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RESUMEN 

La señalimción dependiente de calcio es importante para varios procesos neuronales. Por su 
versatilidad permite a las neuronas el inicio de patrones de actividad, que incrementan sus 
posibilidades de procesamiento en respuesta a tipos de estimulación específicos. En la presente 
tesis se investigó el papel del calcio intracelular en la generación de dos tipos de patrones de 
actividad que dependen de canales de calcio sensibles a voltaje tipo L y que se presentan en 
motoneuronas espinales en la tortuga: los potenciales de meseta y el windup. 

Se investigaron los efectos de la disminución en los niveles intracelulares de calcio, y de la 
manipulación farmacológica de la calmodulina, de la fosfolipasa C y de los receptores sensibles a 
inositol trifosfato (lnsP3) y a ryanodina en la generación de los potenciales de meseta y el windup. 
Estos fenómenos fueron estudiados mediante el registro electrofisiológico intracelular en una 
preparación in vitro de rebanadas de la sección lumbar de médula espinal de tortuga que permite la 
inyección de pulsos de corriente 

En un grupo de neuronas la sola inyecc1on de pulsos de corriente dcspolarizante producía 
potenciales de meseta, que consistían en una despolarización que crece gradualmente en amplitud 
hasta formar una meseta, lo que produce una aceleración de la descarga neuronal. Algunas de las 
neuronas de este grupo también presentaban windup, que consiste en incrementos sucesivos de la 
magnitud de los potenciales de meseta activados por estimulación dcspolari7.ante repetitiva que 
produce en consecuencia, incrementos en la frecuencia de disparo asociada a cada estimulación. En 
otros grupos de células los potenciales de meseta y el windup fueron facilitados por la aplicación de 
agonistas de receptores mctabotrópicos de glutamato del grupo 1 (mGlu 1), de receptores 
muscarínicos o de un activador de los canales de calcio tipo L. Se observó que la disminución de los 
niveles citoplásmicos de calcio, así como el bloqueo de calmodulina disminuyen de manera 
reversible a los potenciales de meseta tanto facilitados como no facilitados. Por otro lado, el 
bloqueo de receptores sensibles a ryanodina eliminó ambos tipos de potenciales de meseta y el 
wi11dup de manera no reversible; y la inaetivación de la vía de señalización dependiente de lnsP3 
inhibió prcferencialmente los potenciales de meseta facilitados por la activación de receptores mGlu 
1 y muscarínicos y algunos de los no facilitados, pero no los facilitados por la activación de canales 
tipo L. Estos resultados sugieren que la elevación en los niveles de calcio citoplásmico es parte de 
los mecanismos que inducen potenciales de meseta y windup, que la actividad de los receptores 
sensibles a ryanodina es necesaria para generar ambos fenómenos; mientras que los receptores 
sensibles a lnsP3 participan en mecanismos de modulación y que un posible mecanismo para la 
facilitación de la actividad de los canales L por calcio implica a la calmodulina. 
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ABSTRACT 

Calcium signaling is relevant for various neuronal processes. lts versatility endows the 
neurons with the possibility to display severa! activity patterns that increase their potential 
to proccss stimulus. In the present thesis we addressed the role of intracellular calcium 
signaling mechanism on the generation of two types of neuronal patterns, dependent on L
type calcium channels activity, which are present in spinal motoneurons in the turtle: 
plateau potentials and windup. 

The roles of calmodulin, phospholipase C as well as inositol triphosphate ( lnsP3) and 
ryanodine sensitive receptors were addressed on an in vitro preparation of turtle lumbar 
spinal cord slices. Plateau potentials and windup were induced through the intracellular 
injection of depolarizing current pulses, during the intracellular electrophysiological 
recording in lumbar turtle spinal cord slices. 

Groups of cells in which the sole application of depolarizing pulses produced plateau 
potentials and windup were studied. Plateau potentials consisted in a cumulative 
depolarization produced by continuous stimulation, the cumulative depolarization produced 
un acceleration of thc discharge frequency. Some of these cells also presentcd windup, 
which consisted in successive increases in the magnitude of cumulative depolarization 
associatcd to plateau potentials activation produced by repetitive stirnulation. which in 
conscquence produced successive increases in the discharge frequency associutcd to each 
stimulation pulse. In other groups of cells plateau potentials and windup were fucilitated by 
metabotropic agonists for glutamate (mGlu 1), muscarinic receptors oran agonist for L-type 
calciurn channels. 

Both, the diminution in the cytoplasmic calcium concentration and the blockade of 
calmodulin reversibly reduced plateau potentials either facilitated or non-tacilitated. 
Meanwhile. the inactivation of ryanodine receptors eliminated both kinds of plateau 
potentials and windup in an irreversible manner; the inactivation of InsP3 signaling pathway 
prcferentially inhibited plateau potentials when facilitated by mGlu 1 or muscarinic 
receptors and sorne non-facilitated plateaux, but not the ones facilitated through L-type 
calcium channels activation. The results suggest that cytoplasmic calcium incrcase is part 
of thc mechanisms for the generation of plateau potentials and windup, also that Lhe activity 
or ryanodine receptors is necessary for the generation ofboth phenomena; meanwhile InsP3 
rcceptors are involved in modulatory mechanisms. Finally. the results also suggcst that onc 
possible mechanism for L-type calcium channels facilitation by calcium involves 
calmodulin activity. 
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ABREVIA TURAS 

APS 
AP7 
CNQX 
[Ca2+]c 
2-APB 
AMPA 
Ba~ta 
ca-+ 

CaBP 
CAN 
FRET 
GFAP 
lnsP3 
InsP3R 
LTD 
LTP 
mGlul 
NF 
NMDA 
PBS 
PIP2 
PMCA 
RE 
RyaR 
SERCA 
SNARE 
soc 
TRP 

( +/-)-2-amino-5 ácido pentanoico 
( +/-)-2-amino-7 ácido pentanoico 
6-ciano-7-nitroquinoxal in-2.3-diona 
Concentración citoplásmica de calcio 
2-Aminoetoxidifenil borato 
Alpha-amino-3-hidroxi-5-metilisoxazole-4-ácido propionico 
1-2, (2-Aminofenoxi)etano-N,N,N',N' -ácido tetraacético.c 
Calcio 
Proteínas que unen calcio. "Calcium binding proteins" 
Canales cationicos no específicos 
Transferencia de energía de resonancia por fluorescencia. 
Proteína glial fibrilar 
Inositol trifosfato 
Receptores sensible a inositol trifosfato 
Depresión a largo plazo 
Potenciación a largo plazo 
Receptores metabotrópicos de glutamato del grupo 1 
Neurofilamentos 
N-meti 1-D-aspartato 
Solución salina amortiguadora 
Bifosfato de inositol 
A TPasa de Ca2

+ de la membrana plasmática. 
Retículo endoplásmico 
Receptores sensibles a ryanodina 
A TPasa de Ca2

+ del retículo endoplásmico. 
Receptores de unión al factor soluble, sensible a N-metilmalimida 
Canales operados por vaciamiento ''store operated c:hanne/s'' 
"Transient receptor potential" 
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ANTECEDENTES 

El Ca2+ es un. reconocido segundo mensajero que interviene en una gran gama de vías 
metabólicas y funciones celulares. En el sistema nervioso, la señalización mediada por Ca2+ 
regula funciones como la excitabilidad neuronal, la síntesis y la liberación de 
neurotransmisores y la determinación de patrones de actividad neuronal en diversas áreas 
del sistema nervioso (Kamiya y Zucker, 1994; Lledo, 1997; Cochilla y Alford, 1998; Hanse 
y Konnert, 1998). El interés del presente proyecto esta centrado en estudiar la participación 
de la señalización por Ca2+ en la regulación de dos tipos de patrones de actividad que se 
conocen como potenciales de meseta y windup, generados por grupos de neuronas 
localizadas en las astas ventrales de la médula espinal. Ambos fenómenos se consideran 
mecanismos de plasticidad neuronal, debido a que su activación modifica las propiedades 
de integración de la información aferente y la respuesta postsináptica. 

Se1ialización por Ca2+ 

El Ca2+ es un versátil mensajero con diversos sitios de acción en la célula; esto le confiere 
una compleja variedad de acciones de seflalización con diferentes escalas temporales. La 
afinidad de los diversos sitios que unen Ca2+ es uno de los factores que determinan la 
activación de procesos fisiológicos dependientes de este ión. Por esta razón. los 
mecanismos de seflalización por Ca2+ dependen de variaciones en su concentración 
citoplásmica ([Ca2+]c). En condiciones de reposo la [Ca2+]c es baja, de alrededor de 100 nM. 
por diferentes mecanismos la [Ca2+]c puede súbitamente incrementarse hasta 100 veces -1-
1 O µM- (E venas y col s., 1998) (Fig. 1) y activar o inactivar proteínas implicadas con la 
regulación de funciones fisiológicas en las neuronas. La duración de estas elevuciones está 
regulada por mecanismos que de manera activa o inactiva regresan la [Ca2+]c a sus niveles 
de reposo. 

En las neuronas, como en otros sistemas el Ca2+ se puede unir a proteínas efectoras (ej. 
canales iónicos), o a proteínas que fommn parte de una cascada de señalización (ej. la unión 
a calmodulina) (Swandulla y Zeilhofer, 1998). La diversidad de proteínas actirndas por el 
Ca2

+, permiten que el rango temporal de las acciones de este ión pueda ir desde la 
activación o inactivación de canales iónicos en la membrana plasmática, por unión directa 
de Ca2+ a sitios de reconocimiento (milisegundos) hasta la transcripción de proteínas por 
sus acciones sobre factores de transcripción a nivel nuclear (horas) (Santella y Carafoli. 
1997: Dolmetsch y cols., 1998, 2001) (Fig. 2). 
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Seftales de 
:M~~Úi;;.~fon d~ 

[Ca2+Jc 
500 .. JlM a 1 O µM 

Reposo 
[Ca2+]c 

lOOnM 

~~' ~ 
~ Remoción del Ca2+ 

citoplasmico 

Unión a protemas 
amortiguadoras 

·Procesos 
Fisiológicos 

Se.f1Sibles a Ca2+ 

Fig. 1. Proceso de regulación de la [Ca2'Jc. Esquema que representa que la activación de mecanismos de 
movilización de Ca2

' produce a su vez la activación de procesos fisiológicos sensibles a este ión, así como la 
activación de mecanismos que tienden a revertir estas súbitas elevaciones eitoplásmicas. 

En la membrana plasmática existen diversos tipos de canales que movilizan Ca2
+. Estos 

canales iónicos pueden ser altamente selectivos o bien del tipo de canales catiónicos no 
exclusivamente selectivos para este ión (Swandulla y Zeilhofer, 1998). Los canales de Ca2

+ 

pueden ser activados por diferentes señales. De acuerdo con este criterio, los canales 
pueden ser divididos en: 

A) Canales asociados a receptores que reconocen ligandos. 
Éstos pueden ser ionotrópicos o metabotrópicos. 

En las neuronas la principal fuente de Ca2
+ extracelular son canales asociados a receptores 

sensibles a glutamato, de los cuales los ionolrópicos se clasifican, por la composición de 
sus subunida<lcs, por las propiedades de los canales y por su afinidad a los siguientes 
fármacos en receptores sensibles a Alpha-amino-3-hidroxi-5-metilisoxazole-4-ácido 
propionico (AMPA), kainato y N-metil-d-Aspartato (NMDA) (Madde s 
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canales están formados por horno y heteroligomeros que al unirse fomian un poro iónico 
que permite el paso del Ca2

+ (Fig. 3). Los receptores ionotrópicos se encuentran en 
localizaciones pre y postsinápticas en el sistema nervioso y son responsables junto con 
otros canales ionotrópicos de los cambios en el potencial de membrana que ocurren como 
consecuencia de la transmisión sináptica. Su actividad en las neuronas depende e.le factores 
tales como la presencia y la concentración de glutamato en el espacio sináptico y de la 
cinética de activación y desensibilización del canal formado (Madden, 2002). 

Los receptores metabotrópicos de glutamato tienen siete dominios transmembranales y una 
región carboxilo terminal intracelular que les pennite la interacción con diversas proteínas 
y sistemas de señalización intracelular (Fig. 3). Se han dividido, de acuerdo con criterios 
basados en sus secuencias de aminoácidos, en las vías de transducción asociadas a su 
actividad y en su farmacología en los grupos I, JI y III. Los receptores pertenecientes al 
grnpo 1 activan a la fosfolipasa C e inducen la producción de diacil-glicerol e lnsP3, que a 
su vez induce la liberación de Ca2

+ de reservorios intracelulares. (Fig. 2, Fig. 3 ). Los tipos 
11 y 111 están asociados a la inactivación de la adenilato-ciclasa y en consecuencia a la 
disminución de la producción de AMP cíclico. (Coutinho y Knopfel, 2002). Los receptores 
metabotrópicos de glutamato del tipo I pueden localizarse en regiones pre y postsinápticas, 
en el sistema nervioso central; mientras que los tipos JI y III, tienen una localización 
presináptica. 

B) Canales asociados a sensores de voltaje. 
Este tipo de canales se activan, en las neuronas, por la despolarización subumbral o 
asociada a la activación de potenciales de acción y permiten el influjo de este ión. Como se 
verá más adelante el Ca2

+ que ingresa a la célula por este medio participa en diversos 
procesos de señalización. 

En general, los. canales de Ca2
+ sensibles a voltaje están formados por combinaciones de 4 

tipos de subunidades a, jJ, ó y y. La subunidad al contiene el poro iónico que define lns 
propiedades de conductividad y dependencia de voltaje de los canales formados. Hasta el 
momento, se han descrito 1 O subunidades a, divididas en 3 familias funcionales Car/. 
Ca12 y Ca1.J, asociadas, respectivamente, a la formación de canales tipo L. tipo N. P, Q, R 
y tipo T (Catterall. 2000) (Fig. 2). El resto de las unidades se denominan subunidadcs 
accesorias, la subunidad f3 es intracelular y se ha propuesto que tiene propiedades 
regulatorias sobre la dependencia de voltaje, la cinética de activación e inactivm.:ión de los 
canales, el número de canales que se abren por despolarización, la modulación por 
proteínas G y In afinidad por fármacos (Mitterdorfer y cols., 1998). El a26 es un complejo. 
In subunidad a2 es extracelular y se asocia con la 8 que está unida a la membrana, y la y es 
una glucoproteínu que no se encuentra en todos los canales dependientes de voltaje y que 
puede modular la dependencia de voltaje. 

Cada una de las subunidades tiene diferentes sitios de interacción con diversas proteínas 
intra y extracelulares, entre los cuales destacan sitios blanco para la fosforilación por 
proteínas cinasas tipo A y C (Catterall, 2000), proteínas G (Dolphin, 1999). sitios de unión 
para calmodulina (Ehlers y Augustine, 1999; Sencer y cols .. 2001 ), sitios de unión a 
proteinas del complejo SNARE (ver capítulo Ca2

+ y plasticidad neuronal y Fig. 2) y 
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receptores sensibles a ryanodina en el caso de los canales tipo L de músculo esquelético 
(Catterall, 2000): Estos sitios 'de interacción' alostéricarepresentan sitios potenciales de 
modulación de la actividad de los canales dependiente de voltaje, 

Canales tipo L. Una de las características distintivas de este tipo de canales es su 
sensibilidad a las dihidropiridinas. En las neuronas, los canales tipo L pueden estar 
formados por subunidades Cavl.2 (alC) y Cavl.3 (a.ID). Estos subtipos de canales L 
difieren en su umbral de activación que es de alrededor de -35 mV para el Cav 1.2 y de -45 
111 V para el Cav 1.3, y en su sensibilidad a dihidropiridinas siendo el Cav 1.2 
aproximadamente 1 O veces más sensible a este tipo de fármacos comparado con el Cav 1.3 
cuya sensibilidad se encuentra en el rango micromolar (Koschak y cols .. 2001). Estos 
canales no se inactivan por voltaje. 
Canales tipo N. Estos canales están formados por la subunidad Cav2.2 (a 1 B) y son 
sensibles a o>-conotoxina GVIA. El potencial de activación de los canales tipo N se 
encuentra por arriba de -20 mV. Y la 't' para su inactivación por voltaje es mayor a 40 ms, 
por lo que se dice que su inactivación es intermedia. 
Canales tipo P/Q. Estos canales están formados por la subunidad Cav2. l (a 1 A) y tienen 
una subunidad .y. Son sensibles a ro-agatoxina y su umbral de .. activación es de ulrededor de 
-25 mV. Los canales tipo Q tienen una inactivación por voltaje intermedia, mientras que 
los P no se inuctivan por voltaje. 
Canales tipo R. Estos canales están fom1ados por la sub.uní.dad Cav2.3 (a 1 E) y no se 
conoce ningún fármaco que module su actividad de manera específica. Su umbral de 
activación se encuentra alrededor de los -35 mV. La 't' para la inactivación de estos canales 
es rápida. entre 20-30 ms. 
Canales tipo T. Estos canales pueden estar formados··de las subunides Ca\'3.1 (alG), 
Cav3.2 (alH) o Cav3.3 (al 1). Son considerados de bajo umbral pues se activan en 
potenciales por arriba de -70mV. La 't' para la inactivación de estos canales es rüpida, entre 
20-40 ms. 

C) Canales asociados a señales reguladas por el vaciamiento de almacenes 
intracelulares. 
Los canales activados por vaciamiento (SOC- store operated channels) son canales que 
tienen una gran permeabilidad al Ca2

+ y permiten el relleno del RE (Berridge. 1996; 
Cattcrall. 2000). No se conocen ni la identidad molecular de los canales implicados en el 
relleno del RE. ni los mecanismos responsables de este fenómeno, pero se ha demostrado 
una interacción funcional estrecha entre los receptores sensibles a inositol trifosfoto (Ma y 
cols .. 2000; Blakstone y Sheng, 2002) y canales análogos a los TRP de /)rosophiia. 
ubicados en la membrana plasmática, incluso se ha propuesto el acoplamientu fisico de 
ambas proteínas para formar un poro que permite el paso directo de iones Cu~- desde el 
espacio extracelular al RE (Parekh y Penner, 1997) (Fig. 4). 

14 



MEMBRANA 
PLASMATICA 

[ ····• •• ;::.J • .. : 
NfPQ : ~ 

,_.--->-...._ ~ . 2+ 
~a-

$ 
L =c.;::>+ ffeR_yaR 

i~ICa2tl RE 
NMDA ,.---......,. ~ 
~ BlnsP~ 

Glutamato ~. ' ' . J 
J!~ 

~ ICa~I 
: J> 

Kca~ 

Efectos nucleares 

IG!a~I • caM clnasa 11 
calclneurlna 

Facllltacl6n 
Potenciación, 

etc. . 

~ ... 
~ 

TraÍlscripciÓn de 
ge,o~s 

Efectos sináptlcos 

,, ?í:~iclnaiiil'c'' · · ;• 
Cd clnasa 11 
Calclneurfna 
Fosfatasa 1 

Fig. 2. Señalización dependiente de ce?' en neuronas. La liberación de neurotransmisores depende de la 
entrada de Ca2

+ por canales sensibles a voltaje del tipo N/PQ y la acción de este ión sobre proteínas sensibles 
a Ca2+, como las SNARE y calmodulina que están implicadas en la fusión y la liberación de vesfculas. La 
entrada de Ca2

' a través de canales sensibles a voltaje tipo L y de receptores a glutamato tipo NMDA o 
metabotrópicos tipo mGluR 1 produce la activación de protemas cinasas y fosfatasas implicadas en la 
regulación de la transcripción génica o de fenómenos de plasticidad sináptica como el L TP y el L TD. La 
entrada de Ca2

' o la activación de vías de seílalización en el interior celular pueden a su vez activar la 
liberación de Ca2

' de los receptores sensibles a ryanodina (RyaR) o a lnsP3 (lnsPJR), que participa en varios 
fenómenos de plasticidad neuronal. El Ca2

' puede también unirse a sitios de reconocimiento en canales 
iónicos de la membrana plasmática y activarlos o inactivarlos. 

Adicionalmente existen canales asociados a ligando que pem1iten la movili7..ación de Ca2+ 

que se almacena en compartimentos intracelulares. En la membrana del retículo 
endoplásmico existen al menos 2 tipos de receptores-canal sensibles a ligando que liberan 
grandes cantidades de Ca2

+ al citoplasma, estos se denominan receptores sensibles a 
inosilol /rifmfato (InsP3) y receptores sensibles a ryanodina. 

Receptores sensibles a lnsP; 

El ligando que activa estos canales -InsP3- es un producto de la hidrólisis del bifosfato de 
inositol (PIP2) de la membrdlla plasmática. Esta hidrólisis ocurre en respuesta a la 
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activación de· la fosfolipasa C como consecuencia de la umon de hormonas o 
neurotransmisores a receptores asociados a la activación de cadenas metabólicas mediadas 
por interacción con proteínas Gq (Fig. 3). Entre los neurotransmisores que acti\'nn la vía de 
sefialización de lnsP3 se encuentran receptores sensibles a glutamato (mGlul), a acetilcolina 
(m 1 y m3), a serotonina (2 y lC) y receptores purinérgicos (P2). 

Se han descrito 5 isoformas de canales sensibles a InsP3 de las cuales la I y la 11 I son muy 
abundantes en el sistema nervioso, todas movilizan Ca2

+, pero difieren en aspectos como su 
sensibilidad a este ión. El receptor de InsP3 esta formado por 4 subunidades cuya unión 
forma un poro iónico, cada subunidad tiene sitios de unión para InsP3 (Carafoli y cols., 
2001). La activación del receptor requiere de la activación cooperativa de al menos 3 
subunidades. Estas subunidades presentan varios sitios de modulación (sitios de unión a 
calmodulina, ATP, sitios susceptibles de fosforilación y sitios de unión para Ca2

-). El Ca2
+ 

en el lumen de RE estimula la apertura del canal, mientras que la [Ca2+] citoplásmica puede 
tener efectos de desensibilización o activación del canal dependiendo principalmente del 
tipo celular. La sensibilidad del canal por Ca2

+ en el subtipo I tiene forma de campana con 
un máximo alrededor de los 200 nM. El ATP estimula la activación del canal, mientras que 
la calmodulina puede tener efectos facilitatorios o inhibitorios dependientes de su 
interacción con cinasas o fosfatasas que modulan al canal (Markin y Bezprozrnnny, 1998; 
Carafoli y col s. 2001 ). 

El receptor de InsP_i es modulado negativamente por la heparina, xestospongina y 2-APB 
(Maruyama y cols., 1997; Carafoli y cols., 2001 ). Las adenofostinas son los únicos 
fármacos agonistas de este receptor hasta el momento (Takahashi y cols., 1993 ). 

Receptores sensibles a 1yanodi11a. 
Este tipo de canal liberador de Ca2

+ es sensible al alcaloide ryanodina aplicado i11 l'ilro, está 
constituido por 4 subunidades que al unirse forman un poro iónico cuyo ligando fisiológico 
puede ser el ADP ribosa cíclico (Berridge, 1996). Se han identificado J subtipos de 
receptores de ryanodina, todos están presentes en el sistema nervioso. Los receptores 
sensibles a ryanodina tienen sitios susceptibles de fosforilación por calmodulina cinasa 11 
que al activarse inhiben al canal, sitios para calmodulina que al ser actÍ\ ados en la 
presencia de concentraciones bajas de Ca2

+ activan al canal y en concentraciones altas lo 
inhiben. Asimismo, los receptores sensibles a ryanodina tienen sitios de unión de alta 
afinidad para el Ca2

+, que al ser activados por ejemplo por el influjo de Ca2+ cxtracelular. 
permiten la salida de este ión; a este fenómeno se le conoce como liberación de Ca2

+ 

inducida por Ca2
+ (Berridge, 1996; Verkhratsky y Shmigol, 1996; Cochilla y Al IOrd, 1998; 

Usachev y Thayer, 1999) (Fig. J). 

Los receptores sensibles a ryanodina son inhibidos farmacológica mente por eL alcaloide, 
ryanodina en concentraciones mayores a 1 O ~tM (Carafoli y cols., 2001 ), rojo de rutenio, 
dantroleno; y activados por cafeína y ryanodina en bajas concentraciones (rango nM). 
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Fig. 3. Receptores liberadores de Ce/' en el RE. Arriba. Esquema que representa la activación de los 
receptores/canal sensibles a ryanodina (RyaR) y los sensibles a lnsP3 (InsP3R) en el RE. La activación de 
algunos receptores metabotrópicos induce la producción de lnsP3, que activa al lnsP3R e produce la liberación 
de Ca2

+ al citoplasma. Asimismo, debido a que los canales liberadores del RE tienen sitios de alta afinidad 
para Ca2

', la elevación de la [Ca2 +]c por influjo a través de canales ionotrópicos o sensibles a voltaje, as! 
como por la liberación de canales intracelulares vecinos aumentan la liberación de este ión al citoplasma, este 
fenómeno se conoce como liberación de Ca2

' inducida por Ca2
'. Ambos tipos de receptores pueden ser 

modulados por la interacción con diversas protelnas que se encuentran en el lumen del RE o en el citoplasma 
(Homcr, calmodulina). Algunas de las proteínas que modulan a los RyaR y a los lnsP3R. como la 
calmodulina (calmodulina) son sensibles a Ca2

'. Abajo. Ejemplo de la amplificación de las elevaciones por 
inllujo de Ca2

+ asociadas a trenes de potenciales de acción de baja frecuencia, a estas seilales se suman 
elevaciones de Ca2

' provocadas por la liberación de este ión cuando la célula es estimulada con alta 
frecuencia (frecuencia definida por el número de potenciales de acción, AP, inducidos en un mismo periodo). 
Modificada de Thaycr y cols., 2002. 
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Lo anterior significa que en las neuronas el Ca2+ puede movilizarse al citoplasma desde el 
espacio extracelular a través de diversos tipos de canales en la membrana plasmática y 
desde el RE por la activación de receptores/canal. La actividad de los canales liberadores de 
RE permite amplificar señales a través de la acción de un mecanismo dependiente de la 
liberación controlada de Ca2+ al espacio citoplásmico (Fig. 3 abajo). 

Como se muestra en la figura 1, la duración y la magnitud de las elevaciones de Ca2+ son 
reguladas a través de mecanismos que activa o pasivamente revierten los niveles de este ión 
a valores de reposo en el citoplasma. Estos mecanismos dependen del transporte activo, en 
contra de gradiente electroquímico o de la neutralización del Ca2+ libre (Shull, 2000). En la 
membrana plasmática, las elevaciones moderadas de la [Ca2+]c activan una ATPasa 
(PMCA) que une Ca2+ con alta afinidad y lo transporta fuera de la célula. Las elevaciones 
mayores de la [Ca2+lc. producidas por estimulación de alta intensidad, activan además un 
intercambiador Na+/Ca2+, sensible a voltaje que aprovechando el gradiente de Na+, une Ca2+ 
con baja afinidad y lo transporta en contra de gradiente hasta restablecer los niveles basales 
de este ión en el citoplasma (Thayer y cols., 2002) (Fig. 4). 

El exceso de Ca2+ citoplásmico se almacena además en el RE y la mitocondria (Figs. 3 y 4). 
La concentración que se almacena en ambos reservorios es de alrededor de 100 µM 
(Blackstone y Sheng, 2002). El mecanismo de almacenaje en el RE depende de la 
activación de una ATPasa (SERCA) que une a este ión con alta afinidad y lo internaliza 
(Fig. 4); mientras que en la mitocondria, el Ca2+ es internalizado por un acarreador tipo 
unT+ortador dependiente del potencial protonmotríz, que une Ca2+ con baja afinidad; este 
Ca+ es liberado lentamente de la mitocondria por la acción de un intercambiador Na+/ 
Ca2+, disminuyendo así la amplitud de las señales de Caz+ en el citoplasma, pero alargando 
su duración (Babcock y cols., 1997; Schull, 2000; Thayer y cols., 2002) (Fig. 5). 

Adicionalmente, en el citoplasma y en el RE se encuentran una serie de proteínas que unen 
Ca2+ (CaBP) y que controlan la difusión y concentración de Ca2+ libre, reduciendo la 
amplitud de las señales de Ca2+ y modificando su cinética de decaimiento. Por su 
abundancia en algunas regiones de las neuronas, como las terminales, una alta proporción 
del Ca2

+ libre es disminuido por unión a estas proteínas que pueden funcionar como 
amortiguadoras (Fig. 4). El campo de las CaBP no ha sido muy estudiado, mucha de la 
infomrnción se restringe a su identificación: así se ha determinado que varias presentan en 
su estructura un motivo EF que une Ca2+. Se ha descrito una gran cantidad, entre las más 
sobresalientes se encuentran: calmodulina, gelsoína, parvalbúmina, calpaína, S 100 y 
calbindina. Algunas de las CaBP'S tienen funciones catalíticas descritas, entre las cuales se 
encuentra la activación de canales permeables a Ca2+ como el sensible a InsP3• (Meldolesi y 
Pozzan, 1998; Bootman y cols., 2002; Sabatini y cols., 2002) (Fig. 3). Tampoco se tiene 
mucha información acerca de los factores que regulan a estas proteínas; sin embargo se han 
encontrado alteraciones en su expresión correlacionadas con alteraciones en la transmisión 
sináptica y ncurotoxicidad (Palccek y cols., 1999; Thayer y cols., 2002). 
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Fig. 4. Mecanismos de remoción de ca2· citoplásmico. Mecanismos que disminuyen la [Ca2'Jc, provocada por 
el influjo o la liberación intracelular de este ión. En la membrana plasmática se muestran la ATPasa PMCA y 
el intercambiador Na'/ Ca2

' que extruyen el Ca2
' de la célula, en contra de su gradiente electroqulmico. En el 

ret[culo endoplásmico se representa a la A TPasa (SERCA) que intemaliz.a este ión y lo almacena unido a 
proteínas amortiguadoras (CaAP). Se muestra también la existencia de proteína~ amorti!,'lladoras CaBP en el 
citoplasma que unen el Ca2

', disminuyendo asl las concentraciones del ión libre. En la mitocondria se muestra 
el uniportador que intemaliza este ión, que después será lentamente liberado al citoplasma. Asimismo, se 
muestra el mecanismo propuesto para el relleno del RE con Ca2

'. Se ha propuesto que los canales de lnsP3 y 
los canales operados por el vaciamiento (SOC) de la membrana plasmática se acoplan (se sugiere que 
flsicamente) para fomiar un canal permeable a Ca2

', continuo desde la membrana plasmática y hasta el 
interior del RE. 

La interacción coordinada de las diversas entidades que movilizan Ca2
+ entre 

compartimentos a favor de su gradiente electroquímico y de los que mecanismos que 
revierten los incrementos en la [Ca2+]c., producen elevaciones citoplásmicas de este ión que 
pueden variar en dos dimensiones: amplitud y frecuencia. Así, en las neuronas como en 
otros sistemas, las señales de Ca2

+ se presenten en ocasiones en forma de "chispazos" muy 
breves y localizados, mientras que en otras se producen elevaciones de larga duración que 
pueden resultar en oscilaciones o marcas (Dolmetsch y cols., 1998; Markin y 
Bezprozvanny, 1998) (Fig. 5). 
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Intercelular 
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Fig. 5. Propagación de las señales de Ce?·. Esquema que representa las escalas espaciales y temporales de las 
seí'lales de Ca2

•·, promovidas por la interacción de canales liberadores en el retículo endoplásmico (RE). En el 
primer panel se observa la liberación de Ca2

' localizada en un receptor. Este tipo de liberación se denomina 
"chispazo" (1) y puede a su vez activar receptores cercanos (2). En el segundo panel se observa como este 
tipo de mecanismo puede generar una difusión en áreas grandes de la célula formando ondas intracelulares (3) 
que cuando son de gran amplitud pueden incluso propagarse a otras células a través de uniones comunicantes 
(4) como se muestra en el tercer panel. Modificada de 13erridge y cols., 2000. 

En las neuronas, debido a su polarización y a la especialización de sus compartimentos, los 
efectos de la movili,...ación de Ca2

+ son determinados por la concentración que este ión 
alcanza en los diferentes compartimentos. La conformación espacial de los compartimentos 
modifica la amplitud y la cinética de las movilizaciones de Ca2

+ debido a factores como la 
distribución diferencial de las proteínas que movilizan este ión, la concentración local de 
proteínas amortiguadoras, la cercanía entre los sitios de influjo o liberación de Ca2

+ y 
proteínas efectoras activadas por este ión, la concentración y la actividad de mecanismos de 
extrusión o almacenaje, así como la proporción superficie de membrana/volumen, que hace 
que movimientos de Ca2

+ iniciados por las mismas entidades moleculares tengan un 
impacto diferente, por ejemplo en las espinas dendríticas comparado con la región proximal 
de las dendritas o el soma, modificando la capacidad de integración de las señales iniciadas 
por los incrementos de Ca2

+ (Korkotian y Sega!., 1998; Blackstonc y Sheng, 2002; Delmas 
y Brown, 2002; HolthofTy cols., 2002; Sabatini y cols., 2002; Simon y cols., 2003). 
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El Ca2+ y la plasticidad neuronal 

En los últimos años, la tecnología para el estudio de los movimientos de Ca2
+ ha hecho 

posible relacionar varios tipos de eventos fisiológicos con la regulación de las 
concentraciones de este ión en el citoplasma, y describir así la participación de proteínas 
implicadas en los movimientos de Ca2+ con diferentes funciones en las neuronas, entre las 
cuales destacan eventos de plasticidad neuronal dependientes de actividad, que se definen 
como cambios en la transmisión de información entre neuronas provocados por los patrones 
de actividad precedentes que pueden durar desde milisegundos hasta semanas (1-lanse y 
Konncrt, 1998). 

Relacionados con los incrementos en la [Ca2+]c se han descrito fenómenos de plasticidad a 
corto y largo plazo que implican cambios en mecanismos relacionados con: a) la liberación 
de neurotransmisores (Mathews, 1996; Scheggenburger y Neher, 2000), b) excitabilidad de 
las neuronas pre o postsinápticas en un circuito (Hanse y Konnert, 1998), c) transcripción 
de genes (Dolmescht y cols., 1998; Sherf y Carew, 2002), así como d) morfología y 
conectividad entre neuronas {Lilscher y cols., 2000) (ver Fig. 2). A continuación se 
presentan ejemplos de fenómenos plásticos neuronales, relacionados con estos diversos 
procesos fisiológicos definidos por las propiedades de especificidad, convergencia y las 
variaciones en la temporalidad de la señalización por Ca2+. 

a) Liberación de neurotransmisores. La despolarización de las terminales sinápticas por la 
propagación de potenciales de acción produce la entrada de Ca2+ a través de canales 
dependientes de voltaje tipo N y P/Q ubicados en las mismas (Llinas y cols., 1981; Llinas y 
cols., 1992; Hillyard y cols., 1992; Forti y cols., 2000; Schneggenburger y Neher, 2000; 
Ryan y Reutcr, 2001) (Fig. 2), así como la liberación de este ión desde reservorios 
intracelulares por activación del receptor de ryanodina (Llano y cols., 2000) (Fig. 2). 

En condiciones de baja estimulación, la elevación en la [Ca2+] en las terminales es 
rápidamente revertida por extrusión, almacenaje en reservorios intracelulares o unión a 
proteínas amortiguadoras (Schneggcnburger y Nchcr, 2000; Ryan y Rcuter, 2001). En 
cambio, la despolarización continua de las terminales, produce elevaciones de [Ca2+] de 
larga duración en las terminales, debido al aporte de Ca2+ de cada potencial de acción, a 
modificaciones en la forma del potencial de acción, que producen influjos mayores de este 
ión y a la facilitación de corrientes de Ca2

+ por la actividad repetitiva (Felmy y cols., 2003). 
Estas elevaciones de larga duración en la [Ca2+]c pueden ser mantenidas además por la 
liberación de reservorios intracelulares (l-lanse y Konnert, 1998) (Fig. 68), disminución de 
la actividad de intercambiadorcs que disminuyen los niveles citoplásmicos de este ión que 
ocurre como consecuencia del incremento de [Na+] en las terminales (Mulkey y Zucker, 
1992), y a la saturación de proteínas amortiguadoras (Felmy y cols., 2003). 

La presencia prolongada de altas [Ca2l en las terminales por actividad celular repetitiva, 
modifica la liberación de neurotransmisores. Ya que al menos un tipo de fusión vesicular y 
los procesos de liberación dependen de la unión de Ca2+ a un conjunto de proteínas 
acopladoras que se conocen como receptores de unión al factor soluble, sensible a N-
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metilmalimida-SNARE, entre las cuales destacan la sintaxina, sinaptobrevina, y snap-25, 
además de fosfatasas, calmodulina y una ATPasa de protones (Macker y cols., 2002; Rettig 
y Neher, 2002). Las elevaciones de Ca2

• prolongadas afectan también la endocitosis y la 
disponibilidad de vesículas "listas para liberarse"; a través de mecanismos dependientes del 
influjo de Ca2+ extracelular, de la actividad de calmodulina o de la liberación de Ca2+ del 
RE (Katz y Miledi, 1968; Katz y Miledi, 1979; Ditmann y Regehr, 1998; Sankaranarayanan 
y Ryan, 2000; Sakaba y Nehcr, 2001; Kuromi y Kidokoro, 2002; Rcttig y Ncher, 2002; 
Rosenmund y cols., 2002). La velocidad y la duración de los cambios plásticos 
relacionados con la liberación de neurotransmisores varía de segundos como en el caso de 
la facilitación, posiblemente mediada por la unión de Ca2+ a proteínas del complejo 
SNARE (Zucker, 1999) a centenas de segundos o minutos como en la depresión sináptica, 
la aumentación y Ja potenciación postetánica, mediadas por la activación de calmodulina 
cinasa 11, liberación de Ca2+ del retículo endoplásmico y la mitocondria o la inactivación de 
intercambiadores Na+/Ca2+ (Mulkcy y Zucker, 1992; Tang y Zucker, 1997; Hanse y 
Konnert, 1998; Zuckcr, 1999; Scheggenburgcr, Sakaba y Neher, 2002). 

b) .t..xcitabilidad neuronal. A nivel postsináptico existen ejemplos en los que la 
concentración y la dinámica de los movimientos de Ca2

+ regulan fenómenos de plasticidad 
que afectan la excitabilidad de las neuronas tales como la potenciación a largo plazo (L TP) 
y la depresión a largo plazo (L TD) (ver Fig. 2). 

A pesar de que el efecto en la actividad sináptica de la L TD y la L TP son contrarios, 
dependiendo de factores como el nivel de actividad de las células así como de la cinética de 
las vías de señalización por Ca2+ activadas, ambos fenómenos se pueden iniciar en una 
misma célula por la activación de receptores tipo NMDA, tipo AMPA (Ross y Soltesz, 
2001), canales de Ca2

+ tipo Lo receptores mGlu l (Wang y Kelly, 1997; Hanse y Konnert, 
1998; Morishita y cols., 2001; Faas y cols., 2002). Así, la LTP dependiente de NMDA 
requiere que la membrana plasmática se encuentre despolarizada (lo que incrementa el 
influjo de Ca2

+ por la remoción del bloqueo inducido por Mgl (Sabatini y cols., 2002) y se 
asocia con elevaciones de Ca2

+ de gran amplitud y corta duración (Yang y cols., 1999). 
Mientras que la LTD dependiente de NMDA se induce cuando la membrana se encuentra 
en reposo y se asocia con elevaciones de menor amplitud y larga duración (Yang y cols., 
1999). La cinética y temporalidad de las elevaciones de Ca2+ asociadas a uno y otro 
fenómeno, corresponden con las cinéticas de activación de las cinasas tipo C y la 
calmodulina cinasa tipo 11 (calmodulina cinasa II) responsables de la L TP; y las fosfatasas 
calcineurina y la fosfatasa 1 responsables de la L TD, respectivamente (Wang y Kelly, 1997; 
Yang y cols., 1999; Morishita y cols., 2001; Wang y cols., 2003). 

e) Transcripción de genes. En varias sinapsis se ha demostrado que la activación de 
fenómenos ele plasticidad sináptica, como la facilitación a largo plazo, requieren la síntesis 
de ARNm y la expresión de proteínas, iniciadas por señales de Ca2+ en diferentes regiones 
de las neuronas (Sherf y Carew, 2002). Los movimientos de Ca2+ pueden modificar la 
transcripción de genes específicos entre los que destacan bombas de Ca2+ y receptores 
sensibles a lnsP3, (Kuo y cols., 1997) así como genes relacionados con la plasticidad 
neuronal (Sheng, 1991; Santella y Carafoli, 1997; Dolmetsch y cols., 1998). El origen de 
los movimientos de Ca2

+ asociados a los mecanismos que modulan la transcripción son 
variados; se ha descrito que la liberación de Ca2+ del RE así como su influjo por la 
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actividad del canal de Ca2+ tipo L pueden iniciarla (Kuo y cols., 1997; Tao y cols., 2002). 
Asimismo, la calmodulina cinasa 11 puede entrar al núcleo y fosforilar residuos específicos 
o proteínas que se unen a secuencias que responden a la señalización dependiente de Ca2

+ y 
que participan en la inducción o mantenimiento de fenómenos plásticos como la L TP y la 
L TO (Sheng, 1991; Cammarota y cols., 2002; Tao y cols., 2002). (Fig. 2). 

c) Morfología y conectividad. Los cambios en la excitabilidad neuronal, en algunos casos, 
implican cambios morfológicos en la estructura sináptica que permiten la expresión de 
nuevas proteínas y modificaciones en la función de las ya existentes. De esta forma, la 
inducción de la L TP, la activación continua de receptores de NMDA, así como la liberación 
de Ca2+ dependiente de los receptores sensibles a ryanodina inducen cambios en la 
morfología, tales como crecimiento del árbol dendrítico y en la proporción de RE en las 
espinas (Harris, 1999). Estos can1bios pueden presentarse con diferentes escalas temporales 
en la fonna de incrementos en el número de densidades postsinápticas en una misma espina 
dendrítica, la división en dos puntos de contacto de las espinas, así como la fonnación de 
nuevas espinas dendríticas (Cammarota y cols., 2002). La reorganización permite por 
ejemplo, la translocación de receptores tipo AMP A a la membrana plasmática por 
inducción de la L TP (Liischer y cols., 2000) o bien modificaciones en las interacciones 
entre receptores localizados en las membranas plasmática y en el RE, respectivamente 
(Delmas y Brown, 2002). 

Los mecanismos moleculares asociados a cambios morfológicos coinciden con los 
mecanismos que inducen cambios en la excitabilidad neuronal, ya que se ha observado por 
ejemplo que la activación de receptores NMDA asociada a la coactivación de calcineurina 
(fenómenos que ocurren por la activación de la L TD) produce la retracción de las espinas 
dendríticas (Lüscher y cols., 2000) y que la activación de la calmodulina cinasa lI 13 es 
responsable de la fom1ación y alargamiento de dendritas así como de su movilidad 
(Vaillant y cols., 2002; Fink y cols., 2003). Las modificaciones en la morfología dendrítica 
pueden influenciar la integración de señales de Ca2

+, ya que se ha demostrado que la 
movilización de este ión desde rcservorios intracelulares es distinta para las dendritas y las 
espinas dendríticas, y que el grado de independencia de la movilización en espinas depende 
del grosor del cuello dendrítico (Korkotian y Sega!, 1998). 
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Patrones de actividad neuronal mediados por Ca2
+ 

Como se puede deducir de los ejemplos anteriores, la actividad de canales dependientes de 
voltaje permeables a Ca2

+ permite la transducción de señales eléctricas de la membrana 
plasmática en señales químicas que inician diversos procesos controlados por la excitación 
neuronal. Las propiedades de activación e inactivación lenta o rápida de los canales de Ca2+ 

sensibles a voltaje, modifican la duración, así como la amplitud de los cambios en los 
potenciales de membrana iniciados por la despolarización o la hiperpolarización y pueden 
amplificar las señales de Ca2+ asociadas a la activación de procesos fisiológicos. 

La interacción de los canales dependientes de voltaje, permeables a Ca2
+, con otros canales 

iónicos dependientes de voltaje y con canales activados por la liberación de factores 
químicos de otras células del sistema nervioso, aunado a la activación de vías de 
señalización intracelular (independientes y dependientes de Ca2+) determinan la activación 
de patrones de actividad neuronal. Éstos son específicos de cada tipo neuronal ya que 
dependen de su composición de canales iónicos así como de las asociaciones de sus vías de 
transducción intracelular. 

Mediados por la activación de conductancias de Ca2+ y la modulación de vías de 
señalización dependientes de este ión se han descrito diversos patrones de actividad 
neuronal, tales como la actividad rítmica en la oliva inferior, que consiste en periodos de 
hiperpolarización seguidos por periodos de despolarización acompañada de potenciales de 
acción. Este patrón está controlado por un lado por el incremento en la actividad de canales 
de K+ dependientes de Ca2+, responsables de la hiperpolarización que sigue a cada 
potencial, y por otro por la activación de un potencial de rebote mediado por canales de 
Ca2

+ tipo T que produce una despolarización de magnitud suficiente para activar 
potenciales de acción (Llinas, 1988). 

El arreglo de conductancias iónicas específicas de cada tipo neuronal y sus interacciones 
con vías de señalización intracelular puede modificarse dependiendo de las condiciones de 
estimulación a las que la neurona está o ha estado sometida. Así, la activación de patrones 
de actividad específicos permite a la célula una gran variabilidad de respuestas plásticas. 
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Potenciales de meseta y windup. 

Dentro de los fenómenos de plasticidad neuronal en los que está implicado el Ca2
+, en el 

presente proyecto nos hemos interesado en estudiar a los potenciales de meseta, que son un 
tipo de patrón de actividad que en el sistema nervioso se presenta en la médula espinal, 
(Fig. 6A), así como en el cerebelo, el estriado, el núcleo del trigémino, el hipocampo y la 
corteza cerebral (Misgeld y cols., 1986; Hounsgaard y Mintz, 1988, Llinas, 1988; 
Hounsgaard y Kjaerulff, 1992; Russo y Hounsgaard, 1996; Del negro y cols., 1999; Alberi 
y cols., 2000; Genet y Delord, 2002; Lo y Erzurumlu, 2002). 

Los potenciales de meseta se activan por estimu!ación despolarizante constante, ya sea por 
la activación de las aferentes excitatorias de las neuronas que los presentan o in vitro por la 
inyección de un pulso de corriente despolarizante. La respuesta de las neuronas que 
presentan potenciales de meseta a este tipo de estimulación consiste en una despolarización 
que crece gradualmente en amplitud hasta formar una meseta, que produce en consecuencia 
una aceleración de la descarga neuronal (Urban y Dray, 1992; Jeftinija y Urban, 1994; 
Russo y Hounsgaard, 1994) (Fig. 6B). En ocasiones, dependiendo de su magnitud, la 
despolarización y la descarga neuronal asociadas a la activación de los potenciales de 
meseta pueden permanecer segundos después de que la estimulación ha terminado 
(postdcspolarización y postdescarga), de esta forma los potenciales de meseta amplifican no 
solo la magnitud sino también la duración de las despolarizaciones asociadas a la 
estimulación aferente (Svirkis y Hounsgaard, 1997; Homby y cols., 2003) (Fig. 10). 

En las astas dorsales (laminas 11 y V) y ventrales (lámina IX) de las regiones cervical y 
lumbar de la médula espinal, una población de aproximadamente 80% de las neuronas tanto 
principales como intemeuronas, presentan potenciales de meseta. Este tipo de patrón de 
actividad se preserva en motoneuronas de individuos adultos de varias especies animales: 
gato (Hounsgaard y cols., 1984), tortuga (Hounsgaard y Mintz, 1988; Hounsgaard y 
Kjaerulff, 1992) (Fig. 6B), rata (Morriset y Nagy, 1999), ratón (Carlin y cols., 2000), rana 
(Perrier y Hounsgaard, 2000) y se ha reportado un tipo de patrón equivalente en humanos 
(Gorassini y cols., 2002) (Fig. 6C). 

La activación o la terminación de los potenciales de meseta esta controlada por estímulos 
que producen un cambio en el potencial de membrana (Hounsgaard y Kiehn, 1985). Esto 
determina la transición de la actividad basal de las neuronas entre dos estados estables 
(biestabilidad). En uno de estos estados, el más hipcrpolarizado, la cstimulación aferente 
despolarizante o pulsos de corriente equivalentes inician el disparo de potenciales de acción 
que eventualmente se adaptan; mientras que en el otro, el más despolarizado, la misma 
estimulación produce disparo continuo que se acelera gradualmente, y que puede 
permanecer aún después de finalizada la estimulación. La activación de potenciales de 
meseta tiene como consecuencia la aceleración de la frecuencia de disparo, mientras que su 
terminación por hiperpolarización celular o por la estimulación de fibras que producen 
potenciales postsinápticos inhibitorios mediados por la actividad de receptores GABAB y 
glicinérgicos (fibras Ac'i) se asocian al patrón de adaptación del disparo celular (Hounsgaard 
y Kiehn, 1985; Jeftinija y Urban, 1994; Russo y Hounsgaard l 996a; Russo y cols., 1998; 
Sandkilhler y cols., 1997). 
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Fig. 6. Polenciales de mese/a. A) Organi7..ación de la médula espinal. La región dorsal de la médula 
espinal es la región sensorial, donde ingresan afcrencias provenientes de los músculos y la piel. La 
región ventral, es la región motora de donde surgen fibras eferentes que controlan la actividad 
muscular. La médula espinal está dividida por criterios morfológicos en 10 láminas, de las cuales la 
11, V y IX (núcleos motores medial y lateral; sección derecha en el esquema) presentan potenciales 
de meseta. B) Activación de potenciales de meseta inducidos por la inyección de corriente 
despolari:mnte intracelular. La aplicación de un pulso de corriente constante (tercer trazo) produce 
una despolarización creciente en el potencial de membrana (primer trazo) y aceleración de la 
frecuencia de disparo hacia el final del pulso. Este fenómeno no depende de la actividad de canales 
de Na\ ya que persiste en la presencia de lTX (segundo trazo). C) Registro de electromiograma en 
humanos asociado al reclutamiento de fuerza muscular voluntaria. Como se puede observar la 
cinética de este tipo de actividad es similar a la de los potenciales de meseta (comparar con B). En 
el acercamiento se observa el reclutamiento gradual de fuerza muscular que se inicia por la 
activación "umbral" del fenómeno (modificada de Collins y cols., 2002). 
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Como consecuencia de la activación de los potenciales de meseta algunas células presentan 
además windup. Este fenómeno consiste en incrementos sucesivos de las respuestas 
características a la estimulación despolarizante en células que presentan potenciales de 
meseta. El fenómeno se produce por la estimulación repetitiva con estímulos 
despolarizantes idénticos. El incremento en la respuesta consiste en aumentos en el número 
de espigas que se producen por cada estimulación, como consecuencia de la potenciación 
sucesiva de la despolarización asociada al potencial de meseta (Fig. 7 A y D). El windup se 
puede producir por la activación repetitiva de fibras aferentes del tipo e (0.5-2 cps por 20-
30 seg.) o por estimulación con pulsos de corriente despolarizante equivalentes (Jeftinija y 
Urban, 1994; Russo y Hounsgaard, 1996a; Hornby y cols., 2003). Este fenómeno fue 
inicialmente descrito por Mendell (1966) en las células de las astas dorsales de mamíferos 
in vivo; por la estimulación repetida de fibras aferentes primarias C. 

La función fisiológica de los potenciales de meseta y el windup varia dependiendo de la 
organización de las redes neuronales en las que se encuentran inmersas las neuronas que 
presentan esos fenómenos. En diversos sistemas se les ha involucrado con la generación de 
ritmicidad asociada a funciones respiratorias o locomoción (Harris-Warrick, 2002). En las 
motoneuronas, la activación de estos fenómenos optimiza la relación entre la entrada 
sináptica y la fuerza de la contracción muscular, ligada a la actividad de las motoneuronas 
(Fig. 6C) (Collins, 2002; Hounsgaard, 2002). Y de hecho, recientemente se les ha 
relacionado con funciones de reclutamiento de fuerza muscular debida a la estimulación 
repetida de aferentes musculares en humanos, gracias al incremento en la excitabilidad de 
las unidades motoras (Bcnnett y cols., 2001; Gorassini y cols., 2001; Collins, 2002) (Fig. 
6C; 7C). Por esta razón se ha propuesto que los potenciales de meseta, que mantienen a la 
neurona disparando por periodos de tiempo que pueden alargarse más allá de la 
estimulación (Fig. JO), favorecen la actividad muscular tónica versus la actividad fásica que 
estaria ligada al patrón de disparo que se adapta (Collins y cols., 2002; Hounsgaard, 2002 y 
Derjean y cols., 2003). En las neuronas sensoriales la activación del windup modifica el 
umbral y la latencia de respuesta de las neuronas de las astas dorsales, lo que influencia las 
características de los campos receptivos {Li, y cols., 1999; Derjean y cols., 2003) (Fig. 70). 

Los potenciales de meseta y el windup se han asociado también a condiciones en las que las 
neuronas sensoriales o motoras presentan actividad persistente que puede ser aguda como 
en los fenómenos de sensibilización central iniciados por la estimulación sensorial (Woolf, 
1996; Li, y cols., 1999; Herrero, y cols., 2000) o en los patrones de actividad locomotora 
repetitivos (Bennett y col s., 2001 ). Y con formas crónicas de actividad persistente, como 
fenómenos de espasticidad provocados por lesiones de la médula espinal (Bennett y cols., 
1998; Bennctt y cols., 2001; Homby y cols., 2003) (ver Fig. 68) o casos de persistencia de 
sensaciones asociadas a fenómenos de hiperalgesia en animales o de padecimientos de 
dolor crónico en humanos (Li, y cols., 1999; Herrero y cols., 2000; Staud y cols., 2001). 
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Fig. 7. Wind11p. A) La estimulación repetitiva con pulsos depolarizantes intracelulares, a frecuencias de 
alrededor de 0.5 cps produce un incremento gradual en el ní1mcro de potenciales de acción acompailado 
de una despolarización creciente en respuesta a pulsos de corriente sucesivos. B) Se observa el mismo 
patrón que en A) pero rcgistrndo con un clcctromiograma en tres diferentes .!,'nlpos musculares de 
humano. C) Se observa nuevamente en el humano que la activación del windup es dependiente de la 
duración (ms=mscg) (arriba) y de la frecuencia de estimulación (Hz=cps) (abajo). D) Se observa la 
influencia del wi11d11p en el procesamiento de información aferente. En el primer trazo, respuesta de una 
célula a pulsos subumbralcs repetitivos de corriente despolarizante, en el segundo se suma la 
estimulación también subumbral de las aferentes de las raíces dorsales y se activa el windup, el efecto 
es mayor en una segunda estimulación. Modificadas de Russo y Hounsgaard, 1996; Hornby y cols., 
2003. 
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Como ya se menciono, además de la médula espinal, los potenciales de meseta se han 
descrito en otras regiones del sistema nervioso central como el núcleo del trigémino, el 
hipocampo, el cerebelo y la corteza cerebral (Llinas, 1988; Del negro y cols., 1999; Alberi 
y cols., 2000; Lo y Erzurumlu, 2002). En estas otras regiones los potenciales de meseta 
deben conservar su función de amplificar la relación entre la entrada sináptiea y la 
magnitud de la respuesta de las neuronas que los presentan, teniendo implicaciones para las 
funciones fisiológicas asociadas a la actividad de estas áreas del sistema nervioso. 
Adicionalmente, con características propias para cada tejido, los potenciales de meseta se 
han descrito asociados a la regulación de la excitabilidad en células cardiacas (Coraboeuf, 
1976) y a la regulación de la liberación de insulina en el páncreas (Pressel y Misler, 1991 ). 

Respecto de los mecanismos celulares que producen los potenciales de meseta y el windup 
en motoneuronas, se conoce que dependen de la apertura de canales de Ca2

+ tipo L; pues la 
activación farmacológica de los mismos con Bay K 8644 los promueve, mientras que la 
aplicación de nifedipina, un bloqueador de canales L los inhibe (Sah, 1990; Russo y 
Hounsgaard, 1994) (Fig. 88, 9C). Los potenciales de meseta se activan alrededor de los -45 
mV y son sensibles a concentraciones en el rango micromolar de Bay K 8644, estas 
características sugieren que los canales L responsables de los potenciales de meseta están 
formados por la subunidad a 1 D (Xu y Lipscombe 2001; Koschak et al. 2001; Perrier y 
cols., 2002). Asimismo, evidencia anatómica reciente muestra que esta subunidad se 
localiza abundantemente en las dendritas y soma de las motoneuronas (Perrier y cols., 
2002; Simon y cols., 2003); donde se ha propuesto que se integran los potenciales de 
meseta (Delgado-Lezama, R. y cols., 1999). Las cinéticas de inactivación de los canales 
tipo L son muy lentas, lo que los hace buenos candidatos para ser responsables de las 
corrientes persistentes que subyacen a los potenciales de meseta (Fig. 9C). 

Los mecanismos para la producción de potenciales de meseta y el windup dependen de la 
facilitación de las corrientes mediadas por canales tipo L. Esta facilitación consiste en 
incrementos en la cantidad de corriente registrada por despolarización del potencial de 
membrana; así como incrementos en la cantidad de corriente y disminuciones del umbral y 
de la latencia para la activación de las mismas, por la repetición de la estimulación (Russo y 
Hounsgaard, 1996; Svirkis y Hounsgaard, 1997; Bennet y cols., 1998) (Fig. 9). El 
fenómeno no se debe a una despolarización acumulativa, ya que como se observa en la 
figuras 7 y 8, después de cada cstimulación el potencial de membrana puede regresar a sus 
niveles de reposo y la corriente no permanece activa en el intervalo entre estímulos (Fig. 9). 
La facilitación del canal L en las motoneuronas puede estar mediada por algún mecanismo 
dependiente del cambio conformacional del canal, promovido por la despolari?..ación y 
probablemente dependiente de la fosforilación del canal (You y cols., 1995), que disminuye 
su sensibilidad a la inhibición y favorece la transición de los canales de un estado "reacio" a 
un estado "dispuesto". Este fenómeno se ha descrito en otros sistemas y se sabe que 
aumenta el número de canales que se activan por despolarización (Dolphin, 1999). 
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Fig. 8. Mecanismos moleculares respomables de los potencia/es de meseta y el windup. A) Efecto 
inhibitorio de la glicina sobre el windup, que se facilita por la aplicación del inhibidor de receptores 
glicinérgicos, estricnina. B) Dependencia de los potenciales de meseta y windup de la actividad de 
canales de Cai+ tipo L. El activador de estos canales, Bay K 8644 aplicado por 3 o 5 min facilita los 
potenciales de meseta y el windup, mientras que el bloqueador, nifedipina los inhibe. Modificadas 
de Russo y Hounsgaard, 1994 y Russo y cols., 1998. 

En algunas regiones del sistema nervioso se ha descrito que los potenciales de meseta se 
generan por la activación de conductancias de Na+ de lenta inactivación (Mittman y cols., 
1997; Del negro y cols., 1999) o por decrementos en las corrientes de K+ dependientes de 
Ca2+ (Mitgaard, 1992; Booth, y cols., 1997; Hsiao y cols., 1998), este no es el caso de la 
médula espinal, ya que los potenciales de meseta se presentan aún en la ausencia de Na+, en 
medios en los que este ión ha sido sustituido (Russo y Hounsgaard, 1994; Perrier y 
Hounsgaard, 1999) y evidencia reciente sugiere la participación de las corrientes de K+ 
dependientes de Ca2+ y otras corrientes de K+ en la determinación de periodos de 
ritmicidad, algunos de los cuales dependen de la activación y terminación de potenciales de 
meseta (Russo y Hounsgaard, 1996; Aoyagi y cols., 2002; Gcnet y Delord, 2002). 
Asimismo, se ha propuesto que la corriente de Ca2

+ responsable de los potenciales de 
meseta es mediada por canales catiónicos no específicos (CAN) (Kawasaki y cols., 1999; 
Morisset y Nagy, 1999), estos experimentos se han realizado en rata; mientras que en la 
tortuga se ha demostrado que las corrientes CAN no son responsables de los potenciales de 
meseta (Perrier y Hounsgaard, 1999). 

Por ser fenómenos asociados a la activación de una conductancia sensible a voltaje, y por 
las características de la facilitación de los canales tipo L, los potenciales de meseta y el 
windup son muy sensibles a factores como el nivel de despolarización del potencial de 
membrana (Fig. 9). Cuando la membrana está despolarizada, la latencia para la activación 
de los potenciales de meseta se acorta y la despolarización asociada al potencial de meseta 
es más grande y duradera, lo que en consecuencia produce un disparo neuronal más 
vigoroso (Hounsgaard y Kiehn, 1985; Genet y Delord, 2002). Los potenciales de meseta y 
el windup, son asimismo, fenómenos muy sensibles a las características de la estimulación, 
tales como la intensidad, la duración y la frecuencia (Fig. 7 A, B y C), y a la actividad 
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previa de las células (Jeftinija y Urban, 1994; Russo y Hounsgaard, 1996a; Homby y cols., 
2003) (Fig; 7D, 9C). 
A) B) 
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Figura 9. Facilitación de corrientes del canal l en células con potencia/es de meseta. A) Relación 
corriente voltaje en una motoneurona con potenciales de meseta. La relación corriente voltaje 
presenta una histéresis que se debe a la lenta cinética de activación e inactivación de una corriente. 
13) Arriba. Corriente registrada en una motoneurona con potenciales de meseta, la fase lenta de 
activación es dependiente de voltaje. Abajo. La misma corriente registrada en C crece por 
estirnulación repetitiva. C) Relación corriente-voltaje provocada por cstimulación con una rampa 
de voltaje después de la cstirnulación de las raíces dorsales, la histércsis asociada a la activación de 
potenciales de meseta es dependiente de la actividad de canales L pues se bloquea por nifedipina 
(Modificadas de Delgado y cols., 1997 y Svirkis y Hounsgaard, 1997). 
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Figura 1 O. Inducción de potenciales de mese/a por esli111u/ació11 aferente. A) Ubicación anatómica 
de los sitios de estimulación (funículo dorso lateral) y registro (lámina IX). B) Respuesta de una 
motoneurona a la inyección de un pulso de corriente despolarizante antes y después de la 
estimulaeión del funículo dorsolateral (ílechas). La facilitación de la respuesta dura varios segundos 
y no depende de Na• porque se presenta aún cuando estos canales han sido bloqueados con QX-3 14. 
Se puede observar claramente el potencial de meseta que se produce por la inyección del pulso 
aplicado después de la estimulación aferente. C) y D) Relación corriente voltaje producida por una 
rampa de voltaje antes y después de la estimulación de las aferentes. Se observa la activación de la 
histéresis asociada a la activación de los potenciales de meseta. Estos experimentos se hicieron en la 
presencia de inhibidores de canales ionotrópicos, por lo que se infiere que esta modulación ocurre a 
través de la activación de canales metabotrópicos. Tomada de Delgado-Lczama y cols., 1997. 
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Existen evidencias que sugieren que los potenciales de meseta y el windup dependen de las 
propiedades intrínsecas de las células que los presentan. Esto significa que el arreglo de sus 
propios elementos permite la generación de los patrones de actividad aún sin la necesidad 
de influencias sinápticas. Algunos de estos estudios muestran que la generación de 
potenciales de meseta mediados por corrientes de Na+ y Ca2+ en mamíferos es posible, en la 
presencia de Cd\ que al bloquear canales de Ca2+ inhibe la transmisión sináptica (Li y 
Bennett, 2003). Asimismo, los potenciales de meseta como el windup se pueden registrar en 
la presencia de TTX cuando se han inducido mediante la inyección de corriente intracelular 
(Russo y Hounsgaard, 1994; Morisset y Nagy, 1999) y los potenciales postsinápticos 
excitatorios no son afectados cuando los potenciales de meseta se bloquean con nifedipina 
(Svirkis y Hounsgaard, 1997). Además, la mayoría de los estudios citados en la presente 
tesis, se han realizado en preparaciones in vi/ro de rata y tortuga, en la presencia de 
inhibidores de la actividad prcsináptica (Fig. 9C). Sin embargo, es claro que en términos 
del sistema completo la actividad presináptica es importante para coordinar la activación de 
estos patrones que la célula es potencialmente capaz de emitir. Diversos estudios han 
mostrado que los potenciales de meseta se generan en respuesta a la estimulación de las 
aferentes provenientes de las raíces dorsales (Fig. l O). La estimulación tónica de las 
aferentes disminuye los umbrales de los potenciales de meseta, lo que permite su activación 
con bajas intensidades de estimulación (Russo y Hounsgaard, 1996; Bennet y cols., 1998). 

Los potenciales de meseta y el windup son modulados por diversos neurotransmisores, que 
son liberados por células circundantes y que actúan sobre una gran variedad de receptores 
presentes en las motoncuronas. Ambos fenómenos son modulados por receptores de 
glutamato sensibles a NMDA (Budai y Larson, 1996; Russo y Hounsgaard, 1996). Sin 
embargo, diversos estudios muestran que los potenciales de meseta pueden ser inducidos en 
la presencia de inhibidores de los receptores ionotrópicos (Fig. 1 O), en esta condición, los 
potenciales de meseta inducidos por la estimulación aferente se bloquean por inhibición de 
receptores metabotrópicos (Russo y Hounsgaard, 1994; Delgado-Lezama y cols., 1997; 
Morisset y Nagy, 2000) (Tabla 1). En un trabajo reciente, se ha mostrado que la activación 
de receptores metabotrópicos a glutamato del tipo mGlu 1 y receptores GABAB, que tienen 
efectos antagónicos sobre los potenciales de meseta y el wintlup (Tabla 1), los tienen 
también sobre un canal de potasio de la familia Kir, cuya función parece estar relacionada 
con el switch entre diferentes estados estables de las neuronas y la ritmicidad (Derjean y 
cols., 2003). 

33 



TABLA l. EFECTO DE AGONISTAS y ANTAGONISTAS A RECEPTORES 
METABOTRÓPICOSS013RE LOS POTENCIALES DE ACCIÓN Y EL WINDUP EN NEURONAS DE LA 
MEDULA ESPINAL 
Acción/ Fármaco Efecto Referencia Bibliográfica 
Receptor 
Agonistas Trans-ACPD, Promueve mesetas y Morisset y Nagy, 1996; Svirkis y 
Metabotrópicos Glu ACPD potenciación de windup Hounsgaard, 1998; Russo, Nagy y 

DHPG Hounsgaard, 1997; Budai y 
Larson, 1998. 

Antagonistas MCPG Inhibe mesetas y wind11p Delgado-Lezama, 1997; Budai y 
Metabotrópicos Glu S-4C3H-PG Larson, 1998 
Agonistas Metabotrópicos Muscarina Promueve mesetas Svirkis y Hounsgaard, 1998 
A Ch 
Antagonistas Atropina Inhibe mesetas Delgado-Lezama y cols., 1997 
Metabotróoicos ACh 
Agonistas baclofen Inhibe mesetas Svirkis y Hounsgaard, 1998 
GABAB 
5-HT 5-HT Promueve mesetas Skydsgaard y Hounsgaard, 1996; 

Gjerstad y cols., 1996; Perrier y 
Hounsgaard, 2003 

Antagonistas NAN-190 Inhibe mesetas Delgado-Lezama y cols., 1997 
Metabotrópicos Pindobind-
SHT 5HT!a 
Substancia P (SP) SP Promueve mesetas Chapman y cols., 1994; Budai y 

potenciación del wind up Larson, 1996; Russo y cols., 1997 
Antagonistas GR 82334; SR Inhibe mesetas Russo y cols., 1997; Baranauskas y 
Metabotrópicos SP 140333 (NKl) Nistri, 1998 

El mecanismo de acción de varios de los receptores metabotrópicos que modulan los 
potenciales de meseta y el windup (Tabla 1) implica el incremento en los niveles 
citoplásmicos de Ca2

+, ya sea a través de la apertura de conductancias a este ión en la 
membrana plasmática o a través de su liberación desde almacenes intracelulares. Por 
ejemplo, se sabe que los receptores mGlu 1 pueden activar cadenas de segundos mensajeros 
que implican la formación de InsP3 y la correspondiente activación de receptores 
intracelulares sensibles a este mensajero (Liu y cols., 1997; Nakanishi y cols., 1998; Shen y 
Slaughter, 1998) (Fig. 3), y que la activación de receptores muscarínicos y mGiu 1 
promueven la liberación de Ca2

+ de receptores sensibles a ryanodina (Rathous y cols., 
1995; Chavis y cols., 1996; Gruol y cols., 1996; Fagni y cols., 2000). Por otro lado, se sabe 
que la activación de receptores muscarínicos a acetilcolina, de receptores mGlu 1 y de 
receptores 5-HT2 de serotonina promueven potenciales de meseta a través de la facilitación 
de los canales tipo L (Delgado-Lezama y cols., 1997; Svirkis y Hounsgaard, 1998; Perrier y 
Hounsgaard, 2003). 

La activación de receptores liberadores de Ca2
+ en el retículo endoplásmico puede iniciar 

una interacción funcional con canales de Ca2+ en la membrana plasmática. En particular, en 
algunas neuronas, se ha documentado la interacción entre el canal de Ca2+ tipo L y el 
receptor de ryanodina. Esta interacción parece ser iniciada y dependiente de la activación 
repetitiva de los canales tipo L (Chavis y cols., 1996; Tanabe y cols., 1998). En varios 
sistemas, incluidas las neuronas, se ha demostrado que el incremento de Ca2+ citosólico 
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causado por el influjo de Ca2+ extracelular puede producir a su vez la liberación de Ca2
+ 

intracelular a través de la activación de receptores sensibles a ryanodina (Cochilla y Alford, 
1998; Usachev y Thayer, 1999) (Fig. 11). Y que el aumento de Ca2

+ intracelular puede 
facilitar la actividad del canal tipo L, a través de su acción sobre una forma de calmodulina 
que está permanentemente asociada a este canal (Zuhlke y col s., 1999; Erickson, 2001) o 
bien mediante la fosforilación del canal por la activación de proteínas cinasas (Alberi y 
cols., 2000; You y cols., 1995). 

Debido a que tanto el efecto de la facilitación de la actividad de los canales tipo L como el 
de la liberación desde canales de ryanodina e InsP3, asociados a las vías de transducción de 
los receptores metabotrópicos que facilitan a los potenciales de meseta y el windup, tienen 
como consecuencia el incremento en la [Ca2+] en el citoplasma. En la presente tesis, nos 
interesamos en determinar si los potenciales de meseta y el windup son sensibles a la 
manipulación fannacológica de elementos implicados en la regulación de la concentración 
intracelular de Ca2

+. 

En primer lugar nos interesamos en determinar si la disminución de los niveles de Ca2
+ 

intracelular afectaba la generación de los potenciales de meseta y/o el windup. Asimismo, 
con la finalidad de conocer el mecanismo a través del cual las elevaciones intracelulares de 
Ca2+ afectan el funcionamiento de los canales tipo L, decidimos probar la hipótesis de la 
posible modulación de los potenciales de meseta y el windup por calmodulina. Estos 
experimentos están basados en los reportes de la existencia de una forma de calmodulina 
permanentemente unida al canal L, cuya activación resulta en la facilitación del mismo 
(Elhers y Augustine, 1999; Zülke y cols., 1999). Adicionalmente, con la finalidad de 
conocer si como ocurre en otros tipos neuronales (Dirksen y cols., 2002), los canales tipo L 
y los receptores sensibles a ryanodina interactúan en neuronas que presentan potenciales de 
meseta y windup, y de confirmar que la modulación dependiente de la actividad de 
receptores metabotrópicos está relacionada con la liberación de Ca2

+ del retículo 
endoplásmico en estas neuronas decidimos probar el efecto de la manipulación 
farmacológica de la vía de señalización dependiente de InsP3 y de los receptores sensibles a 
ryanodina sobre la generación de los potenciales de meseta y el windup. 
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NGIOS-15 

Figura 11. lnteracció11fi111cional entre canal de ca2· tipo l y receptores sensibles a ryanodina. En 
este esquema se representan las interacciones <le los canales tipo L de la membrana plasmática (PM) 
y los receptores sensibles a ryanodina en el retículo cndoplásmico (RE), en la ausencia de 
estimulación (arriba) y después de una despolarización (abajo) en una línea celular neuronal. La 
despolarización produce la activación <le los canales tipo L y la consecuente entrada de Ca2

·, que al 
unirse a sitios de alta afinidad en el receptor de ryanodina producen la liberación de Ca2

• del RE. 
Debido a que el canal tipo L es facilitado por el Ca2

•, la liberación produce una facilitación del 
canal L (Modificada de Dirksen y cols., 2002). 

Los receptores sensibles a ryanodina se han descrito distribuidos en las regiones ventrales 
de la médula espinal (Nakanisshi y cols., 1992) y los de InsP3 en somas y neuropilo de las 
astas dorsales y ventrales de la médula espinal de mamíferos (Rodrigo y cols., 1993; Sharp 
y cols., 1993). No se conoce si en la tortuga, especie que se utiliza en este estudio, la 
distribución de estos receptores es similar, tampoco si coexisten en regiones donde se 
pueden registrar el windup y los potenciales de meseta, ni si su distribución es distinta para 
estas neuronas y las que no presentan estos patrones de actividad. Por esta razón, en el 
presente estudio hemos considerado necesario identificar y describir la distribución de los 
receptores sensibles a ryanodina e InsP3• así como de la A TPasa de Ca2

+ del RE en la región 
lumbar de la médula espinal de tortuga y confirmar su actividad mediante ensayos de unión 
específica a ligandos marcados radiactivamente y mediciones de actividad enzimática en el 
caso de la ATPasa. En estos ensayos se probaron además, los efectos de fármacos que 
inhiben estas entidades moleculares con la finalidad de caracterizarlas o de confirmar 
efectos que validaran nuestros experimentos electrofisiológicos. 
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OBJETIVOS 

A) Conocer si las variaciones en los niveles citoplásmicos de Ca2+ modi(jcan los potenciales de meseta 
y el windup. 

B) En caso de que las modificaciones en los niveles citoplásmicos de Ca2
+ modifiquen los potenciales 

de meseta y el windup, investigar si el efecto de facilitación del canal tipo L por Ca2+ puede estar 
relacionado con la actividad de calmodulina. 

C) Investigar si la liberación de Ca2
+ de los canales intracelulares sensibles a ryanodina y a InsP3 

participan en la generación o en la modulación de los potenciales de meseta y/o el 111ind11p. 
D) Identificar y describir si existe alguna diferencia en la distribución de receptores sensibles a 

ryanodina e lnsP3, así como de la ATPasa de Ca2
• del retículo endoplásmico en las láminas 11, V y 

IX de la región lumbar de la médula espinal de tortuga, en virtud de que en estas láminas se 
presentan los potenciales de meseta y el windup. 

E) Confirmar la actividad de los receptores sensibles a ryanodina, y a lnsP3 y de la ATPasa de Ca2
• 

presentes en la médula espinal de tortuga. 

HIPÓTESIS 

La disminución en los niveles de Ca2+ citoplásmico por la acción de un quelante de este ión 
inhibirá los potenciales de meseta y el windup en neuronas motoras de la médula espinal de 
tortuga. 

La inactivación de calmodulina modulará los potenciales de meseta y el windup en 
neuronas motoras de la médula espinal de tortuga. 

La liberación de Ca2
+ del retículo endoplásmico a través de los receptores sensibles a 

ryanodina y a lnsP3 modulará los potenciales de meseta y el windup en neuronas motoras de 
la médula espinal de tortuga. 

METODOLOGÍA 

Sujetos 

Se utilizaron tortugas adultas de las especies Ch1ysemys scripta elegans y Kinosternon 
integrum. La razón para utilizarlos es que el tejido nervioso de estos animales es altamente 
resistente a la anoxia y no requiere de control de temperatura, lo que hace que la 
preparación de rebanadas de médula espinal de tortuga sea muy estable en condiciones in 
vitro. Esto permite el registro de la actividad neuronal por alrededor de 6 horas, condición 
necesaria para la prueba de los fármacos de interés, ya que su difusión en preparaciones de 
rebanadas es lenta y a que en varios experimentos se agregó más de un fámiaco. Los 
sujetos fueron alojados en tinas en grupos de 3 a 5 tortugas. Para la disección de la médula 
espinal los animales fueron anestesiados con pentobarbital (100 mg i.p.) y decapitados 
después de la disección. 
Obtención de rebanadas 

Para la disección de la médula se utilizó un taladro para abrir un acceso en el caparazón de 
la tortuga que permitió realizar la perfusión intracardíaca de la misma solución Ringer que 
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se utilizó para el registro, a 4ºC (ver soluciones y fánnacos). Con el taladro se realizaron 
después cortes en el caparazón alrededor de la localización de la región lumbar de la 
médula espinal, que en esta sección se encuentra adosada al caparazón. Para las 
determinaciones bioquímicas se extrajo además la región cervical de la médula espinal, 
para lo cual se realizaron incisiones con tijera a la altura del cuello para extraer la región de 
la médula más cercana a la cabeza. Una vez extraídas ambas regiones se realizaron 
laminectomías. Las meninges fueron cuidadosamente retiradas bajo el microscopio y el 
tejido fue cortado en rebanadas transversales (1.5-2 mm) usando un cortador no comercial. 
Las rebanadas fueron mantenidas a 4ºC hasta que se transferían a la cámara de registro 
electro fisiológico. 

Electrofisio/ogía en rebanadas 

Se utilizó la técnica de fijación de corriente para el registro intracelular en rebanadas de 
médula espinal de tortugas (usando amplificadores Axoclamp 2-B de Axon Instruments, 
Union City, CJ\, USA y IE 21 O DE Wamer lnstruments, Hamden, CT, USA) para estudiar 
el efecto de fármacos con acción sobre los receptores sensibles a ryanodina, los receptores 
sensibles a lnsP3 y la ATPasa del retículo endoplásmico en los potenciales de meseta y el 
windup. Los potenciales de meseta se indujeron mediante la inyección intracelular de 
pulsos de corriente despolarizante con una intensidad de 0.8-1.2 nA con duración de 2 a 3 s, 
aplicados cada 1 O s. El windup se indujo por la aplicación de pulsos de corriente 
despolarizante de intensidades de 0.3 a 0.5 nA con frecuencias de 0.5-2 pulsos por segundo 
(Russo y Hounsgaard, 1994). Se utilizaron micropipetas llenas con una solución 1 M de 
acetato de potasio con una resistencia de 45-55 MQ. Las motoneuronas fueron 
seleccionadas para su estudio si presentaban un potencial de membrana en reposo más 
hiperpolarizado que -60 mV. Los datos fueron digitalizados usando un convertidor digital 
(Digidata 1200, Axon Instruments), y guardados en disco duro, para su posterior análisis 
con el software Axoscope (J\xon lnstruments). Los experimentos se realizaron a 
temperatura ambiente (20-22 ºC). 

Soluciones y fármacos 

Para el registro, las rebanadas de médula espinal fueron perfundidas continuamente con una 
solución Ringer compuesta de (mM): 120 NaCI, 5KCI, 15 NaHC03, 2 MgCh, 3CaCli y 20 
glucosa, saturados con una mezcla de 98% 0 2 y 2% C02 a pl 1 7.6. En algunos 
experimentos se utilizaron los agonistas de los receptores mGlul o de los receptores 
muscarínicos de acetilcolina: ácido trans-( +/-)-1-aminociclo-pentano- l ,3- dicarboxílico 
(trans-ACPD/40µM) y muscarina (25 µM), respectivamente. Todos los registros fueron 
hechos en la presencia de una mezcla de los siguientes inhibidores de la actividad sináptica 
20-40 µM 6-ciano-7-nitroquinoxalin-2.3-diona (CNQX) para el bloqueo de receptores 
sensibles a glutamato sensibles a kainato/quisquilato, 40 µM bicuculina para el bloqueo de 
receptores GABAA, 1 O µM estricnina para el bloqueo de receptores glicinérgicos y 60 µM 
(+/-)-2-amino-5 ácido fosfopentanoico (AP5) o 40 µM (+/-)-2-amino-7 ácido pentanoico 
para el bloqueo de receptores NMDJ\ (J\P7, Tocris, Bristol, UK). Para disminuir los niveles 
de Ca2

+ citoplásmico se utilizó 20-100 µM de 1-2, (2-Aminofenoxi)etano-N,N,N',N'-ácido 
tetraacético (Bapta-AM) (Texas Fluorescence Lab, Inc.). Para el bloqueo de la actividad de 
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calmodulina se utilizó 50-100 µM de W-7 o 250-500 µM de triofluoperazina. Se utilizaron 
fármacos que tienen acciones conocidas sobre los receptores sensibles a ryanodina: 
ryanodina que en concentraciones altas inhibe al canal (80-100 µM), dantroleno ( l 00-200 
µM) o rojo de rutenio (40 µM) como inhibidores y cafeína (3-10 mM) o ryanodina (l µM) 
como activadores del receptor. Para explorar la participación del receptor de InsPJ se utilizó 
el antagonista 2-aminoetoxidifenil borato (2-APB/75µM) y para bloquear a la fosfolipasa 
tipo C se utilizó 1 µM de U-73122. Para vaciar los reservorios intracelulares se utilizo 
tapsigargina (IOµM/Calbiochem, San Diego, CA, USA), que es un inhibidor de la actividad 
de la ATPasa de Ca2

+ del RE. En algunos experimentos se utilizo tetrodotoxina (TTX 200-
500 nM) para bloquear canales de Na+ dependientes de volt~je responsables de los 
potenciales de acción. Todas las drogas fueron de Sigma (St. Louis, Missouri, USA), 
excepto aquellas en las que esta señalada otro proveedor. 

Las concentraciones de los fánnacos utilizadas en estudios con rebanadas son altas en 
comparación con las utilizadas en estudios con células aisladas, los fármacos con acciones 
sobre los receptores sensibles a ryanodina, a InsP3 y la fosfolipasa C, utilizados en este 
estudio han sido previamente utilizados en concentraciones similares en preparaciones de 
rebanadas (Maruyama y cols .. 1997; Savic y Sciancalepore, 1998; Sciancalepore y cols., 
1998; Tanabe y cols., 1998; Patridge y Valenzuela., 1999; Chen y cols, 2000 y Llano y 
cols., 2000). 

Análisis de Result"dos (e/ectrofisiología) 

Se utilizó una versión Demo del programa Mini Analysis Program (Synaptosoft, !ne) para 
determinar la frecuencia de descarga neuronal. Los valores de frecuencia fueron agrupados 
en periodos de 400 ms, la frecuencia de descarga se normalizó al valor del primer período 
de 400 ms que se tomó como frecuencia inicial, el valor de cada periodo de 400 ms fue 
graficado contra el tiempo, para tener un indicio del desarrollo temporal del fenómeno. 

Para evaluar el incremento en la frecuencia de descarga asociada a la activación de 
potenciales de meseta, se calculó una tasa entre la frecuencia de descarga final (número de 
potenciales de acción en los últimos 500 ms durante la aplicación de un pulso de corriente 
despolarizante) y la frecuencia de descarga inicial (número de potenciales de acción en los 
primeros 500 ms durante la aplicación de un pulso de corriente dcspolarizante). Este valor 
se utilizó para hacer las comparaciones de incremento de frecuencia entre las diferentes 
condiciones farmacológicas. 

Debido a que en este estudio se utilizaron dos especies distintas de tortugas: K. integrum y 
C. scripta, se realizaron comparaciones de la frecuencia de descarga durante los primeros 
500 ms de pulsos de corriente despolarizante de intensidad umbral, en condiciones control; 
y de la frecuencia de potenciales de meseta no facilitados en rebanadas provenientes de 
ambas especies. Estas comparaciones fueron evaluadas con una prueba U-de Mann 
Whitney y una prueba Z, respectivamente. 
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La amplitud de la postdespolarización se calculó midiendo el cambio en el potencial de 
membrana a los 300 ms después de terminado el pulso de estimulación, respecto del 
potencial de membrana basal. 
La resistencia de entrada se calculó midiendo el cambio en el potencial de membrana 
producido por la aplicación de un protocolo de estímulos despolarizantes e 
hiperpolarizantes. 

El umbral de disparo se determinó como el cambio en el potencial de membrana requerido 
para producir potenciales de acción, comparado con el potencial de membrana en reposo. 

Todas estas medidas fueron comparadas en la ausencia y la presencia de los fármacos de 
prueba usando un ANOVA RM y Tukey como prueba posthoc. En todos los casos las 
diferencias se consideraron significativas a p<0.05. 

Microscopía Confocal 

Marcaje Retrogrado de Motoneuronas 

Se realizaron inyecciones de Dextran acoplado a fluoresceína (Molecular Probes, Eugene, 
Oregon, USA) en ambos nervios ciáticos de tortuga (Haenggeli y Kalo, 2002). Después de 
8 días las tortugas fueron perfundidas con solución salina por vía inlracardiaca, la médula 
espinal fue diseclada e incluida en Tissue Tek. 

Procesamiento de Tejido para Microscopía Confocal 

Se obtuvieron cortes transversales de 20 µm de médula espinal de tortugas adultas en un 
críostalo y se montaron en portaobjetos gelatinados. Los corles fueron fijados, 
incubándolos durante 30 min en una solución de glutaraldehído al 3% a 37ºC o por 15 min 
en una solución de parafommldehído al 4 %, a temperatura ambiente. El glutaraldehído y el 
paraformaldehído fueron disueltos en una solución salina amortiguadora (PBS) compuesta 
de 16 g NaCI, 1.24 g Na2 HP04, (pi-! 7.4) en 1000 mi de agua destilada. Los cortes fijados 
fueron incubados durante dos horas a temperatura ambiente con 1 µM de ryanodina 
acoplada a rojo texas diluida en PBS (Bodipy-TX-Ry, Molecular Probes, Eugene, Oregon, 
USA) para marcar los receptores sensibles a ryanodina; durante dos horas con 1 µM de 
tapsigargina acoplada a fluoresccína diluida en PBS y tritón al 3% (Bodipy-FL
thapsigargin, Molecular Probes, Eugene, Oregon, USA) para marcar la A TPasa de Ca2

+ del 
retículo cndoplásmico; durante 12 horas en 1 µM de heparina acoplada a fluoresceína 
diluida en PBS y tritón 3% (Bodipy-Fl-Heparin, Molecular Probes, Eugene, Oregon, USA) 
que se une a receptores sensibles a lnsP3, o por dos horas con brefeldina acoplada a 
lluoresceína diluida en PBS (Brefeldin A-FL, Molecular Probes, Eugene, Oregon, USA), 
para marcar endomcmbranas. Para realizar dobles marcajes los cortes se incubaron en las 
siguientes mezclas: ryanodina acoplada a rojo texas/heparina acoplada a fluoresceína; 
ryanodina acoplada a rojo texas/tapsigargina acoplada a íluoresceína o ryanodina acoplada 
a rojo texas/brefeldina acoplada a fluoresceína. Con la finalidad de descartar fluorescencia 
no específica se llevaron al microscopio cortes fijados, no incubados con fluoróforos, así 
como cortes incubados con ligando fluorescente y un exceso de ligando no fluorescente 
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(300 µM ryanodina por 1 hora, 300 µM tapsigargina por una hora, para estos dos casos el 
ligando frío se incubó previo a la aplicación del ligando marcado, heparina 2.5 mg en 500 
µI por 12 horas, incubada simultáneamente con el ligando marcado). Después de la 
incubación el exceso de ligando se lavó 3 veces con PBS, y se agrego una mezcla de PBS y 
glicerol ( 1: 1 ). Se colocó un cubreobjetos que se selló con barniz transparente. 

Obtención de Imágenes de Microscopía Confoca/. 

Los cortes fueron observados en un microscopio confocal equipado con láseres de Argón y 
Helio-Neón (PCM 2000, Nikon) utilizando diferentes aumentos en el rango de 4x a 1 OOx. 
Los cortes incubados con ryanodina acoplada a rojo texas se iluminaron con el láser de 543 
nm y su emisión se filtró con un filtro de barrera de 560nm. Los cortes incubados con 
ligandos acoplados a fluoresceína fueron excitados con la línea de 488 nm del láser y su 
emisión se filtró con un filtro de barrera entre 515-530 nm. Para los experimentos con 
dobles marcajes las imágenes se obtuvieron de manera simultánea por dos canales del 
fotomultiplicador. Se obtuvieron 4 imágenes por rebanada, su reconstrucción final se 
realizó mediante la proyección del máximo valor de cada pixel. Las imágenes obtenidas 
fueron almacenadas en disco duro, convertidas a formato TIFF utilizando el programa 
Simple PCJ (Compix, Inc. Cranberry, Township, Pennsilvania, USA). 

Análisis de Resultados (microscopía confoca/) 

Se cuantificó la fluorescencia total en ros cortes incubados con fluoroforos y sus controles 
sin fluoróforo o incubados con exceso de ligando frío utilizando el programa Confocal 
Assistant 4.02 (desarrollado por Todd Clark). Los valores obtenidos se compararon usando 
un ANOV A y Tukey como prueba posthoc. Para las comparaciones control sin fluoróforo y 
con incubación de ligando frío se utilizaron valores de ganancia idénticos en el microscopio 
confocal y de hecho las comparaciones entre la muestras se realizaron en la misma sesión. 

Determinaciones Bioquímicas 

Ensayo de Unión Específica de Ligandos 

Se prepararon fracciones microsomales de los segmentos lumbar y cervical de la médula 
espinal de tortugas adultas (0.5-1 g), de acuerdo con los protocolos reportados por Damiani 
y cols., 1997 y Martinez-Merlos y cols., 1997. El tejido disectado se homogenizó con un 
POLITRON en 5 volúmenes de solución que contenía 10 mM !-lepes, pH 7.4 (ajustado con 
NaOH), 20 mM KCI, 1 mM EGTA, 0.5% Chaps y una pastilla de inhibidores de peptidasas 
(Roche, Base!, Suiza). El homogenado se centrifugó a 650 g por 1 O min y se resuspendió en 
la misma solución. El sobrenadante se centrifugó a 120,000 g por 90 min para obtener la 
fracción de membranas totales. Esta fracción se resuspendió en una solución que contiene: 
300 mM sacarosa, 1 O mM imidazol y una pastilla de inhibidores de peptidasas pH 7.4 
(ajustado con NaOH). Se hicieron alícuotas de las muestras y se almacenaron a -20 ºC. La 
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concentración de proteína de las muestras se calculó por el método de Lowry (1951) usando 
albúmina de suero bovino como estándar (Sigma). 

Las fracciones de membranas totales se incubaron por 16 hrs a temperatura ambiente con 
3nM de [3H]ryanodina en 250 µl de una solución 300 mM KCl, 0.1 mM CaCh, 20 mM 
MOPS, 5 mg/ml albúmina de suero bovino pH 7.4 (ajustado con KOl-1) de acuerdo con el 
método descrito por Chu y col s. ( 1990). Para medir la unión inespecífica se realizaron 
incubaciones de fracciones microsomales con ryanodina tritiada con un exceso de 
ryanodina fría ( l O µM) en ensayos paralelos. 

Para las determinaciones de lnsP3 las fracciones de membranas totales se incubaron por 30 min a O ºC en 
4nM de [3H)InsP3 en 120 µI de una solución con 25 mM Tris HCI, 5 mM Nal-IC03, 1 mM EDTA y 0.25 mM 
DTT a pH 8.0 (ajustado con NaOH). Para medir la unión inespecffica se realizaron incubaciones de las 
fracciones microsomales con lnsP3 tritiado (4nM) y un exceso de InsP3 sin marca radiactiva (10 µM). 
Adicionalmente se reali7..aron ensayos de unión especffica de [3H]InsP3 en la presencia de 75µM de 2-APB, 
debido a que recientemente se reportó que esta droga podría no estar uniéndose al receptor de lnsP3 (Prakriya 
y Lewis, 2001 ). 

La radioactividad de las fracciones se determinó utilizando un contador de centelleo para 
emisiones 13 de los ligandos marcados unidos al receptor. De esta forma se obtuvo un 
estimado de la cantidad de receptores por mg de proteína de la muestra. 

Actividad A TPasa de Ca2
+ 

Para la cuantificación de la actividad de la ATPasa de Ca2+ se incubó la fracción de 
membranas totales de médula espinal de tortuga (50 µg) por 5 mina 37 ºC en una solución 
que contenía: 25 mM MOPS, 0.2 mM EGT A, 5 mM MgCl2, 100 mM KCI, 5 mM azida de 
sodio, 0.6 mM de fosfoenolpiruvato, 2.4 u/mi piruvato cinasa, 100 u/ml lactato 
deshidrogenasa, 0.27 mM NADH (pH 7.0). La reacción se inició con ATP (1 mM) y en 
presencia de 1 O nM ionomicina. Se realizaron 2 ensayos paralelos: uno en la presencia de 
200 µM y otro con 21 mM de CaCl2• La actividad de la ATPasa se midió mediante una 
reacción que acopla la hidrólisis de A TP a la oxidación de NADH calculada mediante el 
registro espectrofotométrico a 340 nm. Estas mediciones se realizaron cada 2 min hasta 
los 12 min. Para el análisis se graficó la oxidación de NADI-1 contra el tiempo y se 
calcularon las pendientes de los ensayos con Ca2

+ basal y Ca2+ alto, la diferencia de éstas es 
la actividad de la ATPasa de Ca2

+. La actividad calculada se comparó contra un ensayo en 
el que se inhibió a la ATPasa de Caz+ con 1 µM tapsigargina (Saborido y cols., 1999). 

A11álisis de Resultados (determinaciones bioquímicas) 

Se realizaron análisis estadísticos con la prueba t de student para determinar las diferencias 
entre el número de sitios que unieron [3H]InsP3 en la presencia y en la ausencia de 2-APB; 
así como para comparar la actividad de la A TPasa de Ca2

+ en la presencia y ausencia de 
tapsigargina. En todos los casos las diferencias se consideraron significativas a p<0.05. 
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RESULTADOS 

Electrojisiología en Rebanadas 
La frecuencia de disparo inicial para las dos especies de tortuga utilizadas en el presente 
estudio no fue significativamente diferente en condiciones control (p=0.8). Los valores de 
este parámetro fueron (media +/- error estándar) 11.7 +/- 0.9 disparos en 500 ms para C. 
scripta y 15.4 +/- 3.8 disparos en 500 ms para K. Integrum. Tampoco se encontraron 
diferencias significativas (p=0.2) en la frecuencia de potenciales de meseta no facilitados 
entre una y otra población (0.35% y 0.64%, respectivamente). 

Potenciales de Meseta 

Disminución en los niveles de Ca2
+ citoplásmico 

Realizamos experimentos dirigidos a investigar si variaciones en la concentración de Ca2
+ 

intracelular modificaban la generación de Jos potenciales de meseta. Para este fin 
utilizamos Bapta-AM que disminuye los niveles de Ca2

+ citoplásmico. En esta serie 
experimental se realizaron registros de la actividad intracelular de 6 motoneuronas. En 
todas las células se determinaron los patrones de actividad provocados por la aplicación del 
protocolo para la inducción de potenciales de meseta que consistió en pulsos de corriente 
despolarizante con duración de 2-3 seg. 

316 células registradas presentaron potenciales de meseta, caracterizados por una 
despolari7.ación gradual del potencial de membrana provocada por la inyección de pulsos 
de corriente despolari7.ante de intensidad constante. La despolarización gradual provocada 
por los potenciales de meseta produce una adaptación inicial de la frecuencia de disparo 
seguida de un incremento gradual en la misma acompañado de postdespolari7aeión que en 
ocasiones provocaba una postdescarga (Fig. 12). En las 3/6 células restantes, la 
despolarización del potencial de membrana provocada por pulsos de corriente 
dcspolarizante de intensidad constante se mantenía sin cambio a Jo largo del pulso. En 
estos casos, la frecuencia de disparo se adaptó de una frecuencia alta a una frecuencia más 
baja al final del pulso. En este grupo los potenciales de meseta se facilitaron por Ja adición 
de trans-ACPD o muscarina. La aplicación de 20-100 µM de Bapta-AM disminuyó de 
manera reversible la amplitud de la postdepolarización asociada a los potenciales de meseta 
no facilitados en un 47.5 +/- 5.5 % (3 células; Fig. 12) y en 57 +/- 19% para los facilitados 
por trans-ACPD o muscarina (3 células). 
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Figura 12. Efecto de la dismi11ució11 de la [Ctl'J citoplásmica sobre los pote11ciales de meseta y el 
windup. Se muestran experimentos en los que se observa que la disminución de Ca2

+ intracelular 
por Ja aplicación del quelante de Ca2

' Bapta-AM disminuye los potenciales de meseta no facilitados. 
Los efectos de esta droga fueron reversibles con Bay K 8644. En esta y las otras figuras los 
registros fueron obtenidos en una solución ringer que contenía 40 ¡1M CNQX, 50 µM AP5, 40 µM 
bicuculina, 1 O µM estricnina. 

Manipulaciónfarmaco/ógica de calmodu/ina. 
Investigamos también el efecto del bloqueo farmacológico de calmodulina provocado por 
W-7 o tri tluoroperazina sobre los potenciales de meseta. Se registraron un total de 15 
células de las cuales 9/15 presentaron potenciales de meseta en la ausencia de facilitadores 
mientras en 6/15 este patrón se indujo por la aplicación de trans-ACPD o muscarina. La 
aplicación de 50-100 µM de W-7 (6 células) o 250-500 µM de tritluoperazina (3 células) 
disminuyó de manera reversible la amplitud de la postdepolarización en un 67.5 +/- 7.5 % y 
72 +/- 14.6% para los potenciales de meseta no facilitados y el W-7 disminuyó en un 68 +/-
10% (6 células) los potenciales de meseta facilitados (Fig. 13). 

COWTllOL 

2s 

j20mv 
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Figura. 13. Efecto del bloqueo de calmod11/ina sobre los potencia/es de meseta y el windup. Se 
muestra la facilitación de potenciales de meseta con trans-ACPD y la disminución de los mismos 
con W-7. Los efectos de ambas drogas fueron reversibles con Bay K 8644 (no se muestra). 
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Manipulación farmacológica de los receptores sensibles a ryanodina 
Se realizaron registros intracelulares de la actividad de 15 motoneuronas. El potencial de 
reposo en promedio fue de --05 m V y la resistencia de entrada tenía en un rango de l 5-
92MQ. En todas las células se determinaron los patrones de actividad provocados por la 
aplicación de pulsos de corriente despolarizante con duración de 2-3 s. 7115 células 
registradas en Ja ausencia de fármacos facilitadores presentaron potenciales de meseta 
caracterizados por una adaptación inicial seguida de un incremento gradual en la frecuencia 
de descarga acompañado de postdespolarización que en ocasiones provocaba una 
postdescarga (Fig. I 4A, B arriba). En las 8/15 células restantes, Ja generación de 
potenciales de meseta se facilito por la adición de trans-ACPD o muscarina (3/15 células) 
(Tabla 2. Fig.14 B abajo) o por apertura del canal de Ca2

+ tipo L con Bay K 8644 (2115 
células) (Fig. 15). 

Para determinar si los potenciales de meseta requieren Ja actividad de los receptores 
sensibles a ryanodina, el protocolo de estimulación para producirlos se aplicó en la 
presencia de los bloqueadores de estos receptores: 80-100 µM de ryanodina, 100-200 µM 
de dantroleno y 40 µM de rojo de rutenio. Los efectos de todos los bloqueadores fueron 
similares por lo que se presentan juntos. Ninguno de los bloqueadores de los receptores 
sensibles a ryanodina o el Bay K 8644 cambiaron ni el umbral para los potenciales de 
acción ni la resistencia de entrada de las células (Fig. 14A, arriba) (p=0.9 y p=0.8, n=l 1, 
respectivamente). 

El efecto de los bloqueadores del receptor de ryanodina fue probado en motoneuronas en 
las que los potenciales de meseta se facilitaron con una aplicación de 15-25 min de trans
ACPD o muscarina (3 células; Fig. 148, abajo) y en motoneuronas en las que los 
potenciales de meseta no fueron facilitados (7 células; Fig. 14A, B arriba). En ambos casos 
la adición de bloqueadores de los receptores sensibles a ryanodina por periodos entre 20 y 
60 min eliminó o redujo el incremento en la frecuencia de descarga así como la amplitud de 
la despolari7ación tanto en potenciales de meseta facilitados como no facilitados (p<0.05) 
(Tabla 2). 

Los efectos de los bloqueadores de ryanodina no se deben a modulaciones de los umbrales 
para inducir potenciales de meseta, ya que los potenciales de meseta no pudieron ser 
reinducidos ni por la inyección de corriente de mantenimiento dcspolarizante ni por el 
incremento en la intensidad del estímulo (ambas manipulaciones que facilitan a Jos 
potenciales de meseta). 

Como se observa en la figura 12, la activación de los canales de Ca2
+ tipo L con BayK 8644 

aplicado por 10-15 min, recupera los potenciales de meseta bloqueados por manipulaciones 
farmacológicas. De manera inesperada, encontramos que en todos los casos en los que los 
potenciales de meseta fueron bloqueados por los inhibidores de los receptores sensibles a 
ryanodina, la aplicación de Bay K 8644 por 40 min no recuperó ni el incremento en la 
frecuencia de descarga, ni la postdespolarización asociadas a los potenciales de meseta (8/8 
células) (Tabla 2; Fig. l 4A, H). Consistentemente con este resultado, los potenciales de 
meseta inducidos por Bay K 8644 fueron reducidos por la aplicación de bloqueadores de 
los receptores sensibles a ryanodina (2/2 células; Fig. 15). 
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Incremento en la Frecuencia de Descarga 
No. de potenciales de acción generados en los primeros/los últimos 500 ms del pulso 

Control trans-ACPD 80-lOOµM BayK 8644 
No Facilitados Muscarina Ryanodina 

Facilitados 
0.9 +/-O.O 2.3+/-0.2 * l .0+/-0. I p<0.05 
n=3 n=3 n=3 0.94+/-0.1 

n=8 
1.86 +/- 1.3 0.8+/-0.1 * p<0.05 
n=7 n=7 
Postdespolarización Potencial de membrana 300 ms después del pulso 
Control trans-ACPD 80-lOOµM Bay K 8644 
No Facilitados Muscarina Ryanodina (mV) 
(mV) Facilitados (mV) 

(mV) 
1. l+/-0.1 9+/-2.0 * 2.l+/-1.4 2.9+/-0.4 p<0.05 
n=3 n=3 n=3 n=8 
9.5+/-1.5 3.l+/-0.9 * p<0.05 
n=7 n=7 
Postdespolarización Potencial de membrana 300 ms después del pulso 
Sin ITX ConTTX TTX + 80-lOOµM 
(mV) (mV) Ryanodina 

(mV) 
11.8+/-2.2 10.6+/-3.7 4.1+/-1.2 
n=3 n=3 n=3 
Tabla 2.Efectos del bloqueo de receptores de rya11odi11a sobre el i11creme11to en la frecuencia de 
descarga y la postdespolarización asociada a los potenciales de meseta. Se presentan los datos 
calculados del incremento en la frecuencia de descarga y la postdespolarización en neuronas 
registradas en la ausencia de lTX (primer y segundo paneles). En la primera fila del primer y 
segundo paneles se presenta el grupo de células en el que los potenciales de meseta fueron 
facilitados por agonistas del receptor mGlu 1 o muscarina, y en las tilas siguientes se presentan 
respectivamente los grupos de células con potenciales de meseta que no fueron facilitados. En el 
tercer panel se presentan los valores de postdcspolari7.ación en células registradas en la presencia de 
TTX (tercer panel). Los valores representados corresponden a la media+/-error estándar. 

En tres células se probaron los efectos de los bloqueadores de los receptores sensibles a 
ryanodina sobre los potenciales de meseta en la presencia de ·nx, para confirmar que la 
actividad que estudiamos correspondía con potenciales de meseta. La aplicación de ITX no 
produjo cambio en la amplitud de la postdespolarización; pero la aplicación de 
bloqueadores de los receptores sensibles a ryanodina redujo la postdespolarización asociada 
a los potenciales de meseta (Tabla 2, tercer panel). En la presencia de ITX, se observa una 
pequeña meseta al final del pulso aún después de la aplicación de bloqueadores de los 
receptores sensibles a ryanodina. Este componente residual no implica un cambio en los 
umbrales para la inducción de potenciales de meseta ya que la aplicación de un pulso 
despolarizante de mayor intensidad no recuperó Jos potenciales de meseta. Resultados 
preliminares de un experimento, sugieren que este componente residual es insensible a la 
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actividad de la fosfolipasa C, ya que no es inhibido por U-73 I 22, que es un bloqueador de 
esta enzima (n=I) (Fig. 16). 
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Fig. 14. Efectos de la manipulación farmacológica de receptores sensibles a rya11odina sobre 
potenciales de meseta facilitados y 110/acilitados. Se muestran registros del potencial de membrana 
de motoneuronas de tortuga (trazos superiores) y el efecto de la inyección del pulsos de corriente 
despolarizantc (trazos inferiores). La línea discontinua representa el potencial de membrana basal. 
A) Potenciales de meseta registrados en condiciones control, tras la aplicación de 80 µM de 
ryanodina, y tras la aplicación de 1 µM del activador de canales de Ca2

• tipo L, Bay K 8644. Arriba 
(derecha): respuestas a un protocolo de pulsos de corriente despolari7.ante e hiperpolarizante en la 
presencia de las drogas. Se puede observar que ni la ryanodina ni el Bay K 8644 cambiaron la 
resistencia de entrada (p=0.9), ni el umbral para los potenciales de acción (p=0.8). B) Arriba: 
Gráfica de la frecuencia de disparo normali7_,'Jda en el tiempo en la presencia de inhibidores de la 
actividad prcsináptica (•),tras la adición de diferentes bloqueadores del receptor de ryanodina (0) 
y tras la adición de 1 ~1M de Bay K 8644 (A). Abajo: Gráfica de la frecuencia de disparo 
normalizada contra el tiempo asociada a potenciales de mesta facilitados por 40 µM de trans-ACPD 
o 25 µM de muscarina (•), tras la adición de bloqueadores de los receptores sensibles a ryanodina 
(O) tras la adición de 1 µM de Bay K 8644 ( & ). La barra horizontal representa el pulso de 
estimulación dcspolari7.antc. En ambos grupos se encontraron diferencias significativas entre la fase 
de inducción de los potenciales de meseta facilitados y no facilitados(•) con la fase en la que se 
aplicó ryanodina (O) o Bay K 8644 (&);debido a que el Bay K 8644 no recuperó a los potenciales 
de meseta no se encontraron diferencias significativas entre los dos últimos tratamientos (ANOVA 
p<0.05). 
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Figura 15. Efectos de la manipulación farmacológica de receptores sensibles a ryanodina sobre 
potenciales de meseta inducidos por activación del canal de ca2· tipo L. Potenciales de meseta 
facilitados con 1 µM de Bay K 8644, tras la aplicación de 75 µM de 2-APB, y tras la adición de 80 
µM de ryanodina. 
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Fig. 16. Efecto de la manipulación farmacológica de receptores sensibles a ryanodina sobre 
potenciales de meseta, en la presencia de TTX En el primer trazo se observa el incremento en la 
frecuencia de descarga y la postdespolarización producidas por un pulso de corriente despolarizante 
de 2 s. En el segundo trazo, se observan los potenciales de meseta que son desenmascarados con 
200 nM de TIX. En el tercer trazo se observa la reducción de la meseta por la aplicación de 80 µM 
de ryanodina. Con TIX y ryanodina, un pulso de corriente más despolarizante puede aun evocar un 
pequeño componente residual, no suficiente para producir potenciales de meseta (flecha). Este 
componente residual no fue eliminado por la adición de 1 ¡1M U-73122 en este experimento único. 

En algunos experimentos utili7..amos activadores de los receptores sensibles a ryanodina, 
con la finalidad de investigar si la aplicación de estos compuestos facilita los potenciales de 
meseta y el windup. Probamos cafeína en concentraciones de 3 a l O mM (5 células; Fig. 
17). En ninguno de estos experimentos observamos la facilitación de potenciales de meseta, 
pero sí observamos que de manera consistente, la cafeína induce un incremento en la 
frecuencia de descarga de las motoneuronas (Fig 17). El efecto de la cafeína sobre el 
umbral de disparo es probablemente debido al aumento en resistencia de entrada que se 
observo en 2 de las células estudiadas. Los experimentos con activadores de receptores 
sensibles a ryanodina se realizan en células que no presentan potenciales de meseta, similar 
a la condición en la que se inducen por la aplicación de agonistas de receptores 
metabotrópicos de glutamato y acetilcolina. En estas condiciones, la ausencia de 
potenciales de meseta o windup tras la aplicación de activadores del receptor de ryanodina 
puede significar una falta de efecto de los activadores sobre estos fenómenos o bien la 
incapacidad de estas células para generarlos. Estos experimentos con activadores fueron los 
primeros realizados en la fase de electrofisiología, debido a la problemática relacionada a 
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su interpretación decidimos continuar probando los efectos de bloqueadores de este 
receptor que se presentaron anteriormente. 

1·25" Cafelna 10 mM 

~~ 4-
Fig. 17. Efecto de la activación farmacológica de receptores sensibles a ryanodina sobre 
potenciales de meseta. Se presenta el efecto de 1 O mM de cafeína sobre la actividad de una 
motoneurona en la que se aplicó el protocolo para la inducción de potenciales de meseta (izquierda) 
y windup (derecha). En esta célula, la aplicación de los protocolos no inducía ni potenciales de 
meseta ni windup en la condición control (arriba), ni después de cafeína (abajo). Como se puede 
observar que la cafeína produce una disminución en el umbral de disparo de las células (comparar la 
intensidad del pulso utilizado en los dos trazos a la derecha; 0.7 y 0.2). 

Manipulación farmacológica de los receptores sensibles a lnsP3. 
Con la finalidad de investigar la participación de las vías de señalización dependientes de 
lnsP3 en los potenciales de meseta se probó el efecto del bloqueador de los receptores 
sensibles a lnsP3, 2-APB o del inhibidor de la fosfolipasa C y la producción de lnsP3, U-
73122. Se probaron potenciales de meseta facilitados por trans-ACPD, muscarina, Bay K 
8644 y no facilitados. 

En 9 de 1 O células en las que los potenciales de meseta fueron facilitados por trans-ACPD o 
muscarina, el incremento en la frecuencia de descarga y la postdespolarización fueron 
inhibidas por la aplicación por 40-80 min de 2-APB (Fig. I 8A, C) o de 60 min de U-73122 
(I/I células) (p<0.05) (Tabla 3). En contraste, el incremento en la frecuencia de descarga y 
la postdescarga fueron reducidas por el 2-APB en aproximadamente la mitad de las células 
probadas (317 células) y en una célula probada con U-73122 cuando los potenciales de 
meseta no fueron facilitados por la activación de receptores metabotrópicos. El resto de las 
células permanecieron sin cambio (4/7 células). Las células con potenciales de meseta no 
facilitadas fueron separadas en dos grupos, uno sensible a las manipulaciones con 
bloqueadores de la vía de lnsP3 (1) y otro insensible a estas manipulaciones (Il). Esto último 
con el fin de no obscurecer los efectos de las células afectadas (Tabla 3). 

Tanto el incremento en la frecuencia de descarga como la posdespolarización asociada a la 
activación de potenciales de meseta bloqueados por 2-APB (5/8 células Fig. l 8A) o por U-
73122 (2/3 células) fueron recuperados por la aplicación de 10-15 min de Bay K 8644 
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(Tabla 3 ). Además algunos resultados preeliminares muestran que los potenciales de meseta 
inducidos por Bay K 8644 no fueron afectados por 2-APB (1/1 célula) o U-73122 (2/2 
células) (t de student p=0.6 para el incremento en la frecuencia de descarga y p=0.7 para la 
postdepolarización). 

Incremento en la Frecuencia de Descarga 
No. de potenciales de acción generados en los primeros/los últimos 500 ms del pulso 

Control trans-ACPD 75 µM2-APB Bay K 8644 
No Facilitados Muscarina 1 µM U-73122 

Facilitados 
0.7 +/-O.O l .2+/-0.0 * 0.8+/-0.0 p<0.05 
n=8 n=9 n=9 2.9+/-0.4 * 

n=7 
1.1 +/- 1.3 0.7+/-0.1 * p<0.05 
n=3 1 n=3 
l.2+/-0.0 1.1+/-0.0 p>0.05 
n=4 II 
Postdespolarización Potencial de membrana 300 ms después del pulso 
Control trans-ACPD 75 µM 2-APB Bay K 8644 
No Facilitados Muscarina 1 µM U-73122 (mV) 
(mV) Facilitados 

(mV) 
0.9+/-0.1 3.9+/-1.2 * O. l+/-0.7 p<0.05 
n=8 n=9 n=9 6.4+/-0.6 
7.6+/-0.8 2.8+/-1.2 * n=7 p<0.05 
n=3 l n=3 
10.4+/-2.7 6.5+/-1.6 p>0.05 
n=4 11 n:=4 
Tabla 3.Efectos del bloqueo de receptores de lnsP3 sobre el incremento en la .frecuencia de 
descarga y la postdespolari=ación asociada a los potenciales de meseta. Se presentan los datos 
calculados del incremento en la frecuencia de descarga y la postdespolarización en motoneuronas 
de tortuga. En la primera fila de cada panel se presenta el grupo de células en el que los potenciales 
de meseta fueron facilitados por agonistas del receptor mGlu ro muscarina, y en las filas siguientes 
se presentan respectivamente los grupos de células con potenciales de meseta que no fueron 
facilitados y que fueron sensibles a la inhibición farmacológica de la vía de lnsP.1 (1) y los que no 
fueron sensibles a estas manipulaciones (JI). Los valores representados corresponden a la media+/
crror estándar. 

Otra serie de resultados preeliminares sugiere que en todos los casos en los que la 
inhibición de la vía de señalización dependiente de lnsP3 no tiene efecto sobre los 
potenciales de meseta los bloqueadores de los receptores sensibles a ryanodina los 
eliminan. Estos resultados se observaron en potenciales de meseta no facilitados (1/1 
célula) e insensibles a 2-APB o U-73122 ( 111 célula), así como en los casos de potenciales 
de meseta recuperados con Bay K 8644 después del tratamiento con 2-APB (1/1 célula) o 
U-73122 (1/l célula). 
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Finalmente, en 3/3 células en las que los potenciales de meseta fueron insensibles al 2-
APB, la depleción de Ca2+ del RE con tapsigargina bloqueó completamente a los 
potenciales de meseta (Fig.18B), sugiriendo que el mecanismo para generar potenciales de 
meseta era sensible a la liberación intracelular de Ca2

+. 
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Fig. 18. Efecto de la manipulación farmacológica de receptores sensibles a lnsP3 sobre potenciales 
de meseta. A) Gráfica que muestra la frecuencia de disparo normalizada contra el tiempo de 
potenciales de meseta facilitados por 40 µM de trans-ACPD o 25 µM de muscarina (•), tras la 
aplicación de 75 µM del bloqueador de receptores sensibles a lnsP3, 2-APB (O) y tras la aplicación 
por 1 µM de Bay K 8644 ( • ). El incremento en la frecuencia de disparo fue significativamente 
diferente entre la condición de potenciales de meseta inducidos por activación de receptores 
metabotrópicos (•)y la aplicación de ryanodina (0) pero no de la aplicación de Bay K 8644 ( 6.) 
(ANOVA p<0.05). B) Frecuencia de disparo de una célula contra el tiempo mostrando potenciales 
de meseta promovidos en la ausencia de facilitadores mctabotrópicos (•), después de la aplicación 
de 2-APB (O) y tras la aplicación de 1 O ¡1M de tapsigargina (~). C) Potenciales de meseta 
facilitados por 25 µM de muscarina, a los que se les aplico 75 µM del bloqueador de lnsP3, 2-APB 
y posteriormente 1 ¡1M de Bay K 8644. Los histogramas arriba de los registros representan la 
frecuencia de disparo en el tiempo. 

Windup 

En 17/34 células estudiadas la cstimulación dcspolarizante subumbral repetitiva (0.5 cps) 
produjo windup. Este fenómeno se caracteriza por un incremento gradual en la descarga 
evocada por cada estímulo cuando se aplica de manera repetitiva, provocada por el 
crecimiento sucesivo de la despolarización asociada a la activación de potenciales de 
meseta (Fig. 19). La sensibilidad del windup a bloqueadores de los receptores sensibles a 
ryanodina, lnsP3 y de la fosfolipasa C fue probada en estas células. En general, el windup y 
los potenciales de meseta fueron afectados de manera similar por estos bloqueadores, 
aunque el windup fue siempre afectado antes que los potenciales de meseta. Los registros 
de windup fueron estables en células no afectadas por las manipulaciones farmacológicas 
por más de 5 horas. 
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Los bloqueadores de ryanodina eliminaron el windup en todas las condiciones probadas: 
windup facilitado por la aplicación de trans-ACPD o muscarina (2/2 células; Fig. l 9A, C), 
de Bay K 8644 (2 células) o en la ausencia de estos facilitadores (4 células). De manera 
similar a lo observado con los potenciales de meseta, el Bay K 8644 no recuperó los 
potenciales de meseta eliminados por los bloqueadores de los receptores sensibles a 
ryanodina (4 células) (Fig. 19A). 

El windup facilitado por trans-ACPD o muscarina (4/4 células) (Fig. 198) fue eliminado 
por el bloqueador de los receptores sensibles a lnsP3, 2-APB así como por el inhibidor de la 
fosfolipasa C, U-73122. En cambio estas drogas solo afectaron aproximadamente la mitad 
de las células en las que el windup no fue facilitado; (2/5 células tratadas con 2-APB y en 
1/1 células con U-73122). El bloqueo del windup inducido por inhibición farmacológica de 
la vía de lnsP3 fue revertido por Bay K 8644 en todos los casos probados (7 células). El 
windup facilitado por la aplicación de Bay K 8644 no fue afectado por 2-APB pero fue 
eliminado por bloqueadores de los receptores sensibles a ryanodina (1/1 células; Fig. l 9C). 
Estos resultados sugieren que el windup inducido por la activación de los agonistas de 
receptores mGlu 1 o muscarínicos activan la vía de lnsP3, pero que la activación de esta vía 
no es obligatoria para la generación del windup. 

A Muscarlna + B•ll K8644 

ilJ_ ~ j_L, 20mV 

2• 
B 

trana-ACP'D + 2-AP'B 

ill1JL JillJll I 20mV 

e 
a.y K ª°"" + 2-AP'B + ~-

rWn ~~¡20mV 
~~~I0.4nA 

2a 

Fig. 19. Efecto de la manipulación farmacológica de los receptores sensibles a ryanodina e /nsP1 

sobre el windup. Los bloqueadores de los receptores sensibles a JnsP3 y de ryanodina afectan de 
manera similar a los potenciales de meseta y el windup. A) El windup facilitado por 25 µM de 
muscarina, tras la aplicación de 100 ¡1M de ryanodina y tras la aplicación de 1 µM de Bay K 8644. 
B) Windup facilitado por 40 µM de trans-ACPD, tras la aplicación del inhibidor de receptores de 
lnsP3 2-APB (75 µM). C) Windup facilitado por 1 µM de Bay K 8644, tras la aplicación de 75 µM 
de 2-APB, y tras la adición de 80 µM de ryanodina. 
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Determinaciones Bioquímicas 
Utilizando la técnica de unión específica de Iigandos radiactivos encontramos que las 
secciones cervical y lumbar de la médula espinal de tortuga tienen una cantidad de sitios de 
unión a (3H]ryanodina y [3H]InsP3 similar a la reportada previamente para otras estructuras 
del sistema nervioso central en mamíferos (ver tabla 4). 

Recientemente, se ha reportado que el efecto de 2-APB puede deberse a su acción sobre 
entidades moleculares distintas a los receptores sensibles a lnsP_, (Pakriya y Lewis, 2001). 
Por esta razón para determinar si el 2-APR interactuaba con los receptores sensibles a InsP3, 

decidimos cuantificar la cantidad de sitios de unión a [3H]InsP3 en la presencia de este 
fármaco. Como se muestra en la tabla 2 observamos una marcada disminución de los sitios 
de unión a [3H]lnsP3 cuando el 2-APB era incluido en el ensayo. Este resultado confirma que 
en la médula espinal de tortuga el 2-APB interactúa con los receptores sensibles a InsP3. 

Tabla 4. Unión de ['H]ryanodina y ['H]lnsP3 a membranas totales de médula espinal de 
tortuga (cervical v lumbar). 

Rya Rya InsP3 lnsP3 InsP3 + 
fmolas/ mg Zimanyi y Martinez- 2-APB 
prot. Pessah, 1991 n=3 Merlos y n=S 

cols., 1997 n=3 
Hipocampo 117 
Cerebelo 122 
Médula 81.84 +/- 217.56 +/- 16.36 +/-
Tortuga 12.97 29.72 10.61 
Cerebro 130-260 

Tabla. 4. Se presentan datos de la cantidad de sitios que unieron (3H]ryanodina y [3H]InsP3 en preparaciones 
de membranas totales de médula espinal de tortuga. Se presentan también datos obtenidos por otros grupos en 
otras regiones del sistema nervioso con fines comparativos. 

Por otro lado, se realizaron mediciones de la actividad de la ATPasa de Ca2+ en 
preparaciones de secciones lumbar y cervical de la médula espinal de tortuga y se probó su 
sensibilidad a la tapsigargina. Obtuvimos una actividad de 33 +/- 9 µmol NADH/min/mg 
prot y observamos que en la presencia de tapsigargina la actividad de la ATPasa de Ca2

+ 

fue completamente inhibida (n=2), lo que indica que esta actividad corresponde a la 
A TPasa de Ca2

+ del RE. Debido a que el bloqueo de la actividad de la ATPasa impide el 
relleno del RE Ca2

', estos resultados sugieren que nuestros datos electrofisiológicos con 
tapsigargina se pueden deber al vaciamiento de Ca2

+ del RE. 
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Microscopía Confocal 
Se realizaron 2 experimentos en los que se incubaron cortes histológicos de médula espinal 
de tortuga con ryanodina, heparina y brefeldina acopladas a fluoróforos y se observaron al 
microscopio confocal. 

Se observó una distribución homogénea de receptor de ryanodina en la sustancia gris de la 
médula espinal y coexistencia de receptores sensibles a InsP3 y ryanodina en la sustancia 
blanca, también distribuidos homogéneamente (Fig. 20). Se realizaron dobles marcajes de 
ryanodina con brefcldina y se observa un completa colocalización de ambos marcajes, lo 
cual nos indica que los receptores sensibles a ryanodina se ubican en endomembranas. 
Adicionalmente, con la finalidad de corroborar la especificidad de la unión de los ligandos 
acoplados a fluoróforos se realizaron incubaciones de los ligandos acoplados a fluoróforos 
con excesos de ligando no marcado, tanto los tluoróforos acoplados a ryanodina como los 
acoplados a heparina fueron desplazados por los ligandos no marcados. Se observo una 
diferencia significativa en la intensidad de marcaje en la presencia y ausencia de ligandos 
no marcados (P<0.05) (Fig. 21 ). 

Tanto el marcaje de ryanodina como el de heparina acopladas a tluoróforos fueron muy 
intensos y homogéneos (Fig. 20 y 21 ); ésto, aunado a lo intrincado de las proyecciones 
neuronales impidió hacer observaciones con mayor aumento que permitieran obtener 
información sobre la distribución de estos receptores en compartimentos neuronales. Por 
esta razón, en un experimento realizamos marcajes retrógrados de las motoneuronas 
mediante la inyección de Dextran acoplado a tluoresceína en ambos nervios ciáticos de la 
tortuga (Fig. 22). En estas condiciones se realizaron incubaciones con ryanodina acoplada 
a Rojo Texas. Esta variación permitió identificar motoneuronas individuales y observar la 
distribución reticular del receptor de ryanodina en estas células. 
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Fig. 20. Dislribución de receplores sensibles a rya11odi11a e /11sP 3 e11 la región lumbar de la 
médula espinal de /orluga. En esta figura se observa la distribución de los sitios de unión de los 
ligandos ryanodina y heparina acoplados a rojo texas (rojo) y fluoresceína (verde) respectivamente 
en una hemisección de la sección lumbar de la médula espinal de tortuga (4X). Estos ligandos se 
unen respectivamente a los receptores sensibles a ryanodina y a lnsP3• Como se observa, ambos 
receptores colocalizan (amarillo) y se distribuyen de manera homogénea en la sustancia gris y 
predominantemente en la sustancia blanca. En 1 Ox se observa un acercamiento de la sección ventral 
de la médula espinal donde se encuentran las motoneuronas de interés en este estudio. 
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Rya11odi11a RT 1 µM 
Ryanodinu RT l,uM + Ryc111odi11a 300 pM 

Heparinafl 1 pM 
Heparina.fl 1 pM + Heparina 50pJW 

Fig. 21. Controles de especificidad del marcaje con ligandos para receptores sensibles a ryanodina 
e JnsP3 en la región lumbar de la médula espinal de tortuga. En esta figura se observa el marcaje 
de con ryanodina acoplada a rojo texas y heparina acoplada a fluoresceína (izquierda) desplazados 
con un exceso de los mismos ligandos no marcados (derecha). Este experimento muestra que el 
marcaje es específico de los receptores sensibles a ryanodina e lnsP3, ya que encontramos una 
diferencia significativa cuando el ligando no marcado es coincubado (ANOV A P<0.05). Las 
imágenes en la presencia y ausencia de ligandos no marcados se realizaron utilizando valores 
idénticos de ganancia en el microscopio con focal. 
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Dcxtnm-FL 
Ryunodina-RT 

Fig 22. Localización de receptores sensibles a rya11odi11a en neuronas marcadas por transporte 
retrogrado de Dextran acoplado ajluoresceína. Marcaje de receptores sensibles a ryanodina (rojo 
texas) en motoneuronas que fueron marcadas retrógradamente a través de la inyección de Dextran 
acoplado a fluoresceína (verde) en el nervio ciático. Como se puede observar, la distribución del 
receptor de ryanodina en estas células es reticular y se encuentra también en las proyecciones de las 
mismas. De izquierda a derecha los aumentos son 60X, 60X y 1 OOX para las imágenes en las que 
no está indicado. 

DISCUSIÓN 
Distribución de los receptores sensibles a J11sP3y a ryanodina. 
Nuestros resultados de microscopia confocal y las determinaciones bioquímicas indican que la médula espinal 
de tortuga tiene elementos que controlan la liberación de Ca2

+ del RE, similares a los reportados en 
preparaciones más caracterizadas. Los experimentos histológicos comprueban la existencia de receptores 
sensibles a ryanodina y de InsP; en las secciones cervical y lumbar de la médula espinal de tortuga. Ambos 
tipos de receptores se encuentran de manera preponderante en la sustancia blanca; donde no se observa una 
abundancia mayor para ninguno. En la sustancia gris en cambio, los receptores sensibles a ryanodina parecen 
ser más abundantes comparados con el de lnsP;, esta observación preliminar coincide con la encontrada en 
nuestros experimentos con rebanadas de rata (no publicado) y con la reportada en otras zonas del sistema 
nervioso central de mamífero (Nakanishi y cols., 1992, Rodrigo y cols., 1993 y Sharp y cols., 1993). El 
marcaje para ambos receptores se localiza en endomembranas, lo que confinna la localización de estos 
receptores en el retículo endoplásmico, igual que en otros sistemas neuronales (Korkotian y Sega!, 1998; 
Kanaseki y cols., 1998). El marcaje retrógrado de neuronas individuales nos permitió observar que el receptor 
de ryanodina se encuentra distribuido en el soma y proyecciones neuronales (Fig. 22)ó Sin embargo se 
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requiere un número mayor ele experimentos con marcaje retrogrado que se pueda ucoplar al marcaje ele 
receptores con el fin de obtener infonnación de la distribución de estos en las motoncuronas. 

Estos resultados que muestran coincidencias entre la composición y distribución de receptores liberadores de 
Ca2+ en la tortuga con la composición y distribución de estos mismos elementos en mamlferos, aunado a la 
descripción de la distribución de otros elementos relacionados con la generación de potenciales de meseta en 
motoneuronns de tortuga (Simon y cols., 2003), son importantes ya que sugieren una coincidencia en los 
mecanismos para Ja producción de estos fenómenos a lo largo de varias especies animales. 

Determinaciones bioquímicas. 
El nínnero de sitios que unen [3H]ryanodina y [3H]lnsP3 en preparaciones de membranas totales de médula 
espinal de tortuga es similar a los reportados para otras rt:giones del cerebro en diferentes especies de roedores 
(Zimanyi y Pessah, 1991; Martinez-Merlos y cols., 1997) (Tabla 4), y la actividad de la ATPasa de Cn2

+ es 
sensible a tapsigargina, lo que sugiere su localización en el RE. 

Recientemente Prnkriya y Lewis (2001) reportaron qur ~I 2-A PB no tiene acción sobre receptores sensibles a 
lnsP3, sino sobre otros canales que movilizan Ca2

•. Nuestros experimentos no nos permiten descartar que este 
fármaco tenga acción sobre entidades moleculares diferentes al receptor de lnsP3; pero confirman que, en 
nuestro sistema, el 2-APB interactúa con los receptores sensibles a lnsP3. 

Efectos de la disminución de los niveles de Ca2
• intracelular 

Nuestros experimentos muestran que los potenciales de meseta dependientes de la actividad de canal de Ca2
+ 

tipo L, requieren de incrementos en los niveles de Ca2
• citoplásmico, ya que la aplicación del quelante de Ca2+ 

Bapta-AM los bloquea. Se sabe que los incrementos en la [Ca2+]c facilitan la actividad de los canales de Ca2
' 

tipo L, incrementando su corriente y disminuyendo su umbral y In latencia para su activación (Chavis y cols., 
1995), lo que concuerda con nuestros resultados. 

El bloqueo de los potenciales de meseta por Bapta-AM fue revertido por la activación de canales tipo L con 
Bay K 8644. Esto puede deberse a 1) que la cercanía espacial de los receptores sensibles a ryanodina y el 
canal L evitan el amortiguamiento Ca2

' que entra por el canal L o 2) que los potenciales de meseta estén 
mediados por la interacción llsica directa de los receptores de ryanodina y el canal de Ca2

' tipo L, lo que haría 
innecesaria la participación de este ión en la facilitación del canal. 

Manipulación fi1rmam/ógica de la calmod11/ina 
Nuestros resultados con los bloqueadores de la actividad dt: calmodulina muestran que al menos una vía de 
inducción de los potenciales de meseta implica la activación de esta protclna. Esto concuerda también con la 
sensibilidad de los potenciales de meseta y el windup a los niveles de Ca2

' intracelular ya que la activación de 
esta proteína es sensible a las concentraciones de este ión (Swandulla y Zeilhofer, 1998). 
Como se discutirá más adelante la calmodulina es un posible blanco del Ca2

' para la facilitación del canal 
tipo L necesaria para la generación de los potenciales de meseta. En particular, los resultados obtenidos son 
muy nlines con la descripción de una forma de calmodulina que se ha descrito esta asociada permanentemente 
al canal L (Erickson y col s., 2001) que facilita su actividad (Zuhlke y cols .• 1999). 

Es posibles que la calmodulina tenga también efectos sobre otras proteínas implicadas en la generación de los 
potenciales de meseta, por ejemplo los canales de lnsP3 o ele ryanodina corno veremos en la siguiente sección 
(Verkhratsky y Shmigol, 1996; Markin y Dezprozvanny, 1998; Cnrafoli y cols, 2001 ). Además la calmodulina 
interactúa con una gran cantidad de proteínas en el citoplasma, algunas de las cuales han sido involucradas en 
la generación de otros tipos de plasticidad neuronal, entre los que destacan la LTP (Wang y Kelly, 1997; 
Yang y cols., 1999; Morishita y cols., 2001; Cammarotta y cols., 2002; Vaillant y cols., 2002; Fink y cols., 
2003). 

Manipu/aciónfarmaco/ógica de los receplores sensibles a ryanodina e lnsP1 

Nuestros experimentos electrofisiológicos con activadores del receptor de ryanodina no 
arrojaron resultados que permitan hacer conclusiones contundentes. Esta serie experimental 
fue interrumpida en virtud de que la cafeína no produjo ningún efecto sobre los potenciales 
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de meseta. La falta de efectos sobre los potenciales de meseta de las células probadas con 
este activador de los receptores de ryanodina es dificil de interpretar, ya que el diseño 
experimental utilizado no permite discriminar si las neuronas probadas pertenecen a la 
población de células que no presentan potenciales de meseta o .si la activación 
farmacológica de los receptores de ryanodina no los afecta. A pesar del bajo número de 
experimentos, observamos una tendencia de la cafeína a disminuir el umbral de disparo de 
las neuronas, es probable que este efecto se deba al aumento en la resistencia de entrada 
que se ha reportado por efecto de la aplicación de cafeína en otros tipos neuronales (Greene 
y cols., 1985). 

Los potenciales de meseta fueron inhibidos por el bloqueo de receptores de ryanodina, independientemente de 
si fueron facilitados por la activación de receptores mGlu 1, receptores muscarinicos, por aperura del canal Lo 
no facilitados farnmcológicamenlc. Ésto sugien: que la actividad del receptor de ryanodina es necesaria para 
la generación de los potenciales de meseta. La sensibilidad de los potenciales de meseta a los niveles de Ca2

• 

intracelular sugiere la posible activación de un mecanismo de retroalimentación positiva oc liberación de Ca2
• 

de los receptores sensibles a ryanodina inducida por Ca2
' proveniente del inílujo por el canal tipo L (ver 

figura 11). Este tipo de interacciones entre el canal de Ca2
' tipo L y los receptores sensibles a ryanodina han 

sido descritas en diversos tipos neuronales (Chavis y cuis., 1996; Tanabe y cols., 1998 y Hashi y cols., 2000) 
y se sabe que pueden ser promovidas por la activación repetitiva del canal tipo L (Chavis y cols., 1996), lo 
que es compatible con el requerimento de estimulación repetitiva para la activación del wi11d11p en 
motoneuronas. Los posibles mecanismos responsables de la interacción funcional pueden implicar: 

a) La activación de una forma de calmodulina permanentemcnte pegada al canal de Ca2
• tipo L 

(Erickson y col s., 2001) que facilita al canal (Zuhlke y col s., 1999). Esto concuerda con la reducción 
de los potenciales de meseta inducida por bloqueadores de calmodulina (Figura 13). 

b) La interacción directa de los canales de Ca2
• con iones liberados por el RE, debido a que se sabe que 

el canal de Ca2
' tipo L tiene varias secuencias consenso de unión a Ca2

' (Peterson y cols., 2000). En 
este punto faltará explorar específicamente que sitios están involucrados y bajo que condiciones el 
Ca2+ puede facilitar la actividad del canal, ya que se conoce que en condiciones de reposo el Cu2' 

inactiva al canul (Dolphin y cuis., 1999). 
c) La fosforilación del canal L mediada por la activación dependiente de Ca2

' de la proteína cinasa C 
(Arenson y Eva ns, 2001; Son y Brinton, 2001 }, o de In calmodulina cinnsn 11 cuya inactivación 
disminuye los potenciales de meseta inducidos por un agonista muscarínico en el hipocampo (Alberi 
y cols., 2000). La fosforilación de los canales L se ha propuesto como uno de los mecanismos 
responsables de la facilitación de los canales tipo L (You y eols., 1995). 

d) Interacciones directas entre los receptores sensibles a ryanodina y los canales de Ca2
' tipo L (Chavis 

y cols., 1996), que pudieran estar organizados en microdominios que favorecen su interacción 
(Delmas y Brown, 2002; Johenning y Ehrlich, 2002). Respecto de esta hipótesis hay evidencia que 
sugiere la existencia de sitios en los que la cercanía ílsica entre estas dos membranas podria permitir 
su interacción directa (Takechi y cols., 1998; Johenning y Ehrlich, 2002), además de que se han 
reportado interacciones lisicas entre proteínas localizadas en la membrana plasmútica y proteínas 
ubicadas en el RE, entre las que destacan la intemcción de canales TRP3 y el receptor de lnsP.i como 
mecanismo para el relleno del RE con Ca2

• (Ma y cols., 2000). 

Nuestros experimentos no prueban estas hipótesis, ni permiten descartar por ejemplo las interacciones 
mediadas por Ca2

' ya que, de existir, la cercanía espacial de los receptores sensibles a ryanodina y el canal L 
podría evitar la unión de Ca2

' al quelante Bapta-AM y permitir que el bloqueo promovido por este quelante 
sea reversible por la aplicación de Bay K 8644. Por otro lado, algunos hallazgos como la imposibilidad de 
promover los potenciales de meseta con Bay K 8644 en la presencia de bloqueadores de los receptores 
sensibles a ryanodina, favorecen la hipótesis sobre la interacción directa entre proteínas, ya que se ha 
mostrado que la ryanodina no bloquea la actividad del canal L (Chavis y cols., 1996) por tanto la activación 
de este canal debería ocurrir aún en la presencia de este fármaco, pero la entrada de Cu2

' a través del mismo 
no parece ser suficiente para activar los potenciales de meseta. 
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Los potenciales de meseta en las motoneuronas espinales son facilitados por la actividud de receptores 
metabotrópicos a diforentes neurotransmisores -noradrerrnlina, serotonina, ncetilcolina y glutanmto- (Conway 
y cols., 1988; llounsgaard y cols., 1988; Delgado-Lezama y cols., 1997; Svirkis y cols., 1997). La activación 
de estos receptores metabotrópicos puede facilitar las corrientes de Ca2

' dependientes del canal tipo L, esta 
facilitación consiste en incrementos en la cantidad de corriente así como disminuciones en el umbral y la 
latencia para su activación (Chavis y cols., 1995; Perrier y Hounsgaard, 2003). Varias evidencias sugieren que 
las vías de transducción asociadas a estos receptores convergen en la vía de fosfolipasa C- lnsP3 para facilitar 
las corrientes de los canales tipo L (Perrier y cols, 2002). 

Nuestros resultados muestran que la activación de receptores metabotrópicos mGlu 1 y muscarínicos facilitó 
los potenciales de meseta y que este tipo de potenciales de meseta fueron bloqueados por la inactivación de la 
v!a de lnsP3 (ver figura 18). Asimismo, a diferencia de nuestros resultados con los bloqueadores de los 
receptores sensibles a ryanodina. los potenciales de meseta no facilitados o los facilitados por la apertura del 
canal L no fueron siempre sensibles al bloqueo de la via de lnsP3• Ambos resultados sugieren [a participación 
de esta vla de señalización en la modulación de este patrón de actividad y muestran que la genernción de los 
potenciales de meseta es independiente de la actividad de la vla de lnsP3. De acuerdo con nuestros rrsultados 
con los inhibidores de calmodulina (figura 13), es posible que el mecanismo para la modulación de los 
potenciales de meseta dependa de la facilitación del canal tipo L, probablemente mediada por calmodulina 
activada por la liberación de Cai. del retículo endoplásmíco. 

Por otro lado, la habilidad del 13ay K 8644 para facilitar las corrientes tipo L cuando la v!a de fosfolipasa C
lnsP3 es bloqueada, sugiere que los receptores sensibles a ryanodina y los sensibles a lnsP3 regulan la 
actividad de los canales de Ca2

' tipo L n través de diferentes mecanismos en motoneuronas espinales y 
nuevamente sugieren que los receptores sensibles a ryanodina están implicados en la gcnernción de los 
potenciales de meseta; mientras que los receptores sensibles a lnsP3, participan en la modulación de este 
fenómeno. En este sentido es importante mencionar que en nuestros experimentos obs.:rvamos que la 
ryanodina es capaz de bloquear potenciales de mesetu lfUe se han recuperado por la activación del canal de 
Ca2

+ tipo L, después de que han sido bloqueados por 2-APB. 

Algunos hallazgos recientes en otros sistemas muestran interacciones llsicas o funcionales complejas entre los 
receptores sensibles a ryanodina, los receptores sensibles a lnsP3 y canales de Ca2

' tipo L (Johening y 
Erhlich, 2002; Dclmas y Brown, 2002; Fagni y cols., 2000), tus cuales pueden también estar presentes en las 
motoneuronas. En la médula espinal de tortuga las interncciones de los r<:ceptorcs sensibles a lnsP3 y a 
ryanodina parecen posibles, ya que en nuestros experimentos de microscopía confocal observamos la 
presencia d<! ambos tipos de receptores. La colocalización de estos tipos de receptores se ha reportado en 
dendritas de otros tipos neuronales (Korkotian y Sega!, 1998; Kanaseki y cols., 1998), y recientemente se ha 
demostrndo la presencia de la subunidad a 1 D, involucrada con la generación de potenciales de meseta en las 
dendritas. Estos hallazgos resultan particularmente interesantes, ya que es en estos compartimentos celulares 
donde se supone que se integran los potenciales de meseta y el wintlup (Delgado-Lezama y cols., 1999). 

Respecto del wind11p se sabe que requiere de la activación de potenciales de meseta. De acuerdo con este 
hecho, nuestros resultados muestran que todas las condiciones que bloquean a los potenciales de meseta 
eliminan también al wi11dup pero lo hacen más rápidamente. Esto indica que los mecanismos responsables del 
wintlup son muy sensibles a alteraciones en los mecanismos de liberación de Ca2

' intracelular. El windup 
requiere de un crecimiento extra de las despolarizaciones asociadas a los potenciales de meseta (ver figura 9), 
lo que podr!a explicar que manipulaciones farmacológicas que hacen a los canales tipo L más sensibles a la 
inactivación, tales como la disminución en los niveles de Ca2

+ citoplásmico (Dolphin, 1999) afectan más 
rápidamente a este fenómeno. Independientemente de esta posibilidad, los mecanismos celulares responsables 
del windup no son completamente conocidos a la fecha, por tanto es probable la participación de elementos 
independientes que se suman a los que subyacen a los potenciales de meseta, y que estén involucrados 
espec!ficamente en la generación del windup. Esto explicarla el hecho de que exista una proporción de 
neuronas que a pesar de tener potenciales de meseta vigorosos no presente windup (aproximadamente 40% en 
este estudio). 

En el presente estudio se realizaron manipulaciones farmacológicas para inhibir la participación de receptores 
ionotrópicos a glutamato, estricnina y GAl3A. Asimismo, en varios de los estudios mencionados se han 
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reali111do manipulaciones farmacológicas dirigidas a discernir si los potenciales de meseta y el wi11d11p 
requieren la participación de otms conductancias además de la del canal L. En c.:1 sistema de las motoneuronas 
de tortuga, se sabe que los potenciales de mesetu se presentun en lu uusencia de Na' en el medio de perfusión 
(Perrier y Hounsgaard, 1999), así como en la presencia de apamina o TEA, que son bloqueadores de canales 
de K+ (Svirkis y 1-lounsgaard, 1997). Esto sugiere que los potenciales de meseta y el wind11p en la médula 
espinal de tortuga pueden generarse por la actividad del canal L y según nuestros resultados requieren 
también del receptor de ryanodina pero son independientes de la activación de otras conductancias catiónicas. 
Esto no significa que in vivo, los potenciales de meseta no puedan ser modificados por componentes extras de 
estas otras conductancias presentes en las células, algunas de las cuales pueden ser activadas por los mismos 
fármacos que presentamos en esta tesis (Alaburda y cols., 2002; lto y Dulon, 2002). 

PERSPECTIVAS 

Estudios futuros deben centrarse en la determinación de los subtipos de receptor de ryanodina e 
lnsP3 así como de las subunidades del canal de Ca2

• tipo L responsables de los potenciales de 
meseta y el windup, estos estudios pueden dar infonnación relacionada con las cinéticas específicas 
de liberación e influjo de Ca2

' (Lec, 1996; Michikawa y cols., 1996; Rossi y cols., 2002). Al 
respecto, un estudio realizado en motoneuronas de rata identifico ARN mensajero que codifica para 
receptores sensibles a lnsP3 de las variantes 1 y 2 y para los 3 subtipos de receptores sensibles a 
ryanodina, además de ARN mensajero de receptores mGlu 1 (Van Den Bosch y cols., 1999). 

Por otro lado, el estudio detallado de la distribución de los receptores sensibles a ryanodina e lnsP3 

y de los canales de Ca1
' tipo L en los diferentes compartimentos de las neuronas que presentan 

potenciales de meseta y windup darían infommción de las interacciones moleculares implicadas en 
la generación de estos patrones de actividad. Pam este fin, creemos que el uso del marcaje 
retrógrado será de utilidad y pennitirá en un futuro cercano, realizar estas determinaciones. 
Además, el uso de técnicas de transferencia de energía de resonancia por fluorescencia (FRET), será 
útil para dctenninar si los receptores sensibles a ryanodina y el canal de Ca2

' tipo L interactúan 
directamente (Erickson y cols., 2001 ). 

Relacionado con la distribución de receptores intracelulares, falta definir las interacciones de estos 
elementos de moviJi7,1ción ele Ca2

' con otras proteínas que pueden modular su función, entre las que 
destacan la calmodulina por la evidencia que existe de su participación en los potenciales de meseta 
y el windup y proteínas acopladoras como las de la familia Homer, que participan en fenómenos de 
plasticidad sináptica (Brakeman, 1997) y que tienen sitios que acoplan proteínas de membrana 
plasmática como los receptores mGlu 1 con receptores sensibles a lnsP3 (Tu y cols., 1998) y sitios 
de unión a receptores sensibles a ryanodina (Blackstone y Shcng, 1999). En favor de la posible 
participación de proteínas acopladoras en la función de los potenciales de meseta se sabe que el 
influjo de Ca2

+ a través de canales dependientes de voltaje produce el agrupamiento de un tipo de 
Homer (Okabe y cols., 2001 ). 

Además como se menciono en la introducción algunas otras proteínas como la calmodulina cinasa 
11 tienen efectos que promueven la plasticidad neuronal en varios niveles que pueden involucrar 
incluso la transcripción de genes y modificaciones en la morfología neuronal (Wang y Kelly, 1997; 
Yang y cols., 1999; Morishita y cols., 2001; Cammarotta y cols., 2002; Vaillant y cols., 2002; Fink 
y cols., 2003). Será importante en estudios futuros buscar los blancos de este tipo de proteínas con 
funciones de seilali711ción de amplio espectro en relación a la generación de potenciales de meseta 
y el windup. 

Queda también por detem1inar en qué condiciones los potenciales de meseta y el windup se activan 
para formar parte de los mecanismos responsables de la locomoción, mantenimiento de la postura o 
sensibilización. En este punto, debido a que los potenciales de meseta y el windup representan 
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formas de funcionamiento neuronal que se activan en condiciones de estimulación específicas y 
modifican el procesamiento de información en las neuronas, es importante investigar cómo son 
afectados los mecanismos moleculares responsables de estos fenómenos en condiciones de 
patología que afectan el funcionamiento de las motoneuronas. 

Durante mis estudios de Doctorado realizamos experimentos dirigidos a desarrollar una preparación 
con las neuronas de la médula espinal en cultivos primarios. Una ventaja de contar con células 
aisladas se basa en el hecho de que los potenciales de meseta y el windup son fenómenos que se 
generan gracias al arreglo funcional de elementos propios de la célula y no por efecto de la 
elevación o disminución de actividad de sus aferentes. Algunos grupos han tratado de tener 
preparaciones de células neuronas espinales disociadas (Voisin y Nagy, 2001, pero hasta el 
momento no han logrado reproducir la activación de corrientes L en sus sistemas, una posible causa 
es la pérdida de dendritas en esas preparaciones, esto es más claro a la luz de la reciente descripción 
de la distribución diferencial de las subunidades del canal L a 1 D en las dendritas distales de las 
motoneuronas (Simona cols., 2003). Contar con preparaciones aisladas lo más integras posible 
facilitaría la determinación de las vías de señalización implicadas en la generación de los 
potenciales de meseta y el windup, debido a que permite una interpretación más directa de los 
efectos de la manipulación farmacológica de vías de señalización. Este tipo de preparaciones son 
susceptibles de ser estudiadas con técnicas de electrofisiología y además siendo que los mecanismos 
de generación de ambos fenómenos están relacionados con la señalización por Ca2

\ contar con 
preparaciones aisladas permitiría relacionar el estudio de la dinámica de movilización de este ión 
con su generación y modulación. 

Actualmente contamos con preparaciones de células de médula espinal cultivadas y hemos 
realizado marcajes con anticuerpos dirigidos a la proteína glial fibrilar (GFAP) y ncurofilamcntos 
(NF) para reconocer a la glía y neuronas dentro de las células cultivadas. Además hemos realizado 
experimentos en los que estudiamos la distribución de los receptores sensibles a ryanodina e InsP3 

en estas células con la misma tecnología descrita para los experimentos de microscopía confocal. 
Estos resultados se muestran en las figuras 23 y 24. Faltará poder reconocer y aislar específicamente 
a las motoneuronas dentro de estas células. 

Fig. 21. Locali::ación de receptores sensibles a rya11odi11a y a JnsP 1 en células gliales de médula 
espinal de tortuga en cultivo primario. A) En esta figura se muestran ejemplos de células gliales de 
la médula espinal de tortuga en cultivo, las cuales se identificaron por su marcaje con un anticuerpo 
dirigido a GFAP (verde). B) Se muestra la distribución de ryanodina (rojo) y heparina (verde) en 
células morfológicamente similares a las marcadas con GFAP en A. Como se puede observar, la 
distribución de ambos receptores es muy homogénea y esta presente en toda la célula a excepción 
del núcleo. 

Fig. 22. Locali=ación de receptores sensibles a ryanodina y a lnsP3 en células neuronales de 
médula e.\pinal de tortuga en cultivo primario. A) En esta figura, se muestran ejemplos de neuronas 
de la médula espinal de tortuga en cultivo identificadas por su marcaje con el anticuerpo contra 
neurofilamentos (NF). B) Se muestran la distribución de los receptores sensibles a ryanodina e 
lnsP1 en células morfológicamente similares a las marcadas con NF en A. Como se puede observar, 
los receptores sensibles a lnsP3 están principalmente localizados en el soma, mientras que los 
receptores sensibles a ryanodina se localizan más homogéneamente. 
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Ra pid Report 

Faoilitation of platea u potentials in turtle motoneurones 
by a pathway dependent on oalcium and oalmodulin 

-Jean-Fmn~ois Perrier, Sheyla Mejia-Gervacio* and J0rn Hounsgaard 

Department of /lfedical Physiology, Panum J11stitute, University of Copenliagen, 
HJK 2200 Cope11hagen N, Demnark a11d *Facultad de Química, Universidad Nacional 

A utonoma de ¡Jfcxico, Distrito Federal, Jlfexico 

(Heccil•ed 2 Jllny 2000; nccepted after revision 10 August 2000) 

1. Tht in\·oh•cmcnt of intrnccllular calciurn and calmodulin in the modulation of plateau 
pcr.'rlntials in motoncuroncs was investigatccl using intracellular recordings from a spinal cord 
slire. prepara tion. 

2. CJ11fütio11 of intraccllular calcium with BAJYJ'A-..\:'11 or inacth·ation of calmodulin with W-7 or 
tri11uopcrazine n:duccd thc amplitudc of dcpolari7.ation-induccd platcau potentials. 
Jnwtirntion of calrnodulin also inhibited facilitation of platcau potentials by activation 
ofi_tTJUP l nwtabotropic glutamatc rcccptors or mu5carinic rcceptors. 

:~. In l1J\\·-rndium medium nnd in thc prcsencc of tetraethylammoniurn and tetrodotoxin, 
cakum action potentials c\·olwd by depolarization were followed by a short 
h)'.;i,;rpnlarization a~cribed to the calcium-actinlted 11011-selective cationic current (lcAxl 
auii: li,\· a dihydrupyridine-scnsiti\'e aftcrJ<!polarization. The amplitude of the 
afoffd1·polarizat ion depended on the 1111111ber of calcium spikes and was mediatcd by 
lAyp<: •:alcium channcls. 

4. 1h·dihydropyridine-scnsitivc aflerdepolarization induced by calcium spikes was reduced by 
hk1!ka•I•: of ml111rnlulin. 

5. It i;¡m:•l'nsed t ha t platL•au potcntials in spinal motoncurones are facilitatcd by actÍ\'ation of a 
(\'t.b11n1 -1.,d111< "l ulin ·dcpendent p:llh \1'<1,\". 
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Platt~au polenti::ls in :'pinnl J11ot•1JlPllJ'Otws are thonght to 
play an i111port2 .. n ,.,iJ,: i11 g1•Jlt!?'ati11g t.lwspike patterns in 
lllnlor axuns tbtt 1111derli<· IJJO\º••nwnl (Kiehn & Eken, 
1 !l\lS; Delgadc-.-Lc·za111a & l l"un.<gaard, 1 !)!)O). Platea u 
J•l'uJ>t_•rtit•(, are ¡\·1·11 duet11111·t1t1:1I in mot~~111curo11es cf 

l<•JT<'slrinl \·en.hrat•·< i11"ludin:! t11rtlP (Hounsgaard & 
.\li11tz, 10SS)ati.'i··at ("··l1wi11dt i» ('rill, 1!177; llounsgaard 
,.¡al. IH8~; ¡_,.,,.:,: ll•-.. k111a11, J!J'.<ti; l.le11nett ti al. l!l!IS). 
Tlll'il' ¡1n• ..... 1•n-1.~ ·n l1i1J1Wll 1!ll1t••?11·u1·011t•s has al:'11 hl•,•11 

~tt} .. !J~t·slt•d (K~·in ,\' l·:!.:··11, 1~1~1/: (;1ira~sini I'/ al. 1H~J~). In 
turtlt• 1not1111tt2...\«lll·.'. Jd:1l1·a11 1111t .. 11tials arP tn<'diat1•d h.'· 
low-l lll'<·sli"l<l... :\ ''· .i "''"' ¡,-_., t i11;.: L·l,\')><' Ca"' "li;i1111<·l.< 
:11111 1111t 11~· ·l ·: .. ··1 .!!:·:11··,;,·;1~1·: ¡,,111-sl'iel'li\·1· (o1~i1i11i,· 

1·:1rn·11t {/1 .\) .IJ,,'llJ.~:..<;1.1:·d (:. ~1:::1~z., l!lSK; P1·1Ti(·r •1~ 

li11u11sga;lrtL .l!f;l'.I} .\l....,11 1 in ti,¡ ... :-:.pL·eie:-;, tlil' \"11lta;.!1' 

"·1isiti\'ity uf i.-IYJ·•· <.'a'" "llilllll<'ls is focilitated liy 
;H·ti\·atioll "'8;. p·¡·1;1i11 11wt:du1t1·npie l't!c·1•pt11r:-' 

111t'l11di11g µ-r•u1~' J ·1w1al111tr1111i~· t!.l11ta111n1'~ r1•1'l'J'1or:-: 

(111<:l11HJ) ar.d·r·.11:-•·1n11il· r1•1·1·pt1•r:-: (lll'lµ:adu·IPzatna if 

o/. l~IH7; ~\'lt!iik~.~ Ji111JllS:.!H<1J'd. JP~IS)allnwing cly11a111i1.· 
sy11aplic r1·pi®.t.!1111 .,,. plat".illl f•!'•lJh•l'IÍt•s. lfo\\·1.•\ºt•r, tlw 

1i>•i.-c·1ilnr pathway linking acth·ation of metabotropic 
l".·•:•:ptors to the modulation of L-typc Ca2

+ channcls has 
llN lu:en idcntified. 

J: ¡, generally acceptcd that L-type CaH channels nre 
in:1C'th·ated by a Ca +.cJependent process (Eckert & Chad, 
1 :•:'1-t) thnt ma~· i1wolve calmodulin (Petcrson et al. 1990; 
J·:hl••r;; & August-ine, 1\l!Jü). Heccnt ohscrnltions ha\'e nlso 
,-!J,:on-n that calmodulin can fadlitnt" the acth·it\' of 
L-ty¡><.· Ca'- channels (l·:hlcrs & . .\ugustine, 1 DOG; ZiihiJw et 
"' 1 1 !•UD). T!1is ruises the poso0ibility that the lc\·el of 
, .. _ .. , •-'·:oli<.' Ca'· dirl'ctly nr ,·ia <'alm· •dulin is i11\'oh·ccl in thc 
1: .. _ •:J..iti"n of L-t.yp<· C'a'- ehannPI~ in spinal 
1• ... : .. 11 .. urroncs. Tlw fact that mGluHI and some 
1i:·:-···ar111J<· reecptnrs t.·xert their action \·ia the 
¡ •h• '-'J>hnli 1mse C, diacylglyc:eJ'< ol all• 1 i nositol t risphosphat<' 
J1;1thwa,\':-: al:-:n sugg1!sts that an i11lTt·a . ..;l'd intnh.'l'llular 
(";:.- 1.·ntH:1:11l1'at.iu11 e11ulcJ lllt't!iatt• tJJt• fal•iJitatit)JI ut' 

1•L1~1.4 .tll properti1•:-; i11 r1·;-;¡1•111:--1• lo :-:ynapt.icall.\' 
r··l .. a.-•,.J ¡.d1na111at" a11d a<·<'l,Yl"11° 0 li11•· (1 >"l;.!:1<lu-L .. za11111 ,.¡ 

"l. 1 ! J~ Jj'). 

TESIS CON 
FALL~. DE ORIGEN 
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'l'lll' pn'><t.•nt paper im•eHtigatcs thuse possibilities. \\'u 
show that plateau poteniials nre inhibitcd wlwn 
i11trael'llular ca•+ is chel11icd or when calmoclulin is 
a11tago11izc•d. Our results support the hypoihesis thnt n 
1rn11si1'11t. increase in Cu"' coneentration fncilitntes 
d1 .. puli11·izatio11-i11duccd acth·ation of L-typc Ca"+ 
d11111rwls ''in a calrnodulin-dcpendeni mechanisrn. \\le 
suggesi this as a possible pathwny for dynnmic regulation 
of 1·cspo11so properties ami excitahility in spinal 
1no1 oncu rones. 

METHODS 
'J'ra11!'in.•r:-;e slit·c•s (1.5-2111111 t!aick) were ohtainecJ from the lumlntr 
t·nla q.!ellll'lll of adult turtle:; (C~rysrmys scripfa ciega 11.~) nnacstheti7.<!d 
liy intrapcritwu·al injt·dio11 of 100 rng sodium pt•ntolmrbitonc nnd 
ldll .. d liy d1•<'apilalio11. The sur;¡.'1cal proeeduresc'Ornplie<l with Danish 
lt•gi:-dalion and \\'Pre nppron"ll! by lhc conlrolling body under thc 
.\lirii:-:try nf .Ju::-:tice. Expninwnls wcre perfurmed nt room 
t1·111¡1t•raturc (:!U-:!::!"C) in u Sütution containing (m~I); J:!O NnCI; 5 
l\C'I; liJ :\allC'O;o; ~ ~l¡!CI,; :1 C1CI,; nn<l 20 glucosc, saluralcd ll'ilh 
!1~1!,~ () t and :!1% C< >:to o!Jtain pH I .G. 

J1111-.1<·1·ll11lar n·t·ordinµs i11 «U!t'l'?1t-ela111p nnd \•oltngo-clamp mnde 
\\1•n· pt•rformcd witli a11 :\.xoelMnip·:!B amplificr (Axo11 lnstrument:3). 
Pipe·! 11·~ wt>re fill<·d wit h J '.\I JK.:lt°.l . ..::-;ium a<:ctate for eurrl'nt clamp and 

with 1 J; ~I KCI ora mixturo of 1.5 M KCI and 0.5 M potassium acetato 
far voltage clamp. Voltagc-clarnp rcoordings were performed in 
<liscontinuous scrvice modo ata samplo rato of 5.6-10 kHz, with a 
g11in of O.i-1.5 nA mv-• anda low-passfiltor of 0.1 kHz. A triangular 
voltngc wa ,·eform comrnnn<l (0-8 s dumtion) Wll.'l usc<l to <le polarizo 
the rnotoneuroncs from tlw rcsting polcntial (far dct.ails seo S\•irskis 
& Hounsgaard, 1007). lllotoncuroncs wcro sclectod far study if thcy 
hn<l a st,.ble mcrnhrano potcntial of more than -60mV. Da.ta wero 
sampled nt 10 kHz with a 12-bitnnalog-to-<ligit.al convertor(Digidat.a 
1200, Axon Instrument.<) nnd displaye<J by means of Axoscopc 
software (.-\xon lnstrumen~<) and storcd on a har<l disk far 111tor 
nnalysis. 

Platea u poten tia Is wcre facilitalt-d by ncti\•ation of mGluRI with ci"· 
(±)· l -amin.:oeyelo·penlanc-1,:l.dil'arboxylic aci<l (cis·ACPD, 40 ¡t~t; 
Tocri!") or muscarinic receptors with muscarine (25-50 /Hf; Sigma) 
(S,·irnkis & Hounsgaard, IOUS), after elirnination of synaptic 
polenlials with (j.cyano·i-nitroquinoxaline-2,3·dione (CNQX, 
20-50 ¡rn; Hlll), eithcr (±)·2·;llnino·5·phosphonopcntanoic ncid 
(AP5, 50-tüO¡rn; Hlll) or l~-)-~·amino·i-phusphonohcptanoic aci<l 
(,\Pi, ~5 ¡1)!; Tocris), anr! si ryd1nine (1 ü JI)!). Platea u potential 
nmplitude was llH!asurt•d n~ t lii~ rnaximal nmplitude of the 
nfterd1~1x1lari1.ation followinp- a :.; :-; depolarizing currPnt pul:-:e atan 
inteu:-:ity :-:ubthn~:'hold r(lr :-pike generatioll <luring the 
nfterpoknti.ll. Ca::- spikt·s wen: 111t·diatcd hy X-type Ca~~ ch1rnnels 
sin<.:e they were blocked liy (U-1·011c1toxin (l-~¡,~t; Sigma; 11=3).Ca2

+ 

Rpikl'~ wc:rL· facilitall'd hy ndditi1•11 CJf tctra-ethyl-ammorii11111 (TEA~ 
IU 111)1) to 11,., med111111 (llu111"~'' '"' & ~[intz, 1(188). Cal1111xl11li11 wa.s 

A 
CNQX,J,?5 Strychnine B 

CNQX AP5 Slrychnine 

JL 
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,________ 
~--
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Figure l. M.o{ulation of platean pulentials by intr:w1dluLtr ('a~+ and calrnndll!i?: 

120 mV 

1 nA 

:l. r1·:-1,,111:-;l~ 1"' , :..: :.. depol.1 rizinµ t'lll'l't>I J1 p111 ... , •. X' 111• t L·· ;11 ·1·1 ·!t·r . .i !•JI 1 of t h·· 1i1-., ·li:1 r:..·· :·: •'• f'·'•'lh',\' t l 11 ri11~ 
1 iw ¡ 11d . ...:1• an~?· . ·• · afl1!rdt•J 1ola rL'.a t j¡ 111 a:--.111·Li 11•. I wi t la a11 a r11·r• l; .... ·Jia l'.l-!:'!. /{, 1•·:-¡11 11b•· : . 1 : f w :-:;trn•· 1·11 n .. 11t 
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at'11·rdi:.;('har:c:• i1ad di~ll('Jx_•arP1!. ln:-:1•l, :-11111·ri111po~ili1111 11f ;1 :'\\'1:1:p l11·f111·•· (1·n11t1'<il. <'.tri) nrnl aftPJ' 
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blockcd by N-{6-aminohexyl)-5-chloro-1-napthalencsulfonamide HCI 
(W-7; Calhiochcm) or triíluoperazine (Sigma). In concentrations of 
50-200¡rn, W-7 started to act within 20-40min depcnding on the 
dopth of the recording. A full cffect was seen after 2 h or more. 

RESULTS 

Platea.u potentials depend on the leve! of 

intracellular Ca2+ 

109 

BAP'l'A-AM (20-100 ¡rn; Texas Fluorescencc Labs, !ne.) was used as 
a calcium chelntor. When prcsont in the extracellular medium it rould 
increEL•e thc input resistancc of the recorded ccll (+48 ± 20%; 11= 6). 
This effectdisappcarcd EL• soon as BAI'f A-A~I was remo.-ed from the 
extrnccllular medium. Howc\'cr, thc effcct on pintea u potentials was 
thc i;ame with or without the drug in the extraccllular medium. 

Low-sodium medium was prcparcd hy substituting choline chloride 
or N-methyl-D·glueamirw clrloride ();~IDG; Sigma) for sodium 
chloridc. The pH of tire medium pre pared with N~IDG was cnrefully 
ndjusted to 7.G by addition of thc necessary amount of HCI. 

Other drugs uscd wcre Bay K 8644 {l p)t; Sigma), tctrodotoxin (TIX, 
1-~ µ)!;Sigma) and nifedipinc (10 p)t; Sigma). 

Data are presented as mea ns± s.F:.\I. 

A fraction of the motoneurones in transverse slices of the 
turtle spinal cord expressed platea.u potentials evcn in thc 
absence of facilitating ncuromodulators. The response 
pattern evoked in these cells by a depolnrizing current 
pulse was characterized by: (!) an nccelerating dischnrgc 
from an enrly Jow leve! to a higher leve) in stcady state 
and (2) an afterdepolnrizntion thnt sometimes generatcd 
an nfterdischarge following the current pulse (Fig. 1 A). 
To test whether the [Cn2+); nffectcd thc gcncmtion of 
platenu potentinls in motoncurones, wc uscd BAPTA-A:\I, 
a rnembrnne-permeable form of the Cn2

+ chelntor thnt 
becomes ncth·e only when hydrolysed by cytosolic 
esterases, to reduce the cytosolic leve) of Cn2

+. In ali 
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Figure 2. llfodulation of pharmacologically enhanced plateau potentials by intracellular Ca2
+ 

and calmodulin 

..t, ACPD (40/t)t) cnhanecd a platean potential. B, re,;ponse to thc same current pulse in the presence of 
BALYl'A-A.M (50¡tM). Thc nfterde¡XJlari1~1tion was smallcr and the afterdisclmrge had disappeared. 
Rccords for this motoneurone were ohtained in the presence of CXQ...\: (25 ¡rn), Al'7 (25 µM) nnd 
strychnine ( 10 µ~t). C, a platea u ¡XJtcntial enhnnccd by .-\Cl'D (40 /t)I) in nnother motoneurone. 
/J, nddition of \V-i ( 100 /01) rl'duccd thc platea u potential. Hecords ior this motoncuronc wcre obtained 
in tlw presencc of Cl\QX (20¡ot), .-\P5 (50plt) and strychnirw (IÜµlt). E, current response of unother 
motoncuronc to a triangular voltagc command, in the presen"" of CXQX (25µ)t), .-\Pi (2.5JlM), 
strychnirw (10/t)t), ACPD (40¡rn) and 1·rx (1 µ)!). ¡.~ addition uf \\"·i (100µ)1) rcduced the inward 
current (red trace). G, /-1' plots of the currcnt generatcd during thc triangular voltnge command hcfore 
n111l after addition of \V-7 (red trace). W-i rt•duced the hyslt>resis. Thc ccll was clamped from ils resting 
memhranc potcntial {-lifJ 111 V). 
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motoneuroncs testecl, acldition of BAPTA-AM 
(20-100 /L~I) reduce<l the Ca2+-dependent slow 
aftcrhyperpolarimtion (Fig. t /J, inset) and the amplitu<le 
of the platcau potcntial following <lepolarizing current 
pulses (Vig. t /I; mean reduction of suhthreshold platcau 
aftcrpotcntials, 47 ± 5.ii%; 11 = 3). Subsequcnt addition of 
Bay K 8644 ( 1 ¡t~I), a dircct agonist of L-typc Ca2+ 
channels, cnhanccd plalcau potcntials, dcspite the 
prcscnce of BAPTA-Alll (Fig. 1 C; 11= 2) showing that thc 
effect of BAPTA-Ai\I "'ª·' 11ot due to a dircct block of 
L-type Ca"+ channels ur to a chango in pH, which is 
known to affor:t plateau pulentials in motoneurones 
(l'Prricr & Hnunsgaard, 1 !l!i!l). :Sine<.' tlw clcavagc of t.hc 
ester bond of BAl'TA-A:'ll produce" formaldchyde, \\'e 
chl'cked that additiu11 of furmaldch,ydc (IOO¡t~I) did not 
affcct platea u polenlials (11 =4; not. illustrntcd). 

Since these results suggested that intracellular Cau can 
fncilitatc thc devclopment of plateau potentials, \l'C 

testecl whether inhihition of calmodulin could also reduce 
the a111plitudc of platean potentials. Ad<lition of the 
cal111ocl ulin antagonist \V-7 (50-100 µM) lo thc mcdiu111 
ahrnys rcduccd thc amplitude of thc cvoke<l plat.eau 

A 

) 
TEA TTX 

TEA TTX 
Normal Rlnger 

,/ 

potcnlials (l?ig. 1 E; mean rcduction, 67 ± 7.5%; n= G). 
Trifluoperazinc (250-500¡i.M), another calmodulin 
antagonist, also re<luced the amplitude of ihc platcau 
potential (mean reduction, 72 ± 14.6%; n = 3; not 
illustrnted). 

mGluRI and muscarinic facilitation of plateau 

potentials requires calmodulin 

To determine whether mGluRI- and muscarine-induced 
facilitation of platcau potentials also depended on a 
calcium-calmodulin-dependent pathway, we sclected 
motont>urones that di<l noi show dcpolarization-induced 
plateau prope1·ties. Plateaus were then in<luced b,\· 
activation of mGluHI by nddition of 40 /L~I ACl'D (11 = G; 
Fig. 2A and C) or tllltscarinic recepior·s by addition of 
25-50 /t)I muscarinc (n = 3; nol illustratcd) lo the 
medium. Far nll moioncurones tcstcd, ACPD and 
muscarine facilitatc<l platcau polcntials, in agrccment 
with prel"ious studies (Svirskis & Hounsgaard, 1908). In 
thesc motoneuroncs, fucilitatcd plnteau potcntiab were 
reduccd by addition of BAPTA-AJ\1 (20-50µ~1; Fig. 213; 
mean reduction, .'57±19%; 11=3) or W-7 (50-tOO¡t)I; 
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Figurn :1. Ca" spikcs inrlucu Ca"' innux through L-typu channuls 

:\ 11 r1·1·•11·1 I:-: Wt>l'l' nlitaiill'd fn1111 tlw :-:a11u: 11111l111wuro1H~ in tl1t• )ll'l':->l•ru·1• 11f TE.·\ ( 10 m)t) n.nd TTX (2 ¡1~1) . 
.. l. n_·:-.p1111:-;t• ltJ a dL"p11larizi11g: l't1rn•nt p11IM 1 µ1~11erati11g a ("a:.:· acti~1n potent.ial f<Jllowt.>d h,v an 
aft 1·rdt·pola rizat ion :i:-wril1t•d to/,.,;... (:ll'f'tl\\ ). Ht•1·11rds in JI-JI wt•n.• olitai111:d in ;,l low-Na + Hinµer:-;ol11tio11. 
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Fig. 2JJ; mean reduction, ü8 ± 10%; n= Cl). l\(ol'(lO\'er, 
when sliccs were pre-incubated (10-12 h) in W-7 (50 µ)1), 
addition of ACPD (40 /LM) <lid not facilitnte platcau 
potentials (11=8; not illustrated). 'l'his effcct of \\'-7 
remained nfter severa! hou!'s in normal mcdium. 

In I-V plots obtnincd from the currcnt gcncraled dul'ing 
trinngu lar \"OI tagc commnnds, thc plateau curren t wa.~ 

characterizccl by a clockwisc hystcretic configurntion 
which reflecls the slow kinetics of the inward CUl'l'ent 01· 

changos in gating propertics (Svirnkis & Hounsgaard, 
l!J97; Dclgado-Leznma el al. 1997; Fig. 2E and G). 
Addition of \\'-7 (IOOp~t) rcduccd or suppressed thc 
hystel'esis ( 11 = 4; Fig. '2P ancl G ). 

Increased [Ca 2+], focilitatcs platenu potcntials 

Thesc rcsults suggested that intrncellular Ca"• \1·as 

invoh·ccl in mctabotropic facilitation of platcau 
potentials in motoneul'oncs. \Ve thcreforc hypothcsized 
thnt facilitntion mighl be induced by a transicnt increase 
in [Ca,.], ptr se. To test this hypothcsis, 11·p induced 
trnnsicnt increa.~es in [Ca"], by gcncrnting calcium action 
potentials in the pre~encc of TEA (1 O m)I) and 'rl'X 
(1-2¡rn) (Hounsgaard & lllintz, 1988; Hounsgaard & 
Kiehn, l 993; l'erl'icr & Hounsgaal'd, 1999). As shown in a 
pl'e\'Íous study, Ca2+ spikcs in tul'tlc motoneuroncs are 
followcd by an aftcrpolarization mediated by a calcium
aet.h•utcd non-selecLin• cationic currcnt Uc.,x; l'erricl' & 

A 

~
¡ 

L 
-70 ~ .......... .. ....... 

TEA TTX 

e 
TEA TTX 
W-7 

Hounsgaard, 1 Oü!l; l?ig. :3A, arrow). \Vhen tlw 
cxtracellular mcdium wu.s replaecd b~· a low-sodiu111 
Ringcr solution (sce lllcthods), Ic,\'11 \\'as an outward 
currcnt at thc rcsting mcmbrnne potentinl gcncrating an 
afterhyperpolarization (Perrier & Hounsgaard, 1 flüO; 
Fig. :3/J, arrow). Howcvcr, when, undcr the sanw 
conclitions, thc number of calcium spikes gcnerated \\'ª·' 

incrcascd during a longcr depolarizing currcnt pulse, this 
afterhypcrpolari?.ation was followed by a depolarizing 
potcntial. Both thc amplitude nnd duration of" the late 
afterclepolarization depended 011 the number ar ca•+ 
spikns evokccl (F'ig. :JC, fJ une! J::, arroll's; 11 = 20). Sincc 
addit.ion of nifcdipine (IÜ/l)I) nbolished the after
depolarization (Fig. 31·~ G une! IJ; 11=4) we concludcd that 
it \\'as me<liated by a Ca2

+ currcnt through L-typ<' Ca"' 
channels. 

Ca2+ facilitation of L-typc Ca"' channel activity 

rcquires calmodulin 

To test whcther the effcct of u transicnt riso in (Ca'•¡, on 
L-t.\"):>C Ca2

+ channels \\'llS direct ar through a pathway 
including calmodulin, wc tcsted thc cffcct or \\'-7 
( 100-200 /01) on thc aftcrdepolarizntion folloll'ing 
caleium spikes in normal ar in low-so<lium Hinger 
solution. Far ali the neurones testecl, nddition of \V-7 
redueed the amplitude of thc afterdepolnrization (Fig. 4; 
mean reduction, 5ü ± 1 !l%; 11=5). 

i 10 mV 

10.5 nA 

1 s 

Figuro 4. Block of calmodulin inhihits tire C11''-induccd .plntcau potcnlinl 

..\11 rt•c·ur·ch- were ohtained in llw l'I'<'"""''" or' TI·: .. \ (l'J111)1) and •¡·rx (l /t)I) . ..t a11d 11, ""'l~lll><' '" 
dt~ p11la rizi11L' cunuut. pu l:-;es uf i111·n•a:0i11g dura t io11. (·a~· sf'i kc·~ \\'t!l't! followed IJ,,. an aft l.'l'dl'J •t.1larizat ion 
wlao:-11• a111¡.litud1· wa:-; :-.tro11g t•1111uµh t11 1·li1·ít :111 a:"t··rdi:-.1·1.aq.!t' in H r· arid /J, i11 tlll' fJl'1·~t·11l·1~ 11f \\".; 

(1110Jl~l) tli" aftj•J'd1•¡111lariza1iu11 wn.-. r···l11 .. 1•1I. 
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DISCUSSION 
The main finding of this stndy is that chclation of 
intracellnlar C112+ OJ' inhibition of calmodnlin inhihits 
platean potentials, snggcsting tlmt both are in volved in 
pathways lending to the focilit11tion of platean potentials. 

Chcl11tion ofintracellular Ca2+ with BAlYJ'A-AM rc<lnccd 
plateau potentials, indicating that platean potcntials are 
snpported by a Ca2+-depcndcnt condnctancc. l\Ioreover, a 
transicnt C~2+ inflnx throngh the plasma lllClllbl'!llle 
focilitatcd platean polentials inediatcd by L-typc Ca'+ 
channels and not by Ca2+-activated Na+ CUJ'l'Cnt (Perrier 
& Hounsgaard, 1999). :\lorisset & Nagy ( 1990) reportcd 
that chclation of intracellular Ca" with BAPTA-Aill 
decreased the late phai;e of platean potentials in dccp 
dorsal horn ncurunes in the rat spinal cor<l. They ascribed 
thcir rcsult to the inhibition of a Ca2+-acti\•atctl non
select.ivc cationic current UcA:<l thonght to media te part of 
the platean potentials in thesc ncurones. Our results 
sul;Ígest, huwevcr, that ehelation of Ca'+ inhibits L-t.ype 
ca•+ channels. 

lnactivation of calmo<lnlin with \V-7 or trillnopcrazine 
rcduccd the amplitu<le of platean polcntials per se ami 
prcwcnted focilitation of plateau potentials by ACPD. 
This was not cine to extraccllnlar effects of \\1-7 since 
platean facilitation rcmained snppressecl for se\·cral 
hours aftcr preincnbation with \V-7. A recent stn<ly 
showe<l that calmoclulin ma,v be rcquirecl for acti,·ation 
of group 111 mctabotropic glntamate reccptors (O'Connor 
et al. 1990). Although snch a mechanism has nol been 
implicatc<l for mGlnRI, one conl<l argne that the 
inhibition of calmodnlin might affect mGlulU rather 
than L-type Ca'+ channels. Howcver, inhibition of 
calmodulin also JH'e\·entcd the facilitation of plateau 
polenlials by muscarinc. lt is thcr.,forc unlikely that thc 
irwolvenwnt nf calmodulin occurs at thc receptor lc\•el. 
l\loreovcr, thc fact that the plateau potcntial inclucecl b,v 
Ca'+ spilws was rPdnc"d by \\'-7 also supports thc idea 
that at, least part of' tlw cffcct or calmodulin is ata levul 
<·lm;,'r to L-ty¡x• Ca'+ chanrwk This findin)! sugµests that 
t.lw caleium--calmodulin-dL•pcncl<mt pathwa~· could also 
rn<'diatc· tlw depolarizat ion-induccd f'acililation of L-type 
Ca'' channcls proposcd to he the mcchanism for windup 
in turll<' spinal llClll'<Jll<'S (Husso & llouns)!aanl, lllfl~; 

~,·irskis & llnunsgaard, 1 ()()/). 

Calmudulin is 11sualh· tlwught to nwdiatc the Ca'' -
induccd inaetivation c;f L-typ~· Ca2

• channel:i (l'ctcr·son et 
al. 1 \lfl\J). 011r res11lts, hn\\'C\'t!I', show thal plat<•au 
p11t1•11tials in spinal motollt'lll'OllL'S 111·c f'1wilit.ated h~· 

'"d111•ul11li11. This is '""npatihl" with thc 1·ecc11l rinding 
that 1·aln1"d1ilin c•an also 1';1cilitalc L-l,\')>e Ca" chanrll'ls 
(Ziihllw •/ 11/. 1\1\l\l). \\'e are \\'cll awarn, ho\l'e\•cr, tlwt 
.. aln11ul11lin ,.,.11ld :l<'t 1111 "arli<'r st"ps in t.lw pathwa,\". 
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Abbreviations 

ER- endoplasmic reticulum 

RyRs- ryanodine receptors 

IP3Rs- inositol triphosphate receptors 

PLC- phospholipase C 

ti- inward current 

i.p.- intraperitoneal 

RM ANOVA- repeated measures anatysis of variance 

mGluRI- group 1 metabotropic glutamate receptors 

trans-ACPD- trans-(+/-)-1-aminocyclo-pentane-1,3-dicarboxylic acid 

CNQX- 6-cyano-7-nitroquinoxaline-2,3-dione 

Sic- bicuculline 

Str- strychnine 

AP5- (+/-)-2-amino-5-phosphopentanoic acid 

AP7- (+/-)-2-amino-7-phosphopentanoic acid 

2-APB- 2-aminoethoxydiphenyl borate 

SERCA ATPase- ER Ca2
• ATPase (SERCA ATPase) 

TIX- tetrodotoxin 

TM- total membranes 

LSP- low speed pellet 

SF-soluble fraction 

SE- standard error 
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Abstract 

Generation of plateau potentials in spinal motoneurons depends on activation of voltage 

sensitiva L-type Ca2
• channels. These channels are facilitated by metabotropic receptors 

known to promete release of Ca2
• from intracellular stores. The aim of this study is to 

determine if ca2
• -ralease receptors in the endoplasmic reticulum (ER) that are sensitiva to 

ryanodine (RyRs) and to IP3 (IP3Rs) contribute to the generation of plateau potentials. The 

effects of antagonists to RyRs, IP3Rs and phospholipase C (PLC) were tested on 

discharge patterns associated with plateau potentials in motoneurons in slices from the 

spinal cord of the turtle. Plateau-related discharge patterns, un-facilitated or facilitated by 

agonists for group 1 glutamate metabotropic receptors, muscarine-sensitive cholinergic 

receptors or L-type Ca2
• channels were inhibited by blockade of RyRs. In contrast, 

antagonists of IP3Rs or PLC preferentially inhibited plateau-related discharge patterns 

when facilitated by activation of metabotropic receptors but in only half of the cells when 

prometed in the absence of metabotropic facilitators. Our findings show that RyRs and 

IPaRs regulate the generation of plateau potentials in motoneurons and suggest that RyRs 

may be directly involved with activation of the plateau potential. 

Keywords: spinal cord, Ca2
• microdomain, intracellular release receptors 
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Synaptic integration in postsynaptic neurons involves non-linear properties mediated by 
voltage-sensitive ion channels {Llinas, 1988). In spinal motoneurons a slowly activating, 
persistent inward current. 1, {Schwindt and Crill, 1977), mediated by L-type Ca2

• channels 
(Hounsgaard and Mintz, 1988) contributes to these properties. This current is thought to 
be responsible far plateau potentials and the bistable firing pattern in spinal motoneurons 
in cat {Hoonsgaard et al. 1984), mouse (Carlin et al. 2000), turtle (Hounsgaard and Mintz, 
1988), frog (Perrier and Hounsgaard, 2000) and humans (Gorassini et al. 2002; Hornby et 
al. 2003). The ability to generate plateau potentials in spinal motoneurons is a latent 
property llhat can be uncovered by activation of metabotropic receptors for nor-adrenalin, 
serotoni111, acetylcholine and glutamate (Conway et al. 1988; Hounsgaard et al. 1988; 
Delgado-tlezama et al. 1997; Svirkis and Hounsgaard, 1998). The signa! pathway from the 
metabotropic receptors activated by these transmitters to facilitation of plateau potentials is 
not knom;_ There is evidence that facilitation of L-type Ca2

• channels is involved 
(Hounsgaard and Kiehn, 1989; Svirkis and Hounsgaard, 1998; Perrier et al. 2002) through 
steps that include activation of calmodulin by an increased concentration of intracellular 
ea2

• (Peifier et al. 2000). This has lead to the hypothesis that facilitation of L-type Ca2
• 

channels by metabotropic receptors is preceded by ralease of Ca2
• via IP3Rs in response 

to activaii:m of PLC (Perrier et al. 2002). The activation of Ca2
• -release channels in the ER 

can initicm a functional interaction with plasma membrana Ca2
• channels. In particular, in 

severa! t¿¡pes of nerve cells, an interaction between L- type Ca2
• channels and RyRs has 

been do:umented (Chavis et al. 1996; Tanabe et al. 1998; Hashii et al. 2000). This 
irrteraction secms to be initiated by and dependent on repetitive activation of L-type Ca2

• 

channels (Cl1avis et al. 1996; Tanabe et al. 1998). lt is not known if L-type Ca2
• channels 

and Ry~ :nteract in plateau-generating motoneurons and if Ca2
• induced ca2

• ralease 
contribu1e; to the generation of plateau potentials. In this study, we used intracellular 
recordiílgi from motoneurons in slices of turtle lumbar spinal cord, to test the effects of 
pharmacnlegical manipulation of RyRs, IP3Rs and PLC on plateau-related firing patterns in 
spfnal mctbneurons. 

EJ.perimert.al F1 rocedures 
&perimt:m;;;! Dnima/s 
For electophysiological and biochemical studies, adult turtles (Chrysemys scripta e/egans 
and Kinm'rim11m integrum) were housed in groups of 3-5 individuals. C. scripta was used 
in e>1perme·~'.:' in Denmark and K. integrum in México. To obtain slices, animals were 
anaesthet:ec with pentobarbital (100 rng i.p.) and killed by decapitation. 

Sf!r,e pre;.<!rnf · m 
Tt;e spirnl cvd lumbar enlargement was isolated, meninges were carefully dissected 
urder a sterr;oscopic rnicroscope and, using a non-commercial chopper system, 
transverm slic,'s (1.5-2 mm thick) were obtained and kept in Ringer solution at 4ºC until 
tte~· weP. ~r2:-.'.'ferred to the experimental chamber. The procedures follow the guidelines 
of Anima C2~i:: Cornmittees in México and Denmark, which are in accordance with the 
Nationalih:;tii' :'.e of Health Guide for the Care and Use of Laboratory Animals. 

E:'1-:·c~ropi·.•::.> c¡ica/ recordings 
lr.tracellfr;r r· cordings in current clamp rnode were performed using Axoclamp-28 (Axon 
irs1rumets. U11ion City, CA, USA) or IE 210 arnplifiers (Wamer instrurnents, Harnden, CT, 
USA). Abopipettes filled with 1 M potassiurn acetate had a resistance of 45-55 Mn. 
L!J!Jnbar··z:ctc:·1eurons were selected for study if they had membrana potentials greater 
ttan -6l'. ,,v Data were sampled at 1 O KHz with a 12-bit analog to digital converter 
(iDigidatr 12'"J. Axon lnstrurnents). displayed by means of Axoscope software {Axon 
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lnstruments) and stored on hard disk for analysis. Experiments were performed at room 
temperature (20-22 ºC). 

Solutions and Drugs 
Spinal cord slices were bathed in a Ringer solution containing (in mM): 120 NaCI, 5 KCI, 
15 NaHC03, 2 MgCl2, 3 CaCl2, and 20 glucose, saturated with 98% 02 and 2% C02 at pH 
7.6. In sorne experiments, plateau potentials were facilitated by activation of group 1 
metabotropic glutamate receptors (mGluRI) with 40µM trans-(+/-)-1-aminocyclo-pentane-
1,3-dicarboxylic acid (trans-ACPD) ar activation of muscarinic acetylcholine receptors with 
25 µM muscarine. Synaptic potentials were eliminated in all the experiments with a mixture 
of 20-40 µM 6-cyano-7-nitroquinoxaline-2,3-dione (CNQX), 40 µM bicuculline (Bic), 10 µM 
strychnine (Str) and either 50 µM (+/-)-2-amino-5-phosphopentanoic acid (AP5) or 40µM 
(+/-)-2-amino-7-phosphopentanoic acid (AP7 from Tocris, Bristol, UK). The RyR blockers 
tested were 100-200 µM dantrolene (Patridge and Valenzuela, 1999), 40 µM ruthenium 
red (Sciancalepore et al. 1998) or 80-100 µM ryanodine (Tanabe et al. 1998; Llano et al. 
2000), while IP3Rs were blocked by 75 µM 2-aminoethoxydiphenyl borate (2-APB from 
Tocris, Bristol, UK) (Maruyama et al. 1997). ER Ca2

• ATPase (SERCA ATPase) and PLC 
were blocked with 10 µM thapsigargin (Calbiochem, San Diego, California, USA) (Savic 
and Sciancalepore, 1998; Tanabe et al. 1998) and 1 µM U-73122 (Chen et al. 2000), 
respectively. When indicated, 1 µM Bay-K 8644 was used to activate L-type Ca2• channels 
and 200-500 nM tetrodotoxin (TTX) was used to block voltage-dependent Na• channels. 
All the drugs were purchased from Sigma (St. Louis, Missouri, USA) unless otherwise 
stated. 

Biochemical measurements 
In arder to confirm the presence of Ca2

• -refilling mechanisms dependent on SERCA 
ATPases, the activity of Ca2•-ATPases and their sensitivity to the specific blocker, 
thapsigargin, were assessed in total membrane fractions of turtle spinal cord. In addition, 
the interaction between 2-APB and IP3Rs was confirmed using binding studies. 

Membrane fractionation 
Lumbar and cervical segments of turtle spinal cords (0.5-1 g) were used for membrane 
preparations. The protocols reported by Damiani et al. (1997) with the modifications 
introduced by Martínez-Merlos et al. (1997) were followed. This method yields membrane 
preparations suitable for [3H]IP3 binding assays. Briefly, three fractions, total membranes 
(TM), low speed pellet (LSP), and soluble fraction (SF) were obtained by the following 
procedure. Tissue was homogenized with a POLITRON in 5 vol of buffer containing (mM) 
10 Hepes, pH 7.4, 20 KCI, 1 EGTA, 0.5% Chaps anda pellet of COMPLETE INHIBITORS 
of peptidases (Roche, Basel, Switzerland). LSP was obtained after centrifugation of the 
homogenate at 3,000 rpm for 10 min and resuspended in the same buffer. The 
supernatant was centrifuged at 42,500 rpm for 90 min to obtain the SF and the TM 
fraction. TM (mithocondrial and microsomal membranes) was resuspended in a buffer 
containing (mM) 300 sucrose, 1 O imidazol, and COMPLETE INHIBITORS of peptidases 
and used for radioactive ligand-binding assays. 

Protein concentration was quantified by the method of Lowry et al. (1951) using bovine 
serum albumin as standard. 

{
3H]IP3 binding 

[3H]IP3 (4nM) was incubated for 30 min at O ºC with 100 µg of TM fraction from turtle spinal 
cords in 120 µI of a buffer containing (mM) 25 Tris-HCI, pH 8.0, 5 NaHC03, 1 EDTA, 0.25 
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DTT following the method of Furuichi et al. (1993). Non-specific binding was detennined in 
the presence of 10 µM unlabeled IP3. The incubated samples were filtered with Whatman 
GF/F glass fiber filters using a Millipore apparatus (Bedford Mass, USA). Filters were 
washed five times with 5 mi aliquots of cold buffer containing 25 mM Tris-HCI, pH 8, 5 mM 
NaHC03, 1 mM EDTA and counted in a liquid scintillation counter after the addition of 10 
mi Tritosol (Fricke, 1975). The inhibitory effect of 2-APB was tested by measuring [3H]IP3 
binding in the presence of 75 µM of this drug. 

SERCA A TPase activity 
SERCA ATPase activity was measured according to the method of Saborido et al. (1999), 
with modifications from Chu et al. (1990), by a coupled enzymatic assay in which the rate 
of ATP hydrolysis was calculated from spectrophotometric recordings at 340 nm following 
NADH oxidation. The reaction mixture contained 50 µg of TM fraction from turtle spinal 
cords (mM) 25 MOPS, pH 7.0, 0.2 EGTA, 0.27 NADH, 5 MgCl2 , 100 KCI, 5 sodium azide, 
0.6 phosphoenol pyruvate, 0.004 ionophore A23187, 0.78 CaCl2 , 2.4 U/mi pyruvate kinase 
and 100 U/mi lactate dehydrogenase. 16.4 mM CaC'2 was added to the assay to eliminate 
ca2•-ATPase activity, in order to determine the contribution of Ca2•-independent ATPase 
activity. The assay was started with the addition of 4 mM ATP, and the activity was 
determinad by following the decrease in optical density at 340 nm for the next 1 O min. The 
sensitivity of Ca2•-ATPase activity to 1 µM thapsigargin (Calbiochem, San Diego, CA) was 
measured under the same conditions. 

Data analysis 
A demo version of Mini Analysis program (Synaptosoft, inc.) was used to detennine the 
motoneuron discharge frequency. A ratio between the discharge frequency during the last 
500 ms of the pulse and the 500 ms in the beginning of the pulse was calculated in arder 
to assess the acceleration in the discharge frequency due to plateau potentials activation. 
Far plotting, the discharge frequency of the cells was divided into 400 ms bins and 
normalized to the value of the first bin, which was considered as the initial discharge 
frequency. The initial discharge frequency for the two species of turtles studied was 
comparad using a Mann-Whitney test, and the frequency of non-facilitated plateau 
potentials in each turtle population was compared using a z-test. 

Afterdepolarization amplitude was assessed 300 ms after the end of the stimulation pulse. 
Input resistance and threshold for action potentials were calculated in each drug condition. 
Acceleration in the discharge frequency, afterdepolarization, input resistance and 
threshold for action potentials were ali compared in the absence and in the presence of the 
tested drugs using a RM ANOVA and Tukey as the posthoc test. The difference in the 
acceleration of the discharge frequency and in the afterdischar~e after 2-APB and RyR 
blockers treatments were comparad using a T-student test. For [ H]IP3 binding assays the 
difference between the number of [3H]IP3 binding sites in the presence and in the absence 
of 2-APB was compared using a T-student test. In ali cases the differences were 
considerad significant at P<0.05. 

Results 
The database includes intracellular recordings from 34 motoneurons. The average 
membrane potential was -65 mV, and input resistance was in the range of 15-92 Mn. In all 
cells, firing properties were assessed in response to suprathreshold depolarizing current 
pulses with a duration of 2-3 s. 15 cells, recorded in the absence of any pharmacological 
prometer, showed a discharge pattern characteristic of plateau potentials consisting in an 
initial adaptation at the onset of the depolarizing current pulse followed by a gradual 
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increase in frequency reaching a maximum at the end of the pulse. At the resting 
membrane potential the pulse was followed by an afterdepolarization, often accompanied 
by an afterdischarge (Fig. 1A). In the remaining 19 cells, in the absence of promoters of 
plateau potentials, firing adapted from a high initial frequency to a lower frequency at the 
end of the pulse. In this later group, plateau potentials-related pattern was induced by 
adding either 40 µM trans-ACPD (7/34) or 25 µM muscarine for 15-25 min (7/34 cells), or 
by direct facilitation of L-type ca2

• channels by application of 1 µM Bay K 8644 for 10-15 
min (5/34 cells; Fig. 1C). Plateau-related firing pattem was stable in control conditions for 
up to 6 h and depended on activation of L-type Ca2

• channels since the monotonously 
adapting pattern was restored in the presence of nifedipine (not illustrated). The plateau
related discharge pattem was similar between K. integrum and C. scripta and we did not 
find significant differences neither for the discharge frequency in control conditions (x +/
SE: 11.7 +/- 0.9 and 15.4 +/- 3.8, respectively P=0.8) nor between the frequency of non
facilitated plateau potentials for both populations of turtles (0.64 and 0.35, respectively 
P=0.2). 

RyR blockade abo/ishes p/ateau-related firing pattem 

To determine if plateau potentials require RyR activity, the stimulation protocol was applied 
in the presence of the following RyR blockers: ryanodine (80-100 µM), dantrolene (100-
200 µM) and ruthenium red (40 µM). Although the intensity of the current needed for 
inducing firing activity was sometimes decreased in the presence of RyR blockers (Fig. 4 
A, C) we did not find a significant change in threshold for action potentials or in input 
resistance in response to application of RyR blockers or Bay K 8644 (Fig. 1A) (P=0.9, 
n=11 and P=0.8, n=11; respectively). The effect of RyR blockers was tested in 
motoneurons in which plateau potential-related activity was facilitated by application of 
trans-ACPD or muscarine (3 cells: Fig. 18) as well as in motoneurons with non-facilitated 
plateau-related firing (7 cells: Fig 1A, 8). In both cases, addition of either dantrolene (3 
cells), ryanodine (6 cells) or ruthenium red (1 cell) eliminated or reduced the increase in 
the discharge frequency from (x +/- SE) 2.1 +/- 0.4 in the control to 0.7 +/- 0.2, from 3.7 
+/- 0.9 to 0.8 +/- 0.1 and from 1.9 to O. 7 and the afterdepolarization from 9.5 +/- 2.3 to 4.5 
+/- 2.0 mV, from 7.8 +/- 1.9 to 0.6 +/- 0.6 mV and from 16 to 2 mV, respectively. Since the 
effects of ali the RyR blockers tested were similar, the statistical analysis was performed 
considering them as a single category. RyR blockers reduced the discharge frequency 
acceleration from 2.3 +/- 0.2 (x +/- SE) in the control to 1.0 +/- 0.1 after 20-60 min of RyR 
blockers for facilitated plateaus and from 1.8 +/- 0.3 to 0.8 +/- 0.1 for non-facilitated 
plateaus (P<0.05). Also the afterdepolarization associated with plateau potentials was 
significatively reduced from 9.0 +/- 2.0 to 2.1 +/- 1.4 mV and 9.5 +/- 1.5 to 3. 7 +/- 0.9 mV 
(P<0.05), in the presence of RyR blockers (Fig. 1A, B); this effect was observed even with 
depolarizing holding current and increased stimulus intensity (not shown). Unexpectedly, 
in ali cases tested (8/8 cells), application of 8ay K 8644 for 40 min recovered neither the 
acceleration in discharge frequency (0.9 +/- 0.1) (P>0.05 compared to the presence of 
RyR blockers) nor the afterdepolarization (2.9 +/- 0.4 mV) (P>0.05 compared to the 
presence of RyR blockers) related to plateau potentials in the presence of RyR blockers 
(Fig. 1A, 8). Consistent with these results, the plateau-related firing pattern prometed by 
Bay K 8644 was abolished by RyR blockers (2/2 cells; Fig. 1C). 

In three cells the effects of RyR blockers on plateau potentials were tested in the presence 
of the voltage-dependent Na• channels blocker TTX (200-500 nM). TTX application by 
itself did not change the amplitude of the afterdepolarization: 11.8 +/- 2.2 to 10.6 +/- 3. 7 
mV (Fig. 2), but RyR blockers strongly reduced plateau potentials afterdepolarization to 
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4.1 +/- 1.2 mV, either when facilitated with trans-ACPD (1 cell) ar when non-facilitated (2 
cells) (Fig. 2). In the presence of TTX, the plateau potential reduced by RyR blockade 
could not be restored by increasing the stimulus intensity, and the remaining plateau was 
insensitive to the PLC inhibitor, U-73122, (Fig. 2). 

Plateau-re/ated firing induced by activation of mG/uRI or muscarinic receptors is abolished 
by inhibition of PLC and /P3Rs. 

In arder to investigate the involvement of the IPa-dependent second messenger pathway in 
the generation of plateau potentials, the sensitivity of the plateau-related firing pattern to 
application of the IP3R blocker 2-APB (75µM) (Maruyama et al. 1997) orto U-73122 (1 
µM), which inhibits PLC activity and prevents IP3 production (Bleasdale et al. 1989) was 
assessed. The non-facilitated plateau-related firing pattern and the pattern facilitated by 
trans-ACPD, muscarine or by Bay K 8644 were tested. We did not find any significant 
change in threshold far action potentials nor in input resistance in response to application 
of 2-APB (P=0.9, n=16 and P=0.6, n=17; respectively). 

In 9 of 1 O cells, in which the plateau-related firing pattern was facilitated either by trans
ACPD or muscarine, the acceleration in the discharge frequency was strongly diminished 
from 1.2 +/- O.O to 0.8 +/- O.O and the afterdepolarization from 3.9 +/-1.2 to 0.1 +/- O. 7 mV 
either by 2-APB for 40-80 min (Fig. 3A, C) or U-73122 for 60 min (1/1 cells). The 
diminution in the discharge frequency acceleration, but not in the afterdepolarization, was 
significantly smaller with 2-APB compared to the one produced by RyR blockers for 
facilitated plateau potentials (P=O.O and P=0.1, respectively). In contrast, the acceleration 
in the discharge frequency and afterdepolarization associated to non-facilitated plateau
related firing pattern was reduced from 1.1 +/-O.O to 0.7 +/- 0.1 and from 7.6 +/- 0.8 to 2.8 
+/- 1.2 mV by 2-APB in only a fraction of motoneurons (3/7 cells) and in one cell with U-
73122, meanwhile in the rest the values remained unchanged from 1.2 +/- O.O to 1.1 +/
O.O and 10.4 +/- 2. 7 to 6.5 +/- 1.6 mV. Neither the reduction in the discharge frequency 
nor in the afterdepolarization produced by 2-APB or RyR blockers in non-facilitated plateau 
potentials were significantly different (P=0.6 and 0.7, respectively). Besides, in contrast 
with the results with ryanodine receptor blockers, direct facilitation of L-type ca2

• channels 
with bath application of 1 µM Bay K 8644 for 10-15 min restored the increase in the 
discharge frequency (2.0 +/- 0.5) and afterdepolarization (6.4 +/- 0.6 mV) associated with 
plateau potentials even in presence of 2-APB (5/8 cells) (Fig. 3A, C) or U-73122 (1/1 
cells). Consistent with these results, 2-APB (1/1 cell; Fig. 1 C) or U-73122 (2 cells) did not 
affect neither the discharge frequency (4.0 +/- 2.4 to 4.0 +/- 2.6; t-test P=0.6) nor the 
afterdepolarization (10.1 +/- 3.7 to 9.5 +/- 5.0 mV; t-test P=0.7) when plateau-related firing 
pattern was induced by Bay K 8644. 

In the cases where blocking of the IP3 pathway did not reduce the plateau-related firing 
pattern, RyR blockers always did, namely, in cases of non-facilitated plateau-related firing 
patterns insensitive to 2-APB (1/1 cell) or U-73122 (1/1 cell) (not shown) and in cases of 
plateau-related firing patterns recovered by Bay K 8644 after treatment with 2-APB (1/1 
cell) or U-73122 (1/1 cell). Consistently, in 3 cells out of 3 in which the non-facilitated 
plateau-related firing pattern was insensitive to 2-APB, the depletion of ER ca2

• with 
thapsigargin (1 O µM) far 60 min completely blocked the plateau-related firing pattern (3/3 
cells) (Fig. 38), suggesting that the mechanism for generating plateau potentials was still 
sensitive to intracellular calcium release. 
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Windup and p/ateau related firing were affected in para/le/ by block of RyRs, IP3Rs and 
PLC 

Windup of the response to repeated depolarizations is a property of spinal neurons 
expressing L-type Ca2

'" channels and plateau poteiltials (Russo and Hounsgaard, 1994). In 
17 cells windup of spike discharge evoked by repetitiva (0.5 Hz), initially subthreshold, 
depolarizing current pulses was studied. Windup was identified as a constant increase in 
the nurnber of spikes produced by at least 5 consecutiva current pulses. The sensitivity of 
windup to blockers of RyRs, IP3Rs and PLC was tested. In ali cases, windup and the 
plateau-related firing pattern were similarly affected by the blockers, although effects on 
windup were evident earlier. 

RyR blockers eliminated windup in facilitated motoneurons (muscarine, 1 cell (Fig. 4A); 
Bay K 8644, 2 cells (Fig. 4C)} as well as in non-facilitated motoneurons (4 cells). In 
accordance with the effects of RyR blockers on the plateau-related firing pattern, Bay K 
8644 did not restare windup that was eliminated by RyR blockade (4 cells) (Fig. 4A). 
Application of the IP3R blocker, 2-APB, eliminated windup facilitated by trans-ACPD or 
muscarine (4/4 cells) (Fig. 48); but 2-APB and U-73122 only affected non-facilitated 
windup in a fraction the cells (2/5 cells; 1/1 cell, respectively) (not shown), and their effects 
were reversed by Bay K 8644 (2/2 and 1/1 cells, respectively) (not shown). 2-APB did not 
affect windup when induced with Bay K 8644, although it was elirninated by ryanodine (1 
cell; Fig. 4C). These results suggest that windup induced through activation of mGluRI or 
muscarinic receptors activated the IP3 second messenger pathway, but activation of this 
pathway seemed not obligatory far generation of plateau potentials and windup. 

IP3Rs interact with 2-APB in turt/e spinal cord. 

lt was recently reported that 2-APB may act on a molecular entity different from IP3Rs 
(Paprika and Lewis, 2001). [3H]IP3 binding was measured in the presence and in the 
absence of 2-APB, in arder to determine a possible interaction with IP3Rs in the turtle 
spinal cord. High affinity specific binding sites far [3H]IP3 were markedly (P<0.05) reduced 
from 217.5 +/- 29.7 fmol/mg prot (x +/-SE; 5 assays) to 16.3 +/- 10.6 fmol/rng prot (x +/
SE; 3 assays) when 2-APB (75 µM) was added to the binding assay. This result confirmed 
that 2-APB interacts with IP3Rs in turtle spinal cord. 

Turtle spinal cord has SERCA A TPase activity. 

Ca2'"-ATPase activity and its sensitivity to 1 µM thapsigargin, a specific blocker far SERCA 
ATPase, were measured. Turtle spinal cord has Ca2'"-ATPase activity of 33 +/- 9 rng 
NADH/rnin/mg prot, which was cornpletely abolished by thapsigargin. This result indicates 
that the turtle spinal cord is capable of refilling the ER with Ca2

'" through a rnechanism 
involving SERCA ATPase activity and supports the idea that the electrophysiological 
results with thapsigargin are due to the Ca2

'" depletion of the ER. 

Discussion 

L-type Ca2
'" channels mediate plateau potentials in spinal motoneurons (Hounsgaard and 

Mintz, 1988). The present findings show that generation of plateau potentials is 
antagonized by blockade of ryanodine receptors, independently of the way they were 
induced. We also confirm and extend the evidence that facilitation of plateau potentials by 
group-1 metabotropic glutamate receptors and muscarinic acetylcholine receptors is 
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coupled to the PLC-IP3 signaling pathway and involves activation of IPJ receptors. IP3 
receptors blockade, unlike ryanodine receptors blockade, does not always affect plateau 
potentials when not induced b~ metabotropic receptors activation and can be overcome by 
direct opening of L-type Ca • channels. These findings suggest that generation and 
regulation of plateau potentials invol;1es intricate interactions between receptors and 
channels in the dendritic membrane and in the ER. 

The most striking observation is the sensitivity of plateau potentials to a block of RyRs. An 
increased intracellular Ca2

• concentration is known to facilitate L-type Ca2
• channels; in 

accordance with this, activation of L-type Ca2
• channels and generation of plateau 

potentials in motoneurons are inhibited when the concentration of intracellular Ca2
• is 

reduced by BAPTA (Perrier et al. 2000). This could suggest a positive feed back 
mechanism in which influx of Ca2

• through activated L-type Ca2
• channels induced release 

of ca2• from the ER resulting in facilitation of L-type Ca2
• channels. The inhibition of 

plateau potentials by BAPTA and by the block of RyRs is not equivalen!, however, since 
Bay K 8644 can recover plateau potentials when reduced by BAPTA (Perrier et al. 2000) 
but not when reduced by blockade of RyRs. In other systems several mechanisms far bi
directional augmentation between L-type Ca2

• channels and RyRs have been described 
(Chavis et al. 1996; Tanabe et al. 1998; Hashii et al. 2000). These interactions can be 
prometed by repetitive activation of L-type Ca2

• channels (Chavis et al. 1996) compatible 
with windup in motoneurons. The mechanisms may involve 1) activation of calmodulin 
permanently attached to L-type Ca2

• channels (Erickson et al. 2001) that facilitates the 
channel activity (Zuhlke et al. 1999). In spinal motoneurons facilitation of plateau potentials 
is calmodulin dependen! (Perrier et al. 2000); 2) direct interaction of L-type Ca2

• channels 
with ca2

• ions released from the ER. This suggestion is based on the existence of Ca2
• 

binding consensus sequences within the cytoplasmic domain of L-type Ca 2
• channels 

(Peterson et al. 2000); 3) Ca2
• dependent activation of protein kinase C, that can 

phosphorylate L-type ca2
• channels and modulate their activity (Arenson and Evans, 

2001; Son and Brinton, 2001 ); or 4) through direct interactions between RyRs and L-type 
Ca2

• channels (Chavis et al. 1996). 

Our experiments do not test these alternativas directly. Even the Ca2
• mediated 

interactions cannot be ruled out since clase physical proximity of L-type Ca2
• channels and 

RyRs could protect against Ca2
• buffering by BAPTA. In favor of direct interaction, 

however, is the inability of Bay K 8644 to facilitate plateau potentials in the presence of 
RyR antagonists. 

Plateau potentials in spinal motoneurons are facilitated by metabotropic receptors for 
noradrenaline, serotonin, acetylcholine and glutamate (Conway et al. 1988; Hounsgaard et 
al. 1988; Delgado-Lezama et al. 1997; Svirkis and Hounsgaard, 1998). The activation of 
these metabotropic receptors can facilitate L-type Ca2

• currents (Chavis et al. 1995; 
Perrier and Hounsgaard, 2003). Several lines of evidence suggest that these receptors 
converge on the PLC-IP3 pathway to facilitate L-type Ca2

• channels (Perrier et al. 2002). 
This hypothesis is strengthened by the present finding that facilitation of plateau potentials 
by trans-ACPD and muscarine is antagonized by blockade of PLC and IP3Rs. The link 
from activation of IP3Rs to facilitation of L-type Ca2

• channels depends on release of ca2
• 

and activation of calmodulin (Perrier et al. 2000). The ability of Bay K 8644 to facilitate L
type Ca2

• channels when tllis pathway is blocked suggests that RyRs and IP3Rs regulate 
L-type Ca2

• channels through different mechanisms in spinal motoneurons. Recent 
findings in other systems clearly indicate that intimate and complex pllysical and functional 
relationships exist between metabotropic receptors, RyRs, IP3Rs and L-type ca2·channels 
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(Johenning and Ehrlich, 2002; Delmas and Brown, 2002; Fagni et al. 2000). These 
relationships need to be worked out for spinal motoneurons. 
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Fig. 1 RyR blockers reduce plateau potential-associated activity 
A) The plateau potential recorded in control conditions was reduced by 80 µM 
ryanodine and was not recovered by facilitation of L-type Ca2

+ channel with 1 µM 
Bay K 8644. Right: responses to a protocol of hyperpolarizing and depolarizing 
current pulses in each drug condition. Neither ryanodine nor Bay K 8644 changed 
the input resistance (P=0.9) ar threshold for action potentials (P=0.4). B) Above: 
normalized firing frequency plotted against time far 5 motoneurons. Note the 
acceleration in the firing frequency and the afterdischarge associated with non
facilitated plateau potentials, recorded in the presence of presynaptic activity 
inhibitors (•), both inhibited by different RyR blockers (O) and non-reversed by 1 
µM Bay K 8644 (Á ). Below: normalized firing frequency plotted against time far 3 
motoneurons. Plateau potentials facilitated by either 40 µM trans-ACPD or 25 µM 
muscarine (•), inhibited after addition of RyR blockers (O) and non-reversed after 1 
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µM Bay K 8644 (A). The horizontal bar represents the depolarizing stimulation 
pulse. In both groups were significantly different to O and A; as Bay K 8644 did 
not recovered plateau potentials O and A were not significantly different (ANOVA 
P<0.05). C) Plateau potentials facilitated by 1 µM Bay K 8644 unaffected by 75 µM 
of the IP3R blocker 2-APB and eliminated by 80 µM ryanodine. All the recordings 
were obtained in an externa! ringer solution containing 40 µM CNQX, 50 µM AP5, 
40 µM Bic, 10 µM Str. Top traces represent the recorded membrane potential, 
bottom traces signal the pulses of current injected and the discontinuous lines 
represent the baseline membrane potential. 

+ Ryanodlne + U-73122 

r---~ ~'---120mY 
J '----'2nA 

2s 

Fig. 2. RyR blockers reduce plateau potentials in the presence of TTX. 
Acceleration in the discharge frequency and afterdepolarization produced by a 2 s 
stimulation pulse, 200 nM TTX unmasks the underlying plateau potential, which is 
reduced by 80 µM ryanodine. In presence of TTX and ryanodine a more 
depolarizing current pulse can still evoke a small residual depolarizing component, 
not enough to produce plateau potentials. This residual component was not 
eliminated by further addition of 1 µM of the PLC inhibitor, U-73122. 
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Fig. 3. lnhibition of IP3Rs and phospholipase C eliminate plateau potential
associated activity facilitated by metabotropic receptor activation. 
A) Normalized firing frequency plotted against time showing plateau potentials 
facilitated either by 40 µM trans-ACPD or 25 µM muscarine (•), eliminated by 
superfusion of 75 µM of the IP3R blocker, 2-APB (O) and subsequently recovered 
by 1 µM of Bay K 8644 (A ). l!I was significantly different to O but not to A 
(ANOVA P<0.05). B) Normalized firing frequency plotted against time from an 
experiment in which plateau potentials were prometed in the absence of 
metabotropic facilitators (•). unaffected by 2-APB (O) and eliminated by 10 µM of 
the ER Ca 2

+ ATPase blocker thapsigargin (<>); SE range 0-1.23, 0-0.3 and 0-0.68, 
respectively n=3. C) Plateau potentials facilitated by 25 µM of muscarine were 
eliminated by 75 µM of 2-APB, and subsequently recovered by 1 µM of Bay K 
8644. The histogram above the recordings represent the discharge frequency over 
the time. 
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Fig. 4. Windup is sensitive to IP3R inactivation and dependent on RyR activity. 
IP3R and RyR blockers affected plateau potentials and windup in similar ways. A) 
Windup facilitated by 25 µM muscarine was abolished by 100 µM ryanodine and 
was not recovered with 1 µM of Bay K 8644. B) Windup facilitated by 40 µM trans
ACPD and eliminated by the inactivation of IP3R with 75 µM 2-APB. C) Windup 
facilitated by 1 µM Bay K 8644 application was insensitive to 75 µM 2-APB but 
completely eliminated by 80 µM ryanodine 
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