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RESUMEN

La scfializacion 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 estimulacion especificos. En la presente
tesis se investig6 el papel del calcio intracelular cn la generacion 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 cn la tortuga: los potenciales de meseta y ¢l windup.

Se investigaron los efectos de la disminucion cn los niveles intracelulares de calcio, y de la
manipulacion farmacologica de la calmodulina, de la fosfolipasa C y de los receptores sensibles a
inositol trifosfato (InsP;) y a ryanodina en la generacion de los potenciales de meseta y el windup.
Estos fenomenos fueron estudiados mediante cl registro electrofisiologico intracelular en una
preparacion in vitro de rebanadas de la seccién lumbar de médula espinal de tortuga que permite la
inyeccion de pulsos de corriente

En un grupo de neuronas la sola inyeccion de pulsos de corriente despolarizante producia
potenciales de meseta, que consistian en una despolarizacion que crece gradualmente en amplitud
hasta formar una meseta, lo que produce una aceleracidn de la descarga neuronal. Algunas de las
neuronas de estc grupo también presentaban windup, que consiste cn incrementos sucesivos de la
magnitud de los potenciales de meseta activados por estimulacion despolarizante repetitiva que
produce cn consccuencia, incrementos en la frecuencia de disparo asociada a cada estimulacion. En
otros grupos de células los potenciales de meseta y ¢l windup fueron facilitados por la aplicacion de
agonistas de receptores metabotrépicos de glutamato del grupo I (mGlu 1), de receptores
muscarinicos o de un activador de los canales de calcio tipo L. Se observé que la disminucion de los
niveles citoplasmicos de calcio, asi 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 eliminé ambos tipos de potenciales de meseta y el
windup de manera no reversible; y la inactivacion de la via de seiializacion dependicnte de InsP,
inhibio preferencialmente los potenciales de meseta facilitados por la activacion de receptores mGlu
I y muscarinicos y algunos de los no facilitados, pero no los facilitados por la activacién de canales
tipo L. Estos resultados sugieren que la elevacion en los niveles de calcio citoplismico es parte de
los mecanismos que inducen potenciales de meseta y windup, que la actividad de los receptores
sensibles a ryanodina es nccesaria para generar ambos fendmenos; mientras que los receptores
sensibles a InsP; participan en mecanismos de modulacion y que un posible mecanismo para la
facilitacion de la actividad de los canales L por calcio implica a la calmodulina.




ABSTRACT

Calcium signaling is relevant for various neuronal processes. Its versatility endows the
neurons with the possibility to display several activity patterns that increase their potential
to process 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 (InsP;) and:
ryanodine sensitive receptors were addressed on an in vitro preparatlon of turtle lumbar.
spinal cord slices. Plateau potentials and windup were induced through the intracellular-
injection of depolarizing current pulses, during the mtracellular electrophysxologlcal,
recording in fumbar 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
an acceleration of the discharge frequency. Some of these cells also presented windup,
which consisted in successive increases in the magnitude of cumulative depolarization
associated to plateau potentials activation produced by repetitive stimulation. which in
consequence produced successive increases in the discharge frequency associaled to each
stimulation pulse. In other groups of cells plateau potentials and windup were fucilitated by
metabotropic agonists for glutamate (mGlu I), muscarinic receptors or an agonist for L-type
calcium channels.

Both, the diminution in the cytoplasmic calcium concentration and the blockade of
calmodulin reversibly reduced plateau potentials either - facilitated -or non-facilitated.
Meanwhile. the inactivation of ryanodine receptors .eliminated ‘both kinds of plateau
potentials and windup in an irreversible manner; the inactivation.of InsP; signaling. pathway
preferentially inhibited plateau potentials when facilitated by mGlu I or muscarinic
receptors and some non-facilitated plateaux, but not the ones facilitated through L-type
calcium channels activation. The results suggest that cytoplasmic calcium increase is part
of the mechanisms for the generation of plateau potentials and windup, also that the activity
of ryanodine receptors is necessary for the generation of both phenomena; meanwhile InsP;
receptors are involved in modulatory mechanisms. Finally, the results also suggest that one
possible mechanism for L-type calcium channels facilitation by calcium involves
calmodulin activity.




ABREVIATURAS

AP35
AP7
CNQX
[Ca™"].
2-APB
AMPA
Bapta
L
CaBP
CAN
FRET
GFAP
InsP;
InsP3R
LTD
LTP
mGlul
NF
NMDA
PBS
PIP>
PMCA
RE
RyaR
SERCA
SNARE
SocC
TRP

(-+/-)-2-amino-5 &cido pentanoico

(+/-)-2-amino-7 acido pentanoico
6-ciano-7-nitroquinoxalin-2.3-diona

Concentracion citoplasmica de calcio

2-Aminoetoxidifenil borato ‘
Alpha-amino-3-hidroxi-5-metilisoxazole-4-acido proplonuo
1-2, (2-Aminofenoxi)etano-N,N,N", N’ -ac1do tetraacetlco
Calcio

Proteinas que unen calcio. “Calcium bmdmg pr orems
Canales cationicos no especxﬁcos

Transferencia de energia de resonancia por: ﬂuorescencm
Proteina glial fibrilar ~

Inositol trifosfato

Receptores sensible a inositol trifosfato

Depresion a largo plazo

Potenciacion a largo plazo

Receptores metabotrépicos de glutamato del grupo |
Neurofilamentos

N-metil-D-aspartato

Solucién salina amortiguadora

Bifosfato de inositol

ATPasa de Ca®" de la membrana plasmatica.

Reticulo endoplasmico

Receptores sensnbles aryanodina

ATPasa de Ca®" del reticulo endoplasmico.

Receptores de unién al factor soluble, sensible a N-metilmalimida
Canales operados por vaciamiento “store operated channels™
“Transient receptor potential”
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ANTECEDENTES

El Ca®* es un reconocido segundo mensajero que interviene en una gran gama de vxas
metabdlicas y funciones celulares. En el sistema nervioso, la sefializacién mediada por Ca*
regula funciones como la excitabilidad neuronal, la sintesis y la liberacion de
neurotransmisores y la determinacion de patrones de actividad neuronal en diversas areas
del sistema nervioso (Kamiya y Zucker, 1994; Lledo, 1997; Cochilla y Alford, 1998; Hanse
y Konnert, 1998). El mteres del presente proyecto esta centrado en estudiar la participacion
de la sefializacion por Ca®* en la regulacién de dos tipos de patrones de actividad que se
conocen como potenciales de meseta y windup, generados por grupos dec neuronas
localizadas en las astas ventrales de la médula espinal. Ambos fenémenos se consideran
mecanismos de plasticidad neuronal, debido a que su activacién modifica las propiedades
de integracién de la informacion aferente y la respuesta postsinaptica.

P o .0 +
Seializacion por Ca’

El Ca*" es un versatil mensajero con diversos sitios de accidon en la célula; esto le confiere
una compleja variedad de acciones de seﬁahzacmn con diferentes escalas temporales. La
afinidad de los diversos sitios que unen Ca®* es uno de los factores que determinan la
activacién de procesos fisioldgicos dependlentes de este ion. Por esta razoén. los
mecanismos de sena]macmn por Ca** dependen de variaciones en su concentracion
citoplasmica ([Ca®*].). En condlclones de reposo la [Ca®*]. es baja, de alrededor de 100 nM.
por diferentes mecanismos la [Ca®*]. puede siibitamente incrementarse hasta 100 veces -1-
10 uM- (Evenas y cols., 1998) (Fig. 1) y activar o inactivar proteinas implicadas con la
regulacidn de funciones fisioldgicas en las neuronas. La duracion de estas elevaciones estd
regulada por mecanismos que de manera activa o inactiva regresan la [Ca "c a sus niveles
de reposo.

En las neuronas, como en otros sistemas el Ca®* se puede unir a proteinas efectoras (gj.
canales ionicos), o a proteinas que forman parte de una cascada de sefializacion (¢j. la unién
a calmodulina) (Swandulla y Zeilhofer, 1998). La diversidad de proteinas activadas por el
Ca™, permiten que el rango temporal de las acciones de este ion pueda ir desde la
actlvacmn o inactivacion de canales idnicos en la membrana plasmatica, por union directa
de Ca® a sitios de reconocimiento (milisegundos) hasta la transcripcion de proteinas por
sus acciones sobre factores de transcripcion a nivel nuclear (horas) (Santella v Carafoli.
1997; Dolmetsch y cols., 1998, 2001) (Fig. 2).




Seﬁalefde E
Movilizacién de
Reposo [Caz’“]
[Ca?*], 500 AM a 10 uM
100 nM

? .

N, Remocién del Ca?+ —
citoplasmico - 'Procesos
Fisiologicos
Unién a proteinas Sensibles a Ca?*
amortiguadoras

Fig. 1. Proceso de regulacron de la {Cd®'Jc. Esquema que representa que la activacién de mecanismos de
movilizacién de Ca®* produce a su vez la activacion de procesos fisioldgicos sensibles a este i6n, asi como la
activacion de mecanismos que tienden a revertir estas subitas elevaciones citoplasmicas.

En la membrana plasmatica existen diversos tipos de canales que movilizan Ca?*. Estos
canales idnicos pucden ser altamente selectivos o bien del tipo de canales catidnicos no
exclusivamente selectivos para este i6n (Swandulla y Zeilhofer, 1998). Los canales de Ca®
pueden ser activados por diferentes sefiales. De acuerdo con este criterio, los canales
pueden ser divididos en:

A) Canales asociados a receptores que reconocen ligandos.
Estos pueden ser ionotropicos o metabotropicos.

En las neuronas la principal fuente de Ca®" extracelular son canales asociados a receptores
sensibles a glutamato, de los cuales los ionotrdpicos se clasifican, por la composicion de
sus subunidades, por las propicdades de los canales y por su afinidad a los siguientes
firmacos en rcceptores sensibles a Alpha-amino-3-hidroxi-S-melilisoxazole-4-écido
propionico (AMPA), kainato y N-metil-d-Aspartato (NMDA) (Madde C
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canales estan formados por homo y heteroligomeros que al unirse forman un poro i6nico
que permite el paso del Ca* (Fig. 3). Los receptores ionotropicos se encuentran en
localizaciones pre y postsinapticas en el sistema nervioso y son responsables junto con
otros canales jonotropicos de los cambios en el potencial de membrana que ocurren como
consecuencia de la transmisién sinaptica. Su actividad en las neuronas depende de factores
tales como la presencia y la concentracién de glutamato en el espacio sindptico y de la
cinética de activacion y desensibilizacién del canal formado (Madden, 2002).

Los receptores metabotropicos de glutamato tienen siete dominios transmembranales y una
region carboxilo terminal intracelular que les permite la interaccion con diversas proteinas
y sistemas de sefializacion intracelular (Fig. 3). Se han dividido, de acuerdo con criterios
basados en sus secuencias de aminodcidos, en las vias de transduccién asociadas a su
actividad y en su farmacologia en los grupos I, Il y IIl. Los receptores pertenecientes al
grupo I activan a la fosfolipasa C e inducen la produccnon de diacil-glicerol e InsP3, que a
su vez induce la liberacién de Ca** de reservorios intracelulares. (Fig. 2. Fig. 3). Los tipos
Il y 1l estan asociados a la inactivacién de la adenilato-ciclasa y en consecuencia a la
disminucién de la producciéon de AMP ciclico. (Coutinho y Knopfel, 2002). Los receptores
metabotropicos de glutamato del tipo I pueden localizarse en regiones pre vy postsinapticas,
en el sistema nervioso central; mientras que los tipos Il y I, tienen una localizacidn
presinaptica.

B) Canales asociados a sensores de voltaje.

Este tipo de canales se activan, en las neuronas, por la despolarizacion subumbral o
asociada a la activacion de potencxales de accidén y permiten el influjo de este ion. Como se
verd mas adelante el Ca®" que ingresa a la célula por este medio participa en diversos
procesos de sefializacion.

En general, los canales de Ca®" sensibles a voltaje estdn formados por combinaciones de 4
tipos de subunidades a, B 8y y La subunidad «l contiene el poro idnico que define las
propiedades de conductividad y dependencia de voltaje de los canales formados. Hasta el
momento, se han descrito 10 subunidades a, divididas en 3 familias funcionales Cay-/,
Car? y Cay3, asociadas, respectivamente, a la formacidn de canales tipo L. tipo N. P, Q, R
y tipo T (Catterall, 2000) (Fig. 2). El resto de las unidades se denominan subunidades
accesorias, la subunidad ( es intracelular y se ha propuesto que tiene propiedades
regulatorias sobre la dependencia de voltaje, la cinética de activacion e inactivacion de los
canales, el numero de canales que se abren por despolarizacién, la modulacidn por
proteinas G y la afinidad por farmacos (Mitterdorfer y cols., 1998). El a2 es un complejo.
la subunidad o2 es extracelular y se asocia con la 8 que estd unida a la membrana, y lay es
una glucoproteina 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 interaccion con diversas proteinas
intra y extracelulares, entre los cuales destacan sitios blanco para la fosforilacién por
proteinas cinasas tipo A y C (Catterall, 2000), proteinas G (Dolphin, 1999). sitios de unién
para calmodulina (Ehlers y Augustine, 1999; Sencer y cols., 2001), sitios de unién a
proteinas del complejo SNARE (ver capitulo Ca’" y plasticidad neuronal y Fig. 2) y
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rcceplores sensibles’a- ryanodma en el.caso de los canales tlpo L de: musculo csqueletlco
(Catterall, 2000). Estos “sitios “de  interaccion alostérica representan sitios potenciales de
modulacién de la actividad de los canales dependiente de voltaje,

Canales tipo L. Una de las caracteristicas distintivas de este tipo de canales es su
sensibilidad a las dihidropiridinas, En las neuronas, los canales tipo L pueden estar
formados por subunidades Cayl.2 (a1C) y Cayl.3 («1D). Estos subtipos de¢ canales L
difieren en su umbral de activacidn que es de alrededor de —35 mV para el Cayl.2 y de 45
mV para el Cayl.3, y en su sensibilidad a dihidropiridinas siendo ¢l Cayl.2
aproximadamente 10 veces mads sensible a este tipo de firmacos comparado con el Cayl.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 estdn formados por la subunidad Cay2.2 («1B) y son
sensibles a w-conotoxina GVIA. El potencial de activacion de los canales tipo N se.
encuentra por arriba de —20 mV. Y la t para su inactivacion por voltaje es mayor a 40 ms,
por lo que se dice que su inactivacidn es intermedia. ;
Canales tipo P/Q. Estos canales estan formados por la subumdad Cav2 1 (lA) y tlenen
una subunidad y. Son sensibles a w-agatoxina y su umbral de-activacién es de alrededor de
—25 mV. Los canales tipo Q tienen una inactivacion por voltaje mtermedla, mientras que
los P no se inactivan por voltaje. ‘
Canales llQO R. Estos canales estan formados por la subumdad Cav2.3 (alE) y no se
conoce ningin farmaco que module su actividad: de manera especifica. Su umbral ‘de
activacion se encuentra alrededor de los ~35 mV La 1: para la inactivacion de eslos canales
es rapida, entre 20-30 ms.

Canales tipo T. Estos canales pueden estar formados de las subunides Ca\.y I (alG)
Cay3.2 (axlH) o Cay3.3 (all). Son consxderados de baJo umbral pues se uctivan en
potenciales por arriba de —70mV. La t para’ Ia inactivacion de estos canales es rapida, entre
20-40 ms.

C) Canales asociados a sefiales reguladas por el vaciamiento de almacenes
intraccelulares.

Los canales activados por vac1amlento (SOC- store operated channels) son cuanales que
ticnen una gran permeabilidad al Ca?* y permiten el relleno del RE (Berridge. 1996;
Catterall, 2000). No se conocen ni la identidad molecular de los canales implicados en el
relleno del RE, ni los mecanismos responsables de este fendmeno, pero se ha demostrado
una interaccion funcional estrecha entre los receptores sensibles a inositol trifostato (Ma 'y
cols., 2000; Blakstone y Sheng, 2002) y canales andlogos a los TRP de Drosophiia.
ubicados en la membrana plasmatica, incluso se ha propuesto el acoplamlemu fisico de
ambas proteinas para formar un poro que permite el paso directo de iones Ca’” desde el
espacio extracelular al RE (Parekh y Penner, 1997) (Fig. 4).
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Fig. 2. Sedaliz, acl(m dependiente de Ca’' en neuronas. La liberacién de neurotransmisores depende de la
entrada de Ca* por canales sensibles a voltaje del tipo N/PQ y la accién de este i6n sobre proteinas sensibles
a Ca®’, como las SNARE y calmodulina que estan implicadas en la fusién y la liberacién de vesiculas. La
entrada de Ca® a través de canales sensibles a voltaje tipo L y de receptores a glutamato tipo NMDA o
metabotropicos tipo mGluR 1 produce la activacion de proteinas cinasas y fosfatasas implicadas en la
regulacion de Ia transcripcion génica o de fenémenos de plasticidad sinaptica como el LTP y el LTD. La
entrada de Ca®' o la activacién de vias de seffalizacion en el interior celular pueden a su vez activar la
liberacion de Ca®" de los receptores scnsnbl(.s a ryanodina (Ry.xR) o a InsP; (InsP3R), que participa en varios
fenémenos de plasticidad neuronal. El Ca®* puede también unirse a sitios de reconocimiento en canales
idnicos de la membrana plasmatica y activarlos o inactivarlos.

Adicionalmente existen canales asociados a ligando que permiten la movilizacion de Ca®*
que sc¢ almacena en compartimentos intracelulares. En la membrana del reticulo
endopldsmico existen al menos 2 tipos de receptores-canal sensibles a ligando que liberan
grandes cantidades de Ca®' al citoplasma, estos se denominan recepfores sensibles a
inositol trifosfato (InsP;) y receptores sensibles a ryanodina.

Receptores sensibles a InsP;,
El ligando que activa estos canales -InsP;- es un producto de la hidrélisis del bifosfato de
inositol (PIP;) de la membrana plasmatica. Esta hidrolisis ocurre en respuesta a la
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activacion de’ la fosfolipasa- C como consecuencia de la union de hormonas o
neurotransmisores a receptores asociados a la activacion de cadenas metabdlicas mediadas
por interaccién con proteinas Gq (Fig. 3). Entre los neurotransmisores que activan la via de
sefializacion de InsP; se encuentran receptores sensibles a glutamato (mGlul), a acetilcolina
{m1 y m3), a serotonina (2 y 1C) y receptores purinérgicos (P2).

Se han descrito 5 isoformas de canales sensibles a lnng de las cuales la I y la 1l son muy
abundantes en el sistema nervioso, todas movilizan Ca®”, pero difieren en aspectos como su
sensibilidad a este i6n. El receptor de InsP; esta formado por 4 subunidades cuya unién
forma un poro idnico, cada subunidad tiene sitios de unidén para InsP; (Caraloli y cols.,
2001). La activacion del receptor requiere de la activacién cooperativa de al menos 3
subunidades. Estas subunidades presentan varios sitios de modulacién (sitios de unién 2
calmodulina, ATP, sitios susceptibles de fosforilacion y sitios de umon para Ca”"). El Ca™

en el lumen de RE estimula la apertura del canal, mientras que la [Ca®'] citoplasmica puede
tener efectos de desensibilizacion o acuvacxon del canal dependiendo principalmente del
tipo celular. La sensibilidad del canal por Ca** en el subtipo I tiene forma de campana con
un maximo alrededor de los 200 nM. E1 ATP estimula la activacion del canal, mientras que
la calmodulina puede tener efectos facilitatorios o inhibitorios dependientes de su
interaccion con cinasas o fosfatasas que modulan al canal (Markin y Bezprozvanny, 1998;

Carafoli y cols. 2001).

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

Receptores sensibles ar yanodma

Este tipo de canal liberador de Ca®" es sensible al alcaloide ryanodina aplicado in vitro, esta
constituido por 4 subunidades que al unirse forman un poro idnico cuyo ligando fisiolégico
puede ser el ADP ribosa ciclico (Berridge, 1996). Se han identificade 3 subtipos de
receptores de ryanodina, todos estin presentes en el sistema nervioso. Los receptores
sensibles a ryanodina tienen sitios susceptibles de fosforilacién por calmodulina cinasa Il
que al activarse inhiben al canal, sitios para calmodulina que al ser activados en la
presencia de concentraciones bajas de Ca® activan al canal y en concentraciones altas lo
inhiben. Asnmsmo los receptores sensibles a ryanodina tienen sitios de umon de alta
afinidad para ¢l Ca®*, que al ser activados por ejemplo por el influjo de Ca®* C\tracelular
permiten la sallda de este i6n; a este fenémeno se le conoce como liberacion de Ca®*
inducida por Ca®" (Berridge, 1996; Verkhratsky y Shmigol, 1996; Cochllla y Alford, 1998;
Usachev y Thayer, 1999) (Fig. 3).

Los receptores sensibles a ryanodina son inhibidos farmacolégica mente por el: alcaloxde.-

ryanodina en concentraciones mayores a 10 uM (Carafoli y cols., 2001), rojo de rutemo,'
dantroleno; y activados por cafeina y ryanodina en bajas concentraciones (rango nM)
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Fig. 3. Receptores liberadores de Ca®' en el RE. Arriba. Esquema que representa la activacién de los
receptores/canal sensibles a ryanodina (RyaR) y los sensibles a InsP; (InsP;R) en el RE. La activacién de
algunos receptores metabotropicos induce la produccion de InsP;, que activa al InsP;R e produce la liberacién
de Ca®" al citoplasma. Asimismo, debido a que los canales liberadores del RE tienen sitios de alta afinidad
para Ca®, la elevacion de la [Ca2+]c por influjo a través de canales fonotrépicos o sensibles a voltaje, asf
como por la liberacion de canales intracelulares vecinos aumentan la liberacién de este ion al citoplasma, este
fenémeno se conoce como liberacién de Ca®' inducida por Ca®’. Ambos tipos de receptores pueden ser
modulados por la interaccion con diversas proteinas que se cncuentran en el lumen del RE o en el citoplasma
(Homer, calmodulina). Algunas de las proteinas que modulan a los RyaR y a los InsPyR, como la
. . . 24+ . . . .. .
calmodulina (calmodulina) son sensibles a Ca™". Abajo. Ejemplo de la amplificacion de las elevaciones por
influjo de Ca® asociadas a trenes de potenciales de acciéon de baja frecuencia, a estas seftales se suman
elevaciones de Ca®* provocadas por la liberacion de este i6n cuando {a célula es estimulada con alta
frecuencia (frecuencia definida por el nimero de potenciales de accién, AP, inducidos en un mismo periodo).
Modificada de Thayer y cols., 2002.
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Lo anterior significa que en las neuronas el Ca®* puede movilizarse al citoplasma desde el
espacio extracelular a través de diversos tipos de canales en la membrana plasmatica y
desde el RE por la activacion de receptores/canal. La actividad de los canales liberadores de
RE permite amplificar sefales a través de la accién de un mecanismo dependiente de la
liberacion controlada de Ca®* al espacio citoplasmico (Fig. 3 abajo).

Como se muestra en la figura 1, la duracién y la magnitud de las elevaciones de Ca®* son
reguladas a través de mecanismos que activa o pasivamente revierten los niveles de este i6n
a valores de reposo en el citoplasma. Estos mecanismos dependen del transporte activo, en
contra de gradiente electroquimico o de la ncutralizacion del Ca*" libre (Shull, 2000). En la
membrana plasmatica, las elevaciones moderadas de la [Ca®]. activan una ATPasa
(PMCA) que une Ca*" con alta afinidad y lo transporta fuera de la célula. Las elevaciones
mayores de la [Ca®*]., producidas por estimulacion de alta intensidad, activan ademas un
intercambiador Na*/Ca?", sensible a voltaje que aprovechando el gradiente de Na*, une Ca?
con baja afinidad y lo transporta en contra de gradiente hasta restablecer los niveles basales
de este i6n en el citoplasma (Thayer y cols., 2002) (Fig. 4).

El exceso de Ca’ citoplasmico se almacena ademas en el RE y la mitocondria (Figs. 3 y 4).
La concentraciéon que se almacena en ambos reservorios es de alrededor de 100 pM
(Blackstone y Sheng, 2002). ElI mecanismo de almacenaje en el RE depende de la
activacion de una ATPasa (SERCA) que unc a este ion con alta afinidad y lo internaliza
(Fig. 4); mientras que en la mitocondria, el Ca®" es internalizado por un acarreador tipo
unizportador dependiente del potencial protonmotriz, que une Ca** con baja afinidad; este
Ca“" es liberado lentamente de la mitocondria por la accién de un intercambiador Na®/
Ca®*, disminuyendo asi la amplitud de las sefiales de Ca®* en el citoplasma, pero alargando
su duracién (Babcock y cols., 1997; Schull, 2000; Thayer y cols., 2002) (Fig. 5).

Adicionalmente, en ¢l citoplasma y en ¢l RE se encuentran una serie de proteinas que unen
Ca®* (CaBP) y que controlan la difusion y concentracion de Ca’* libre, reduciendo la
amplitud de las sefiales de Ca®* y modificando su cinética de decaimiento. Por su
abundancia cn algunas regiones de las neuronas, como las terminales, una alta proporcion
del Ca®* libre es disminuido por unién a estas proteinas que pueden funcionar como
amortiguadoras (Fig. 4). El campo de las CaBP no ha sido muy estudiado, mucha de la
informacion se restringe a su identificacion: asi se ha determinado que varias presentan en
su estructura un motivo LEF que une Ca%*. Se ha descrito una gran cantidad, entre las mas
sobresalientes se encuentran: calmodulina, gelsoina, parvalbumina, calpaina, S100 y
calbindina. Algunas de las CaBP’S tienen funciones cataliticas descritas, entre las cuales se
encucentra la activacion de canales permeables a Ca®" como el sensible a InsP;. (Meldolesi y
Pozzan, 1998; Bootman y cols., 2002; Sabatini y cols., 2002) (Fig. 3). Tampoco se tiene
mucha informacion acerca de los factores que regulan a estas proteinas; sin embargo se han
encontrado alteraciones en su expresion correlacionadas con alteraciones en la transmision
sindptica y ncurotoxicidad (Palecek y cols., 1999; Thayer y cols., 2002).
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Fig. 4. Mecanismos de remocion de Ca®’ c:mplavrmco Mccanlsmos que dlsmmuyen la [Caz’]c, provocada por
el influjo o la liberacidn intracelular de este i6n. En la membrana plasmética se muestran la ATPasa PMCA y
el intercambiador Na'/ Ca®* que extruyen el Ca®" de la célula, en contra de su gradiente electroquimico. En el
reticulo endoplasmico se representa a la ATPasa (SERCA) que internaliza este ion y lo almacena unido a
proteinas amortiguadoras (CaBP). Se mucstra también la existencia de proteinas amortiguadoras CaBP en el
citoplasma que unen el Ca®', disminuycndo asf las concentraciones del i6n libre. En la mitocondria se muestra
el uniportador que internaliza este ion, que después sera lenlamenle liberado al citoplasma. Asimismo, se
muestra ¢l mecanismo propuesto para ¢l relleno del RE con Ca?’ . Se ha propuesto que los canales de InsP; y
los canales operados por el vaciamiento (SOC) dt. la membrana plasmatica s¢ acoplan (sc sugiere que
fisicamente) para formar un canal permeable a Ca®’, continuo desde la membrana plasmatica y hasta el
interior del RE.

La interaccion coordinada de las diversas ecntidades que movilizan Ca** entre
compartimentos a favor de su gradlente electroquimico y de los que mecanismos que
revierten los incrementos en la [Ca?*)., producen elevaciones citoplasmicas de este ion que
pueden variar en dos dlmensmnes amplitud y frecuencia. Asi, en las neuronas como en
otros sistemas, las seiiales de Ca”* se presenten en ocasiones en forma de © ‘chispazos™ muy
breves y localizados, mientras que en otras se producen elevaciones de larga duracion que
pueden resultar en oscilaciones o mareas (Dolmetsch y cols.,, 1998; Markin y
Bezprozvanny, 1998) (Fig. 5).
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Fig. 5. Propagacion de las sefiales de Ca’”. Esquema que representa las escalas espaciales y temporales de las
sefiales de Ca®*, promovidas por la interaccién de canales liberadores en el reticulo endoplasmico (RE). En el
primer panel se observa la liberacion de Ca®* localizada en un receptor. Este tipo de liberacion se denomina
“chispazo™ (1) y puede a su vez activar receptores cercanos (2). En el segundo pane! se observa como este
tipo de mecanismo puede generar una difusion en areas 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 Berridge y cols., 2000.

En las neuronas, debido a su polarizacion y a la especializacion de sus compartimentos, los
efectos de la movilizacion de Ca®* son determinados por la concentracion que este i6n
alcanza en los diferentes compartimentos. La conformacion espacial de los compartimentos
modifica la amplitud y la cinética de las movilizaciones de Ca®* debido a factores como la
distribucion diferencial de las proteinas que movilizan este i6n, la concentracion local de
proteinas amortiguadoras, la cercania entre los sitios de influjo o liberacion de Ca® y
protcinas efectoras activadas por este ion, la concentraciéon y la actividad de mecanismos de
extrusion o almacenaje, asi como la proporcidn superficie de membrana/volumen, que hace
que movimientos de Ca®" iniciados por las mismas entidades moleculares tengan un
impacto diferente, por ¢jemplo en las espinas dendriticas comparado con la regién proximal
de las dendritas o ¢l soma, modificando la capacidad de integracion de las sefiales iniciadas
por los incrementos de Ca®" (Korkotian y Segal., 1998; Blackstone y Sheng, 2002; Delmas
y Brown, 2002; Holthoff y cols., 2002; Sabatini y cols., 2002; Simon y cols., 2003).
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El Ca*" y la plasticidad neuronal

En los Gltimos afios, la tecnologia para el estudio de los movimientos de Ca® ha hecho
posible relacionar varios tipos de eventos fisioldgicos con la regulacion de las
concentraciones de este ion en el cntoplasma, y describir asi la participacion de proteinas
implicadas en los movimientos de Ca®* con diferentes funciones en las neuronas, entre las
cuales destacan eventos dc plasticidad neuronal dependientes de actividad, que se definen
como cambios en la transmisién de informacién entre neuronas provocados por los patrones
de actividad precedentes que pueden durar desde milisegundos hasta semanas (Hanse y
Konnert, 1998).

Relacionados con los incrementos en la [Ca®*]. se han descrito fendmenos de plasticidad a
corto y largo plazo que implican cambios en mecanismos relacionados con: a) la liberacion
de neurotransmisores (Mathews, 1996; Scheggenburger y Neher, 2000), b) excitabilidad de
las neuronas pre o postsinapticas en un circuito (Hanse y Konnert, 1998), c) transcripcion
de genes (Dolmescht y cols., 1998; Sherf y Carew, 2002), asi como d) morfologia y
conectividad entre ncuronas (Lilscher y cols.,, 2000) (ver Fig. 2). A continuacidon se
presentan ejemplos de fenémenos plasticos neuronales, relacionados con estos diversos
procesos fisiologicos definidos por las propiedades de especificidad, convergencia y las
variaciones en la temporalidad de la sefializacién por Ca®*

a) Liberacion de neurotransmisores. La despolarizacién de las termlnales sinapticas por la
propagacion de potenciales de accion produce la entrada de Ca®* 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 Reuter, 2001) (Fig. 2), asi como la liberacion de este i6n desde reservorios
intracelulares por activacion del receptor de ryanodina (Llano y cols., 2000) (Fig. 2).

En condiciones de baja estimulacién, la elevacién en la [Ca®'] en las terminales es
rapidamente revertida por extrusion, almacenaje en reservorios intracelulares o uniéon a
protcinas amortiguadoras (Schneggenburger y Neher, 2000; Ryan y Reuter, 2001). En
cambio, la despolarizacion continua de las terminales, produce elevaciones de [Ca®'] de
larga duracion cn las terminales, debido al aporte de Ca®" de cada potencial de accién, a
modificaciones en la forma del potcncnal d(. accion, que producen influjos mayores de este
ion y a la facilitacién de corrientes de Ca?* por Ia actividad repetitiva (Felmy y cols., 2003).
Lstas elevaciones de Iarga duracién en la [Ca®*). pueden ser mantenidas ademas por la
liberacion de reservorios intracelulares (Hanse y Konnert, 1998) (Fig. 6B), disminucién de
la actividad de intercambiadores que disminuyen los niveles citoplasmicos de este ién que
ocurre como consecuencia del incremento de [Na'] en las terminales (Mulkey y Zucker,
1992), y a la saturacién de proteinas amortiguadoras (Felmy y cols., 2003).

La presencia prolongada de altas [Ca®*] en las terminales por actividad celular repetitiva,
modifica la liberacién de neurotransmisores. Ya que al menos un tipo de fusién vesicular y
los procesos de liberacion dependen de la unién de Ca?* a un conjunto de proteinas
acopladoras que se conocen como recepiores de union al factor soluble, sensible a N-

21




metilmalimida-SNARE, entre las cuales destacan la sintaxina, sinaptobrevina, y snap-25,
ademds de fosfatasas, calmodulina y una ATPasa de protones (Macker y cols., 2002; Rettig
y Neher, 2002). Las elevaciones de Ca’" prolongadas afectan también la endocnosns yla
dlspombllldad de vesiculas “listas para liberarse”; a través de mecanismos dependlentes del
influjo de Ca®* extracelular, de la actividad de calmodulina o de la liberacion de Ca®* del
RE (Katz y Miledi, 1968; Katz y Miledi, 1979; Ditmann y Regehr, 1998; Sankaranarayanan
y Ryan, 2000; Sakaba y Neher, 2001; Kuromi y Kidokoro, 2002; Rettig y Neher, 2002;
Rosenmund y cols., 2002). La velocidad y la duracion de los cambios plasticos
relacionados con la hberacnon de ncurotransmisorcs varia de scg,undos como en ¢l caso de
la facilitacion, posiblemente mediada por la union de Ca®* a proteinas del complejo
SNARE (Zucker, 1999) a centenas de segundos o minutos como en la depresion sindptica,
la aumentacion y la potencxacnon postetanica, mediadas por la activaciéon de calmodulina
cinasa II, liberacion de Ca®* del reticulo endoplasmico y la mitocondria o la inactivacién de
intercambiadores Na'/Ca®* (Mulkey y Zucker, 1992; Tang y Zucker, 1997; Hanse y
Konnert, 1998; Zucker, 1999; Scheggenburger, Sakaba y Neher, 2002).

b) Excitabilidad neuronal. A nivel postsinaptico cx1sten ejemplos en los que la
concentracion y la dindmica de los movimientos de Ca®* regulan fenomenos de plasticidad
que afectan la excitabilidad de las neuronas tales como la potenciacion a largo plazo (LTP)
y la depresion a largo plazo (LTD) (ver Fig. 2).

A pesar de que el efecto en la actividad sinaptica de la LTD y la LTP son contrarios,
dependiendo de factores como el mvel de actividad de las células asi como de la cinética de
las vias de sefializacion por Ca®* activadas, ambos fendmenos se pueden iniciar en una
misma célula por la activacion de receptores tipo NMDA, tipo AMPA (Ross y Soltcsz,
2001), canales de Ca®* tipo L o receptores mGlu | (Wang y Kelly, 1997; Hanse y Konnert,
1998; Morishita y cols., 2001; Faas y cols., 2002). Asi, la LTP dependiente de NMDA
requierc quc la mcmbrana plasmauca sc encuentre despolarizada (lo que incrementa el
InﬂU_]O de Ca®" por la remocnon dcl bloqueo inducido por Mg") (Sabatini y cols., 2002) y se
asocia con elevaciones de Ca®" de gran amplitud y corta duracién (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 duracion (Yang y cols.,
1999). La cinética y temporalidad de las elevaciones de Ca®" asociadas a uno y otro
fenémeno, corresponden con las cinéticas de activacion de las cinasas tipo C y la
calmodulina cinasa tipo Il (calmodulina cinasa 1I) responsables de la LTP; y las fosfatasas
calcineurina y la fosfatasa I responsables de la LTD, respectivamente (Wang y Kelly, 1997;
Yang y cols., 1999; Morishita y cols., 2001; Wang y cols., 2003).

c) Transcripcio’n de genes. En varias sinapsis se ha demostrado que la activacion de
fendomenos de plashctdad sinaptica, como la facilitacion a largo plazo requieren la sintesis
de ARNm y la expresion de proteinas, iniciadas por sciiales de Ca* en diferentes regiones
de las ncuronas (Sherf y Carew, 2002). Los movimientos de Ca®* pueden modificar la
transcripcion de genes especificos entre los que destacan bombas de Ca®* y receptores
sensibles a InsP;, (Kuo y cols., 1997) asi como genes relacionados con la plasticidad
neuronal (Sheng, 1991; Santella y Carafoli, 1997; Dolmetsch y cols., 1998). El origen de
los movimientos de Ca®* asociados a los mecamsmos que modulan la transcripcion son
variados; se ha descrito que la liberacién de Ca** del RE asi como su influjo por la
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actividad del canal de Ca®* tipo L pueden iniciarla (Kuo y cols., 1997; Tao y cols., 2002).
Asimismo, la calmodulina cinasa Il puede entrar al nicleo y fosfonlar residuos espemﬁcos
o profeinas que se unen a secuencias que responden a la sefializacion dependiente de Ca**y
que participan en la induccion o mantenimiento de fenémenos plasticos como la LTP y la
LTD (Sheng, 1991; Cammarota y cols., 2002; Tao y cols., 2002). (Fig. 2).

¢) Morfologia y conectividad. l.os cambios en la excitabilidad neuronal, en algunos casos,
implican cambios morfologicos en la estructura sindptica que permiten la expresiéon de
nuevas proteinas y modificaciones en la funcién de las ya existentes. De esta forma, la
induccion de la LLTP, la activacion continua de receptores de NMDA, asi como la liberacion
de Ca** dependiente de los receptores sensibles a ryanodina inducen cambios en la
morfologia, tales como crecimiento del arbol dendritico y en la proporcion de RE en las
espinas (Harris, 1999). Estos cambios pueden presentarse con diferentes escalas temporales
en la forma de incrementos cn ¢l niimero de densidades postsinapticas en una misma espina
dendritica, la division en dos puntos de contacto de las espinas, asi como la formaciéon de
nuevas espinas dendriticas (Cammarota y cols., 2002). La rcorganizacion permite por
ecjemplo, la translocacion de receptores tipo AMPA a la membrana plasmatica por
induccién de la LTP (Liischer y cols., 2000) o bien modificaciones en las interacciones
entre receptores localizados en las membranas plasmatica y en el RLE, respectivamente
(Delmas y Brown, 2002).

L.os mecanismos moleculares asociados a cambios morfoldgicos coinciden con los
mecanismos que inducen cambios en la excitabilidad neuronal, ya que se ha observado por
ejemplo que la activacion de receptores NMDA asociada a la coactivacion de calcineurina
(fenémenos que ocurren por la activacion de la LTD) produce la retraccion de las espinas
dendriticas (Liischer y cols., 2000) y que la activacion de la calmodulina cinasa II § es
responsable de la formacion y alargamiento de dendritas asi como de su movilidad
(Vaillant y cols., 2002; Fink y cols., 2003). Las modnf'cacnones en la morfologia dendritica
pueden mﬂuenmar la mtegrac1on de sefiales de Ca®", ya que se ha demostrado que la
movilizacidn de este idn desde reservorios intracelulares es distinta para las dendritas y las
espinas dendriticas, y que el grado de independencia de la movilizacién en espinas depende
del grosor del cuello dendritico (Korkotian y Segal, 1998).
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Patrones de actividad neuronal mediados por Ca*

Como se puede deducir dc los ejemplos antcriores, la actividad de canales dependientes de
voltaje permeables a Ca** perrmte la transduccion de sefiales eléctricas de la membrana
plasmatica en sefiales quimicas que inician diversos procesos controlados por la excﬂacnon
neuronal. Las propiedades de activacion e inactivacion lenta o rapida de los canales de Ca®"
sensibles a voltaje, modifican la duracion, asi como la amplitud de los cambios en los
potenciales de membrana iniciados por la despolarizacion o la hiperpolarizacion y pueden
amplificar las sefiales de Ca®* asociadas a la activacion de procesos fisiologicos.

La interaccion de los canales dependientes de voltaje, permeables a Ca®*, con otros canales
ionicos dependientes de voltaje y con canales activados por la liberacion de factores
quimicos de otras células del sistema nervioso, aunado a la activacion de vias de
sefializaci6n intracelular (independientes y dependientes de Ca®") determinan la activacién
de patrones de actividad ncuronal. Estos son cspecificos de cada tipo neuronal ya que
dependen de su composicion de canales idnicos asi como de las asociaciones de sus vias de
transduccion intracelular.

Mediados por la activacién de conductancias de Ca** y la modulacién de vias de
sefializacion dependientes de este ion se han descrito diversos patrones de actividad
neuronal, tales como la actividad ritmica en la oliva inferior, que consiste en periodos de
hiperpolarizacion seguidos por periodos de despolarizacion acompafiada de potenciales de
accion. Este patrén esta comrolado por un lado por el incremento en la actividad de canales
de K' dependientes de Ca®*, responsables de la hiperpolarizacion que sigue a cada
potencnal y por otro por la activacion de un potencial de rebote mediado por canales de
Ca®* tipo T que produce una despolarizacion de magnitud suficiente para activar
potenciales de accion (Llinas, 1988).

El arreglo de conductancias ionicas especificas de cada tipo neuronal y sus interacciones
con vias de seilalizacion intracelular puede modificarse dependiendo de las condiciones de
estimulacion a las que la neurona esta o ha estado sometida. Asi, la activacién de patrones
de actividad especificos permite a la célula una gran variabilidad de respuestas plasticas.
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Potenciales de meseta y windup.

Dentro de los fenémenos de plasticidad neuronal en los que esti implicado el Ca®*, en el
presente proyecto nos hemos interesado en estudiar a los potenciales de meseta, que son un
tipo de patrén de actividad que en el sistema nervioso se presenta en la médula espinal,
(Fig. 6A), asi como en el cerebelo, el estriado, el nicleo 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 estimulacion despolarizante constante, ya sea por
la activacion de las aferentes excitatorias de las neuronas que los presentan o in vitro por la
inyeccion de un pulso de corriente despolarizante. La respuesta de las neuronas que
presentan potenciales de mescta a este tipo de estimulacion consiste en una despolarizaciéon
que crece gradualmente en amplitud hasta formar una meseta, que produce en consecuencia
una aceleracion 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
despolarizacion y la descarga ncuronal asociadas a la activacion de los potenciales de
meseta pueden permanecer segundos después de que la estimulacién ha terminado
(postdespolarizacion y postdescarga), de esta forma los potenciales de meseta amplifican no
solo la magnitud sino también la duracién de las despolarizaciones asociadas a la
estimulacion aferente (Svirkis y Hounsgaard, 1997; Hornby y cols., 2003) (Fig. 10).

En las astas dorsales (laminas Il y V) y ventrales (lamina IX) de las regiones cervical y
lumbar de la médula espinal, una poblacion de aproximadamente 80% de las neuronas tanto
principales como interneuronas, presentan potenciales de meseta. Este tipo de patréon 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), raton (Carlin y cols., 2000), rana
(Perrier y Hounsgaard, 2000) y se ha reportado un tipo de patrén equivalente en humanos
(Gorassini y cols., 2002) (Fig. 6C).

La activacién o la terminacion de los potenciales de meseta esta controlada por estimulos
que producen un cambio en el potencial de membrana (Hounsgaard y Kichn, 1985). Esto
determina la transicion de la actividad basal de las neuronas entre dos estados estables
(biestabilidad). En uno de cstos estados, el mds hiperpolarizado, la estimulacion aferente
despolarizante o pulsos de corriente equivalentes inician el disparo de potenciales de accion
que cventualmente se adaptan; mientras que en el otro, el mas despolarizado, la misma
estimulaciéon produce disparo continuo que se acelera gradualmente, y que puede
permanecer aun después de finalizada la estimulacion. La activacion de potenciales de
meseta tiene como consecuencia la aceleracion de la frecuencia de disparo, mientras que su
terminacion por hiperpolarizacion celular o por la estimulacion de fibras que producen
potenciales postsinapticos inhibitorios mediados por la actividad de receptores GABAB y
glicinérgicos (fibras A8) se asocian al patrén de adaptacion del disparo celular (Hounsgaard
y Kiehn, 1985; Jeftinija y Urban, 1994; Russo y Hounsgaard 1996a; Russo y cols., 1998;
Sandkihler y cols., 1997).

25




A Dorsal

Ganglio
Raices
Dorsales

Ventral

/ R P

| 2nA

2s

Fig. 6. Potenciales de meseta. A) Organizacion de la médula espinal. La regién dorsal de la médula
espinal es la region sensorial, donde ingresan aferencias provenientes de los misculos y la piel. La
region ventral, es la region motora de donde surgen fibras eferentes que controlan la actividad
muscular. La médula espinal esta dividida por criterios morfoldgicos en 10 laminas, de las cuales la
I1, V y IX (nicleos motores medial y lateral; seccion derecha en el esquema) presentan potenciales
de meseta. B) Activacion de potenciales de mescta inducidos por la inyeccion de corriente
despolarizante intracelular. La aplicacion de un pulso de corriente constante (tercer trazo) produce
una despolarizacién creciente en el potencial de membrana (primer trazo) y aceleracion de la
frecuencia de disparo hacia el final del pulso. Este fendmeno no depende de la actividad de canales
de Na’, ya que persiste en la presencia de TTX (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 cs similar a la de los potenciales de meseta (comparar con B). En
el acercamicnto se observa el reclutamiento gradual de fuerza muscular que se inicia por la
activacion “umbral” del fendmeno (modificada de Collins y cols., 2002).
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Como consecuencia de la activacién de los potenciales de meseta algunas células presentan
ademas windup. Este fen6bmeno consiste en incrementos sucesivos de las respuestas
caracteristicas a la estimulacion despolarizante en células que presentan potenciales de
meseta. El fenémeno se produce por la estimulacion repetitiva con estimulos
despolarizantes idénticos. El incremento en la respuesta consiste en aumentos en el nimero
de espigas que se producen por cada estimulacion, como consecuencia de la potenciacion
sucesiva de la despolarizacion asociada al potencial de meseta (Fig. 7A y D). El windup se
puede producir por la activacion repelitiva de fibras aferentes del tipo C (0.5-2 cps por 20-
30 seg.) o por estimulacién con pulsos de corriente despolarizante equivalentes (Jeftinija y
Urban, 1994; Russo y Hounsgaard, 1996a; Hornby y cols., 2003). Este fenémeno fue
inicialmente descrito por Mendell (1966) en las células de las astas dorsales de mamiferos
in vivo; por la estimulacion repetida de fibras aferentes primarias C.

La funcidn fisiologica de los potenciales de meseta y el windup varia dependiendo de la
organizacion de las redes neuronales en las que se encuentran inmersas las neuronas que
presentan esos fenomenos. En diversos sistemas se les ha involucrado con la generacion de
ritmicidad asociada a funciones respiratorias o locomocion (Harris-Warrick, 2002). En las
motoneuronas, la activacion de estos fendmenos optimiza la relacion entre la entrada
sinaptica y la fuerza de la contraccion muscular, ligada a ia actividad de las motoneuronas
(Fig. 6C) (Collins, 2002; Hounsgaard, 2002). Y de¢ hecho, rccientemente se les ha
relacionado con funciones dc reclutamiento de fuerza muscular debida a la estimulacion
repetida de aferentes musculares en humanos, gracias al incremento en la excitabilidad de
las unidades motoras (Bennett y cols., 2001; Gorassini y cols., 2001; Collins, 2002) (Fig.
6C; 7C). Por esta razén se ha propuesto que los potenciales de meseta, que mantienen a la
neurona disparando por periodos de tiempo que pueden alargarse mias alla de la
estimulacion (Fig. 10), favorecen la actividad muscular tonica versus la actividad fasica que
estaria ligada al patron de disparo que sc adapta (Collins y cols., 2002; Hounsgaard, 2002 y
Derjean y cols., 2003). En las neuronas sensoriales la activacién del windup modifica el
umbral y la latencia de respuesta de las neuronas de las astas dorsales, lo que influencia las
caracteristicas de los campos receptivos (Li, y cols., 1999; Derjean y cols., 2003) (Fig. 7D).

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 fenémenos de sensibilizacion central iniciados por la estimulacién sensorial (Woolf,
1996; Li, y cols., 1999; Herrero, y cols., 2000) o en los patrones de actividad locomotora
repetitivos (Bennett y cols., 2001). Y con formas crénicas de actividad persistente, como
fenémenos de espasticidad provocados por lesiones de la médula espinal (Bennett y cols.,
1998; Bennett y cols., 2001; Hornby y cols., 2003) (ver Fig. 6B) o casos de persistencia de
sensaciones asociadas a fenémenos de hiperalgesia en animales o de padecimientos de
dolor crénico en humanos (Li, y cols., 1999; Herrero y cols., 2000; Staud y cols., 2001).
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Fig. 7. Windup. A) La estimulacion repetitiva con pulsos depolarizantes intracelulares, a frecuencias de
alrededor de 0.5 cps produce un incremento gradual en ¢l mimero de potenciales de accién acompaiiado
de una despolarizacion creciente en respuesta a pulsos de corriente sucesivos. B) Se observa el mismo
patrén que en A) pero registrado con un clectromiograma cn tres diferentes grupos musculares de
humano. C) Se observa nuevamente en el humano que la activacion del windup es dependiente de la
duraciéon (ms=msecg) (arriba) y de la frecuencia de estimulacion (Hz=cps) (abajo). D) Se observa la
influencia del windup en el procesamiento de informacién aferente. En el primer trazo, respuesta de una
célula a pulsos subumbrales repetitivos de corriente despolarizante, en el segundo se suma la
estimulacion también subumbral de las aferentes de las raices dorsales y se activa el windup, el efecto
es mayor en una segunda estimulacion. Modificadas de Russo y Hounsgaard, 1996, Homby y cols.,
2003.
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Como ya se menciono, ademis de la médula espinal, los potenciales de meseta se han
descrito en otras regiones del sistema nervioso central como el nicleo del trigémino, el
hipocampo, el cerebelo y la cortcza 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 funcién de amplificar la relacion entre la entrada sindptica y la
magnitud de la respuesta de las neuronas que los presentan, teniendo implicaciones para las
funciones fisiologicas asociadas a la actividad de estas areas del sistema nervioso.
Adicionalmente, con caracteristicas propias para cada tejido, los potenciales de meseta se
han descrito asociados a la regulacidn de la excitabilidad en células cardiacas (Coraboeuf,
1976) y a la regulacién de la liberacion de insulina en el pancreas (Pressel y Misler, 1991).

Respecto de los mecanismos celulares que producen los potenciales de meseta y el windup
en motoneuronas, s¢ conoce que dependen de la apertura de canales de Ca** tipo L; pues la
activacion farmacologica de los mismos con Bay K 8644 los promueve, mientras que la
aplicacion de nifedipina, un bloqueador de canales L los inhibe (Sah, 1990; Russo y
Hounsgaard, 1994) (Fig. 8B, 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
caracteristicas sugieren que los canales L rcsponsables de los potenciales de meseta estan
formados por la subunidad alD (Xu y Lipscombe 2001; Koschak et al. 2001; Perrier y
cols., 2002). Asimismo, evidencia anatomica 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 inactivacion de los canales
tipo L son muy lentas, lo que los hace bucnos candidatos para ser responsables de las
corrientes persistentes que subyacen a los potenciales de meseta (Fig. 9C).

Los mecanismos para la produccién de potenciales de meseta y el windup dependen de la
facilitacién de las corricntes mediadas por canales tipo L. Esta facilitacion consiste en
incrementos en la cantidad de corriente registrada por despolarizacion del potencial de
membrana; asi como incrementos en la cantidad de corriente y disminuciones del umbral y
de la latencia para la activacion de las mismas, por la repeticion de la estimulacién (Russo y
Hounsgaard, 1996; Svirkis y Hounsgaard, 1997; Bennet y cols., 1998) (Fig. 9). El
fenémeno no se debe a una despolarizacién acumulativa, ya que como se observa en la
figuras 7 y 8, después de cada estimulacion el potencial de membrana puede regresar a sus
niveles de reposo y la corriente no permanece activa en el intervalo entre estimulos (Fig. 9).
La facilitacion del canal L en las motoneuronas puede estar mediada por algiin mecanismo
dependiente del cambio conformacional del canal, promovido por la despolarizacion y
probablemente dependicnte de la fosforilacion del canal (You y cols., 1995), que disminuye
su sensibilidad a la inhibicion y favorece la transicion de los canales de un estado “reacio” a
un estado “dispuesto”. Este fendmeno se ha descrito en otros sistemas y se sabe que
aumenta el nimero de canales que se activan por despolarizacion (Dolphin, 1999).
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Fig. 8. Mecanismos moleculares responsables de los potenciales de meseta y el windup. A) Efecto
inhibitorio de la glicina sobre el windup, que se facilita por la aplicacion del inhibidor de receptores
glicinérgicos, estricnina. B) Dependencia de los potenciales de meseta y windup de la actividad de
canales de Ca®" tipo L. El activador de estos canales, Bay K 8644 aplicado por 3 o 5 min facilita los
potenciales dc meseta y el windup, micntras que el bloqueador, nifedipina los inhibe. Modificadas
de Russo y Hounsgaard, 1994 y Russo y cols., 1998.

En algunas regiones del sistemna nervioso se ha descrito que los potenciales de meseta se
generan por la activacién de conductancias de Na* de lenta inactivacién (Minman y cols.,
1997 Del negro y cols., 1999) o por decrementos en las corrientes de K dependientes de

a®* (Mitgaard, 1992; Boolh y cols., 1997; Hsiao y cols., 1998), este no es el caso de la
mcdula espinal, ya que los potenciales de meseta sc presentan aun en la ausencia de Na®, en
medios en los que cste i6n ha sido sustituido (Russo y Hounsgaard, 1994, Perrier y
Hounsgaard, 1999) y evidencia reciente sugiere la participacion de las corrientes de K*
dependientes de Ca’ y otras corrientes de K* en la determinacién de periodos de
ritmicidad, algunos de los cuales dependen de la activacion y terminacion de potenciales de
meseta (Russo y Hounsgaard, 1996; Aoyagi y cols 2002; Genet y Delord, 2002).
Asimismo, se ha propuesto que la corriente de Ca®* responsable de los potenciales de
meseta es mediada por canales cationicos no especificos (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
mescta (Perrier y Hounsgaard, 1999).

Por ser fendmenos asociados a la activacidén de una conductancia sensible a voltaje, y por
las caracteristicas de la facilitacion de los canales tipo L, los potenciales de mescta y el
windup son muy sensibles a factores como ¢l nivel de despolarizacion del potencial de
membrana (Fig. 9). Cuando la membrana esta despolarizada, la latencia para la activacion
de los potenciales de meseta se acorta y la despolarizacion asociada al potencial de meseta
es mas grande y duradera, lo que en consecuencia produce un disparo neuronal mais
vigoroso (Hounsgaard y Kiehn, 1985; Genet y Delord, 2002). Los potenciales de meseta y
el windup, son asimismo, fenémenos muy sensibles a las caracteristicas de la estimulacion,
tales como la intensidad, la duracion y la {recuencia (Fig. 7A, B y C), y a la actividad
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previa de las células (Jeﬂmua y Urban, 1994; Russo y Hounsgaard 1996a' Homby y cols.,
2003) (Flg 71D, 9C).
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Figura 9. Facilitacion de corrientes del canal L en células con potenciales de meseta. A) Relacion
corriente voltaje en una motoneurona con potenciales de mescta. La relacion corriente voltaje
presenta una histéresis que se debe a la lenta cinética de activacion e inactivacion de una corriente.
B) Arriba. Corriente registrada en una motoneurona con potenciales de meseta, la fase lenta de
activacion es dependiente de voltaje. Abajo. l.a misma corriente registrada en C crece por
estimulacion repetitiva. C) Relacion corriente-voltaje provocada por estimulacion con una rampa
de voltaje después de la estimulacion dc las raices dorsales, la histéresis asociada a la activacion de
potenciales de meseta ¢s 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 10. Induccidn de potenciales de meseta por estimulacion aferente. A) Ubicacion anatomica
de los sitios de estimulacion (funiculo dorso lateral) y registro (lamina IX). B) Respuesta de una
motoncurona a la inycccion de un pulso de corriente despolarizante antes y después de la
estimulacion del funiculo dorsolateral (flechas). La facilitacion de la respuesta dura varios segundos
y no depende de Na'™ porque se presenta aitin cuando cstos canales han sido bloqueados con QX-314.
Se puede observar claramente ¢l potencial de meseta que se produce por la inyeccion del pulso
aplicado después de la estimulacion aferente. C) y D) Relacion corriente voltaje producida por una
rampa de voltaje antes y despuds de la estimulacion de las aferentes. Se observa la activacion de la
histéresis asociada a la activacion de los potenciales de meseta. Estos experimentos se hicieron en la
presencia de inhibidores de canales ionotrdpicos, por lo que se infiere que esta modulacion ocurre a
través de la activacion de canales metabotrépicos. Tomada de Delgado-Lezama y cols., 1997.
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Existen evidencias que sugieren que los potenciales de meseta y el windup dependen de las
propiedades intrinsecas de las células que los presentan. Esto significa que el arreglo de sus
propios elementos permite la generacion de los patrones de actividad auin sin la necesidad
de influencias sindpticas. Algunos de estos estudios muestran que la generacion de
potenciales de meseta mediados por corrientes de Na™ y Ca®" en mamiferos es posible, en la
presencia de Cd*, que al bloquear canales de Ca®* inhibe la transmisién sinaptica (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 inyeccion de corriente intracelular
(Russo y Hounsgaard, 1994; Morisset y Nagy, 1999) y los potenciales postsinapticos
excitatorios no son afectados cuando los potenciales de mescta se bloquean con nifedipina
(Svirkis y Hounsgaard, 1997). Ademas, la mayoria de los estudios citados en la presente
tesis, se han realizado en preparaciones in vitro de rata y tortuga, en la presencia de
inhibidores de la actividad presinaptica (Fig. 9C). Sin embargo, es claro que en términos
del sistema completo la actividad presinaptica es importante para coordinar la activacion 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 estimulacion de las
aferentes provenientes de las raices dorsales (Fig. 10). La estimulacién ténica de las
aferentes disminuye los umbrales de los potenciales de meseta, lo que permite su activacién
con bajas intensidades de estimulacion (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 actiian sobre una gran variedad de receptores
presentes en las motoncuronas. Ambos fenémenos 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 ionotropicos (Fig. 10), en esta condicion, los
potenciales de meseta inducidos por la estimulacion aferente se bloquean por inhibicion de
receptores metabotropicos (Russo y Hounsgaard, 1994; Delgado-Lezama y cols., 1997;
Morisset y Nagy, 2000) (T'abla I). En un trabajo reciente, se ha mostrado que la activacion
de receptores metabotropicos a glutamato del tipo mGlu 1y receptores GABAB, que tienen
efectos antagénicos sobre los potenciales de meseta y el windup (Tabla 1), los tienen
también sobre un canal de potasio de la familia Kir, cuya funcion parece estar rclacionada
con el switch entre diferentes estados estables de las neuronas y la ritmicidad (Derjean y
cols., 2003).
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TABLA I. EFECTO DE AGONISTAS Y ANTAGONISTAS A RECEPTORES
METABOTROPICOSSOBRE LLOS POTENCIALES DE ACCION Y EL WINDUP EN NEURONAS DE LA
MEDULA ESPINAL

Accién/ Farmaco Efecto Referencia Bibliografica

Receptor

Apgonistas Trans-ACPD, Promueve mesetas y | Morisset y Nagy, 1996; Svirkis y

Metabotrépicos Glu ACPD potenciacion de windup Hounsgaard, 1998; Russo, Nagy y

DHPG Hounsgaard, 1997; Budai y

Larson, 1998.

Antagonistas MCPG Inhibe mesetas y windup | Delgado-Lezama, 1997; Budai y

Metabotrépicos Glu S$-4C3H-PG Larson, 1998

Agonistas Metabotrépicos | Muscarina Promueve mesetas Svirkis y Hounsgaard, 1998

ACh

Antagonistas Atropina Inhibe mesetas Delgado-Lezama y cols., 1997

Metabotropicos ACh

Agonistas baclofen Inhibe mesetas Svirkis y Hounsgaard, 1998

GABA B

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

Metabotrépicos Pindobind-

SHT SHTla

Substancia P (SP) SP Promueve mesetas | Chapman y cols., 1994; Budai y

potenciacion del wind up | Larson, 1996; Russo y cols., 1997
Antagonistas GR 82334; SR| Inhibe mesetas Russo y cols., 1997; Baranauskas y
Metabotropicos SP 140333 (NK1) Nistri, 1998

El mecanismo de accion de varios de los receptores metabotrépicos que modulan los
potenciales de mcscta y el windup (Tabla 1) implica el incremento en los niveles
citoplasmicos de Ca”*, ya sea a través de la apertura de conductancias a este ién en la
membrana plasmdtica o a través de su liberacion desde almacenes intracelulares. Por
ejemplo, sc¢ sabe que los receptores mGlu I pueden activar cadenas de segundos mensajeros
que implican la formacion de InsPy; y la correspondiente activacién de receptores
intracelulares sensibles a este mensajero (Liu y cols., 1997; Nakanishi y cols., 1998; Shen y
Slaughter, 1998) (Fig. 3), v que la activacion de receptores muscarinicos y mGlu 1
promueven la liberacién de Ca®™ 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 activacion de receptores muscarinicos a acetilcolina, de receptores mGlu [ y de
receptores 5-H'T2 de serotonina promueven potenciales de meseta a través de la facilitacion
de los canales tipo L (Dclgado-Lezama y cols., 1997; Svirkis y Hounsgaard, 1998; Perrier y
Hounsgaard, 2003).

La activacion de receptores liberadores de Ca en el reticulo endopldsmico puede iniciar
una interaccién funcional con canales de Ca®* en la membrana plasmatica. En pdrllcular en
algunas neuronas, sec ha documentado la intcraccién entre el canal de Ca®* tipo L y el
receptor de ryanodina. Esta interaccidn parece ser iniciada y dependiente de la activacion
repetitiva de los canales tipo L (Chavis y cols., 1996; Tanabe y cols., 1998). En varios
sistemas, incluidas las neuronas, sc ha demostrado que el incremento de Ca?* citosélico

34 TRSIS CON

FALLA DE ORIGEN




causado por el influjo de Ca®" extracelular puede producir a su vez la liberacion de Ca?*
intracelular a través de la activacion de receptores sensibles a ryanodma (Cochilla y Alford,
1998; Usachev y Thayer, 1999) (Fig. 11). Y que el aumento de Ca®" intracelular puede
facilitar la actividad del canal tipo L, a través de su accidn sobre una forma de calmodulina
que estd permanentemente asociada a este canal (Zuhlke y cols., 1999; Erickson, 2001) o
bien mediante la fosforilacién del canal por la activacidn de proteinas cinasas (Alberi y
cols., 2000; You y cols., 1995).

Debido a que tanto el efecto de la facilitacion de la actividad de los canales tipo L como el
de la liberacién desde canales de ryanodina e InsP3, asociados a las vias de transduccion de
los receplores metabotréplcos que facilitan a los potenciales de meseta y el windup, tienen
como consecuencia el incremento en la [Ca®*] en el citoplasma. En la presente tesis, nos
interesamos en determinar si los potenciales de meseta y ¢l windup son sensibles a la
manipulacién fannacologlca dc elementos implicados en la regulacién de la concentracién
intracelular de Ca®*

En primer lugar nos interesamos en determinar si la disminucién de los niveles de Ca*
intracelular afectaba la generacion de los potenciales de meseta y/o el windup. Asimismo,
con la finalidad de conocer ¢l mecanismo a través del cual las clevaciones intracelulares de
Ca*" afectan el funcionamicnto de los canales tipo L, decidimos probar la hipétesis de la
posible modulacion de los potenciales de meseta y el windup por calmodulina. Estos
experimentos estan basados en los reportes de la existencia de una forma de calmodulina
permancntemente unida al canal L, cuya activacion resulta en la facilitacion del mismo
(Elhers y Augustine, 1999; Ziilke y cols., 1999). Adicionalmente, con la finalidad de
conocer si como ocurre en otros tipos neuronales (Dirksen y cols., 2002), los canales tipo 1.
y los receptores sensibles a ryanodina interactan en neuronas que presentan potenciales de
meseta y windup, y de confirmar que la modulacién dependicente de la actividad de
receptores metabotropicos estd relacionada con la liberacion de Ca®' del reticulo
endoplasmico en estas neuronas decidimos probar el efecto de la manipulacién
farmacolodgica de la via de sefializacion dependiente de InsP; y de los receptores sensibles a
ryanodina sobre la generacion de los potenciales de meseta y el windup.
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Figura 11. Interaccion _funcional entre canal de Cd®” tipo L y receptores sensibles a ryanodina. En
este esquema se representan las interacciones de los canales tipo L de la membrana plasmatica (PM)
y los receptores sensibles a ryanodina en ¢l reticulo endoplasmico (RE), en la ausencia de
estimulacion (arriba) y después de una despolarizacion (abajo) en una linea celular neuronal La
despolanzacxon produce la activacion de los canales tipo L y la consecuente entrada de Ca , que al
unirse a sitios de alta afinidad en el receptor de ryanodma producen la liberacién de Ca™* del RE.
Debido a que el canal tipo L es facilitado por el Ca”, la liberacién produce una facilitacion 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 InsP; en somas y neuropilo de las
astas dorsales y ventrales de la médula espinal de mamiferos (Rodrigo y cols., 1993; Sharp
y cols., 1993). No se conoce si en la tortuga, especie que se utiliza en este estudio, la
distribucién de estos receptores es similar, tampoco si coexisten en regiones donde se
pueden registrar el windup y los potenciales de meseta, ni si su distribucion es distinta para
estas neuronas y las que no presentan estos patrones de actividad. Por esta razon, en el
presente estudio hemos considerado necesario identificar y describir la distribucion de los
receptores sensibles a ryanodina e InsPs, asi como de la ATPasa de Ca®* del RE en la region
lumbar de la médula espinal de tortuga y confirmar su actividad mediante ensayos de union
especifica a ligandos marcados radiactivamente y mediciones de actividad enzimatica en el
caso de la ATPasa. En estos ensayos s¢ probaron ademas, los efectos de farmacos que
inhiben estas entidades moleculares con la finalidad de caracterizarlas o de confirmar
efectos que validaran nuestros experimentos electrofisiologicos.

36




OBJETIVOS

A) Conocer si fas variaciones en los niveles citopldsmicos de Ca* modifican los potenciales de meseta
y el windup.

B) En caso de que las modificaciones en los niveles citoplasmicos de Ca®* modifiquen los potenciales
de meseta y el windup, investigar si el efecto de facilitacién del canal tipo L por Ca?* puede estar
relacionado con la actividad de calmodulina.

C) Investigar si la liberacion de Ca®* de los canales intracelulares sensibles a ryanodina y a InsP;
participan cn la generacion o en la modulacion de los potenciales de meseta y/o el windup.

D) Identificar y describir si existe alguna diferencia en la distribucién de receptores sensibles a
ryanodina e InsP;, asi como de la ATPasa de Ca®" del reticulo endoplasmico en las ldminas 11, V y
IX de la region lumbar de la médula espinal de tortuga, en virtud de que en estas ldminas se
presentan los potenciales de meseta y el windup.

E) Confirmar la actividad de los receptores sensibles a ryanodina, y a InsP; y de la ATPasa de Ca®
presentes en la médula espinal de lortuga.

HIPOTESIS

La disminucioén en los niveles de Ca®" citoplasmico por la accién de un quelante de este i6n
inhibir4 los potenciales de meseta y el windup en neuronas motoras de la médula espinal de
tortuga.

La inactivacion de calmodulina modulara los potenciales de meseta y el windup en
neuronas moloras de la médula espinal de tortuga.

La liberacion de Ca®* del reticulo endoplasmico a través de los receptores sensibles a
ryanodina y a InsPy modulara los potenciales de meseta y el windup en neuronas motoras de
la médula espinal de tortuga.

METODOLOGIA

Sujetos

Se utilizaron tortugas adultas de las especies Chrysemys scripta elegans y Kinosternon
integrum. La razon para utilizarlos es que el tejido nervioso de estos animales es altamente
resistente a la anoxia y no requicrc de control de lemperatura, lo que hace que la
preparacion 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, condicion
necesaria para la prueba de los farmacos de interés, ya que su difusion en preparaciones de
rebanadas es lenta y a que en varios cxperimentos se agregd mas de un firmaco. Los
sujetos fueron alojados en tinas en grupos de 3 a 5 tortugas. Para la diseccion de la médula
espinal los animales fueron anestesiados con pentobarbital (100 mg i.p.) y decapitados
después de la diseccion.

Obtencion de rebanadas
Para la diseccion de la médula se utilizé un taladro para abrir un acceso en el caparazén de

la tortuga que permitio realizar la perfusion intracardiaca de la misma solucién Ringer que
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se utilizd para el registro, a 4°C (ver soluciones y farmacos). Con el taladro se realizaron
después cortes en el caparazon alrededor de la localizacion de la region lumbar de la
médula espinal, que en esta scccion se encuentra adosada al caparazén. Para las
determinaciones bioquimicas se extrajo ademas la region cervical de la médula espinal,
para lo cual se realizaron incisiones con tijera a la altura del cuello para extraer la region de
la médula mas cercana a la cabeza. Una vez extraidas ambas regiones se realizaron
laminectomias. 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 4°C hasta que se transferian a la camara de registro
electrofisioldgico.

Electrofisiologia en rebanadas

Se utilizé la técnica de fijacion de corriente para el registro intracelular en rebanadas de
médula espinal de tortugas (usando amplificadores Axoclamp 2-B de Axon Instruments,
Union City, CA, USA y IE 210 DE Warner Instruments, Hamden, CT, USA) para estudiar
el efecto de farmacos con accidn sobre los receptores sensibles a ryanodina, los receptores
sensibles a InsP; y la ATPasa del reticulo endoplasmico en los potenciales de meseta y el
windup. Los potenciales de meseta se indujeron mediante la inyeccion intracelular de
pulsos de corriente despolarizante con una intensidad de 0.8-1.2 nA con duraciénde 2a3 s,
aplicados cada 10 s. El windup se indujo por la aplicacion 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 solucién 1 M de
acetalo de potasio con una resistencia de 45-55 MQQ. Las motoneuronas fueron
seleccionadas para su estudio si presentaban un potencial de membrana en reposo mas
hiperpolarizado que —60 mV. Los datos fueron digitalizados usando un convertidor digital
(Digidata 1200, Axon Instruments), y guardados en disco duro, para su posterior andlisis
con el software Axoscope (Axon Instruments). los experimentos se realizaron a
temperatura ambiente (20-22 °C).

Soluciones y firmacos

Para el registro, las rebanadas de médula espinal fueron perfundidas continuamente con una
solucién Ringer compuesta de (mM): 120 NaCl, 5KCl, 15 NaHCOj3;, 2 MgCl,, 3CaCly y 20
glucosa, saturados con una mezcla de 98% O, y 2% CO. a pll 7.6. En algunos
experimentos se utilizaron los agonistas de los receptores mGlul o de los receptores
muscarinicos de acetilcolina: dcido trans-(+/-)-1-aminociclo-pentano-1,3- dicarboxilico
(trans-ACPD/40pM) y muscarina (25 uM), respectivamente. Todos los registros fueron
hechos en la presencia de una mezcla de los siguientes inhibidores de la actividad sinaptica
20-40 pM 6-ciano-7-nitroquinoxalin-2.3-diona (CNQX) para el bloqueo de receptores
sensibles a glutamato sensibles a kainato/quisquilato, 40 uM bicuculina para el bloqueo de
receptores GABAA, 10 uM estricnina para el bloqueo de receptores glicinérgicos y 60 pM
(+/-)-2-amino-5 acido fosfopentanoico (AP5) o 40 uM (+/-)-2-amino-7 dcido pentanoico
para el bloqueo de receptores NMDA (AP7, Tocris, Bristol, UK). Para disminuir los niveles
de Ca® citoplasmico se utilizé 20-100 pM de 1-2, (2-Aminofenoxi)etano-N,N,N’ N’-4acido
tetraacético (Bapta-AM) (Texas Fluorescence Lab, Inc.). Para el bloqueo de la actividad de
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calmodulina se utilizé 50-100 uM de W-7 o0 250-500 uM de triofluoperazina. Se utilizaron
farmacos que- tienen acciones conocidas sobre los receptores sensibles a ryanodina:
ryanodina que en concentraciones altas inhibe al canal (80-100 uM), dantroleno (100-200
puM) o rojo de rutenio (40 pM) como inhibidores y cafeina (3-10 mM) o ryanodina (1 uM)
como activadores del receptor. Para explorar la participacion del receptor de InsP; se utilizo
el antagonista 2-aminoetoxidifenil borato (2-APB/75uM) y para bloquear a la fosfolipasa
tipo C se utiliz6 1 puM de U-73122. Para vaciar los reservorios intracelulares se utilizo
tapsigargina (10uM/Calbiochem, San Diego, CA, USA), que es un inhibidor de la actividad
de la ATPasa de Ca?* del RE. En algunos experimentos se utilizo tetrodotoxina (TTX 200-
500 nM) para bloquear canales de Na” dependientes de voltaje responsables de los
potenciales de accion. Todas las drogas fueron de Sigma (St. Louis, Missouri, USA),
excepto aquellas en las que esta sefialada otro proveedor.

Las concentraciones de los farmacos utilizadas en estudios con rebanadas son altas en
comparacion con las utilizadas en estudios con células aisladas, los farmacos con acciones
sobre los receptores sensibles a ryanodina, a InsP; 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).

Analisis de Resultados (electrofisiologia)

Se utilizé una version Demo del programa Mini Analysis Program (Synaptosoft, Inc) para
determinar la frecuencia de descarga neuronal. Los valores de frecuencia fueron agrupados
en periodos de 400 ms, la frecuencia de descarga se normalizé al valor del primer periodo
de 400 ms que se tom6 como frecuencia inicial, el valor de cada periodo de 400 ms fue
graficado contra el tiempo, para tener un indicio del desarrollo temporal del fendmeno.

Para evaluar el incremento en la frecuencia de descarga asociada a la activacion de
potenciales de meseta, se calculd una tasa entre la frecuencia de descarga final (numero de
potenciales de accidn en los Gltimos 500 ms durante la aplicacion de un pulso de corriente
despolarizante) y la frecuencia de descarga inicial (numero de potenciales de accion en los
primeros 500 ms durante la aplicacién de un pulso de corriente despolarizante). Este valor
se utilizé para hacer las comparaciones de incremento de frecuencia entre las diferentes
condiciones farmacoldgicas.

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 corricnte 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 postdespolarizacion se calculé midiendo ¢l cambio en el potencial de
membrana a los 300 ms después de terminado el pulso de estimulacién, respecto del
potencial de membrana basal.

La resistencia de entrada se calculé midiendo el cambio en el potencial de membrana
producido por la aplicaciéon de un protocolo de estimulos despolarizantes e
hiperpolarizantes.

El umbral de disparo se determiné como el cambio en ¢l potencial de membrana requerido
para producir potenciales de accion, comparado con el potencial de membrana en reposo.

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

Microscopia Confocal

Marcaje Retrogrado de Motoneuronas

Se realizaron inyecciones de Dextran acoplado a fluoresceina (Molecular Probes, Eugene,
Oregon, USA) en ambos nervios cidticos de tortuga (Haenggeli y Kato, 2002). Después de
8 dias las tortugas fueron perfundidas con solucién salina por via intracardiaca, la médula
espinal fue disectada e incluida en Tissue Tek.

Procesamiento de Tejido para Microscopia Confocal

Se obtuvieron cortes transversales de 20 um de médula espinal de tortugas adultas en un
criostato y se montaron en portaobjetos gelatinados. Los cortes [ueron fijados,
incubandolos durante 30 min en una solucién de glutaratdehido al 3% a 37°C o por 15 min
en una solucién de paraformaldehido al 4 %, a temperatura ambiente. El glutaraldehido y el
paraformaldehido fueron disueltos en una selucidn salina amortiguadora (PBS) compuesta
de 16 g NaCl, 1.24 g Na;HPO,, (pH 7.4) en 1000 ml de agua destilada. Los cortes fijados
fueron incubados durante dos horas a temperatura ambiente con 1 puM 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 uM de
tapsigargina acoplada a fluoresceina diluida en PBS y triton al 3% (Bodipy-Fl.-
thapsigargin, Molecular Probes, Eugene, Oregon, USA) para marcar la ATPasa de Ca® del
reticulo endoplasmico; durante 12 horas en 1 pM de heparina acoplada a fluoresceina
diluida en PBS y triton 3% (Bodipy-FI-Heparin, Molecular Probes, Eugene, Oregon, USA)
que se une a receptores sensibles a InsP;, o por dos horas con brefeldina acoplada a
fluoresceina diluida en PBS (Brefeldin A-FL, Molecular Probes, Eugene, Oregon, USA),
para marcar endomembranas. Para realizar dobles marcajes los cortes se incubaron en las
siguientes mezclas: ryanodina acoplada a rojo texas/heparina acoplada a fluoresceina;
ryanodina acoplada a rojo texas/tapsigargina acoplada a fluoresceina o ryanodina acoplada
a rojo texas/brefeldina acoplada a fluoresceina. Con la finalidad de descartar fluorescencia
no especifica se llevaron al microscopio cortes fijados, no incubados con fluoroforos, asi
como cortes incubados con ligando fluorescente y un exceso de ligando no fluorescente
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(300 pM ryanodina por 1 hora, 300 uM tapsigargina por una hora, para estos dos casos el
ligando frio se incubé previo a la aplicacion del ligando marcado, heparina 2.5 mg en 500
pl por 12 horas, incubada simultancamente con el ligando marcado). Después de la
incubacion el exceso de ligando se lavo 3 veces con PBS, y se agrego una mezclade PBS y
glicerol (1:1). Se coloco un cubreobjetos que se sellé con barniz transparente.

Obtencion de Imdgenes de Microscopia Confocal.

L.os cortes fueron observados en un microscopio confocal equipado con laseres de Argén y
Helio-Neén (PCM 2000, Nikon) utilizando diferentes aumentos en el rango de 4x a 100x.
Los cortes incubados con ryanodina acoplada a rojo texas se iluminaron con el laser de 543
nm y su emision se filtré con un filtro de barrera de 560nm. Los cortes incubados con
ligandos acoplados a fluoresceina fueron excitados con la linea de 488 nm del laser y su
emision se [iltrd con un filtro de barrera entre 515-530 nm. Para los experimentos con
dobles marcajes las imagenes se obtuvieron de manera simultanea por dos canales del
fotomultiplicador. Se obtuvieron 4 imdgenes por rebanada, su reconstruccion final se
realizé mediante la proyeccidén del maximo valor de cada pixel. Las imégenes obtenidas
fueron almacenadas en disco duro, convertidas a formato TIFF utilizando el programa
Simple PCI (Compix, Inc. Cranberry, Township, Pennsilvania, USA).

Anadlisis de Resultados (microscopia confocal)

Se cuantifico la fluorescencia total en los cortes incubados con fluoroforos y sus controles
sin fluoréforo o incubados con exceso de ligando frio utilizando el programa Confocal
Assistant 4.02 (desarrollado por Todd Clark). Los valores obtenidos se compararon usando
un ANOVA y Tukey como prueba posthoc. Para las comparaciones contro! sin fluoréforo y
con incubacion de ligando frio se utilizaron valores de ganancia idénticos en el microscopio
confocal y de hecho las comparaciones entre la muestras se realizaron en la misma sesién.

Determinaciones Bioquimicas

Ensayo de Union Especifica 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 discctado se homogenizé con un
POLITRON en 5 volimenes de solucion que contenia 10 mM Hepes, pH 7.4 (ajustado con
NaOH), 20 mM KCl, 1 mM EGTA, 0.5% Chaps y una pastilla de inhibidores de peptidasas
(Roche, Basel, Suiza). El homogenado se centrifugé a 650 g por 10 min y se resuspendio en
la misma solucidén. El sobrenadante se centrifugd a 120,000 g por 90 min para obtener la
fraccion de membranas totales. Esta fraccion se resuspendié en una solucion que contiene:
300 mM sacarosa, 10 mM imidazol y una pastilla de inhibidores de peptidasas pH 7.4
(ajustado con NaOH). Se hicieron alicuotas de las muestras y se almacenaron a —20 °C. La
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concentracion de proteina de las muestras se calculé por el método de Lowry (1951) usando
albtimina de suero bovino como estandar (Sigma).

Las fracciones de membranas totales se incubaron por 16 hrs a temperatura ambiente con
3nM de [3H]ryan0dina en 250 pl de una solucion 300 mM KCl, 0.1 mM CaCl;, 20 mM
MOPS, 5 mg/ml albiimina de suero bovino pH 7.4 (ajustado con KOH) de acuerdo con el
método descrito por Chu y cols. (1990). Para medir la unién inespecifica se realizaron
incubaciones de fracciones microsomales con ryanodina tritiada con un exceso de
ryanodina fria (10 M) en ensayos paralelos.

Para las determinaciones de InsP; las fracciones de membranas totales se incubaron por 30 min a 0 °C en
4nM de [°H]InsP; en 120 ! de una solucién con 25 mM Tris HCI, 5 mM NaHCO;, | mM EDTA y 0.25 mM
DTT a pH 8.0 (ajustado con NaOH). Para medir la unién inespecifica se realizaron incubaciones de las
fracciones microsomales con InsPj tritiado (4nM) y un exceso de InsP; sin marca radiactiva (10 pM).
Adicionalmente se realizaron ensayos de union especifica de ®H]InsP; en la presencia de 75uM de 2-APB,
debido a que recientemente se reportd que esta droga podrfa no estar uniéndose al receptor de InsP; (Prakriya
y Lewis, 2001).

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

Actividad ATPasa de Ca**

Para la cuantificacién de la actividad de la ATPasa de Ca®* se incubd la fracciéon de
membranas totales de médula espinal de tortuga (50 pg) por 5 min a 37 °C en una solucién
que contenia: 25 mM MOPS, 0.2 mM EGTA, 5 mM MgCi2, 100 mM KCI, 5 mM azida de
sodio, 0.6 mM de fosfoenolpiruvato, 2.4 wml piruvato cinasa, 100 wml lactato
deshidrogenasa, 0.27 mM NADH (pH 7.0). La reaccidn se iniciéo con ATP (1 mM) y en
presencia de 10 nM ionomicina. Se realizaron 2 ensayos paralelos: uno en la presencia de
200 pM y otro con 21 mM de CaCl,. La actividad de la ATPasa se midio mediante una
reaccion que acopla la hidrélisis de ATP a la oxidacién de NADH calculada mediante el
registro espectrofotométrico a 340 nm. Estas mediciones se realizaron cada 2 min hasta
los 12 min. Para el andlisis se graficd la oxidacion de NADH contra el tiempo y se
calcularon las pendientes de los ensayos con Ca®* basal y Ca®* alto, la diferencia de éstas es
la actividad de la ATPasa de Ca®*. La actividad calculada se comparé contra un ensayo en
el que se inhibio a la ATPasa de Ca®* con 1 pM tapsigargina (Saborido y cols., 1999).

Anudlisis de Resultados (determinaciones bioquimicas)

Se realizaron analisis estadisticos con la prueba t de sfudent para determinar las diferencias
entre el nimero de sitios que unicron {*H]insP; en la presencia y en la ausencia de 2-APB;
asi como para comparar la actividad de la ATPasa de Ca®>* 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

Electrofisiologia 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 parametro fueron (media +/- error estandar) 11.7 +/- 0.9 disparos en 500 ms para C.
scripta 'y 15.4 +/- 3.8 disparos en 500 ms para K. /mtegrum. Tampoco se encontraron
diferencias significativas (p=0.2) en la frecuencia de potenciales de meseta no facilitados
entre una y otra poblacion (0.35% y 0.64%, respectivamente).

Potenciales de Meseta

Disminucion en los niveles de Ca’" citopldsmico

Realizamos experimentos dirigidos a investigar si variaciones en la concentracion de Ca®*
intracelular modificaban la generacion de los potenciales de meseta. Para este fin
utilizamos Bapta-AM que disminuye los niveles de Ca®" citoplasmico. En esta seric
experimental se realizaron registros de la actividad intracelular de 6 motoneuronas. En
todas las células se determinaron los patrones de actividad provocados por la aplicacion del
protocolo para la induccién de potenciales de meseta que consistié en pulsos de corriente
despolarizante con duracion de 2-3 seg.

3/6 células registradas presentaron potenciales de meseta, caracterizados por una
despolarizacion gradual del potencial de membrana provocada por la inyecciéon de pulsos
de corriente despolarizante de intensidad constante. La despolarizacion gradual provocada
por los potenciales de meseta produce una adaptacion inicial de la frecuencia de disparo
seguida de un incremento gradual en la misma acompafiado de postdespolarizacion que en
ocasiones provocaba una postdescarga (Fig. 12). En las 3/6 células restantes, la
despolarizacion del potencial de membrana provocada por pulsos de corriente
despolarizante de intensidad constante se mantenia sin cambio a lo largo del pulso. En
estos casos, la frecuencia de disparo se adapt6é de una frecuencia alta a una frecuencia mas
baja al final del pulso. En este grupo los potenciales de meseta se facilitaron por la adicién
de trans-ACPD o muscarina. La aplicacion de 20-100 uM de Bapta-AM disminuyé de
manera reversible la amplitud de la postdepolarizacion 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 disminucion de la [Cd®' ] citoplasmica sobre los potenciales de meseta y el
windup. Se muestran cxperlmcntos en los que se observa que la disminucion de Ca®* intracelular
por la aplicacion del quelante de Ca’” 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 solucién ringer que contenia 40 uM CNQX, 50 uM AP35, 40 pM
bicuculina, 10 pM estricnina.

Manipulacion farmacoliogica de calmodulina.

Investigamos también el efecto del blogquco farmacolégico de calmodulina provocado por
W-7 o trifluoroperazina 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 patrén se indujo por la aplicacion de trans-ACPD o muscarina. La
aplicacion de 50-100 M de W-7 (6 células) o 250-500 pM de trifluoperazina (3 células)
disminuyo de manera reversible la amplitud de la postdepolarizacion en un 67.5 +/- 7.5 % y
72 +/- 14.6% para los potenciales de mescta no facilitados y el W-7 disminuy6 en un 68 +/-
10% (6 células) los potenciales de meseta facilitados (Fig. 13).
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Figura. 13. Efecto del blogueo de calmodulina sobre los potenciales de meseta y el windup. Se
muestra la facilitacion de potenciales de meseta con trans-ACPD y la disminucion de los mismos
con W-7. Los efectos de ambas drogas fueron reversibles con Bay K 8644 (no se muestra).
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Manipulacién farmacolégica de los receptores sensibles a ryanodina

Se realizaron registros intracelulares de Ia actividad de 15 motoneuronas. El potencial de
reposo en promedio fuc de ~65 mV y la resistencia de entrada tenia en un rango de 15-
92MQ. En todas las células se determinaron los patrones de actividad provocados por la
aplicacion de pulsos de corriente despolarizante con duracion de 2-3 s. 7/15 células
registradas en la ausencia de farmacos facilitadores presentaron potenciales de meseta
caracterizados por una adaptacion inicial seguida de un incremento gradual en la frecuencia
de descarga acompafiado de postdespolarizacion que en ocasiones provocaba una
postdescarga (Fig. 14A, B arriba). En las 8/15 células restantes, la generacion de
potenciales de meseta se facilito por la adicion de trans-ACPD o muscarina (3/15 células)
(Tabla 2. Fig.14 B abajo) o por apertura del canal de Ca*' tipo L con Bay K 8644 (2/15
células) (Fig. 15).

Para determinar si los potenciales de meseta requieren la actividad de los receptores
sensibles a ryanodina, el protocolo de estimulacion para producirlos se aplicé en la
presencia de los bloqueadores de estos receptores: 80-100 uM de ryanodina, 100-200 pM
de dantroleno y 40 pM 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
accion ni la resistencia de entrada de las células (Fig. 14A, arriba) (p=0.9 y p=0.8, n=11,
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 aplicacion de 15-25 min de trans-
ACPD o muscarina (3 células; Fig. 14B, abajo) y en motoneuronas en las que los
potenciales de meseta no fueron facilitados (7 células; Fig. 14A, B arriba). En ambos casos
la adicién de bloqueadores de los receptores sensibles a ryanodina por periodos entre 20 y
60 min elimind o redujo el incremento en la frecuencia de descarga asi como la amplitud de
la despolarizacién 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 inyeccion de corriente de mantenimiento despolarizante ni por el
incremento en la intensidad del estimulo (ambas manipulaciones que facilitan a los
potenciales de meseta).

Como se observa en la figura 12, la activacién de los canales de Ca®* tipo L con BayK 8644
aplicado por 10-15 min, recupera los potenciales de meseta bloqueados por manipulaciones
farmacoldgicas. 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 aplicacion de Bay K 8644 por 40 min no recuperd ni el incremento en la
frecuencia de descarga, ni la postdespolarizacion asociadas a los potenciales de meseta (8/8
células) (Tabla 2; Fig. 14A, B). Consistentecmente con este resultado, los potenciales de
meseta inducidos por Bay K 8644 fueron reducidos por la aplicacion 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 accién generados en los primeros/los Gltimos 500 ms del pulso
Control trans-ACPD 80-100uM Bay K 8644
No Facilitados | Muscarina Ryanodina
Facilitados
0.9 +/-0.0 2.3+/-0.2 * 1.0+/-0.1 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
Postdespolarizacién Potencial de membrana 300 ms después del pulso
Control trans-ACPD 80-100uM Bay K 8644
No Facilitados | Muscarina Ryanodina (mV)
(mV) Facilitados (mV)
(mV)
1.1+/-0.1 9+/-2.0 * 2.1+/-1.4 2.9+/-0.4 p<0.05
n=3 n=3 n=3 n=8
9.5+/-1.5 3.1+/-0.9 * p<0.05
n=7 n=7
Postdespolarizacion Potencial de membrana 300 ms después del pulso
Sin TTX Con TTX TTX + 80-100uM
(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 ryanodina sobre el incremento en la frecuencia de
descarga y la postdespolarizacion asociada a los potenciales de meseta. Se presentan los datos
calculados del incremento en la frecuencia de descarga y la postdespolarizacion en neuronas
registradas en la ausencia de TTX (primer y segundo paneles). En la primesa 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 | o muscarina, y en las filas siguientes s¢ presentan
respectivamente los grupos de células con potenciales de meseta que no fueron facilitados. En el
tercer panel se presentan los valores de postdespolarizacidn en células registradas en la presencia de
TTX (tercer panel). Los valores representados corresponden a la media+/-error estandar.

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 TTX, para confirmar que la
actividad que estudiamos correspondia con potenciales de meseta. La aplicacion de TTX no
produjo cambio cn la amplitud de la postdespolarizacion; pero la aplicacion de
bloqueadores de los receptores sensibles a ryanodina redujo la postdespolarizacion asociada
a los potenciales de meseta (Tabla 2, tercer panel). En la presencia de TTX, se observa una
pequefia meseta al final del pulso ain después de la aplicacién de bloqueadores de los
receptores sensibles a ryanodina. Este componente residual no implica un cambio en los
umbrales para la induccién de potenciales de meseta ya que la aplicacién de un pulso
despolarizante de mayor intensidad no recuperé los 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-73122, que es un bloqueador de
esta enzima (n=1) (Fig. 16).
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Fig. 14. Efectos de la manipulacién farmacolégica de receptores sensibles a ryanodina sobre
potenciales de meseta facilitados y no facilitados. Se muestran registros del potencial de membrana
de motoneuronas de tortuga (trazos superiores) y el efecto de la inyeccion del pulsos de corriente
despolarizante (trazos inferiores). La linea discontinua representa el potencial de membrana basal.
A) Potenciales de meseta registrados en condiciones control, tras la aplicacion de 80 puM de
ryanodina, y tras la aplicacion de 1 uM del activador de canales de Ca®" tipo L, Bay K 8644. Arriba
(derecha): respuestas a un protocolo de pulsos de corriente despolarizante 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 accion (p=0.8). B) Arriba:
Grafica de la frecuencia de disparo normalizada en el tiempo en la presencia de inhibidores de la
actividad presindptica (W), tras la adicion de diferentes bloqueadores del receptor de ryanodina (O)
y tras la adicion de 1 yM dc Bay K 8644 (A). Abajo: Grafica de la frecuencia de disparo
normalizada contra el tiempo asociada a potenciales de mesta facilitados por 40 pM de trans-ACPD
0 25 pM de muscarina (#), tras la adicion de bloqueadores de los receptores sensibles a ryanodina
(0) tras la adicién de | pM de Bay K 8644 (A). La barra horizontal representa el pulso de
estimulacion despolarizante. En ambos grupos sc encontraron diferencias significativas entre la fase
de induccion de los potenciales de meseta facilitados y no facilitados () con la fase en la que se
aplic6 ryanodina (©) o Bay K 8644 (A); debido a que el Bay K 8644 no recuperd a los potenciales
de meseta no se encontraron diferencias significativas entre los dos Gltimos tratamientos (ANOVA
p<0.05).
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+ Ryanodina

Figura 15. Efectos de la manipulacion farmacoldgica de receptores sensibles a ryanodina sobre
potenciales de meseta inducidos por activacién del canal de Cd’’ tipo L. Potenciales de meseta
facilitados con 1 pM de Bay K 8644, tras la aplicacion de 75 pM de 2-APB, y tras la adicién de 80
pM de ryanodina.

] + Ryanodina + U.73122
T j_——-—t_— J——L“—""lzu
r 4 S —

Fig. 16. Efecto de la manipulacion farmacoligica de receptores sensibles a ryanodina sobre
potenciales de meseta, en la presencia de TTX. En el primer trazo se observa cl incremento en la
frecuencia de descarga y la postdespolarizacion 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 TTX. En el tercer trazo se observa la reduccion de la meseta por la aplicacion de 80 uM
de ryanodina. Con TTX y ryanodina, un pulso de corriente mas despolarizante puede aun evocar un
pequefio componente residual, no suficiente para producir potenciales de meseta (flecha). Este
componente residual no fue eliminado por la adicion de 1 uM U-73122 en este experimento fnico.

En algunos experimentos utilizamos activadores de los receptores sensibles a ryanodina,
con la finalidad de investigar si la aplicacion de estos compuestos facilita los potenciales de
meseta y cl windup. Probamos cafeina en concentraciones de 3 a 10 mM (5 células; Fig.
17). En ninguno de estos experimentos observamos la facilitacion de potenciales de meseta,
pero si observamos que de manera consistente, la cafeina induce un incremento en la
frecuencia de descarga de las motoneuronas (Fig 17). El efecto de la cafeina 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 condicién en la que se inducen por la aplicacion de agonistas de receptores
metabotropicos de glutamato y acetilcolina. En estas condiciones, la ausencia de
potenciales de meseta o windup tras la aplicacion de activadores del receptor de ryanodina
puede significar una falta de efecto de los activadores sobre estos fendmenos o bien la
incapacidad de estas células para generarlos. Estos experimentos con activadores fueron los
primeros realizados en la fase de electrofisiologia, debido a la problematica relacionada a
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su interpretacion decidimos continuar probando los efectos de bloqueadores de este
receptor que se presentaron anteriormente.
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Fig. 17. Efecto de la activacion farmacologica de receptores sensibles a ryanodina sobre
potenciales de meseta. Se presenta el efecto de 10 mM de cafeina sobre la actividad de una
motoneurona cn la que se aplico el protocolo para la induccion de potenciales de meseta (izquicrda)
y windup (derecha). En esta célula, la aplicacidn de los protocolos no inducia ni potenciales de
meseta ni windup en la condicidn control (arriba), ni después de cafeina (abajo). Como se puede
observar que la cafeina produce una disminucion en el umbral de disparo de las células (comparar la
intensidad del pulso utilizado en los dos trazos a la derecha; 0.7y 0.2).

Manipulacion farmacologica de los receptores sensibles a InsP;.

Con la finalidad de investigar la participacion de las vias de sefializacion dependientes de
InsP; en los potenciales de meseta se probd el efecto del bloqueador de los receptores
sensibles a InsPy, 2-APB o del inhibidor de la fosfolipasa C y la produccion de InsP;, U-
73122. Se probaron potenciales de meseta facilitados por trans-ACPD, muscarina, Bay K
8644 y no facilitados.

En 9 de 10 células en las que los potenciales de meseta fueron facilitados por trans-ACPD o
muscarina, el incremento en la frecuencia de descarga y la postdespolarizacién fueron
inhibidas por la aplicacién por 40-80 min de 2-APB (Fig. 18A, C) o de 60 min de U-73122
(1/1 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 (3/7 células) y en una célula probada con U-73122 cuando los potenciales de
mescta no fueron facilitados por la activacion de receptores metabotropicos. 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 via de InsP; (I) y otro insensible a estas manipulaciones (11). Esto altimo
con el fin de no obscurecer los efectos de las células afectadas (Tabla 3).

Tanto el incremento en la frecuencia de descarga como la posdespolarizacion asociada a la

activacion de potenciales de meseta bloqueados por 2-APB (5/8 células Fig. 18A) o por U-
73122 (2/3 células) fueron recuperados por la aplicacion de 10-15 min de Bay K 8644
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(Tabla 3). Ademas 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
postdepolarizacion).

Incremento en la Frecuencia de Descarga
No. de potenciales de accion generados en los primeros/los ultimos 500 ms del pulso
Control trans-ACPD 75 uM 2-APB | Bay K 8644
No Facilitados Muscarina 1 uM U-73122
Facilitados
0.7 +/-0.0 1.2+/-0.0 * 0.8+/-0.0 p<0.05
n=8 =9 n=9 29+/-04 *
n=7
1.1+/-13 0.7+/-0.1 * p<0.05
n=3 1 n=3
1.2+/-0.0 1.1+/-0.0 p>0.05
n=4 11
Postdespolarizacion Potencial de membrana 300 ms después del pulso
Control trans-ACPD 75 uM 2-APB | Bay K 8644
No Facilitados Muscarina 1 tM U-73122 | (mV)
(mV) Facilitados
(mV)
0.9+/-0.1 3.9+/-1.2* 0.1+/-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 | n=3
10.4+/-2.7 6.5+/-1.6 p>0.05
n=4 1l n=4

Tabla 3.Efectos del bloqueo de receptores de InsP; sobre el incremento en la frecuencia de
descarga y la postdespolarizacién asociada a los potenciales de meseta. Se presentan los datos
calculados del incremento en la frecuencia de descarga y la postdespolarizacion en motoneuronas
de tortuga. En la primera fila de cada panel se presenta el grupo de células en el que los potenciales
de meseta fucron facilitados por agonistas del receptor mGlu [ 0 muscarina, y en las filas siguientes
se presentan respectivamente los grupos de células con potenciales de meseta que no fueron
facilitados y que fucron sensibles a la inhibicion farmacologica de la via de InsP; (1) y los que no
fueron sensibles a estas manipulaciones (I1). Los valores representados corresponden a la media+/-
error estindar.

Otra scrie de resultados precliminares sugiere que en todos los casos en los que la
inhibicion de la via de sefializacion dependiente de InsP; 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 (1/1 célula), asi 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 (1/1 célula).
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Fmalmenle en 3/3 células en las que los potenciales de meseta fueron insensibles al 2-
APB, la deplecién de Ca®" del RE con tapsigargina bloque6 completamente a los
potenciales de meseta (Fig.18B), sugiriendo que el mecamsmo para generar potenciales de
meseta era sensible a la liberacion intracelular de Ca*
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Fig. 18. Efecto de la manipulacion farmacaolégica de receptores sensibles a InsPs sobre potenciales
de meseta. A) Grafica que muestra la frecuencia de disparo normalizada contra ¢l tiempo de
potenciales de meseta facilitados por 40 pM de trans-ACPD o 25 uM de muscarina (®), tras la
aplicacion de 75 uM del bloqueador de receptores sensibles a InsP;, 2-APB (©) y tras la aplicacion
por 1 pM de Bay K 8644 (A). El incremento en la frecucncia de disparo fue significativamente
diferente entre la condicién dc potenciales de meseta inducidos por activacion de reccptores
metabotrépicos () y la aplicacion de ryanodina (@) pero no de la aplicacion de Bay K 8644 (A)
(ANOVA p<0.05). B) Frecuencia de disparo de una célula contra ¢l tiempo mostrando potenciales
de meseta promovidos en la ausencia de facilitadores metabotrépicos (W), después de la aplicacion
de 2-APB (@) y tras la aplicacion de 10 uM de tapsigargina (©*). C) Potenciales de meseta
facilitados por 25 pM de muscarina, a los que se les aplico 75 uM del bloqueador de InsP;, 2-APB
y posteriormente 1 uM 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 estimulacion despolarizante subumbral repetitiva (0.5 cps)
produjo windup. Este fenomeno se caracteriza por un incremento gradual en la descarga
evocada por cada estimulo cuando se aplica de manera repetitiva, provocada por el
crecimiento sucesivo dc la despolarizacion asociada a la activacion de potenciales de
meseta (Fig. 19). La sensibilidad del windup a bloqueadores de los receptores sensibles a
ryanodina, InsP;3 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 farmacologicas
por mas de 5 horas.
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Los bloqueadores de ryanodina eliminaron el windup en todas las condiciones probadas:
windup facilitado por la aplicacion de trans-ACPD o muscarina (2/2 células; Fig. 19A, 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 recuperd 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. 19B) fue eliminado
por el bloqueador de los receptores sensibles a InsP;, 2-APB asi 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 inhibicion farmacoldgica de
la via de InsP; fue revertido por Bay K 8644 en todos los casos probados (7 células). El
windup facilitado por la aplicacion 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. 19C).
Estos resultados sugieren que el windup inducido por la activacion de los agonistas de
receptores mGlu I o muscarinicos activan la via de InsP;, pero que la activacion de esta via
no es obligatoria para la generacion del windup.
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Fig. 19. Efecto de la manipulacion farmacolégica de los receptores sensibles a ryanodina e InsP;
sobre el windup. Los bloqueadores de los receptores sensibles a InsP; y de ryanodina afectan de
manera similar a los potenciales de meseta y el windup. A) El windup facilitado por 25 pM de
muscarina, tras la aplicacion de 100 uM dc ryanodina y tras la aplicacion de | uM de Bay K 8644,
B) Windup facilitado por 40 uM de trans-ACPD, tras la aplicacién del inhibidor de receptores de
InsP; 2-APB (75 uM). C) Windup facilitado por | uM de Bay K 8644, tras la aplicacion de 75 pM
de 2-APB, y tras la adicion de 80 uM de ryanodina.
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Determinaciones Bioquimicas

Utilizando la técnica de union especifica de ligandos radiactivos encontramos que las
secciones cervical y lumbar de la médula espinal de tortuga tienen una cantidad de sitios de
unién a [*H]ryanodina y [°H]InsP3 similar a la reportada previamente para otras estructuras
del sistema nervioso central en mamiferos (ver tabla 4).

Recientemente, se ha reportado que el efecto de 2-APB puede deberse a su accion sobre
entidades moleculares distintas a los receptores sensibles a InsP; (Pakriya y Lewis, 2001).
Por esta razén para determinar si el 2-APB interactuaba con los receptores sensibles a InsP;,
decidimos cuantificar la cantidad de sitios de unién a [°H]InsP; en la presencia de este
farmaco. Como se muestra en la tabla 2 observamos una marcada disminucion de los sitios
de unién a [PH]InsP; cuando el 2-APB era incluido en cl ensayo. Este resultado confirma que
en la médula espinal de tortuga el 2-APB interactia con los receptores sensibles a InsP;,

Tabla 4. Uni6n de [°H]ryanodina y [°H]InsP; a membranas totales de médula espinal de
tortuga (cervical y lumbar).

Rya Rya InsP; InsP; InsP; +
fmolas/ mg|Zimanyi y Martinez- 2-APB
prot. Pessah, 1991 [n=3 Merlos y|n=5

cols., 1997 n=3

Hipocampo [117
Cerebelo 122

Médula 81.84 +/- 217.56 +/-]116.36 +/-
Tortuga 12.97 29.72 10.61
Cerebro 130-260

Tabla. 4. Se presentan datos de la cantidad de silios que unieron [*H]ryanadina y [°H]InsP; en preparaciones
de membranas totales de médula espinal de tortuga. Se presentan también datos obtenidos por otros grupaos en
otras regiones del sistema nervioso con fines comparativos.

Por otro lado, se realizaron mediciones de la actividad de la ATPasa de Ca®>* en
preparaciones de secciones lumbar y cervical de la médula espinal de tortuga y se probd su
sensibilidad a la tapsigargina. Obtuvimos una actividad de 33 +/- 9 pmol NADH/min/mg
prot y observamos que ¢n la presencia de tapsigargina la actividad de la ATPasa de Ca®*
fuc completamente inhibida (n=2), lo que indica que esta actividad corresponde a la
ATPasa de Ca®" del RE. Debido a que el bloqueo de la actividad de la ATPasa impide el
relleno del RE Ca®*, estos resultados sugiercn que nuestros datos electrofisiologicos con
tapsigargina se pueden deber al vaciamiento de Ca®* del RE.
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Microscopia Confocal
Se realizaron 2 experimentos en los que se incubaron cortes histolégicos de médula espinal
de tortuga con ryanodina, heparina y brefeldina acopladas a fluoréforos y se observaron al

microscopio confocal.

Se observo una distribucion homogénea de receptor de ryanodina en la sustancia gris de la
médula espinal y coexistencia de receptores sensibles a InsP; y ryanodina en la sustancia
blanca, también distribuidos homogéneamente (Fig. 20). Se realizaron dobles marcajes de
ryanodina con brefeldina y se observa un completa colocalizacion 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 unién de los ligandos
acoplados a fluor6foros se realizaron incubaciones de los ligandos acoplados a fluordéforos
con excesos de ligando no marcado, tanto los fluoréforos 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 fluoréforos fueron muy
intensos y homogéncos (Fig. 20 y 21); ésto, aunado a lo intrincado de las proyecciones
neuronales impidié hacer observaciones con mayor aumento que permitieran obtener
informacion sobre la distribucion de estos receptores en compartimentos neuronales. Por
esta razén, en un experimento realizamos marcajes retrogrados de las motoneuronas
mediante la inyeccion de Dextran acoplado a fluoresceina en ambos nervios cidticos de la
tortuga (Fig. 22). En estas condiciones se realizaron incubaciones con ryanodina acoplada
4 Rojo Texas. Esta variacion permitié identificar motoneuronas individuales y observar la
distribucidn reticular del receptor de ryanodina en estas células.
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Fig. 20. Distribucion de receptores sensibles a  ryanodina e InsP3 en la region lumbar de la
médula espinal de tortuga. En esta figura se observa la distribucion de los sitios de union de los
ligandos ryanodina y heparina acoplados a rojo texas (rojo) y fluoresceina (verde) respectivamente
en una hemiseccion de la seccién lumbar de la médula espinal de tortuga (4X). Estos ligandos se
unen respectivamente a los receptores sensibles a ryanodina y a InsP;. Como se observa, ambos
receptores colocalizan (amarillo) y se distribuyen de manera homogénea en la sustancia gris y
predominantemente en la sustancia blanca. En 10x se observa un acercamiento de la seccion ventral
de la médula espinal donde se encuentran las motoneuronas de interés en este estudio.
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Rvanoclina RT 1uM
Ryanodina RT 1uM + Ryvanodina 300 uM

Heparina fl 1 uM
Heparina fl 1 uM + Heparina S0uM

Fig. 21, Controles de especificidad del marcaje con ligandos para receptores sensibles a ryanodina
e InsP3 en la region 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 fluoresceina (izquierda) desplazados
con un exceso de los mismos ligandos no marcados (derecha). Este experimento muestra que el
marcaje es especifico de los receptores sensibles a ryanodina e InsP; ya que encontramos una
diferencia significativa cuando el ligando no marcado es coincubado (ANOVA P<0.05). Las
imagenes en la presencia y ausencia de ligandos no marcados se realizaron utilizando valores
idénticos de ganancia en el microscopio confocal.
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Dextran-FL
Ryanodina-RT

Fig 22. Localizacion de receptores sensibles a ryanodina en neuronas marcadas por transporte
retrogrado de Dextran acoplado a fluoresceina. Marcaje de receptores sensibles a ryanodina (rojo
texas) en motoneuronas que fueron marcadas retrogradamente a través de la inyeccion de Dextran
acoplado a fluoresceina (verde) en el nervio cidtico. Como se puede observar, la distribucion 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 100X para las imagenes en las que
no estd indicado.

DISCUSION

Distribucion de los receptores sensibles a InsP3y a ryanodina.

Nuestros resultados de microscopia confocal y las determinaciones bioquimicas indican que la médula espinal
de tortuga tiene elementos que controlan la liberacién de Ca®* del RE, similares a los reportados en
preparaciones mas caracterizadas, Los experimentos histolégicos 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 mas abundantes comparados con el de InsP;, esta observacién 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 mamifero (Nakanishi y cols., 1992, Rodrigo y cols.. 1993 y Sharp y cols., 1993). El
marcaje para ambos receptores se localiza en endomembranas, lo que confirma la localizacion de estos
receptores en el reticulo endoplasmico, igual que en otros sistemas neuronales (Korkotian y Segal, 1998;
Kanaseki y cols., 1998). El marcaje retrogrado de neuronas individuales nos permitié observar que el receptor
de ryanodina se encuentra distribuido en el soma y proyecciones neuronales (Fig. 22)6 Sin embargo se
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requiere un nitmero mayor de experimentos con marcaje retrogrado que se pueda acoplar al marcije de
receptores con el fin de obtener informacion de la distribucion de cstos en las inotoneuronas.

Estos resultados que muestran coincidencias entre la composicién y distribucion de receptores liberadores de
Ca®* en la tortuga con la composicion y distribucién de estos mismos elementos en mamiferos, aunado a la
descripcién de la distribucién de otros clementos relacionados con la generacién de potenciales de meseta en
motoneuronas de tortuga (Simon y cols., 2003), son importantes ya que sugieren una coincidencia en los
mecanismos para la produccién de estos fenémenos a lo largo de varias especies animales.

Determinaciones hioquimicas.

El niimero de sitios que unen [PH]ryanodina y [*H]InsP; en preparaciones de membranas totales de médula
espinal de tortuga es similar a los reportados para otras regiones 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 Cn** es
sensible a tapsigargina, lo que sugiere su localizacion en el RE.

Recientemente Prakriya y Lewis (2001) reportaron que ¢l 2-APB no tiene accién sobre receptores sensibles a
InsP3, sino sobre otros canales que movilizan Ca®*. Nuestros experimentos no nos permiten descartar que este
farmaco tenga accién sobre entidades moleculares diferentes al receptor de InsPs; pero confirman que, en
nuestro sistema, ¢l 2-APB interactia con los receptores sensibles a InsPs.

Efectos de la disminucién de los niveles de Ca®* intracelular

Nuestros expnnmenlos muestran que los pott.ncmles de meseta dependientes de la actividad de canal de Ca2+
tipo L, requieren de incrementos en los niveles de Ca®* cnloplasmlco ya que la aplicacién del quelante de Ca
Bapta-AM los bloquea. Se sabe que los incrementos en la [Ca®], facilitan la actividad de los canales de Ca*
tipo L, incrementando su corriente y disminuyendo su umbral y la latencia para su activacion (Chavis y cols.,
1995), lo que concuerda con nuestros resultados.

El bloqueo de los potenciales de meseta por Bapta-AM fue revertido por la activacién de canales tipo L con
Bay K 8644. Esto puede deberse a 1) que la cercania espacial de los receptores sensibles a ryanodina y el
canal L evitan el amortiguamiento Ca®* que entra por el canal L o 2) que los polencnales de meseta estén
mediados por la interaccion (isica directa de los receptores de ryanodina y el canal de Ca® tipo L, lo que harfa
innecesaria la participacion de este ion en la facilitacion del canal.

Manipulacion farmacolégica de la calmodulina

Nuestros resultados con los blogueadores de la actividad de calmodulina muestran que al menos una via de
induccion de los potenciales de meseta implica la activacion de esta prolefnd. Esto concuerda también con la
sensibilidad de los potenciales de meseta y el windup a los niveles de Ca®* intracelular ya que la activacién de
esta proteina es sensible a las concentraciones de este i6n (Swandulla y Zeilhofer, 1998).

Como se discutira mas adelante la calmodulina es un posible blanco del Ca** para la facilitacién del canal
tipo L necesaria para la generacion de los potenciales de meseta. En particular, los resultados obtenidos son
muy afines con la descripcion de una forma de calmodulina que se ha descrito esta asociada permanentemente
al canal L (Erickson y cols., 2001) que facilita su actividad (Zuhlke y cols., 1999).

Es posibles que 1a calmodulina tenga también efectos sobre otras proteinas implicadas en la generacion de los
potenciales de meseta, por ejemplo los canales de InsP; o de ryanodina como veremos en la siguiente seccion
(Verkhratsky y Shmigol, 1996; Markin y Bezprozvanny, 1998; Carafoli y cols, 2001). Ademas la calmodulina
interactia con una gran cantidad de proteinas en el citoplasma, algunas de las cuales han sido involucradas en
la gencracién 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).

Manipulacion farmacoldgica de los receptores sensibles a ryanodina e InsP;

Nuestros experimentos electrofisioldgicos con activadores del receptor de ryanodina no
arrojaron resultados que permitan hacer conclusiones contundentes. Esta serie experimental
fue interrumpida en virtud de que la cafeina no produjo ningiin 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 disefio
experimental utilizado no permite discriminar si las neuronas probadas pertenccen a la
poblacién de células que no presentan potenciales de meseta o si la activacion
farmacolégica de los receptores de ryanodina no los afecta. A pesar del bajo nimero de
experimentos, observamos una tendencia de la cafeina 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 aplicacién de cafeina 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 activacion de receptores mGlu [, receptores muscarinicos, por aperura del canal L o
no facilitados farmacolégicamente. Esto sugiere que la actividad del receptor de ryanodina es necesaria para
la generacion de los potenciales de meseta. La sensibilidad de los potenciales de meseta a los niveles de Ca®*
intracelular sugiere la posible activacion de un mecnnlsmo de retroalimentacion positiva e liberacion de Ca®
de los receptores sensibles a ryanodina inducida por C#*' proveniente del influjo por el canal tipo L (ver
figura 11). Este tipo de interacciones entre el canal de Ca*' tipo L y los receptores sensibles a ryanodina han
sido descritas en diversos tipos neuronales (Chavis y cols., 1996; Tanabe y cols., 1998 y Hashi y cols., 2000)
y se sabe que pueden ser promovidas por la activacion repetitiva del canal tipo L. (Chavis y cols., 1996), lo
que es compatible con el requerimento de estimulacidn repetitiva para la activaciéon del windup en
motoncuronas. Los posibles mecanismos responsables de la interaccion funcional pueden implicar:

a) La activacion de una forma de calmodulina permanentemente pegada al canal de Ca®' tipo L
(Erickson y cols., 2001) que facilita al canal (Zuhlke y cols., 1999). Esto concuerda con la reduccién
de los polencmlcs de meseta inducida por bloqucadorus de calmodulma (Figura 13).

b) La interaccion directa de los canales de Ca®* con iones liberados por Ll RE, debido a que se sabe que
el canal de Ca®* tipo L ticne varias sccuencias consenso de unién a Ca® (Peterson y cols., 2000). En
este punto faltard explorar especificamente que sitios estan involucrados y bajo que condiciones el
Ca®" puede facilitar la actividad del canal, ya que se conace que en condiciones de reposo el Ca®”
inactiva al canal (Dolphin y cols., 1999).

¢) La fosforilacién del canal L mediada por la activacion dependiente de Ca?* de la proteina cinasa C
(Arenson y Evans, 200!1; Son y Brinton, 2001), o de la calmodulina cinasa H cuya inactivacién
disminuye los potenciales de meseta inducidos por un agonista muscarinico en el hipocampo (Alberi
y cols., 2000). La fosforilacion de los canales L. se ha propuesto como uno de los mecanismos
responsables de la facilitacién de los canales tipo L (You y cols., 1995).

d) Interacciones directas entre los receptores sensibles a ryanodina y los canales de Ca™ tipo L (Chavis
y cols., 1996), que pudieran estar organizados en microdominios que favorecen su interaccién
(Delmas y Brown, 2002; Johenning y Ehrlich, 2002). Respecto de esta hipotesis hay evidencia que
sugicre la existencia de sitios en los que la cercanfa fisica entre estas dos membranas podria permitir
su interaccion directa (Takechi y cols., 1998; Johenning y Ehrlich, 2002), ademas de que se han
reportado interacciones fisicas entre proteinas localizadas en la membrana plasmatica y proteinas
ubicadas en el RE, entre las que destacan la interaccion de canales TRP3 y el receptor de InsP; como
mecanismo para el relieno del RE con Ca®” (Ma y cols., 2000).

Nuestros expcnmcn(os no prucban ecstas hipotesis, ni permiten descartar por ejemplo las interacciones
mediadas por Ca®" ya que, de existir, la cercania espacial de los receptores sensibles a ryanodina y el canal L
podria evitar la unién de Ca’’ al quelante Bapta-AM y permitir que el bloqueo promovido por este quelante
sea reversible por la aplicacién 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 rcceptores
sensibles a ryanodina, favorecen la hipétesis sobre la interaccion directa entre proteinas, ya que se ha
mostrado que la ryanodina no bloquea la actividad del canal L (Chavis y cols., 1996) por tanto la activacién
de este canal deberia ocurrir atn en la presencia de este farmaco, pero la entrads de Ca®' 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 actividad de receptores
metabotrépicos a diferentes neurotransmisores —-noradrenalina, scrotonina, acetilcolina y L,lul'lmau» (Conway
y cols., 1988; Hounsgaard y cols., 1988; Delgado-Lezama y cols., 1997 Svirkis y cols., 1997). La activacion
de estos receptores metabotrépicos puede facilitar las corrientes de Ca*" dependientes del canal tipo L., esta
facilitacién consiste en incrementos en la cantidad de corriente asi como disminuciones en el umbral y la
latencia para su activacion (Chavis y cols., 1995; Perrier y Hounsgaard, 2003). Varias evidencias sugieren que
las vias de transduccién asociadas a estos receptores convergen en la via de fosfolipasa C- InsP; para facilitar
las corrientes de los canales tipo L (Perrier y cols, 2002).

Nuestros resultados muestran que la activacion de receptores metabotrépicos mGlu [ y muscarinicos facilité
los potenciales de meseta y que este lipo de potenciales de meseta fueron bloqueados por la inactivacién de la
via de InsP; (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 InsP;. Ambos resultados sugieren Ia participacion
de esta via de sefializacion en la modulacion de este patron de actividad y muestran que la generacion de los
potenciales de meseta ¢s independiente de la actividad de la via de InsP;. De acuerdo con nuestros resultados
con los inhibidores de calmodulina (figura 13), es posible que el mecanismo para la modulacién de los
potenciales de meseta dependa de la facilitacion del canal tipo L, probablemente mediada por calmodulina
activada por la liberacién de Ca?* del reticulo endoplasmico.

Por otro lado, la habilidad del Bay K 8644 para facilitar las corrientes tipo L cuando la via de fosfolipasa C-
InsP; es bloqueada, sugiere que los receptores sensibles a ryanodina y los sensibles a InsPj regulan la
actividad de los canales de Ca?' tipo L a través de diferentes mecanismos en motoncuronas espinales y
nuevamenle sugieren que los receptores sensibles a ryanodina estdn implicados en la generacion de los
potenciales de meseta; mientras que los receptores sensibles a InsPs, participan en la modulacion de este
fenémeno. En este sentido es importante mencionar que en nuestros experimentos observamos que la
ryanodina es capaz de bloquear potenciales de meseta que se han recuperado por la activacion del canal de
Ca® tipo L, después de que han sido bloqueados por 2-APB.

Algunos hallazgos recicntes en otros sistemas muestran interacciones fisicas o funcionales complejas entre los
receptores sensibles a ryanodina, los receptores sensibles a InsP3 y canales de Ca?" tipo L (Johening y
Erhlich, 2002; Dclmas y Brown, 2002; Fagni y cols., 2000), las cuales pueden también estar presentes en las
motoneuronas. En la médula espinal de tortuga las interacciones de los receptores sensibles a InsPy y a
ryanodina parecen posibles, ya que en nuestros experimentos de microscopfa confocal observamos la
presencia de ambos tipos de receptores. La colocalizacién de estos tipos de receptores se ha reportado en
dendritas de otros tipos neuronales (Korkotian y Segal, 1998; Kanascki y cols., 1998), y rccicntemente se ha
demostrado la presencia de la subunidad a1D, involucrada con la generacion 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 windup (Delgado-Lezama y cols., 1999),

Respecto del windup se sabe que requiere de la activacién 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 windup pero lo hacen mas rapidamente. Esto indica que los mecanismos responsables del
windup son muy sensibles a alteraciones en los mecanismos de liberacion de Co® intracelular, El windup
requiere de un crecimicento extra de las despolarizaciones asociadas a los potenciales de meseta (ver figura 9),
lo que podria explicar que manipulaciones farmacoldgicas que hacen a los canales tipo I. mas sensibles a ta
inactivacion, tales como la disminucion en los niveles de Ca®' citoplasmico (Dolphin, 1999) afectan mas
rapidamente a este fenémeno. Independientemente de esta posibilidad, los mecanismos celulares responsables
del windup no son completamente conocidos a la fecha, por tanto es probable la participacién de clementos
independientes que se suman a los que subyacen a los potenciales de meseta, y que estén involucrados
especificamente en la generacion del windup. Esto explicaria ¢l hecho de que exista una proporcion 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 farmacoldgicas para inhibir la participacion de receptores
jonotropicos a glutamato, estricnina y GABA, Asimismo, en varios de los estudios mencionados se han
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realizado manipulaciones farmacologicas dirigidas a discernir si los potenciales de meseta y cf windup
requieren la participacion de otras conductancias ademas de la del canal L. En ¢l sistema de las motoncuronas
de tortuga, se sabe que los potenciales de meseta se presentan gn la ausencia de Na' en el medio de perfusién
(Perrier y Hounsgaard, 1999), asi como cn la presencia de apamina o TEA, que son bloqucadores de canales
de K* (Svirkis y Hounsgaard, 1997). Esto sugiere que los potenciales de meseta y el windup en la médula
espinal de tortuga pueden generarse por la actividad del canal L y segiin nuestros resultados requieren
también del receptor de ryanodina pero son independicntes de la activacion de otras conductancias cationicas.
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
farmacos que presentamos en esta tesis (Alaburda y cols., 2002; Ito y Dulon, 2002).

PERSPECTIVAS

Estudios futuros deben centrarse en la dctcrmmacnon de los subtipos de receptor de ryanodina ¢
InsP; asi como de las subunidades del canal de Ca®* tipo L responsables de los potenciales de
meseta y cl windup, cstos estudios pueden dar informacién relacionada con las cinéticas especificas
de liberacién e influjo de Ca®' (Lee, 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 scnsibles a InsP; de las variantes | y 2 y para los 3 subtipos de receptores sensibles a
ryanodina, ademas de ARN mensajero de receptores mGlu I (Van Den Bosch y cols., 1999).

Por otro lado, ¢l cstudxo dle“ddO de la distribucién de los receptores sensibles a ryanodina e InsPs
y de los canales de Ca®' tipo L cn los diferentes compartimentos de las neuronas que presentan
potenciales de meseta y windup darian informacion de las interacciones moleculares implicadas en
la generacién de estos patrones de actividad. Para este fin, creemos que el uso del marcaje
retrégrado serd de utilidad y permitira en un futuro cercano, realizar estas determinaciones.
Ademas, el uso de técnicas de transferencia de energia de resonancia por fluorescencia (FRET), serda
itil para determinar si los receptores sensibles a ryanodina y el canal de Ca®’ tipo L interactfian
directamente (Erickson y cols., 2001).

Relacionado con la distribucion de receptores intracelulares, falta definir las interacciones de estos
elementos de movilizacidn de Ca®* con otras proteinas que pueden modular su funcién, entre las que
destacan la calmodulina por la evidencia que existe de su participacion en los potenciales de meseta
y el windup y proteinas acopladoras como las de la famitlia Homer, que participan en fendmenos de
plasticidad sindptica (Brakeman, 1997) y que tienen sitios que acoplan proteinas de membrana
plasmatica como los receptores mGlu | con receptores sensibles a InsP; (Tu y cols., 1998) y sitios
de unién a receptores sensibles a ryanodina (Blackstone y Sheng, 1999). En favor de la posible
participacion de proteinas acopladoras en la funcion de los potenciales de meseta se sabe que el
influjo de Ca® a través de canales dependientes de voltaje produce el agrupamiento de un tipo de
Homer (Okabe y cols., 2001).

Ademas como se menciono en la introduccion algunas otras proteinas como la calmodulina cinasa
Il ticnen efcctos que promueven la plasticidad neuronal en varios niveles que pueden involucrar
incluso Ia transcripcion de genes y modificaciones en la morfologia neuronal (Wang y Kelly, 1997;
Yang ¥ cols., 1999; Morishita y cols., 2001; Cammarotta y cols., 2002; Vaillant y cols., 2002; Fink
y cols., 2003). Sera importante cn leudIOS futuros buscar los blancos de este tipo de proteinas con
funciones de seilalizacion de amplio espectro en relacién a la generacion de potenciales de meseta
y el windup.

Queda también por determinar en qué condiciones los potenciales de meseta y el windup se activan

para formar parte de los mccanismos responsables de la locomocion, mantenimiento de la postura o
sensibilizacién. 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 estimulacion especificas y
modifican el procesamicnto de informacion en las neuronas, es importante investigar c6mo son
afectados los mecanismos moleculares responsables de estos fenoémenos en condiciones de
patologia que afectan cl funcionamicnto de las motoneuronas.

Durante mis estudios de Doctorado realizamos experimentos dirigidos a desarrollar una preparacién
con las neuronas dc la médula cspinal 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 fenémenos que se
generan gracias al arreglo funcional de elementos propios de la célula y no por efecto de la
elevacion o disminucion 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 activacion de corrientes L en sus sistemas, una posible causa
es la pérdida de dendritas en esas preparaciones, esto es mas claro a la luz de la reciente descripcién
de la distribucion diferencial de las subunidades del canal L alD en las dendritas distales de las
motoneuronas (Simona cols., 2003). Contar con preparaciones aisladas lo mas integras posible
facilitaria la determinacién de las vias de sefializacién implicadas cn la generacion de los
potenciales de meseta y el windup, debido a que permite una interpretacién mas directa de los
efectos de la manipulacion farmacologica de vias de sefializacion. Este tipo de preparaciones son
susceptibles de ser estudiadas con técnicas de electrofisiologia y ademas siendo que los mecanismos
de generacion de ambos fenémenos estan relacionados con la sefalizacién por Ca®’, contar con
preparaciones aisladas permitiria relacionar el estudio de la dindmica de movilizacién de este i6n
con su generacion y modulacion.

Actualmente contamos con preparaciones de células de médula espinal cultivadas y hemos
realizado marcajes con anticuerpos dirigidos a la proteina glial fibrilar (GFAP) y neurofilamentos
(NF) para reconocer a la glia y neuronas dentro de las células cultivadas. Ademds hemos realizado
experimentos en los que estudiamos la distribucion de los receptores sensibles a ryanodina e InsP;
en estas células con la misma tecnologia descrita para los experimentos de microscopia confocal.
Estos resultados se muestran en las figuras 23 y 24. Faltara poder reconocer y aislar especificamente
a las motoneuronas dentro de estas células.

Fig. 21. Localizacion de receptores sensibles a ryanodina y a InsP; 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 distribucién de ryanodina (rojo) y heparina (verde) en
células morfologicamente similares a las marcadas con GFAP en A. Como se puede observar, la
distribucién de ambos receptores es muy homogéneca y esta presente en toda la célula a excepcion
del nicleo.

Fig. 22. Localizacion de receptores sensibles a ryanodina y a InsP; en células neuronales de
médula espinal de tortuga en cultivo primario. A) En esta figura, se mucstran ¢jemplos de neuronas
de la médula espinal de tortuga en cultivo identificadas por su marcaje con el anticuerpo contra
neurofilamentos (NF). B) Se muestran la distribucién de los receptores sensibles a ryanodina e
InsP; en células morfologicamente similares a las marcadas con NF en A. Como se puede observar,
los receptores sensibles a InsP; estan principalmente localizados en ¢l soma, mientras que los
receptores sensibles a ryanodina se localizan mas homogéneamente.
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The involvement of intracellular calcium and calmodulin in the modulation of plateau
potentials in motoneurones was investigated using intracellular recordings from a spinal cord
slice preparation.

Chdation of intracellular caleium with BAPTA-AM or inactivation of calmodulin with W-7 or
triffuoperazine reduced the amplitude of depolarization-induced plateau potentials.
Imeetivation of calmodulin also inhibited facilitation of plateau potentials by activation
of group | metabotropie glutamate receptors or musearinic receptors.

In low-sodium medium and in the presence of tetraethylammonium and tetrodotoxin,
cakium action potentials evoked by depolarization were followed by a short
hyperpolarization ascribed to the caleium-activated non-selective cationic current (Jg,y)
ang. by a dihydropyridine-sensitive afterdepolarization. The amplitude of the
afterdepolarization depended on the number of calcium spikes and was mediated by
LAgpe caleium channels.

Thedibydropyridine-sensitive afterdepolarization induced by calcium spikes was reduced by
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bleekade: of calmadulin,
cakinim - calmodulin-dependent pathway.

Plateau potentrils in spinal inotoneurones are thought to
play animportzat role in penerating the spike patternsin
motor axons tit underlic movement (Kiechn & Eken,
1998; Delgade-liezama & Hounsgaard, 1999). Plateau
propertics are well documented in motoneurones of
terrestrial vermbrates including turtle (Hounsgaard &
Mintz, 1988) andiat (Schwindt & Crill, 19775 Hounsgaard
et al 1984 Lewx Heckman, 19903 Bennett of al. 19U8),
Their presence n human motoneurones has also been
sugrested (KRietn & Fhen, 1997 Gorassint of al. 1998). In
turtle motoneasnes, platean potentials are mediated by
low-threshold non-inactivating L-type Ca®?
and not by
carrent (£ Donnspaand & My, 19885 Perrier &
Hounsgaard, Bav). Adso, in this spedies, the voltage

channels

non-seleetive cationie

et v e

sensitivity of Letype Ca™” channels is facilitated by

setivation s ceriain IIln"\:llmll'(l[)ic receptors
including vrog 1 oetabotropie glutamate receptors
(Gl ang cascannie receptors (Delgadao-Fezama o
al 1097, Svizsiis X Hounsgaard, 18908) allowing dynanie

sytaptic regmiion of platean propertivs, However, the

13

5. Iteproposed that plateau potentials in spinal motoneurones are facilitated by activation of a

malecular pathway linking activation of metabotropic
. 2

receptors to the modulation of L-type Ca™ channels has

not been identified.

It is generally accepted that L-type Ca®* channels are
inactivated by a Ca™*-dependent process (Eckert & Chad,
11154) that may involve calmodulin (Peterson ef al. 1999;
Ihlers & Augustine, 1999). Recent observations have also
shown that calmodulin can facilitate the activity of
Lty pe Ca®~ channels (Khlers & Augustine, 1999; Zihlke et
! 1999). This raises the possibility that the level of
wrozalie Ca®* direetly or via calmodulin is involved in the
veonlation of  Letype  CafT channels in spinal
roctoneurones. The fact that mGluRlD and some
susearinie receptors  exert  their action via the
phiosphalipase C, diacylgiyeerol and inositol trisphosphate
pathways also suggests that an inereased intracellular
Ca77 concentration could mediate the fadilitation of
synaptically
peleased glutamate and acetyleholine (Delgado-Lezama e
al 1907).

plateaun  properties  in response Lo
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The present paper investigates these possibilities, We
show that plateau potentials are inhibited when
intracellular Ca®" is chelated or when calmodulin is
antagonized. Our results stwport the hypothesis that a
transient increase in Ca™ concentration f‘ncilitntgf
depolarization-induced  activation of L-type Ca’
channels via a calmodulin-dependent mechanism, We
suggest this as a possible pathway for dynamic regulation
of response properties and excitability in spinal
motoneurones.

METHODS

Transverse slices (1.5-2 mm thick) were obtained fram the tumbar
enlargement of adult turtles (CArysemys seripla elegans) anacsthetized
by intraperitoneal injection of 100mg sodium pentobarbitone and
killed by decapitation. The surgical procedures complied with Danish
legislation and were approved by the controlling body under the
Ministry of Justice. Experiments were performed at room
temperature (20-22°C) in & sofution containing (my): 120 NaCl; 5
INCE 15 NaHUO,; 2 MeCl,; 3 GaCly; and 20 glucose, saturated with
ax9% O, and 2% CO, to obtain pH 7 6.

Intracelnlar recordings in current-clamp and voltage-clamp mode
were pertormed with an Axocamp-2Bamplifier (Axon Instruments).
Pipettes were filled with 1 M perassium acetate for current clamp and

CNQX AP35 Strychnine

CNQX APS Strychnine

J. Physiol. 528.1

with 1.53 KCl or o mixture of 1.5 M KCl and 05 M potassium acclate
for voltage clamp. Voltage-clamp recordings were performed in
discontinuous service mode at a sample rate of 56-10 kHz, with a
gain of 07-15nA mV™" and a low-passfilter of 0.1 kHz. A triangular
voltage waveform command (6-8 s duration) was used to depolarize
the motoneurones from the resting potential (for details see Svirskis
& Hounsgaard, 1997). Motoneurones were sclected for study if they
had a stable membrane potential of more than —60mV. Data wero
sampled at 10 kHz with a 12-bit analog-to-digital converter (Digidata
1200, Axon Instruments) and displayed by means of Axoscope
software (Axon Instruments) and stored on a hard disk for later
analysis.

Plateau potentials were facilitated by activation of mGluRI with cis-
(£)-1-aminocyclo-pentane-1,3-dicarboxylic acid (cis-ACPD, 40 uv;
Tocris) or musearinie receptors with muscarine (25-50 pM; Sigma)
(Svirskis & Hounsgaard, 1998), after elimination of synaptic
potentials  with G-eyano-7-nitroquinoxaline-23-dione (CNQX,
20--50 uM; RBI), either (%)-2-amine-5-phosphonopentanoic acid
{APS, 50-100 gn; RBI) or 1{—)-2-amino-7-phosphonoheptanoie acid
(AP7, 25 uv; Tocris), and strychnine (10 £yM). Plateau potential
amplitude was measured as the maximal amplitude of the
afterdepolarization following a £ = depolarizing current pulse at an
intensity  subthreshold  for  spike generation  during  the
afterpotential. Ca®™ spikes were mediated by N-type Ca®* channels
since they were blocked by w-conatoxin (1-2 pM; Sigma; n= 3).Cu2+
spikes were facilitated by addition of tetra-ethyl-ammonium (TEA;
10 my) to the medinm (Hounsgaod & Minte, 1988), Calmodulin was

c CNQX APS Strychnine

BAPTA-AM BAPTA-AM

o Bay K 8644

&ms

J,. A
LR = ew'
— — A~ |20mv
N e B R e S 11 nA
OrA 0nA 2 nA 'E

CNQX APS Strychning

Figure 1. Modulation of plateau potentials by intracellular Ca®
Acrespanse 1o s depolarizing current pulse, Note the aceeleration of the disebiae
the pulse an@t e afterdepolarization associated with anafterdscharge, Bresponie
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+
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Crevpreney during
o the same carrent

pulse in the vecsence off BAPTAAM (1o gn). i atterdepolarizition was <taadler and the
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blocked by N-{6-aminohexyl)-5-chloro-1-napthalenesulfonamide HCI
(W-7; Calbiochem) or trifluoperazine (Sigma). In concentrations of
50-200 pM, W-7 started to act within 20-40 min depending on the
depth of the recording. A full effect was seen after 2 h or more.

BAPTA-AM (20-100 uy; Texas Fluorescence Labs, Inc) was used as
acalcium chelator. When present in the extracetlular medium it could
increase the input resistance of the recorded cell (+48 £ 20%; n=8).
This effect disappeared as soon as BAPTA-AM was removed from the
extracellular medium. However, the effect on plateau potentials was
the same with or without the drug in the extracellular medium.

Low-sodium medium was prepared by substituting choline chloride
or N-methyl-D-glucamine chloride (NMDG; Sigma) for sodium
chloride. The pH of the medium prepared with NMDG was carefully
adjusted to 7.0 by addition of the necessary amount of HCI.

Other drugs used were Bay K 8644 (1 uM; Sigma), tetrodotoxin (TTX,
1 =2 ge3; Sigma) and nifedipine (10 gM; Sigma).

Data are presented as means £ 5EM.

CNQX AP7
Strychnine
ACPD

CNQX APS
Strychnine
ACPD

40 7nA

OnA

ACPD

Ca™ —calmodulin modulation of plateau potentials
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RESULTS

Plateau potentials depend on the level of
intracellular Ca**

A fraction of the motoneurones in transverse slices of the
turtle spinal cord expressed plateau potentials even in the
absence of facilitating neuromodulators. The response
pattern evoked in these cells by a depolarizing current
pulse was characterized by: (1) an accelerating discharge
from an early low level to a higher level in steady state
and (2) an aftrerdepolarization that sometimes generated
an afterdischarge following the current pulse (Fig.14).
To test whether the [Ca’*}, affected the generation of
plateau potentials in motoneurones, we used BAPTA-AN,
a membrane-permeable form of the Ca’* chelator that
becomes active only when hydrolysed by ecytosolic
esterases, to reduce the cytosolic level of Ca®*. In all

CNQX AP7

Strychnine

ACPD

. BAPTA-AM
. | 20 mv

1 1nA
2s

CNQX APS
Strychnine

ACPD
W-7

20mvV
I1nA

ona

ACPD

0.2 nA

5mvV

S~ 20 mv

Figure 2. Modulation of pharmacologically enhanced plateau potentials by intracellular Ca®*

and calmodulin

A, ACPD (40 pod) enhanced a plateau potential. B, response to the same current pulse in the presence of
BAPTA-AM (50 M), The afterdepolarization was smaller and the afterdischarge had disappeared.
Records for this motoneurone were obtained in the presence of CNQX (25 uM), APT7 (25 uM) and
strychnine (10am). € a plateau potential enhanced by ACPD (40 4M) in another motoneurone.
D, addition ot W-7 (100 seM) recuced the plateau potential, Records for this motoneurone were obtained
in the presence of CNQX (20 gym), AP5 (50 #M) and strychnine (10 uM). £, current response of another
motoneurone to a trinngular voltage command, in the presence of CNQX (23 uM), APT (25 uM),
strychnine (10 4M), ACPD (40 gn1) and ‘T'UX (1 gM). F, addition of W7 (100 aM) reduced the inward
current (red trace). G, I-V plots of the current generated during the triangular voltage command before
and after addition of W-7 (red trace). W-7 reduced the hysteresis. The cell was clamped from its resting

membrane potential (—65 mV),
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motoneurones tested, addition of BAPTA-AM
(20-100 zn)  reduced  the Ca®*-dependent  slow
afterhyperpolarization (Ifig. 13, inset) and the amplitude
of the plateau potential following depolarizing current
pulses (Ifig. 18, mean reduction of subthreshold plateau
afterpotentials, 47 4 5.5%; u=3). Subsequent addition of
Bay K 8644 (1 uM), a direct agonist of L-type Ca**
channels, enhanced plateau potentials, despite the
presence of BAPTA-AM (Fig. 10, n= 2) showing that the
effect of BAPTA-AM was not due to a direct block of
Letype Ca®* channels or to a change in pH, which is
known to affect plateau potentials in motoneurones
(Perrier & Hounsgaard, 1999). Since the cleavage of the
ester bond of BAPTA-AM produces tformaldehyde, we
checked that addition of formaldehyde (100 zeM) did not
affect plateau potentials (=4, not illustrated).

Since these results suggested that intracellular Ca** can
facilitate the development of plateau potentials, we
tested whether inhibition of calmodulin could also reduce
the amplitude of plateau potentials. Addition of the
calmodulin antagonist W-7 (50-100 zM) to the medium
always reduced the amplitude of the evoked plateau

A

TEATTX
Normal Ringer
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potentials (Fig. 1 £, mean reduction, 67 £ 75%; n=0).
Trifluoperazine (250-500 M), another calmodulin
antagonist, also reduced the amplitude of the plateau
potential (mean reduction, 72+146%; n=3; not
illustrated).

mGluRI and muscarinic facilitation of plateau
potentials requires calmodulin

To determine whether mGluRI- and muscarine-induced
facilitation of plateau potentials also depended on a
calcium—-calmodulin-dependent pathway, we selected
motoneurones that did not show depolarization-induced
plateau properties. Plateaus were then induced by
activation of mGluRI by addition of 40 uy ACPD (n=6;

Fig. 24 and C) or muscarinic receptors by addition of

2550 #M muscarine (n=3; not illustrated) to the
medium. For all motoneurones tested, ACPD and
muscarine facilitated plateau potentials, in agreement
with previous studies (Svirskis & Hounsgaard, 1998). In
these motoneurones, facilitated plateau potentials were
reduced by addition of BAPTA-AM (20-50 uM; Fig, 213,
mean reduction, 37 £19%; n=3) or W-7 (50-100 pM1;
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Tig. 2; mean reduction, 68 & 10%; n=6). Morcover,
when slices were pre-incubated (10-12h) in W-7 (50 gM),
addition of ACPD (40 uM) did not facilitate plateau
potentials (n=8; not illustrated). This effect of W-7
remained after several hours in normal medium.

In /-V plots obtained from the current generated during
triangular voltage commands, the plateau current was
characterized by a clockwise hysteretic configuration
which reflects the slow kinetics of the inward current or
changes in gating properties (Svirskis & Hounsgaard,
1997; Delgado-Lezama et al. 1997; Fig. 2F and G).
Addition of W-7 (100 M) reduced or suppressed the
hysteresis (n=4; Fig. 2F and @).

Increased [Ca®]. facilitates plateau potentials
i P p

These results suggested that intracellular Ca™ was
involved in metabotropic facilitation of plateau
potentials in motoneurones. We therefore hypothesized
that facilitation might be induced by a transient increase
in [Ca®), per se. To test this hypothesis, we induced
transient increases in [Ca®*], by gencerating caleium action
potentials in the presence of TEA (10my) and TTX
(1-2 us1) (Hounsgaard & Mintz, 1988; Hounsgaard &
Kiehn, 1993; Perrier & Hounsgaard, 1999). Asshown ina
previous study, Ca™ spikes in turtle motoneurones are
followed by an afterpolarization mediated by a calcium-
activated non-selective cationic current (Je,y; Perrier &
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4
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i

]
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W-7

l

& . . .
Ca™* —calmodulin modulation of plateaw potentials 11

Hounsgaard, 1999; Fig. 34, arrow). When the
extracellular medium was replaced by a low-sodium
Ringer solution (see Methods), /o,y was an outward
current at the resting membrane potential generating an
afterhyperpolarization (Perrvier & Hounsgaard, 1999,
Fig.3B, arrow). However, when, under the same
conditions, the number of calcium spikes generated was
increased during a longer depolarizing current pulse, this
afterhyperpolarization was followed by a depolarizing
potential. Both the amplitude and duration of the late
afterdepolarization depended on the number of Ca®*
spikes evoked (Fig. 3C, D and L, arrows; n=20). Since
addition of nifedipine (10 M} abolished the after-
depolarization (Fig. 3/, G and /f; n=4) we concluded that

- . 2 q+
it was mediated by a Ca™ current through L-type Ca™
channels.

Ca®™ facilitation of L-type Ca®™
requires calmodulin

channel activity

“T'o test whether the effect of a transient rise in [Ca®} on
L-type Ca®* channels was direct or through a pathway
including calmodulin, we tested the effect of W-7
(100200 £3) on the afterdepolarization following
calcium spikes in normal or in low-sodium Ringer
solution. For all the ncurones tested, addition of \W-7
reduced the amplitude of the afterdepolarization (Fig. 4;
mean reduction, 56 + 19%; n=3).
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DISCUSSION

The main finding of this study is that chelation of
intracellular Ca®* or inhibition of calmodulin inhibits
plateau potentials, suggesting that both are involved in
pathways leading to the facilitation of plateau potentials.

Chelation of intracelular Ca®™ with BAPTA-AM reduced
plateau potentials, indicating that platcau potentials ave
supported by a Ca®*-dependent conductance. Morcover, a
transient Ca®* influx through the plasma meml)mn(,
facilitated plateau pot(,nuals mediated by L-type Ca™
channels and not by Ca®*-activated Na* current (Perrier
& Hounsgaard, 1999). Morisset & Nugy (1999) reported
that chelation of intracellular Ca® with BAPTA-AM
decreased the late phase of plateau potentials in deep
dorsal horn neurones in the rat spinal cord. They aseribed
their result to the inhibition of a Ca**-activated non-
sclective cationic current (J,y) thought to mediate part of
the plateau potentials in these neurones. Our results
su;?gwt however, that chelation of Ca®* inhibits L-type
Ca* channels.

Inactivation of calmodulin with W-7 or trifluoperazine
reduced the amplitude of plateau potentials per se and
prevented facilitation of plateau potentials by ACPD.
This was not due to extracellular effects of W-7 since
plateau facilitation remained suppressed for several
hours after preincubation with W-7. A recent study
showed that calmodulin may be required for activation
of group 111 metabotropic glutamate receptors (O’Connor
el al 1999). Although such a mechanism has not been
implicated for mGluR1, one could argue that the
inhibition of" calmodulin might affect mGluRI rather
than L-type Ca’* channels. However, inhibition of
calmodulin also prevented the facilitation of plateau
potentials by muscarine. It is therefore unlikely that the
involvement of calmodulin occurs at the receptor level.
Moreover, the fact that the plateau potential induced by
Ca® spikes was reduced by W7 also supports the idea
that at least part of the effect of calmodulin is at a level
closer to Loty pe Ca®* channels. This finding suggests that
the calcium--calmodulin-dependent pathway could also
mediate the depolarization-induced facilitation of L-type
Ca®* channels proposed to he the mechanism for windup
in turtle spinal neurones (Russo & Hounsgaard, 1994,
Svirskis & Hounsgaard, 1907).

thought tn mediate the Ca®*

Calmodulin is
induced inactivation of L-type Ca™ channels (Peterson ef
al. 1999). Our however, that plateau
potentials in spinal motoneurones are tacilitated by
calmodulin, This ix compatible with the recent finding
that calmodulin ean also facilitate Letype Ca® channels
(Zithlke e ol 1999). We are well aware, however, that
calmodulin could act on carlier steps in the pathway.
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Abbreviations

ER- endoplasmic reticulum

RyRs- ryanodine receptors

|P3Rs- inositol triphosphate receptors

PLC- phospholipase C

li- inward current

i.p.- intraperitoneal

RM ANOVA- repeated measures analysis of variance
mGIuRI- group | metabotropic glutamate receptors
trans-ACPD- trans-(+/-)-1-aminocyclo-pentane-1,3-dicarboxylic acid
CNQX- 6-cyano-7-nitroquinoxaline-2,3-dione

Bic- bicuculline

Str- strychnine

APS5- (+/-)-2-amino-5-phosphopentanoic acid

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

2-APB- 2-aminoethoxydiphenyl borate

SERCA ATPase- ER Ca?* ATPase (SERCA ATPase)
TTX- tetrodotoxin

TM- total membranes

LSP- low speed peliet

SF-soluble fraction

SE- standard error
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Abstract

Generation of plateau potentials in spinal motoneurons depends on activation of voltage
sensitive L-type Ca?" channels. These channels are facilitated by metabotropic receptors
known to promote release of Ca®* from intracellular stores. The aim of this study is to
determine if Ca®*-release receptors in the endoplasmic reticulum (ER) that are sensitive to
ryanodine (RyRs) and to IP; (IPaRs) contribute to the generation of plateau potentials. The
effects of antagonists to RyRs, IP;Rs 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 | glutamate metabotropic receptors, muscarine-sensitive cholinergic
receptors or L-type Ca®* 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
promoted in the absence of metabotropic facilitators. Our findings show that RyRs and
IP3;Rs 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, Ca** microdomain, intracellular release receptors
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Synaptic mtegratton in postsynaptic neurons involves non-linear properties mediated by
voltage-sensitive ion channels (Llinas, 1988). In spinal motoneurons a slowly actlvatlng,
persistent inward current, |, (Schwindt and Crill, 1977), mediated by L-type Ca® channels
(Hounsgaard and Mintz, 1988) contributes to these properties. This current is thought to
be responsible for plateau potentials and the bistabie firing pattern in spinal motoneurons
in cat (Hounsgaard 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 that can be uncovered by activation of metabotropic receptors for nor-adrenalin,
serotonin, acetylcholine and glutamate (Conway et al. 1988; Hounsgaard et al. 1988;
Delgado-llezama et al. 1997, Svirkis and Hounsgaard, 1998). The signal pathway from the
metabotapic receptors activated by these transmitters to facilitation of plateau potentials is
not knosn. There is evidence that facilitation of L-type Ca®* 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
Ca®" (Pemer et al. 2000). This has lead to the hypothesis that facuhtatuon of L-type Ca?
channels by metabotropic receptors is preceded by release of Ca®* via IP3Rs in response
to activaien of PLC (Perrier et al. 2002). The activation of Ca*'-release channels in the ER
can initiatx a functional interaction with plasma membrane Ca®* channels. In particular, in
several Yipes of nerve cells, an interaction between L- type Ca®" channels and RyRs has
been domumented (Chavis et al. 1996; Tanabe et al. 1998; Hashii et al. 2000). This
interaction seems to be initiated by and dependent on repetitive activation of L-type Ca**
channels (Chavis et al. 1996; Tanabe et al. 1998). It is not known |f L-type Ca** channels
and RyRs hieract in plateau-generating motoneurons and if Ca®* induced Ca® release
contributes to the generation of plateau potentials. In this study, we used intracellular
recordings from motoneurons in slices of turtle lumbar spinal cord, to test the effects of
pharmacmitgical manipulation of RyRs, IP;Rs and PLC on plateau-related firing patterns in
spinal mdoneurons.

Experimental Frocedures

Experimems! snimals

For electophysiological and biochemical studies, adult turtles (Chrysemys scripta elegans
and Kincstzriurmn integrum) were housed in groups of 3-5 individuals. C. scripta was used
in expermen's in Denmark and K. integrum in México. To obtain slices, animals were
anmaestheizec with pentobarbital (100 mg i.p.) and killed by decapitation.

Stre preveraiion

Tte spirdd cord lumbar enlargement was isolated, meninges were carefully dissected
urder a stercoscopic microscope and, using a non-commercial chopper system,
transvers sliczs (1.5-2 mm thick) were obtained and kept in Ringer solution at 4°C until
trey wer ran=ferred to the experimental chamber. The procedures follow the guidelines
of Anima Care Committees in México and Denmark, which are in accordance with the
Nationalhstit: ‘e of Health Guide for the Care and Use of Laboratory Animals.

Exciropisic oical recordings

Ietracelitir r-cordings in current clamp mode were performed using Axoclamp-2B (Axon
irsirumezs, Union City, CA, USA) or IE 210 amplifiers (Warner instruments, Hamden, CT,
USA). Mioopipettes filled with 1 M potassium acetate had a resistance of 45-55 MQ.
Lumbar wcteneurons were selected for study if they had membrane potentials greater
than -6l mV. Data were sampled at 10 KHz with a 12-bit analog to digital converter
(Digidate 1273, Axon Instruments), displayed by means of Axoscope software (Axon
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Instruments) and stored on hard disk for analysis. Experiments were performed at room
temperature (20-22 °C).

Solutions and Drugs

Spinal cord slices were bathed in a Ringer solution containing (in mM): 120 NaCl, 5 KClI,
15 NaHCO,, 2 MgCl,, 3 CaCl,, and 20 glucose, saturated with 98% O, and 2% CO, at pH
7.6. In some experiments, plateau potentials were facilitated by activation of group |
metabotropic glutamate receptors (mGluRl) with 40uM trans-(+/-)-1-aminocyclo-pentane-
1,3-dicarboxylic acid (trans-ACPD) or activation of muscarinic acetyicholine receptors with
25 uM muscarine. Synaptic potentials were eliminated in all the experiments with a mixture
of 20-40 puM 6-cyano-7-nitroquinoxaline-2,3-dione (CNQX), 40 pyM bicuculline (Bic), 10 uM
strychnine (Str) and either 50 yM (+/-)-2-amino-5-phosphopentanoic acid (AP5) or 40uM
(+/-)-2-amino-7-phosphopentanoic acid (AP7 from Tocris, Bristol, UK). The RyR blockers
tested were 100-200 yM dantrolene (Patridge and Valenzuela, 1999), 40 uM ruthenium
red (Sciancalepore et al. 1998) or 80-100 uM ryanodine (Tanabe et al. 1998; Liano et al.
2000), while IP;Rs were blocked by 75 pM 2-aminoethoxydipheny! borate (2-APB from
Tocris, Bristol, UK) (Maruyama et al. 1997). ER Ca** ATPase (SERCA ATPase) and PLC
were blocked with 10 uM thapsigargin (Calbiochem, San Diego, California, USA) (Savic
and Sciancalepore, 1998; Tanabe et al. 1998) and 1 pM U-73122 (Chen et al. 2000),
respectively. When indicated, 1 uM Bay-K 8644 was used to activate L-type Ca®>* 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 order to confirm the presence of Ca*'-refilling mechanisms dependent on SERCA
ATPases, the activity of Ca®'-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 Martinez-Merlos et al. (1997) were followed. This method yields membrane
preparations suitable for [*H]IP; binding assays. Briefly, three fractions, total membranes
(TM), low speed pellet (LSP), and solubie fraction (SF) were obtained by the foilowing
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 and a 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, 10 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.

[’H]IP; binding

[*H]IP3 (4nM) was incubated for 30 min at 0 °C with 100 pg of TM fraction from turtle spinal
cords in 120 pl of a buffer containing (mM) 25 Tris-HCI, pH 8.0, 5 NaHCO,, 1 EDTA, 0.25
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DTT following the method of Furuichi et al. (1993). Non-specific binding was determined in
the presence of 10 UM unlabeled IP;. The incubated samples were filtered with Whatman
GFI/F glass fiber filters using a Millipore apparatus (Bedford Mass, USA). Filters were
washed five times with 5§ ml aliquots of cold buffer containing 25 mM Tris-HC|, pH 8, 5 mM
NaHCO;, 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 PH]IP,
binding in the presence of 75 uM of this drug.

SERCA ATPase 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 pg of TM fraction from turtle spinal
cords (mM) 25 MOPS, pH 7.0, 0.2 EGTA, 0.27 NADH, 5 MgCl,, 100 KCI, 5 sodium azide,
0.6 phosphoenol pyruvate, 0.004 ionophore A23187, 0.78 CaCl,, 2.4 U/ml pyruvate kinase
and 100 U/ml lactate dehydrogenase 16.4 mM CaCl, was added to the assay to eliminate
Ca?-ATPase activity, in order to determine the contribution of Ca*"-independent ATPase
activity. The assay was started with the addition of 4 mM ATP, and the activity was
determined by following the decrease in optical density at 340 nm for the next 10 min. The
sensitivity of Ca?*-ATPase activity to 1 uM 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 determine 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 order
to assess the acceleration in the discharge frequency due to plateau potentials activation.
For 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
compared 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 all 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 afterdischarge after 2-APB and RyR
blockers treatments were compared using a T-student test. For [°H]IP; blndlng assays the
difference between the number of [*H}IP; binding sites in the presence and in the absence
of 2-APB was compared using a T-student test. In all cases the differences were
considered 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 MQ. 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
promoter, 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 puise. In this later group, plateau potentials-related pattern was induced by
adding either 40 pM trans-ACPD (7/34) or 25 uM muscarine for 15-25 min (7/34 cells), or
by direct facilitation of L-type Ca? channels by application of 1 yM Bay K 8644 for 10-15
min (5/34 cells; Fig. 1C). Plateau-related firing pattern was stable in control conditions for
up to 6 h and depended on activation of L-type Ca® channels since the monotonously
adapting pattern was restored in the presence of nifedipine (not illustrated). The plateau-
related discharge pattern 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 abolishes plateau-related firing pattern

To determine if plateau potentials require RyR activity, the stimulation protocol was applied
in the presence of the following RyR blockers: ryanadine (80-100 puM), dantrolene (100-
200 uM) and ruthenium red (40 pM). 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. 1B) as well as in motoneurons with non-facilitated
plateau-related firing (7 cells; Fig 1A, B). 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 0.7 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 all 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 potentialis was
significatively reduced from 8.0 +/- 2.0 tc 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 all cases tested (8/8 cells), application of Bay 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, B). Consistent with these results, the plateau-related firing pattern promoted by
Bay K 8644 was abolished by RyR blockers (2/2 cells; Fig. 1C).

In three cells the effects of RyR biockers 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) or 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-related firing induced by activation of mGIuRI or muscarinic receptors is abolished
by inhibition of PLC and IP3Rs.

in order to investigate the involvement of the IP;-dependent second messenger pathway in
the generation of plateau potentials, the sensitivity of the plateau-related firing pattern to
application of the IP;R blocker 2-APB (75uM) (Maruyama et al. 1997) or to U-73122 (1
KM), which inhibits PLC activity and prevents IP; 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 for 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 10 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 +/- 0.0 to 0.8 +/- 0.0 and the afterdepolarization from 3.9 +/-1.2 to 0.1 +/- 0.7 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=0.0 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 +/- 0.0 t0 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 +/- 0.0 to 1.1 +/-
0.0 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 Ca** channels
with bath application of 1 pM 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 (11
cells). Consistent with these results, 2-APB (1/1 cell; Fig. 1C) 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 IP; 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 Ca®" with
thapsigargin (10 pM) for 60 min completely blocked the plateau-related firing pattern (3/3
cells) (Fig. 3B), suggesting that the mechanism for generating plateau potentials was still
sensitive to intracellular calcium release.
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Windup and plateau related firing were affected in parallel by block of RyRs, IPsRs and
PLC

Windup of the response to repeated depolarizations is a property of spinal neurons
expressing L-type Ca** channels and plateau potentials (Russo and Hounsgaard, 1994). In
17 cells windup of spike discharge evoked by repetitive (0.5 Hz), initially subthreshold,
depolarizing current pulses was studied. Windup was identified as a constant increase in
the number of spikes produced by at least 5 consecutive current pulses. The sensitivity of
windup to blockers of RyRs, IP;Rs and PLC was tested. in all 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 celis (Fig. 4C)) as well as in non-facilitated motoneurons (4 cells). In
accordance with the effects of RyR blockers on the plateau-reiated firing pattern, Bay K
8644 did not restore windup that was eliminated by RyR blockade (4 cells) (Fig. 4A).
Application of the IP;R blocker, 2-APB, eliminated windup facilitated by trans-ACPD or
muscarine (4/4 cells) (Fig. 4B);, but 2-APB and U-73122 only affected non-facilitated
windup in a fraction the cells (2/5 celils; 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 eliminated by ryanodine (1
cell; Fig. 4C). These results suggest that windup induced through activation of mGIuR| or
muscarinic receptors activated the 1P, second messenger pathway, but activation of this
pathway seemed not obligatory for generation of plateau potentials and windup.

1P3Rs interact with 2-APB in turtle spinal cord.

It was recently reported that 2-APB may act on a molecular entity different from IP;Rs
(Paprika and Lewis, 2001). [*H]IP; binding was measured in the presence and in the
absence of 2-APB, in order to determine a possible interaction with IP;Rs in the turtle
spinal cord. High affinity specific binding sites for [*H)IP; were markedly (P<0.05) reduced
from 217.5 +/- 29.7 fmol/mg prot (x +/- SE; 5 assays) to 16.3 +/- 10.6 fmol/mg prot (x +/-
SE; 3 assays) when 2-APB (75 pM) was added to the binding assay. This result confirmed
that 2-APB interacts with |P3Rs in turtle spinal cord.

Turtle spinal cord has SERCA ATPase activity.

Ca®-ATPase activity and its sensitivity to 1 UM thapsigargin, a specific blocker for SERCA
ATPase, were measured. Turtle spinal cord has Ca®*-ATPase activity of 33 +/- 9 mg
NADH/min/mg prot, which was completely abolished by thapsigargin. This result indicates
that the turtle spinal cord is capable of refilling the ER with Ca®** through a mechanism
involving SERCA ATPase activity and supports the idea that the electrophysiological
results with thapsigargin are due to the Ca®* depletion of the ER.

Discussion

L-type Ca®* channels mediate plateau potentials in spinal motoneurons (Hounsgaard and
Mintz, 1988). The present findings show that generation of piateau 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-l metabotropic glutamate receptors and muscarinic acetylcholine receptors is
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coupled to the PLC-IP; signaling pathway and involves activation of IP; receptors. 1P
receptors blockade, unlike ryanodine receptors blockade, does not aiways affect plateau
potentials when not induced bg 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 involves intricate interactions between receptors and
channels in the dendritic membrane and in the ER.

The most striking observatlon is the sensntuvnty of plateau potentials to a block of RyRs. An
increased intracellular Ca®* concentration is known to facilitate L-type Ca®*" channeis; in
accordance with this, activation of L-type Ca®* channels and generation of plateau
potentials in motoneurons are inhibited when the concentration of intracellular Ca*
reduced by BAPTA (Perrier et al. 2000). This could suggest a positive feed back
mechanism in which influx of Ca?* through activated L-type Ca?* channels induced release
of Ca?* from the ER resulting in facilitation of L-type Ca* channels. The inhibition of
plateau potentiais by BAPTA and by the block of RyRs is not equivalent, 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 for bi-
directional augmentation between L-type Ca® channels and RyRs have been described
(Chavis et al. 1996; Tanabe et al. 1998, Hashu et al. 2000). These interactions can be
promoted by repetltlve activation of L-type Ca®* channels (Chavis et al. 1996) compatible
with windup in motoneurons. The mechanisms may involve 1) activation of calmodulin
permanently attached to L-type Ca®" channels (Erickson et al. 2001) that facilitates the
channel activity (Zuhlke et al. 1999). In spinal motoneurons facilitation of plateau potentials
is calmodulm dependent (Perrier et al. 2000); 2) direct interaction of L-type Ca®* channels
with Ca® ions released from the ER. This suggestion is based on the exnstence of Ca®*
binding consensus sequences within the cytoplasmic domain of L-type Ca®* channels
(Peterson et al. 2000); 3) Ca®" dependent activation of protein kinase C, that can
phosphorylate L-type Ca®" channels and modulate their activity (Arenson and Evans,
2001; Son and Brinton, 2001); or 4) through direct interactions between RyRs and L-type
Ca?* channels (Chavis et al. 1996).

Our experiments do not test these alternatives directly. Even the Ca® mediated
interactions cannot be ruled out since close physical proximity of L-type Ca®* channels and
RyRs could protect against Ca®' 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, acetylicholine 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 Ca®* currents (Chavis et al. 1995;
Perrier and Hounsgaard, 2003). Several lines of evidence suggest that these receptors
converge on the PLC-IP; pathway to facilitate L-type Ca®" 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 IP;Rs. The link
from activation of IP3Rs to facilitation of L-type Ca?* channels depends on release of Ca®*
and activation of calmodulin (Perrier et al. 2000). The ability of Bay K 8644 to facilitate L-
type Ca* channels when this pathway is blocked suggests that RyRs and 1P;Rs regulate
L-type Ca® channels through different mechanisms in spinal motoneurons. Recent
findings in other systems clearly indicate that intimate and complex physical and functionat
relationships exist between metabotropic receptors, RyRs, IP;Rs and L-type Ca®'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 pM
ryanodine and was not recovered by facilitation of L-type Ca?* channel with 1 uM
Bay K 8644. Right: responses to a protoco! of hyperpolarizing and depolarizing
current pulses in each drug condition. Neither ryanodine nor Bay K 8644 changed
the input resistance (P=0.9) or threshold for action potentials (P=0.4). B) Above:
normalized firing frequency plotted against time for 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 (m), both inhibited by different RyR blockers (@) and non-reversed by 1
UM Bay K 8644 (A ). Below: normalized firing frequency plotted against time for 3
motoneurons. Plateau potentials facilitated by either 40 M trans-ACPD or 25 pM
muscarine (®), inhibited after addition of RyR blockers (0) and non-reversed after 1
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UM Bay K 8644 (A). The horizontal bar represents the depolarizing stimulation
pulse. In both groups were significantly different to © and A as Bay K 8644 did
not recovered plateau potentials © and A were not significantly different (ANOVA
P<0.05). C) Plateau potentials facilitated by 1 yM Bay K 8644 unaffected by 75 uM
of the IP3R blocker 2-APB and eliminated by 80 uM ryanodine. All the recordings
were obtained in an external ringer solution containing 40 pM CNQX, 50 uM APS,
40 pM Bic, 10 uM 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.

+TTX + Ryanodine + U-73122

i

,m
-m!" -/ S— _I/\ _f“‘/\ |zo mv
— T T .

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 pM 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 pM of the PLC inhibitor, U-73122.
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Fig. 3. Inhibition 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 pM trans-ACPD or 25 uM muscarine (m), eliminated by
superfusion of 75 pM of the IP;R blocker, 2-APB (@) and subsequently recovered
by 1uM of Bay K 8644 (A ). W was significantly different to © butnot to A
(ANOVA P<0.05). B) Normalized firing frequency plotted against time from an
experiment in which plateau potentials were promoted in the absence of
metabotropic facilitators (m), unaffected by 2-APB (0) and eliminated by 10 uM of
the ER Ca®" ATPase blocker thapsigargin (¢); SE range 0-1.23, 0-0.3 and 0-0.68,
respectively n=3. C) Plateau potentials facilitated by 25 uM of muscarine were
eliminated by 75 pyM of 2-APB, and subsequently recovered by 1 uM 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 yM muscarine was abolished by 100 yM ryanodine and
was not recovered with 1 uM of Bay K 8644. B) Windup facilitated by 40 uM trans-
ACPD and eliminated by the inactivation of 1IP;R with 75 pM 2-APB. C) Windup
facilitated by 1 yM Bay K 8644 application was insensitive to 75 yM 2-APB but
completely eliminated by 80 pM ryanodine

eI CON

o8 i+...A DE ORIGEN




	Portada
	Índice
	Resumen
	Abstract
	Antecedentes
	Objetivos   Hipótesis   Metodología
	Resultados
	Discusión
	Perspectivas
	Bibliografía
	Anexos



