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RESUMEN 

 

Con el fin de entender el papel del Ca2+ intracelular en el SNP, primero es necesario determinar 

tanto la expresión como la localización de las tres isoformas de los receptores intracelulares de Ca2+ 

de inositol 1,4,5-trifosfato (IP3Rs) y de rianodina (RyRs), actores importantes en la regulación del 

Ca2+ intracelular. Para conocer si había la expresión de los RNA mensajeros (RNAm) de los IP3Rs así 

como de los RyRs en el nervio ciático en condiciones normales,  se llevó acabo la técnica de 

transcripción inversa acoplada a la reacción en cadena de la polimerasa (RT-PCR) semicuantitativa. 

Las tres isoformas de ambas familias de receptores de calcio intracelular se expresan en el nervio 

ciático, siendo los RNAm del IP3R3 (49%) y del RyR1 (45%) los de mayor expresión. Por otra parte, 

la cantidad de transcritos de los RyRs es mucho menor que la de los IP3Rs, ya que se requiere el 

doble de templado inicial con los RyRs (1 µg) en comparación con los IP3Rs (500 ng) para poder 

llevar a cabo la reacción de RT-PCR.  

 

Para determinar la localización celular de los IP3Rs y de los RyRs realizamos inmunohistoquímicas e 

hibridaciones in situ, respectivamente. Mediante inmunohistoquímica encontramos que las tres 

isoformas de los IP3Rs tienen un patrón de distribución diferente. Los receptores de IP3R1 e IP3R2 

se inmuno-localizan en los núcleos, el citoplasma perinuclear y redes citoplasmáticas de las células 

de Schwann que forman mielina (CSFM) y en bajos niveles en las células de Schwann que no 

forman mielina (CSNFM). El IP3R3 esta presente principalmente a lo largo de las CSNFM mostrando 

un intenso marcaje filamentoso; también se localiza en el citoplasma perinuclear de las CSFM. Un 

resultado muy interesante es que los IP3Rs se inmuno-localizan de manera diferencial  en los nodos 

de Ranvier. El IP3R1 se localiza en los nodos de Ranvier de manera similar a la reportada para los 

canales de sodio Nav1.6. El IP3R2 se expresa en el citoplasma abaxonal muy próximo al nodo de 

Ranvier y en los procesos canaliculares. Este patrón de expresión es muy similar al encontrado para 

el canal de potasio Kv1.5. El IP3R3 se expresa en la región paranodal de las células de Schwann, 

entre el nodo de Ranvier y la región yuxtaparanodal (Ver artículo anexo, Martínez-Gómez y 

Dent, 2007). 

 

Con los experimentos de hibridación in situ para las tres diferentes isoformas de los RyRs 

determinamos que esta familia de receptores de calcio intracelular se localizan tanto en las CSFM 

como en las CSNFM. En las CSFM los RyRs estan presentes en el citoplasma perinuclear y abaxonal 

del internodo y en el citoplasma abaxonal próximo a los nodos de Ranvier. Estos resultados 

sugieren que a lo largo de la red citoplasmática de las CSFM hay presencia de retículo 

endoplasmático o de polisomas libres donde se sintetizan las proteínas de los RyRs. Por otra parte, 

también sugiere que los RNAm de los RyRs tienen secuencias de transporte y localización 
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subcelular (RTS) en la región 3´ de la región no traducible del RNAm (UTR), ya que sus RNAm se 

localizan en las regiones nodales de las CSFM. En las CSNFM los RyRs se localizan en forma de 

granulos a lo largo del citoplasma. 

Por otro lado, con el fin de determinar si se presentaban cambios en los niveles de expresión de los 

RNAm de los IP3Rs y de los RyRs durante la degeneración Walleriana, se llevaron a cabo 

experimentos de RT-PCR semicuantitativa en nervios ciáticos lesionados tanto por compresión 

como por transección. Nuestros resultados indican que no se presentan cambios en el nivel de 

expresión con las tres diferentes isoformas de los IP3Rs así como con RyR1 durante la degeneración 

Walleriana tanto en el muñón proximal como en el distal. Mientras que con el RyR2 y RyR3 se 

observa que presentan una discreta disminución en el nivel de expresión en el muñón distal y 

proximal respectivamente, cuyo significado fisiológico es desconocido. Aunque sugiere que el 

contacto axonal es requerido para mantener un nivel de expresión adecuado. Los RNAm de RyR2 y 

RyR3 en la región proximal y distal respectivamente, no muestran cambios en el nivel de expresión 

durante la degeneración Walleriana, al igual que con los nervios contralaterales para las dos 

familias de receptores de Ca2+ intracelular. 

 

Con el objetivo de conocer si se presentaban cambios en la de distribución de los IP3Rs durante la 

degeneración Walleriana a nivel de proteína, realizamos inmunohistoquímicas del nervio ciático 

lesionado por compresión. Nuestros resultados muestran que en la región distal de la lesión, los 

IP3Rs presentan cambios de distribución, extendiéndose a lo largo de todo el citoplasma de las 

células de Schwann “denervadas”. También se observa un intenso marcaje en forma de gránulos 

en los núcleos de las células de Schwann “denervadas” tanto con IP3R1 como con IP3R2 durante 

todo el proceso. Un resultado interesante es el obtenido con el IP3R3, esta isoforma no se localiza 

en los núcleos en condiciones normales, sin embargo durante la degeneración Walleriana se 

observa un punteado discreto en el núcleo de las células de Schwann “denervadas” a los 15 y 20 

días de ocasionada la lesión. Estos resultados sugieren que los IP3Rs posiblemente tienen un papel 

importante en la activación de factores de transcripción a través de la movilización intranuclear de 

Ca2+. De esta manera, factores de transcripción relacionados con la proliferación y mielinización de 

las células de Schwann como CREB, cfos, Krox-24, Krox-20, Oct-6, Jun-D, Jun-B entre otros pueden 

ser regulados durante la degeneración Walleriana mediante la señalización intranuclear de Ca2+. 

Aunque la función fisiológica de la movilización de Ca2+ dentro del núcleo es desconocida. En 

contraste, en la región proximal no se observaron cambios de distribución de las tres isoformas con 

respecto al normal. 

 

En conclusión, los resultados muestran que los RNAm de todas las isoformas de los IP3R y los RyR 

se expresan en el nervio ciático de la rata. A nivel de proteína los IP3Rs muestran un patrón de 
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distribución diferencial en las células de Schwann. Por otro lado, a nivel de RNAm los RyRs se 

observan tanto en CSFM como CSNFM. Durante la degeneración Walleriana, la expresión de los 

RNAm tanto de los IP3Rs como del RyR1 no presentan cambios en los niveles de expresión, 

mientras que los RNAm del RyR2 y del RyR3 presentan una discreta disminución en los niveles de 

expresión en la porción distal y proximal respectivamente. A nivel de proteína la distribución de los 

IP3Rs se extiende a lo largo del citoplasma de las células de Schwann “denervadas” sugiriendo que 

los IP3Rs pueden ayudar a establecer la polaridad de las células de Schwann. Nuestros resultados 

sugieren que las tres isoformas de los IP3Rs y de los RyRs deben jugar un papel importante en los 

nervios ciáticos tanto en condiciones normales como durante la degeneración y regeneración del 

nervio. 
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SUMMARY 

In order to understand the role of intracellular Ca2+ in the Peripheral Nervous System (PNS), it is 

necessary to determine the expression and localisation of intracellular receptors known to be 

important for Ca2+ regulation. The aim of this study was to determine the expression and 

localisation of the three IP3R and RyR isoforms in rat sciatic nerve. Using semi-quantitative RT-PCR, 

the three isoforms of both families of receptors were found to be expressed in the sciatic nerve, 

where among the isoforms the mRNAs of IP3R3 (49%) and RyR1 (45%) show the highest levels of 

expression respectively. Also, the level of RyRs transcripts is much lower compared to that of IP3Rs, 

since for doing the RT-PCR it is necessary to double the initial template of RyRs (1 µg) compared to 

that of IP3Rs (500 ng).  

 

The localisation of the IP3Rs and RyRs in the sciatic nerve was determined by immuno-

histochemistry and in situ hybridisation respectively. Inmmuno-localisation studies showed that the 

distribution pattern of IP3Rs is different for each isoform. In myelinating Schwann cells (MSC), 

IP3R1 and IP3R2 are localised in the cell nucleus, perinuclear cytoplasm and cytoplasmic networks. 

Also, the two isoforms are expressed at low levels in non-myelinating Schwann cells (NMSC). IP3R3 

is localised mainly in NMSC, showing a filamentous staining, also it is present in the perinucler 

cytoplasm of the MSC. An interesting result is that the three IP3Rs are differentially inmuno-

localised at the node of Ranvier. The IP3R1 is localised at the nodes of Ranvier in a similar pattern 

to the sodium channels Nav1.6, suggesting that the IP3R1 are forming clusters at the nodes. IP3R2 

is localised in the abaxonal citoplasm next to the node of Ranvier and in the canalicular processes, 

resembling the distribution of the potassium channel Kv1.5. IP3R3 is localised at the paranodal 

region of the Schwann cells between the node of Ranvier and the yuxtaparanodal region 

(Martínez-Gómez y Dent, 2007). 

 

In situ hybridisation studies revealed that the three RyR isoforms are localised in both MSC and 

NMSC. In MSC the RyRs are localised in the perinuclear, abaxonal and internodal regions of the 

cytoplasm, and in the abaxonal cytoplasm at the node of Ranvier. These results suggest the 

presence of endoplasmic reticulum or free polysomes throughout the NMSC cytoplasm, where the 

RyRs are synthesised. In addition, the localisation of mRNA RyRs suggest the presence of RNA 

transport signal (RTS) in the 3´ untranslated region (UTR) of mRNA to ensure localised synthesis of 

the encoded protein at the nodal region. 

 

The levels of mRNA of the IP3R and RyR isoforms were studied during Wallerian degeneration in 

crushed and transected sciatic nerve by semi-quantitative RT-PCR. No change in the levels of 

expression of the IP3R isoforms was observed. However, RyR2 and RyR3 show a modest decrease 
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of expression in the distal and proximal region of the sciatic nerve respectively, whose physiological 

significance is unknown, yet it suggests that axonal signals are required for achieving the right level 

of mRNA expression. No change in the mRNA expression of IP3Rs isoforms and RyR1 is observed in 

the proximal and distal region of the injured sciatic nerve. Also, no changes are observed in the 

mRNA expression of the RyR2 and RyR3 in the distal and proximal region of damage nerves 

respectively. Finally, the contraleteral nerves do not show changes in the mRNA expression of both 

families of intracellular Ca2+ channels. 

 

Localisation of IP3R isoforms during the Wallerian degeneration by crush injury was performed by 

immuno-histochemistry. In the distal region, the IP3R isoforms are found throughout the cytoplasm 

of the denervated Schwann cells. In addition, an intense granular-like staining for IP3R1 and IP3R2 

is present in the nucleus while IP3R2 is localised throughout the nucleus at day 15 after lesion. 

Interestingly, IP3R3 is not localised in the nucleus of normal Schwann cells, but at days 15 and 20 

after lesion a speckle-like staining is observed in the nucleus of denervated Schwann cells. All 

together these results suggest that the IP3Rs may have an important role in the activation of 

transcription factors throughout the mobilization of intranuclear Ca2+ signals. In this way 

transcription factors related with the proliferation and mielination of Schwann cells like CREB, c-fos, 

Krox-24, Krox-20, Oct-6, Jun D, Jun B could be regulated during Wallerian degeneration throughout 

intranuclear Ca2+ signals; although the physiological is not clear. In contrast, the proximal region of 

the damaged nerve did not show any change in the localisation of the IP3R isoforms, compared to 

normal sciatic nerve. 

 

In conclusion, the results show that all the IP3R and RyR isoforms are expressed in the rat sciatic 

nerve. In situ hybridization shows that the RyR isoforms are present in both MCS and NMSC. The 

mRNAs levels of IP3Rs do not change during Wallerian degeneration, however, the expression of 

RyR2 and RyR3 shows a small decrease in the distal and proximal regions of the sciatic nerve 

respectively. Each IP3R isoform shows a different pattern of distribution in normal sciatic nerve. 

During Wallerian degeneration the IP3Rs are expressed in the cytoplasm of the denervated 

Schwann cells, suggesting a role of these receptors determining the polarity of the Schwann cells. 

The results suggest that the IP3R and RyR isoforms play an important role in normal sciatic nerve 

and also during Wallerian degeneration. 
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CAPÍTULO 1 

INTRODUCCIÓN 

 

En el sistema nervioso periférico (SNP) de los vertebrados se lleva a cabo un vigoroso y exitoso 

proceso celular cuando son dañados o lesionados los axones; estos tienen la capacidad de 

regenerarse, aún sobre largas distancias. En contraste, en el sistema nervioso central (SNC) y de 

manera particular el de los mamíferos, la regeneración es mínima o está ausente, por lo que 

cuando se ocasiona un trauma o daño por lo regular resulta en una detrimento funcional 

permanente (Klusman y Schwab, 2005). Los trabajos de principio del siglo XX realizados por 

Santiago Ramón y Cajal y Francisco Tello (Ramón y Cajal, 1928), sugerían cierta capacidad 

regenerativa de las neuronas del SNC. Sin embargo, se tenía la aceptación general que tanto las 

fibras nerviosas del cerebro así como las de la médula espinal eran incapaces de regenerar para 

reestablecer una función nerviosa correcta (Klusman y Schwab, 2005). Posteriormente con los 

trabajos de Albert Aguayo (David y Aguayo, 1981; Aguayo et al., 1981; Bray et al., 1981) se 

transformó esta visión. Primero, se observó que al transplantar células gliales del SNC en los 

nervios periféricos los axones del SNP evitaban crecer sobre estas células gliales. Segundo, al 

transplantar segmentos de nervios periféricos en el SNC, para determinar si era posible que las 

neuronas crecieran en componentes del SNP, observando que las neuronas incapaces de crecer 

unos milímetros en el SNC después de una lesión, extendían sus axones por varios centímetros en 

los transplantes con componentes del SNP. Estos experimentos demostraron que la incapacidad de 

los axones para regenerarse sobre largas distancias en el SNC no es debida a la inhabilidad 

intrínseca de las neuronas, sino a la naturaleza no permisiva del medio ambiente, en el cual los 

componentes neurogliales y el parénquima densamente empacado del SNC son hostiles a la 

regeneración (Klusman y Schwab, 2005).  

 

En 1850, el neurofisiólogo inglés Augustus Waller observó la degradación de la parte distal de los 

nervios glosofaríngeo e hipogloso en rana, después de ocasionar una axotomía y estableció que el 

núcleo de la neurona es un elemento crítico para la sobrevivencia del axón (Waller, 1850). Este 

proceso fue denominado posteriormente degeneración Walleriana en donde se produce inicialmente 

la degradación de los axones y de las vainas de mielina en la región distal del axón (Waller, 1850). 

Subsecuentemente las células de Schwann que sobreviven se desdiferencian y comienzan a 

proliferar formando las bandas de Büngner, las cuales sirven como guía para que los axones 

regeneren dentro de la región distal del nervio (Stoll et al., 2002; Sulaiman et al., 2005). Además, 

en pocos días, el sitio de la lesión es invadido por los macrófagos que limpian los desechos de 

axones y los restos de mielina con el objetivo principal de generar un ambiente propicio para la 

regeneración axonal. Las células de Schwann también tienen la capacidad de fagocitar restos de 
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mielina, favorecido la limpieza y regeneración del sistema (Stoll et al., 2002; Scherer y Salzer, 

1996; Avellino et al., 1995; Fernandez-Valle et al., 1995).  

 

De acuerdo con marcadores moleculares de progresión del linaje, las células de Schwann se 

diferencian en células de Schwann que forman mielina (CSFM) y que no forman mielina (CSNFM). 

Después de una lesión en los nervios del SNP, las células de Schwann “maduras”, se desdiferencian 

y comienzan a expresar marcadores moleculares característicos de células de Schwann inmaduras 

(propios de etapas embrionarias finales) (Mirsky y Jessen, 1990; Jessen y Mirsky, 1991; Jessen et 

al., 1994). Todos estos cambios crean un medio ambiente que facilita la regeneración axonal, 

donde las células de Schwann forman parte de un sustrato particular para que se lleve a cabo esta 

regeneración, ya que los axones se regeneran guiándose por las células de Schwann y la lámina 

basal (bandas de Büngner), que eventualmente conducen a una remielinización y restauración de la 

función fisiológica del nervio (Fawcett y Keynes, 1990; Scherer y Salzer, 1996; Fu y Gordon, 1997; 

Sulaiman et al., 2005). 

 

Por otra parte, el Ca2+ es una señal intracelular ubicua que controla numerosos procesos biológicos 

esenciales, tales como la proliferación celular, la exocitosis y la contracción muscular, entre otros. 

La concentración de calcio intracelular ([Ca2+]i) que en condiciones de reposo es de 100 nM puede 

ser incrementada a niveles aproximados de 1000 nM. Esta elevación en la [Ca2+]i es ocasionada por 

la apertura de los canales de Ca2+ dependientes de voltaje de la membrana plasmática (VOCCs), 

generando una entrada de Ca2+ del espacio extracelular y por la movilización de Ca2+ del retículo 

endoplasmático o sarcoplasmático (RE/RS) mediante los receptores de inositol 1,4,5-trifosfato 

(IP3Rs) y de rianodina (RyRs) (Carafoli, 1987; Sambrook, 1990; Berridge, 1993; Berridge et al., 

2000).  

 

En los últimos años numerosos estudios han implicado a las células gliales en diferentes procesos 

requeridos para el funcionamiento adecuado del sistema nervioso (SN) (Fields y Stevens, 2002). 

Las células gliales durante el desarrollo del SN se encuentran implicadas en la proliferación, 

migración y diferenciación de precursores neuronales, así como en la sinaptogénesis y la 

mielinización. En el SN adulto las células gliales pueden controlar la intensidad o fuerza de la 

actividad sináptica y pueden participar en el procesamiento de la información al coordinar la 

actividad entre grupos de neuronas (Pfrieger, 2002; Ullian et al., 2004; Stevens y Fields, 2000; 

Fields y Stevens, 2002; Auld y Robitaille, 2003a; Bullock et al., 2005). De esta manera, el 

señalamiento de Ca2+ mediado tanto por los IP3Rs como por los RyRs, desempeña un papel 

relevante en el funcionamiento de las células gliales, así como en la comunicación con las neuronas 
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dentro del SN normal o cuando este comienza a tener un funcionamiento patológico (Fields y 

Stevens, 2002; Miller, 2005). 

 

Mediante el desarrollo de nuevas técnicas de microscopía, sistemas de adquisición y análisis de 

imágenes en tiempo real, así como de marcadores fluorescentes que permiten estimar la 

concentración de iones en células vivas (Perea y Araque, 2003; Rudolf et al, 2003), se ha podido 

demostrar que tanto los astrocitos en el SNC, como las células de Schwann perisinápticas en el 

SNP, son células excitables y que su excitabilidad se basa en variaciones de la [Ca2+]i (Hassinger et 

al., 1996; Cornell-Bell et al., 1990; Haydon, 2001; Nedergaard, 1994; Parpura et al., 1994; Araque 

et al., 1999; Newman et al., 1997; Robitaille, 1998; Guthrie et al., 1999; Kast, 2001). Estas 

respuestas en la [Ca2+]i resultan de la actividad coordinada de cascadas de señalamiento 

responsables del movimiento de Ca2+ hacia el interior de la célula mediante canales de Ca2+ 

operados por voltaje o activados por ligandos, así como por los intercambiadores de Na+/Ca2+ o 

mediante la liberación de Ca2+ hacia el citoplasma mediada por los IP3Rs y RyRs localizados en los 

almacenes intracelulares de Ca2+ como lo son el RE/RS (Verkhratsky et al., 1998; Fields y Stevens, 

2002; Cotrina y Nedergaard, 2005). 

 

La excitabilidad astrocitaria en el SNC y de las células de Schwann perisinápticas (CSP) en el SNP, 

se desencadena por actividad sináptica neuronal, lo que demuestra la existencia de una 

comunicación entre las neuronas y este tipo de glía (Perea y Araque, 2003; Auld y Robitaille, 

2003b; Cotrina y Nedergaard, 2005). Las variaciones del Ca2+ en los astrocitos también pueden 

presentarse como oscilaciones espontáneas independientes de la actividad neuronal (ondas de 

Ca2+) que permiten la transmisión de señales entre estas células gliales a largas distancias, 

principalmente llevadas a cabo por el ATP (Perea y Araque, 2003).  

 

Durante el desarrollo del SNC, las células precursoras de oligodendrocitos (CPOs) deben migrar y 

proliferar antes de diferenciarse en células productoras de mielina. Este proceso requiere señales 

tanto de astrocitos como de neuronas, las cuales involucran factores de crecimiento (Barres y Raff, 

1999). Simpson y Russell (1996) han mostrado que la estimulación de los receptores colinérgicos 

muscarínicos en las CPOs, activa cascadas de segundos mensajeros, que en consecuencia 

incrementan la [Ca2+]i. Estos incrementos de Ca2+ intracelular son particularmente interesantes en 

los procesos celulares de las CPOs, donde desempeñan un papel muy importante durante la 

migración y diferenciación ya que son evidencia también de comunicación neuronal y astrocitaria 

(Haak et al., 2000). De manera similar se observa que en los conos de crecimiento axonales 

incrementos en la [Ca2+]i regulan su motilidad (Spitzer et al., 2000; Davenport et al., 1995). 
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En el SCN y en el SNP se ha señalado que tanto los astocitos como las CSP, pueden monitorear y 

modular la actividad eléctrica axonal, mostrando la estrecha asociación y comunicación que existe 

entre este tipo de células gliales y las neuronas o las terminales axonales, la cual es llevada a cabo 

por movilizaciones y variaciones de Ca2+. La dinámica de comunicación entre las células de 

Schwann y los axones ha sido poco explorada, sin embargo los estudios de Lev-Ram y Ellisman 

(1995), muestran que la actividad eléctrica axonal genera movimientos transitorios de Ca2+ en las 

células de Schwann, de manera particular en los nodos de Ranvier. Estos estudios sugieren que las 

células de Schwann presentan elementos de movilización de Ca2+ intracelular, aunque el 

desempeño fisiológico de las señales de Ca2+ mediado por los IP3Rs o los RyRs y el papel funcional 

de la liberación de Ca2+ en los nervios periféricos es aún desconocido.  

 

Nuestros estudios de transcripción inversa acoplada a la reacción en cadena de la polimerasa (RT-

PCR) semicuantitativa, muestran que las tres isoformas de los IP3Rs (IP3R1, IP3R2 e IP3R3) se 

expresan en el nervio ciático en condiciones normales. El IP3R3 es el que presenta los mayores 

niveles de expresión, en comparación con las otras dos isoformas restantes las cuales presentan un 

nivel de expresión similar. Por otra parte, los resultados obtenidos mediante RT-PCR 

semicuantitativa para los RyRs muestran que los genes para las tres isoformas para estos 

receptores (RyR1, RyR2 y RyR3) se expresan en el nervio ciático de la rata en condiciones 

normales. Un dato interesante es que la concentración de templado inicial para poder llevar a cabo 

la reacción de RT-PCR con los RyRs tiene que ser del doble (1 µg) en comparación con los IP3Rs 

(500ng), lo que sugiere que existe una cantidad mucho menor de transcritos de los RyRs. La 

expresión del RyR1 es mayor que la encontrada para los RyR2 y RyR3, en donde ambas isoformas 

tienen un nivel de expresión similar. 

 

Con anticuerpos específicos para cada una de las isoformas de los IP3Rs se llevaron a cabo estudios 

de inmunohistoquímica para determinar la distribución de cada una de las isoformas de los IP3Rs en 

el nervio ciático. Nuestros estudios muestran que las tres isoformas de los IP3Rs tienen diferentes 

patrones de distribución en las células de Schwann y se inmuno-localizán tanto en las CSFM como 

en las CSNFM. Un resultado interesante es que las tres isoformas se localizán en los nodos de 

Ranvier. El IP3R1 se agrupa en los nodos de Ranvier en forma similar al reportado para los canales 

Na+, Nav1.6 (Caldwell et al., 2000). El IP3R2 se encuentra en el citoplasma externo o membrana 

abaxonal de las células de Schwann muy próximas al nodo de Ranvier y en los procesos 

canaliculares; este patrón de expresión es similar al reportado para el canal de potasio, Kv1.5 (Mi et 

al., 1995). El IP3R3 esta presente en la región paranodal, entre el nodo de Ranvier y la región 

yuxtaparanodal. Estos resultados muestran que las tres isoformas tienen una localización diferencial 

en las células de Schwann, sugiriendo que los IP3Rs pueden ser importantes en el mantenimiento 
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de la fina arquitectura molecular de los nodos de Ranvier y posiblemente ser cruciales en la 

modulación de la conducción saltatoria de las CSFM (Ver artículo anexo Martínez-Gómez y 

Dent, 2007). 

 

Con el objetivo de determinar en qué tipo de células de Schwann se expresan los RyRs, se llevaron 

a cabo hibridaciones in situ utilizando sondas específicas para cada una de las tres isoformas. Los 

resultados muestran que los RyRs se localizan tanto en las CSFM como en las CSNFM. En las CSFM 

se encontró la expresión de RNAm de los RyRs en el citoplasma perinuclear, en las incisuras de 

Schmidt-Lanterman, en el citoplasma abaxonal internodal y en el citoplasma abaxonal próximo a los 

nodos de Ranvier. Con la técnica de hibridación in situ-inmunohistoquímica se pudo determinar que 

las tres isoformas se expresan a lo largo del citoplasma en las CSNFM cuando estas se marcaron 

con GFAP, (que es un marcador específico de CSNFM). De esta manera, los resultados muestran 

que los RNAm de los RyRs tienen un patrón de distribución similar, sugiriendo que los RyRs deben 

tener también un papel importante en el mantenimiento de la arquitectura molecular del nervio 

ciático. 

 

Para conocer si se presentaban cambios en los niveles de expresión de los IP3Rs y los RyRs durante 

la degeneración Walleriana llevamos a cabo estudios mediante RT-PCR semicuantitativa. Nuestros 

resultados no muestran cambios significativos en los niveles de expresión de los IP3Rs, tanto en la 

región distal como en la región proximal del nervio lesionado por compresión, al igual que con el 

RyR1. Sin embargo, con el RyR2 en la porción distal y con el RyR3 en la región proximal, se 

presentan discretos cambios a la baja en el nivel de expresión. Estos resultados sugieren que la 

disminución en el nivel de expresión de los RNAm del RyR2 y del RyR3 probablemente estén 

modulando el Ca2+ intracelular evitando la liberación masiva de Ca2+ del RE que produciría efectos 

nocivos en las células de Schwann, ya que se ha mostrado que un incremento intracelular 

desmedido ocasiona una desmielinización vesicular (Smith et al., 1985; Smith y Hall, 1988).  

 

Para conocer si las diferentes isoformas de los IP3Rs presentan cambios de distribución durante la 

degeneración Walleriana, se llevaron a cabo estudios de imunohistoquímica, lesionando el nervio 

ciático de rata por compresión. Una vez ocasionado un daño en un nervio periférico se produce el 

proceso conocido como degeneración Walleriana, en donde la región distal del nervio comienza a 

degradar la mielina y las células de Schwann se desdiferencian y proliferan. Después se lleva a 

cabo el proceso de regeneración en donde los axones de la región proximal extienden proyecciones 

axonales a su sitio blanco en la región distal y estos son remielinizados. Se ha descrito que la 

movilización de Ca2+ intracelular activa procesos sensibles a Ca2+ en las células de Schwann 
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durante el desarrollo, dentro de los que destacan la proliferación celular y la mielinización (Stevens 

y Fields, 2000).  

 

Nuestros resultados mediante inmunohistoquímica muestran cambios en la distribución de los IP3Rs 

durante la degeneración Walleriana. La inmuno-localización de los IP3Rs se extiende a lo largo de 

todo el citoplasma de las células de Schwann “denervadas”. A los 20 días de producida la lesión, las 

proyecciones axonales de la región proximal han invadido la región distal y muchos de los axones 

se encuentran en una etapa de remielización. Durante esta etapa los IP3Rs se localizan a lo largo 

del citoplasma de las células de Schwann “denervadas”, las cuales se encuentran estrechamente 

asociadas con los axones, recubriéndolos y extendiéndose a lo largo de los mismos. En algunos 

caso se ha re-establecido la localización de manera similar a la encontrada en condiciones 

normales.  

 

Por otra parte, el IP3R1 y el IP3R2 se localizan en el núcleo de las células de Schwann “denervadas” 

y el IP3R3 tiene una localización transitoria en el núcleo en el día 15 después de efectuada la lesión. 

Esto sugiere que la movilización mediada por estos receptores de Ca2+ intracelular posiblemente 

participe en la activación de genes. Por otro lado, la presencia de los IP3Rs en el núcleo de las 

células de Schwann maduras y “denervadas” sugiere que el núcleo de estas células tienen retículo 

nucleoplasmático el cual tiene la capacidad de regular el señalamiento de Ca2+ en regiones 

subcelulares específicas (Echevarria et al., 2003).  

 

En la porción proximal de los nervios ciáticos lesionados por compresión, nuestros resultados 

muestran que la localización de los IP3Rs tienen un patrón de distribución semejante al encontrado 

en condiciones normales. 
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CAPÍTULO 2 

ANTECEDENTES 

 

2.1 EL SISTEMA NERVIOSO 

El sistema nervioso (SN) recibe una abundante información del medio que le rodea y de sí mismo; 

de toda esa información, extrae lo esencial, almacena y emite un comando a los músculos o 

glándulas para dar una respuesta apropiada. En muchas ocasiones las respuestas suceden en 

milisegundos, como un reflejo o una respuesta automática. La principal tarea del SN es asegurar 

que un organismo se adapte de manera adecuada al medio ambiente (Brodal, 1992). Por esto el 

sistema nervioso es el conjunto de estructuras funcionalmente especializadas mediante las cuales el 

organismo procesa y responde adecuadamente a los estímulos que recibe, tanto del medio externo 

como del medio interno. De dicha adecuación depende la posibilidad de adaptación al ambiente y 

por lo tanto de supervivencia (Kandel et al., 2000). 

 

Las neuronas y células gliales o neuroglía conforman el SN. Las neuronas son responsables de 

funciones únicas y se caracterizan por la capacidad de responder a estímulos mediante impulsos 

nerviosos. De esta manera, las neuronas se encargan de decodificar información compleja y 

conceptual en señales eléctricas. El significado que envuelve esas señales depende en gran medida 

de las interconexiones específicas de las neuronas. Las señales consisten en cambios del potencial 

de membrana producidos por corrientes eléctricas que fluyen a través de receptores iónicos en la 

membrana plasmática de la neurona (Kandel et al., 2000). 

 

Anatómicamente el SN se divide en sistema nervioso central (SNC), el cual comprende el cerebro y 

la médula espinal, y el sistema nervioso periférico (SNP), el cual conecta al SNC con los diferentes 

receptores y efectores que tiene el cuerpo. Tanto el SNC como el SNP pueden ser subdivididos en 

partes que se ocupan de manera primaria con la regulación de órganos y fluidos internos y partes 

que sirven para la adaptación al medio externo. El primero es denominado sistema nervioso 

autónomo o visceral y el segundo sistema nervioso somático (Lodish et al., 2004). 

 

2.2 LA NEURONA 

La neurona es la pieza fundamental del sistema nervioso, especializada para la rápida conducción 

de señales a largas distancias de una manera precisa. Una neurona típica tiene cuatro regiones 

morfológicamente definidas (Fig. 1): el cuerpo celular (el cual consiste del núcleo y el pericarion), 

las dendritas, el axón y la terminal sináptica; cada una de estas regiones tiene una función distinta 

en la generación de señales. El cuerpo celular es el centro metabólico de la neurona y de este se 

extienden dos procesos celulares denominados dendritas y axón. Típicamente una neurona tiene 
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varias dendritas, las cuales se ramifican de manera similar a las ramas de un árbol. Las dendritas 

tienen la función de recibir las señales de otras neuronas (Kandel et al., 2000; Kuffler et al., 2001).  

 

El axón es un proceso tubular con un diámetro que varía entre 0.2 y 20 µm que se puede extender 

hasta más de un 1 m. El axón es la unidad de conducción de la neurona y es capaz de llevar 

información a grandes distancias propagando potenciales de acción. Los axones pueden ser 

envueltos por una vaina de mielina compuesta principalmente por lípidos y proteínas, la cual es 

esencial para una conducción rápida del potencial de acción. La vaina de mielina se forma por 

células gliales especializadas. Esta membrana multilaminar extremadamente compacta de mielina 

no es continua y presenta interrupciones en intervalos regulares, estas interrupciones son 

denominadas nodos de Ranvier, denominadas así en honor al neuroanatomista Louis Antoine 

Ranvier, quien fue el primero en describirlas al final del siglo XIX. Por último, el axón en su parte 

final extiende finas ramificaciones que conforman la terminal sináptica, la cual es una región de la 

neurona en la que se localizan los elementos para la transmisión del impulso nervioso (Kandel et 

al., 2000; Kuffler et al., 2001). 

 

Una neurona transmite su información sobre las dendritas y cuerpo celular de otra neurona, el 

punto de contacto es conocido como sinapsis. La neurona que envía la información es denominada 

neurona presináptica y la célula que recibe dicha información es la neurona postsináptica. El 

espacio que separa a la neurona presináptica de la postsináptica es conocido como hendidura 

sináptica. Existen dos tipos de sinapsis: eléctricas y químicas, distinguiéndose por su morfología y 

mecanismo de funcionamiento. La sinapsis representa la principal forma de comunicación en el SN 

(Kandel et al., 2000).  

 

 

Figura 1. Esquema de una neurona típica de un vertebrado. Se ilustran las principales características, regiones y puntos 

de contacto con otras neuronas (esquema modificado de Kandel et al., 2000). 
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El mecanismo para la rápida conducción nerviosa a lo largo de los axones mielinizados involucra la 

presencia de agrupaciones de canales de Na+ y K+ acoplados a voltaje en los nodos de Ranvier. Los 

nodos se encuentran separados por la mielina, la cual es sintetizada por las CSFM en el SNP y por 

los oligodendrocitos en el SNC. La mielina aisla al axón, incrementa la resistencia y disminuye la 

capacitancia de las membranas axonales, dando como resultado la conducción saltatoria de nodo a 

nodo (Trapp y Kidd, 2000). Para producir la misma conductancia sin la mielina, los diámetros de los 

axones tendrían que incrementarse 15,000 veces (Salzer, 1997). Durante el potencial de acción, la 

membrana axonal en primer lugar se hace permeable a los iones Na+, lo cual permite una entrada 

rápida e importante de Na+ despolarizando la membrana. Enseguida se produce una disminución a 

la permeabilidad al Na+, que continúa con un flujo de salida de K+, que repolariza la membrana y 

restablece el potencial de reposo (Kandel et al., 2000).  

 

2.3 LA NEUROGLÍA 

Las células no neuronales que forman parte del SN, son denominadas neuroglía o glía, termino 

acuñado por Rudolph Virchow en 1856 (Kettenmann y Ransom, 2005). Históricamente las células 

gliales fueron vistas como un tipo de tejido conectivo en el SNC cuya principal función era la de 

proporcionar soporte a las neuronas. Esta conceptualización sobre la glía se mantuvo sin 

cuestionamiento durante la mayor parte del siglo pasado, en parte debido a que carecen de las 

propiedades de la membrana plasmática de las neuronas, ya que no pueden disparar potenciales 

de acción. Las células gliales habían sido poco estudiadas en la comunicación y el procesamiento de 

información en el SN. Tradicionalmente se considerara que las células gliales únicamente tenían un 

papel como espectadores pasivos en el funcionamiento del SN, es decir, como asistentes de soporte 

estructural, trófico y metabólico de las neuronas (Rouach y Giaume, 2001; Fields y Stevens-

Graham, 2002; Volterra y Meldolesi, 2005a). Sin embargo, las células gliales no son un tejido 

conectivo y tampoco un mero soporte para las neuronas. Ahora se conoce que son células que 

mantienen un estrecho funcionamiento con las neuronas y se encuentran involucradas en muchas 

de las acciones que lleva a cabo el cerebro, así como en su patología (Kast, 2001; Bullock et al., 

2005; Miller, 2005). 

 

En los últimos 15 años numerosos estudios han implicado a las células gliales en diferentes 

procesos requeridos para el funcionamiento adecuado del sistema nervioso. En el SNC del total de 

las células que lo conforman las células gliales representan aproximadamente el 80-90% (Rao et 

al., 1998). En el SNP esta proporción es desconocida, sin embargo, algunas estimaciones sugieren 

que un axón de 1m de largo puede tener asociadas alrededor de 100, 000 células de Schwann que 

forman mielina (Mathey y Armati, 2007). Por otra parte, durante el desarrollo del SN, se ha 
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observado que las células gliales se encuentran implicadas en la proliferación, migración y 

diferenciación de precursores neuronales, así como en la sinaptogénesis y la mielinización. En el SN 

adulto las células gliales pueden controlar la intensidad o fuerza de la actividad sináptica y pueden 

participar en el procesamiento de la información al coordinar la actividad entre grupos de neuronas. 

De manera inversa las neuronas también pueden regular un amplio rango de actividades gliales 

como son la proliferación, diferenciación y mielinización (Ullian et al., 2004; Pfrieger y Barres, 1997; 

Fields y Stevens-Graham, 2002; Auld y Robitaille, 2003b, Bullock et al., 2005; Ullian et al., 2001; 

Hansson y Rönnbäck, 2003; Lin y Bergles, 2004; Jessen, 2004). 

 

Existen dos principales clases de células gliales en el SN de los vertebrados: la macroglía que 

durante el desarrollo embrionario se origina a partir de células precursoras del ectodermo y que 

comprende en el SNC a los oligodendrocitos y a los astrocitos, y en el SNP a las células de Schwann 

que forman mielina (CSFM) y las células de Schwann que no forman mielina (CSNFM). La segunda 

clase es denominada microglía, y procede embrionariamente de células precursoras de monocitos 

de la médula espinal, las cuales también forman parte del SNC (Doetsch, 2003). 

 

Los oligodendrocitos y las CSFM son las células que mielinizan al axón envolviéndolo mediante una 

vaina de mielina. La mielina está presente a través de todo el SN concentrada en áreas compuestas 

principalmente por los axones de las neuronas, como son la materia blanca en el cerebro, la 

médula espinal y los nervios periféricos (Norton y Cammer, 1984). La materia blanca de un cerebro 

de mamífero contiene cerca del 50 al 60% de mielina sobre la base de su peso seco (Norton y 

Autilio, 1966), mientras que los nervios periféricos mielinizados son todavía más ricos en mielina. 

Se calcula que la mielina de las raíces intradurales de buey puede llegar a ser de un 75% del peso 

seco (O’Brien, et al. 1967). 

 

2.4 FORMACIÓN DE LOS NERVIOS PERIFÉRICOS 

Los nervios periféricos se forman en fascículos de fibras neuronales envueltas en tejido conjuntivo 

compuesto principalmente de colágena. La cubierta del nervio tiene tres componentes. La parte 

más exterior es el epineuro, la cual está formada por tejido conectivo condensado que contiene 

grandes cantidades de fibras de colágena. El epineuro se encuentra fuera del tubo celular conocido 

como perineuro. La pared del perineuro consiste de varias capas de células aplanadas cubiertas por 

lámina basal que forman uniones sumamente estrechas e impermeables unas con otras. Dentro del 

perineuro las unidades celulares axón-célula de Schwan se encuentran embebidas en la matriz rica 

de colágena conocida como el endoneuro (Jessen y Mirsky, 1999; Jessen y Mirsky, 2005a). 
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Durante el desarrollo del nervio ciático, los precursores de las células de Schwann (PrS) carecen de 

lámina basal en etapas muy tempranas y se entrelazan con los fascículos de axones extendiendo 

procesos celulares entre los paquetes de axones. Además, estas células se encuentran al margen 

de lo que eventualmente se convertirá en un nervio o el fascículo nervioso y se orientan hacia el 

mesénquima con la membrana abaxonal. Conforme el desarrollo prosigue, los PrS comienzan a 

formar lámina basal, a proliferar y colectivamente a envainar fascículos de axones formando lo que 

Webster (1971) denominó familias de células de Schwann. A partir del nacimiento del organismo 

comienza la milenilización (Jessen y Mirsky, 2005a). En la etapa embrionaria cuando los PrS se 

diferencian en células de Schwann inmaduras, es cuando estas células se caracterizan por la 

capacidad de poder sobrevivir de manera independiente de los axones (cuando son colocadas en 

cultivos) mediante señales autócrinas (Jessen y Mirsky, 1998). 

 

2.5 LAS CÉLULAS DE SCHWANN 

Fenotípicamente se han distinguido 2 tipos de células de Schwann, las células de Schwann que 

forman mielina (CSFM) y las células de Schwann que no forman mielina (CSNFM). En un corte 

transversal de un nervio periférico mixto como es el nervio sural de humano, el número de CSNFM 

es 3 ó 4 veces mayor que el de CSFM, es decir que el nervio contiene aproximadamente 8,000 

fibras mielinizadas por mm2, mientras que el número de axones no mielinizados es 

aproximadamente de 30,000 por mm2 (Mathey y Armati, 2007). Estos dos tipos de células de 

Schwann tienen diferencias morfológicas, moleculares y estructurales ya que cada una de ellas 

expresa proteínas que las caracteriza (Mirsky y Jessen, 1990). Los nervios embrionarios son 

columnas compactas construidas y formadas exclusivamente por axones y los PrS. Estas columnas 

no tienen durante esta etapa tejido conectivo de reforzamiento o de protección, ni presentan vasos 

sanguíneos. Esas características surgen posteriormente cuando los nervios llegan a sus tejidos 

blanco (Jessen y Mirsky, 2005a). 

 

El desarrollo del linaje de las células de Schwann envuelve tres transiciones; el primero es como PrS 

a partir de células de la cresta neural. Posteriormente estos precursores originan las células de 

Schwann inmaduras, las cuales durante el periodo postnatal se diferencian en CSFM y CSNFM 

(células de Schwann maduras) (Fig. 2). El desarrollo de estas células depende críticamente de 

señales asociadas al axón. Se ha observado que existe una estrecha relación entre el diámetro 

axonal y la mielinización. La mielinización sólo ocurre en células de Schwann que tienen la 

oportunidad de envolver axones de diámetro “grande” (mayor a 2 µm), las células de Schwann que 

envuelven axones de diámetro pequeño (menores a 2 µm) progresan hacia el fenotipo de las 

CSNFM (Jessen y Mirsky, 1998).  
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Figura 2. El linaje de las células de Schwann en rata y ratón. Las células de la cresta neural generan a los PrS, los cuales a 

su vez inducen la formación de células Schwann inmaduras antes del nacimiento; este paso parece ser irreversible. Después 

del nacimiento las células de Schwann inmaduras forman a las CSFM y CSNFM. Esta diferenciación depende de señales 

asociadas al axón y es reversible (indicado por las flechas con doble punta) (ilustración modificada de Jessen y Mirsky, 

2005a). 

 

La manera de poder distinguir el linaje de las células de Schwann se establece a partir de diferentes 

marcadores y factores moleculares. Hay tres principales sistemas implicados en el establecimiento 

del linaje de las células de Schwann a partir de la cresta neural: el señalamiento a través de 

Delta/Notch, mediante Neuroregulina-1 (Nrg-1) y a través del factor de trascripción Sox-10 (Jessen 

y Mirsky, 2005b). Los PrS no sobreviven en cultivo cuando son desprovistos del contacto axonal, 

mientras que las células de Schwann inmaduras tienen la capacidad de sobrevivir de manera 

independiente a los axones mediante mecanismos de señalización autócrina (Jessen y Mirsky, 

2002; Martini, 2005). Esto representa una diferencia fundamental entre las células de Schwann 

inmaduras y sus precursores, las cuales son completamente dependientes de señalamiento 

mediado por Ngrs axonales para sobrevivir. Se han identificado componentes del señalamiento 

autócrino de las células de Schwann, entre estos se encuentran el factor de crecimiento similar a la 

insulina (IGF-2), el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), neurotrofina 3 (NT3) y el 

factor inhibitorio de leucemia (LIF). Por otra parte, la laminina actúa junto con estos componentes 

como un promotor de la sobreviviencia (Jessen y Mirsky, 2005b). 

 

En el proceso de diferenciación de las células de Schwann inmaduras las señales del axón brindan 

el estímulo necesario para que estos sean mielinizados. La naturaleza de estas señales es 

desconocida, pero se ha sugerido que depende del calibre del axón (Voyvodic, 1989), o que es el 

reflejo de las diferencias bioquímicas entre los diferentes tipos de axones (Salzer, 1995). Estudios 

recientes muestran que la neuroregulina-1 tipo III (Nrg-1 tipo III) es necesaria para la mielinización 
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en el SNP y diferencia a las células de Schwann inmaduras en células mielinizantes (Nave y 

Schwab, 2005).  

 

2.5.1 ANATOMÍA DE LAS CÉLULAS DE SCHWANN QUE FORMAN MIELINA 

La estructura de los axones mielinizados se esquematiza en la figura 3. Las CSFM mielinizan al axón 

envolviéndolo mediante una vaina de mielina, formando de esta manera regiones internodales 

separadas por los nodos de Ranvier. Para mostrar la estructura trapezoidal de una CSFM, uno de 

los internodos se ha sido desenvuelto. La superficie que establece contacto con la lámina basal se 

denominada abaxonal (basal), mientras que la superficie que establece contacto con el axón es 

llamada adaxonal (apical). En el axón recubierto por las CSFM o por los oligodendrocitos, la vaina 

de mielina se hace más delgada conforme se aproxima a la región nodal; de esta manera los 

bordes adaxonales quedan ligeramente distantes del nodo de Ranvier, mientras que los bordes 

abaxonales forman asas más próximas a la región nodal (Fig. 3). Las asas formadas por las células 

se encuentran estrechamente unidas y forman contactos con la membrana axonal, esta región se 

conoce como paranodo. La región anterior a la paranodal se llama yuxtaparanodal (Scherer, 1999; 

Scherer y Arroyo, 2002; Trapp y Kidd, 2000; Arroyo et al., 2002; Salzer, 2003; Corfas et al., 2004).  

 

 

Figura 3. Esquema de un axón mielinizado, de los nodos de Ranvier, así como la asociación de la célula glial con el axón. 

Modelo de una célula de Schwann desenvuelta o extendida mostrando su estructura trapezoidal y todas las regiones 
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altamente especializadas que forman esta unión axo-glial, en la cual se pueden observar las zonas de mielina compacta y no 

compacta, las incisuras de Schmidt-Lanterman, las regiones yuxtaparanodales, paranodales y nodales, así como los 

diferentes tipos de uniones que se establecen entre las células mielinizantes con el axón. Las uniones adherentes se 

representan mediante círculos azules, las uniones comunicantes mediante pequeños círculos anaranjados y las uniones 

estrechas como líneas en color verde (esquema modificado de Scherer y Arroyo, 2002). 

 

La vaina de mielina puede dividirse en dos dominios, el de mielina compacta y el de mielina no 

compacta, en esta última se localiza el núcleo (en el caso de las CSFM), los paranodos y las 

incisuras de Schmidt-Lanterman (que son las interrupciones con forma de copa presentes en la 

mielina compacta (Fig. 3). De esta manera, las membranas plasmáticas de la región nodal y 

paranodal son sitios de alta especialización, debido a su particular adhesión celular, pero también 

son centros de señalamiento celular. Las asas paranodales se adhieren estrechamente al axón a 

través de una continua espiral formando una unión axo-glial, que es muy similar a las uniones 

septadas de los invertebrados (Scherer y Arroyo, 2002; Trapp y Kidd, 2000; Salzer, 2003; Corfas et 

al., 2004). 

 

2.5.2 ESTRUCTURA DE LOS NODOS DE RANVIER 

Las vainas de mielina son una adaptación fundamental de los vertebrados, en donde los axones 

mielinizados tanto del SNC como del SNP están cubiertos casi en su totalidad por la vaina de 

mielina, exceptuando los nodos de Ranvier que son pequeños espacios (aproximadamente de 1 

µm) relativamente expuestos al medio extracelular (Scherer, 1999). En el SNC, los oligodendrocitos 

mielinizan múltiples axones formando numerosos segmentos de mielina, mientras que las CSFM 

solo envuelven un axón generando un sólo segmento de mielina. Otra diferencia importante entre 

la mielina del SNC y el SNP, consiste en la presencia de lámina basal asociada con el exterior de la 

célula de Schwann mientras que los oligodendrocitos no son recubiertos por lámina basal. En el 

SNP la lámina basal tiene un desempeño crítico en la formación de la mielina (Bunge et al., 1986). 

De esta manera, en el SNP los nodos de Ranvier se mantienen en contacto con finos procesos de 

las CSFM conocidos como microvellosidades además de ser cubiertos por la lámina basal (Fig. 4 1A) 

(Jessen y Mirsky, 1999), mientras que en el SNC los nodos de Ranvier se encuentran expuestos al 

medio extracelular o están cubiertos por procesos astrocíticos, recientemente denominados 

“sinantocitos” (Fig. 4 1B) (Black et al., 1995; Poliak y Peles et al., 2003).  

 

La organización de la unión del axón con las CSFM o los oligodredrocitos es muy peculiar formando 

un complejo nodal que muestra una alta especialización. La arquitectura molecular de los nodos de 

Ranvier en el SNC y el SNP es muy similar, siendo las diferencias anatómicas las principales (Fig. 4 

2). En la región axonal yuxtaparanodal se localizan agrupaciones de canales rectificadores tardíos 

de K+; Kv1.1, Kv1.2 y Kvβ2 (Arroyo et al., 1999; Scherer y Arrollo, 2002; Hildebrand et al., 1994; 
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Kocsis et al., 1983), los cuales estabilizan la conducción y ayudan a mantener el potencial de 

acción. Además estos canales co-localizan y crean un complejo con la proteína de adhesión Caspr-2 

(proteína asociada a contactina) perteneciente a la superfamilia de las neurexinas. En la membrana 

adaxonal de las CSFM se localiza TAG-1 (glicoproteína axonal transitoria 1), que es una molécula de 

adhesión celular anclada a GPI (glicofosfatidil inositol) relacionada con contactina y conexina 29 

(Cx29) (Corfas et al., 2004). En el axón Caspr-2 forma un complejo-cis con TAG-1 presente en la 

membrana adaxonal de la célula de Schwann. En ausencia de Caspr-2 y TAG-1, el andamio que 

mantiene a los canales de K+ dentro de la posición correcta en la región yuxtaparanodal se pierde y 

los canales de K+ se distribuyen a lo largo del internodo (Corfas et al., 2004). Por otra parte, Caspr-

2 tiene dominios intracelulares PDZ, al igual que los canales Kv1.1 y Kv1.2, por lo que es probable 

que sean formados complejos mediados por una proteína que tiene múltiples sitios de unión a 

dominios PDZ (Scherer y Arrollo, 2002). Caspr-2 tiene un sitio de unión intracelular a la proteína 

Banda 4.1 (B4.1), y esta proteína se localiza en esta región (Ohara et al., 2000; Parra et al., 2000; 

Salzer, 2003). 

 

La región paranodal (Fig. 4 2), se encuentra constituida por las uniones paranodales o también 

conocidas como uniones septadas (nombradas así por la similitud a las encontradas en los 

insectos). Estas uniones son formadas por el axón y la terminación de la CSFM, la cual establece 

asas citoplasmáticas que rodean al axolema, esta región se encuentra inmediata al nodo de 

Ranvier. Se ha propuesto que las uniones paranodales establecen un ensamblaje firme entre la 

vaina de mielina y el axón, para separar la actividad eléctrica que se lleva a cabo en el nodo de 

Ranvier de la región internodal la cual se encuentra envuelta por mielina compacta. De esta manera 

la región paranodal sirve como frontera que limita la difusión lateral de iones y pequeñas moléculas 

(Corfas et al., 2004). El axolema de los paranodos expresa el complejo formado por la unión de las 

moléculas de adhesión Caspr y contactina (Peles et al., 1997; Einheber et al., 1997), este complejo 

es anclado al citoesqueleto axonal mediante la proteína 4.1B. La membrana glial de la unión 

paranodal expresa neurofasina 155 (NF-155) de manera específica (Tait et al., 2000). NF-155 se 

une directamente a contactina, aunque se desconoce con qué región del complejo Caspr/contactina 

interactúa (Peles et al., 1997, Trapp y Kidd, 2000). 

 

El nodo de Ranvier (Fig. 4 2) se caracteriza por tener una alta densidad de canales de Na+ 

dependientes de voltaje (~1200/µm2), los cuales son esenciales para la generación del potencial de 

acción. El canal Nav1.6, parece ser el que tiene una mayor expresión en los nodos (Caldwell et al., 

2000), aunque también se ha reportado la expresión de los canales Nav1.2, Nav1.8 y Nav1.9 en los 

nodos de Ranvier (Boiko et al., 2001; Kaplan et al., 2001). Los canales de Na+ co-localizan con los 

canales de potasio, KCNQ2 (Kv7.2) (Devaux et al., 2004) y muchas otras proteínas 
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transmembranales y del citoesqueleto. Entre estas proteínas se encuentran los intercambiadores de 

Na+-K+ dependientes de ATP, los cuales mantienen el equilibrio iónico de la membrana nodal 

(Scherer, 1999). También se han localizado las moléculas de la superfamilia Ig (Ig-CAMs) NrCAM y 

neurofascina 186 (NF-186) (Davis et al., 1996), las proteínas adaptadoras de membrana 

plasmática-citoesqueleto AnkirinaG (AnkG) (Kordeli et al., 1995) y la proteína de unión a actina, 

espectrina βIV (Berghs et al., 2000). Las isoformas de 480 y 270 kDa de AnkG unen proteínas 

integrales de la membrana plasmática a espectrina y esta última se une con el citoesqueleto de 

actina, formando un complejo con los canales de Na+ (Lambert et al., 1997), los canales de K+ 

KCNQ2, NF-186 y NrCAM. La interacción entre la AnkG y espectrina puede proporcionar un fuerte 

anclaje de las agrupaciones de canales de Na+ e Ig-CAMs al citoesqueleto. (Scherer y Arrollo, 2002; 

Salzer, 2003; Corfas et al., 2004). El contacto axo-glial en los nodos puede ser llevado a cabo por 

NrCAM y NF186 o por la subunidad β de los canales de Na+. 

 

En el SNP, el axolema nodal está expuesto al contacto de microvellosidades que se desprenden de 

las CSFM. Las proteínas ERM (ezrina, radixina y moesina) (Melendez-Vazquez et al., 2001; Scherer 

et al., 2001), así como la proteína que une ezrina EBP50 (Gatto et al., 2003), la GTPasa Rho-A, 

(Melendez-Vazquez et al., 2004), sindecanos (Goutebroze et al., 2003), distroglicanos (Saito et al., 

2003) y gliomedina (Eshed et al., 2005) se distribuyen en las microvellosidades. Se ha sugerido que 

las proteínas ERM se unen a los filamentos de actina mediante su dominio C-terminal y se pueden 

asociar a diferentes proteínas integrales de la membrana mediante su dominio N-terminal (Scherer 

y Arroyo, 2002). Es probable que las proteínas ERM se unan a las moléculas de adhesión celular de 

las microvellosidades y que estas a su vez interactúen con moléculas del axolema nodal 

estabilizando el complejo de ensamblaje del nodo de Ranvier (Martini, 2005).  

 

Los nodos de Ranvier se sitúan a intervalos regulares dependiendo del diámetro del axón, a una 

longitud aproximadamente de 100 veces el diámetro del axón, teniendo intervalos de 150 µm a 2.0 

mm y actúan como propagadores del impulso nervioso. La importancia fisiológica de este arreglo 

radica en la entrada de Na+ en la región nodal que despolariza la membrana axonal, mientras que 

en la región yuxtaparanodal, se ha sugerido que los canales de K+ permiten la salida de este ión, 

con lo que se restablece el potencial de membrana después de un potencial de acción (Trapp y 

Kidd, 2000; Fields y Stevens-Graham, 2002). Las características de las corrientes iónicas de K+ en 

los nodos de Ranvier de mamífero son distintas a las presentadas en axones gigantes de calamar y 

axones mielinizados de anfibio (Horackova et al., 1968; Chiu et al., 1979). 

 

 

  



Alejandro Martínez Gómez 
 

 

Figura 4. (1) Microfotografías electrónicas del nodo de Ranvier en el SNP (A) y en el SNC (B). (A) Microfotografía 

electrónica de un nodo de Ranvier del nervio ciático de rata, (M1 y M2) son dos CSFM, (N) es la región nodal. (*) 

microvellosidades. Las asas paranodales (flechas) se encuentran en estrecho contacto con la membrana axonal. (P) Región 

paranodal. (Ax) Axón. (C) Fibras de colágena que se encuentran en el espacio extracelular formando parte de la lámina 

basal. La barra de escala es de 0.4 µM (imagen modificada de Jessen y Mirsky, 1999). (B) Microfotografía electrónica 

mediante la técnica de fractura por congelamiento, que muestra un axón mielinizado del nervio óptico de la rata (pN, rostro 

protoplasmático de la membrana axonal en el nodo de Ranvier; ePN, rostro del compartimiento extracelular de un 

oligodendrocito (x85,000). Un astrocito perinodal (eA), el cual despliega su rostro extracelular a través del neuropilo para 

contactar en el nodo de Ranvier, los arreglos ortogonales que son característicos de membranas astrocitarias, se observan 

dentro de los círculos. Los asteriscos, muestran el espacio extracelular, no hay presencia de lámina basal en el SNP (imagen 

modificada de Black et al., 1995). (2) Modelo de la estructura molecular del complejo nodal y las diferentes interacciones 

que se llevan a cabo en esta región, entre las CSFM y el axón (PNL, asas paranodales; Mv, microvellosidades) y los 

oligodendrocitos y el axón cubierto por un proceso astrocítico denominado “sinantocito” (dibujo modificado de Corfas et al., 

2004). 

 

2.6 LA DEGENERACIÓN WALLERIANA 

En 1850 Augusto Waller describió la desintegración de los nervios glosofaríngeo e hipogloso de 

rana después de producir una axotomía, la descripción que Waller realizó de esta lesión es aplicable 

a todas las lesiones nerviosas que interrumpen la integridad del axón. De esta manera el proceso 

que ahora nosotros llamamos degeneración Walleriana puede ser ocasionado por lesiones 

inflamatorias o autoinmunes del axón, así como por cortes o lesiones por compresión del axón (Fig. 

5) (Waller, 1850; Stoll et al., 2002). 
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Los nervios periféricos mantienen estables sus conexiones con sus células blanco a través de la vida 

de un animal bajo condiciones normales. Sin embargo, mucho del comportamiento celular 

relacionado con el crecimiento persiste en neuronas maduras, ya que pueden continuamente 

remodelar sus conexiones produciendo y transportando moléculas necesarias para el crecimiento 

del nervio. Cuando se produce daño en los nervios periféricos se inicia el proceso de degeneración 

Walleriana, y a los paquetes de axones que mantienen contacto con el cuerpo neuronal y que 

sobreviven a la lesión se denomina región proximal, mientras que el paquete de axones que pierde 

contacto con los cuerpos neuronales, se denomina región distal. En esta región, los axones y la 

vaina de mielina se fragmentan generando elipsoides u ovoides. Estos restos celulares son 

removidos por las células de Schwann y por los macrófagos invasores (Fawcett y Keynes, 1990). 

 

La región proximal cercana al sitio de la lesión, muestra signos de degeneración, la cual esta 

asociada con la entrada de Ca2+ del espacio extracelular (Mata et al., 1986; Bisby, 1995) y la 

activación de proteasas activadas por Ca2+ (Schlaepfer y Micko, 1979; Bisby, 1995). La interrupción 

axonal se extiende de manera variable en la región proximal, aproximadamente 2 mm a partir del 

sitio de la lesión (Ramón y Cajal, 1928), usualmente en el primer o segundo nodo de Ranvier. Es 

probable que de acuerdo con lo considerablemente estrecho del axón en los nodos de Ranvier se 

restrinja la difusión de iones de Ca2+ que dañan al axón; sin embargo, las regiones paranodales de 

las células de Schwann pueden ser sitio de salida de Ca2+ el cual puede invadir el sitio de la lesión y 

ocasionar daño a los axones (Mata et al., 1987; Bisby, 1995). Por otra parte, la entrada de iones 

Ca2+ al sitio de la lesión es importante para resellar la membrana dañada, un proceso que requiere 

de la activación de proteasas similares a calpaina producida por la elevación en la [Ca2+]i del axón, 

la cual remodela y desensambla las conexiones entre la membrana plasmática y el citoesqueleto. 

Se sugiere que las proteínas como espectrina/fordina y AnkG que forman la unión entre estas 

estructuras celulares, se rompen permitiendo la movilidad y reorganización del axolema (Xie y 

Barrett, 1991; Bisby, 1995). 

 

Después de una lesión en un nervio periférico, las células de Schwann “maduras” se desdiferencian 

generando un fenotipo similar al encontrado durante el desarrollo (células de Schwann inmaduras), 

este fenotipo celular es denominado células de Schwann “denervadas”, ya que son privadas del 

contacto axonal. Posteriormente durante los primeros días de la degeneración Walleriana, las 

células de Schwann “denervadas” y los macrófagos desempeñan el principal papel en la 

degradación y fagocitosis de restos celulares producidos por el trauma, principalmente mielina y 

restos axonales (Fernandez-Valle et al, 1995). Inmediatamente después de una lesión, los 

macrófagos son reclutados en el sitio de la lesión así como las células T, estas células se extienden 
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a todo el muñón distal. Los macrófagos realizan una rápida limpieza de los restos de mielina, la cual 

aparentemente contiene inhibidores del crecimiento de neuritas, como la glicoproteína asociada a la 

mielina (MAG) y de esta manera facilitan la regeneración nerviosa (Stoll et al., 2002), también la 

entrada de los macrófagos al sitio de la lesión estimula a las células de Schwann para que 

proliferen al liberar en el lugar del trauma citocinas como: interlucina (IL)-1β, IL-6, IL-10, el factor 

de necrosis tumoral-α (TNF-α), el factor de crecimiento trasformante-β (TGF-β) y el interferón 

(IFN-γ) (Avellino et al., 1995; Fawcett y Keynes,1990; Fernandez-Valle et al., 1995; Pellegrino y 

Spencer, 1985; Podhajsky y Myers, 1993; Stoll et al., 1989).  

 

La respuesta inmediata de las células de Schwann maduras a un daño axonal en la región distal 

consiste en desdiferenciarse y por otro lado las CSFM regulan a la baja la síntesis de proteínas de 

mielina, incluyendo la proteína P0, la proteína básica de la mielina (MBP), proteína de mielina 

periférica de 22 kDa (PMP22) y la MAG (LeBlanc y Poduslo, 1990; Scherer y Salzer, 1996; Jessen y 

Mirsky, 1991; Stewart et al., 1996; Olawale et al., 2005). También las CSFM comienzan a 

fragmentar su propia mielina en elipsoides y a fagocitar desechos de mielina. En los días siguientes, 

los elipsoides de mielina desaparecen a mediada que son fagocitados por los macrófagos que 

invaden el nervio en regeneración. Los cambios de expresión en proteínas y glicolípidos son 

probablemente adaptativos, ya que el fenotipo de las células de Schwann “denervadas” no necesita 

expresar genes relacionados con la mielina, mientras que las moléculas de adhesión molecular que 

este tipo de células expresa [la molécula de adhesión celular neuronal (NCAM), la molécula de 

adhesión celular L1, el receptor del factor de crecimiento neuronal (NGFR), la proteína ácida glial 

fibrilar (GFAP) (Fu y Gordon, 1997), promueven la regeneración axonal (Scherer y Salzer, 1996). 

 

En la lesión por compresión, la lámina basal que rodea cada célula de Schwann permanece intacta, 

de esta manera las células de Schwann continúan siendo cubiertas por su lámina basal (Fig. 5 A). 

Las células de Schwann “denervadas” en la región distal se vuelven mitogénicas, con un pico de 

proliferación entre el tercer y quinto día post-axotomía. Esta actividad mitótica resulta en la 

formación de cordones de células de Schwann, que reciben el nombre de bandas de Büngner (Fig. 

5 B). De esta forma, mientras los axones y las capas de mielina se degradan durante la 

degeneración Walleriana, las células de Schwann “denervadas” y su lámina basal persisten (Scherer 

y Salzer, 1996).  

 

Los axones mielinizados de la región proximal se regeneran al establecer contacto con las células 

de Schwann “denervadas” presentes en las bandas de Büngner, posteriormente cuando comienza 

la re-mielinización las células de Schwann “denervadas” envuelven a los axones y comienzan a 

sintetizar mielina. Sin embargo, en los nervios regenerados, la distancia internodal nunca logra ser 
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como en los nervios normales, también hay persistencia de vainas de mielina más delgadas de lo 

habitual, sugiriendo que las velocidades del potencial de acción son más lentas en los nervios 

regenerados (Fawcett y Keynes, 1990; Scherer y Salzer, 1996). Las extensiones axonales no 

mielinizadas de la región proximal regeneran en contacto con las células de Schwann “denervadas” 

de las bandas de Büngner, frecuentemente en paquetes de axones asociados con células de 

Schwann, posteriormente cada axón de diámetro “pequeño” es envuelto por procesos de las células 

de Schwann “denervadas” las cuales se re-diferenciarán en células de Schwann que no forman 

mielina, mientras que los axones de diámetro “grande” serán cubiertos por CSFM. Las señales 

axonales determinan cuáles axones deben ser mielinizados, sin importar si las células de Schwann 

estuvieron originalmente relacionadas con axones mielinizados o no (Fawcett y Keynes, 1990). 

 

 

Figura 5. Cambios en el nervio periférico durante la degeneración Walleriana. Cada panel del esquema muestra una 

neurona, su axón y las células de Schwann asociadas. (A) un axón mielinizado no lesionado. Las células de Schwann que 

forman mielina están recubiertas por la lámina basal, la cual también protege al nodo de Ranvier. (B) Unos pocos días 

después de haber sido lesionado el nervio, el axón y su vaina de mielina degeneran en el extremo distal del sitio de la lesión. 

Los macrófagos invaden el extremo distal del nervio, penetran la lámina basal y fagocitan la mielina en degeneración. Las 

células de Schwann “denervadas” comienzan a proliferar. (C) En el extremo proximal a la lesión, los axones en regeneración 

forman conos de crecimiento los cuales penetran el muñón distal y comienzan a regenerar dentro del tubo de las células de 

Schwann. Unas pocas semanas después de la lesión, el axón se ha regenerado dentro de las bandas de Büngner y los 

axones son envueltos por las células de Schwann para posteriormente mielinizarlos (imagen modificada de Scherer y Salzer, 

1996). 
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2.6.1 LA REGENERACIÓN AXONAL  

El SNP tiene una gran capacidad para regenerar los axones después de una lesión. En contraste 

con el SNC, esta característica del SNP, es el resultado de la capacidad de las células de Schwann y 

su medio ambiente de soportar la regeneración axonal; contrario a los oligodendrocitos en el SNC, 

los cuales al ocasionarse un daño en el cerebro o médula espinal mantienen lesiones permanentes.  

 

El proceso de regeneración axonal y reinervación con su blanco involucra diversos factores 

estrechamente relacionados con la lesión producida a la neurona, el crecimiento y desarrollo del 

medio ambiente del muñón distal y los sitios blanco. Las neuronas que sobreviven a la lesión son 

las que llevan a cabo una respuesta regenerativa, restablecen sus axones con el medio ambiente 

del muñón distal el cual es permisivo y favorece el crecimiento axonal y por último reinervan los 

blancos apropiados para reestablecer su función (Olawale et al., 2005). 

 

Numerosas neuronas a las que se les ocasiona una interrupción axonal o axotomía mueren, 

dependiendo de la edad del animal y la proximidad de la lesión al cuerpo celular (Fu y Gordon, 

1997). Neuronas sensoriales y motoras de animales adultos (ratones y ratas entre otros, 

ampliamente utilizados como modelos experimentales) normalmente sobreviven a la lesión; las 

neuronas axotomizadas sufren cambios morfológicos, también denominados cromatólisis que 

consiste en la dispersión de la sustancia de Nissl debido a la desintegración de condensaciones 

granulares del retículo endoplasmático rugoso (Fawcett y Keynes, 1990). Además presentan un 

marcado incremento en la síntesis de RNA mensajero (RNAm) y un cambio en la expresión de 

genes que permite a las neuronas que se encuentran normalmente en un estado de transmisión 

(conducción del impulso nervioso) ir a uno de crecimiento axonal (Olawale et al., 2005).  

 

2.6.2 LA RECUPERACIÓN POSTERIOR A UNA LESIÓN EN LOS NERVIOS PERIFÉRICOS 

Los extraordinarios eventos que suceden posteriormente a una lesión en el nervio, indican que se 

requieren señales axonales para mantener el fenotipo de las células de Schwann. Langley y 

Anderson (1903) fueron los primeros en demostrar esta interacción, realizando experimentos donde 

forzaron a los axones de un nervio predominantemente mielinizado a que se regeneraran en el 

muñón distal de un nervio desmielinizado. Encontrando que los axones regenerados 

frecuentemente estaban mielinizados, indicando que los axones destinados a ser mielinizados 

inducen a las células de Schwann a formar la vaina de mielina (Langley y Anderson, 1903).  

 

Al ocurrir una lesión, las células de Schwann maduras sufren un proceso clave en la regeneración 

de nervios periféricos. Las células de Schwann son capaces de sobrevivir a la lesión y 
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eventualmente recuperar sus funciones normales. Para ello, estas células primero se desdiferencian 

y re-activan el ciclo celular, estableciendo condiciones de proliferación. En este proceso, las células 

de Schwann adoptan un fenotipo similar, aunque no idéntico, al de las células de Schwann 

inmaduras, que nosotros hemos denominado células de Schwann “denervadas”. Después de esto, 

las células de Schwann se vuelven a rediferenciar cuando entran en contacto nuevamente con los 

axones (Fig. 5 C). Esta propiedad notable de las células de Schwann que involucra la 

desdiferenciación, proliferación y rediferenciación después de una lesión es uno de los principales 

factores involucrados en la regeneración de los nervios periféricos. 

 

La habilidad de las células de Schwann para sobrevivir en la ausencia de los axones es crucial para 

la regeneración de los nervios periféricos después de una lesión, ya que las células de Schwann 

proveen factores tróficos y sustratos adhesivos que promueven el crecimiento axonal. El principal 

factor que permite esta sobrevivencia de las células de Schwann es la presencia de circuitos 

autócrinos de sobrevivencia (Jessen y Mirsky, 2004). Entre los principales componentes de  estos 

circuitos de sobrevivencia autócrinos de las células de Schwann se encuentra el factor de 

crecimiento tipo 2 semejante a insulina (IGF-2), la neurotrofina-3 (NT-3) y el factor de crecimiento 

derivado de las plaquetas BB (PDGF-BB). También existen otros probables factores de 

sobrevivencia autócrinos de las células de Schwann como el factor inhibitorio de leucemia (LIF) y el 

ácido lisofosfatídico (LPA) (Jessen y Mirsky, 2004). 

 

La capacidad de las células de Schwann maduras de desdiferenciarse y presentar un fenotipo 

celular que permite el crecimiento o la mielinización dependiendo de las señales provenientes del 

axón, muestra la gran plasticidad de las células de Schwann. Esto contrasta con su glía homóloga 

en el SNC, los oligodendrocitos y los astrocitos, los cuales no tienen la plasticidad de llevar a cabo 

estos cambios (Stewart et al., 1996).  

 

Las interacciones subsecuentes durante la regeneración del nervio entre las células de Schwann y 

los axones son fundamentalmente similares a las que ocurren durante el desarrollo embrionario. 

Inicialmente, las células de Schwann rodean paquetes de axones en regeneración y posteriormente 

separan las fibras axonales largas en una relación 1:1, elaborando nueva lámina basal y formando 

vainas de mielina. Los nodos de Ranvier también se reestablecen, resultando en una conducción 

eléctrica saltatoria en las fibras nerviosas remielinizadas (Scherer y Salzer, 1996). 

 

Para una óptima recuperación de la función posterior a una regeneración del nervio periférico, los 

axones necesitan reconectarse con sus blancos originales. Después de una lesión por compresión 

los tubos del endoneuro y la lámina basal de las células de Schwann están intactos, la regeneración 
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de los axones se lleva a cabo sobre las bandas de Büngner y éstos son guiados directamente a sus 

blancos. Si la lámina basal se rompe mediante una lesión por transección, las proyecciones de 

regeneración pueden formarse inapropiadamente en el muñón distal y de esta manera guiar a 

blancos incorrectos. La precisión de la regeneración seguida de lesiones donde es cortado el nervio, 

varía de acuerdo con la región del cuerpo, la edad y la especie; y estos factores de variación tienen 

importantes implicaciones para conocer mejor los mecanismos de conducción y dirección hacia los 

blancos (Fawcett y Keynes, 1990).  

 

2.7 EL CALCIO INTRACELULAR 

Los mecanismos de señalización del ión Ca2+ para operar como segundo mensajero intracelular, 

dependen de su enorme versatilidad. En la mayoría de las actividades que realizamos se encuentra 

implicado el Ca2+; la contracción del músculo esquelético así como del cardíaco, el procesamiento 

de la información que realiza nuestro cerebro y el almacenaje en la memoria son algunos ejemplos 

(Berridge et al., 2000). El Ca2+ actúa como un mensajero intracelular dando información al interior 

de las células para que éstas regulen su actividad; por ejemplo: el Ca2+ dispara la fertilización y 

controla el desarrollo y la diferenciación de las células embrionarias en células especializadas. El 

Ca2+ interviene en la actividad subsecuente de esas células y finalmente de manera invariable se 

encuentra involucrado en la muerte celular. Para coordinar todas estas funciones las señales de 

Ca2+ deben ser flexibles pero reguladas de una manera precisa. Esta increíble versatilidad surge a 

través del uso de una variada forma de señalización de Ca2+, donde este ión puede actuar en 

diferentes contextos de espacio, tiempo y amplitud. Diversos tipos de células seleccionan 

combinaciones de señales de Ca2+ con los parámetros precisos para adecuarlos a su fisiología 

(Berridge, 2006). 

 

La concentración de Ca2+ libre en el citoplasma de cualquier célula es extremadamente baja, 

aproximadamente de 100 nM, mientras que la concentración en el fluido extracelular es mayor a 1 

mM y dentro del retículo endoplásmico/sarcoplásmico (RE/RS) es de 3 mM, el RE/RS es uno de los 

principales almacenes de Ca2+ dentro de la célula. Otro organelo celular que tiene una gran 

capacidad de almacenar Ca2+ es la mitocondria (Sambrook, 1990; Pozzan et al., 1994). De este 

modo, un gradiente elevado en el exterior de la célula tiende a conducir Ca2+ extracelular hacia el 

citoplasma a través de la membrana plasmática y de la membrana del RE hacia el citoplasma. 

Cuando una señal abre los canales de Ca2+ en cualquiera de estas membranas, el Ca2+ es liberado 

hacia el citoplasma, incrementando dramáticamente la [Ca2+]i a valores aproximados de 1000 nM, 

activando mecanismos de respuesta sensibles al Ca2+ en la célula (Pozzan et al., 1994; Berridge et 

al., 2000). 
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2.8 LOS RECEPTORES DE CALCIO INTRACELULAR 

La [Ca2+]i puede ser incrementada por: a) la apertura de los canales operados por voltaje de calcio 

de la membrana plasmática (VOCCs), para generar una entrada de Ca2+ del espacio extracelular 

(Berridge, 1993; Berridge et al., 2000) o por b) la movilización de Ca2+ del retículo endoplasmático 

hacia el citoplasma a través de los receptores intracelulares de Ca2+ de inositol 1,4,5-tifosfato 

(IP3Rs), así como por los receptores de rianodina (RyRs) (Berridge, 1993; Berridge et al., 2000; 

Berridge et la., 2003). Los IP3Rs y los RyRs son regulados por diferentes factores, el principal es el 

Ca2+ per se, el cual regula la liberación de Ca2+ mediada por estos receptores intracelulares, tanto 

en su región citoplásmica como en la luminal. Un incremento el la concentración de Ca2+ dentro del 

lumen del RE/RS aumenta la sensibilidad de ambos tipos de receptores (Berridge et al., 2000).  

 

La acción del Ca2+ en el citoplasma es compleja y puede ser estimulante o inhibitoria y puede variar 

entre las diferentes isoformas de ambas familias de receptores. En general los IP3Rs presentan un 

comportamiento de tipo “curva de campana” de dependencia al Ca2+, cuando son tratados a bajas 

concentraciones de IP3 así como a bajas concentraciones de Ca2+ (100-300 nM) las cuales resultan 

ser activadoras; por encima de esas concentraciones el Ca2+ es inhibitorio y cierra el canal o poro 

de los IP3Rs. Por otro lado, en algunos casos los IP3Rs no son inhibidos por una alta concentración 

de Ca2+ y en este sentido la relación entre la actividad de los IP3Rs y el Ca2+ del citoplasma es 

sigmoidal. En el caso de altos niveles de IP3, los IP3Rs se vuelven más sensibles al efecto activador 

del Ca2+, pero no al efecto inhibitorio (Bootman y Lipp, 1999; Berridge et al., 2000). Experimentos 

recientes realizados por Bezprozvanny et al. (2005), muestran una caracterización funcional de las 

diferentes isoformas de los IP3Rs recombinantes de rata, reconstituidos en bicapas de lípidos 

planas. Los resultados indican que, el IP3R2 tiene aparentemente la más alta afinidad de la 

isoformas, por el IP3 (0.10 µM), a diferencia del IP3R1 (0.27 µM) y el IP3R3 (0.40 µM). Además el 

IP3R1 tiene un sitio de modulación de ATP de alta afinidad (0.13 mM), mientras que la apertura del 

IP3R2 es independiente de ATP y el IP3R3 tiene un sitio de modulación de ATP de baja afinidad (2 

mM) (Tu et al., 2005). Por otro lado, el proceso de “liberación de Ca2+ inducida por Ca2+” (CICR) 

permite tener una comunicación entre los IP3Rs, así como con los RyRs, estableciendo de esta 

manera una señal de Ca2+ coordinada en ondas de propagación (Berridge et al., 2000). 

 

Los IP3Rs y RyRs son complejos tetraméricos de un gran peso molecular (Pozzan et al., 1994). Los 

RyRs fueron originalmente caracterizados en músculo esquelético como un canal de CICR, el cual 

es activado por Ca2+, cafeína y por el alcaloide rianodiana, además de ser uno de los principales 

elementos del complejo denominado triada, el cual esta formado por la asociación entre el tubo 

transverso y el RS. Por otro lado, los estudios de clonación muestran que los RyRs pertenecen a 

una familia de genes que consiste en tres diferentes tipos (RyR1, RyR2 y RyR3) (Hamilton, 2005; 
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Rossi y Sorrentino, 2002; Wagenknecht y Radermacher, 1997; Sutko y Airey, 1996; Sorrentino y 

Volpe, 1993). De manera similar los IP3Rs, muestran tres diferentes isoformas codificadas por 

diferentes genes (IP3R1, IP3R2 e IP3R3 y dos variantes producidas por procesamiento alternativo 

del IP3R1 la variante (SII+) la cual predomina en el cerebro y la (SII-) encontrada principalmente 

en tejidos periféricos no neuronales) (Bezprozvanny, 2005; Patterson et al., 2004; Patel et al., 

1999; Dawson, 1997; Michikawa et al., 1996; Bezprozvanny y Ehrlich, 1995).  

 

Los RyRs codifican para una proteína de casi el doble del tamaño en comparación con la de los 

IP3Rs; los IP3Rs están formados por 2700 aminoácidos (aa), mientras que los RyRs por 5000 aa. No 

obstante la diferencia en tamaño, los IP3Rs y los RyRs son similares en su estructura. Ambos tipos 

de receptores tienen un dominio transmembranal próximo al dominio C-terminal y exhiben hacia el 

citoplasma un largo dominio N-terminal, así como un pequeño fragmento del dominio C-terminal. 

Las secuencias primarias de estos receptores tienen regiones de homología, particularmente en el 

dominio C-terminal donde se localiza la región del canal iónico.  

 

2.9 LOS RECEPTORES DE INOSITOL 1, 4, 5-TRIFOSFATO 

Inicialmente el estudio de los IP3Rs, fue originado por el hallazgo de que el IP3 puede llevar a cabo 

señalamiento de Ca2+, tanto en células excitables como en células no excitables. Estudios de 

ensayo de enlace (“binding”) detectaron unión específica de [3H]IP3 en membranas de neutrófilos 

(Prentki et al., 1984), hepatocitos y células adrenales (Williamson et al., 1985; Baukal et al., 1985). 

Sin embargo, debido a los bajos niveles detectados en los ensayos de enlace, no fue posible la 

caracterización de la proteína de enlace a IP3. Estudios de autoradiografía mostraron una alta 

densidad de unión de IP3 en el cerebelo, con niveles 100 o 300 veces mayores que en los tejidos 

periféricos, permitiendo de esta manera la caracterización de la proteína de enlace. El IP3R1 fue 

purificado de este tejido y caracterizado. La reconstitución de la proteína purificada que une IP3 en 

vesículas de lípidos, indicó que se trataba de un canal de Ca2+, con la capacidad de liberar Ca2+ de 

manera cuántica. La clonación de este receptor facilitó el análisis de su estructura y función 

(Patterson et al., 2004).  

 

Las tres isoformas de los IP3Rs tienen diferentes patrones de expresión en diversos tejidos. Se ha 

sugerido que la principal diferencia entre las isoformas es la regulación llevada a cabo por el Ca2+. 

Sin embargo, diversos estudios no han detectado diferencias en la modulación de la liberación de 

Ca2+ entre las isoformas sugiriendo que la regulación para que estos receptores lleven a cabo la 

liberación de Ca2+ es similar en todas las isoformas (Boehning y Joseph, 2000; Mak et al., 2001). 

Las evidencias sugieren una redundancia funcional puesta al descubierto por experimentos de 

disrupción genética de las diferentes isoformas de los IP3Rs en células B (DT40). Dichas células, 
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que sólo expresan de forma exclusiva alguna de las tres isoformas o una combinación de subtipos 

de IP3Rs, muestran diferencias en los patrones de señalamiento de Ca2+ y en la respuesta a sus 

agonistas, como lo son el IP3, el Ca2+ y el ATP; sin embargo, en células que expresan dos de las 

isoformas estas diferencias pueden ser mínimas bajo condiciones intracelulares fisiológicas 

(Miyakawa et al., 1999).  

 

Por otra parte, en estudios para conocer el funcionamiento del IP3R3, fueron expresados 

recombinantes de esta isoforma de rata en ovocitos de Xenopus (Mak et al., 2001). Las 

características de trabajo de esta isoforma son muy similares a las encontradas para los IP3R1 

(expresados de manera endógena en los ovocitos), aunque cabe señalar que la principal diferencia 

radica en la fuerte sensibilidad de activación llevada a cabo por el Ca2+ en el IP3R3. Esta diferencia 

permite que los IP3R3 tengan una alta ganancia para poder realizar una liberación de Ca2+ inducida 

por IP3, mientras que mantienen una baja ganancia para llevar a cabo el proceso de CICR haciendo 

que esta propiedad sea complementaria a los IP3R1. De esta manera, las distintas señales de Ca2+ 

pueden ser conferidas por propiedades de activación de Ca2+ complementarias, de acuerdo a las 

diferentes isoformas de los IP3Rs (Mak et al., 2001). Además, ratones “knockout” para las 

isoformas tipo 2 y 3 no presentan fenotipos con problemas dramáticos. No obstante, el ratón 

“knockout” para el IP3R1 muestra una baja tasa de nacimiento, indicando que la mayoría de los 

animales mueren in utero y los que sobreviven mueren poco tiempo después de nacidos, además 

de presentar serios síntomas neurológicos. Estos ratones exhiben ataxia y epilepsia así como 

deficiencias para poder llevar a cabo la depresión de largo plazo en el cerebelo (Matsumoto y 

Nagata, 1999), debido a que en el cerebelo se encuentra dramáticamente enriquecido el IP3R1, en 

particular en las neuronas de Purkinje (Sharp et al., 1999). Es probable que este fenotipo sea el 

reflejo de la dependencia celular basada solamente en el funcionamiento de una sola isoforma de 

los IP3Rs.  

 

La localización subcelular de los IP3Rs es de gran importancia para el señalamiento celular, esta 

puede ser dinámica y depende del status fisiológico de la célula. Diferentes proteínas han sido 

propuestas para regular la localización de los IP3Rs; no obstante, los factores que determinan la 

localización subcelular de los IP3Rs son desconocidos (Vermassen et al., 2004). De esta manera, el 

RE es un compartimiento heterogéneo que permite que se lleven a cabo diferentes funciones en las 

diferentes sub-regiones que lo conforman. La estructura del RE es altamente dinámica y depende 

del citoesqueleto (Berridge, 2002). A través de procesos como la elongación y la retracción de 

túbulos y ramificación de tubulos, el RE es capaz de re-estructurarse por si mismo. Además, se ha 

observado la formación de apilamientos regulares de RE, en neuronas de Purkinje o en fibroblastos 

transfectados, permitiendo interacciones entre los dominios N-terminal de los IP3Rs (Takei et al., 
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1994). Sin embargo, bajo ciertas condiciones el RE sufre reorganizaciones drásticas en algunos 

tipos de células. Un ejemplo son los ovocitos, en los que existen re-arreglos estructurales del RE, 

incluyendo la formación de agrupaciones, durante la maduración y en algunas especies en la 

fertilización (Dumollard et al., 2002). Finalmente, las altas concentraciones de Ca2+ en el citoplasma 

pueden afectar la estructura del RE. Por ejemplo, en la línea celular RBL-2H3 de mastocitos, una 

alta [Ca2+]i sin vaciamiento de Ca2+ de los almacenes intracelulares generan una fragmentación 

reversible del RE, bajo estas condiciones la estructura del la envoltura nuclear (EN) no se afecta 

(Subramanian y Meyer, 1997). 

 

La distribución subcelular de los IP3Rs cambia de acuerdo con las necesidades y requerimientos 

fisiológicos de la célula y no es estática. Las modificaciones más espectaculares de la distribución 

de los IP3Rs ocurren durante el proceso de maduración celular. Por ejemplo, en la maduración de 

los ovocitos y en la diferenciación y polarización de las células epiteliales (Vermassen et al., 2004). 

La maduración de los ovocitos de muchas especies correlaciona con cambios en la estructura del 

RE que origina la formación de agrupaciones de RE. Estas modificaciones son acompañadas por 

cambios en la localización de los IP3Rs (la principal isoforma de IP3R en ovocitos de rana Xenopus 

es el IP3R1) y un incremento en la sensibilidad de este receptor para liberar Ca2+ mediado por IP3 

(Kume et al., 1993). El análisis teórico predice que el agrupamiento del RE y el subsecuente anclaje 

del IP3R puede facilitar la formación de sitios de liberación de Ca2+ altamente sensibles, de tal modo 

ayuda a la iniciación y propagación de las ondas de Ca2+ (Swillens et al., 1999). 

 

Por otro lado, los factores celulares responsables de determinar la localización precisa de los IP3Rs 

son desconocidos. Sin embargo, en años recientes se han identificado diversas proteínas tanto del 

citoesqueleto como del ensamblaje celular que interactúan con los IP3Rs, que pueden ser 

responsables de mantener una localización especifica de estos receptores. El IP3R1 es la isoforma 

más estudiada y de acuerdo con la proteólisis con tripsina realizada al IP3R1 en cerebelo, el 

receptor es divide en 5 dominios aa (I-V) separados por regiones de unión (Bezprozvanny, 2005). 

Dentro de estos dominios el IP3R1 tiene motivos de unión a proteínas adaptadoras de citoesqueleto 

como la Ankirina (Ank) y la proteína banda 4.1 neuronal (4.1N) (Bezprozvanny, 2005).  

 

Un importante elemento constitutivo del citoesqueleto son los filamentos de actina y es de 

esperarse que cambios en el citoesqueleto de actina afecten a los IP3Rs o el señalamiento de Ca2+ 

mediado por estos receptores (Vermassen et al., 2004). En hepatocitos por ejemplo, se reportó que 

almacenes de Ca2+ sensibles a IP3 se encontraban asociados con la membrana plasmática a través 

del citoesqueleto de actina (Rossier et al., 1991).  
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2.9.1 MECANISMOS DE LIBERACIÓN DE CALCIO A TRAVÉS DE LOS IP3Rs 

El mecanismo para la liberación de calcio por parte de los IP3R, como se ha señalado en este texto 

consiste en: la estimulación por señales externas (hormonas, neurotransmisores y factores de 

crecimiento) que enlazan con sus receptores en la superficie celular para iniciar vías de 

señalización. La formación de IP3 es el punto principal para dos vías. a) Una iniciada por receptores 

de siete dominios transmembranales (7TM) acoplados a proteínas G y otra vía b) por receptores 

con actividad de tirosina cinasa (RTKs). La activación de los receptores 7TM dirige a la estimulación 

de la proteína Gqα, esta reacción activa a la enzima fosfolipasa C-β (PLC-β), la cual a su vez rompe 

el fosfatidilinositol 4,5- bifosfato (PIP2) formando diacilglicerol (DAG) e IP3. De manera alternativa, 

la activación de RTKs recluta a la enzima PLC-γ la cual hidroliza el PIP2 generando DAG e IP3, 

productos que actúan como segundos mensajeros. El DAG permanece unido a la membrana 

plasmática y estimula a la PKC, la cual requiere de Ca2+ y fosfatidilserina para su actividad. El IP3 

difunde al citoplasma y moviliza Ca2+ del RE a través de los IP3Rs, dando como resultado la 

activación de diferentes procesos dependientes de Ca2+ (Fig. 6) (Banerjee y Hasan, 2005).  

 

La vida media del IP3 (~1 ms), así como la tasa de difusión del IP3 y del Ca2+ son algunos de los 

factores que determinan la distancia y propagación en el tiempo de la señalización de Ca2+. Las 

propiedades de la señal de propagación también se encuentran influenciadas por la cantidad de los 

IP3Rs, los cuales pueden estar agrupados en altas densidades, conduciendo hacia una liberación de 

Ca2+ sincronizada de los almacenes intracelulares y a la respuesta bifásica de los IP3Rs de acuerdo 

a los niveles de Ca2+ citoplasmático. Posterior a la liberación de Ca2+ y guardando un nivel 

homeostático intracelular adecuado, el Ca2+ es bombeado al interior del RE/RS mediante la bomba 

ATPasa de Ca2+ del retículo endo/sarcoplasmático (SERCA). Un exceso de Ca2+ citoplasmático 

produce que la mitocondria meta Ca2+ a su interior. La depleción de los almacenes intracelulares de 

Ca2+, a través de la liberación de Ca2+ mediante los IP3Rs produce que estos receptores a través de 

mecanismos directos o indirectos puedan a activar a los canales aperados por almacén (SOCs), 

permitiendo de esta manera la entrada capacitativa de Ca2+ extracelular y llenando de esta forma 

los almacenes intracelulares (Banerjee y Hasan, 2005). Por otra parte, los IP3Rs son también 

capaces de llevar a cabo el proceso de CICR, al ser activados por la entrada de Ca2+ mediada por 

los VOCCs de la membrana plasmática. 
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Figura 6. Esquema que muestra cómo se lleva a cabo la liberación de calcio mediante los IP3Rs (dibujo modificado de 

Banerjee y Hasan, 2005). 

 

2.10 LOS RECEPTORES DE RIANODINA 

Los receptores de Ca2+ intracelular de rianodina son una familia conformada por tres miembros: 

RyR1, RyR2 y RyR3. Los tres receptores de rianodina se expresan en una gran variedad de tejidos 

periféricos de los mamíferos (Lai et al., 1992; Nakanishi et al., 1992; Walton et al., 1991; 

Sorrentino y Volpe, 1993; Giannini et al., 1995; Rossi y Sorrentino, 2002). El trabajo realizado por 

Giannini et al. (1995) en roedores, mostró que el RyR1 se expresa en esófago, bazo, intestino, 

estómago, timo, cerebro, cerebelo, glándula adrenal, ovarios, músculos del muslo y diafragma; el 

RyR2 se expresa en corazón, pulmón, riñón, intestino, esófago, estómago, cerebro, cerebelo, 

glándula adrenal y ovarios y por último el RyR3 se expresa en el corazón, pulmón, esófago, bazo, 

intestino, riñón, estómago, cerebro, cerebelo, testículos, ovarios, diafragma y músculos del muslo. 

Estos resultados indican que la expresión de los RyRs, no se limita a neuronas y células musculares, 

sino que también está presente en otros tejidos. 

 

Por otro lado, la presencia de los RyRs se ha descrito en diferentes especies de vertebrados 

además de los mamíferos como los peces, anfibios, reptiles, aves y en invertebrados como insectos, 

crustáceos y anélidos. Las tres isoformas de los RyRs han sido reportadas en vertebrados. RyR1 se 

expresa principalmente en músculo esquelético y es el responsable del acoplamiento excitación-

contracción. RyR2 se localiza principalmente en músculo cardíaco donde sostiene el proceso 

inducido de CICR, que hace posible la operación rítmica del corazón. El RyR3 se expresa de manera 

ubicua en diferentes tejidos. En el caso de los invertebrados sólo se ha reportado una isoforma. El 

grado de homología entre diferentes tipos de RyRs y entre los vertebrados e invertebrados es 

aproximadamente de un 40% (Vázquez-Martínez et al., 2003; Butanda-Ochoa et al., 2006). 
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Acorde con el análisis de la secuencia de los RyRs, estos receptores contienen al menos dos 

dominios funcionales, un dominio citoplasmático N-terminal muy largo (~4,000 aa), el cual tiene 

muchos de los sitios de unión a ligando así como regiones de regulación y un dominio C-terminal 

(~1,000 aa), el cual contiene varios dominios hidrofóbicos, cuatro de estos forman los dominios 

transmembranales (M1-M4) (Takeshima et al., 1989). Entre M3 y M4 se localiza la región putativa 

que forma el poro del canal.  

 

Una de las relaciones más estudiadas es la que se lleva a cabo entre el RyR1 y los receptores de 

dihidropiridinas (DHPRs, los cuales son canales de Ca2+ sensibles a voltaje de tipo L) en el músculo 

esquelético que realiza el acoplamiento de la excitación-contracción. En los músculos estriados los 

RyR1 son los responsables de regular la liberación de Ca2+ del RS para disparar la contracción, 

formando parte esencial del complejo de triada, el cual está compuesto por la asociación del tubo 

transverso donde se localizan los DHPRs y el RS donde se encuentran altamente organizados los 

RyR1 (Fig. 7 A) (Franzini-Armstrong y Protasi, 1997).  

 

La actividad de los RyRs puede ser modulada por muchas sustancias (Fig. 7 C), tanto endógenas 

como exógenas. Dentro de los reguladores endógenos, tenemos a los iones, el Ca2+, Mg2+, H+, Fe2+ 

y fosfato inorgánico; los nucleótidos de adenina; la ADP ribosa cíclica (cADPR); la cinasa 

dependiente de calcio-calmodulina (CaM), mediante la fosforilación a través de las fosfocinasas A y 

C (PKA y PKC); así como por agentes oxidantes y reductores. Los reguladores exógenos son 

agentes farmacológicos como la rianodiana, la cafeína, el rojo de rutenio, entre otros. La cADPR ha 

sido propuesta como el activador fisiológico de los RyRs (Rossi y Sorrentino, 2002). 

 

Los nucleótidos de adenina a concentraciones milimolares incrementan la probabilidad de apertura 

del RyR1, esta activación es dependiente de Ca2+ y de forma completa ocurre a una concentración 

de ~100 µm de Ca2+. El ATP también elimina la inhibición del RyR1 ocasionada por Mg2+ (1 mM), el 

cual es un catión que compite por los sitios de activación de Ca2+. El RyR2 también es activado por 

nucleótidos de adenina, aunque en comparación con el RyR1, el receptor requiere de Ca2+ para 

movilizar Ca2+ del RS y es activado al doble por la adenosina (Butanda-Ochoa et al., 2006). Por otro 

lado, el Ca2+ tiene un efecto bifásico sobre el funcionamiento de los RyRs, en concentraciones 

citoplasmáticas nanomolares a micromolares tiene un efecto activador de los receptores, mientras 

que en concentraciones micromolares a milimorales tiene un efecto inhibitorio.  

 

El alcaloide rianodina es frecuentemente utilizado como un fármaco que indica el estado abierto del 

canal, además de tener un efecto dual dependiendo de la concentración utilizada en el medio. A 

concentraciones nanomolares la rianodina activa la liberación de Ca2+ a través de los RyRs, 
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mientras que en concentraciones micromolares-milimolares inhibe el funcionamiento de los RyRs 

(Masumiya et al., 2001). El efecto de la rianodina sobre los RyRs también depende de la 

concentración de Ca2+ citoplasmática, a bajas concentraciones de Ca2+, sin ATP en el medio, no se 

presenta enlace de la rianodina en las isoformas tipo 1 y 2 de RyRs recombinantes.  

 

En el lumen del RS, los RyRs forman un complejo multiproteico con calcicuestrina (la cual es una 

proteína que tiene una alta capacidad de unir Ca2+) triadina y juntina; estas dos proteínas anclan a 

la calcicuestrina a la membrana interna del RS (Zhang et al., 1997). La calcicuestrina puede regular 

la cantidad de Ca2+ que pueden liberar los RyRs y este efecto puede ser mediado por juntina y 

triadina (Rossi y Sorrentino, 2002); ambas proteínas son parte estructural de la membrana del RS y 

comparten similitudes en la secuencia de aminoácidos.  

 

2.10.1 MECANISMOS DE LIBERACIÓN DE CALCIO A TRAVÉS DE LOS RyRs 

El control de la liberación de calcio por los RyRs en respuesta a la despolarización de la membrana 

puede ser de las siguientes formas: a) En el músculo esquelético los RyRs localizados en el retículo 

sarcoplasmático, contribuyen a la estructura de los túbulos-T y son responsables del acoplamiento 

de excitación-contracción de las fibras musculares; de esta manera, los DHRPs en la superficie de la 

membrana celular percibe un cambio de voltaje (∆V) y sufre un cambio conformacional, que 

modifica la región N-terminal del RyR para abrir el canal de calcio en el RS (Fig. 7 B). b) En el 

músculo cardíaco se lleva a cabo el CICR, se piensa que este proceso también es realizado por las 

neuronas y diferentes tipos celulares que expresan los RyRs. Los VOCCs responden a un ∆V 

permitiendo la entrada de una pequeña cantidad de Ca2+, el cual activa a los RyRs para liberar 

calcio del retículo endoplásmico (Berridge, 1993; Sorrentino y Volpe, 1993; Berridge et al., 2000) 

(Fig. 7 C). 

 

 

Figura 7. Esquema que muestra cómo se lleva a cabo la liberación de calcio mediante los RyRs. (A) esquematización del 

complejo de triada en músculo esquelético. (B) Mecanismo de liberación efectuado en músculo esquelético, en el cual es 
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necesario un acoplamiento mecánico entre los RyR1-2 y los DHPR (ilustraciones modificadas de Lodish et al., 2000). (C) 

Mecanismo de liberación mediante el proceso de CICR presente principalmente en músculo cardíaco y neuronas, además se 

ejemplifican reguladores endógenos de los RyRs (A y C modificadas de Farell et al., 2004). 

 

2.11 ASPECTOS GLOBALES DEL SEÑALAMIENTO DE CA2+ 

Los diferentes tipos de señales de Ca2+ son el resultado de los diversos procesos de activación 

tanto de los IP3Rs como de los RyRs, los cuales dependen de los niveles apropiados de segundos 

mensajeros que permiten la movilización de Ca2+ mediada a través de estos receptores. A bajos 

niveles de estimulación, la excitabilidad es mínima, de esta forma la apertura de los IP3Rs o RyRs 

es individual y esta liberación de Ca2+ es registrada como “blip” en el caso de los IP3Rs o un 

“quarks” para los RyRs. Estos eventos son considerados como elementales para generar señales de 

Ca2+ mucho más estructuradas y complejas, como es el resultado de la apertura de agrupaciones 

de IP3Rs formado “puffs” o de RyRs produciendo “sparks” (Fig. 8).  

 

Los “sparks y puffs” contribuyen al señalamiento intracelular de Ca2+, generando ondas de Ca2+ que 

se mueven a través de las células. Para que sean formadas ondas de Ca2+, tanto los IP3Rs como los 

RyRs deben ser lo suficientemente sensibles al Ca2+ para responder de manera mutua al proceso 

de CICR. De esta forma, un grupo de receptores libera Ca2+, el cual difunde a los receptores 

vecinos ocasionando la activación de los mismos, generando de esta manera un proceso 

regenerativo de liberación de Ca2+ (Berridge, 2006). Estas ondas intracelulares de Ca2+ pueden 

extenderse a través de uniones comunicantes a las células vecinas, para producir ondas de Ca2+ 

intercelulares, capaces de coordinar la actividad de muchas células (Fig. 8) (Lansley y Sanderson, 

1999). Por ejemplo, en el epitelio pulmonar las ondas de Ca2+ intracelulares estimulan la frecuencia 

con que los cilios expelen contaminantes inhalados por las vías respiratorias (Lansley y Sanderson, 

1999). 
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Figura 8. Organización espacial de la liberación de Ca2+ a través de los receptores intracelulares (imagen modificada de 

Berridge et al., 2000). 

 

2.12 EL PAPEL DEL CALCIO EN LAS CÉLULAS GLIALES 

En el SNC, incrementos en la [Ca2+]i de los astrocitos ocasionan la liberación de glutamato de estas 

células, activando receptores NMDA (Araque et al., 1998b) y AMPA/kainato (Hassinger et al., 1995; 

Araque et al., 1998a) en la neurona presináptica produciendo de esta manera incrementos en la 

[Ca2+]i, los cuales aumentan la liberación del neurotransmisor (Volterra y Meldolesi, 2005a; Volterra 

y Meldolesi, 2005b). Por otro lado, Hassinger et al. (1996) han mostrado en estudios in vitro, que 

astrocitos estimulados eléctricamente y que no están en contacto físico con otros astrocitos, 

pueden provocar ondas de Ca2+. Esta señal es llevada a cabo por el ATP el cual puede activar 

receptores purinérgicos ionotrópicos P2X de los astrocitos adyacentes. El ATP también puede 

activar receptores purinérgicos metabotrópicos P2Y los cuales estimulan a la PLC generando de 

esta manera IP3, el cual libera Ca2+ de los almacenes intracelulares a través de los IP3Rs, 

propagándose de esta manera la onda de Ca2+ (Castonguay et al., 2001).  

 

Durante el desarrollo del SNC, la expresión del IP3R1 es principalmente neuronal y coincide con el 

proceso de axogénesis así como con el período en que las neuronas establecen las sinapsis. Por 

otra parte, el IP3R1 se expresa transitoriamente en los oligodendrocitos durante el período de 

mielinización. También en etapas tempranas del desarrollo el IP3R1 se expresa en los ganglios de 

las raíces dorsales (Dent et al., 1996). Estos estudios sugieren que la expresión del IP3R1 debe 
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jugar un papel muy importante en la regulación del calcio intracelular durante el proceso de 

axogénesis y mielinización en el desarrollo del sistema nervioso. 

 

En el SNP, las células de Schwann pueden responder y posiblemente influir en la actividad axonal. 

En este sistema, el ATP funciona como un co-trasmisor en la unión neuromuscular y en la rana, se 

ha mostrado que la actividad presináptica y la aplicación local de ATP produce un incremento en la 

[Ca2+]i
 de las células de Schwann perisinápticas (CSP). Las CSP poseen receptores purinérgicos P2X 

y P2Y sensibles a ATP (Robitaille, 1995), receptores colinérgicos muscarínicos que son activados 

por la acetilcolina (Robitaille et al., 1997) y receptores neuropeptídicos tipo NK-1 sensibles a 

sustancia p (SP) (Bourque y Robitaille, 1998). La activación de los receptores P2X permiten la 

entrada de Ca2+ extracelular mientras que los receptores P2Y, NK-1 y colinérgicos muscarínicos 

activan a la PLC, produciendo IP3 que activa a los IP3Rs liberándose Ca2+ del RE. De esta manera la 

liberación del neurotransmisor de la terminal presináptica da como resultado un incremento en la 

[Ca2+]i en las CSP (Castonguay et al., 2001). Es así que las CSP no sólo monitorean la actividad 

sináptica, sino que también controlan el potencial postsináptico, regulando la liberación del 

neurotransmisor de la terminal nerviosa (Robitaille, 1998). Los incrementos en la [Ca2+]i en las CSP 

pueden activar una oxido nítrico sintetasa (NOs), la cual produce NO el cual deprime la liberación 

de neurotransmisor en la terminal presinaptica. También los aumentos de Ca2+ intracelular en las 

CSP se encuentran mediando la liberación glutamato contenido en estas células, a la terminal 

sináptica ocasionando una disminución en la liberación de neurotransmisor (Castonguay et al., 

2001).  

 

En co-cultivos de células de Schwann (Postnatal día 2) y neuronas del ganglio de la raíz dorsal 

(DRG) de etapas embrionarias de ratón, Stevens y Fields (2000), mostraron cambios en la [Ca2+]i 

en las células de Schwann como respuesta a la estimulación eléctrica de las neuronas del DRG. Los 

niveles de Ca2+ aumentan inmediatamente en las neuronas en respuesta al potencial de acción, 

posteriormente el calcio intracelular se incrementa en diferentes células de Schwann asociadas con 

los axones. Esta respuesta es llevada a cabo por el ATP, el cual es liberado por las neuronas activas 

eléctricamente, el cual a su vez estimula a las células de Schwann a través de receptores 

purinérgicos P2Y. Esta actividad de calcio intracelular puede inhibir la proliferación y la 

desdiferenciación en las células de Schwann (Stevens y Fields, 2000).  

 

En estudios in vitro Thomson et al. (1993) señalan que el Ca2+ puede desempeñar una función 

importante en la expresión de los genes NGFR y GFAP durante la degeneración Walleriana ya que si 

el Ca2+ es eliminado del medio de cultivo, la expresión del NGFR y el GFAP es inhibida. Estos 

experimentos sugieren que el calcio puede regular la expresión de genes. Por otra parte, la 
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respuesta en el incremento de la [Ca2+]i que se observa en las células de Schwann inducida por el 

potencial de acción induce el incremento de factores de transcripción como lo son CREB (elemento 

de unión aproteínas que responde al AMPc), c-fos y Krox24 (Stevens y Fields, 2000). 

 

Por otro lado, Lev-Ram y Ellisman (1995) proponen que el complejo nodal opera de manera 

integrada durante la conducción del impulso nervioso, en el que también participan las células 

mielinizantes. Sus estudios in situ muestran incrementos en la [Ca2+]i de las CSFM en las regiones 

paranodales, como respuesta a un estímulo eléctrico. La propuesta de estos autores sugiere que la 

salida de K+ durante el potencial de acción despolariza a la membrana paranodal de las CSFM, 

activando un proceso de amortiguamiento en el citoplasma próximo a los nodos de Ranvier de las 

CSFM que evita la acumulación de K+ en la región nodal. El significado fisiológico de esta activación 

se desconoce pero sugiere que está relacionado con la capacidad de conducción del potencial de 

acción a través del axón.  

 

En experimentos clásicos realizados tanto in situ como in vivo, Smith et al. (1985 y 1988), 

mostraron que la incubación de explantes de ganglios de la raíz dorsal y ventral así como de 

nervios ciáticos de ratón con ionóforos selectivos para Ca2+ (A23187 y la ionomicina), induce una 

inmediata vesiculación de la mielina en los paranodos y las incisuras de Schmidt-Lanterman, 

invadiendo rápidamente regiones de mielina compacta. Esta vesiculación se sugiere que es 

producida por un incremento en la [Ca2+]i en las células de Schwann afectadas, indicando que el 

calcio intracelular activa enzimas que degradan la mielina (Smith y Hall, 1988; Smith et al., 1985). 

 

Para examinar los efectos de la dinámica de calcio intracelular durante una lesión, Thorell et al. 

(2002) llevaron a cabo estudios electrofisiológicos en un modelo in vitro de lesión en columna 

vertebral de la rata. La integridad de la médula espinal fue monitoreada mediante la medición del 

potencial de acción compuesto (CAP). Durante la lesión el CAP decrece cerca del 50%, cuando se 

coloca BAPTA (un quelador de alta afinidad por el calcio) en el medio el CAP se recupera 

significativamente (83%); si se coloca cafeína (un agonista de los RyRs) en el medio el CAP declina  

al 45%; mientras que cuando se coloca dantroleno (una antagonista de los RyRs) mejora 

significativamente el CAP después de realizada la lesión. Algo similar se observa cuando se coloca 

2APB (un bloqueador de los IP3Rs) en el medio, sugiriendo que incrementos en la [Ca2+]i durante 

una lesión en el SNC, puede tener efectos dañinos en las células de la médula espinal, los cuales 

pueden ser mediados por los RyRs e IP3Rs (Thorell et al., 2002). 

 

En cultivo de tejidos se encontró que la expresión de IP3R1 aumenta cuando las células de 

Schwann se cultivan en presencia de agentes mitogénicos como forskolina y el factor de 
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crecimiento de fibroblasto (FGF), lo mismo se observa con células de Schwann autócrinas (Flores et 

al., 1997). En estudios preliminares de pegado específico de [3H] IP3 utilizando una preparación de 

membranas internas de nervio ciático de rata. Las isotermas de saturación para este ligando dio 

una Kd de 11 nM, que es similar a lo reportado para otros IP3; y una Bmax de 93 fmol/mg de 

proteína, que es más baja que la Bmax reportada en cerebro, pero similar al hígado. Estos 

resultados preliminares sugieren que el calcio intracelular debe tener un papel muy importante 

cuando las células de Schwann se encuentran en proliferación.  

 

De esta manera, el presente proyecto tiene la intención de conocer la expresión y distribución de 

los IP3Rs tanto a nivel de RNA mensajero como de proteína así como la expresión y localización de 

los RyRs a nivel de RNA mensajero, en el sistema nervioso periférico en condiciones normales y 

durante la degeneración Walleriana. Es posible que cambios en la expresión de cuando menos uno 

de las isoformas de IP3R o de RyR esté involucrada con cambios en la concentración de calcio 

intracelular, que influyan sobre el proceso de degeneración y regeneración del nervio ciático. Se ha 

reportado que cuando los nervios ciáticos de ratón son incubados con ionóforos selectivos para 

Ca2+, se genera una desmielinización vesicular en las células de Schwann (Smith y Hall, 1988), así 

como cambios en la expresión de genes que normalmente se expresan en las células de Schwann 

durante la degeneración Walleriana (Thomson et al., 1993). Es posible que estos efectos de la 

concentración de calcio intracelular puedan estar asociados con la activación de los IP3Rs o de los 

RyRs. De esta forma con la finalidad de comprender el papel del Ca2+ intracelular en el SNP, 

nuestra investigación se enfoca en estudiar la expresión de las diferentes isoformas del IP3R y del 

RyR en el nervio ciático de la rata en condiciones normales y durante el proceso de degeneración 

Walleriana. 
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CAPÍTULO 3 

3.1 HIPÓTESIS 

Dada la importancia del Ca2+ intracelular vinculado a los procesos de proliferación y mielinización es 

posible que la expresión y distribución los receptores intracelulares de calcio de IP3R o de RyR se 

modifique durante la degeneración Walleriana del SNP.  

 

3.2 OBJETIVO GENERAL 

Conocer la expresión y distribución de los IP3Rs y de los RyRs a nivel de proteína y de RNA 

mensajero, en el sistema nervioso periférico en condiciones normales y durante la degeneración 

Walleriana, tomando como modelo el nervio ciático de la rata.  

 

3.3 OBJETIVOS PARTICULARES 

1. Estudiar la expresión de los RNA mensajeros, tanto de las tres isoformas de los IP3Rs como de 

los RyRs en el nervio ciático de la rata en condiciones normales, mediante la técnica de RT-PCR 

semi-cuantitativa. 

 

2. Determinar en qué tipo de células se localizan las diferentes isoformas de los IP3Rs en el nervio 

ciático. Para ello, se llevarán a cabo inmunohistoquímicas utilizando anticuerpos específicos para 

cada una de las isoformas.  

 

3. Determinar la localización de las diferentes isoformas de los RyRs en el nervio ciático de la rata 

mediante hibridación in situ, utilizando sondas específicas para cada una de las isoformas. Esto se 

llevará a cabo para determinar en qué tipo de células de Schwann se expresan los RyRs y por otra 

parte, para determinar si existe una expresión diferencial de los RyRs en el nervio ciático. 

 

4. Determinar la expresión de los diferentes isoformos de los IP3Rs y de los RyRs durante la 

degeneración Walleriana mediante la técnica de RT-PCR semi-cuantitativa. 

 

5. Determinar si se presentan variaciones en la distribución de las tres diferentes isoformas de los 

IP3Rs durante la degeneración Walleriana del nervio ciático de la rata comparado con el nervio 

normal utilizando la técnica de inmunohistoquímica. 
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CAPITULO 4 

MATERIALES Y MÉTODO 

 

4.1 ANIMALES DE LABORATORIO 

Fueron utilizadas ratas adultas Wistar machos con un peso entre 250 y 350 gr del Bioterio del 

Instituto de Fisiología Celular, de la Universidad Nacional Autónoma de México (UNAM). Los 

animales fueron manejados de acuerdo a la ley general de salud en materia de investigación de 

México y la National Institute of Health Guide for the Care and Use of Laboratory Animals de los 

Estados Unidos de América. 

 

4.2 NERVIO CIÁTICO EN CONDICIONES NORMALES Y LESIONES POR COMPRESIÓN Y 

TRANSECCIÓN. 

En la primera parte de nuestro proyecto se utilizaron nervios ciáticos de ratas normales para 

conocer si había expresión de las diferentes isoformas de los IP3Rs así como de los RyRs y 

posteriormente determinar los niveles de expresión de estos receptores de Ca2+ intracelular en 

condiciones normales. Finalmente los nervios ciáticos normales también fueron utilizados para 

establecer la localización y distribución de ambas familias de receptores de Ca2+ intracelular en los 

componentes celulares del nervio ciático.  

 

Por otra parte, se llevaron a cabo lesiones tanto por compresión como por transección de los 

nervios ciáticos. En condiciones asépticas, la rata es anestesiada vía respiratoria con éter o con 

CO2. Posteriormente se procede a limpiar el sitio donde se realiza la incisión, la cual se lleva a cabo 

en la extremidad inferior izquierda. Una vez limpio el lugar, se corta la piel, seguida de un corte en 

el tejido conectivo que une los músculos y se localiza el nervio ciático, el cual se lesiona por 

compresión durante 30 seg utilizando pinzas de disección (inox 55 a.dumont & fils), generando una 

región proximal, una porción peritraumática y una región distal. Para realizar la lesión por 

transección, se localiza el nervio ciático y se sujeta con un punto de sutura al músculo superior y se 

corta transversalmente, con el punto de sutura queda fijo el extremo del muñón proximal al 

músculo. El muñón distal queda sin conexión neuronal alguna y se aleja lo más posible del sitio de 

la lesión así como del muñón proximal, con la finalidad de evitar la unión de las 2 porciones de 

nervios formadas y de esta manera favorecer la regeneración del nervio. Un aspecto importante de 

la operación consiste en no generar hemorragias ya que las células sanguíneas pueden afectar el 

sistema de regeneración (sección 2.6). La extremidad derecha (contralateral) es utilizada como 

control. 
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4.3 DISECCIÓN DEL NERVIO CIÁTICO 

Los animales se sacrificaron por decapitación después de una sobredosis de éter o CO2. Los nervios 

lesionados por compresión y los muñones generados por la lesión de transección, así como los 

nervios contralaterales se extrajeron a 1, 2, 3, 5, 7, 10, 15, 18, 20 y 30 días después de haber 

causado la lesión. La disección de los nervios se realizó lo más rápido posible (5 min), tratando de 

extraer la mayor cantidad de tejido posible de cada extremo del nervio lesionado sin provocar 

hemorragias en el área. Para los experimentos de RT-PCR, además de extraer nervio ciático, se 

utilizaron los siguientes tejidos como control: cerebelo, corteza cerebral, hígado, páncreas, músculo 

cardíaco y músculo estriado. 

 

4.4 AISLAMIENTO DE RNA TOTAL 

Los tejidos extraídos se procesaron para obtener RNA total [Chomczynski y Sacchi, 1987 o 

mediante el protocolo del reactivo TRIzol (Invitrogen)], que posteriormente fue utilizado para 

realizar la técnica de RT-PCR. Para aislar RNA total, 50-100 mg de los tejidos extraídos se colocaron 

en homogenizadores de vidrio con émbolos de teflón que contenían 1 ml de Trizol (Invitrogen). El 

tejido se homogenizó perfectamente a temperatura ambiente. Posteriormente el homogenizado se 

colocó en tubos de 1.5 ml y se centrifugó a 12,000 x g durante 10 min a 4°C, para quitar el exceso 

de grasa y material extracelular. El homogenizado se decanta y se deja incubar a temperatura 

ambiente por 5 min, se adiciona 0.2 ml de cloroformo-alcohol isoamil (24:1) se agita vigorosamente 

por 15 seg y se deja incubar 5 min. Después las muestras se centrifugan a 12,000 x g por 15 min a 

4°C. Para precipitar el RNA total, la fase acuosa se coloca en tubos nuevos y se agrega 0.5 ml de 

alcohol isopropil, se incuba por 15 min a temperatura ambiente y se centrifuga a 12,000 x g 

durante 10 min a 4°C. El RNA precipitado forma una pastilla. Posteriormente se lava el RNA, 

removiendo el sobrenadante y agregando 1ml de alcohol al 75% mezclando y agitando 

vigorosamente; nuevamente se centrifuga a 7,500 x g durante 5 min a 4°C, se decanta el alcohol y 

finalmente el RNA se resuspende en H2O ultrapura. 

 

El RNA total aislado fue cuantificado en un espectrofotómetro Ultrospec 2000 Pharmacia Biotech. 

Posteriormente, los productos de RT-PCR o “amplicones” fueron analizados en geles de agarosa al 

2.5% y sirvieron para llevar a cabo un estudio semicuantitativo de la expresión mediante el análisis 

densitométrico con el software de análisis de imágenes Kodak Digital Science 1D 3.5. Este análisis 

se realizó tanto para las diferentes isoformas de los IP3Rs como para las isoformas de los RyRs. 

Para determinar la posición y peso del RNA total, de los plásmidos y transcritos generados in vitro, 

y de los productos de amplificación, se utilizaron los siguientes marcadores. Escalera de ADN del 

fago lambda digerido con la enzima Pst1 (Sigma), escalera de 500pb (Invitrogen), escalera de 

100pb (Invitrogen), escalera de 50pb (Invitrogen), marcador de bajos pesos moleculares, que es 

  



Alejandro Martínez Gómez 
 

una escalera que despliega fragmentos de peso conocido cuando se analiza en un gel de agarosa 

(Low DNA Mass, Invitrogen).  

 

4.5 TRANSCRIPCIÓN INVERSA ACOPLADA A LA REACCIÓN EN CADENA DE LA 

POLIMERASA SEMICUANTITATIVA 

Para realizar la RT-PCR se empleó el protocolo sugerido para la enzima SuperScriptTM II Reverse 

Transcriptase (invitrogen) en el termociclador GeneAmp PCR System 2400 (Applied Biosystems). La 

RT-PCR consiste en dos etapas, la primera, llamada transcripción inversa (RT), que consiste en 

utilizar las secuencias de un fragmento del RNAm y generar ADN complementario (cADN) de un 

determinado gen. El cADN es una secuencia menos lábil y es adecuada para llevar a cabo la 

segunda etapa, llamada reacción en cadena de la polimerasa (PCR), la cual amplifica de manera 

exponencial el fragmento de la secuencia específica del RNAm del gen que se desea estudiar. 

 

Inicialmente se llevaron a cabo reacciones para amplificar las tres diferentes isoformas de los IP3Rs 

bajo las condiciones de incubación reportadas por Blondel et al. (1993). Posteriormente se 

realizaron amplificaciones para las diferentes isoformas de los RyRs (Neylon et al., 1995). Sin 

embargo, las condiciones reportadas en los artículos por estos autores no proporcionaron las 

amplificaciones esperadas, por lo que fue necesario establecer las condiciones de incubación para 

la RT-PCR en nuestro sistema.  

 

Para establecer las condiciones adecuadas de RT-PCR en nuestro sistema se realizaron las 

amplificaciones de los IP3Rs, RyRs y β-actina inmuno [(β-actina es un gen constitutivo de alta 

expresión en células eucarióticas, que sirve como control positivo interno (Alberts et al., 2002)] en 

los tejidos control, optimizando las condiciones de RT-PCR (concentración de templado inicial, 

MgCl2, dNTP, “primers” (o cebadores), así como, los tiempos de alineación de los “primers”, 

extensión de polimerización y números de ciclos de la PCR hasta obtener bandas específicas para 

cada marcador utilizado por nosotros. Una vez obtenidas las condiciones para cada uno de nuestros 

mensajeros en estudio, se procedió a realizar la RT-PCR en el nervio ciático de la rata en 

condiciones normales (las condiciones de amplificación se muestran en la tabla de programas de 

amplificación, sección 4.8). El siguiente paso consistió en hacer lesiones por compresión y 

transección en el nervio ciático a los diferentes intervalos de tiempo determinados y se llevó a cabo 

la RT-PCR para posteriormente realizar el análisis densitométrico de los productos de RT-PCR 

analizando la intensidad de las bandas de los geles de agarosa al 3%, mediante el software 1D 3.5 

de Kodak Digital Science, con la finalidad de observar si existían variaciones en los niveles de 

expresión de los IP3Rs así como de los RyRs. 
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4.6 SECUENCIAS DE LOS “PRIMERS”, AMPLICONES Y SITIOS DE RESTRICCIÓN DE LOS 

IP3Rs Y RyRs  

Los “primers” del IP3R1 son: sentido (5’-TCCCTGGTCAGCAGTGACTC-3’) y antisentido (5’-

CTCATTTGCTTAGGCTGGCT-3’). Estos “primers” generan un producto de amplificación de 219 pb 

de la región C- terminal del cADN del IP3R1 (Blondel et al., 1993). La secuencia del producto de 

amplificación del IP3R1 (acceso al GenBank J05510) es: 

8341 ttgattggtt ccccaggatg agagccatgT CCCTGGTCAG CAGTGACTCt gaaggggaac agaacgagct 

gaggaacctg 8421 caggagaagc  tggagtccac catgaagctg gtcaccaatc tttctggcca gctgtcagaa 

ctaaag↓gacc agatgacaga 8601 acaaaggaag cagaaacaaa gaattggcct tctaggacat cctcctcaca 

tgaatgtcaa cccacagcAG CCAGCCTAAG 8681 CAAATGAGac ggagggactg  tactcaaccc tttttaaatt 

attgtcagcg tgggtctggc 

 

Sitio de corte con la enzima de restricción AvaII g↓gacc, la cual corta el producto de amplificación 

del IP3R1 que es de 219pb, en dos fragmentos uno de 118pb y otro de 101pb. 

 

Para amplificar el IP3R2 se generaron 2  “primers” diferentes: los primers IP3R2 (Yang) e IP3R2 

(vector) diseñados por nosotros con el software vector NTI, para asegurarnos que las 

amplificaciones realizadas con el IP3R2 (yang), (debido a su gran tamaño de 816pb), no disminuían 

en el rendimiento al amplificarse durante la degeneración Walleriana bajo el procedimiento de RT-

PCR, y de esta manera corroborar los resultados obtenidos con los “primers” IP3R2 (Yang). 

 

Los “primers” del IP3R2 (Yang) son: (5’-CAGAACTCCAGTCACAGG-3’) y antisentido (5’-

CAGTGCGGTGGCATGTGATG-3’). Estos “primers” generan un producto de amplificación de 816pb 

de la región C- terminal del cADN del IP3R2 (Yang et al., 1995). La secuencia del producto de 

amplificación del IP3R2 (acceso al GenBank AF329470) es: 

7501 gattgaaaaa CAGAACTCCA GTCACAGGta acgacggggt tcccactatg accttaactt ccatgctggg 

aacctgccct aaggaaaact gctcacccac 7601 gatcccctct tcgaatgcag ccggtgaggg aggtgaggac ggcatcgaga 

ggacctgtga caccctgctc atgtgcattg tcaccgtgct gaaccagggc 7701 ctcaggaatg gtggcggagt tggtgacgtg 

ctgagacgac cctcaaagga tgagcctttg tttgctgccc gggtggt↓cta cgacctcctt ttcttcttca 7801 tcgtcatcat 

catcgtcctt aacctgattt ttggtgtgat cattgacact ttcgctgacc tcaggagtga gaagcagaag aaagaagaaa 

ttctcaagac 7901 aacctgcttc atctgtggct tggagaggga caagtttgat aacaagacgg tgtcctttga ggagcacatc 

aagtcagagc acaacatgtg gcattacttg 8001 tacttcatcg tcctggtgaa ggtgaaggac ccaacagaat acacagggcc 

tgagagctac gtggctcaga tgatcacaga gaagaattta gactggtttc 8101 ctcggatgcg agccatgtca cttgtcagca 

atgaaggtga cagtgagcaa aatgagatcc ggaacctgca ggagaagctg gagtccacta tgagtctggt 8201 gaaacagttg 
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tcggggcagc tggcagagct gaaggagcag atgacagaac aaaggaaaaa caagcaaagg ctgggcttcc ttggatcaaa 

cacaccccat 8301 gtgaacCATC ACATGCCACC GCACTGacac catgggggca 

 

Sitio de corte con la enzima de restricción AccI gt↓cta c, la cual corta el producto de amplificación 

del IP3R2 (Yang) que es de 816pb, en dos fragmentos uno de 268pb y otro de 548pb. 

 

Los “primers” del IP3R2 (Vector) son: (5’-ACATTTTCCTGCGGACGACC-3’) y antisentido (5’-

GCAGAGTTGTGGCGTCAAGTTC-3’). Estos “primers” generan un producto de amplificación de 342pb 

de la región N- terminal del cADN del IP3R2. La secuencia del producto de amplificación del IP3R2 

(acceso al GenBank AF329470) es: 

 

1001 gcACATTTTC CTGCGGACGA CCttgcgtca atcagcaacg tcggccacta gctctaaagc actctgggag 

atagaggtgg ttcaccatga tccatgccgc 1101 ggaggtgcag gacagtggaa cagcctgttc aggtttaagc atcttgcaac 

tgggaactac ttagctgcag agcttaaccc tgactatcga gatgctcaaa 1201 atgaaggaaa aactgtgaga gacggggagc 

ttccaacctc aaagaaaaaa cgcc↓aggcag gggagaagat catgtacacg ctggtctcgg tcccgcacgg 1301 

aaatgacatc gcgtcccttt ttGAACTTGA CGCCACAACT CTGCagagag ctgactgcct ggttcctagg aactcctacg 

tgcggttgag gcacctgtgt 

 

Sitio de corte con la enzima de restricción MvaI cc↓agg, la cual corta el producto de amplificación 

del IP3R2 (vector) que es de 342pb, en dos fragmentos uno de 253pb y otro de 89pb. 

 

Los “primers” del IP3R3 son: sentido (5’-GGTGAGCGGCGAGGGCGAGG-3’) y antisentido (5’-

GCAGTTCTGCACGTCCACGA-3’). Estos “primers” generan un producto de amplificación de 175pb de 

la región C- terminal del cADN del IP3R3 (Blondel et al., 1993). La secuencia del producto de 

amplificación del IP3R3 (acceso al GenBank NM_013138) es: 

7901 ggctcagatg atcaagaaca agaacctgga ctggttccca cggatgcgcg ccatgtcctt GGTGAGCGGC 

GAGGGCGAGG gcgagcagaa cgagatccgc 8001 atcctgcagg aga↓agcttgg ctccaccatg aagctggtct 

cgcacctcac cgcccagctc aatgagctca aggaacagat gacggagcag cggaagcgga 8101 ggcaacgtct 

gggctTCGTG GACGTGCAGA ACTGCatgag ccgctgagca gagcggagcc 

 

Sitio de corte con la enzima de restricción HindIII a↓agctt, la cual corta el producto de 

amplificación del IP3R3 que es de 175pb, en dos fragmentos uno de 54pb y otro de 121pb. 

 

Los “primers” del RyR1 son: sentido (5’ -GAAGGTTCTGGACAAACACGGG- 3’) y antisentido (5’ -

TCGCTCTTGTTGTAGAATTTGCGG- 3’). Estos “primers” generan un producto de amplificación de 
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435pb de la región C- terminal del cADN del RyR1 (Neylon et al., 1995). La secuencia del producto 

de amplificación del RyR1 (acceso al GenBank XM_001078539) es: 

14101 gtgctcaaca caccgtcttt ccccagcaac tactgggaca agtttgtcaa gcgGAAGGTT 14161 CTGGACAAAC 

ACGGGgacat cttcgggcgg gagcggattg cagagctgct gggcatggat 14221 ctggcctctc tggagatcac 

agcccacaat gagcgcaaac ctgaccctcc accaggcctg 14281 ctgacatgga tcatgtccat ↓cgatgtcaaa taccagatct 

ggaagtttgg agtcatcttc 14341 acagacaact ctttcctgta tctgggctgg tacatggtga tgtccctcct gggccactac 

14401 aataacttct tcttcgctgc ccacctcttg gatatcgcca tgggagtcaa gacgctgcgc 14461 accatccttt 

catccgtcac tcacaacgga aagcagctgg tgatgacagt agggctcctg 14521 gctgtagtgg tctacttgta tacggtggtg 

gccttcaact tcttCCGCAA GTTCTACAAC 14581 AAGAGCGAag atgaggacga gcctgacatg aagtgtgacg 

acatgatgac gtgctacctg 14641 ttccacatgt atgtgggcgt ccgggccggt ggtggcatcg gggacgagat cgaggacccg 

 

Sitio de corte con la enzima de restricción TaqI t ↓cga, la cual corta el producto de amplificación 

del RyR1 que es de 435pb, en dos fragmentos uno de 148pb y otro de 287pb. 

 

Los “primers” del RyR2 son: sentido (5’ -GAATCAGTGAGTTACTGGGCATGG- 3’) y antisentido (5’ -

CTGGTCTCTGAGTTCTCCAAAAGC- 3’). Estos “primers” generan un producto de amplificación de 635 

pb de la región C- terminal del cADN del RyR2 (Neylon et al., 1995). La secuencia del producto de 

amplificación del RyR1 (acceso al GenBank XR_008338) es: 

13981 atggataaat atggagagtt ttatgggaga gacaGAATCA GCGAGTTACT GGGCATGGat 14041 

aaggctgcac tggatttcag cgatgcaaga gagaagaaga agcccaagaa ggacagttcc 14101 ttgtctgctg tgtgagtgac 

acttctgccc tactcgggat gggacctggg tttagttccc 14161 agcactcaca gttccttcct ctacctagcc tggtatatga 

ccatgtctgt tcttggacac 14221 tacaacaact ttttttttgc tgcccacctc cttgacatcg cgatgggctt caagaccttg 14281 

agaactatcc tgtcctcagt tacccataat ggcaaacagc tcgtgtt↓aac tgttggcttg 14341 ttggctgttg ttgtatacct 

gtacactgtt gtggcgttca atttcttccg aaaattctac 14401 aataaaagcg aggatggtga cacgccggac atgaagtgtg 

acgacatgct gacgtgttac 14461 atgttccaca tgtatgtggg cgtccgtgct ggagggggca tcggtgatga aattgaagac 

14521 ccagcaggag atgagtacga gatctaccga atcatctttg atatcacatt cttcttcttt 14581 gtgattgtca tccttttggc 

tatcatacaa ggtttgatca ttgatGCTTT TGGAGAACTC 14641 AGAGATCAAc aagagcaagt caaggaagac 

atggagacca agtgcttcat ctgtgggata 14701 ggcaacgact actttgatac agtgccgcat ggctttgaaa cccatactct 

acaggagcac 14761 aacctggcca actacctgtt ttttctgatg tacctcataa acaaggatga aacagaacac 

 

Sitio de corte con la enzima de restricción HincII gtt↓aac, la cual corta el producto de amplificación 

del RyR2 que es de 635pb, en dos fragmentos uno de 314pb y otro de 321pb. 

 

Los “primers” del RyR3 son: sentido (5’ -CCTTCGCTATCAACTTCATCCTGC- 3’) y antisentido (5’ -

TCTTCTACTGGGCTAAAGTCAAGG- 3’). Estos “primers” generan un producto de amplificación de 505 
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pb de la región C- terminal del cADN del RyR3 (Neylon et al., 1995). La secuencia del producto de 

amplificación del RyR (acceso al GenBank XM_342491) es: 

13201 aagaagacgc gacggcgtgg tcagaaggcc gagaagccag tagccttcat ggccaacttc 13261 ttcaaagggc 

tggagattta tcagaccaag ttactgcact acctggccag gaatttctac 13321 aacctgaggt tcctcgctct atttgtagCC 

TTCGCTATCA ACTTCATCCT GCttttctat 13381 aaggtcacgg aagagccttt agaggaagaa acagaggatg 

ttgcaaacct gtggaactca 13441 ttcaatgagg atgatgagga agaagcgatg gtgttctttg ttcttcagga gagcactggg 

13501 tatatggcac caacactgcg tgccctggcc attgtccaca ctgtcatctc tctggtctgt 13561 gtggtgggct 

attactgcct gaaggtac↓ct ttggtggtat tcaaaaggga gaaggaaatt 13621 gccaggaagc tggagtttga tggtctgtat 

atcactgagc agccatctga ggatgacatc 13681 aaagggcagt gggatcgctt ggtgatcaac acgccatctt ttcctaataa 

ctactgggac 13741 aagtttgtga agagaaaggt gatcaacaag tatggagatc tctatggagc agagcgcatc 13801 

gctgaactcc tgggtttgga caaaaatgcC CTGGACTTTA GCCCAGTAGA AGAggccaaa 13861 gcagaggcgg 

cgtctctggt gtcatggcta agttccatcg acatgaagta ccatatttgg 13921 aagctagggg tggttttcac tgacaactcc 

tttctctacc ttgcctggta cacaaccatg 

 

Sitio de corte con la enzima de restricción KpnI ggtac↓c, la cual corta el producto de amplificación 

del RyR3 que es de 505pb, en dos fragmentos uno de 214pb y otro de 291pb. 

 

Los “primers” de β-actina son: sentido (5’-CGTAAAGACCTCTATGCCAA-3’) y antisentido (5’-

AGCCATGCCAAATGTGTCAT-3’). Estos “primers” generan un producto de 349 pb (Blondel et al., 

1993). La secuencia del producto de amplificación de β-actina (acceso al GenBank V01217) es: 

2701 catccatgaa actacattca attccatcat gaagtgtgac gttgacatcC GTAAAGACCT 2761 CTATGCCAAc 

acagtgctgt ctggtggcac caccatgtac ccaggcatcg ctgacaggat 2821 gcagaaggag attactgccc tggctcctag 

caccatgaag atcaaggtaa gcagccttag 2881 cctggaccca tagtggggtg tggtcagccc tgtagttgta gccaactctc 

ttggcttaag 2941 gaacaaccca gcatccagaa tgctcacaat cactgtcttg ctttcttcag atcattgctc 3001 ctcctgagcg 

caagtactct gtgtggattg gtggctctat cctggcctca ctgtccacct 3061 tccagcagat gtggatcagc aagcaggagt 

acgatgagtc cggcccctcc atcgtgcacc 3121 gcaaatgctt ctaggcggac tgttactgag ctgcgtttta caccctttct 

ttgacaaaac 3181 ctaacttgcg cagaaaaaaa aaATGAGACA TTTGGCATGG Ctttattgtt tttttgtttt 

 

El producto de amplificación de β-actina tiene un intrón entre los nucleótidos 2865 y el 2998 

(aggtaa gcagccttag cctggaccca tagtggggtg tggtcagccc tgtagttgta gccaactctc ttggcttaag gaacaaccca 

gcatccagaa tgctcacaat cactgtcttg ctttcttcag atcattgc), en el gen completo y por consiguiente es un 

fragmento no codificado en el RNAm. 

 

*El producto de amplificación de β-actina no fue restringido, ya que tenemos una manera indirecta 

de determinar si el amplicón es específico o no, puesto que contiene un intrón. Si nuestras 
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amplificaciones estuvieran contaminadas con ADN genómico el producto de amplificación sería 

mucho mayor del esperado para la amplificación del mensajero (la amplificación seria de 482pb, 

mientras que para el mensajero es de 349pb). 

 

4.7 TRANSCRIPCIÓN INVERSA 

Para llevar a cabo las reacciones de RT-PCR con los IP3Rs la concentración utilizada de templado 

inicial fue de 0. 5µg, mientras que para los RyRs la cantidad de RNA total utilizado como templado 

inicial fue de 1.0 µg. Todos los reactivos utilizados para realizar la RT y la PCR fueron de Invitrogen 

y se utilizó el siguiente programa para llevar a acabo la RT. 

 

Programa Segmento Temperatura(°C) Tiempo (minutos) 
1 1 27 10 

 2 42 60 

 3 70 15 

Adicionar:    

Ribonucleasa H (2U)  37 20 

 

4.8 REACCIÓN EN CADENA DE LA POLIMERASA 

Una vez concluido el tiempo de incubación para que se llevara a cabo la RT y la degradación de los 

restos de nucléotidos de una sola cadena, se adicionaron los reactivos de la PCR y se procedió a 

amplificar. Los siguientes cuadros muestran las condiciones optimizadas para poder amplificar los 

diferentes mensajeros estudiados, mediante RT-PCR. 

 

Programas de Amplificación 
Programa para amplificar β-actina, IP3R1, IP3R3 e IP3R2 (vector) 
Programa Segmento Temperatura Tiempo No de ciclos 

1 1 Desnaturalización 94°C 4 min 1 

2 1 Desnaturalización 

2 Acoplamiento 

3 Extensión 

94°C 

56°C 

72°C 

30 seg 

1 min 

1 min 

 

30 

3 1 Extensión final 72°C 7 min 1 

 

Programa para amplificar IP3R2 (Yang), RyR1 y RyR3    
Programa Segmento Temperatura Tiempo No de ciclos 

1 1 Desnaturalización 94°C 4 min 1 

2 1 Desnaturalización 

2 Acoplamiento 

3 Extensión 

94°C 

60°C 

72°C 

1 min 

1 min 

3 min 

 

30 

3 1 Extensión final 72°C 7 min 1 
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Programa para amplificar RyR2 
Programa Segmento Temperatura Tiempo No de ciclos 

1 1 Desnaturalización 94°C 4 min 1 

2 1 Desnaturalización 

2 Acoplamiento 

3 Extensión 

94°C 

64°C 

72°C 

1 min 

1 min 

2 min 

 

30 

3 1 Extensión final 72°C 8 min 1 

 

Los productos de amplificación obtenidos mediante los programas de amplificación aquí mostrados, se observan y analizan  

en geles de agarosa al 3% teñidos con EtBr.*Todos los experimentos fueron por triplicado y además llevados a cabo con 

diferentes camadas de ratas. **Para corroborar la información obtenida de los niveles de expresión con el IP3R2 (Yang), ya 

que el producto de amplificación es muy grande (816pb) y esto puede disminuir el rendimiento de la RT-PCR, se realizaron 

experimentos de amplificación del IP3R2 con los “primers” (IP3R2 vector, 341pb) diseñados con el software vector NTI. 

 

4.9 EXPERIMENTOS DE RESTRICCIÓN DEL PRODUCTO DE AMPLIFICACIÓN 

Para comprobar que los productos de amplificación de los IP3Rs y de los RyRs son específicos se 

llevaron a cabo ensayos de restricción con diferentes enzimas de restricción las cuales cortan los 

productos de amplificación de manera específica. El amplicón del IP3R1 de 219pb se corta con Ava 

II; el amplicón del IP3R2 (Yang) de 816pb se corta con AccI; el amplicón del IP3R2 (vector) de 

342pb se corta con MvaI; el amplicón del IP3R3 de 175pb se corta con Hind III; el amplicón del 

RyR1 de 435pb se corta con TaqI; el amplicón del RyR2 de 635pb se corta con HincII; el amplicón 

del RyR3 de 505pb se corta con KpnI. Para tener mayor detalle de los productos que se generan 

por el corte enzimático consultar la sección 4.6. Antes de realizar la digestión de los productos de 

amplificación con la enzima de restricción fue necesario purificar los productos de amplificación y en 

este caso se utilizó el Kit CONCERT sistema de purificación rápida de Invitrogen. 

 

4.10 CLONACIÓN DE LOS PRODUCTOS DE HIBRIDACIÓN 

Muestras de los amplicones de los IP3Rs y RyRs así como de β-actina, después de ser purificadas, 

fueron enviados a clonar al University College of London con el objetivo de generar sondas 

específicas para cada isoforma y poder realizar hibridaciones in situ. Se utilizó esta técnica porque 

se podían adquirir anticuerpos específicos comerciales para cada isoforma en ese momento, para 

poder llevar a cabo inmunohistoquímicas. Sin embargo, después se comprarón anticuerpos 

específicos para cada una de las isoformas de los IP3Rs. 

 

4.11 DENSITOMETRÍA 

El análisis semicuantitativo de los geles de agarosa teñidos con bromuro de etidio (EtBr), se realizó 

empleando el software de análisis de imágenes 1D 3.5 de Kodak Digital Science; con este sistema 
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de análisis digital se produce un valor aproximado de cada banda detectada en el gel, para lo cual 

se usó como referencia el marcador de pesos moleculares bajos (Low DNA Mass, Invitrogen). 

 

4.12 HISTOGRAMAS Y PRUEBA ESTADÍSTICA 

Los resultados obtenidos del análisis de la imagen son exportados del software Kodak Digital 

Science 1D 3.5, a una tabla de Microsoft Excel 2000, la cual nos permitió obtener el valor de la 

relación de la intensidad de las bandas del producto de amplificación de los IP3Rs, los RyRs y β-

actina, para cada una de las muestras. De estos valores de relación se obtuvo el promedio y la 

desviación estándar, y se realizaron los histogramas de relación entre los IP3Rs/β-actina y los RyRs/ 

β-actina. Los valores de la relación de los IP3Rs/β-actina y los RyRs/β-actina, fueron exportados al 

software STATGRAPHICS Plus 2.0, en el cual se aplicó la prueba estadística de Kruskal-Wallis en 

todas las muestras (prueba estadística no paramétrica, debido a que en nuestros experimentos sólo 

se realizaron 3 repeticiones).  

 

Control 1: Expresión del RNAm de β-actina 

En todos nuestros experimentos el gen constitutivo β-actina de alta expresión fue utilizado como 

control de la reacción en las amplificaciones de RT-PCR. En la figura 9, se muestra el histograma y 

gel representativo de la amplificación de β-actina en lesiones por transección. Como se esperaba, 

no se presentan cambios significativos en el nivel de expresión entre el nervio ciático normal y los 

nervios ciáticos lesionados a los diferentes tiempos que se establecieron de estudio, ya que el valor 

de p= 0.962817. 

 

 

Figura 9. Expresión de β-actina tanto en los tejidos control como en el nervio ciático normal y lesionado por transección a 

los diferentes días de estudio establecidos. (A) Histograma representativo de la amplificación de β-actina mediante RT-PCR. 

(Cer) cerebelo, (Cort) corteza cerebral, (NCN) nervio ciático normal. (B) Gel de agarosa al 3% representativo de la 

amplificación de β-actina. (a) cerebelo, (b) corteza cerebral, (c) nervio ciático normal, (d, e, f, g, h, i, j, k, l, m) 

corresponden a 1, 2, 3, 5, 7, 10, 15, 18, 20 y 30 días después de la lesión respectivamente. (n) control, reacción de 

amplificación sin templado inicial. (Esc) Escalera de 50pb. En todos los casos n=10. 
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4.13 ANTICUERPOS 

Con la finalidad de estudiar la distribución de los IP3Rs en el nervio ciático en condiciones normales, 

así como durante la degeneración Wallerina en nervios lesionados por compresión, se llevaron a 

cabo inmunohistoquímicas contra los antígenos para cada una de las isoformas de los IP3Rs. La 

siguiente tabla muestra la lista de los anticuerpos utilizados. 

 

ANTICUERPO COMPAÑÍA 
Anticuerpo de conejo policlonal anti-IP3R1 (Synaptic Systems) 

Anticuerpo de conejo policlonal anti-IP3R2 (Affinity BioReagents, Inc.) 

Anticuerpo de conejo policlonal anti-IP3R3 (Chemicon International, Inc.) 

Anticuerpo de ratón monoclonal anti-AnkyrinG (Zymed) 

Anticuerpo de ratón monoclonal anti-Kv1.2 α-subunit (Upstate) 

Anticuerpo de ratón monoclonal anti-GFAP conjugado con Cy3 (Sigma) 

Anticuerpo de pollo anti-conejo IgG Alexa Fluor® 488 (Invitrogen-Molecular Probes) 

Anticuerpo de cabra anti-ratón IgG Alexa Fluor® 568 (Invitrogen-Molecular Probes) 

 

4.14 INMUNOHISTOQUÍMICA EN EL CEREBRO DE RATA PARA LOS IP3Rs 

Para demostrar la especificidad de los anticuerpos de los IP3Rs que utilizamos, se llevaron a cabo 

inmunohistoquímicas relevalando con DAB en cortes por congelación de cerebro de rata, reportes 

previos muestran el patrón de distribución de los IP3Rs en este tejido (Sharp et al., 1999; Dent et 

al., 1996). Para realizar el inmuno-marcaje de los IP3Rs en el cerebro el procedimiento fue el 

siguiente. Se sacrifica por decapitación el animal, rápidamente se extrae el cerebro al cual se le 

hace un corte sagital, los 2 cortes de cerebro se colocan inmediatamente en hielo seco  finamente 

machacado o nitrógeno líquido y se almacenan a –70°C. Posteriormente, el tejido se embebe con 

tissue-tek (Miles Inc.) y se realizan los cortes histológicos (10 mm) que se colocan en los 

portaobjetos. Las preparaciones se dejan secar al aire, para posteriormente llevar a cabo la 

inmunohistoquímica (sección 4.16) 

 

Control 2: Inmunohistoquímica en el cerebelo de rata para los IP3Rs  

Para comprobar la especificidad de los anticuerpos comerciales que se utilizaron en los 

experimentos, se realizaron inmunohistoquímicas en cortes de cerebelo de rata. En la figura 10, se 

muestra la distribución del IP3R1 la cual se detecta sólo en las neuronas y está enriquecido en los 

cuerpos neuronales, dendritas y axones de las neuronas de Purkinge del cerebelo (Sharp et al., 

1999, Dent et al., 1996). El IP3R2 se detecta principalmente en la glía, mientras que el IP3R3 se 

encuentra enriquecido en las terminales neuronales y en la glía como se ha descrito previamente 

(Sharp et al., 1999). El IP3R2 también se localiza bajos niveles en neuronas.  
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Figura 10. Inmunohistoquímica de los IP3Rs en cerebelo de rata, revelado con DAB y contrateñido con tionina. (A y B) 

Inmunohistoquímica con el IP3R1 en el cerebelo de rata adulta donde se puede observar un intenso marcaje en las neuronas 

de Purkinge, las dendritas y axones (flecha). (C y D) La inmuno-localización del IP3R2 esta presente principalmente en las 

células gliales (flecha) aunque también se presentan bajos niveles de inmuno-marcaje en los cuerpos neuronales. (E y F) El 

marcaje del IP3R3 es detectado en las neuronas de la capa granular del cerebro. (fm) tractos de fibras mielinizadas. (gr) 

capa granular. Barra=100 µm (A, C y E) y 50 µm (B, D y F) 

 

4.15 NERVIOS DESMEMBRADOS 

Para realizar los estudios de inmunohistoquímica, los nervios fueron puestos en una caja Petri que 

contenía PBS (10X, 1.4 M de NaCl, 27 mM de KCl, 100 mM de Na2HPO4, 18 mM de KH2PO4, pH 7.4). 

En un microscopio estereoscópico, los nervios se colocan en un portaobjetos y rápidamente se les 

quita el epineuro, separándose en pequeños paquetes de fibras nerviosas, estas fibras se regresan 

a la caja Petri. Posteriormente cada paquete de nervios es colocado en un portaobjetos y se 

desmembra, separando las fibras nerviosas lo mejor posible para visualizar las fibras mielínicas y 

amielínicas claramente. Los nervios ciáticos normales y los nervios lesionados por compresión 

fueron utilizados para hacer las inmunohistoquímicas con los IP3Rs (los nervios fueron extraídos a 

3, 5, 10, 15 y 20 días después de haber causado la lesión). 
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4.16 INMUNOHISTOQUÍMICA 

El tejido colocado en el portaobjetos se deja secar 1 h a temperatura ambiente. En todos los 

experimentos las muestras se fijaron con 4% de paraformaldehido (PF), hecho en buffer de 

fosfatos 0.1M, pH 7.4, durante 10 o 20 min. Posteriormente se lavan las muestras 3 veces por 5 

min en PBS, se bloquea con leche descremada al 10% en PBS por 2h a 4°C, a continuación se 

coloca el primer anticuerpo (IP3R1 [1:250], IP3R2 [1:100], IP3R3 [1:1000]) en PBS-leche al 1%, con 

0.5% Triton X-100 y 0.2% de Tween, durante toda la noche a 4°C. Al día siguiente se lava 3 veces 

por 5 min en PBS y se coloca el anticuerpo secundario conejo anti-biotina IgG [1:500] en PBS-leche 

al 1%, con 0.5% triton X-100 y 0.2% de Tween, durante 2 h, a 4°C. Después de lavar 3 veces por 

5 min en PBS, si se desea revelar con diaminobenzidina (DAB Sigma), las muestras se incuban con 

los reactivos A y B (del kit ABC Vector, avidin and biotinylated horse-radish preoxidase 

macromolecular complex) por 30 min y después se coloca el DAB de 7 a 10 min, se lavan las 

muestras 3 veces por 5 min en PBS y se contra-tiñen con tionina. Para llevar a cabo la 

inmunohistoquímica con fluorescencia, después de incubar con el anticuerpo primario, se coloca a 

las muestras anti-conejo IgG fluoresceína-avidina [1:1000] o Alexa Fluor® 488 [1:1500] en PBS, 

por 1 h, se lava 3x5 min con PBS y las muestras se montan con Vectashield (Vector Laboratories 

Inc.). Los controles de las inmunohistoquímicas fueron realizados omitiendo la colocación del 

anticuerpo primario. 

 

4.17 DOBLE INMUNOHISTOQUÍMICA 

Para llevar a cabo la doble inmunohistoquímica, los nervios desmembrados se fijaron con 2% PF 

durante 10 min. Después las muestras fueron lavadas con PBS y bloqueadas con leche descremada 

10% en PBS-TT durante 30 min, a 4°C. Posteriormente se incubó con los anticuerpos primarios 

(anti-AnkyrinG [1:100] o anti-Kv1.2 subunidad-α [1:100]), a 4°C durante toda la noche. Después se 

lavó 3 x 5 min con PBS y se colocó anti-ratón IgG rodamina [1:1000] o Alexa Fluor® 568 [1:1500] 

en PBS, por 1 h, a 4°C. Se continuó con el procedimiento descrito previamente para marcar con los 

IP3Rs con fluoresceína o Alexa (sección 4.16). 

 

Para realizar la doble inmunohistoquímica contra el anticuerpo de ratón monoclonal anti-GFAP, las 

muestras de las fibras nerviosas fueron fijadas con 4% PF durante 15 min, se lavó con PBS 3 veces 

durante 5 min. Enseguida se boquearon con leche descremada al 10% en PBS por 2 h y se 

incubaron con anti-GFAP conjugado con Cy3 [1:1000] (Sigma) durante toda la noche a 4°C. 

Posteriormente se realizó el marcaje descrito para los IP3Rs (sección 4.16). 
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4.18 CONTRA-TINCIÓN CON TIONINA PARA MARCAR NÚCLEOS CELULARES 

Para realizar la contra-tinción con tionina para marcar los núcleos de las células de Schwann, las 

láminas se enjuagaron por 10 min en H2O destilada, se colocaron en tionina 0.2% por 5 min, se 

lavaron con H2O destilada 3 veces durante 10 min y se deshidrataron en tren de alcoholes de 

manera ascendente 50, 70, 80, 96 y 100%, 1 min en cada alcohol. Se continuó colocando las 

muestras en Xilol-Alcohol (1:1) 5 min y por último en Xilol absoluto por 5 min, para montarlas con 

permount (FisherChemical). 

 

4.19 ALIZARINA ROJA 

Se llevaron a cabo tinciones con Alizarina roja (sigma) que permite marcar depósitos de Ca2+ en el 

tejido (Johnson, 1994). Para ello se fijaron las preparaciones de nervio previamente desmembradas 

durante 15 min con 4% PF, se lavaron e hidrataron las muestras 3 veces por 5 min con H2O 

destilada y se colocaron en Alizarina roja durante 5 min, agitando constantemente. Posteriormente 

se lavaron en acetona por 3 min y se deshidrataron y aclararon en acetona-xilol (1:1) y después en 

xilol absoluto durante 3 min y finalmente se montaron con permount para ser observadas en el 

microscopio. 

 

4.20 HIBRIDACIÓN IN SITU 

Para determinar la distribución de las diferentes isoformas de los RyRs en el nervio ciático, se 

montó la técnica de hibridación in situ, dado que cuando se inició este trabajo no había anticuerpos 

comerciales específicos para cada isoforma de estos receptores intracelulares de Ca2+. 

 

Los productos de amplificación de los RyRs, de los IP3Rs así como de β-actina (sección 4.6), fueron 

clonados en el vector pCR®II-TOPO® (Invitrogen). El vector tiene diferentes sitios de corte para 

enzimas de restricción y el producto de amplificación clonado se encuentra franqueado por sitios de 

corte para EcoRI. Mediante la digestión con esta enzima se obtuvieron los productos de 

amplificación clonados, los cuales se analizaron en geles de agarosa al 3% para determinar si el 

tamaño en pares de bases corresponde con el de nuestros amplicones. Posteriormente los 

productos obtenidos del vector de clonación se purificaron con las columnas del sistema de 

purificación rápida Kit CONCERT de Invitrogen y se les realizó el ensayo de restricción a cada uno 

de los amplicones con el objeto de comprobar que los productos de amplificación correspondían 

para cada isoforma. Todos los productos clonados fueron específicos por lo que se procedió a 

realizar los ensayos de transcripción in vitro, para generar las sondas que fueron utilizadas para 

llevar a cabo la hibridación in situ. 
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Los plásmidos se linearizaron con el objeto de producir las sondas antisentido y sentido. Para el 

antisentido la sonda se corta con HindIII y se transcribe con la RNA polimerasa T7. Para generar la 

sonda sentido la sonda se corta con XhoI y se transcribe con la RNA polimerasa SP6. Con la sonda 

antisentido se obtiene el marcaje específico del mensajero cuando se lleva a cabo la hibridación in 

situ, mientras que la sonda sentido sirve como control, ya que en principio no se pega al 

mensajero. Las sondas se marcan con digoxigenina (DIG-11-UTP). Se lleva a cabo la transcripción 

in vitro, con la adición del nucleótido DIG-11-UTP (Roche). De esta manera la sondas se marcan y 

detectan con NBT (nitroazul tetrasolium) (Roche) y Fosfatasa-X (Roche). Para realizar la 

transcripción in vitro se utilizó el protocolo de Roche. Finalmente los transcritos se observaron en 

un gel de agarosa al 2% y se realizaron dot-blots para conocer si las sondas no estaban 

degradadas y que presentaran marcaje, respectivamente.  

 

4.21 PROTOCOLO DE HIBRIDACIÓN IN SITU 

El protocolo que llevamos a cabo es una modificación de tres protocolos descritos anteriormente 

(Dent et al., 1996; Speel et al., 1999; Court et al., 2004). Sin embargo, establecer la técnica de 

hibridación in situ fue una labor complicada debido a las dificultades técnicas que produce trabajar 

con un tejido de las características del nervio ciático, el cual tiene un exceso de matriz extracelular 

que impide un manejo y separación de las fibras nerviosas. Logramos obtener magníficos 

resultados con la sonda control de β-actina, así como con las sondas de las diferentes isoformas de 

los RyRs. Primero se realizaron hibridaciones in situ con β-actina, dado que es un gen constitutivo 

muy abundante. Una vez que se estableció la técnica con β-actina se procedió a realizar los 

experimentos con los RyRs, con los cuales se tuvo varias dificultades técnicas debido a los niveles 

tan bajos de expresión de estos genes en el nervio ciático. 

 

Para llevar a cabo la hibridación in situ, los nervios ciáticos denervados son colocados en 

portaobjetos cubiertos con poly-l lisina (sigma) y se fijan con 4% PF. Se lavan 3 veces durante 5 

min en PBS y se permeabiliza el tejido con proteinasa K (20 µg/ml) durante 10 min a 37°C. Las 

muestras se lavan 5 min en PBS y se fijan nuevamente con 4% PF por 5 min a 4°C, se acetilan  en 

buffer TEA (0.1M trietanolamina en H2O, pH 8) con 0.25% v/v anhidro acético (sigma) durante 5 

min 2 veces, en agitación constante. A continuación se pre-hibridizan las muestras colocando el 

buffer de pre-hibridación [40% formamida desonizada, 10% dextran sulfato, 1x de solución 

Denhardt’s, 4x SSC, 10 mM DTT, 1 mg/ml RNA-t de levadura (sigma) y 1 mg/ml de ADN de 

esperma de arenque desnaturalizado (invitrogen)] sobre el tejido, se cubre con nescofilm y las 

muestras se colocan en una cámara húmeda, y se incuban en una estufa a 50°C durante 6 h. 

Posteriormente, las muestras se ponen a hibridar con la sonda, para lo cual se aspira con una 

micro-pipeta el buffer de pre-hibridación de las muestras y se coloca buffer de hibridación con la 
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sonda deseada, cubriendo el tejido con nescofilm y colocándolo en una cámara húmeda que se 

incuba a 42°C durante toda la noche (de 12-16 h). Antes de colocar la sonda en el tejido, debe 

calentarse durante 3 min a 80°C con el objetivo de eliminar estructuras secundarias. La 

concentración de la sonda en nuestros experimentos fue de 12.5 ng/µl para β-actina y de 50 ng/µl 

para los RyRs. 

 

Finalmente se continua con los pasos de post-hibridación, que consisten en quitar el nescofilm de 

las muestras y lavar cuidadosamente las láminas con 2 X SSC  (10X, 1.5 M NaCl, 150 mM citrato de 

sodio, pH a 7.2) 2 veces por 10-15 min a temperatura ambiente. Posteriormente las láminas se 

colocan en buffer NTE (500 mM NaCl, 10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH a 8.0) por 5 min y las muestras 

se ponen a digerir con RNAsa A en buffer NTE (a una concentración de 20µg/ml) durante 10 min a 

37°C. Después las láminas se lavan durante 30 min en buffer 2X SSC  (2 veces) a 45°C y por 30 

min en buffer 0.1X SSC (2 veces) a 55°C. Para poder revelar, las láminas se colocan en buffer1 

(10X, 1 M Tris-HCl, 1.5 M NaCl, pH a 7.5) 2 veces por 10 min, en agitación suave y constante a 

temperatura ambiente y se bloquean con leche descremada al 10% en buffer1 durante 1 h. 

Posteriormente las muestras se incuban, con 4 µl del anticuerpo anti-digoxigenina-AP Fab 

fragments (Roche) en 15 ml de leche descremada al 10% en buffer1 durante 2 h (mantener en 

agitación suave y constante). Lavar 2 veces por 10 min en buffer1 en agitación constante, después 

se lavan en buffer2-MgCl2 (10X, 1 M Tris-HCl, 1 M NaCl, pH 9.5 y agregar 25 ml de MgCl2 1 M 

(stock de MgCl2) a 500 ml de buffer2 (1x), (* el MgCl2 es muy importante para que se lleve a cabo 

la reacción de revelado) durante 10 min en agitación continua. Las laminillas se incuban entonces 

con la solución de revelado (67.5 µl de NBT (Roche), 52.5 µl de fosfatasa-X (Roche) en 15 ml de 

buffer2-MgCl2) durante toda la noche (12-16h), en agitación constante. Se cubren los porta-

laminillas con papel aluminio para evitar que la luz afecte el revelado. Cuando el color desarrollado 

en el tejido es el óptimo, se detiene la reacción de revelado de color incubando las muestras en 

buffer3 (10 mM Tris-HCl (pH 8.1), 1 mM EDTA) durante 10 min. Se lavan las muestras 2 veces por 

10 min con buffer TE (100 mM Tris-HCl, 50 mM EDTA, pH8) y se enjuagan con H2O ultrapura. 

Finalmente las muestras se montan con Aquamount (BDH) y se observan al microscopio. 

 

 

 

 

  



Alejandro Martínez Gómez 
 

CAPÍTULO 5 

RESULTADOS 

 

5.1 NERVIO CIÁTICO NORMAL 

Para realizar la primera parte de nuestro proyecto, utilizamos nervios ciáticos de rata en 

condiciones normales (Fig. 11), los cuales por una parte fueron extraídos y procesados para aislar 

RNA total y analizar la expresión de los RNAm de los IP3Rs asi como de los RyRs mediante RT-PCR. 

Por otro lado, los nervios ciáticos fueron usados para llevar a cabo tanto las inmunohistoquímicas 

como las hibridaciones in situ en fibras nerviosas desmembradas. 

 

Figura 11. Fotografía que muestra los nervios ciáticos de la rata. Nervio ciático de la extremidad inferior izquierda (flecha). 

Nervio ciático derecho (punta de flecha). 

 

5.1.1 EXPRESIÓN DE LOS RNAm DE LOS IP3Rs MEDIANTE RT-PCR  

Se determinó la expresión de las 3 diferentes isoformas de los IP3Rs en el nervio ciático normal por 

RT-PCR (Fig. 12). Los resultados de la densitometría con las amplificaciones llevadas a cabo para 

los IP3Rs en el nervio ciático en condiciones normales muestran que el IP3R3 es la isoforma más 

abundante en el nervio ciático (49%), mientras que el IP3R2 (26%) y el IP3R1 (25%) mantienen un 

nivel similar de expresión como se puede observar en el histograma. 

 

 

Figura 12. Histograma promedio del nivel de expresión de los RNAm de los IP3Rs, en el nervio ciático de la rata en 

condiciones normales, la isoforma con mayor expresión es el IP3R3 (asterisco), mientras que el IP3R1 y el IP3R2 mantienen 

similares niveles de expresión en nervio ciático. P=0.014. n=10. 
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5.1.2 INMUNO-LOCALIZACIÓN DE LOS IP3Rs  

5.1.2.1 INMUNO-LOCALIZACIÓN DEL IP3R1 

Con el fin de conocer la distribución de los IP3Rs en el nervio ciático normal se llevaron a cabo a 

cabo inmunohistoquímicas con cada una de las diferentes isoformas. Con el IP3R1, se observa 

marcaje tanto en las CSFM como en las CSNFM. En las CSFM se observa un intenso marcaje tanto 

en el núcleo como en el citoplasma perinuclear (Fig. 13 A y B) lo que sugiere una agrupación de 

estos receptores en núcleo. También se aprecia marcaje en el citoplasma internodal (en las 

microfotografías se observa como una fina línea en la membrana abaxonal de las CSFM), así como 

en las incisuras de Schmidt-Lanterman (Fig. 13 C y D). En las CSNFM el IP3R1 se detecta a bajos 

niveles tanto en el citoplasma como en el núcleo (Fig. 13 D), ya que haciendo una doble 

inmunohistoquímica contra los canales de K+, Kv1.2 (Fig. 13 E), los cuales marcan este tipo de 

células (Arroyo et al., 1999), el IP3R1 co-localiza con los canales de potasio (Fig. 13 F).  

 

 

Figura 13. Inmunohistoquímica del IP3R1 en el nervio ciático de la rata en condiciones normales. Inmuno-marcaje con 

DAB (A) o fluorescencia (B) del IP3R1 en la región perinuclear y nuclear (flechas) de las CSFM. Inmuno-localización del IP3R1 

en las incisuras de Schmidt-Lanterman. (C y D puntas de flecha), y en el citoplasma internodal de las CSFM (C y F flechas). 

Doble inmuno-marcaje del IP3R1 (D) y el canal de potasio, Kv1.2 (E), imagen empalmada de D y E que muestra la 

localización del IP3R1 en las CSNFM (F). El IP3R1 se detecta en las CSNFM (asteriscos en D y F), el IP3R1 también esta 

presente en los núcleos de estas células (flechas pequeñas en D y F). Barra=10 µm A, B, C y en D-F. 
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El IP3R1 también se localiza aproximadamente en 85% de los nodos de Ranvier (Fig. 14 A-C). Para 

determinar con mayor precisión la localización de esta isoforma en el complejo nodal, se realizaron 

dobles inmunohistoquímicas contra AnkirinaG (AnkG) y contra los canales de K+, Kv1.2; que son 

marcadores específicos de la región nodal (Kordeli et al., 1995) y yuxtaparanodal (Arroyo et al., 

1999) respectivamente. El doble-marcaje del IP3R1 (Fig. 14 D) y de AnkG (Fig. 14 E) mediante 

microscopía confocal, sugiere que el IP3R1 co-distribuye con AnkG (Fig. 14 F). Por otra parte, el 

doble-marcaje del IP3R1 (Fig. 14 G) y el Kv1.2 (Fig. 14 H), no co-distribuye en la región 

yuxtaparanodal (Fig. 14 I). En conclusión, los resultados muestran que el IP3R1 se localiza en la 

región nodal similar a la encontrada para los canales de sodio Nav1.6 (Caldwell et al., 2000), pero 

no se encuentra en la región yuxtaparanodal. El IP3R1 también se localiza en la membrana 

abaxonal de las CSFM que se encuentra en proximidad con el nodo de Ranvier (Fig. 14 D y G), 

similar al reportado para Cx32 (Chandross et al., 1996).  

 

 

Figura 14. Inmunohistoquímica del IP3R1 en los nodos de Ranvier del nervio ciático de la rata en condiciones normales. 

Marcaje nodal del IP3R1 (flechas) con DAB (A y B) y con fluorescencia (C). Doble inmunohistoquímica del IP3R1 (D) y AnkG 

(E), el imnumo-marcaje del IP3R1 co-distribuye con AnkG en el nodo de Ranvier (F). Doble inmuno-marcaje contra el IP3R1 

(G) y Kv1.2 (H), en donde la localización de ambos marcadores no co-distibuye (I), sugiriendo que el IP3R1 no se localiza en 

el yuxtaparanodo. La inmuno-localización del IP3R1 también se observa en la membrana abaxonal de las CSFM en la región 
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próxima a los nodos de Ranvier (flechas en D y G) y en el citoplasma abaxonal de las CSFM (punta de flecha en G). 

Barra=10 µm A-C y en D-I. 

 

5.1.2.2 INMUNO-LOCALIZACIÓN DEL IP3R2  

Con el IP3R2 se observa también distribución tanto en las CSFM como en las CSNFM. La localización 

del IP3R2 en fibras nerviosas desmembradas se puede apreciar en la Fig. 15. El IP3R2 se encuentra 

principalmente en el núcleo como gránulos discretos (Fig. 15 A y B), pero también se aprecia en el 

citoplasma perinuclear de las CSFM (Fig. 15 A y B). Por otro lado, las fibras nerviosas también se 

tiñeron con rojo de alizarina, que marca específicamente depósitos de Ca2+ en la célula, en donde 

se observan depósitos de Ca2+ tanto en el citoplasma perinuclear como gránulos en los núcleos de 

las CSFM (Fig. 15 C), sugiriendo que la localización tanto del IP3R2 como del IP3R1 puede estar 

relacionada con la presencia de depósitos de Ca2+. Para determinar si hay inmuno-localización del 

IP3R2 en las CSNFM se llevó a cabo el doble inmuno-marcaje del IP3R2 (Fig. 15 D) con GFAP (Fig. 

15 E) que es un marcador específico de las CSNFM (Mirsky y Jessen, 1990). Se observa que la 

distribución de ambos marcadores co-localiza excepto en el núcleo que únicamente se marca con 

IP3R2 (Fig. 15 F), sugiriendo que el IP3R2 está presente a bajos niveles en las CSNFM tanto en el 

citoplasma como en el núcleo. La localización del IP3R2 en la región nodal se extiende a la 

membrana abaxonal del las CSFM y a los procesos canaliculares (flechas en la Fig. 15 H e I), similar 

a la reportada para los canales de potasio Kv1.5 en el nervio ciático de la rata (Mi et al., 1995). 

También se observa un marcaje próximo al nodo de Ranvier (puntas de flecha en la Fig. 15 G-J); 

estas regiones del nodo de Ranvier fueron denominadas por Lev-Ram y colaboradores (1995) como 

“bolsas citoplasmáticas paranodales” en donde se observan movimientos transitorios de Ca2+ en las 

CSFM (incubadas con Flou3-AM) producidos por la estimulación eléctrica del axón. 

 

  



Alejandro Martínez Gómez 
 

 

Figura 15. Inmunohistoquímica del IP3R2 en el nervio ciático de la rata en condiciones normales. Localización del IP3R2 

tanto en el citoplasma perinuclear como en el núcleo (flechas) de las CSFM, con DAB (A) o fluorescencia (B), similar a la 

encontrada para el IP3R1. (C) Tinción con rojo de alizarina, que marca depósitos de Ca2+ intracelular. La alizarina tiñe tanto 

el citoplasma perinuclear como gránulos dentro del núcleo. (D-F) Doble inmunohistoquímica del IP3R2 (D) y GFAP (E), los 

cuales co-localizan (F), el IP3R2 también marca los núcleos de las CSNFM (flecha en D). (G-J) Marcaje de IP3R2 en los nodos 

de Ranvier, el cual se distribuye en los procesos canaliculares (flechas) y en la membrana abaxonal próxima al nodo de las 

CSFM (puntas de flecha). Barra=10 µm A y B, C y en D-J. 

 

5.1.2.3 INMUNO-LOCALIZACIÓN DEL IP3R3  

En nervios desmembrados, se observa un fuerte inmuno-marcaje de IP3R3 en las CSNFM (Fig. 16 

A, D y G), que se corrobora mediante el doble marcaje del IP3R3 (Fig. 16 A) y GFAP que es un 

marcador específico de las CSNFM (Fig. 16 B), que el IP3R3 co-distribuye con GFAP (Fig. 16 C). El 

marcaje del IP3R3 en las CSNFM tiene un aspecto fibrilar (Fig. 16 D), semejante al que se observa 
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con GFAP. Para confirmar la distribución del IP3R3 en la CSNFM se realizaron inmunohistoquímicas 

en nervios simpáticos, los cuales contienen 90% de fibras amielínicas (Aguayo et al., 1981), y en 

donde las fibras se marcan intensamente con el IP3R3 (Fig. 16 E). También se observa la 

localización del IP3R3 en fibras nerviosas desmembradas en el citoplasma perinuclear de las CSFM 

(flechas en la Fig. 16 F y G), pero no hay marcaje en el núcleo como sucede con las otras dos 

isoformas (el núcleo esta contrateñido con tionina). 

 

 

Figura 16. Inmunohistoquímica del IP3R3 en las fibras nerviosas desmembradas del nervio ciático de la rata. Doble 

inmuno-marcaje del IP3R3 (A) y GFAP (B), en donde el IP3R3 co-distribuye con GFAP (C). Localización del IP3R3 en las 

CSNFM (puntas de flecha en D y G). Distribución del IP3R3 en el nervio simpático en preparaciones reveladas con DAB (E). 

Marcaje del IP3R3 en el citoplasma perinuclear de una CSFM (flecha en F y G), el núcleo está contrateñido con tionina. El 

marcaje del IP3R3 en las CSNFM presenta un aspecto fibrilar (D). Barra=10 µm A-G. 

 

También se encontró inmuno-localización del IP3R3 en los nodos de Ranvier (Fig. 17 A y B), 

haciendo una cuantificación mediante el sofware image pro-plus, aproximadamente un 80% de los 

nodos de Ranvier muestran inmuno-marcaje para el IP3R3. Por otro lado, la tinción de rojo de 

alizarina, que muestra la presencia de depósitos de Ca2+ en la región nodal (flechas en la Fig. 17 
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C), sugiriendo la presencia de compartimentos del RE/RS, donde problablemente se encuentren 

agrupaciones de los IP3Rs. Para definir con mayor precisión la localización del IP3R3 en los nodos 

de Ranvier, se realizaron dobles inmunohistoquímicas contra AnkirinaG (AnkG) y contra los canales 

de potasio, Kv1.2 que son marcadores específicos de la región nodal y yuxtaparanodal 

respectivamente (Kordeli et al., 1995; Arroyo et al., 1999). El doble inmuno-marcaje del IP3R3 (Fig. 

17 D) y AnkG (Fig. 17 E), muestra que la localización del IP3R3 no se empalma con la observada 

con AnkG (Fig. 17 F) de esta manera el IP3R3 no esta presente en el nodo de Ranvier (en el axón). 

Mediante el doble marcaje del IP3R3 (Fig. 17 G) y los Kv1.2 (Fig. 17 H), se observa que la región 

yuxtaparanodal en la que se agrupan los canales de K+, no co-localizan con el IP3R3 (Fig. 17 I). 

Estos resultados sugieren un marcaje específico del IP3R3 confinado a la región paranodal de las 

CSFM. 

 

 

Figura 17. Inmunohistoquímica del IP3R3 en los nodos de Ranvier de las fibras nerviosas desmembradas del nervio ciático 

de la rata en condiciones normales. Localización del IP3R3 en los nodos de Ranvier (flechas) en preparaciones reveladas con 

DAB (A) o fluorescencia (B). (C) Tinción con rojo de alizariana en los nodos de Ranvier (flechas en C). Se puede observar 

marcaje del IP3R3 en las CSNFM (puntas de flecha en A), así como depósitos de Ca2+ en este tipo de células (puntas de 

flecha en C). Doble inmunohistoquímica del IP3R3 (D) y AnkG (E), en donde la localización del IP3R3 no co-distribuye con 

AnkG (flecha en F). Doble inmuno-marcaje del IP3R3 (G) y Kv1.2 (H), mostrando que el imnuno-marcaje del IP3R3 no co-

localiza con el marcaje yuxtaparanodal del canal de potasio Kv1.2 en imágenes de microscopía confocal (flecha en I), 

sugiriendo que la localización del IP3R3 sólo esta presente en la región paranodal de las CSFM. Barra=10µm A-C y en D-I. 

  



Alejandro Martínez Gómez 
 

 

5.1.3 EXPRESIÓN DE LOS RNAm DE LOS RyRs MEDIANTE RT-PCR 

También se llevaron a cabo estudios de RT-PCR semicuantitativa con las diferentes isoformas de los 

RyRs en condiciones normales del nervio ciático (Fig. 18). Los resultados muestran que el RyR1 es 

la isoforma con mayor expresión en el nervio ciático de la rata en condiciones normales (45%), 

mientras que el RyR2 (27%) y el RyR3 (28%) mantienen un nivel de expresión muy similar. Sin 

embargo, es importante mencionar que la cantidad de estos receptores es menor que los de IP3Rs. 

 

 

Figura 18. Histograma promedio del nivel de expresión de los RNAm de los RyRs, en el nervio ciático de la rata en 

condiciones normales. La isoforma con mayor expresión es el RyR1 (asterisco), mientras que el RyR2 y el RyR3 mantienen 

similares niveles de expresión. p=0.0002. n=10. 

 

5.1.4 HIBRIDACIONES IN SITU DE LOS RyRs EN EL NERVIO CIÁTICO NORMAL DE LA 

RATA 

Nuestros resultados muestran que las tres isoformas, RyR1 (Fig. 19), RyR2 (Fig. 20) y RyR3 (Fig. 

21) se encuentran tanto en las CSFM como en las CSNFM. La expresión de los RyRs tiene un 

marcaje punteado a lo largo de las redes citoplasmáticas de las células de Schwann. En las CSFM 

estos punteados se localizan principalmente en el citoplasma perinuclear y a lo largo del citoplasma 

abaxonal internodal (Fig. 19-21). También se aprecia marcaje en la región nodal, en donde se 

observan puntos muy intensos a lo largo de la membrana abaxonal próxima al nodo de Ranvier 

(Fig. 19-21).  

 

Para determinar si ambas células de Schwann expresan las diferentes isoformas de los RyRs se 

llevó a cabo la combinación de hibridación in situ e inmunohistoquímica contra GFAP, que es un 

marcador específico de CSNFM. Los resultados muestran que los tres mensajeros de los RyRs se 

expresan en las CSNFM. La expresión de los RNAm de los RyRs muestran un marcaje punteado a lo 

largo de las células (Fig. 19-21 C) donde se localiza el inmuno-marcaje para GFAP (Figs. 19-21 D), 

el cual co-distribuye (Fig. 19-21 E). La expresión de los RyRs de tipo punteado sugiere la presencia 
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de agrupaciones de estos receptores a lo largo del citoplasma de ambos tipos de células de 

Schwann. La proteína basica de mielina (MBP) es transportado por polisomas libres espacialmente 

distribuidos al interior de la célula (Ainger et al., 1997). El hecho de encontrar expresión de los 

RyRs en las células que no presentan inmuno-marcaje para GFAP, implica que las diferentes 

isoformas de los RyRs también se expresan en las CSFM. En conclusión, los RyRs se expresan en 

ambos tipos de células de Schwann. 

 

 

Figura 19. Hibridaciones in situ de RyR1 en fibras nerviosas desmembradas del nervio ciático de rata adulta. La expresión 

del RyR1 se aprecia en forma de puntos tanto en las CSFM como en las CSNFM. En las CSFM se distribuye en el citoplasma 

perinucelar (flechas en A y B), en la membrana abaxonal próxima al nodo de Ranvier (puntas de flecha en B) y en el 

citoplasma internodal (asteriscos en A y B). Mediante hibridación in situ-inmunohistoquímica, la expresión del RyR1 se 

distribuye a lo largo de la célula en forma de puntos (flechas grandes en C), donde el inmuno-marcaje de GFAP (D), se 

observa que co-distribuye (E), mostrando que RyR1 se expresa en las CSNFM. Barra=10 µm en A y B, y en C-E. 
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Figura 20. Hibridaciones in situ de RyR2 en fibras nerviosas desmembradas del nervio ciático de rata adulta. La expresión 

del RyR2 se aprecia en forma de puntos tanto en las CSFM como en las CSNFM. En las CSFM se distribuye en el citoplasma 

perinucelar (flechas en A y B), en la membrana abaxonal próxima al nodo de Ranvier (puntas de flecha en B) y en el 

citoplasma internodal (asteriscos en A y B). Mediante hibridación in situ-inmunohistoquímica, la expresión del RyR2 se 

distribuye a lo largo de la célula en forma de puntos (flechas grandes en C), donde el inmuno-marcaje de GFAP (D), se 

observa que co-distribuye (E), mostrando que RyR2 se expresa en las CSNFM. Barra=10 µm en A y B, y en C-E. 

 

 

Figura 21. Hibridaciones in situ de RyR3 en fibras nerviosas desmembradas del nervio ciático de rata adulta. La expresión 

del RyR3 se aprecia en forma de puntos tanto en las CSFM como en las CSNFM. En las CSFM se distribuye en el citoplasma 
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perinucelar (flechas en A), en la membrana abaxonal próxima al nodo de Ranvier (puntas de flecha en A, B y C) y en el 

citoplasma internodal (asteriscos en A y B). Mediante hibridación in situ-inmunohistoquímica, la expresión del RyR3 se 

distribuye a lo largo de la célula en forma de puntos (flechas grandes en C), donde el inmuno-marcaje de GFAP (D), se 

observa que co-distribuye (E), mostrando que RyR3 se expresa en las CSNFM. Barra=10 µm en A y B; y en C-E. 

 

5.2 DEGENERACIÓN WALLERIANA DEL NERVIO CIÁTICO 

Para realizar la segunda parte de nuestro proyecto, se llevaron a cabo lesiones en el nervio ciático 

de la rata (Fig. 22) tanto por compresión como por transección. El daño se ocasiona en el nervio de 

la extremidad inferior izquierda de las ratas, mientras que el nervio ciático de la extremidad inferior 

derecha no se lesiona (nervio contalateral) y es utilizado como control en nuestros experimentos. 

Para realizar la lesión por compresión (Fig. 22 A) el nervio es descubierto y despojado del tejido 

conectivo que lo sujeta al músculo posteriormente a nivel medio se comprime con pinzas de 

disección durante 30 seg, la lesión forma una región proximal (flecha en la Fig. 22 A), una región 

peritraumática (punta de flecha en la Fig. 22 A) y una región distal (asterisco en la Fig. 22 A). Este 

modelo de lesión permite la regeneración nerviosa, ya que los componentes de la matriz 

extracelular del nervio no son cortados. 

 

En la lesión por transección del nervio ciático (Fig. 22 B), el nervio se corta generando dos 

muñones, uno proximal (flecha en la Fig. 22 B) el cual mantiene contacto con los cuerpos 

neuronales agrupados en los ganglios de la raíz dorsal próximos a la médula espinal. El otro muñón 

que se forma es el distal (asterisco en la Fig. 22 B) el cual pierde el contacto neuronal y se 

degenera. Para evitar la regeneración nerviosa debido a que los dos muñones quedan libres en el 

espacio tisular, se coloca un punto de sutura que une el extremo libre del muñón proximal con el 

músculo (punta de flecha en la Fig. 22 C).  

 

Figura 22. Fotografías que muestran las lesiones en el nervio ciático de la rata. (A) Fotografía de un nervio lesionado por 

compresión después de 1 día de ocasionado el daño. Este tipo de lesión produce una región proximal (flecha), una región 

peritraumática (punta de flecha) y una región distal (asterisco). (B) Fotografía de un nervio lesionado por transección 1 día 

después de realizada la operación. En la imagen se muestran los muñones proximal (fecha) y distal (asterisco). Para evitar 

que el nervio se regenere se coloca un punto de sutura que une extremo del muñón proximal con el músculo (punta de 

flecha). 
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5.2.1 EXPRESIÓN DE LOS RNAm DE LOS IP3Rs DURANTE LA DEGENERACIÓN 

WALLERIANA 

Se llevaron a cabo lesiones por transección (Fig. 23) y compresión (Fig. 24) del nervio ciático, para 

determinar si se presentaban cambios en la expresión de los RNAm de las diferentes isoformas de 

los IP3Rs por RT-PCRs. De esta manera y con el auxilio del análisis estadístico no paramétrico de 

Kruskal-Wallis determinamos si se presentaban diferencias significativas en los niveles de expresión 

del los IP3Rs. Los histogramas del promedio del índice de relación IP3R1/β-actina obtenido de cada 

una de las tres repeticiones de la lesión por transección y el análisis estadístico confirmó que no 

hay cambios en el nivel de expresión del IP3R1 en los diferentes tiempos establecidos, ya que para 

el muñón proximal la probabilidad (p) fue de 0.327136 (Fig. 23 IA) y para el muñón distal 

p=0.773339 (Fig. 23 IC). Tampoco se encontraron diferencias significativas en los nervios 

contralaterales ya que p=0.514741 (dato no mostrado). En los nervios ciáticos lesionados por 

compresión (Fig. 24 IA), para el IP3R1 el valor de p es de p=0.9320 y en los nervios contralaterales 

de p=0.3674 (Fig. 24 IC). Determinándose que no hay diferencias significativas en ambos 

experimentos, ya que sólo cuando p<0.05 hay diferencias significativas, en donde n=3. 

 

Para el IP3R2, se muestran los histogramas del promedio del índice de relación del IP3R2 (yang y 

vector)/β-actina obtenido con cada una de las tres repeticiones de la lesión por transección. El 

análisis estadístico mostró que no hay cambios en el nivel de expresión del IP3R2 en los diferentes 

tiempos establecidos, ya que para el muñón proximal p=0.97 (Fig. 23 IIA) y para el muñón distal 

p=0.31 (Fig. 23 IIC). En el caso de los nervios contralaterales sólo se realizó un experimento el cual 

muestra que no hay cambios en el nivel de expresión (dato no mostrado). Las amplificaciones del 

IP3R2 en los nervios lesionados por compresión fueron omitidas debido a que no se encontraron 

cambios significativos en el nivel de expresión durante la lesión por transección. 

 

Para el IP3R3 el análisis estadístico determinó que no hay diferencias significativas en el nivel de 

expresión tanto en los nervios lesionados por transección como por compresión en la relación 

IP3R3/β-actina. Los valores obtenidos fueron los siguientes: para los nervios lesionados por 

transección en el muñón proximal p=0.600 (Fig. 23 IIIA), en el muñón distal p=0.1686 (Fig. 23 

IIIC) y en los nervios contralaterales p=0.2420 (dato no mostrado). Para el nervio lesionado por 

compresión p=0.1895 (Fig. 24 IIA). En los nervios contralaterales sólo se realizó un experimento 

que muestra no haber un cambio en el nivel de expresión del IP3R3 (Fig. 24 IIC). 
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Figura 23. Expresión de los IP3Rs en lesiones por transección. Histograma de la relación IP3R1/β-actina (I), IP3R2/β-actina 

(II) o IP3R3/ β-actina (III), en nervios lesionados por transección tanto en el muñón proximal (A) como en el distal (C) a los 

diferentes días de estudio establecidos, (Cer) cerebelo, (Cort) corteza cerebral, (NCN) nervio ciático normal, n=3. Gel de 

agarosa al 3% representativo de las co-amplificaciones del IP3R1/β-actina (I), IP3R2/β-actina (II) o IP3R3/ β-actina (III), en 

el muñón proximal (B) o distal (D). (a) cerebelo, (b) corteza cerebral, (c) nervio ciático normal, (d, e, f, g, h, i, j, k, l, m) 

corresponden a 1, 2, 3, 5, 7, 10, 15, 18, 20 y 30 días después de la lesión respectivamente. (n) control, reacción de 

amplificación sin templado inicial. (Esc) marcador de bajos pesos moleculares. n=3. 
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Figura 24. Expresión de IP3R1 e IP3R3 en lesiones por compresión. Histograma de la relación IP3R1/β-actina (I) o IP3R3/β-

actina (II) En nervios lesionados por compresión (A) y en nervios contralaterales (C), a los diferentes días de estudio 

establecidos. (Cer) cerebelo, (Cort) corteza cerebral, (NCN) nervio ciático normal n=3. Gel de agarosa al 3% representativo 

de las co-amplificaciones del IP3R1/β-actina (I) o del IP3R3 /β-actina (II) tanto en nervios lesionados por compresión (B) 

como en nervios contralaterales (D), (a) cerebelo, (b) corteza cerebral, (c) nervio ciático normal, (d, e, f, g, h, i, j, k, l, m) 

corresponden a 1, 2, 3, 5, 7, 10, 15, 18, 20 y 30 días después de la lesión respectivamente. (n) control, reacción de 

amplificación sin templado inicial. (Esc) marcador de bajos pesos moleculares. n=3. 
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5.2.2 INMUNO-LOCALIZACIÓN DE LOS IP3Rs EN EL NERVIO CIÁTICO LESIONADO POR 

COMPRESIÓN DE LA RATA 

Una vez obtenidos los resultados de la distribución de los IP3Rs en el nervio ciático normal, 

investigamos la distribución de estos receptores de calcio intracelular durante la degeneración 

Walleriana y la regeneración axonal ocasionada por compresión del nervio ciático. Para ello se 

realizaron lesiones en el nervio ciático por compresión y se extrajeron los nervios a diferentes 

tiempos después de haberse efectuado la lesión, tratando de separar lo mejor posible las fibras 

nerviosas. Se realizaron inmunohistoquímicas que fueron reveladas con DAB utilizando los mismos 

anticuerpos policlonales específicos para cada una de las isoformas del IP3R, con el objetivo de 

comparar los posibles cambios que pudieran ocurrir en el patrón de distribución de los IP3Rs con 

respecto a los encontrados en condiciones normales.  

 

5.2.2.1.1 INMUNO-LOCALIZACIÓN DEL IP3R1 EN LA REGIÓN DISTAL  

Como se mencionó en la sección 2.6, durante la degeneración Walleriana ambos tipos de células de 

Schwann se desdiferencian y presentan un fenotipo similar al encontrado en las células de Schwann 

inmaduras durante el desarrollo. En este trabajo, las células de Schwann desdiferenciadas las 

hemos denominado células de Schwann “denervadas” ya que se encuentran privadas del contacto 

axonal.  

 

En la figura 25 se muestra la localización del IP3R1 en la porción distal del nervio ciático lesionado 

por compresión. Las fibras nerviosas que se degeneran forman elipsoides (también conocidos como 

ovoides) los cuales están compuestos principalmente de mielina fragmentada, embebida en el 

citoplasma de las CSFM que comienzan a desdiferenciarse (Fig. 25 A, asterisco). Se ha sugerido que 

los elipsoides se forman por ensanchamientos de las incisuras de Schmitd-Lanterman y de los 

nodos de Ranvier, (Ramón y Cajal, 1928) (Fig. 25 A, estrellas). Estos elipsoides son estructuras 

irregulares de acuerdo al tamaño y forma, aunque ordenadas en su arreglo, y se encuentran a lo 

largo de las fibras en degeneración. 

 

A los 3 días de haberse lesionado el nervio, comienzan a ocurrir cambios importantes en el patrón 

de localización del IP3R1 en la región distal. El IP3R1 se observa en los espacios citoplasmáticos 

producto de la desmielinización de las CSFM y a lo largo del citoplasma delas células de Schwann 

“denervadas” (Fig. 25 A, puntas de flecha). También el IP3R1 presenta un intenso marcaje en 

numerosos núcleos ya que las células de Schwann “denervadas” entran en proliferación (Fig. 25 A, 

flecha). La proliferación comienza a presentarse entre los días 2-4 posterior a la lesión y se 

incrementa notablemente de alrededor de día 6 al 10 (Jiménez et al., 2005). Los nodos de Ranvier 

desaparecen de las fibras nerviosas a partir de las 24 horas de ocasionada la lesión y en nuestras 
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preparaciones no pueden ser apreciados. Los espacios de la región nodal son ocupados por 

citoplasma y la mielina próxima a esos espacios se contrae (Ramón y Cajal, 1928). Un aspecto muy 

importante es que la degeneración de las fibras nerviosas no se lleva a cabo de manera 

sincronizada. Las fibras nerviosas con calibres “pequeños” avanzan más rápido en la fragmentación 

de la mielina en comparación con las fibras de calibres “grandes” (Ramón y Cajal, 1928), esto se 

aprecia en la figura 25 A, en donde las fibras presentan diferentes estados de degradación de la 

mielina. Las fibras centrales contienen varios elipsoides mientras que otras fibras apenas comienzan 

a fragmentar la mielina (Fig. 25 A, estrellas). Además, se aprecia un incremento en el 

imnunomarcaje del IP3R1 en los núcleos de las células de Schwann “denervadas” las cuales están 

en proliferación, ya que se observa una gran cantidad de células con los núcleos teñidos con 

tionina.  

 

Acorde con la progresión de la degeneración a los 5 días, se observan numerosos elipsoides 

conformados principalmente por fragmentos axonales y restos de mielina, que son degradados 

dentro de estos espacios (Fig. 25 B y C, asteriscos). El marcaje del IP3R1 aumenta en el citoplasma 

presente entre los elipsoides de las células de Schwann “denervadas” (Fig. 25 B y C, puntas de 

flechas). Se puede observar también una mayor proliferación de las células de Schwann 

“denervadas” (núcleos teñidos con tionina), las cuales muestran un intenso inmuno-marcaje para el 

IP3R1 (Fig. 25 B y C, flechas). 

 

A los 10 días de efectuada la lesión por compresión (Fig. 25 D), se observa un gran número de 

células de Schwann “denervadas” que se encuentran en proliferación. Este fenotipo celular continúa 

presentando marcaje del IP3R1 en el núcleo (Fig. 25 D, flecha). En esta etapa casi todos los restos 

de mielina han sido removidos, aunque todavía se encuentran algunos restos de acumulaciones de 

grasa (Fig. 25 D, asterisco), sugiriendo que las fibras nerviosas mielinizadas de calibres grandes 

aún no han sido totalmente degradadas. El IP3R1 se distribuye a todo lo largo del citoplasma de las 

células de Schwann “denervadas” (Fig. 25 D, punta de flecha). 

 

A los 15 días posteriores a la lesión, el IP3R1 se localiza con mayor intensidad en el núcleo de las 

células de Schwann “denervadas”. Este marcaje se observa como gruesos gránulos (Fig. 25 E y F, 

flechas), y a lo largo del citoplasma de este fenotipo celular (Fig. 25 E y F, puntas de flecha). Aún 

se pueden apreciar en las células espacios de acumulación de grasa, aunque son menores (en 

tamaño y número) en comparación con los encontrados a los 10 días (Fig. 25 E, asterisco). En esta 

etapa de regeneración nerviosa, los axones comienzan a extender proyecciones a la región distal 

(Ramón y Cajal, 1928). 
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A los 20 días, el inmuno-marcaje de este receptor continúa marcando los núcleos de las células de 

Schwann (Fig. 25 G y H, flechas) aunque con menor intensidad que a los 15 días. La figura 25 H 

muestra una ampliación de dos núcleos marcados con el IP3R1, que se observan como gránulos 

discretos semejantes a los descritos en condiciones normales (Sección 5.1.2.1). Esta localización 

sugiere que el IP3R1 esta formando agrupaciones dentro del retículo nucleoplásmico (RN) de las 

células de Schwann “denervadas”. En esta etapa de regeneración nerviosa, los axones de la región 

proximal han penetrado las bandas de Büngner y han extendido sus proyecciones axonales a lo 

largo de la región distal con el objetivo de re-establecer contacto con su tejido blanco y de esta 

manera regenerar el nervio lesionado. Algunas de la proyecciones axonales ya han sido 

remielinizadas (Ramón y Cajal, 1928). El IP3R1 se inmuno-localiza en el citoplasma de todas las 

células de Schwann “denervadas” que se encuentran estrechamente asociadas con los axones (Fig. 

25 G y H, puntas de flechas), aunque los niveles de marcaje del IP3R1 son menores, posiblemente 

porque los axones en esta etapa se están remielinizando. 

 

  



Alejandro Martínez Gómez 
 

 

Figura 25. Inmuno-localización del IP3R1 en la región distal de los nervios ciáticos lesionados. A los 3 días (A), el IP3R1 se 

localiza dentro de los núcleos de las células de Schwann “denervadas” (flechas), los núcleos de las células de Schwann se 

observan en color morado/azul debido a la tinción con tionina. El IP3R1 también empieza a observarse en los espacios 

citoplasmáticos de las células de Schwann (puntas de flecha) entre los elipsoides (asterisco). Los sitios donde comienzan a 

formarse los elipsoides, que se ha sugerido son los ensanchamientos de las incisuras de Schmitd-Lanterman, se indican con 

estrellas. A los 5 días (B y C), se mantiene el marcaje del IP3R1 dentro del núcleo de las células de Schwann “denervadas” 

(flechas) y a lo largo del citoplasma de las células de Schwann “denervadas” (puntas de flecha) entre los elipsoides 

(asteriscos). A los 10 días (D), el IP3R1 sigue localizándose dentro del núcleo (flecha) y se aprecia una mayor cantidad de 

células de Schwann en proliferación. El IP3R1 se distribuye a lo largo todo el citoplasma de las células de Schwann (punta de 
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flecha). En esta etapa se siguen observando los elipsoides (asteriscos). A los 15 días (E y F), aumentan los niveles de 

marcaje del IP3R1 en los núcleos de las células de Schwann en forma de gruesos gránulos (flechas), continúan proliferando 

las células de Schwann (núcleos marcados con tionina). Aunque en menor cantidad, casi todas las células se encuentran 

desmielinizadas y muestran inmuno-marcaje del IP3R1 a lo largo del citoplasma (puntas de flecha). Aún se pueden observar 

pequeñas acumulaciones de grasa en algunas fibras, sugiriendo que todavía no ha terminado de ser degradada la mielina en 

todas la fibras (asterisco en E). A los 20 días (G y H), los núcleos muestran marcaje del IP3R1 pero en menor proporción que 

a los 15 días (flechas). El IP3R1 se distribuye en el citoplasma de las células de Schwann “denervadas” (puntas de flecha). 

En H se muestra una ampliación de dos núcleos de las células de Schwann “denervadas” marcados con el IP3R1 (flechas). 

Barra=10µm A-H. 

 

5.2.2.1.2 INMUNO-LOCALIZACIÓN DEL IP3R1 EN LA REGIÓN PROXIMAL  

Se llevaron a cabo inmunohistoquímicas de las regiones proximales del nervio ciático para 

determinar si también ocurren cambios en el patrón de distribución del IP3R1 durante la 

degeneración Walleriana y la regeneración axonal (Fig. 26). En la región proximal del nervio ciático 

de todas las lesiones, como se muestra a los 5 días (Fig. 26 A) y a los 20 días (Fig. 26 B) el IP3R1 

se localiza en los núcleos, en el citoplasma perinuclear y a lo largo del citoplasma abaxonal de las 

CSFM y también se observa en las incisuras de Schmidt-Lanterman. De esta manera, el patrón de 

distribución del IP3R1 es similar al encontrado en condiciones normales (Fig. 13). En los nodos de 

Ranvier, la localización del IP3R1 es muy similar a la encontrada en condiciones normales el patrón 

de distribución del IP3R1 es similar al encontrado en condiciones normales (Fig. 14). Estos 

resultados indican que en la región proximal, el patrón de distribución del IP3R1 no presenta 

cambios durante los procesos de degeneración Walleriana. 

 

 

Figura 26. Inmuno-localización del IP3R1 en la región proximal del nervio ciático de la rata. Inmunohistoquímica a los 5 

(A) y 20 días (B) después de la lesión. El IP3R1 se localiza en los núcleos (flechas), en el citoplasma perinuclear (puntas de 

flecha), en el citoplasma abaxonal las CSFM (estrellas) y en incisuras de Schmitd-Lanterman (punto en B). También se 

aprecia inmuno-marcaje del IP3R1 en los nodos de Ranvier (asteriscos) similar a la obtenida en condiciones normales. 

Barra=10 µm. 

 

5.2.2.2.1 INMUNO-LOCALIZACIÓN DEL IP3R2 EN LA REGIÓN DISTAL  

La localización del IP3R2 en la porción distal del nervio ciático lesionado por compresión se muestra 

en la figura 27. La localización del IP3R2 en la región distal a los 3, 5, 15 y 20 días de generada la 
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lesión se observa principalmente en los núcleos (Fig. 27 A, B y C, flechas) y en el citoplasma de las 

células de Schwann “denervadas”. Sin embargo, se aprecia un cambio en la distribución del IP3R2 

en los núcleos con respecto al normal. A los 3 días (Fig. 27 A) y 5 días (Fig. 27 B) después de la 

lesión se observan gránulos discretos semejantes a los descritos en condiciones normales, sin 

embargo, a los 15 días (Fig. 27 C) toda el área nuclear es marcada fuertemente. También se 

aprecia imnumo-marcaje del IP3R2 a lo largo de todo el citoplasma de las células de Schwann 

“denervadas” entre los elipsoides que se forman cuando se degrada la mielina (Fig. 27 A, B y C, 

puntas de flecha). A los 20 días (Fig. 27 D), se lleva a cabo la re-mielinización de los axones y se 

comienzan a formar los nodos de Ranvier. El IP3R2 se localiza en los nodos de Ranvier (Fig. 27 D, 

asterisco) de manera similar al encontrado en condiciones normales, encontrándose en los procesos 

canaliculares (Fig. 27 D, punta de flecha) y en la membrana abaxonal próxima al nodo de Ranvier 

(Fig. 27 D, flecha). También se puede observar que las células de Schwann “denervadas” se 

encuentran todavía en proliferación por la abundancia de los núcleos teñidos con tionina (Fig. 27 A, 

B y C).   

 

 

Figura 27. Inmuno-localización del IP3R2 en la región distal del nervio ciático. Localización del IP3R2 a 3 (A), 5 (B), 15 (C) 

y 20 (D) días de ocasionada la lesión. El IP3R2 se encuentra principalmente en los núcleos (flechas) y en los espacios 

citoplasmáticos (puntas de flecha) entre los elipsoides (estrellas). En D se muestra el marcaje del IP3R2 en un nodo de 

Ranvier (asterisco), el cual se localiza en los procesos canaliculares (punta de flecha) y en el citoplasma abaxonal próximo al 

nodo de Ranvier (flecha), sugiriendo que la región distal del nervio ha establecido las condiciones necesarias para la 

regeneración axonal. Barra=10 µm. 
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5.2.2.2.2 INMUNO-LOCALIZACIÓN DEL IP3R2 EN LA REGIÓN PROXIMAL  

En la región proximal del nervio ciático (Fig. 28), el IP3R2 se localiza en los núcleos y en el 

citoplasma perinuclear de las CSFM, como se muestra a los 3 días (Fig. 28 A) y a los 15 días (Fig. 

28 B). De esta manera, el patrón de distribución del IP3R2 es similar al patrón encontrado en 

condiciones normales (Fig. 15). En los nodos de Ranvier el IP3R2 se localiza principalmente en los 

procesos canaliculares (Fig. 28 B, puntas de flecha) y en la membrana abaxonal próxima al nodo de 

Ranvier (Fig. 28 B, flechas), muy similar a la encontrado en condiciones normales (Fig. 15). Estos 

resultados indican que en la región proximal con respecto a la lesión el patrón de distribución del 

IP3R2 no presenta cambios durante los procesos de degeneración Walleriana del nervio ciático con 

respecto al nervio en condiciones normales. 

 

 

Figura 28. Inmuno-localización del IP3R2 en la región proximal del nervio ciático. Localización del IP3R2 a 3 días (A) y 15 

días (B) después de la lesión. El IP3R2 se distribuye principalmente en los núcleos (flecha) y en el citoplasma perinuclear 

(puntas de flecha) de las CSFM. Los nodos de Ranvier, muestran un patrón de localización similar a los normales, en la 

membrana abaxonal próxima al nodo (asteriscos) y en los procesos canaliculares (puntas de flecha) de las CSFM. Barra=10 

µm. 

 

5.2.2.3.1 INMUNO-LOCALIZACIÓN DEL IP3R3 EN LA REGIÓN DISTAL  

La inmuno-localización del IP3R3 en la porción distal del nervio ciático lesionado por compresión se 

muestra en la figura 29. A los 3 días de efectuada la lesión se observa que el IP3R3 se localiza 

principalmente a lo largo del citoplasma de las células de Schwann “denervadas” (Fig. 29 A y B, 

puntas de flecha) y en el citoplasma próximo del núcleo de las células de Schwann “denervadas” 

(Fig 29 A y B, flechas) que se forma en las fibras nerviosas que se encuentran degradando la 

mielina creando elipsoides (Fig. 29 A y B, asteriscos). Además, se aprecia que las células de 

Schwann “denervadas” están en proliferación, ya que se observan una gran cantidad de núcleos 

teñidos con tionina.  
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A 10 días de efectuada la lesión (Fig. 29 C), el inmuno-marcaje del IP3R3 es más intenso (en 

comparación con las otras dos isoformas de los IP3Rs) y se  distribuye a lo largo del citoplasma de 

las células de Schwann “denervadas” (Fig. 29 C, flechas) y entre los elipsoides (Fig. 29 C 

asteriscos). Las células de Schwann “denervadas” se encuentran en proliferación, como lo muestra 

la gran cantidad de núcleos que se pueden observar debido a la contra-tinción con tionina (Fig. 29 

C, puntas de flecha).  

 

A los 15 días (Fig. 29 D-F) a lo largo de las células de Schwann “denervadas”, el marcaje del IP3R3 

tiene un aspecto fibroso (flechas en la Fig. 31 D-F) semejante al observado en condiciones 

normales y que es notablemente diferente al observado tanto para el IP3R1 como para el IP3R2, 

que muestran un marcaje punteado. Esto sugiriere que el IP3R3 se encuentra a lo largo de 

compartimentos celulares del RE que se extienden a lo largo del citoplasma asociándose 

probablemente con elementos del citoesqueleto. Durante esta etapa de degeneración y 

regeneración nerviosa, hay presencia de elipsoides (Fig. 29 D-E, asteriscos) y por el marcaje de los 

núcleos con tionina, continúa habiendo proliferación de las células de Schwann “denervadas”. Un 

resultado interesante es que al igual que las otras isoformas el IP3R3 se localiza en los núcleos de 

las células de Schwann “denervadas” durante esta etapa de degeneración y regeneración nerviosa 

(Fig. 29 D y E). En un campo ampliado, se muestran células de Schwann “denervadas” que 

presentan inmuno-localización del IP3R3 en los núcleos. El marcaje se observa como puntos 

discretos en el núcleo (Fig. 29 F, puntas de flecha), pero a diferencia de las otras isoformas, los 

puntos son escasos y se encuentran diseminados a lo largo del núcleo. Este resultado sugiere que 

la movilización de Ca2+ mediada por este receptor podría estar involucrado en procesos de 

activación de genes implicados en la re-mielinización ya que este proceso comienza entre la primer 

y segunda semana de realizada la lesión (Jiménez et al., 2005). 

 

A los 20 días (Fig. 29 G y H), la localización del IP3R3 se distribuye a lo largo del citoplasma de 

todas las células de Schwann “denervadas” (Fig. 29 G y H, flechas), las cuales se encuentran 

estrechamente asociadas con los axones. Las células de Schwann “denervadas” extienden sus 

procesos celulares a lo largo de los axones, sugiriendo que estas células gliales guían y envuelven a 

los axones para que puedan establecer contacto con su tejido blanco; por otra parte, la asociación 

célula de Schwann “denervada”-axón, permite a la célula glial recibir las señales adecuadas 

provenientes del axón para iniciar la re-mielinización (Fawcett y Keynes, 1990; Scherer y Salzer, 

1996). Los núcleos de las células de Schwann “denervadas” continúan presentando inmuno-

marcaje para el IP3R3, aunque es más discreto que a los 15 días (Fig. 29 G y H, asteriscos; inserto 

en G).  
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Figura 29. Inmuno-localización del IP3R3 en la región distal de los nervios ciáticos lesionados por compresión. 

Inmunohistoquímica del nervio ciático a los 3 (A y B), 10 (C), 15 (D-F) y 20 (G y H) días después de la lesión. A los 3 días, el 

IP3R3 se localiza en el citoplasma de las células de Schwann “denervadas” (flechas). También se observa marcaje en el 

citoplasma de fibras nerviosas de calibres “grandes” (puntas de flecha) que se encuentran degradando la mielina formado 

elipsoides (asteriscos). A los 10 días (C) el IP3R3 se distribuye a lo largo de las células de Schwann “denervadas” (flechas). 

Se aprecian elipsoides sin marcaje (asteriscos) y un incremento en la señal; los núcleos se contratiñeron con tionina. (D-F) A 
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los 15 días (E-F) el receptor se localiza a lo largo del citoplasma de las células de Schwann “denervadas” (flechas) de 

aspecto fibroso y hay pocos elipsoides (asteriscos). También hay marcaje del IP3R3 en los núcleos de las células de Schwann 

“denervadas” (puntas de flecha). (F) Ampliación de núcleos de células de Schwann “denervadas”, mostrando marcaje del 

IP3R3 como pequeños puntos diseminados en a lo largo de los núcleos. A los 20 días (G y H) el IP3R3 se distribuye a lo largo 

todo el citoplasma de las células de Schwann “denervadas” (flechas). El inmuno-marcaje del IP3R3 se mantiene en los 

núcleos de las células de Schwann “denervadas” (Inserto en G, puntas de flecha). Barra=10 µm en A-H.  

 

5.2.2.3.2 INMUNO-LOCALIZACIÓN DEL IP3R3 EN LA REGIÓN PROXIMAL  

En la región proximal del nervio (Fig. 30) como se muestra a los 3 días y a los 20 días (Fig. 30 A y 

B), el IP3R3 se localiza principalmente a lo largo de las CSNFM (Fig. 30 A y B, puntas de flecha) y 

en el citoplasma perinuclear de las CSFM (Fig. 30 A y B, flechas). De esta manera, el patrón de 

distribución del IP3R3 es similar al encontrado en condiciones normales (Fig. 16). En los nodos de 

Ranvier, el marcaje del IP3R3 se localiza en las regiones paranodales (Fig. 30 B, asteriscos), similar 

a la encontrada en condiciones normales (Fig. 17). Estos resultados indican que en la región 

proximal el patrón de distribución del IP3R3 no presenta cambios durante el proceso de 

degeneración Walleriana del nervio ciático con respecto a las condiciones normales. 

 

 

Figura 30. Inmuno-localización del IP3R3 en la región proximal del nervio ciático. Localización del IP3R3 a 3 días (A) y 20 

días (B) después de la lesión, el IP3R3 se distribuye principalmente a lo largo del citoplasma de las CSNFM (puntas de flecha) 

y en el citoplasma perinuclear de las CSFM (flechas). En los nodos de Ranvier el IP3R3 se localiza en las regiones 

paranodales (asteriscos) similar al encontrado en condiciones normales. Barra=10 µm. 

 

5.2.3 EXPRESIÓN DE LOS RNAm DE LOS RyRs  DURANTE LA DEGENERACIÓN 

WALLERIANA 

Se llevaron a cabo también lesiones por transección del nervio ciático con el objetivo de estudiar la 

expresión de las diferentes isoformas de los RyRs durante la degeneración Walleriana. Los datos 

obtenidos de los RyRs se muestran en la figura 31. Para el RyR1, se llevó a cabo el promedio del 

índice de relación RyR1/β-actina obtenido de cada una de las tres repeticiones de la lesión por 

transección. El análisis estadístico muestra que no hay cambios significativos en el nivel de 
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expresión del RyR1 a los diferentes tiempos establecidos con respecto al nervio ciático normal, ya 

que en el muñón proximal p=0.600 (Fig. 31 IA), en el muñón distal p=0.1686 (Fig. 31 IC) y en los 

nervios contralaterales p=0.2420 (dato no mostrado). 

 

Para el RyR2, se realizaron los histogramas del promedio del índice de relación RyR2/β-actina 

obtenido de cada una de las tres repeticiones de la lesión por transección. El análisis estadístico 

muestra que no hay cambios significativos en el nivel de expresión del RyR2 en los diferentes 

tiempos establecidos con respecto al nervio normal tanto en el muñón proximal donde p=0.97 (Fig. 

31 IIA), como en los nervios contralaterales donde p=0.8231 (dato no mostrado). Sin embargo, en 

el muñón distal se muestra un cambio significativo en el nivel de expresión del RyR2 disminuyendo 

con respecto al nervio en condiciones normales donde p=0.0013 (Fig. 31 IIC). 

 

Para el RyR3, fueron efectuados los histogramas del promedio del índice de relación RyR3/β-actina 

obtenido de cada una de las tres repeticiones de la lesión por transección. El análisis estadístico 

muestra que el nivel de expresión del RyR3 en el muñón proximal presenta cambios significativos 

con respecto al nervio normal donde p=0.0006 (Fig. 31 IIIA). El nivel de expresión, disminuye a 

partir del primer día de lesión y paulatinamente se incrementa hasta alcanzar los niveles 

encontrados en condiciones normales a los 30 días después de la lesión. Sin embargo, el nivel de 

expresión del RyR3 tanto en el muñón distal (Fig. 31 IIIC) como en el nervio contralateral (dato no 

mostrado) no presenta cambios significativos con respecto al nervio normal ya que en el muñón 

distal p=0.9973 y en el nervio contralateral p=0.9838. 
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Figura 31. Expresión de los RyRs durante la degeneración Walleriana ocasionada por transección. Histograma de la 

relación RyR1/β-actina (I), RyR2/β-actina (II) o RyR3/β-actina (III), en nervios lesionados por transección en el muñón 

proximal (A) y distal (C) a los diferentes días de estudio establecidos, (Mús) músculo esquelético, (Cor) músculo cardíaco, 

(Cort) Corteza cerebral, (NCN) nervio ciático normal. Gel de agarosa al 3% representativo de las amplificaciones del RyR1 

(I), RyR2 (II) o RyR3 (III) en el muñón proximal (B) y distal (D). (a) tejido control (Mús, Cor, Cort en I, II y III 

respectivamente), (b) nervio ciático normal, (c, d, e, f, g, h, i, j, k, l) corresponden a 1, 2, 3, 5, 7, 10, 15, 18, 20 y 30 días 
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después de la lesión respectivamente. (m) control, reacción de amplificación sin templado inicial. (Esc) escalera de 50 pb. 

(Esc1) escalera de bajos pesos moleculares. En todos los casos n=3. 
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CAPÍTULO 6 

DISCUSIÓN 

 

6.1 EXPRESIÓN DE LOS RNAm DE LOS IP3Rs Y DE LOS RyRs EN EL NERVIO CIÁTICO 

NORMAL 

Nuestros resultados muestran que mediante la técnica de RT-PCR semi-cuantitativa, es posible 

amplificar tanto las tres isoformas de los IP3Rs como de los RyRs en el nervio ciático de la rata en 

condiciones normales. Este interesante resultado abre la perspectiva para investigar el desempeño 

de estos receptores de Ca2+ intracelulares en este sistema y de manera indirecta poder sugerir 

algunas de las probables funciones que pueden llevar a cabo en el SNP.  

 

Se llevaron a cabo las densitometrías de las amplificaciones obtenidas por RT-PCR semi-cuantitativa 

para las diferentes isoformas tanto de los IP3Rs como de los RyRs en el nervio ciático en 

condiciones normales. Los resultados muestran que a nivel de RNAm el IP3R3 es la isoforma más 

abundante en el nervio ciático (49%), mientras que el IP3R2 (26%) y el IP3R1 (25%) mantienen un 

nivel similar de expresión (Fig. 12). Para los RyRs, los resultados muestran que a nivel de RNAm el 

RyR1 es la isoforma con mayor expresión en el nervio ciático de la rata en condiciones normales 

(45%), mientras que el RyR2 (27%) y el RyR3 (28%) mantienen un nivel de expresión muy similar 

(Fig. 18).  

 

Por otra parte, el nivel de expresión del IP3R3 en el nervio ciático es notablemente mayor que en 

corteza cerebral y cerebelo, e incluso que el páncreas, el cual es un tejido que ha sido reportado 

con una abundante expresión de esta isoforma del IP3R (Berridge et al., 2000). La alta expresión 

del IP3R3 en el nervio ciático es un resultado intrigante y el papel funcional que el receptor pueda 

llevar a cabo es desconocido y más aún por la distribución que presenta este receptor en el nervio 

ciático. 

 

Un dato importante es que para poder llevar a cabo las reacciones de RT-PCR con los RyRs, la 

cantidad de RNA total utilizado como templado inicial fue de 1 µg (a menores concentraciones la 

amplificación es fallida o inespecífica), mientras que con los IP3Rs la concentración utilizada fue de 

500 ng. Este resultado sugiere hay una menor cantidad de mensajeros de las diferentes isoformas 

de los RyRs en el nervio ciático. En concordancia con estos resultados están los estudios hechos en 

el núcleo supraquiasmático en el cual los IP3Rs son 8 veces más abundantes que los RyRs (Díaz-

Muñoz et al., 1999) y en neuronas del ganglio simpático la relación IP3R/RyR es aproximadamente 

de 6:1 (Hernández-Cruz et al., 1995). 
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6.2 INMUNO-LOCALIZACIÓN DE LOS IP3Rs EN EL NERVIO CIÁTICO NORMAL 

Los resultados muestran una expresión diferencial de las tres diferentes isoformas de los IP3Rs en 

las células de Schwann, así como en estructuras anatómicas concretas como son los nodos de 

Ranvier. Esto indica que las tres isoformas de los IP3Rs deben tener papeles diferentes en la 

movilización de Ca2+ intracelular con diferentes significados para la célula y el sistema. 

 

Los resultados también muestran la localización de las tres isoformas de los IP3Rs en el citoplasma 

abaxonal de las CSFM que se encuentra a todo lo largo del internodo, así como en el citoplasma 

abaxonal de la célula de Schwann que rodea al nodo de Ranvier. Sin embargo, el IP3R1 es la única 

isoforma que se expresa en las incisuras de Schmidt-Lanterman.  

 

La expresión del IP3R1 a lo largo de las redes citoplasmáticas internodales de las CSFM indica que 

en estas redes citoplasmáticas se puede movilizar Ca2+, sugiriendo la posibilidad de generación de 

ondas de Ca2+, las cuales pueden tener diversos significados fisiológicos para las células, aún 

desconocidos para nosotros. Estos resultados se correlacionan con las tinciones que hicimos con 

alizarina, que marca específicamente depósitos de Ca2+ en la célula (Johnson, 1994), en donde se 

observa marcaje tanto en el citoplasma perinuclear como a lo largo del citoplasma abaxonal del 

internodo y en las incisuras de Schmidt-Lanterman semejante al encontrado con los IP3Rs, 

sugiriendo que los depósitos de calcio se correlacionan con la presencia de RE a lo largo de las 

redes citoplasmáticas de las CSFM. También se correlaciona con los estudios in situ de fibras 

nerviosas de nervio ciático de rana realizados por Lev-Ram y Ellisman, (1995) en los cuales las 

células fueron incubadas con Fluo-3AM y después de una estimulación eléctrica de los axones, se 

observaron incrementos transitorios de la [Ca2+]i en el citoplasma perinuclear a lo largo de la redes 

citoplasmáticas internodales, marcándose intensamente el citoplasma abaxonal internodal y las 

incisuras de Schmidt-Lanterman, además de ser generada una alta actividad transitoria de [Ca2+]i 

en el citoplasma abaxonal próximo a la región nodal de las CSFM (Lev-Ram y Ellisman, 1995).  

 

En las incisuras de Schmidt-Lanterman también se han reportado la inmuno-localización de los 

canales de K+, Kv1.2, Kv1.2 y Kvβ2 (Arroyo et al., 1999). Se ha propuesto que la expresión de los 

canales de K+ en las células de Schwann desempeña un papel en el mantenimiento del potencial de 

reposo, así como también en respuesta a la proliferación una vez que se ocasiona un daño al nervio 

(Baker, 2002). La distribución de los canales de K+ así como la que observamos para los IP3Rs es 

segregada e independiente. De esta manera es posible que las células de Schwann y los axones 

tengan una alta regulación espacial del Ca2+ en microdominios, generando eventos de señalamiento 

de Ca2+ en regiones específicas de la célula (Mi et al., 1995; Berridge, 2006).  
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Diferentes estudios indican la presencia de caveolas (pequeñas bolsas vesiculares de la membrana 

plasmática) en diferentes tipos de células, por ejemplo en células endoteliales, de músculo liso y 

queranocitos (Fujimoto et al., 1992). Las caveolas también han sido descritas mediante microscopia 

electrónica en las CSFM (Muganini et al., 1977). Además ha sido localizada una proteína similar al 

IP3R1 en los caveolos mediante técnicas inmunohistoquímicas (Fujimoto et al., 1992). La expresión 

y función de esta proteína en las caveolas es desconocida; sin embargo se ha propuesto que estas 

estructuras celulares en la membrana plasmática pueden estar involucradas con la entrada 

capacitativa de Ca2+ a la célula (Putney, 1999; Isshiki et al., 2002, Isshiki y Anderson, 2003). 

 

La expresión del IP3R2 en el citoplasma abaxonal próximo al nodo de Ranvier y en los procesos 

canaliculares, sugiriere una alta especialización de las regiones citoplasmáticas de las células de 

Schwann. La membrana citoplasmática abaxonal de las células de Schwann próxima a los nodos de 

Ranvier también expresa canales de K+, Kv1.5 (Mi et al., 1995), receptores ionotrópicos P2X7 (Grafe 

et al., 1999), y receptores metabotrópicos P2Y1 (Toews et al., 2007). Esto sugiriere que el Ca2+ 

intracelular puede desempeñar un papel importante, tanto en el ensamblaje como en la 

estabilización del complejo nodal.  

 

Por otra parte, el IP3R3 tiene un fuerte marcaje y una alta distribución en las CSNFM además de 

presentar un marcaje de tipo fibroso a diferencia de las otras isoformas que presentan un marcaje 

punteado a lo largo de las células. El marcaje de tipo fibroso es muy similar al que presenta la 

proteína GFAP. El GFAP es un componente del citoesqueleto ya que es un filamento intermedio que 

se expresa en las CSNFM. Los factores celulares responsables de determinar la localización precisa 

intracelular de los IP3Rs aún son desconocidos. Sin embargo, en estudios recientes numerosas 

proteínas del citoesqueleto así como de ensamblaje de complejos proteicos, han sido identificadas 

como proteínas que interactúan con los IP3Rs. Por ejemplo, los filamentos de actina son elementos 

esenciales del citoesqueleto y cualquier modificación que pueda afectar esta estructura puede 

afectar la distribución de los IP3Rs o el señalamiento de Ca2+ a través de estos receptores 

(Vermassen et al., 2004). La localización del IP3R3 en las CSNFM sugiere que componentes tanto 

del citoesqueleto como proteínas de ensamblaje de complejos proteicos de estas células, tienen 

elementos o motivos necesarios para establecer relaciones estructurales estrechas con esta 

isoforma. 

 

La inmuno-localización diferencial y segregada de los IP3Rs en los nodos de Ranvier, sugiere que 

estos receptores de Ca2+ están llevando a cabo funciones específicas en esta región anatómica 

altamente especializada. Nuestros estudios muestran que el IP3R1 tiene una localización en los 
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nodos de Ranvier similar a la encontrada para AnkG, que es una proteína adaptadora que une 

proteínas integrales de la membrana plasmática como espectrina, con el citoesqueleto de actina, 

formando un complejo con los canales de Na+ (Lambert et al., 1997). El canal Nav1.6 se expresa en 

los nodos de Ranvier y la expresión del IP3R1 es similar con la reportada para este canal de sodio 

(Caldwell et al., 2000), sugiriendo que puede estar formando agrupaciones que permitirían la 

generación de microdominios de señalamiento de Ca2+. Por otro lado, el IP3R1 no co-localiza en la 

región yuxtaparanodal que muestra la presencia de los canales de potasio Kv1.2 (Arroyo et al., 

1999).  

 

El IP3R3 tiene una localización en la región paranodal, ya que no co-localiza ni con AnkG en la 

región nodal donde también se encuentran los canales de sodio Nav1.6, ni con el canal de potasio 

Kv1.2 en la región yuxtaparanodal. La expresión del IP3R3 en el nodo de Ranvier sugiere que estos 

receptores forman una frontera o límite en los paranodos definiendo las regiones nodal y 

yuxtaparanodal. La presencia de conexina 32 (Cx32) también ha sido reportada en la región 

paranodal (Chandross et al., 1996). Esta inmuno-localización diferencial de los IP3Rs en los nodos 

de Ranvier sugiere que los mecanismos de activación de los IP3Rs están presentes en estos 

microdominios citoplasmáticos y que seguramente existen diferentes movilizaciones y 

señalamientos de Ca2+ disparados para cada una de estas isoformas, las cuales pueden tener 

propiedades, características, modulaciones y trabajos concretos, relacionados principalmente con la 

actividad eléctrica axonal y la conducción del impulso nervioso. 

 

Localización del IP3R1 e IP3R2 en el núcleo de las células de Schwann 

Un resultado muy interesante es que tanto el IP3R1 como el IP3R2 se localizan en los núcleos de las 

CSFM. Este resultado se correlaciona con los depósitos de Ca2+ observados con la tinción de rojo de 

alizarina en el núcleo de las células de Schwann, sugiriendo que la presencia de depósitos de Ca2+ 

en el núcleo. En muchas células de mamífero se ha descrito la presencia de membrana tubular 

nuclear (Fricker et al., 1997) también denominado retículo nucleoplásmico (RN) (Gerasimenko et 

al., 1995). La movilización de Ca2+ efectuada por estos receptores en el núcleo tiene diferentes 

funciones en la célula; por ejemplo, transcripción de genes, la síntesis de ADN, la reparación del 

ADN y el rompimiento de la envoltura nuclear (Humbert et al., 1996).  

 

Por otra parte, Echevarría et al., (2003) mostraron que la liberación de Ca2+ en el RN de la línea 

celular de hígado HepG2 ocasiona que la PKC del núcleo se transloque a la región de la envoltura 

nuclear, mientras que la activación de señales de calcio en el citoplasma induce a que la PKC 

citoplasmática sea translocada a la membrana plasmática. Estos hallazgos sugieren que los 

mecanismos intracelulares de señalamiento de Ca2+ son independientes. En este sentido, es 
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probable que en las CSFM, la localización de los IP3Rs en el núcleo y el señalamiento de Ca2+ 

efectuado a través de estos receptores cumpla funciones que aún son desconocidas. La distribución 

subcelular de los IP3R se ha descrito como dinámica, y que cambia de acuerdo con el estado 

fisiológico de la célula (Vermassen et al., 2004). También se ha mostrado que el Ca2+ intracelular 

que actúa en el citoplasma y en el núcleo estimula la expresión génica a través de diferentes vías 

(Hardingham et al., 1997; Leite et al., 2003). Las propiedades espaciales de las señales de Ca2+ son 

determinantes importantes del tipo de respuesta transcripcional que se lleva a cabo. Las vías de 

señalización activadas por Ca2+ citoplásmico actúan a través del elemento de respuesta a suero 

(SER), mientras que el Ca2+ nuclear controla la expresión génica a través del elemento de 

respuesta a AMPc (CRE) (Hardingham et al., 1997; Leite et al., 2003).  Por lo tanto, la presencia de 

IP3R1 e IP3R2 en el núcleo y en el citoplasma sugiere que estos receptores deben desempeñar 

papeles diferentes en cada compartimento celular.  

 

La presencia de la maquinaria de señalización de Ca2+ en el núcleo tiene diferentes implicaciones. 

La primera es que diversos procesos intranucleares requieren de la presencia de Ca2+; por ejemplo, 

la transcripción de genes mediada por el elemento de respuesta a AMPc (CRE) (Hardingham et al., 

1997). La proteína de enlace a CRE (CREB) o la proteína de enlace a CREB (CBP) dependen 

específicamente de incrementos en la [Ca2+]i nuclear. La activación de Elk-1 por el factor de 

crecimiento epidérmico (EGF) también depende de Ca2+ nuclear. Además el Ca2+ se puede unir y 

regular directamente ciertos factores de transcripción (Carrion et al., 1999) y puede también 

afectar la estructura del ADN (Dobi y Agoston, 1998). Los mecanismos de señalización de Ca2+ que 

modulan estos procesos celulares pueden ser regulados sin la co-activación de señales de Ca2+ del 

citoplasma (Echevarría et al., 2003).  

 

6.3 LOCALIZACIÓN DE LOS RNAm DE LOS RyRs EN EL NERVIO CIÁTICO NORMAL 

MEDIANTE HIBRIDACIÓN IN SITU 

Los estudios que realizamos mediante hibridación in situ muestran que las 3 isoformas de los RyRs, 

se localizan en el citoplasma perinuclear de las CSFM, y a lo largo de la red citoplasmática de la 

membrana abaxonal, así como en el citoplasma próximo a los nodos de Ranvier y en la región 

nodal. Cuando se llevaron a cabo in situ-inmunohistoquímicas contra GFAP se encontró que las 3 

isoformas del los RyRs se localizan en las CSNFM. La expresión de los RNAm de los RyRs en la red 

citoplasmática y en la región nodal sugiere la translocación de RNAm a través de la red 

microtubular permitiendo la síntesis de proteína nueva en los compartimentos subcelulares 

adecuados a través de polisomas libres espacialmente localizados dentro de la célula (Court et al., 

2004; Ainger et al., 1997) 
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Estudios preliminares hechos en el laboratorio con anticuerpos específicos para cada una de las 

isoformas de los RyRs muestran que las tres isofomas de los RyRs se localizan en ambos tipos de 

células de Schwann y en principio, las tres isoformas de los RyRs tienen el mismo patrón de 

localización al encontrado mediante las hibridaciones in situ.  

 

Los resultados obtenidos con los RyRs sugieren que tanto los mecanismos como las señales 

necesarias para activar a estos receptores se encuentran presentes en las células de Schwann. En 

la membrana plasmática abaxonal próxima a los nodos de Ranvier se encuentran canales de Ca2+ 

dependientes de voltaje tipo L y tipo T, aunque la expresión de estos canales es regulada 

aparentemente por señales del axón (Baker, 2002). También hay receptores purinérgicos P2X7 los 

cuales al ser activados producen incrementos en la [Ca2+]i de esta región (Grafe et al., 1999) y esta 

movilización de calcio puede ser mediada por los RyRs (Lev-Ram y Ellisman, 1995). El papel 

funcional de estos RyRs en las células de Schwann y los axones, así como en la posible 

comunicación que pueda existir entre estas células es desconocido. Sin embargo, diferentes 

estudios tanto en el SNC como en el SNP sugieren que el incremento de la [Ca2+]i mediados tanto 

por los IP3Rs como por los RyRs en las células gliales regula la actividad nerviosa (Ansselin et al., 

1997; Robitaille, 1995, Robitaille et al., 1997; Stevens y Fields, 2000; Parpura y Haydon, 2000). Es 

posible también que el señalamiento de Ca2+ mediado por RyRs cumpla funciones diferentes a la de 

los IP3Rs debido a que las formas de activación de ambas familias de receptores de Ca2+ son 

distintas. También se ha sugerido que la movilización de Ca2+ producida por los IP3Rs puede ser 

amplificada por los RyRs generándose de esta manera ondas intracelulares o intercelulares de Ca2+ 

(Berridge et al., 2000), las cuales pueden tener diferentes significados y funcionalidades en la 

interacción célula de Schwann-axón. 

 

6.4 EXPRESIÓN DE LOS RNAm DE LOS IP3Rs Y DE LOS RyRs DURANTE LA 

DEGENERACIÓN WALLERIANA 

Expresión de los RNAm de los IP3Rs 

Los resultados de nuestro estudio de RT-PCR semi-cuantitativa para los IP3Rs durante la 

degeneración Walleriana muestran que no hay diferencias significativas en el nivel de expresión a 

los diferentes tiempos investigados tanto en lesiones por transección  como por compresión (Fig. 

23 y 24). Además como se esperaba, los resultados con los nervios contralaterales tampoco 

muestran cambios significativos en el nivel de expresión de los IP3Rs. 

 

Por otra parte, estos estudios son a nivel de RNAm, sugiriendo la probabilidad de que a nivel de 

proteína el comportamiento de los IP3Rs sea diferente ya que estos receptores cuentan con un 

amplio repertorio de proteínas accesorias que los pueden modular y regular de acuerdo a los 
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requerimientos fisiológicos celulares. Por otro lado, la amortiguación del Ca2+ puede alterar la 

amplitud y duración de la señal de Ca2+. Las proteínas amortiguadoras de Ca2+ como la 

parvalbúmina, la calbindina-D28k y la calretinina también limitan la expansión espacial y de manera 

local las señales de Ca2+. Esto es particularmente interesante en las neuronas, ya que confinan de 

manera importante la señal de Ca2+ a las sinapsis (Berridge et al., 2000; Pozzan et al., 1994). 

 

A pesar de que los IP3Rs se encuentran en mayor cantidad que los RyRs en las células de Schwann, 

es posible que las diferentes isoformas de los RyRs tengan una participación más significativa 

durante la degeneración Walleriana del nervio ciático de la rata.  Por ejemplo, se ha reportado que 

aunque en el núcleo supraquiasmático los IP3Rs son 8 veces más abundantes que los RyRs, sólo la 

expresión del RyR2 mostró una variación temporal significativa (Díaz-Muñoz et al., 1999). También, 

estudios realizados en neuronas del ganglio simpático muestran que a pesar de que la relación 

IP3R/RyR es cercana a 6, la activación de los RyR es capaz de contribuir con cerca del 40% del total 

del señalamiento de Ca2+ citoplasmático (Hernández-Cruz et al., 1995). Por lo tanto, se decidió 

estudiar de la misma forma que con los IP3Rs, la expresión de los isoformos de RyR durante la 

degeneración Walleriana mediante RT-PCR cuantitativa.   

 

Expresión de los RNAm de los RyRs 

Los estudios de amplificación realizados con las diferentes isoformas de los RyRs durante la 

degeneración Walleriana ocasionada por transección del nervio ciático de la rata muestran 

resultados muy interesantes. En primer lugar la isoforma más abundante en el nervio ciático, el 

RyR1 no muestra cambios significativos en el nivel de expresión tanto en el muñón proximal como 

en el muñón distal (Fig. 31 I A y C). Con el RyR2, las amplificaciones en el muñón proximal no 

muestran cambios significativos en el nivel de expresión a los diferentes días de lesión 

monitoreados (Fig. 31 II), mientras que en el muñón distal se puede apreciar un cambio moderado 

en el nivel de expresión. Este cambio de expresión es a la baja y comienza a partir del primer día y 

se sostiene hasta el día 30 posterior a la lesión (Fig. 31 II C). Por último, las amplificaciones 

realizadas con el RyR3 también muestran cambios moderados en el nivel de expresión y en este 

caso es en el muñón proximal donde los niveles de expresión inicialmente van a la baja y conforme 

avanza el estado de degeneración del nervio ciático estos niveles de expresión gradualmente llegan 

a un estado similar al que se observa en condiciones normales (Fig. 31 III A). Por otra parte, el 

muñón distal no presenta cambios significativos en el nivel de expresión del RyR3 a los diferentes 

tiempos de estudio establecidos (Fig. 31 III C). 

 

Los resultados con el RyR1 presentan un comportamiento similar al encontrado con los IP3Rs; es 

decir, no cambian los niveles de expresión en el nervio ciático durante la degeneración Walleriana. 
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Sin embargo, la activación de este receptor, el cual es el principal actor para que se lleve a cabo la 

contracción del músculo esquelético, es a través de una relación mecánica con los receptores de 

dihidropiridinas (DHPRs). Estos datos sugieren que las células de Schwann o los axones expresan 

DHPRs en la membrana plasmática, para que pueda ser realizada la liberación de Ca2+. En cultivos 

de células de Schwann ha sido reportada la presencia de canales de Ca2+ sensibles a voltaje de tipo 

L y de tipo T (Baker, 2002). Sin embargo, el mecanismo de activación del RyR1 en las células de 

Schwann es desconocido, probablemente el RyR1 es activado por el proceso de “liberación de Ca2+ 

inducida por Ca2+” (CICR) de manera similar a la llevada a cabo por el músculo cardiaco, neuronas 

u otro tipo de células no eléctricamente excitables. 

 

Los resultados obtenidos con el RyR2 y el RyR3 sugieren una participación directa de estos 

receptores durante la degeneración Walleriana del nervio ciático de la rata e indican cambios 

discretos en la expresión de estas 2 isoformas de los RyRs, las cuales son activadas por el proceso 

de CICR, apuntando a que este proceso de liberación de Ca2+ está activo en las células de Schwann 

y los axones.  

 

Los estudios realizados por Smith et al. (1985 y 1988) sugieren que un exceso en la [Ca2+]i en las 

células de Schwann puede ser perjudicial ya que induce la vesiculación de la mielina en los 

paranodos y las incisuras de Schmidt-Lanterman, invadiendo rápidamente regiones de mielina 

compacta. Dado que durante la degeneración Walleriana se lleva a cabo la degradación de la 

mielina, se pensó que los RyRs estaban involucrados en la desmielinización del sistema y por lo 

tanto los niveles de expresión deberían de incrementarse. Curiosamente, contrario a lo que se 

esperaba, tanto el RyR2 como el RyR3 tienen una expresión a la baja durante la lesión por 

transección. Una posibilidad es que el proceso de CICR y las señales de Ca2+ producidas por los 

IP3Rs y los RyRs puedan tener efectos nocivos para la homeostasis del sistema, al generar 

amplificaciones del señalamiento de Ca2+, a través de los VOCCs en la membrana plasmática de las 

células de Schwann y el axoplasma. Thorell et al. (2002) en un modelo in vitro de lesión en 

columna vertebral de la rata, sugieren que incrementos en la [Ca2+]i durante la lesión, puede tener 

efectos dañinos en las células de la médula espinal y que dichos efectos pueden ser mediados por 

los RyRs e IP3Rs. De esta manera, una regulación a la baja de los RyRs mantiene una [Ca2+]i 

adecuada para que no sean producidos efectos nocivos a las células y al sistema en general, ya que 

la lesión producida afecta de manera global a todo un entorno el cual tiene que dar una respuesta 

inmediata a la desregulación ocasionada al sistema y establecer el funcionamiento correcto y 

fisiológico de las células.  
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Por otra parte, los cambios en la expresión del RyR2 e RyR3 se observan en diferentes muñones. El 

RyR2 presenta una disminución constante y permanente en el nivel de expresión en el muñón 

distal, sugiriendo que esta isoforma tiene una función de modulación de Ca2+ en las células de 

Schwann “denervadas” ya que es en este muñón donde se lleva a cabo la degeneración de la 

mielina y de los axones, la desdiferenciación y proliferación de las células de Schwann. Este 

resultado sugiere la expresión de los RyR2 en las células de Schwann tenga una estrecha relación 

con el axón para tener un comportamiento y una función adecuada. En cultivos organotípicos de 

ganglios de la raíz dorsal de ratón, las células de Schwann sólo expresan los canales de Ca2+ tipo L 

y tipo T si las neuronas del ganglio están presentes, sugiriendo que las neuronas inducen la 

expresión de VOCCs en las células de Schwann (Sontheimer, 1994). De esta forma, el sistema 

axón-célula de Schwann puede estar estableciendo complejas relaciones funcionales y de 

comunicación celular. 

 

En el caso del RyR3, se aprecia una disminución en el nivel de expresión de este receptor en el 

muñón proximal, el cual paulatinamente se incrementa hasta llegar a un nivel de expresión similar 

al presentado en condiciones normales. Inicialmente, el muñón proximal muestra signos de 

degeneración axonal, asociado con la entrada de Ca2+ del espacio extracelular ocasionada 

principalmente por cromatólisis (Mata et al., 1986; Bisby, 1995) y por la degradación de mielina a 

través de la activación de proteasas activadas por Ca2+ (Schlaepfer y Micko, 1979; Bisby, 1995). Sin 

embargo, esta degeneración no es abundante y no llega a extenderse del sitio de la lesión (Ramón 

y Cajal, 1928). Posteriormente comienzan a desarrollarse conos de crecimiento y ramificaciones 

axonales con el objetivo de establecer contacto con la región distal, donde una vez dadas las 

condiciones y señales adecuadas, las células de Schwann comienzan a mielinizar los axones y 

finalmente a establecer contacto  con el tejido blanco.  

 

Los resultados obtenidos para el RyR3, sugieren que la movilización Ca2+ mediada por ellos,  

depende de la asociación entre los axones y las células de Schwann, así como el contacto con el 

tejido blanco. Al ser cortado el nervio, los axones pierden el contacto con el tejido que inervan, las 

neuronas que sobreviven a la lesión generan conos de crecimiento y proyecciones axonales. De 

esta forma los axones entran a un “estado de crecimiento”, el cual es totalmente diferente del que 

tienen en condiciones normales el cual es un “estado de conducción”. La expresión a la baja del 

RyR3 puede ser el reflejo de la pérdida de ese estado de conducción donde el muñón proximal 

pierde contacto con el tejido blanco. Acorde con la progresión de la lesión el muñón proximal 

extiende proyecciones axonales con el objetivo de alcanzar el muñón distal y reestablecer el 

funcionamiento del nervio, aunque esto no se logre en el modelo de transección nerviosa. Sin 

embargo, en el sitio de unión del muñón proximal al músculo (que evita la regeneración del nervio) 
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se genera una fuerte inervación de los axones al músculo, aunque éste no sea su tejido blanco. 

Esto explicaría que la expresión del RyR3 nuevamente se incremente a un nivel similar al 

encontrado en condiciones normales. 

 

6.5 INMUNO-LOCALIZACIÓN DE LOS IP3Rs DURANTE LA DEGENERACIÓN WALLERIANA 

Nuestros resultados sugieren que en la porción proximal del nervio lesionado por compresión la 

expresión de los IP3Rs mantiene una inmuno-localización similar a la encontrada en el nervio ciático 

normal. La presencia de nodos de Ranvier en la porción proximal sugiere que las fibras de esta 

región mantienen un orden estructural, ya que sólo las partes estrechamente cercanas a la lesión 

muestran signos de degeneración, la cual esta asociada con la entrada de Ca2+ del espacio 

extracelular y la activación de proteasas activadas por Ca2+ (Schlaepfer y Micko, 1979; Bisby, 

1995). Los estudios del análisis proteómico del patrón de regulación de proteínas en nervios 

ciáticos de rata lesionados por compresión muestran que los segmentos proximales después de 5 

días de realizada la lesión, no presentan diferencias significativas de expresión en comparación con 

el nervio contralateral, mientras que los cambios en el nivel de regulación de proteínas sólo se 

presentan en la región distal (Jiménez et al., 2005).  Esto sugiere que la presencia del axón o 

señales asociadas al axón establecen la presencia adecuada de una gran cantidad de proteínas en 

las células de Schwann. 

 

En estudios recientes realizados por Jiménez et al. (2005), se muestra que hay una dinámica de 

regulación de proteínas durante la regeneración del nervio ciático. Esta investigación a través de 

proteómica muestra perfiles de proteínas en el nervio ciático de la rata después de una lesión por 

compresión a 5, 10 y 30 días. Mediante el análisis de agrupación encontraron 2 perfiles regulados a 

la baja y 4 sobre regulados. Las proteínas metabólicas se encuentran relativamente en altos niveles 

en los perfiles regulados a la baja, mientras que las proteínas de fase aguda, proteínas de 

reorganización del citoesqueleto y proteínas involucradas con maduración y degradación del 

metabolismo de lípidos se encuentran en altos niveles en los perfiles de sobre-expresión. Este 

estudio muestra los complejos procesos que se llevan a cabo en el nervio ciático tanto en el 

aspecto temporal como en el de expresión de proteínas, indicando la estrecha relación de eventos 

que se llevan a cabo durante la regeneración nerviosa así como los tiempos en los que son 

requeridos diferentes determinantes moleculares de los axones, de las células de Schwann y de la 

respuesta inflamatoria (Jiménez et al., 2005). 
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Inmuno-localización de los IP3Rs en el citoplasma de las células de Schwann 

“denervadas” 

En la porción distal se observa que las 3 isoformas de los IP3Rs presentan cambios de distribución, 

los cuales son ocasionados por la disrupción de la mielina y la formación de los elipsoides así como 

por la extensión del citoplasma de las células de Schwann “denervadas”, lo que sugiere cambios 

abruptos del citoesqueleto celular. Los cambios de distribución de estos receptores sugieren que 

señales provenientes del axón son requeridas para que los IP3Rs se localicen en los microdominios 

anatómicos particulares descritos en condiciones normales. En etapas iniciales de la degeneración 

Walleriana las células de Schwann que sobreviven a la lesión se desdiferencian y comienzan a 

proliferar, aunque no hay una evidencia clara sobre qué tipo de célula de Schwann se desdiferencia 

primero, las CSNFM o las CSFM. De esta manera, se ha sugerido que las células de diámetros 

pequeños degradan la mielina y restos celulares más rápido que las de diámetros grandes (Ramón 

y Cajal, 1928). No obstante, sin importar el calibre de la fibra nerviosa los IP3Rs se localizan en el 

citoplasma de las células de Schwann “denervadas”, puesto que en las fibras de calibres “grandes” 

que contienen numerosos elipsoides la expresión se encuentra entre el citoplasma que empieza a 

generarse entre ellos y principalmente alrededor del núcleo.  

 

La localización de los IP3Rs en las células de Schwann “denervadas” sugiere que hay un re-arreglo 

del citoplasma de estas células, modificándose la estructura y forma que conlleva cambios en el 

citoesqueleto, sugiriendo que los IP3Rs se encuentran asociados a proteínas adaptadoras que se 

enlazan al citoesqueleto.  

 

La secuencia de aminoácidos 2548-2558 dentro de la región M5-M6, del segundo subdominio del 

fragmento V del IP3R1, se ha reportado que puede enlazarse a Ank. Esta secuencia se sobrepone 

parcialmente a la región del filtro de selectividad del IP3R1 y se desconoce si la Ank es físicamente 

capaz de asociarse con ese motivo. Sin embargo, en cardiomiocitos de ratones “knockout” de AnkB 

se presentan desarreglos en la localización y estabilidad del IP3R1, sugiriendo que la relación IP3R1-

Ank es fisiológicamente importante (Mohler et al., 2004). 

 

Por otro lado, se ha descrito que el IP3R1 se relaciona con la proteína de enlace al citoesqueleto de 

actina neuronal 4.1N y que esta unión es importante para la traslocación y localización del IP3R1 

del RE en dominios de la membrana plasmática específicos, sugiriendo que es importante para el 

señalamiento de Ca2+ tanto en neuronas como en células epiteliales MDCK (Zhang et al., 2003; 

Maximov et al., 2003). 

 

  



Alejandro Martínez Gómez 
 

Los factores celulares responsables de determinar la localización precisa intracelular de los IP3Rs en 

células normales aún son desconocidos. Sin embargo, dados los cambios de distribución de los 

IP3Rs durante la degeneración y regeneración nerviosa, es probable que los IP3Rs se encuentren 

asociados con diferentes proteínas adaptadoras del citoesqueleto involucradas con el re-arreglo del 

citoplasma en las células de Schwann.  

 

Inmuno-localización de los IP3Rs en los núcleos de las células de Schwann 

“denervadas” 

La lesión por compresión en los nervios periféricos induce el proceso de degeneración  Walleriana y 

la regeneración nerviosa. Este proceso se lleva a cabo en aproximadamente 4 semanas en la rata. 

Para que se lleve a cabo, se requiere que diferentes eventos celulares ocurran de manera 

simultanea. En las 2 primeras semanas los axones y la mielina tienen que ser degradas; desde el 

segundo día de lesión, las células de Schwann “denervadas” entran en proliferación alcanzando un 

pico entre los 4-7 días. Al tercer-cuarto día, el sitio de la lesión comienza a ser infiltrado por 

macrófagos, alcanzando un pico al día 7. La regeneración axonal comienza entre el segundo y 

quinto día después de la lesión, en este periodo se observan las primeras proyecciones axonales 

cruzar el límite distal del sitio de la lesión y la re-mielinización ocurre en la primera y segunda 

semana después de realizada la lesión (Jiménez et al., 2005). 

 

La inmuno-localización de los IP3Rs en los núcleos de las células de Schwann sugiere que estos 

receptores de Ca2+ intracelular pueden estar formando agrupaciones en el RN y que la movilización 

y señalamiento de Ca2+ al interior del núcleo puede estar desempeñando un papel importante en la 

transcripción de genes. En el caso particular de las células de Schwann “denervadas”  estos deben 

estar relacionados con el crecimiento y la maduración así como el metabolismo de lípidos, con la 

activación se señales de fase aguda o de respuesta inflamatoria (Jiménez et al., 2005) y con la re-

mielinización.  

 

Los resultados muestran un intenso inmuno-marcaje del IP3R1 e IP3R2 en el núcleo de las células 

de Schwann “denervadas”, desde los primeros días de realizada la lesión hasta los 20 días. Esto 

hace complicada una posible determinación sobre su desempeño en alguno de los eventos celulares 

previamente señalados. No obstante se puede apreciar un cambio con el IP3R2 en donde el marcaje 

se observa como gruesos gránulos, pero a los 15 días de realizada la lesión se extiende a todo el 

nucleoplasma. Con el IP3R3, el núcleo no se marca ni en condiciones normales ni en los primeros 

días de la lesión.  Sin embargo, se aprecia la expresión de esta isoforma en los núcleos de las 

células de Schwann “denervadas” a los 15 y 20 días de lesión (aunque el marcaje es discreto en 

comparación con el de las otras 2 isoformas). La expresión del IP3R2 y del IP3R3 coincide con 

  



Alejandro Martínez Gómez 
 

etapas de re-mielinización, puesto que las proyecciones axonales ya han invadido la región distal de 

la lesión, con el objetivo de re-establecer la funcionalidad nerviosa.  

 

El significado fisiológico de la expresión de los IP3Rs en el núcleo de las células de Schwann 

“denervadas” es desconocido. Sin embargo, sugiere que los IP3Rs y la movilización de Ca2+ a través 

de estos receptores se encuentran estrechamente asociada a la activación de factores de 

transcripción estrechamente relacionados con la proliferación y la mielinización. Por otro lado, la 

expresión de los IP3Rs en el núcleo también sugiere el establecimiento de microdominios de 

movilización y señalización de Ca2+, en donde las propiedades funcionales de cada una de las 

isoformas de los IP3Rs genera movilización de Ca2+ con características particulares. No obstante, se 

desconoce si señalamientos de Ca2+ intranuclear pueden tener efectos sobre la transcripción de 

genes relacionados con la re-mielinización, para lo cual es necesario dirigir otro tipo de estudios. 

 

Por otra parte, durante la re-mielinización (20 días) se aprecia marcaje del los IP3Rs a lo largo de 

todo el citoplasma de las células de Schwann “denervadas”, las cuales se extienden sobre el axón y 

lo comienzan a envolver (McDonal et al., 2006). Las señales que dirigen este proceso son 

desconocidas pero involucran directamente al diámetro del axón (Berthold y Rydmark, 1995). La 

expresión de los IP3Rs en el citoplasma de las células de Schwann “denervadas” que envuelven a 

las extensiones axonales sugiere que los IP3Rs y la movilización de Ca2+ a través de estos 

receptores se encuentra involucrada con el re-establecimiento adecuado de la relación axón-célula 

de Schwann. Sin embargo, se requiere de un mayor número de experimentos para establecer el 

funcionamiento de los IP3Rs durante el contacto axonal. Por otro lado, no realizamos un 

seguimiento del patrón de distribución del IP3Rs en días posteriores a los 20 días de lesión, donde 

el nervio se reestablece, aunque sugerimos por los datos obtenidos a los 20 días donde es posible 

observar el re-establecimiento del complejo nodal que la expresión de los IP3R regresa a su patrón 

normal de expresión.  

 

El manejo del nervio lesionado es muy complicado ya que fácilmente se pierden las marcas del sitio 

de la lesión y con esto se obtienen mezclas de fibras nerviosas de las diferentes regiones producto 

de la lesión. También se produce un exceso de matriz extracelular que impide un manejo y 

separación de las fibras nerviosas. Estos problemas técnicos son una limitante en la mayoría de los 

trabajos que se realizan para estudiar la degeneración Walleriana. Sin embargo, es posible mejorar 

las técnicas de separación de regiones de lesión así como de fibras nerviosas para poder 

determinar con precisión la localización de las proteínas en estudio.  
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Los resultados de la expresión de los IP3Rs obtenidos mediante RT-PCR muestran que no hay 

cambios en el nivel de expresión durante la degeneración Walleriana tanto en la porción proximal 

como en la distal. Pero, mediante estudios realizados con inmunohistoquímica se puede observar 

que hay un cambio en el patrón de distribución de los IP3Rs. Estos resultados sugieren que el 

patrón de distribución de los IP3Rs encontrado durante la degeneración Wallerian es reflejo de la 

reorganización del citoesqueleto producto de la perdida axonal y la desdiferenciación de las células 

de Schwann, donde los procesos de degradación de la mielina y proliferación celular establecen una 

perdida de la polaridad celular. 

 

6.6 ASPECTOS FUNCIONALES DE LA EXPRESIÓN DE LOS IP3Rs Y LOS RyRs EN LAS 

CÉLULAS DE SCHWANN 

Las células de Schwann que forman mielina son unos de los principales componentes gliales en el 

SNP y su funcionamiento típicamente se ha caracterizado como aislante de los axones permitiendo 

que la conducción del potencial de acción sea saltatoria, brindando una transmisión del impulso 

nervioso rápido y eficaz. De esta manera la expresión, distribución y funcionamiento de los IP3Rs y 

RyRs a lo largo de las redes citoplasmáticas y en los nodos de Ranvier resulta intrigante. En las 

fibras amielínicas, la función de estos receptores es desconocida, aunque nuestros estudios 

sugieren que hay una localización diferencial de los IP3Rs en estas células, ya que el IP3R1 y el 

IP3R2 tienen bajos niveles de inmuno-marcaje siendo principalmente como punteado a lo largo de 

las células, en tanto el IP3R3 tiene altos niveles de expresión y presenta un marcaje fibrilar. Por 

otro lado, con los RyRs las tres isoformas se expresan en las CSNFM. Nuestro trabajo sugiere que la 

movilización de Ca2+ mediada tanto por los IP3Rs como por los RyRs esta desempeñando un papel 

similar al efectuado por los astrocitos del SCN y las CSP, en donde se ha demostrado que el 

señalamiento de Ca2+ desempeña un papel relevante en la comunicación, modulación y regulación 

de las células gliales y las neuronas (Fields y Stevens, 2002; Miller, 2005).  

 

La presencia de los IP3Rs y los RyRs en el complejo nodal sugiere un funcionamiento muy particular 

de estos receptores de Ca2+, indicando que la movilización de Ca2+ llevada a cabo por estos 

receptores puede estar jugando un papel importante durante la conducción del impulso nervioso.  

 

Los complejos nodales, como se ha mencionado con anterioridad, poseen muchos de los elementos 

para efectuar señalamiento a través de Ca2+. Dentro del amplio repertorio de proteínas 

relacionadas con el señalamiento de Ca2+, tienen la presencia de: canales de Ca2+ dependientes de 

voltaje tipo L (Cav1.2 y Cav1.3 (Ouardouz et al., 2003) y tipo T (Baker, 2002), receptores 

purinérgicos ionotrópicos (P2X7) (Grafe et al., 1999), receptores purinérgicos metabotrópicos 

(P2Y1) (Toews et al., 2007), Cx32 (Chandross et al., 1996; Toews et al., 2007) conexina 29 (Cx29) 
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(Altevogt et al., 2002; Corfas et al., 2004), la bomba ATPasa de Ca2+ (PMCA) (Mata y Fink, 1989) y 

el intercambiador de Na+/Ca2+ (Steffenssen et al., 1997)  

 

Una de las propuestas para explicar esto, sugiere que a lo largo de los axones pueden ser liberadas 

moléculas neurotrasmisoras o co-transmisoras como el ATP (Jahromi et al., 1992). La posibilidad de 

liberación de neurotransmisores por parte de las células de Schwann o los axones debe ser 

considerada, aunque a lo largo del nervio ciático un probable origen neuronal para la liberación de 

neurotransmisores es poco probable. En CSP en cultivo la aplicación local de acetilcolina y ATP, en 

ausencia de Ca2+ extracelular en el medio, produce actividad transitoria de Ca2+ (Jahromi et al., 

1992). En nervio óptico de rata se demostró que los axones pueden activar señales transitoras de 

Ca2+ en las células gliales. La activación de señales transitorias de Ca2+ en la glía fue ocasionada 

por la activación dependiente de glutamato, por ATP y por la actividad axonal (Kriegler y Chiu, 

1993). 

 

Otra de las propuestas está estrechamente relacionada con el amortiguamiento de K+, producido 

durante la actividad axonal prolongada (Horio, 2001; Baker, 2002; Barres et al., 1990; Chiu, 1991; 

Lev-Ram y Ellisman, 1995; Mi et al., 1995; Mi et al., 1996; Mi et al., 1999). La elevación de K+ en el 

axolema yuxtaparanodal puede despolarizar el axolema de la región nodal adyacente e inactivar los 

canales de Na+, produciendo una reducción en la corriente de entrada del Na+ en el axolema nodal. 

El impacto general del proceso generaría un incremento en el umbral del potencial de acción y una 

reducción en la velocidad de conducción del impulso nervioso (Lev-Ram y Ellisman, 1995). La 

hipótesis de amortiguamiento de K+, sugiere que el exceso de K+ producido por el axón durante el 

potencial de acción (que llegaría a alcanzar concentraciones de 9 mM en la región yuxtaparanodal), 

despolariza a las membranas adaxonal y abaxonal próximas a los nodos de Ranvier de la CSFM, 

permitiendo la entrada de Ca2+ extracelular a través los canales de Ca2+ dependientes de voltaje 

(VOCCs) de la membrana plasmática. El Ca2+ puede activar diferentes procesos intracelulares y un 

incremento local de Ca2+ en la célula puede disparar el ensamblaje del citoesqueleto de actina 

(Verbny et al., 2002) sugiriendo que el Ca2+ intracelular puede modificar el citoesqueleto, 

generando bolsas citoplasmáticas paranodales. Por otro lado, la acumulación de K+ en el espacio 

yuxtaparanodal es amortiguada debido a la entrada de este ión a los espacios citoplasmáticos 

nodales de las CSFM, con la finalidad de mantener una osmolaridad adecuada. A estos espacios 

citoplasmáticos también entran Cl- y H2O, generándose de esta manera una amortiguación de K+ en 

el complejo nodal.  

 

En las células de Schwann, se desconoce si los factores de transcripción que se encuentran 

relacionados con la mielinización dependan o sean activados mediante señalización de Ca2+. Por 
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otro lado, también se desconoce si durante los diferentes procesos celulares que conlleva la 

degeneración Walleriana, como son la regulación a la baja de genes relacionados con la mielina, la 

desdiferenciación y proliferación celular, la muerte celular, la extensión axonal, re-mielinización, el 

establecimiento de las nuevas regiones nodales, entre otros, sean regulados, modulados o 

controlados por señalización de Ca2+. Sin embargo, nuestros resultados mediante RT-PCR 

semicuantitativa del nivel de expresión de los IP3Rs y RyRs sugieren que en las células de Schwann 

tanto en condiciones normales como durante la degeneración Walleriana, la expresión de estos 

receptores de Ca2+ intracelulares y la movilización de Ca2+ a través de ellos se encuentra altamente 

regulada ya que no se presentan cambios abruptos en los niveles de expresión que indiquen una 

movilización masiva o atenuada de Ca2+ en alguno de los procesos celulares antes citados. 
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CAPÍTULO 7 

CONCLUSIONES 

 

Expresión de los IP3Rs en el nervio ciático en condiciones normales a nivel de RNAm: 

 

1 En el nervio ciático de la rata se expresan todas las tres isoformas de los IP3Rs.  

 

2 El RNAm del IP3R3 es la isoforma con mayor nivel de expresión en el nervio ciático en 

comparación con las otras isoformas de los IP3Rs y con otros tejidos estudiados.  

 

Localización de los IP3Rs en el nervio ciático en condiciones normales a nivel de 

Proteína: 

 

3 Las tres isoformas de los IP3Rs se distribuyen en el nervio ciático de la rata y muestran un patrón 

diferencial de localización. 

 

4 Las tres isoformas del IP3Rs se expresan en las CSFM. Los IP3Rs están presentes en el citoplasma 

perinuclear y redes citoplasmáticas de las células de Schwann. El IP3R1 se localiza también en las 

incisuras de Schmidt-Lanterman. El IP3R1 y el IP3R2 se localizan en los núcleos de las células de 

Schwann en forma de gránulos, mientras que el IP3R3 no se localiza en los núcleos. 5 Las tres 

isoformas del IP3R se localizan en los nodos de Ranvier del nervio ciático. IP3R1 se agrupa en los 

nodos de manera semejante a los canales de sodio Nav1.6. El IP3R2 se aprecia en la membrana 

abaxonal próxima a los nodos de Ranvier y en los procesos canaliculares, semejante a lo reportado 

con los canales de potasio Kv1.5 y el IP3R3 se encuentra en las regiones paranodales de los 

nodos.6 Las tres isoformas de los IP3Rs se localizan en las CSNFM en el nervio ciático. El IP3R3 

tiene un fuerte marcaje filamentoso, mientras que el IP3R1 y el IP3R2 muestran un marcaje en 

forma de puntos usando microscopia de fluorescencia. 

 

Localización de los RyRs en el nervio ciático en condiciones normales a nivel de RNAm: 

 

7 En el nervio ciático de la rata se expresan todas las isoformas de los RyRs. 

 

8 El RNAm del RyR1 es la isoforma con mayor nivel de expresión en el nervio ciático en 

comparación con las otras isoformas de los RyR. 
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9 Las tres isoformas de los RyRs se expresan a nivel de RNAm tanto en CSFM como en CSNFM en 

el nervio ciático de la rata. En las CSFM el RNAm se observa en el citoplasma perinuclear, a lo largo 

de la red citoplasmática abaxonal, en el citoplasma próximo a los nodos de Ranvier y en la región 

nodal. 

 

Expresión de los IP3Rs y de los RyRs en el nervio ciático durante la degeneración 

Walleriana a nivel de RNA: 

 

10 El análisis de la RT-PCR semicuantitativa mediante densitometría indica que los IP3Rs no 

muestran diferencias significativas a nivel de RNAm durante la degeneración Walleriana, tanto en 

lesiones por transección como por compresión. Los nervios contralaterales tampoco presentan 

cambios significativos en su nivel de expresión. 11 El RyR1 no muestran cambios a nivel de RNAm 

en lesiones por transección del nervio ciático de la rata a los diferentes tiempos estudiados. La 

expresión de los RNAm del RyR2 en el muñón distal disminuye a partir del primer día de lesión y se 

sostiene hasta el día 30 posterior a la lesión. La expresión del RNAm del RyR3 muestra una 

moderada disminución en la expresión en el muñón proximal, donde inicialmente se regula a la 

baja y conforme avanza el tiempo de degeneración Walleriana los niveles de expresión aumentan 

gradualmente hasta alcanzar los niveles normales. 

 

Localización de los IP3Rs en el nervio ciático durante la degeneración Walleriana a nivel 

de proteína: 

 

12 En lesiones por compresión las tres isoformas de los IP3Rs no presentan cambios en el patrón de 

distribución en la región proximal. 13 En lesiones por compresión las tres isoformas de los IP3Rs 

muestran cambios en el patrón de distribución en la región distal. Los IP3Rs se localizan a lo largo 

del citoplasma de las células de Schwann “denervadas”. 

14 En lesiones por compresión las tres isoformas de los IP3Rs se localizan en los núcleos de las 

células de Schwann “denervadas”. El IP3R1 y el IP3R2 se inmuno-localizan como gránulos desde el 

inicio de la degeneración Walleriana hasta las etapas de regeneración nerviosa. A los 15 días de 

ocasionada la lesión, el marcaje del IP3R2 se observa a lo largo de todo el nucleoplasma. El IP3R3 

se localiza como un punteado discreto en los núcleos a los 15 y 20 días de generada la lesión. 
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ANEXO 

 

El siguiente, es el artículo publicado en la revista NeuroReport Vol. 18 No 5 del 26 de Marzo del 

2007, en el cual se exponen los resultados de la localización y distribución inmunohistoquímica de 

los IP3Rs en el nervio ciático en condiciones normales. En este trabajo de tesis doctoral se mostran 

resultados de la expresión y distribución de los IP3Rs durante la degeneración Walleriana así como 

resultados de la localización y expresión de los RyRs, tanto en condiciones normales como durante 

la degeneración Walleriana del nervio ciático de la rata. Con estos resultados se pretende generar 

al menos dos publicaciones más. 
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