


Identificac&o dos potencias miniaturas da placa motora




Stimulate
axon
=

Record
¥ postsynaptic
membrane
potential

Record

Muscle cell

Estimulo
em 0,2 Ca**
e 3 Mg**

NEUROSCIENCE: Third Edition

Stimulus



—
O
S

No. of observations

e T L |
N & OO0 ® O

—_—
o

o N A2 OO @

A natureza probabilistica da
neurotransmissao

A distribuicdo de amplitudes
segue uma distribuicao
binomial (probabilistica)
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A natureza probabilistica da neurotransmissao
neurotransmissao quantal (Del Castillo & Katz, 1954)

eventos miniatura = eventos sinapticos espontaneos

\k_\-\ ——\1
Eventos miniatura séo eve~ntos espontz,Smeos TC‘ S
que representam a liberacao do conteudo de N L \t \.
uma vesicula = quanta % S
; ] 1 mV
50msec

Um evento pds-sinaptico é a soma de n eventos miniaturas
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A exocitose € um fendmeno probabilistico
Cada vesicula tem uma Probabilidade de Liberacao (P,) intrisica

-A Pr depende do estado fisioldgico da sinapse.

-A Pr de cada vesicula independe da outra




REPOUSO

Pr muito baixa = exocitose ocorre
raramente (minis)




POTENCIAL DE ACAO

Pr aumentada = exocitose
provavelmente ocorrera
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Parametros quantais

Q =tamanho quantal = amplitude média
dos eventos miniatura =quanta

P, = probabilidade de liberagédo de uma
vesicula

M = conte{ido quantal = quantidade média
de quanfa ¢m um evento sinaptico
o do pool vesicular liberavel




Parametros quantais

m=np,

m = amplitude meédia do evento / Q (assumindo Q constante entre as zonas ativas)




Parametros quantais

m=np,

m = amplitude média do evento / Q (assumindo Q constante entre as zonas ativas)




Calculando a probabilidade de obtermos 0,1,2,...,x quanta

distribuicio @ n 0 <1 - x
binomial p(x) 8([‘1- X)!X!épr ( ) pr)

-p, constante durante a medida.

-Apenas 2 possibilidades (falha ou sucesso).
-Um ndmero fixo de n.

-Independéncia entre as p, de cada vesicula




distribuicao x = 0 (falha),1,2,3,4
binomial

Nl O n- x

e
p(x) ~Sn-

X)IX! épr r
Pr X m m = Nn.p,
ON1 2T3 W4
1,20
1,00 m=0,04 m=1 m=2 m=3 m=4
0,80 -
< 0,60 |
o
0,40 1
0,00 ) || |
0,01 0,25 0,5 0,75 0,95 Pr
X 0 0,96060 0,31641 0,06250 0,00391 0,00001
mi1 0,03881 0,42188 0,25000 0,04688 0,00048
2 0,00059 0,21094 0,37500 0,21094 0,01354
3 0,00000 0,04688 0,25000 0,42188 0,17148
m4 0,00000 0,00391 0,06250 0,31641 0,81451




Quando a Pr

é baixa

podemos —-me™
usar a p(X) — /XI
distribuicao '

fe Poissor 'REPOUSO; Baixo [Cal,; Cd™




binomial e Poisson

Comparacao das distribuigﬁes?
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Quals sao as vantagens da
distribuicao de Poisson?

p(x)="me "/,

« Nao se baseia em variaveis desconhecidas
(n e Pr).
— m pode ser medido experimentalmente.

« Mais simples do que a analise binomial

« Um baixo Pr pode ser facilmente alcancado
dimuindo-se o calcio externo ou usando-se
concentracdoes submaximas de TTX ou Cd**.




Quals sao as desvantagens da
distribuicao de Poisson?

p(x)="me "/,

« Se limita a sinapses de baixo Pr, ou em
condicoes de baixo Pr, que nao
necessariamente sao as de interesse.




Eventos miniatura evocados em baixo [Ca],

(baixo p,)

Jun Qé.O neuromuscular (a) Post-synaptic potentials
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Distribuicdo de EPSPs na juncao
neuromuscular da ra em baixo calcio
versus predicao de Poisson
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Fonte: Katz, B.”The release of neural transmitter substances”.1969



E no sistema nervoso central?
EPSCs evocados talamicos
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Paulsen, O., Heggelund, P., 1994. The quantal size at retinogeniculate
synapses determined from spontaneous and evoked EPSCs in
guinea-pig thalamic slices. J. Physiol. 480, 505511, Pt 3
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Problemas nas medidas centrais

-Multiplas sinapses com Pre Q
diferentes

-Q pode ser influenciado pela posicao
da sinapse em relacao ao eletrodo de
registro, ou densidade diferente de
receptors em diferentes sinapses.

Saidas

-Estudar vias bem determinadas.
-Duplos reqistros.

-Autapses.




B, estimulacéo aferene. Registros in 0,65 mM Ca e 4,5 mM Mg. Ajuste pela distribuicao de Poisson
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Neurotransmissao quantal no SNC — liberac&o univesicular

Aferentes glicinérgicos na célula de Mautner no bulbo de peixes teledsteos

Numero de sinapse verificado morfologicamente. Nessa preparacao, 1 sinapse contém 1 zona
ativa.
n=n¢ de sinapses Liberac&o univesicular.
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A liberacao univescular é

provavelmente a regra nas sinapses
convencionais do SNC

High-Probability Uniquantal Transmission at
Excitatory Synapses in Barrel Cortex

R. Angus Silver, et al.

Science 302, 1981 (2003);

DOI: 10.1126/science. 1087160
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n pode se estimado por medidas diretas de exocitose por altera¢cdes da capacitancia da
membrana pré-sinaptica
exemplo: calice de Held

Nv = ACmf(Cm, - d”)

Nv = nimero de vesiculas

n:5200 VQSICUlaS ACm = alteracdo da capacitancia da membrana

Cm, = capacitancia especifica da membrana (10 fF/cm?)
d = diametro da vesicula sinaptica (50 nm)
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MNeuron, Vol. 30, 171-182, April, 2001, Copyright @2001 by Cell Press
Jian-Yuan Sun and Ling-Gang Wu*
Fast Kinetics of Exocytosis Revealed by Simultaneous D etrobiology T estology. Anatomy. and
Measurements of Presynaptic Capacitance and Washington University

Postsynaptic Currents at a Central Synapse SL Latle, Miseour Eat10
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Efeito de alteracOes rapidas nos
parametros quantais

Plasticidade a curto prazo



Facilitacao e depresséo das correntes sinapticas em
resposta a estimulos proximos. Duracao de
segundos

Exemplo: neurdnio A
gue excita 0s neurdnios
B e M a cada 100 ms
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Pr = probabilidade de liberacao de uma vesicula sinaptica

Pr determina se ha depressao ou facilitagao
Pr pode variar de 0.01 a 0.9
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The Joumal of Meuroscience, February 15, 2000, 20(4):11374-1385

Interplay between Facilitation, Depression, and Residual Calcium at
Three Presynaptic Terminals

Jeremy S. Dittman, Anatol C. Kreitzer, and Wade G. Regehr
Department of Neurobiology, Harvard Medical School, Boston, Massachusetts 02115



Diminuicao do pool liberavel (n) leva
a depressao sinaptica

m=np,

- : Depressao sinaptica a 100Hz.
Depressao da exocitose ,
Estimulo da fibra aferente
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Exemplo: calice de Held




A recuperacao da depressao pode refletir o
repreenchimento do pool liberavel

wndltlonmg train test stimulus
(10 Hz, n = 30)
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The Journal of Neuroscience, November 1, 1997, 17(21):8137-8146
Presynaptic Depression at a Calyx Synapse: The Small Contribution
of Metabotropic Glutamate Receptors

Henrique von Gersdorif, Ralf Schneggenburger, Sibylle Weis, and Erwin Neher
Department of Membrane Biophysics, Max Planck Institute for Biophysical Chemistry, D-37077 Gdttingen, Germany



Alteracoes na Pr mudam o padrao de depressao/facilitacao
na mesma sinapse

Baclofen (bac) inibe correntes de célcio preé-
sindpticas via receptores GABAg
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Analise da depressao a curto prazo pode ajudar a
definir o mecanismo da depressao
Sinapses no NTS
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Alteracoes no coeficiente de variacao (CV =
variancia/media) indicam alteracbes pré-sinapticas (Pr ou
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Variagdes na Pr alteram a variancia da corrente sindptica parabolicamente

A 1 Maximum EPSC amplitude
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EPSC variance (pﬁz]

Os parametros quantais podem ser estimados pela analise da relacdo da media do
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Mecanismos de facilitacdo: dependéncia do céalcio residual

A Residual calcium hypothesis B High-affinity Ca-binding site
- Large Ca, g
C‘alocal
Caypeal - Small Ca,g
\ 5 - Low-affinity site
J/ ’\ - High-affinity site
EPSC
10 msec EPSC_\/
C Calcium buffer saturation D Slow calcium buffer

No slow
- Low (fast buffer)
Cajocal - High (fast buffer)
EPST
Regehr W G Cold Spring Harb Perspect Biol

©2012 by Cold Spring Harbor Laboratory Press 2012;4:a005702

Occupancy of
slow buffer



Potenciacao pos-tetanica: duracao de até alguns minutos
Ela é estimulada por um trem de estimulos em alta frequéncia
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Potenciacao pos-tetanica: Dependéncia da duracao do
estimulo tetanico

A P5

Korogod et al. » Posttetanic Potentiation at the Calyx of Held
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Potenciacao pos-tetanica: Dependéncia do calcio
A A B
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CUIDADQ!
A depressao sinaptica pode também se dar devido a
efeitos pds-sinapticos como a dessensibilizacao...
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...e a saturacao dos receptores
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Mecanismos pré-siinapticos da depressao

deplecao vesicular

Inibicdo da fusao vesicular

inibicdo de canais de calcio por receptores
metabotropicos

Mecanismos pré-sinapticos da facilitacdo/potenciacao:
acumulo de célcio basal no terminal
facilitacdo da mobilizac&o de vesiculas

Porqué Pr ¢ diferente?
*Sensibilidade da maquinaria de exocitose
*Modula¢ao por PKC, Cam/kinase, PKA, CBP
*Acoplamento entre os canais de célcio e as
vesiculas
*Canais P/Q sao mais acoplados do que N e R
*Tamponamento de calcio pré-sinaptico
*Diferente estados modulatorios dos canais de calcio
(inibigdo tonica por proteinas G)
*Diferengas na duragdo do potencial de acao



Elk Lake, Oregon






Como calcular m em uma situacao de baixo Pr?

A)
N M , _me ™
) dee?;hoagumero p(X) — e /X_I

2) Calcule a p(0);

falhas/estimulos — ~~ M
(No/N) p(O) p— e

3) migual ao
logaritimo do

inverso da p(0) m = |n ( p(O)) 1

o
B) Calcule o nimero a (an)
total de unidades e m = 0
divida pelo numero a n,

total de estimulos

(N) m=(n, +2n, +3n, +..xn,)/N




