interactian eléctrica-
mente. Como vimos en el apartado anterior, la longitud de Debye dentro del citosol
no excede el nanémetro, en tanto que la distancia en la que se posiciona una vesicula
sindptica durante el dockinh y el priming puede llegar hasta 20 nanémetros. Con
base en lo anterior, se puede argumentar que la fuerza de repulsion electrostati-
ca F entre la membrana plasmatica y la membrana de la vesicula tiene un valor
de cero para distancias superiores a un par de nanémetros en el citosol. Conforme
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las membranas se acerquen la una a la otra, eventualmente la distancia entre am-
bas sera cercana a la longitud de Debye, por lo que se comenzara a presentar una
repulsion electrostatica entre ambas membranas. Finalmente, cuando la distancia
entre superficies es considerablemente menor que la longitud de Debye, el potencial
eléctrico de ambas membranas entrard en contacto, teniendo asi una fuerza de re-
pulsion electrostatica considerable. Dado el caracter de las ecuaciones de repulsion
electrostatica, el crecimiento de esta fuerza tendra un caracter exponencial.

3.4.4. Repulsién eléctrica entre una esfera y una superficie
plana en distancias cortas

Con base en [38] y [39] la ecuacién de fuerza resultante al resolver la ecuacién
Poisson-Boltzmann (3.18) tomando el cuenta el sistema esfera-superficie a una dis-
tancia menor que el radio de la esfera es:

Fr=kRZ - exp|—kD]. (3.27)

donde la constante k es el inverso de la longitud de Debye (definido ya en secciones
pasadas), R es el radio de la esfera, D es la distancia que separa a ambas membranas
y 7 es una constante propia de las superficies (andloga a la constante de Hamaker
en las fuerzas de Van der Waals). La constante Z es una constante que (aparte de la
valencia del electrolito z) depende tinicamente de las propiedades de las superficies.
Para el sistema de nuestro interés esta constante estd definida como:

7 = 64meeg(KT/e)*tanh?(zepo JAKT). (3.28)

donde z representa la valencia de los iones presentes en la solucién. Observando
el cuadro 3.1 podemos ver que los iones presentes en el citosol tienen principalmente
una valencia de 1, por lo que tomaremos este valor para la constante z.

Ahora bien, recordando lo visto en secciones anteriores, para el interior de una
célula eucariota de un mamifero tendremos los siguientes valores:

m e =T4.7.

€0 = 8.8541 x 10712F/m.

Kp =1.3806 x 10-2.J /k.
T = 310.15k.
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= e = 16021 x 1071C.

m 2z =1.

Sustituyendo estos valores en la ecuacién anterior obtendremos:

Z = (9.5 x 107N tanh? (1 * 9.3538)Jm ", (3.29)

donde el valor de vy tendra que estar dado en voltios. Cabe destacar que esta
ecuaciéon nos provee el valor de la constante Z tnicamente en funcién del potencial
de superficie de membrana .

De acuerdo con [48] tendremos que tipicamente 1)y = —70 para la membrana
plasmatica de la célula, lo que nos deja con el siguiente resultado:

Z =3.1395 x 107" Jm ™. (3.30)

Conociendo entonces el valor del inverso de la longitud de Debye, el radio de la
vesicula y la constante de interaccion Z podemos resolver la ecuacion

Fr = (1.3nm™1)(20.8nm)(3.1395 x 10" J/m™") - exp[—1.3D)].

Fg = (—848.8923 - exp[—1.3D)]) pN. (3.31)

donde la distancia D estara expresada en nanometros.

3.5. Sumatoria de fuerzas

Una vez que conocemos las ecuaciones que rigen a las fuerzas interactuantes en
nuestro sistema, podemos aplicar una sumatoria de fuerzas

ZFZ-:ma.

ma:Fs—FR—FE+Fw.

y, sustituyendo estas fuerzas por las ecuaciones (3.2) (3.5), (3.31) y (3.15), res-
pectivamente:

[ 59992.746
| D2(D + 41.6)2

ma — 47048 x 1077 - v — 848.8923 - exp[—1.3D] + n - fs} pN.

(3.32)
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Despejando la aceleracién tendremos:

B 59992.746  4.7048 X 1077w _ 848.8923 - exp[—1.3D)] L fs N
~ |mD%(D + 41.6)2 m m m | P
Si la masa de una vesicula sindptica es, de acuerdo con [30)]
29.6 x 107 = 29.6 x 10—21Kg.
obtendremos:
. 59992.746 47048 x 107" v _ 848.8923 - exp[-1.3D] n-fs pleo21
~129.6 x D2(D + 41.6)2 29.6 29.6 29.6 | kg '

B [ 2.0267 x 10°

_ 5.y — 7. l-13D dm . fol M
DA aigp ~ L8 X 107 v — 28678 x 107 e ) +3.3783 x 10" x n fs} el

(3.33)
Si hacemos la siguiente sustitucién:
D= xI.
1:1 = T9.
trendremos el siguiente sistema de ecuaciones:
2.0267 x 10°
= —1.5894 x 10° - 25 — 2.8678 x 107 - el 71371 1-3.3783 x 10" x n - fs.
To :L‘%(Il n 4]_6)2 X To X e + X Xn fS

(3.35)

Recordemos que n representa el nimero de complejos SNARE involucrados en
el anclado y la preparacion, por lo que en las simulaciones realizadas en el siguiente
capitulo este valor se ird variando desde 1 hasta 12.
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Capitulo 4

Resultados

4.1. Analisis de las fuerzas intermoleculares

Figura 4.1: Grafica de las fuerzas intermoleculares

Analizaremos primero las fuerzas debido a las interacciones intermoleculares en-
tre la membrana plasmatica y la vesicula sindptica. Como podemos observar al
graficar dichas fuerzas, ambas presentan un comportamiento exponencial, siendo la
magnitud de estas mucho mayor conforme la vesicula se acerque a la membrana
celular. Las fuerzas intermoleculares presentes en nuestro sistema tendran un efecto
practicamente nulo durante una gran parte del recorrido de la vesicula, y empezaran
a tomar trascendencia a partir de una separacién de unos cuantos nanémetros. Con
base en esto establecemos que la fuerza generada por el complejo SNARE sera la
fuerza preponderante durante una gran parte del trayecto, y sera la principal fuerza
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en el docking vesicular. Conforme la vesicula y la membrana celular empiecen a acer-
carse, podremos observar el crecimiento exponencial de las fuerzas intermoleculares,
llegando hasta un punto donde dichas fuerzas serdn comparables en magnitud con la
fuerza maxima ejercida por el complejo SNARE. En una primera instancia, la fuerza
de repulsion electrostatica sobrepasard a la fuerza conjunta de las interacciones de
Van der Waals y el complejo SNARE, por lo que sera necesario un niimero mayor de
complejos para que la vesicula pueda entrar en contacto con la membrana celular.

Sin embargo, habiendo llegado la vesicula a una distancia lo suficientemente cerca
de la membrana plasmatica, las fuerzas de Van der Waals sobrepasaran en magnitud
a la repulsién electrostatica, promoviendo asi de manera natural el acercamiento y
posterior fusion entre la vesicula y la membrana. Consideraremos entonces dicho
punto (donde las fuerzas de Van der Waals superan la fuerza electrostatica) como la
distancia minima en la que podremos tener un docking/priming vesicular. Habiendo
sobrepasado esta distancia, ambas membranas tenderdn a acercarse y fusionarse, ain
sin la ayuda de la fuerza motora del complejo SNARE. Esta distancia la calculamos
simplemente buscando la distancia en que la fuerza electrostatica y las fuerzas de
Van der Waals tienen la misma magnitud. Determinamos que esta distancia es de
aproximadamente 0.234 nm.

Figura 4.2: Grafica de las fuerzas intermoleculares a una distancia menor a 1nm.

4.2. Distancia minima alcanzada durante el pri-
ming

Con base en el sistema obtenido en el capitulo anterior, deduciremos cual es
la distancia minima que podra alcanzar una vesicula sinaptica con la ayuda de la
accion del complejo SNARE. Al llegar a la posicion final de su recorrido durante este
fenémeno, la vesicula tendra necesariamente que estar en reposo, es decir, después
del movimiento generado por el docking y priming debera llegar a una posicién final
donde tanto su aceleraciéon como su velocidad sean cero. Dado que la velocidad de
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Nimero de complejos SNARE | Fuerza méxima desarrollada | Distancia minima (nm)
1 34 2.3581
2 68 1.8426
3 102 1.5328
4 136 1.3078
5 170 1.1283
6 204 0.9557
7 238 0.8386
8 272 0.7052
9 306 0.5288
10 340 -
11 374 -
12 408 -

Cuadro 4.1: Distancia minima alcanzada por la vesicula sinaptica

la vesicula es cero, la fuerza de resistencia viscosa ante el movimiento tendré que ser
necesariamente de cero, puesto que esta depende directamente de la velocidad. A su
vez, en este punto, la fuerza generada por el complejo SNARE debera ser la fuerza
maxima que pueda proporcionar, es decir, la fuerza entregada por el complejo sera de
34pN. Entonces, para encontrar la distancia minima tendremos que buscar aquella
distancia donde la sumatoria de las fuerzas intermoleculares y la fuerza generada por
el complejo de SNARE tenga como resultado cero. En la siguiente tabla podemos
observar el resultado obtenido de dicha distancia en funciéon del niimero de complejos
SNARE que estén participando en la exocitosis de la vesicula. Conforme se aumente
el nimero de complejos involucrados en el docking/priming, la distancia entre ambas
membranas se ird haciendo cada vez mas pequena. Notemos que cuando tenemos
diez o mas complejos participando en el proceso, no se llega a un punto donde la
sumatoria de fuerzas es cero, esto es debido a que, como se mencionaba, pasada
una cierta distancia, las fuerzas de Van der Waals sobrepasaran en magnitud a
la repulsién electrostatica, promoviendo que ambas membranas entren en contacto
para su posterior fusién. Entonces, de aqui en adelante diremos que el proceso de
anclado y pre-fusion tendra un rango de accion que va desde los 30nm hasta los
0.235nm de distancia de la membrana celular, i.e. sera el espacio donde viven las
fuerzas de nuestro sistema.

4.3. Simulaciones del sistema vesicula-membrana

Para la simulacion de nuestro sistema empleamos el entorno de programaciéon
visual Simulink, el cual estd presente en el software Matlab. Los diagramas de cons-
truccion para cada una de las simulaciones realizadas pueden ser consultados en el
apéndice A del presente trabajo. A pesar de que los trabajos actuales dan soporte a
la teoria de que el complejo SNARE tiene un ensamblado en forma de cremallera o
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«zippers, aun no se conoce con certeza cual es el comportamiento in vivo de dichas
proteinas. Es debido a esto que utilizaremos tres distintos enfoques para tratar de
representar la fuerza generada por este.

4.3.1. Simulaciones bajo una fuerza constante del complejo
SNARE de 34 pN

Como primer acercamiento en nuestro sistema, utilizaremos la fuerza maxima
registrada en el complejo SNARE (de 34pN) durante todo el recorrido de la vesicula
sinaptica.

Figura 4.3: Posicién de la vesicula sindptica bajo una fuerza constante de 34 pN de
un unico complejo SNARE.

Como podemos apreciar en las graficas, se logra casi instantaneamente una velo-
cidad maxima, y en la parte final del recorrido esta velocidad reducira su magnitud
hasta llegar a una velocidad cero. El tiempo que le toma a la vesicula hacer todo
el recorrido varia en un rango de 5 a 0.45 microsegundos, dependiendo del niimero
de complejos SNARE que estén actuando sobre la misma. Igualmente, la velocidad
maxima de la vesicula dependerd de este factor. Hay que resaltar que este tiempo
es mucho menor que el visto en experimentos de sinapsis. En todas las simulaciones
pudimos constatar que la distancia minima alcanzada por la vesicula sinaptica fue
la misma que se predijo en la seccion anterior. Sin embargo, es poco probable que
el complejo de SNARE genere una fuerza de 34 pN de manera instantdnea. Mas
aun, seria un desperdicio en términos energéticos utilizar una fuerza constante de
34 pN durante todo su recorrido cuando en una gran parte del mismo se requiere
una fuerza de mucha menor magnitud para lograr el movimiento de la vesicula. Por
lo tanto, examinaremos otras alternativas en el desarrollo de la fuerza generada por
el complejo SNARE
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Figura 4.4: Velocidad de la vesicula sindptica bajo una fuerza constante de 34 pN
de un tnico complejo SNARE.

Figura 4.5: Posicién de la vesicula sindptica bajo una fuerza constante de 34 pN de
3 complejos SNARE (102pN totales).

4.3.2. Simulaciones utilizando una funciéon exponencial para

representar el incremento de fuerza en el complejo
SNARE

En esta ocasién intentaremos representar la fuerza generada por el complejo
SNARE con una funcién exponencial que parta de un valor de OpN hasta llegar a un
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Figura 4.6: Velocidad de la vesicula sindptica bajo una fuerza constante de 34 pN
de 3 complejos SNARE (102pN totales).
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Figura 4.7: Posicion de la vesicula sindptica bajo una fuerza constante de 34 pN de
10 complejos SNARE (340pN totales).

valor maximo de 34pN cuando la distancia entre membranas sea cero. Los parame-
tros adimensionales utilizados para la ecuacién asi como el diagrama de construc-
cién de la simulacion se encuentran en el apéndice A. Graficando este sistema con
un numero de 3 complejos SNARE actuantes, podemos observar que, en compara-
cién con el caso anterior donde teniamos una fuerza constante, el tiempo en que la
vesicula llega a la distancia minima es considerablemente menor, sin embargo, sigue
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Figura 4.8: Velocidad de la vesicula sinaptica bajo una fuerza constante de 34 pN
de 10 complejos SNARE (340pN totales).

siendo un tiempo muy pequeiio en comparacion con los datos reportados experi-
mentalmente. Un problema encontrado al utilizar esta ecuacién es que el complejo
de SNARE, al no llegar necesariamente a una distancia minima, no desarrollara su
maxima fuerza, y, por lo tanto, la distancia minima entre las membranas sera mayor.
Por lo tanto, este modelo exponencial pareciese ser una no muy buena aproximacion
a la dindamica real del complejo SNARE.

Distancia (nanbmetrosh

° I 1 1 1 i I I 1 1
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Tiempo (microscgundos)

Figura 4.9: Posicion de la vesicula sindptica bajo una fuerza exponencial de 3 com-
plejos SNARE.
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Velocidad (nanometros/microsegundes)

Figura 4.10: Velocidad de la vesicula sinaptica bajo una fuerza exponencial de 3
complejos SNARE.

4.3.3. Simulaciones utilizando una funcién escalonada para
representar el incremento de fuerza en el complejo
SNARE

Finalmente utilizaremos una funcién escalonada para representar la dinamica de
fuerza que presenta un complejo SNARE. Para esto nos basaremos en la hipdtesis
que proponen en su articulo de investigaciéon Ying Gao et. al. (2013). En lugar de
tener un aumento definido por una funcion, utilizaremos cambios abruptos de fuerza
para representar los cambios configuracionales del complejo SNARE.

Figura 4.11: Fuerza generada por el complejo SNARE a través del tiempo.

Observando la posicién de la vesicula con respecto al tiempo podemos constatar
que se aumenta considerablemente el tiempo transcurrido para llegar a una distancia
minima de la membrana plasmatica, la cual, es la misma posicion calculada en la
tabla presentada anteriormente en este capitulo. Obviamente, este tiempo de reco-
rrido seguird siendo menor conforme anadimos mas complejos SNARE al sistema.
El tiempo bajo esta funcién escalonada cuando tres complejos SNARE estan ac-
tuando sobre la vesicula es de aproximadamente 41.2 microsegundos. Asimismo la
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méxima velocidad alcanzada serd de 18nm/us. Hay que resaltar que para este caso
de 3 complejos SNARE;, el tiempo que lleva llegar a la posicién minima es similar al
tiempo reportado en la literatura.

En la grafica de velocidad podemos apreciar los cambios de velocidad que pre-
senta la vesicula sindptica, y como estos corresponden con los cambios de fuerza que
se presentan en el complejo SNARE.

Figura 4.12: Posicién de la vesicula sindptica bajo una fuerza escalonada de 3 com-
plejos SNARE.
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Figura 4.13: Velocidad de la vesicula sindptica bajo una fuerza escalonada de 3
complejos SNARE.
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Capitulo 5

Discusion y Trabajo Futuro

5.1. Discusion

5.1.1. Con respeto a las fuerzas intermoleculares

Como vimos en el capitulo anterior, cuando tengamos por lo menos diez com-
plejos SNARE interactuando durante la exocitosis, estos desarrollaran una fuerza
maxima que vencerda a la fuerza generada por la repulsiéon electrostatica de ambas
membranas, permitiendo de esta manera un contacto mas estrecho entre estas que
lleve a una posterior fusion vesicular. En base a esto podemos conjeturar que la se-
crecién constitutiva (i.e. la liberacién espontanea de neurotransmisor, sin presencia
de un potencial de accién) estard determinada por el nimero de complejos SNA-
RE que estén actuando sobre nuestro sistema. Tendremos entonces una secrecion
constitutiva cuando tengamos por lo menos diez complejos SNARE, mientras que
sera necesaria la llegada de un potencial de accion para que las vesiculas que se en-
cuentren en docking o priming con un menor ntimero de complejos SNARE puedan
fusionarse con la membrana.

5.1.2. Posicion final de la vesicula

Existe una gran cantidad de bibliografia que coloca la distancia en que la vesicula
es competente para la fusion desde estar a un par de nanémetros de distancia hasta
estar practicamente en contacto con la membrana plasmética. De hecho, en [43] y
[44] se menciona que mediciones de difraccién de rayos X muestran que el comple-
jo SNARE contrarresta la fuerza de repulsién electrostatica hasta llevar a ambas
membranas a una distancia de aproximadamente 2.8 Armstrong, antes de que estas
puedan llevar a cabo una fusién. Esta cifra es muy similar a cifra de 0.235nm (2.35
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Armstrong) que calculamos como la distancia a partir de la cual se producirda de
manera natural un acercamiento y fusién entre ambas membranas.

5.1.3. Tiempo de fusién y liberacién

Dado que este trabajo no abarca el proceso de fusién vesicular, nos es imposible
definir el tiempo que abarca dicho fenémeno, de tal manera que no podemos deter-
minar cudl serd el tiempo total de exocitosis desde que el complejo SNARE empieza
el proceso de docking hasta que es liberado el contenido de la vesicula al medio
externo. A pesar de esto, nosotros podemos definir el tiempo que tomara desde que
se inicia el docking vesicular hasta que la vesicula se encuentra en la posicién mas
cercana para iniciar la fusion vesicular. Este tiempo irda desde un par de microsegun-
dos hasta poco menos de 100 microsegundos, dependiendo del nimero de complejos
SNARE involucrados en la exocitosis asi como de la dinamica de la fuerza del com-
plejo SNARE. Con base en diversos estudios que sugieren que una liberacién rapida
de vesiculas ante la llegada de un potencial de accién se sitia alrededor de los 60
microsegundos [40] [41] [42] (relacionando este tiempo con la liberacién de aquellas
vesiculas sindpticas que se encuentran en una etapa de docking o priming), nos in-
clinamos a pensar que el ensamble del complejo SNARE responde a una mecanica
similar a la descrita por una funcion escalonada, ya que es la que daria un mayor
tiempo para que se dieran los cambios configuracionales del complejo SNARE du-
rante el docking vesicular. A pesar de ser, de las opciones vistas, la dinamica méas
lenta, sigue estando por debajo de la barrera de tiempo de los 60 microsegundos,
dejando todavia tiempo suficiente para que se lleve a cabo la fusién de membranas
y la liberacion de neurotransmisor. Hay que aclarar que, si bien ya se han realizado
experimentos que permitieron determinar la fuerza necesaria para desensamblar un
complejo SNARE, y, en base a esto, se propuso un modelo de ensamble, hasta la
fecha no se ha observado ni medido la formacién de un complejo SNARE in vivo, lo
que nos impide determinar con total certeza la dinamica de ensamble del mismo.

5.1.4. Respecto a otros trabajos encontrados en la literatura

Cabe destacar que hasta la fecha, no se ha publicado ningin trabajo que describa
los procesos llevados a cabo durante la exocitosis (traslocacién, docking, priming,
fusién, etc.) en términos de ecuaciones que describan de una manera sencilla la
dindmica de los mismos, si bien son numerosos los trabajos en el ambito de ex-
perimentacién. Como hemos visto, ain cuando nuestro trabajo estd delimitado a
una pequena parte del proceso de la exocitosis, los resultados arrojados por esta
modelacién son en muchos casos similares a los reportados experimentalmente, en
cuestiones de tiempos y distancias, por lo que consideramos que, a pesar de la apa-
rente sencillez del modelo, sirve para explicar muchos de los fenémenos y fuerzas
envueltas en el docking y priming vesicular.
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5.2. Conclusiones

En el presente trabajo de tesis se presenté un modelo fisico-matematico formado
por dos ecuaciones no lineales diferenciales ordinarias que representan la dinamica
del sistema vesicula sinaptica-membrana plasmatica durante el proceso de anclado y
pre-fusion vesicular. Para la construccion del presente modelo se tomaron en cuenta
las principales fuerzas existentes, i.e. las fuerzas de repulsion electrostatica, fuerzas
de van del Waals, resistencia viscosa y la fuerza generada por el complejo de SNA-
RE. Las ecuaciones resultantes nos permitieron observar el cambio en la posicion y
velocidad de la vesicula con respecto al tiempo, asi como estimar la distancia minima
a la que podrén llegar las membranas antes de empezar el evento de fusion vesicular.

Propusimos una funcién escalonada con base en las observaciones realizadas en
estudios experimentales para modelar la fuerza generada por el complejo. De es-
ta manera se logré encontrar y resolver un sistema de ecuaciones que describe a
las fuerzas que interactian en nuestro sistema. El modelo propuesto satisfizo las
simulaciones computacionales del sistema de ecuaciones y nos permitié observar el
comportamiento de la vesicula sindptica a través del tiempo. Asimismo, logramos
predecir un estimado de la distancia minima a la que llegaria la vesicula durante
esta fase de la exocitosis.

Finalmente, al comparar los datos de tiempo y distancia obtenidos en la simula-
ciones con aquellos reportados en la literatura cientifica, podemos concluir que nues-
tro modelo representa una buena aproximacién al proceso de anclado y pre-fusion
vesicular, tomando en cuenta que la dinamica del ensamble del complejo SNARE
aun no es comprendida en su totalidad. Teniendo esto en cuenta, serd necesario
seguir trabajando en el presente modelo conforme se descubran y reporten nuevos
avances en el entendimiento de este proceso. Con respecto a la distancia minima
que se alcanza durante el anclaje y pre-fusion, llegamos a resultados muy similares
a los expuestos en la literatura, por lo que concluimos que si bien la dindamica del
ensamble del SNARE podria ser distinta (afectando asi el tiempo de fusién) la fuerza
maxima desarrollada por el complejo necesariamente tendria que estar dentro del
rango de fuerzas presentado en esta tesis.

5.3. Trabajo a futuro

El trabajo a futuro referente a la modelacion matematica de los fenémenos pre-
sentes durante la exocitosis, y mas atn, sobre la sinapsis en general, tiene un gran
potencial, dado que aun es un campo poco explorado. En esta tesis se exploraron
las fuerzas més comunes que intervienen en los pasos previos a la fusién vesicular, y
se observé la importancia de vencer la resistencia electrostatica que se genera entre
ambas membranas a la hora de acercarse estas y lograr una fusién. Sin embargo,
aun quedan muchas interrogantes a responder durante dicho fenémeno y que pueden
constituir un interesante punto de partida para investigaciones futuras. Algunas de
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estos puntos a tratar son:

= Durante el presente trabajo, nos hemos basado en las observaciones e hipdtesis
desarrolladas por las investigaciones referentes al ensamblado y desensamblado
del complejo SNARE, dando diferentes valores de fuerza al complejo segtin su
nivel de ensamblado. Sin embargo, atin no conocemos con exactitud cémo fun-
ciona el ensamblado de este complejo in vivo. Teniendo en cuenta lo anterior,
se debe encontrar cual es la dindmica exacta que rige el cambio conformacional
del complejo SNARE y en funcion de que parametros esta dada dicha dinami-
ca. Considerar el efecto que podrian tener diversas proteinas auxiliares en la
generacién de fuerza por parte del complejo SNARE, dilucidando cual es el
efecto que estas podrian tener en la dinamica del mismo.

= Si bien dentro de este modelo se han introducido las principales fuerzas inter-
moleculares (fuerza electrostatica y atraccién de Van der Waals), no se han
tomado en cuenta otras fuerzas intermoleculares que actian en una escala
inferior al nanémetro de separacion y que pudieran, en un momento determi-
nado, afectar la dinamica de la fusién vesicular, por ejemplo, las fuerzas de
hidratacion.

= En el modelo se ha representado el efecto de repulsion electrostética gracias a
la ecuacién de Poisson-Boltzmann, sin embargo, es necesario tomar en cuenta
que durante la exocitosis esta presente una depolarizacion de la membrana
plasmatica, lo que afectara la manera en que interactiian ambas membranas,
por lo que es necesario plantear otra ecuacién que describa las interacciones
electrostaticas de las membranas ante dicha depolarizacion.

= También serd necesario dilucidar si parte de la fuerza aplicada por el complejo
SNARE es disipada por las membranas, o utilizada de alguna forma en la
ruptura de las mismas para su posterior fusion.

Asimismo, también existen otras partes del fenémeno de la exocitosis que aiin no han
sido tratadas desde el punto de vista de modelacién matematica, o bien, no han sido
desarrolladas en su totalidad, y que, de ser estudiadas, permitirian un conocimiento
integral del fenémeno, permitiendo comprender de una manera completamente nueva
este fenémeno de comunicacién celular. Entre dichos fenémenos podemos observar:

= La entrada y distribucion de los iones calcio al interior de la célula, tomando
en cuenta factores como la mecanica de fluidos y distribuciéon de materia.

= La reorganizacion de la red de actina en el citosol ante la entrada de los iones
calcio, asi como el paso de las vesiculas sinapticas a través de dicha red gracias
al efecto de diversos motores moleculares.

» La mecanica de la fusién vesicular. Dentro de este apartado, si bien ya existen
investigaciones referentes a la energia que seria necesaria para romper ambas
membranas y simulaciones respecto al cambio estructural de dichas membra-
nas, aun es necesario un modelo que conjunte todos estos factores y logre
explicar adecuadamente dicho fenémeno.
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= La difusion del contenido vesicular a través de la grieta sinaptica, para su
posterior captacién por parte de la célula postsinaptica.

Finalmente sera necesario llevar a cabo un trabajo que integre todos estos fenéme-
nos y los conjunte en un solo modelo que permita comprender de manera integral
el fenémeno de la exocitosis, y mas ain, que permita predecir el comportamiento
de la exocitosis ante una serie de factores externos. Sin embargo, para llevar a cabo
dichas modelaciones, en muchos casos aun es necesario llevar a cabo mas investiga-
ciones experimentales que nos permitan comprenden con claridad estos fenémenos,
y tracen el rumbo de accion que deberan tomar los modelos matemaéticos.
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Apéndice A
Diagramas de bloques en Simulink

En el presente capitulo se muestran los diagramas de bloques utilizados en Simu-
link para simular el sistema de ecuaciones resultante de la modelacién matematica.
En todos los casos la funcion embebida en el bloque «fcn» es la misma y es la
siguiente:

((—2.0276%10%) /((u(1)?)*(u(1)+41.6)%))—(1.5894x10°)xu(2)+(2.8678% 107 )xexp(—1.3u(1))

De igual manera, en todos los casos los bloques de velocidad y posicion tienen
los mismos valores iniciales y los mismos limites de integracién. Para el integrador
de velocidad se utilizé una condicién inicial de 0, un limite de saturacién inferior
de «-inf» y un limite de saturacién superior de 0.1. Para el caso del integrador de
posicion se utilizo una condicion inicial de 30, un limite de saturacién inferior de
0.235 y un limite de saturaciéon superior de 30. En todos los diagramas el bloque de
ganancia tiene un valor de -3.3783*10%.

Para el caso del primer esquema tenemos un bloque de constante que representa
una fuerza constante de 34 (pN). En el segundo diagrama podemos observar que la
fuerza del complejo SNARE depende de una funcién dependiente de la posicién. La
funciéon embebida en dicho bloque es

34 % 0.915%(1).

Finalmente, en el dltimo diagrama se utiliz6 un bloque de desiciéon que permite
determinar la fuerza con la que actua el complejo SNARE en funcién de la distancia
entre la vesicula y la membrana, generando de esta manera una funcion escalonada.
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Figura A.1: Esquema de Simulink utilizando una fuerza constante de 34pN.
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Figura A.2: Esquema de Simulink utilizando una funcién exponencial para la fuerza.
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