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RESUMEN

El calcio que entra a través de canales de calcio dependientes del voltaje
juega un papel importante en muitiples funciones celulares (Bargas et al. 1993,
Nicoll, 1989 y Fossier et al, 1994).

£n el presente trabajo se caracterizaron biofisica y fammacolégicamente las
corrientes de calcio en neuronas neoestriatales de la rata. Para esto, se realizaron
registros de fijacién de voltaje en la modalidad de célula entera en neuronas
neoestriatales.

Con ayuda de bloqueadores especificos para los diferentes tipos de
canales de calcio, se determind que ésta comiente en las neuronas espinosas
medianas del neoestriado se debe a la activacién de los canales L, N, P/Q y R.

Por otro lado, debido a que existe un alto grado de similitud entre los
canales de calcio tipo P y Q, se quizé determinar si existen ambos canales en las
neuronas espinosas medianas. Para ello se utilizaron diferentes dosis de la o-
AgaTxTK. Los resultados mostraron un sélo sitio de unién para ésta con un
coeficiente de Hill de 1.04, sugiriendo que existe un solocanal . P 6 Q 7.

En estas células la presencia de los diferentes canales de calcio es de gran
importancia ya que son blanco de modulacién por neurotransmisores, participan
en la integracién sinaptica y le confieren distintas propiedades para regular su
excitabilidad que pueden manifestarse como; latencias variables para disparar,
cambios en la amplitud y duracion de los potenciales de accién, disparo en
rafagas, etc.



INTRODUCCION
GANGLIOS BASALES

Los ganglios basales desempefian un papel importante en [a regulacié_n de
las funciones motoras, en especial la inidadén y ejecucién.de movimientos (Albin,
1989; Brodal,1992; Weiner, 1994, 1997; Kawaguchi, 1995 Mink, 1996 Y Chesselet
y Delfs, 1996). Estos son nicleos subcorticales interconectados que comprenden
los nucleos caudado, putamen (que constituyen el neoestriado), accumbens,
subtalamo, substancia negra y globo palido, (figura 1) {Albin, 1 989; Brode;l, 1992;
Calabresi, et al, 1996; Mink, 1996; Chesselet y Delfs 1996; Lovinger, 1996; Bargas,

1998; Smith, 1998; Wilson, 1998 y Kalivas y Nakamura, 1999),

Caudado
Putamen
Acumbens
Nucleo subtalamico
Substancia negra
Globo palido

Neoestriado

Gangtios Basales{

Figura.1. Nicleos que constituyen los ganglios basales.



Los ganglios basales comprenden nuclecs del cerebro anterior y medio, los
cuales juegan un papel importante en el control de postura y fos movimientos. Se
conocen algunas enfermedades asociadas a disfunciones en los ganglios basales
(mal de Parkinson y esquizofrenia) , ias cuales se expresan en posturas del cuerpo
anormales, movimientos lentos e involuntarios o una combinacidn de estas

anormalidades (Smith et al.1998 y Mink, 1996).

NEOESTRIADO

Aferencias al neoestriado

El neoestriado constituye la principal entrada de aferencias a los
ganglios basales, ya que recibe entradas sinapticas glutamatérgicas de las distintas
regiones de la corteza cerebral, en especial de las dreas motoras, sensoriales y de
asociacion, ademas, del tegmento ventral anterior, los nicleos intralaminares del
talamo, asi como de las fibras dopaminérgicas que provienen de la substancia
negra compacta y serotoninérgicas de los nlcleos del Rafé, situados en la
formacién reticular del puente (figura.2) (Brodal, 1992; Parent y Hazrati, 1995;

Weiner, 1994, 1997, Chesselet y Delfs 1996; Smith et al. 1998 y Wilson, 1998).

Eferencias del neoestriado

El necestriado proyecta a los dos segmentos del globo palido, el segmento
externo {Gpe o globo palido en no primates) y el segmento interno (Gpi o nicleo
entdpeduncular en no primates) y a la substancia negra. Las proyecciones
estriatales a la substancia negra van principalmente a la reticulata; siendo pocas
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Figura 2. Diagrama de las aferentes y eferentes principales a los ganglios basales. Las células de proyeccién

(GABA)

del necestriado proyectan hacia la substancia negra compacta (SN¢) y reciben aferentes de ella, Las neuronas
espinosas medianas proyectan a la substancia negra reficulata (SNr), al globo pélido interno {Gpi} y al globo
palido externo (Gpe). E) Gpi proyecta hacia el tdlamo , y este a su vez proyecta hacia la corteza. El Gpe
proyecta hacla el nicleo subtdlamico (STN) quien a su vez proyecta hacia la SNr. La SNr proyecta hacia el
talamo y este Gltimo proyecta hacia la corteza. Tambien se ilustran los sistemas neuroquimicos que participan
en la mayoria de estas vias. Glu, glutamato; subst P, substancia P; DA, dopamina; enk, encefalonas y GABA,
écido g aminobutirico (Brodal, 1992 y Lovinger, 1996).
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las que inervan a la compacta (figura.2) (Brodal, 1992; Parent y Hazrati, 1995; _

Weiner, 1994 y1997; Chesselet y Delfs 1996; Smith, 1998 y Wilson, 1998).
Tipos neuronales del neoestriado

Existen varios tipos de neuronas neoestriatales: las neuronas de proyeccién -
y las interneuronas locales. Las neuronas de proyeccion del neoestriado tienen un
cuerpo celular de tamafio mediano {12-20 pm de diémet;'o). Se denominan
“‘neuronas espinosas medianas® (NEMs), y representan el 95% de la poblacion
neuronal de este nucleo (Mink, 1986; Lovinger, 1996; Smith, 1998 y Wilson, 1998).
Utilizan el acido y-aminobutirico (GABA) como su principal neurotransmisor, pero a
la vez pueden coexpresar un gran nimero de péptidos neuroactivos, como la
sustancia P, las encefalinas y las dinorfinas. De las interneuronas locales, se
encuentra la interneurona colinérgica grande, la cual es identificada por ia
presencia de colin-acetiltransferasa, con un cuerpo celutar elongado de 50 a 60 um
de largo por 15 a 25 um de ancho y representan el 2% de las células estriatales
(Kawaguchi, 1995). El siguiente tipo es inmunoreactivo a parvoalbimina y contiene
GABA. Estas neuronas representan el 1 % de toda la poblacién estriatal, se
caracterizan por tener el cuerpo celular redondo y un tamario de 14 a 15 um de
diametro. Otro tipo de intemeurona es inmunoreactiva a somatostatina y al
neuropéptido Y. Estas neuronas también contienen la enzima NADPH diaforasa, la
cual esta involucrada en la sintesis de oxido nitrico, que actiia como segundo
mensajerc. Estas interneuronas representan aproximadamente el 1% de la
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poblacién neuronal de este nucleo y tienen un cuerpo celular esférico con un
diametro de 12 um; y el Ultimo tipo es la intemeurona GABAérgica que contiene
calretinina, que representa menos del 1% de la poblacién neuronal (Kawaguchi,
1995; Parent, 1995 y Wilson, 1998).

Estas neuronas establecen sinapsis con las NEMs moduiando su actividad a
través de GABA y los péptidos que liberan (Kawaguchi, 1995: Parent y Hazrati,
1995 y Wilson, 1998).

En estas células (NEMs) se conoce que los canales de calcio dependientes
del voltaje participan en la liberacién de los neurotransmisores, los cuales a su vez
los pueden modular (Anwyl, 1991; Bourinet, et al, 1996). Ademas de quie estos -
canales le proporcionan a la célula un repertorio de mecanismos para regular su
excitabilidad, entendida ésta como la forma en que la célula responde a un
estimulo dado. Esta regulacion puede manifestarse como: latencias variables para
disparar, cambios en la amplitud y duracién de los potenciales de accidn, disparo
en réfagas, integracion sinéptica, modulacién por neurotransmisores, etc. (Nicol'l,

1989 y Bargas, 1993).



CANALES DE CALCIO

E} calcio entra a las células a través de canales de calcio activados por
vollaje y -representa una pieza clave en la regulacién de una gran variedad de
procesos celulares como la liberacion del neurotransmisor, metabolismo intracelutar
y expresion génica (Fossier et al, 1994; Qian y Saggau, 1997 Sinha et al, 1997 y
Smith y Cunnane, 1997).

Avances en biclogia n;m!ecular, electrofisiologia y farmacologia han servido
para la identificacion de los diferentes tipos o subtipos de canales de calcio
{Snutch y Reiner, 1992 y Ertel, et al, 2000; Katz, 1992; Ellinor, et al, 1895; Fox, et
al, 1987, Miller, 1992 y Usowicz, et al, 1992; Sather et al, 1994 y Lin y Lin-Shiau,
1997). En adicibn a sus caracteristicas distintivas ya sean estructurales y
funcionales, muchos de estos subtipos exhiben sensibilidades diferentes hacia los
agentes farmacoiégicos (McBurney et al. 1992; Alvarez, et al, 1995; Bargas, et al,

1994; Chin, 1998,Churchill y MacVicar, 1998; Richard et al, 1998; Uchitel, 1997).

CLASIFICACION DE LOS CANALES DE CALCIO

Diversos estudios en neuronas revelan la existencia de diferentes canales
de calcio, los cuales son complejos heteroméricos formados por 5 subunidades:
al,a2, B,y yb (figura 3). Estos se han clasificado en dos grupos con base en su

dependencia de voltaje para su activacién: activados por bajo voltaje (LVA), que
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corresponden a los canales de tipo T y los activados por alto voltaje (HVA), que son
los canales de los tipos L, N, P/Q y R (figura 4) (Bean, 1989; Bertolino y Llinas,
1992).

Las subunidades a1 forman el poro de los canales de calcio y las
subunidades auxiliares o2, B,y y5 modulan las cinéticas de activacion e
inactivacion; asi como la densidad de corriente y la unién de los diferentes
blogueadores de canales de calcio, las cuales incrementan considerablemente sus -
funciones (Varadi, 1995 y Catterrall, 1996 y 1998).

Las subunidades aig, aun ¥ ay forman el poro de los canales de calcio del
tipo T (LVA), en tanto que las asa forman el poro de los canales tipo P/Q; aug del
tipo N, asc, aip, aur ¥ ass para los de lipo L y aue del tipo R respectivamente (Figura
4).

Canales de calcio tipo T

Los canales de calcio tipo T se activan a potenciales negativos y su
inactivacion es muy répida (tabla 1). Estén involucrados en Ia generacion de la
actividad de marcapasos en neuronas y en el masculo cardiaco. Para este canal la
toxina selectiva es la Kurtoxina, Ademas, se ha reportado que son sensibles al
octanol, la amilorida y a bajas concentraciones de Ni?* (tabla 1) (Tsien et al., 1991;
Dolphin et al., 1991, Randall y Tsien, 1997, Peres-reyes, 1998 y Monteil et al,
2000). Otra propiedad tipica de estos canales es su pequeiia conductancia que es

de 5-9 pS (picosiemens) (tablai}.



Canal

L N P Q R
Corriente Ir le N lp Ia Ir
Conductancia 5-8 pS 25 pS 20 pS 14ps 18 ps 20ps
Agonistas —_ BayK8644 — -— —_ —
Antagonistas Kurtexina DHPs w-Conctoxina | w-Agatoxina | o-Agatoxina SNX
GVIA Tk Tk
inactivacién | Inactivacién Baja Moderado | Neinactivante| Moderado Moderado
répida inactivacién range de rango de rango de
inactivacion inactivacién | inactivacién
O1G, AH Y
Informacién ol Se oz, 0B Y B. | ave, 2B Y B | ctaa, 0B Y B | s, c2B Y B. | cug c2B Y B
estructural desconocen | @ic. a5y B
subunidades [ ap, o8 y P
auxiliares.

Tabla 1. Corrientes, conductancias, agonistas, antagonistas, rango de inactivacién y composicién de

subunidades de los canales de calcio (Randall et al. 1895, Varadi et al. 1995 y Catterall, 1998},
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Figura.3, Estructura de los canales de calcio. Ay B ilustran un modslo transmembranal de la composicidn de

subunidades y estructura del canal de calcio purificado del misculo esquelético (Catterall, 1998).



Los canales de calcio HVA son originalmente identificados por sus
propiedades electrofisiologicas y farmacolégicas (McBurney et al, 1892; Mori et al,
1996; Morel y Hugues, 1998; Moreno, 1989), En afios recientes la identidad de
estos canales ha sido corroborada con estudios comparativtos de su estructura
molecular. El descubrimiento de antagonistas organicos de los canales de calcio
dihidropiridinas (DHPs) y .toxinas proporcionaron un gran progreso en el
conocimiento de los mecanismos moleculares. de [os canales de calcio
dependientes del voltaje. Estos blogqueadores se han usado para purificar los
diferentes canales de calcio y en el conocimiento de su estructura primaria del
DNA clonado (Tanabe et al., 1987, Hockerman et al, 1997; Striessnig et al, 1998 y

Budde, et a!, 1998).
Canales de calcio tipo L

Los canales sensibles a las DHPs tienen una conductancia unitaria de 25 pS
{tabla 1), fueron los primeros canales de caicio del tipo HVA descritos. Estos fueron
llamados tipo L porque sus corrientes son lafgas y duraderas, indicando sus
cinéticas de inactivacion lentas (figura 5). Estas corrientes sensibles a las DHPs
son igualmente sensibles a las fenilalkilaminas, benzodiazepinas y a la calciseptina.
Se han hecho estudios de localizacion inhunocitoquimica que han revelado la
localizacion de estos en el cerebro de la rata (Charnet, et al; 1994; Westenbroek et
al, 1998; Wu, 1997 y '1 999 y Budde et al. 1998), encontrandose en los cuerpos
celulares neurcnales y en dendritas proximales de muchas neuronas centrales

(Westenbrdek et al.,1998).

10
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Figura.4. Clasificacion de los canales de calcio. Activados por bajo umbral (LVA) y activados por alto umbral

(HVA) (Catterall, 1998).



La transmision sindptica en muchas partes def cerebro no es afectada por
las DHPs. Sin embargo, los canales tipo L han sido involucrados en la liberacion
péptidica de la neurohipofisis, y en la liberacién de la adrenalina y noradrenalina de

las células cromafines de la médula adrenal (Lemos y Nowycky, 1989 ).
Canales de calcio tipo N

Los canales de calcio tipo.N son activados por largas despolarizaciones. Se
inactivan mas rapidamente que los canales L pero menos rapido gue los canales
de calcio tipo T (figura 5). Tienen una conductancia de 20 pS (tabla 1),son
insensibles a las DHPs y son blogqueados por la o-Conotoxina GVIA (0-CgTx
GVIA) (Olivera et al., 1985; Kasai et al. 1987; Fujita et al; 1993; Stocker et al. 1997,
Jones et al, 1997 y 1999; Angulo, et al, 1_998; Kaneko et al, 1998; Cox y Duunlap,
1994).

Se ha demostrado que los canales de calcio tipo N intervienen en el proceso
de liberacién del neurotransmisor, ya que interactda con la sintaxina que es una
proteina membranal presindptica involucrada en la fusion de las vesiculas del

neurotransmisor (Catterall, 1999).

Canales de calcio tipo P/Q
Los canales de calcio tipo P tienen una conductancia de 14 pS, fueron
originalmente descritos en las neuronas cerebelosas de Purkinje (Liings et al.,
1989). Su cinética de inactivacién es lenta (figura 5), su corriente es resistente a

12



las DHPs y a la @-CgTx GVIA, pero son sensibles a la toxina del veneno de la
arafia Agelenopsis aperta {w-Agatoxina IVA y e-Agatoxina TK) (tabla 1) (Llinas et
al., 1989; Cherksey ot al. 1991; Mintz et al., 1992 y Teramoto, 1997). Por otor lado,
se ha identificado otro canal de calcio conocido como Q, que es igualmente
sensible a esta toxina pero a concentraciones mas altas y que tienen una
conductancia de 19 pS (Wheeler et al. 1994).

La diferencia entre estos dos tipos de canales puede deberse a que haya
cierta heterogeneidad en la subunidad aya por un proceso alternativo del gen QA
(Bourinet et al,, 1999) o en diferencias en las subunidades auxiliares § y a28, lo que
les confiere diferentes propiedades tanto farmacolégicas, como en sus ciné}icas de
activacion e inactivacion. Por ejemplo, las subunidades Bis, Pua ¥ Boe causan una
aceleracién significativa de {as cinéticas de inactivacion de las comrientes, la cual se
observa en los canales de calcio tipo Q. Mientras que la subunidad B2, enlentece el
rango de inactivacidn de la corriente de la subunidad oya, 10 cual se observa
tipicamente en las corrientes de calcio tipo P (figura 5) (Stea et al., 1994; Moreno
et al, 1997; Namkung et al, 1998 y Mermelstein et al., 1999).

Estos dos canales estan fuertemente involucrados en la liberacién del
neurotransmisor y se localizan en cuerpos celulares, dendritas y en areas
presindpticas y poco en las espinas dendriticas (Llinas et al, 1998; Catterall, 1999;
Hifiman et al, 1991; Cherksey, et al, 1991; Ludwing et al, 1997; Craig et al, 1998;
Protti y Uchitel, 1993 ).

La transmision sinaptica en la mayoria del cerebro no es afectada por la

DHPs pero es grandemente inhibida por la e-Agatoxina IVA, e-Agatoxina TK, a-

13



conotoxina MVIIC y o-conotoxina GVIA, lo que apoya el que multiples tipos de
canales de calcio (N y P/Q) estén presentes en una sola sinapsis provocando

exocitosis sinérgicamente (Mintz et at., 1995).
Canales de calcio tipo R

En algunas neuronas del sistema nervioso central se han descrito otras
corrientes las cuales son resistentes a todos estos bloqueadores (DHPs, -
Agatoxina IVA, o-Agatoxina TK, o-conotoxina MVIIC y w-conotoxina GVIA) y han
sido atribuidas a otro tipo de canal llamado R.' Estos canales se caracterizan por
tener una coductancia unitaria de 20 pS, se ha sugerido que se inactivan por el
voltaje y que tienen sensibilidad a la toxina SNX que es extraida del veneno de la
tarantula africana Hysterocrates gigas. Estos también han sido involucrados en la

liberacion del neurotransmisor (figura 5) (Schneider et al, 1994; Smith et al, 1999).
PROPIEDADES MOLECULARES DE LOS CANALES DE CALCIO

La subunidad «, de Jos canales de calcio es una proteina de 165-175 KDa, _
cuya secuencia de aminogcidos esta organizada en cuatro dominios repetidos (I a
IV), que estan conectados por fres asas intracelulares. La asa intracelular que se
encuentra entre los dominios | y Il tiene sitios de unidn para la subunidad B,
proteinas G y PKC (Bourinet et al. 1992; Bouron et al. 1995; Strauss et al, 1997;
Mermelstein et al, 2000), también presentan un asa intracglular entre el dominio Il y

Il que es variable para cada uno de los tipos de canales de calcio, lo mismo que el
14
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Figura 5. Neuranas del gangilo nodoso expresando diferentes canales de calcio activados por alto voﬁaje. (A)
Registros de cinco tipos de coriente de calcio activados por efto voltaje (L, N, P, Q y R) que se expresan en las
neuronas del ganglio nodoso. (B} Registros de una neurona que no expresa canales de calcio tipo P (sensibles '
a la w-AgaTk). (C) Registros de otra neurona que no expresa canales de calcio fipo P y Q. Las corentes
fueron dadas en respuesta a pulsos de 100 ms desde los —80mY a los —10 mV. '(A'. B' y C’), muestran la

substraccion de los trazos antes y después de la aplicacién de fos bloqueadores de los canales de Ca®* (Rusin,

1998).



carboxilo terminal de esta subunidad. Cada uno de estos dominos contiene seis
segmentos transmembranales (51 a S6).

El segmento 5S4 estd altamente conservado y estad cargado positivamente
por varios residuos de aminodcidos (argininas y lisinas). Al recibir una
despolarizacién, el S4 se mueve hacia Ia parte exterior, cambiando la conformacién
del poro, por lo que el canal se abre ( Yamaguchi et al. 1998).

La selectividad al calcio es provista por una espiral de cuatro residuos de
giutamato cargados negativamente los cuales forman parte de cada dominio que
estd cerca de [a regidn transmembranal del poro (Tanabe et al., 1983). Estas
regiones son altamente conservadas entre los subtipos de canales de calcio. Por
otro lado, la subunidad o4 contiene sitios de unién para los diferentes bloqueadores
de los canales de calcio.

Las subunidades a4 de los canales de calcio son producto de diez genes
diferentes (S, C, D, F, A, B, E, G, H e |), de los cuales se han identificado las
secuencias de las proteinas y han sido funcionalmente expresadas en sistemas
celulares heterdlogos (Péres-Reyes y Schneider, 1985).

Con base, en la similitud de su estructura primaria, las subunidades o4 de los
canales de calcio HVA se han dividido en 2 grupos (L y no-L). Los genes clase S,
C, D y F que codifican para los canales lipo L { cue, oup ¥ aae), presentan un 75 %
de identidad con la del canal tipo L {a4s) del mUsculo esquelético. Los genes de la
clase C se expresan en el corazdn y otros tejidos, mientras que los de las clases D
y F en neuronas y células neuroendocrinas. En cuanto a los genes clase A, By E

que codifican a los canales no L se expresan primariamente en neuronas y



presentan entre ellos un 60% de identidad en su estructura primaria y entre el 25 y
40% de identidad con las det tipo L.

La regulacidn de la subunidad ay de los canales de calcio se lleva a cabo a
través de varios mecanismos entre los que se encuentran la fosforilacién por
proteinas cinasas A y C; adicionalmente existe una modulacién por multiptes
proteinas G (Curtis y Catterall, 1985; Flockerzi et al., 1986; Levitan, 1994; Jahn et
al., 1988, Foumier et al, 1993; Uchitel, 1997 y Gray et al 1998).

La subunidad g tiene un peso de 56 KDa, es una proteina hidrofilica que no
esta glucosilada y se localiza en el sitio intracelular de la membrana ( Catterall,
1997 y 1938). ‘

La subunidad y tiene un peso de 30 KDa, es una glucoproteina con cuatro
segmentos transmembranales. La subunidad o» es una proteina de 143 KDa, tiene
muchos sitios de glucosilacion, es una protelna extrinseca, atada a la membrana a
través de puentes disulfuro con la subunidad 8, la cual es una proteina de un solo
segmento transmerﬁbranal que tiene un peso de 27 KDa (Catterali, 1998).

Las corrientes de calcio son grandemente incrementadas cuando las
subunidades oy son coexpresadas con las subunidades B y a28, del mismo modo,
sus cinéticas de activacion e inactivacién son afectadas por la expresion de las
diferentes isoformas de estas subunidades (Catterall, 1995 y 1998; Varadi et al.,
1995; Bouron et al., 1995 y Josephson y Varadi, 1996).

Todas estas subunidades son codificadas por diferentes genes y tienen
mdltiples variantes por procesamiento alternativo, lo que contribuye a una
diversidad funcional y molecular de los canales de calcio dependientes del voltaje

(Perez-Reyes y Schneider, 1995 y Miljanich et al, 1995).
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En las NEMs se ha identificado que la corriente de calcio esta
determinada por diferentes tipos de canales de calcio (L, N, P/Q y R). Sin embargo,
aun no se han podido diferenciar las corrientes de calcio de los tipos P y Q, por lo
que el objetivo de este trabajo es caracterizar biofisica y farmacolégicamente las

corrientes de calcio en las neuronas espinosas medianas.



METODOLOGIA

Preparacién

4

Los experimentos se llevaron a cabo en neuronas neocesiriatales disociadas
de cerebro de rata Wistar (100 organismos) de 100 a 120 g de peso.

Las ratas fueron decapitadas después de ser anestesiadas con éter. Se
obtuvo el cerebro y se coloctd en solucidn Krebs, cuya composicién (en mM) es:
126 NaCl, 3 KCI, 2 MgCl, 2 CaClz, 25 NaHCO,, 0.002 tiourea, 0.002 Acido
ascorbico, 11 glucosa a un pH de 7.4, ajustado con NaOH y osmolaridad de 300 +
5 mOsm.

Posteriormente se separd el tallo cerebral, los bulbos olfatorios y se
obtuvieron rebanadas sagitales de 400 um de espesor. Estas se incubaron una
hora en solucién salina oxigenada con una mezcla de 95 % Oz y 5% CO». Para
cada disociacion fueron utilizadas 4 rebanadas en las que se disecé el neostriado.
Estas se incubaron en solucion salina a 32°C con la enzima pronasa E (tipo XIV)
{1mg/ml} durante 20 minutos, con el fin de digerir la matriz extracelular.
Posteriormente se transfirieron a un tubo de ensayo en donde se realizé Ia
disociacion mecénica con pipetas Pasteur de diferentes didmetros. El sobrenadante
que contiene las neuronas, se colocd en una caja de Petri de 35 mm (con cargas

negativas en el piso} montada en la platina de un microscopio invertido. Se espero
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15 minutos para gue las neuronas quedaran fijas al piso de la caja. Para el paso
anterior se utilizé una spiucién salina con bajo calcio, que contiene {(en mM): 140
NaCl, 3 KCI, 2 MgCla, 0.2 CaCl,, 10 HEPES y 10 glucosa. Posteriormente se lavé la
disociaciéﬁ con una solucién amortiguada de HEPES con bario que contiene (en
mM): 140 NaCl, 3 KCI, 2 MgCl,, 5 BaCl; (el cual fue utilizado como acarreador de
carga), 10 HEPES, 10 glucosa y TTX (Tetrodotoxina) 0.001 a pH 7.4 ajustado con
NaOH y osmolaridad de 300 + 5 mOsm. La preparacién se mantuvo con una

superfusion constante.

Registros de fijacion de voltaje en célula entera

Los registros se realizaron con la técnica de fijacion de voltaje en la
modalidad de célula entera. Se utilizaron microelectrodos de vidrio de 4 a 8 MQ de
resistencia, previamente forjados con calor. Los electrodos se llenaron con la
siguiente solucion {en mM): 180 de NMDG (N-Metil-D-glucamina), 40 HEPES, 4
MgCl;, 10 EGTA (etilenglicol-bis (aminoetileter)N,N,N,N-acido tetracetico), 3
NaATP y 0.2 de Na;GTP; pH 7.2 ajustado con H,S04y osmolaridad de 270 + 5
mOsm.

La aplicacién de las toxinas se realizd por medio de un sistema de
superfusion e intercambio de la solucién extracelular.

Para la identificacion y caracterizacion de las corrientes de calcio se usaron:
nifedipina a una concentracién de 5 uM con el fin de bloquear especificamente las

corrientes de calcio tipo L, ta e-Conotoxina GVIA 1uM que bloquea fas corrientes
20



1000 nM con el fin de inhibir las corrientes de calcio tipe P/Q. El uso de
diferentes concentraciones de esta (ltima toxina fue con la finalidad de obtener
una curva dosis respuesta la cual nos proporcioné la ICsp (con la cual se obtuvo
la concentracidn de la toxina que es necesaria para inhibir la mitad de la
comiente sensible a la w-Agartoxina TK) y el coeficiente de Hill (con el cual se
postuld ia existencia de uno o dos canales sensibles 2 esta toxina), el cual se

obtuvo de la sigulente ecuacién:

%inhi = Yeinhi(max) /(1 + (ICso N-agaTxTK]")

donde: %inhi es igual al % de inhibicion incrementado por las diferentes
concentraciones de w-agaTxTK; %inhi (max) es el efecto saturante; ECsy €3 la
mitad del efecto maximo; [0-agaTxTK] es la concentracion de esta toxina y “n” es
la pendiente de la funcidn dosis-respuesta, una aproximacién del coeficiente de
Hill. Los parametros fueron ajustados usando el software comercial Sigma Plot-
Jandel, version 2.0. ‘

Una vez obtenida la inhibicion debida a cada una de las toxinas, a la
corriente de calcio control se le restd la comiente que es resistente a cada toxina y
se obtuvieron las comientes sensibles para cada una de las toxinas. A estas
corrientes sensibles se les determino la permeabilidad membranal estimada como
una funcidn del voltaje por medio de la ecuacién de corriente constante de

Goldman-Hodgking-Katz (Bargas, et al, 1994):
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1(Vm) =y (V). P(Vm)

donde

, ¥mF
y(m) = 2 [ﬁ__V”'F 2) (Ca} lca exP[_ RT J
! —exp(— VmF )

RT
RT

donde I{Vm)= a la corriente transmembranal medida, Vm= potencial de membrana
(mV), z=2, F=9.648 x 10 C mol”, R=8.315 V C K mol", T= 273.16 + 20°K, [Cali=
nominalmente 10 nM, [Ca]e= 2 mM, y P(Vm)= permeabilidad membranal al Qaz‘ (+]

Ba?* como una funcion del potencial de membrana.

Por otro lado, a los diferenies tipos de corriente de calcio se les determiné su
voltaje medio de activacién (V %) y porcentaje de inactivacién ante un comando
constante (figura 6).

Para conocer la permeabilidad - membranal y el voltaje medio de activacion
de cada tipo de comriente se usaron rampas de voltaje que van desde los —80 mV
hasta los 50 mV y comandos de voltaje de —80 mV hasta los 50 mV (estos ditimos
tuvieron una duracién de 30 ms). Por otro fado se aplicaron comandos de voltaje de
-80 a —-10 mV con una duracion de 500 ms, en donde a la corriente control se le

resto la corriente resistente a cada uno de los farmacos para obtener la comiente
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sensible a cada uno de estos. A estas comrientes sensibles se les determino su
porcentaje de inactivacion como se ilustra en la figura 6.

El contro! de voltaje de estos protocolos de estimulacion fue controlado por

computadora.

Adquisicién de datos

Los datos se adquirieron con el programa PCLAMP (CLAMPEX
LABMASTER TM100) version 5.5.

~

Las graficas se obtuvieron mediante el uso de los programas Sigma Plot

version 2.0 y Microcal Origin 3.5y 4.1,

Figura 6. En A se muestra un registro de como se obtiene el V % para una comiente de calcic yen B el

porcentaje de inactivacion a los 500 ms {milisegundos).



RESULTADOS

Los registros de fijacién de voltaje en célula entera se reatizan en neuronas
neostriatales bipolares de 6-7 pF (picofaradios) de Cu. Estudios previos han
demostrado que estas son caracteristicas de las neuronas espinosas medianas.

La gréfica 1A ilustra corrientes de calcio usando bario como acarreador de
carga, tipicas de una neurona espinosa mediana. De potenciales de mantenimiento
negativos de —80 mV, dando pasos despolarizantes de 10 mV con una duracién de
30 ms se provocd la comiente de calcio. Encontrdndose en todas las células
thicamente corrientss de calcio activadas por alto voltaje. Por otro lado, se
utilizaron rampas de voltaje que van desde los ~80mV hasta +50 mV (gréfica 1B).
Con ambos protocolos de estimulacién se muestra que la corriente de calcio tiene
dependencia del voitaje. A partir de las corrientes obtenidas por los pasos de
voltaje se generd la curva corriente-voltaje (I-V), observandose que su activacion es
cercana a los =40 mV y alcanzando el pico méximo a los —10 mV. Los datos
obtenidos con ambos protocolos pueden sobreponerse, demostrandose que en

ambos casos hay un gran parecido (gréfica 1C).

Propiedades farmacoldgicas de las corrientes de calcio activadas por alto

umbral.

En este estudio se caracterizaron biofisica y farmacolégicamente Ias

corrientes de calcio activadas por alto voltaje, para o cual se utilizaron diversos
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Gréafical: La comiente de calcio en las neuronas espinosas medianas usando 5 mM de bario como acaeador
de carga (en esta y las gréficas siguientes). (A). Los registros se realizaron con comandos de voltaje en pasos
de 10 mV desde =80 a 50 mV. (B). Se muestra la corriente de calcio en respuesta a una rampa de voltaje
desde -80 a 50 mV. {C). Se observa !a relacién corriente-voltaje generada por pasos de voltaje de 10 mV

dasde —80 a 50 mV sobrepuesta a la corriente generada por una rampa de voltaje.
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blogueadores de los diferentes cariales de calcio tales como la nitrendipina (DHP)

y las toxinas w-CgTx GVIA, o-AgaTx Tky ©-CgTx MVIIC individual y aditivamente.
Efecto del bloqueador nitrendipina sobre la corriente de calcio

La nitrendipina (5uM) bloquea canales de calcio tipo L (cig, @ap, OUF Y OUs)
en una gran variedad de neuronas centrales ( Hille, 1992; Miller, 1992 y Tsien et al,
1991), incluyendo las del estriado (Bargas et al, 1994: Hoehn et al, 1993). En las
neuronas espinosas medianas, 5pM de nitrendipina caus6 un blogueo parcial de la
corriente de calcio obtenida con un protocolo de rampa de voltaje de —80 a +50 mV
de 25+ 3% (n= 11); en donde n es igual al numero de experimentos, como se
aprecia en las gréficas 2A y 2B.

Al trazo control se le hizo la substraccic';n de la corriente resistente a la
nitrgndipina, obteniendose la corriente sensible a ésta. Usando la ecuacion de
cotriente constante de Goldman-Hodking y Katz, la relacién corriente-voltaje fue
ponvertida a un estimado de la permeabilidad. Esta estimacion fue usada para
comparar la dependencia de voltaje de las carrientes de calcio. En la grafica 2C se
ilustra la permeabilidad, normalizada a 1, de la corriente de calcio sensible a la
nitrendipina (canal tipo L), en donde el voltaje medio de activacién fue de —10 £ 3
mV con una K de 6 mV (n=12).

Por otro lado, con e! protocolo de comandos de voltaje de 500 ms de
duracién desde los —80 a —10 mV, también se provoco la corriente de calcio. Al

trazo contro! se le hizo la substraccién de la corriente resistente a la nitrendipina,
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mostréndose la cinética de inactivacién dé 1a cofriente sensible a esta (grafica 2D);

de donde se obluvo el porcentaje de inactivacion que fue de 56 + 7% (n=9).

Efecto de la toxina @—CgTx GVIA sobre las corrientes de calcio

La ©-CgTx GVIA (1uM) péptido extraido del caracol marino Conus
geographus, bloquea los canales de calcio tipo N (a1s) (Kasai et al, 1987, Olivera et
al, 1985; Tsien et al, 1991 y Hoehn et al, 1893).

La aplicacion de ésta toxina qurante la generacion de la corriente de calcio
por una rampa de voltaje (-80 a +50 mV), disminuye un 41 + 10% (n= 6) la
corriente total (grafica 3A), como puede observarse en la gréfica del curso temporal
(gréfica 3B).

Una vez obtenida la corriente sensible a la @-CgTx GVIA (1zM) se hizo un
estimado de la permeabilidad en donde el valor maximo se tomo como 1 y los
valores menores fueron normalizados a este valor, obteniéndose que e! voltaje
medio de activacion de la corriente de calcio tipo N fue de <20 £ 3 mV {n= 5) con
una K de & mV (gréfica 3C). De la misma manera, con el protocolo de comandos de
voltaje de 500 ms de duracién se obtuvo el porcentaje de inactivacion de ésta

corriente fue del 44 £14% (n=5) (grafica 3D).
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Gréfica 2; Aislamiento de la corriente de calcio tipo L. Los registros se obtuvieron aplicando una rampa
de voltaje de —80 a 50 mV. (A). La adicion de nitrendipina (5 pM) bloquea una parte de la corriente de calcio.
{B). El curso temporal dei bloqueo obtenido con comandos de voltaje de —80 a S0 mV. (C). La permeabilidad
normalizada de )a corriente sensible a nitrendipina (5uM). Se muestra et voltaje medio de activacion de la
corrienta tipo L (V %) que es de -10 2 3 mV (n=11). (D). Corriente de calcio sensible a la nitrendipina obtenida
por substraccién. Se muestra la inactivacién de la cormmiente de calcio tipo L. .
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Grafica 3:Aistamiento de la corriente de calcio tipo N. Los registros se obiuvieron aplicando una rampa de
voltaje de —80 a 50 mV, (A). Con la adicién de o-CgTxGVIA {1 pM) se bloquea una parte de la corriente de
calcio. (B). E! curso temporal de! blogueo obtenido por comandos de voltaje de -80 a 50 mV. {C)
Permeabilidad normalizada de la corienta sensible a o-CgTxGVIA {1uM), en donde se muestra el voltaje
medio de activacidn de la corriente tipo N (V %4). {D). Corriente sensible a la o-CgTxGVIA, en donde se muestra

la inactivacién de la corriente de calcio tipo N en 500 ms.
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Efecto de la toxina co—-‘Agéfié T ¢ éb'bre las coirientes de calcio

La e-AgaTx TK es un potente blogqueador {Kg=30 nM) de los canales de
calcio tipo P (Teramoto, 1995 y 1997), y a altas concentraciones bloquea canales
de calcio tipo Q que estan formados por la subunidad aya{Randall y Tsien, 1995 y
Sather et al, 1994).

La grafica 4A ilustra el efecto producido por la e—-AgaTx TK a una
concentracion de 30 nM sobre las comientes de calcio. El bloqueo fue de 23 + 3%
(n=8).

La corriente seﬁsible a la o—-AgaTx TK 30 nM (corriente tipo P) tuvo un
voltaje medio de activacion de =14 + 2 mV {n=16) y K de 5 mV (grafica 4B).Por otro
lado, para esta corriente se obtuvieron dos tipos de cinéticas de inactivacién por el
voltaje, una pers!stente (n¥4) y otra que sufre un 28 £ 10 % de inactivacion por e!

voltaje en 500 ms {n=5} (gréfica 4C y D).
Efecto aditivo de la aplicacién de a-AgaTx TK

Después de la aplicacion de 30 nM de o-AgaTx TK, la misma toxina se
aplicé a concentraciones de 400 nM {para bloquear canales tipo Q), observandose
un ‘_incremento en la inhibicion de la corriente de calcio hasta el 41 + 4% (n=8)
{(gréfica 5A). Una vez obtenido el porcentaje de‘ bloqueo, a ta corriente resistente a
esta toxina a una concentracién de 30 nM se Je restd la corriente resistente a o-

AgaTx TK {400 nM) con el fin de obtener la corriente sensible (comriente de calcio
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Grafica 4: Aislamiento de la corriente de calcio tipo P. Los registros se obtuvieron aplicando una rampa de
voltaje de —80 a 50 mV. {A). Con ta adicién de a-AgaTx TK {30 nM) se bloquea una parte de la corriente total
de calcio. {B). Permeabilidad normalizada a 1 de la corriente sensible a o-AgaTx TK (30 nM), (Cy D)
Corriente sensible a la @-AgaTx TK, en donde se muestran dos componentes con cinéticas de inactivacién de

la corriente de calcio ﬁpo P (un componente inactivante y uno persistente).
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Grafica 5 Aistamiento de ta comriente de calcio tipo Q. Los registros se obtuvieron aplicando una rampa de
voltaje de -80 a 50 mV. (A). Con !a adicién de o-AgaTx TK (400 nM) se bloquea una parte de la corriente de
calcio, (B). Permeabilidad nommalizada a 1 de la corriente sensible a w-AgaTx TK {400 nM), (C ). Corriente

sensible a la «-AgaTx TK, en donde se muestra la cinética de inactivacién de fa corriente de calcio tipo Q.
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tipo Q). .ia cual tuvo un voltaje medio de activacién de-15+1mV(n=16)y Kde 5
mV (graf. 5B) y un porcentaje de 36 +7% (n=7) de inactivacién por el voltaje
(grafica 5C).

Estos pardmetros no son significativamente diferentes con los de la
corriente de calcio tipo P. igualmente, se pudo apreciar que estas corrientes no
difieren en su voltaje medio de activacion, con o cual se podria esperar que exista
sélo un cana!l en lugar de dos. Por lo'que se prosiguié a hacer una curva dosis
respuesta de la o-AgaTx TK con el fin de obtener los sitios de unidn que tiene esta
toxina ¥ su ICso. s

Los datos obtenidos con la aplicacién de 10, 20, 30, 50, 100 y 400 nM,
revelan un solo sitio de unién, ya que el coeficiente de Hill para esta toxina fue de
1.04 (no significativamente diferente a 1) y la ICso fue de 36 nM (gréfica. 6).

Ademés, de que el efecto maximo de bloqueo de esta toxina fue de 42.54%. .

_ Efecto del bloqueo por nitrendipina y la toxina 0-CgTx MVIIC juntas

sobre 1as corrientes de calcio

Una vez que se corrobord la existeqcia de los canales L, N y P/Q, lo que
prosigui6 fue determinar si en las neuronas espinosas medianas existe el canal tipo
R (cana! que es resistente a los diferentes bloqueadores de los canales de calcio
antes mencionados), para lo cual se aplicé nitrendipina 5uM y @-CgTx MVIIC 1uM

(que bloquea canales de calcio Ny P/Q). Con esta aplicacién se pudo observar la
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existencia del canal tipo R en estas células, €6mo $e observa en la grafica 7A y en

la gréfica de curso temporal (grafica 7B). Esta corriente es cerca del 36 + de! total.
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Gréfica 6: {A)} Curva dosis-respuesta donde se muestra el efecto de la aplicacién de la m-AgaTx TK sobre ta
cortiente de calcio en las neuronas espinosas medianas. {B) Se ilustra la curva dosis-respuesta derivada de los
datos obtenidos usando una escala logaritmica para la dosis. La hipérbola de la grafica A se transforma en una
curva sigmoidea. Emax, efecto méximo; ICzo, mitad de la respuesta mdxima.
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Para esta corriente {tipo R) el voltaié medio de activacién fue de —15 £ 4 mV
y una K de 6 mV (n=3) y su porcentaje de inactivacion a los 500 ms fuede 28 +7

. (n=3} gréfica 7C y D.

Las cindticas de activacién e inactivacién para cada una de las comientes
se ilustran en la grafica 8. Se observa que la activacién media de la comriente de
los canales de calcio tipo N es mas negativa (-20 mV) que el de las otras; ademas,
se muestra que las comientes de tipo L tienen la mas positiva (-10 mV). Sin
embargo, estas diferenciés no son significativas (P>0.05, ANOVA) para los voltajes
medios de activacion de las diferentes ccormrientes de calcio (BA). También, se
observan las cinéticas de inactivacién de cada una de ellas. En donde la corriente
que se inactivo mas fue la de tipo L con un 56%, no encontrandose diferencias

significativas (P>0.05, ANOVA) con las de los tipos N, P, Q y R (grafica 8B).
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Grafica 7-Aislamiento de la comiente de calcio tipo R. Les registros se obtuvieron aplicando una rampa de
voltaje de =80 a 50 mV. (A). Con la adicién de nitrendipina (5 pM) ¥ a-CgTx MVIIC (1 uM) se bloguea gran
parte de la corriente de calcio. (B). La gréfica de curso temporal obtenida por pulsos de voltaje de —80 a 50
mV. (C). Permeabilidad normalizada de la comiente resistente a (a nitrendipina (5 pM) y 0-CgTx MVIIC (1 pM)
en donde se muestra el vottaje medio de activacién de la corriente tipo R (V ¥). (D). Corriente resistente a la

nitrendipina y ©-CgTx MVIIC, en donde se muestra la inactivacién de la cofriente de calcio tipo R.
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Gréfica 8. En A se llustran las cinélicas de activacisn de las comientes de catelo de los tiposL, N, P, QyR. En
B se muestran las cinéticas de inactivacién para los diferentes tipos de corrientes de calcio presentes en las

neuronas espinosas medianas.
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DISCUSION

En este estudio se demostré que las neuronas espinosas medianas
expresan miltiples tipos de corrientes de calcio, incluyendo corrientes de calcio
sensibles a la nitrendipina, la o~CgTx GVIA, la @-AgaTx TK y una corriente
resistente a todos estos blogueadores.

La identificacidn de los tipos de corrientes de calcio activadas por alto voltaje
fue basada en su farmacologia. En este trabajo se confirmé lo obtenido en otros
estudios en donde las diferencias biofisicas entre los diferentes canales de calcio

de alto umbral son pocas (Olivera et al, 1994 y Tsien et al, 1991).

Canal de calclo tipo L

La nitrendipina bloquea el 25% de la comiente de calcio, que son similares
con las neuronas del ndcleo subtdlamico en donde representan el 21% de la _
corriente total de calcio. La corriente sensible a la nitrendipina se inactiva (esta fue
:del‘.56% durante un pulso de voltaje de 500 ms de duracién) lo que concuerda con
la inactivacién de la comriente del tipo L en las neuronas piramidales neocorticales
que es de 55% en un pulso de voltaje de 2 segundos de duracién y difiere de las
corrientes de calcio de tipo L examinadas en neuronas centrales, en donde solo
se inactiva el 11% (Tsien et al, 1991; Churchill y MacVicar, 1898; Foehring et al.

2000). Estos resultados pueden ser debidos a que las subunidades oc y aup esten
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interactuande con subunidades auxiliares como la B vy la a8, que le estén dando
propiedades inactivantes.

El voltaie medio de activacién de esta corriente fue de —10 mV, un poco mas
positivo que las corrientes de los tipos P/Q y R y que difieren con el voltaje medio
de activacion de las corrientes tipo L en las neurcnas del nlcleo subtalamico que
es de =20 mV (Song, et al. 2000) y con las neuronas piramidales neocorticales en

donde es de —17 mV (Lorenzon y Foehring et al 19395).

Canal de calcio tipo N

Esta comriente es modulada por un gran ndmero de neurotransmisores,
incluyendo GABA, acetilcolina, glutamato y dopamina (Anwyl, 1991). Los canales
de los tipos N, P/Q, pero no los canales de tipo L, estan acoplados a canales de
potasio activados por calcio en las neuronas espinosas medianas (Vilchis et al.
2000) y en neuronas motoras (Viana et al, 1993).

La o-CgTx blogueo 41 % de la coriente de calcio en las neuronas
espinosas medianas. Lo que difiere coh la corriente de tipo N expresadas en
muchas ﬁeuronas centrales, en donde la proporcién de ésta corriente es del 20 al
30% del total (Bargas et al. 1994; Cardozo y Bean 1995; Lorenzon y Foehring
1995) y con las neuronas del nlcleo subtalamico en donde representan el 52% de
la corriente total (Song et al. 2000).

La corriente sensible a esta toxina se inactiva un 44 % durante un pulso de

voltaje de 500 ms. Los resultados obtenidos para esta corriente concusrda con lo
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reportado en las neuronas piramidales neocorﬁcales y las neuronas del nicleo
acummbens donde es apréximadamente del 0% (Churchill y MacVicar, 1998),

El voltaje medio de activacién de la corriente del tipo N es de =20 + 3 mV,
poco mas negativo que los de las corrientes de los tipos L, P/Q y R. Esta es similar
a las de neuronas del nlcleo subtalamico que es de —16 + 7 mV (Song, et al.
2000) y con las neuronas piramidales neocorticales en donde es de —-17 mv

(Lorenzon y Foehring et al 1995).
Canales de calcio tipo Py Q

El bloqueo producido por la o-AgaTx TK a una concentracion de 30 nM
sobre las corrientes de calcio fue de 23 + 3 % de inhibicién de la corriente total. La
corriente sensible a la o-AgaTx TK (coriiente tipo P) tuvo un voltaje medioc de
activacion de —14 + 2 mV que no difiere de las corientes de tipo Q que fue de -15
+ 1 mV. Del mismo modo, el voltaje medio de activacién de la corriente tipo P es
similar a lo reportado en las neuronas piramidales neocorticales que es de -11 + 3
mV (Lorenzon y Foehring, 1995} y difieren con lo reportado para las neuronas
espinosas medianas que es de -7 mV (Mermelstein, 1999).

Para las corrientes de tipo Q su voltaje medio de activacion fue de -15 + 1
mV que es similar a lo encontrado en las neuronas neocorticales que es de -17+ 2
mV (Lorenzon y Foehring, 1995), en las neuronas del nucleo subtalamico que es de
=15 mV(Song et al. 2000) y para las neuronas espinosas medianas en donde es de

—15 mV (Mermelstein et al, 1999).
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Por otro lado, para las corrientes de tipo P se encontraron 2 cinéticas de
tnactivacion: una persistente y una inactivante (28 + 10 %), y que difieren con las
cinéticas de inactivacidn de las corrientes tipo P en las neuronas piramidales
neocorticales que es de 63% en un pulso de voltaje con una duracién de 2
segundes (Foehring et al. 2000).

La corriente del tipo P que tiene caracteristicas inactivantes no muestra
diferencia significativa con la corriente de calcio tipo Q que fue de 36 + 7%. Esta
uttima difiere con las de las neuronas piramidales neocorticales que es de 77%
(Foehring et al. 2000). *

La variabilidad encontrada en las cinéticas de inactivacién de la corriente de
calcio producida por la subunidad a.s puede ser debida a que esta subunidad
presente un procesamiento alternativo que da origen a diferentes tipos de canales
de calcio (Tipos P y Q). Ademds, existe otra explicacion que es ia coexpresién de la
subunidad wa con diferentes subunidades B y o8, queinducen cambios
conformacionales en la subunidad a4 que facilitan el acoplamiento de! sensor del
voltaje al poro del cénal (Nishimura et al, 1993).

Los efectos fisiologicos modulados por las diferentes subﬁnidades Byad
pueden reflejar distintos estados conformacionales o interacciones Gnicas que dan
como resultado diferentes prepiedades para los canales de calcio que son producto
de la subunidad ;z.; dependiendo del tipo neuronal. Cabe mencionar que en
algunos cuerpos neuronales se pueden presentar diferentes propiedades en las
corrientes de calcio. Asimismo, trabajos recientes han demostrado que las
diferentes propiedades biofisicas de los canales de calcio (cinéticas de activacion e

inactivacién, densidad de corriente, etc.) son grandemente afectadas por las
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subunidades oz8. Sin embargo, para el neoestriado se desconoce gque subunidades
a2 existen y s6lo se conocen las diferentes subunidades B. De las cuales, las que.
se presentan en mayor proporcion son la B2ay la 84, y en menor proporcion la B1b.
Las cuales le proporcionan diferentes cinéticas de inactivacion a este canal. Por
ejemplo, la B2a te proporciona al cana!l de calcio cinéticas de inactivacion lentas y
las corrientes que se producen son tipo P. En cambio las subunidades BilbyBale
confieren una inactivadén mas réapida,

Dado lo anterior se propone que la comiente de calcio pr_oducto de la
subunidad aya, No es debida a que haya un procesamiento altemativo, sino a que
esta subunidad este interactuando con diferentes subunidades B, ya que la curva
dosis-respuesta revela un sélo sitio de union. El coeficiente de Hill para esta toxina
fue de 0.9 y la ICs fue de 30 nM. Con estos resultados se puede proponer que la
subunidad ayA en las neuronas espinosas medianas den origen a un solo canal de

rcalcio, el cual probablemente ésta interactuando con diferentes subunidades, By
a28, que le dan diferentes propiedades de inactivacién a este canal. Para las
neuronas espinosas medianas existen las subunidades B,a (que le da propiedades
de inactivacidén persistentes y las subunidades B,b y B4 que le dan cinéticas de

inactivacion rapidas).
P, QoP/Q?

Los canales P y Q estan presentes en una gran cantidad de neuronas del

sistema nervioso central, en donde son farmacolégica y electrofisiologicamente
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distintos. Han sido involucrados en la liberacibn de neurotransmisores en el
cerebro. La naturaleza de la subunidad asa que forma el poro de estos canales se
mantiene sujeta a debate y las aparentes diferencias en las propiedades
farmacologicas y electrofisioldgicas de los canales de caicio tipo P y Q pliede ser
debida a diferentes isoformas de la subunidad ass causadas por procesamientos
alternativos de un mismo gen o por un procesamiento post-transcripcional.
Alternativamente, la composicién de las subunidades del canal de calcio
puede alterar sus caracteristicas funcionales (Stea et al, 1994). Sugiriendo que la
subunidad aia de los canales de calcio de la rata pueden tener propiedades de
canales de calcio tipo P o tipo Q dependiendo del tipo de subunidades p y\a:ﬁ que
coexpresen (Stéa e} al, 1994 y Hobom et al, 2000).
Los primeros acer;amientos para determinar la composicion de las
~subunidades de las canales de calcio tipo P/Q mostraron que este canal consiste
de al menos una subunidad aya, una de tre_s subunidades oxd y una de 4
5ubunridades B y se sugiere que con una asociacion de diferentes subunidades B y
azd, este canal puede tener diferentes propiedades funcicnales que le dan las
caracteristicas de canales de calcio de tipo P o de tipo Q (Stea et al, 1994 y Hobom
et al, 2000). Sin embargo, una subdivisién definitiva de los canales de calcio
producto de la subunidad a4, en estos momentos no se puede hacer, ya que una
clara distincidn entre estos canales requiere aparentemente de mas estudios
funcionales los cuales incluyen la identificacion exacta de la composicién de sus

subunidades.
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Canal de caicio tipo R

La corriente de tipo L es identificada por su sensibilidad a las DHPs, la de
tipo N por ser sensible a la @-CgTx GVIA y la de los tipos P/Q por su sensibilidad a
la o-AgaTx {Randall y Tsien, 1995). Pero la identificacién de la corriente de tipo R
es problematica ya que es definida por su resistencia a todos estos bloqueadores.
Recientemente se encontrd una toxina llamada SNX, la cuat bloquea sélo una parte
de esta corriente.

La corriente de tipo R es aproximadamente el 36% de la corriente de calcio
en las neuronas espinosas medianas. Este porcentaje difiere con el de las
neuronas granulosas cerebelares en donde representan del 15 al 20 % (Randall y
Tsien, 1995) y las neuronas del nicleo subtalamico que representan el 9%, pero
son similares con las del nicleo accumbens donde son aproximadamente el 32%
{Churchill y MacVicar, 1898) y con motoneurcnas embrionarias en donde
representan el 40% de la corriente total (Magnelli et al, 1998).

El voltaje medio de activacid;n de esta corriente fue de —15 mV, un poco mas
negativo que las corrientes tipo L y P/Q en estas células (Bargas et al, 1994 y
Mermelstein et ai, 1999). Voltajes medios de activacién mas positivos han sido
reportados para ésta comriente en las neuronas granulosas cerebelasas, en donde
s aproxihwadamente de -2 mV (Randall y Tsien, 1997); asi como en las neuronas
del nucleo acumbens que es cerca de los 0 mV (Churchill y MacVicar, 1998) y en
las motoneuronas espinales que es de -6 mV (Magnelli et al, 1998); asi como mas

negativos en las neuronas del nicleo subtalamico que son de —19 mV.
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Importancia funcional de ios canales de calcio

Los canales de calcio tipo L se encuentran principalmente localizados en los
cuerpos celulares y en dendritas proximales de muchos tipos neuronales
(Catterral, 1998). Estos no han sido detectados en alta densidad en las terminales
nerviosas, por lo que se ha argumentando que no juegan un papel importante en la
liberacién del neurotransmisor. Sin embargo, hay evidencia que los canales de tipo
L tienen un papel crucial en la regulacién de la transcripcién génica {Catterall,
1988) y en la generacién de una meseta despolarizante que sostiene el disparo
repetitivo en neuronas (Hernéandez-Lépez et al. 1997).

En contraste a los canales de calcio tipo L, los canales N y PIQ estén
localizados preferencialmente en las terminales nerviosas presinapticas y estén
involucrados en la liberacién del neurotransmisor en una gran cantidad de sinapsis
centrales (Randall, 1995; Varadi, 1995 y Catterall, 1998). Estos se colocalizan con
canales de potasio dependientes de calcio en las neuronas espinosas medianas
(Vilchis et al. 2000) y en neuronas motoras (Viana et al. 1993), lo que indica su
participacion en la generacion del postpotencial hiperpolarizante en estas células.

Estudios bioquimicos y fisioldgicos de los canales de calcio tipo Q han
revelado su participacion en una gran variedad de funciones celulares. Por gjemplo,
los canales tipo Q han sido implicados en la liberacién del transmisor (Wheeler et
al. 1994). La aceleracion de los rangos de inactivacion puede resultar en un
decremento en la entrada de calcio a la terminal y reducir la fiberacién del
neurotransmisor.

El rango de activacion por el voltsje de las corrientes tipo R en células

piramidales neocorticales y en las neuronas espinosas medianas facilitan un pape!
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en la integracion sinaptica de eslas célutas. Consistentemente, con el papel en la
integracion sindptica, estos canales estan localizados en tas dendritas de las
neuronas piramidales del hipocampo (Kavalali et al. 1997; Yokayama et al. 1995).
Las corrientes del tipo R contribuyen en los potenciales de accién de calcio en las
neuronas granulosas cerebelosas (D' Angelo et al 1997), lo que puede indicar que

tengan la misma funcién en las neuronas espinosas medianas.
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CONCLUSIONES

1.~  La comiente de calcio en las neuronas espinosas medianas se debe a la
activacién de los canales L, N, P/Q y R, las cuales no presentan diferencias
significativas en sus propiedades biofisicas.

2.-  La curva-dosis respuesta de la o-AgaTx TK mostrd un sélo sitio de unién
para ésta con un ceeficiente de Hill de 1.04, sugiriendo que existe un sdlo
canal. Sin embargo, el andlisis de la corriente de calcio sensible a ésta toxina
presenta dos cinéticas de inactivacién (persistente e inactivante). Estos
resultados sugieren que la variabilidad en las cinéticas de inactivacion de la
corriente es debida a que la subunidad a4 este interactuando con diferentes
subunidades B y 025 que le confieren distintas propiedades.

3.-  lLa presencia de los diferentes tipos de canales de calcio y debido a su
participacién en diversas funciones celulares, los hace blanco de modulacién
por los neurotransmisores, lo cual puede generar una gama de respuestas ante
un estimulo dado.
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