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“Bvery physiclogical teaching on the working of the brain based on localization, no
matter how exeellent, kaver zv ignorant about the mechanism of menial activiy.
These actions are certainy accompanted by mokcivlar modifications in nerve cells and
preceded by complexc changes in the relationship between nenrones. To nnderstand
mental activity it is necessary fo wndersiand these molecwlar wrodifications and charges
in newronal relationships. One must know, of course, the complete and exact bistology
of cerebral centres and their tracts. But thal ¥ wot enonghs it will be nesessary fo
know the energetic frangformations of the nervaus gystent which accompany pme;éfian
s

and thought, conscionsness and emolion. ’

Don Santiago Ramon y Cajal, 1911

“T¢ ir now esiablished that even in the Sizplest organisms, sweh as bacteria, complex
circuils of regulation play an essential roke, governing not onby the rate of flow of
metaboktes though different pathways but ale the synthesis of proteins and other
macromoleciles. Most of these control systems involve a sequence of reactions and
interactions and their physiolgical diversity is extreme. However, in several instances
the comeponents of such systems have besnt resolved, allmwing identification and study of
the elementary controfiing interaction. Ln viriually all of the fystenss which have been
anahysed m sufficient detarl, this elemientary inferaction involves a profein endowed
N

with a specific bishgical activity and an active agent, generally a low-molecular werght
meiabolite, fn whose presence the specific process governed by this profein is either
accelerated or inbibtted.”

J- Monod, J. P. Changeux y F. Jacob, 1963
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RESUMEN

Los canales de calcio tipo N son la poblacién predominante de canales de calcio dependientes
de voltaje (CCDV) en la membrana plasmatica de las neutonas simpaticas. La actividad de estos
canales idnicos puede ser estimulada o inhibida por mecanismos de sefalizacién mtracelular. Este

proceso de ajuste de su actividad intrinseca es conocido como “modulacion”.

El proposito final de los trabajos aqui expuestos cs el de conformar un cuadro de modulacion
bidireccional (tanto inhibidora como estitnuladora) de CCDV tipo N (CCDV)) en neuronas
simpaticas. El interés que llevd a presentar un escenario de este tipo, parte del analisis de la
capacidad de cada uno de los cinco subtipos de subunidades 3 de las proteinas G (Gf) para
modular corrientes poblacionales de CCIDV — registradas en configuracidn de “célula completa™
de la técnica de pateh-clarmp, en células provenientes de cultivos primarios de neuronas del ganglio
cervical supedor de la rata — mediante la sobreconcentracidn intracelular de cada subtipo,

conseguida a través de la inyeccidn intranuclear del DNA que codifica cada uno de ellos.

Los resultados obtenidos pueden resumirse de Ja siguiente manera:

1y Los disuntos subtipos de subunidades GJ3 difieren en la potencia relatva con la que
inducen un patrén nhibitorio caracterdzado por alteraciones en la cinética de activacién
de la corriente, y que es revertido transitoriamente por fuertes despolanzaciones de la
membrana (inhibicién “dependiente de voltaje™; VD). El orden de potenca relativa con
la que cada subtipo de Gf3 induce este tipo de inhibicidn es: GB, = G, = G, > Gf,
>>> GR..

2) Algunos subtipos inducen, ademas, un patrdn inhibitono que reduce la amplitud de las
correntes macroscopicas s alterar la cinénea de las mismas, y cuya magmitud no varia
en funcion del potencial de membrana (inhibicidn “independiente de voltaye”; VI). i
onden de potene relativa con I que cada subtipo de G induce este npo de inhibicién

e G G, a GB, >2> GB, =GB,

3
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3) En algunos casos, la concentracién de subunidades G} induce, paraddjicamente, un
efecto estimulador de la cortiente que puede ser mimetizado por un activador duwecto
(el éster de forbol, PMA) de la proteina cinasa C (PKC).

4y Las vias estimuladoras e inhibidoras mediadas por subumidades GB ejercen efectos
parcialmente excluyentes: los efectos estimuladores se acompafian de un bloqueo

selectivo de la inhibicion VD inducida por un neurotransmisor (norepinefrina).

Por lo tanto, los resultados que se presentan en esta tesis sugieren que los CCDVy, son sujeto
de modulacién bidireccional (estimuladora e inhibidora) inducida por subunidades G, v que el
establecimiento de un tipo de modulacion excluye, al menos en parte, la expresidn de la
modulacidn contraria. Estas observaciones confrontan al “dogma” existente hasta el momento
sobre la exclusividad de efectos inhibitorios asociados al heterodimero funcional Gy - respecto
de la modulacién de CCDVy -, y provee, ademas, un marco tedrico plausible para inferir de qué
manera, la modulacién estimuladora de los CCDV,, puede ser activada, y sobre cudl seria su

papel, durante el funcionamiento normal del sistema nervioso.
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1. ABREVIATURAS

w-Cg'T'x GVIA. w-conotaxina GVIA.

4-AP. 4 Amino-piridina.

CCDV. Canal(es) de Ca”" dependiente(s) de voltaje.
CCDV,,. Canal(es) de Ca*" dependiente(s) de voltaje tipo N.
DHP. Dihidropisidina.

DRG. Ganglio de la raiz dorsal de la médula espinal.

Gor. Subunidad ot de las protefnas G.

GB. Subunidad 3 de las proteinas G.

Gy. Subunidad y de las proteinas G.
NE. Norepinefrina.

NT. Neurotransmisor(es).

PA. Potencial(es) de accidn.

PG. Proteina(s) G.

PKC. Proteina anasa C.

PLC. Fosfolipasa C.

PMA. Forbol 12 miristato, 13 acetato.
REH. Receptor heptahelical.
SCG. Ganglio cervical superior.
TEA. Tetraetlamonio.

TTX. Tetrodotoxina.

VD. Dependiente de voltaje.

VI Indenendiente de voltye.







2. INTRODUCCION

“The beart rate must be appropiately aduusted “Much as nearotranszniters of the ANS

19 zeet the changing bebavioral siales of the amimal, miodslate frnctions of peripheral organs,
which means that the central paﬁer;z generalor mst be simziar chemieal signals
appropriately adusied: within the nervous systent

2his process is called modulation.” modulate the funclions of groups of newrons.”

G. M. Shepherd, 1983 B. Hille, 1994

El funcionamiento del sistema nervioso es modificado, en todo momento, en respuesta 2 las
necesidades cambiantes del organismo durante su interaccidn con un medio ambiente en

(14

perpetua evolucidén. Esta “plasticidad neuronal” “se evidencia en nuestras vidas por ef aprendizase y por ef
desarrollo de los reflejos, habilidades motoras y habitos. Constitiye la clave de la inteligencia humana, asi como la
capacidad de fodas las formas animales superiores de responder adapiativamente a los estimulos mas alld de los

refleos fijos, programiades en ¢f desarrollo del sistema nervioso por s maquinaria gendticd” (Eckert et al,, 1988).

Se piensa que esta capacidad adaptativa del sistema nervioso depende, al menos en parte, de la
posibilidad de alterar el patrén de actividad eléctrica endégena de las células que componen
dicho sistema (Levitan y Kaczmarck, 1997). En respuesta a estimulaciones sindpticas u
hormonales, las ncuronas pueden sufrr cambios transitorios o duraderos en sus propiedades
electricas. En consccuencia, la amplitud, la forma v la frecucncia de los potenciales de accidn
(PA) que una neurona produce - y la respuesta de la misma frente a cstimulaciones sindpticas
subsiguientes - se ven alteradas. Estos cambios en la excitabilidad neuronal son conocidos como
“neuromodulacion” (Iaczmarek y Levitan, 1987). Lin este contexto, “modulacion” se unliza para
denotar ¢l proceso de ajuste en la actvidad intrinseca ¢ mherente a un fendmeno dado -

mantfiesto co un nivel de organizacidn particular — en respuesta a cventos exoOgenos

La habibdad de un membrana exentable para responder ante un shock cldetrica conun P es

una propiedad ok gue seoweflere como Mexcitacdn”, vose dice Lo cdiula es Yexannble” (Shepherd,



1988). La cxcitabilidad de la membrana se define entonces como la propiedad de alterar
conductancia de la membrana (y 2 menudo ¢l potencial de membrana) en respuesta a un estimulo
(Eckert et al,, 1988). Se califica como “excitador” a un suceso que incrementa la probabilidad de
iniciacién de un PA y se dice que sus efectos son “facilitadores” de la funcién; en contraposicion,
un suceso que reduce dicha probabilidad se califica como “inhibidor” (Eckert et al, 1988). En

! cuando ésta leve a una

analogia con lo anterior, se hablard de “modulacion estmuladora”
regulacion positiva en la actividad de determinado fendmeno, y de “modulacién inhibidora”, st
lleva a una regulacién negativa en la misma. Por otra parte, se denotard como “modulacién

bidireccional” 2 1a accién coordinada de ambas vias (Greengard et al,, 1995).

“Las membranas de los axones, que solamente repiten los impulsos gue les som provistos, lienen una
excritabilidad que necesita de pocos ajustes rdpidos. Por ofra parte, las propiedades eiéciricas de los cirerpos celulares
y dendritas de las nenronas se ajustan weinuto a mnuto a las demandas y experiencia del organismo” (Hille,
1992a). Virtualmente, casi cada propiedad eléctrica de Ia membrana plasmatica somatodendritica,
de pricticamente cualquier fipo neuronal, es sujeto de algin tipo de modulacién a corto y/o a
largo plazo. Las modificaciones pueden incluir cambios en el 4rea total de membrana -y con ello
alteraciones en la capacitancia membranal - o cambios en toda clase de sistema de transporte de
iones a través de ésta, y pueden orginarse de fendmenos bioquimicos altamente localizados
espacio-temporalmente o ser el resultado mds persistente de alteraciones en el patron de
expresion genétca de alguno de sus constituyentes (Kaczmarek y Levitan, 1987; Hille, 1992ab,
1994; Levitan y Kaczmarek, 1997).

El trabajo entero que aqui se presenta gira en torno de la modulacién a corto plazo (segundos
a minutos), por vias de sefalizacidn intracelular, de uno de los mecanismos de transporte de
lones mis interesantes en las membranas plasmaticas de las células excitables: los canales de Ca®*
dependientes de voltaje (CCDV). Este fendémeno es de particular interés en virtud de lo
siguiente: “E/ sistema nenioso no es principalmente un dispositiv eléctrico. La mayor parte de las céllas
exccitables transducen finalmensz su excitacidn eléctrica en otras formas de actividad, Como una generalizaciin
amplia, las células excitables traducen su electricidad en acdones a Iravés de flnjos de Ca™ moditlados por canales
permeables al Ca y sensibles al woltgie” (Hille, 1992a). En otras palabras, “e/ initio y control de Ja entrada de

Ca" o5 la raison Q'étre de los potenciales de accion” (Clapham, 1996).

! Nota: ver apartado de Discusi6n para una justificacién de la eleccién de ésta denominacién serses €l término de primera cleccién
“modulacién facilitadora”



La capacidad de los CCDV para transducir fendmenos eléctricos en eventos bioquimicos -
esto es, de fungir como “transductores clectroquimicos” — se debe a que los tones de calcto, a
diferencia de los demis 1ones que atraviesan la membrana en el curso de una despolarizacidn de
ésta, funcionan “como un agente regulador intracelular sin competencia, por parle de ninguna olra moléitla
fonorgdnica, i en importancia ni en universalidad’ (Eckert et al,, 1988). A diferencia del Na” y del K* la
concentracién intracelular de calcio libre ionizado ([Ca®']) es mantenida tan baja que puede ser
incrementada dramiticamente durante una sola respuesta despolarizante de una célula con
CCDV. “Este incremento ¢s la llamada a la acién” (Hille, 1992a): el Ca® que ingresa a la célula es un
regulador alostérico de distintas proteinas efectoras que intervienen en una cantidad

impresionante de fenémenos celulares (Clapham, 1995; Ghosh y Greenberg, 1995; Berridge,
1998).

El fenémeno bioquimico particular que se estimule como consecuencia de la activacion de
CCDV depende de la localizacidén subcelular precisa, de la magnitud absoluta y del curso
temporal con el que ingrese el Ca® (Bootman et al, 2001). Pata citar solamente un par de
ejemplos, la estrecha colocalizacidn de CCDV con proteinas implicadas en la exocitosis, en
terminales sinapticas nerviosas, o con canales de K activados por Ca®, en somas y dendritas,
acopla el mflujo de Ca** con la liberacién de neurotransmisores (NT) o con la regulacién de la
tasa de repolarizacion de la membrana en el curso de un PA y de Ja duracién de la fase de post-

hiperpolarizacién que sigue al mismo, respectivamente (Zucker, 1996; Marchant y Parker, 2000;

Atlas, 2001).

Los CCDV también juegan un papel clectrogénico ¢n la membrana plasmatica de las células
excitables: al 1gual que el paso de cualquier particula cargada a través de la membrana, el flujo de
bt . . . . . - . -
Ca® genera una cortente eléctrica en la misma. La direccién de esta corriente cs entrante, segin

lo determina el enorme gradiente de concentracidn que existe entre cl intetior (concentracidén

muy baja; < 107 M} y el exterior {alta; ~107 M). Una corriente positiva entrante lleva a la
disipacion del potencial eléctrico transmembranal, esto cs, genera una despolanzacidn de la

membrana.

La funcién clectrogénica de los CCDV ¢s similar a lz de otros canales 1énicos regulados por

voltage: " La electrrdad |nearonal] es wtilesada para abrir y/ o cerrar canales, y les canales son ntiizados para

gonerar clecinadad . (Fhlle, 1992) Sin embargo, solo ca casos asldos (como en las cflulas



cardiacas “marcapaso” del nodo sinoatrial y en el musculo liso) el Ca®™ transporta la totalidad de
la corriente de entrada (Hille, 1992). Generalmente, la corriente de Ca* no es los suficientemente
intensa como para provocar un PA sin la ayuda de la corriente de Na™. Asf, en la mayoria de las
membranas que exhiben una corrdente de Ca®", la subida de un PA se genera principalmente por
una intensa cordente de Na”, que tiene la responsabilidad principal de despolarizar ripidamente
la membrana. Los CCDV, que reaccionan mis lenta y débilmente, son activados por la
despolarizacidén causzada por la primera y contdbuyen a mantener la célula despolatizada por
algunos milisegundos después de que los canales de Na” han inactivado. Esta activacién tardia y
poco inactvante de los CCDV genera la fase de “meseta” (platear) caracteristica de los PA
somztodendriticos (Hille, 1992). Es decir, en la mayor parte de los casos, la funcion electrogénica
principal de los canales tiene méds que ver con el hecho de “esculpit” o “moldear” las
caracteristicas de un PA que es generado y propagado principalmente por corrientes de Nz* y
K'. En particular, la corrente de Ca® estd ausente, de manera notable, en la mayora de los

axones, en los que la corriente de entrada es transportada exclusivamente por los canales de Na™.

Por todas estas razones, no es en absoluto sorprendente que, en las neuronas (al igual que en
otras células excitables) hayan evolucionado todo tipo de estrategias para regular finamente la
entrada de Ca® en el curso de una despolarizacién de membrzna. Esto significa, en Wltima
instancia, la capacidad de regular, indirectamente, los procesos fisiolégicos que dependen de ésta.
El perfil de entrada de Ca®™ a través de CCDV es moldeado, en parte, por las propiedades
biofisicas de los CCDV particulares. Esto es, el primer nivel de regulacién tiene que ver con Ia
expresion diferencial y localizacidn subcelular precisa de un gran nimero de tipos de CCDV,
cuyas propiedades se ajustan a la funcidn particular que regulan. Asi, existen CCDV de
activacién, inactivacién y deactivacién rapidas o lentas (Armstrong y Matteson, 1985) y que se
abren con despolarizaciones pequeiias, cercanas al potencial de reposo de la célula (LVA, por
low wltage activates), o con despolarizaciones mayores, como las que se alcanzan en el curso de
un PA (HVA, por figh wltage activated; Carbone y Lux, 1984; Fedulova et al, 1985) (ver
Apéndice 1.2).

Un segundo nivel de regulacién del ingreso de Ca®" 2 la célula puede conseguirse de manera
indirecta: tanto lz tasa como la amplitud absoluta del influjo de Ca®, a través de CCDV HVA,
varia con cambios en las caracteristicas de los PA (Sabatini y Regehr, 1999). Por lo tanto, los

factores que afecten la tasa de despolatizacién, la amplitud, la duracién o la frecuencia de los PA



pueden producir alteraciones significativas en la velocidad y curso temporal de la entrada de Ca**
(Pattilio et 2, 1999). Los cambios en la forma de un PA son ubicuos y ocurren en una cantidad
de condiciones fisiologicas. Por ejemplo, durante trenes de estimulos, la duracion de un PA 2
menudo se incrementa dos 0 mas veces, como consecuencia de una inactivacién dependiente de
frecuencia de canales de K (Jackson et al,, 1991; Park y Dunlap, 1998). Ademds, muchos NT
alteran Ja duracidén de los PA a través de la modulacién de canales de K™ (Dunlap, 1985;

Breitwieser, 1996).

El incremento en la duracién de un PA generalmente provoca un incremento general en el
inflyjo de Ca®. Sin embargo, este mecanismo no siempre lleva a un aumento en la actividad de
los fendmenos que dependen de éste: si el cambio en la duracién es suficientemente grande, la
tasa de entrada de Ca®* es enlentecida v el influjo pico (el miximo absoluto) es reducido (Park y

Dunlap, 1998; Patdllo et al,, 1999; Sabatini y Regehr, 1999).

Finalmente, los cambios dependientes de amplitud y frecuencia de los PA, y el influjo
asociado de Ca®*, son moldeados atin mis alli por NT y hormonas, cuyas vias de transduccion
de sefiales actian directamente sobre el funcionamiento de los canales de Ca®". Este proceso es,

justamente, el fendmeno que nos interesa.

El dpo particular de CCDV que intetesa a este estudio es denominado como “tipo N”
(CCDVy). Estos canales HVA se expresan exclusivamente en neuronas, y constituyen la
poblacién predominante de CCDVs presentes en la membrana plasmitica somatodenddtica y de

las terminales sinapticas de las neuronas simpiticas y sensortiales {Jones y Elmslie, 1997).

El efecto predommante que inducen los NT en CCDV es inhibitorio (Jones y Elmshe,
1997). En neuronas simpiticas, modelo experimental empleado en esta tests, la actividad de
CCDV, puede ser inhibida tras la activacién de mds de una decena de RHH que activan
proteinas G (PG) de, cuanto menos, cinco familias distintas (Hille, 1994). Como se detallard en
los Antecedentes, las caractersticas propias de la inhibicidn resultante en cada caso pueden ser
remarcablemente similares o sustancialmente distintas, dependiendo del grado relativo de acople

de cada via con la produccidn de dos “patrones inhibitorios” clectrofisiolégicos prinetpales.



Ovcasionalmente, han sido reportados efectos estimuladores de los NT y vias de sefializacién
intracelular sobre los CCDV,, (Bley y Tsien, 1990; Kasai, 1991; Elmslie, 1992; Mironov y Lux,
1992; Surmeier et al., 1995; Frank et al, 1996; Morikawa et al, 1999). Sin embargo, no existe a 1a
fecha ninglin marco conceptual de modulacién de estos CCDV que incorpore un mecanismo de
modulacién positiva. Lz razén se encuentra en el hecho de que el mecanismo de accién invocado
para explicar el efecto estimulador sobte las corrientes ha sido causa de profundas discrepancias

entre distintos grupos de investigacién.

En las posiciones extremas, dos hipdtesis se han postulado para explicar el fendmeno citado.
En una de ellas, el incremento en las cordentes ha sido atribuido a un efecto directo sobre la
actividad intrinseca de los CCDV (Yang y Tsien, 1993). En la opinidén contrariz, la cortiente
crece en amplited como consecuencia indirecta de la remocién de una inhibicién tonicamente

presente en condiciones basales (Swartz et al., 1993).

Cada una de las posturas tiene consecuencias profundas sobre la manera en la que se concibe
el funcionamiento de los CCDV. En particular, el segundo enfoque sostiene que toda
modulacion altera el equilibrio entre dos estados posibles (inhibido y no-inhibido), mientras que
en la primera de ellas varos modos de actividad serfan esperables (inhibido, no modulado y
estimulado). En el limite, esto implica el desechar o postular la existencia de estimulacién de la

entrada de Ca® a través de CCDV en ausencia de inhibicién.

La tesis que se somete a consideracidn sostiene que la modulacién positiva de CCDV); existe
en neuronas simpdaticas, y que ésta induce un comportamiento cinético de la corriente
poblacional caracteristico y distintivo. Por lo tanto, se postula la necesidad de un modelo cinético
que contemple, al menos, tres modos operativos distintos para representar el cuadro de
modulacién bidireccional de estos canales. Ademds se aportarin evidencias de que la via de
modulacién positiva ejerce una interferencia selectiva y excluyente sobre el establecimiento de
uno de los dos patrones de modulacién inhibitoria que se han mencionado. Finalmente, se
propondrd que ambas vias de sefializacién (positiva y negativa) pueden originarse a partir de un

intermediatio comun: la subunidad heterodimérica By de las PG.

El problema particular que dio origen a este estudio requicre de un pequeiio preambulo para

que su planteamiento sea entendido. Baste mencionar por ahora que se trata de uno de los



problemas que subyacen a la especificidad de la sefializacién inhibitoria entre los diversos RHH y
los CCDV,, que se encuentran en esta preparacion. Como se ha mencionado, el estudio de ia
modulacion de la actividad de estos canales no es nuevo. De hecho, las neuronas simpaticas han
sido, histéricamente, una de las poblaciones de neuronas que, por excelencia, han constituido un
modelo en su estudio (Hille, 1994; Jones y Elmslie, 1997). Los fendmenos ligados a la
modulacién negativa de los canales han sido los mas ampliamente estudiados y analizados. El
esquema de vias de regulacién inhibidoras es complejo y, en uno de los tres casos particulares

que existen, el conocimiento es sumamente vasto.

Para establecer ¢l marco tedrco en el que se circunscriben los problemas especificos
abordados en este trabajo con el fin de sustentar la tesis referida, se expondrd en la siguiente
seccion el estado actual del amplio conocimiento que se tene respecto de las distintas vias de
modulacidén que concurren en estos canales. Dada la extensidén sefialada que tiene el
conocimiento en el drea, la revisién bibliografica no ha sido exhaustiva en términos de néumero
de trabajos citados. Mas bien, se ha intentado ubicar las ideas centrales en torno a los
mecanismos generales por los que opera cada via y las evidencias de interacciones entre éstas. La
presentacion de los trabajos sigue un orden cronolégico. La razédn de ello es simple: es la dnica
manera en como el autor llegd a entender lo poco que entiende de este universo de

conocimientos en expansion.
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3. ANTECEDENTES

T2 iy easy to be chausnistic about calivm channels.”

R. W. Tsien, 1987

‘Calertmt channels are both T the nenrotransentters studed here

reguiaiing and regulated, affect Iy, 11 sensory nerve termunals

Lifluxc of Ca™~ through ealvium channels 2 the same way that they do i the celf bodies,
miodsiates cellular activity; then they may decrease iransmntter rebase,

cellar actvity This suggests a rather novel mechanism

modniates calam channels.” Jor the phenomienon of presysaptic inbebition.”

S. W. Jones, 1998 K. Dunlap y G. D. Fishbach, 1981

La modulacién posidva de CCDV del miocardio - 1aducida por norepinefrma (NE) - fue el
primer ejemplo descrito de la influencia de un N sobre una conductancia 16nica dependiente de
volaje (Reuter, 1967, 1974). Sin embargo, la historia de la modulacién por NT de CCDV
neuronales se origina en la investigacidn de los mecanismos que regulan inhibitordamente su
respucsta al voltaje. La idea de la existencia de dichos mecanismos nace, 4 su vez, como una
hipdtesis para explicar ¢l mecanismo mediante el cual una serie de NT acortan la duracién de los
PA registrados en el soma de ncuronas embrionarias en cultivo, disociadas a parar de los
ganglios de la raiz dorsal (DRGs, por dorsal root ganglion neurons) de polles (Dunlap

Fischbach, 1978; Ilustr. 1).

Al 1gual que en otros ttpos neuronales (Hille, 19922), los PA somdticos que presentan las
DRGs son <l producto de 1a precisa sucesidn temporal con la que se activan tres coaductancias
de Ia membrana plasmitea La fase de rapida despolarizacién inicial depende de la activacién de
conductancias al Na' Sin embargo, éstas decacn (“inactvan™; ver Apéndice L1) pronto. 1a
cormente tesponsable de la despolarizacion tardia — la fase de “mesera” (plateasr) — cs acarreada
por 1ones de Ca™. Bsta corrente entranice se achva ¢ inactiva mas lentaumenee que Ia de Na'.

Finalmente, el desarrollo de una cotnente saliente fransportada por wones K e Ia enesreada de I




La inferencia fundamental del trabajo clasico de K. Dunlap y G. D. Fischbach (1978) puede
resumnirse de la siguiente manera: ya que los NT no alteraban la tasa de despolarizacién inicial
(Ilustr. 1), el acortamiento en la duracién de los PA podia explicarse de tres maneras: (1) Un
incremento en la permeabilidad al K7; (2) Una reduccién en las conductancias al Ca®"; o (3) Una
combinacién de ambos mecanismos. Con muy pocas evidencias experimentales que lo
sustentaran, Dunlap y Fischbach proponen que el efecto es mediado exclusivamente por una

acctdén directa sobre los CCDV.

Poco tempo después de la publicacidn de la observacion antes referida, J. P. Hom y D. A.
McAfee (1979, 1980), trabzjando en neuronas simpaticas, provenientes del ganglio cervical
superior (SCGs, por siperior cervical ganglion neurons), repiten la observacidn, apoyan la
hipbtests, y a agregan dos sustentos experimentales a la misma: (1) La fase de post-
hiperpolarizacién de los PA, que resulta de la activacién — dependiente de la acumulacién de Ca™*
durante la fase de despolarizacién del PA - de otra corniente saliente de K7, también era reducida
por norepinefrina; (2) Los NT inhibian los PA de Ca®, registrados en condiciones de ausencia de

Na" o en presencia de TTX.

El conjunto de los datos referidos, apoyaba sin duda Ia hipdtesis de Ia inhibicién de los
CCDV por accién de los NT, pero la publicacién de una evidencia directa del fendmeno tendda

que aguardar atn algunos afios.

El inferr qué cambios puede suftir una conductancia, mediante el analisis del
comportamiento de un PA, no es tarea sencilla. La duracidn de un PA es una funcidén sensible
del potencial de reposo de la membrana (Hom y McAfee, 1980; Forscher y Oxford, 1985), y este
ulumo puede presentar vna enorme varabilidad (entre —35 y 60 mV) entre neuronas vecinas en
culttvo (Dunlap y Fischbach, 1978) e # sfx (Galvan y Adams, 1982). Por lo tanto, el investigar
los efectos que tenen los NT sobre los CCDV a través de la medicién de la duracidn de los PA,

puede arrojar datos ambiguos (Forscher y Oxford, 1985).
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Nature Vol 276 21/28 December 19738

Neurotransmitiers decrease the
calcium component
of sensory neurcne action potentials

KATHLEEN DUNLAP
GERALD D. FISCHBACH

Ttustr. 1 Primer evidencia {indirecta) de la inbibiciin de CCDV newronales inducida por nexrotransmisores. Efecto
de la serotonina (g, 10 M), el GABA (4, 10* M) v la NE (ry 4 10* M) sobre el PA somitico de una
neurona del DRG de pollo en cultivo. Los dos barridos sucesivos muestran el PA antes (PAs miés
largos) y después de la aplicacion de las drogas. El regreso 4 la duracidn contzol se muestra en 4 ¢con
intervalos de 10 segundos entre barridos. Barra de calibracién, 20 mV y 2 ms.

La corriente de Ca’* debia ser estudiada en aislerniento. “La snica manera de medsr dirsctamente I
corriente elécirica transmembranal de Ca'* es mediants ¢l uso de la tétnica de fjacion de woltaie® (Kostyuk,
1981). Si el comportamiento de los canales iénicos depende del voltzje, el primer paso en el
estudio de estos canales es el control del voltaje. Bajo fijacién de voltaje, el comportamiento
cinético de un canal (o de un conjunto de ellos) se encuentra en su més simple expresién. Sin
fjacion del voltaje, existen interacciones complejas entre la apertura de canales y el potencial de
membrana: cuando los canales se abren, la corriente que fluye a través de ellos afecta al potencial
de membrana, lo cual lleva a que los canales se abran (o se cierren), afectando de nueva cuenta al

potencial de membranz, etc. (Jones, 1990).

La fijacién de voltaje no es mis que cl paso indcial en el aislamiento de una conductancia
especifica. Distintas poblaciones de canales idnicos son activadas en rangos de potenciales de
membrana que suclen superponetse en mayot o menor grado. Las corrientes de Ca*™ y de Na®

pueden ser parcialmente separadas en términos del curso temporal que sigue ¢l desarrollo de
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cada una. Sin embargo, este mismo caterio no permite estudiar el curso temporal con el que se

- - - 3
activan Ias conductancias al Ca®", ni tampoco aislarlas del componente de K.

En 1981, Dunlap y Fischbach consiguen resolver parcialmente los componentes individuales
de las corrientes de las DRGs en cultivo mediante una combinacién de la técnica de fijacién de
voltaje con dos microelectrodos y una mezcla de bloqueadores farmacolgicos de cortientes de
Na~ (TTX) y de K™ 4-AP y TEA). La amplitud de las corrientes entrantes que registraron en
estas condiciones era disminuida, de manera dosis-dependiente, por los mismos NT que acortan
la duracién de los PA. Las evidencias mas fuertes que obtuvieron para sostener que este efecto
fuese debido 2 una accidn sobre CCDYV, fue el encontrar que los NT reducian la corriente
entrante “de cola” (ver Apéndice I.1.2) registrada en el potencial de inversién estimado parz las
cotrentes de K, y que ellos no afectaban las corrientes de Na™ o de K" registradas en presencia
de cobalto. Sin embargo, las téqnica’s convencionales disponibles en ese momento no permitizn
obtener evidencias completamente concluyentes, En particular, “No podemos, sin embargo, sostener
que las acciones de Ja norepingfrina [NE, uno de los NT que probaron] ety rastringidas a las corrientes 42
calcio: un efecto sobre la corriente de potasio activada por caliio no puede ser eliminads” (Dunlap y Fischbach,
1981). La preocupacién por esta posibilidad no era excesiva: después de todo, una aparente
reduccién de la cordente entrante podia origimarse como un artefacto producido por un aumento
en una corrente saliente, que podia ser no evidente en condiciones de bloqueo de la corriente de

Ca® por ser, justamente, dependiente de este catién (Forscher y Oxford, 1985).

La fijacién de voltaje con microelectrodos presenta muchas limitaciones. Entre Jos prncipales
obsticulos se encuentra el reducido tamafo de la mayor parte de las neuronas de vertebrados
(30-80 pm), que torna dificil la penetracién de la membrana con dos microelectrodos
convencionales. El desarrollo de técnicas para la fijacion de voltaje con un solo microelectrodo
ayudd a reducir ¢l dafio a la membrana plasmatica, pero impone severas limitaciones que, en
general, permiten Unicamente el andlisis de corrientes pequefias y en un rango de voltajes
limitado. Sin embargo, el obsticulo mas importante para analizar adecuadamente la corriente de
Ca®, es la coactivacién de corrientes salientes de K que obscurecen las cinéticas de activacién e
inactivacién de la cortente de Ca®" (Freschi, 1983; ver Apéndice L.1). BEstas corrientes salientes
no pueden ser bloqueadas por completo desde el espacio extracelular. La Gnica manera de

deshacerse de ellas es mediante el reemplazo del K™ intemno por un catién no-permeante a través
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de los canales que conducen dicho ién (p.e, el Cs"). Una técnica de microperfusion intracelular
para cubnr cstos requertmientos habria de desarroliarse por el grupo de P. G. Kostyuk para el

’ > 2t { ~ 1+, o
analists de cormentes de Ca®' en neuronas de invertebrados, pero lamentablemente las neuronas
de vertebrados resultaban demasiado pequefias como pata soportar el tamafio considerable de las

petforaciones de la membrana plasmidtica que requiere esta técnica (Kostyuk, 1981).

Todo lo que sabemos hoy en dia respecto de los mecanismos de modulacién de los CCDV
esta relacionado, de una manera u otra, con una de las grandes revoluciones tecnologicas que se
dio en la investigacion biomédica a finales de los afios setenta: la téenica del patch-clamp (Neher y
Sakmann, 1976; Neher et al,, 1978; Hammill, et al, 1981). Esta modalidad de fijacién de voltaje,
fue inicialmente concebida para demostrar que las correntes membranales realmente fluyen a
través de canales discretos (Neher, 1992). Sin embargo, su contribucién mis significativa fue el
mesperado beneficio de podet romper la membrana contenida en la luz de la pipeta de registro y
establecer una conexion eléctrica entre ésta y el interior de la célula (“configuracién de célula

completa”; Hammill et al., 1981)

De manera general, ¢l registro de célula completa es analogo al que se consigue mediante el
empalamiento con microelectrodos convencionales. Sin embargo, hay tres diferencias
fundamentales que lo hicieron apto para el estudio de neuronas de vertebrados: (1) La muy alta
resistencia del sello establecido entre la pipeta y la membrana plasmitica provoca que la filtracién
entre el interior de la célula y el bafio sea verdaderamente baja, de manera que células muy
pequenas toleran esta forma de penetracidn; (2) La baja resistencia de acceso eléctrico permite
que, siempre que se usen células pequefias, se consigan buenas condiciones de fijacidn de voltaje
sin el empleo de electrodos adicionales; (3) El tamafio relativamente grande de la apertura de la
pipeta de registro genera que se establezca un ripido equilibrio entre los componentes de Ia
solucion de la pipeta de patch y el intetior de la célula. Los dos primeros puntos permitieron que
los estudios electrofisiolégicos se inclinaran hacia ¢l estudio de las pequefias células de los
mamiferos (comparado con las preparaciones de grandes células provenientes de invertebrados),
¢l numero de dpos celulares en los que se podia conseguir una bucna fijactén del voltaje fuese
impresionantemente ampliado para incluir a cast cualquier célula que pudiese ser aislada o
cultivadz. Por su parte, ¢l tercer punto permiud el control de In composicion de soluciones a
ambos Iados de la membrana que habriaz de perminr ] ficl, sistemiddco y reproducible

aslnmiento de corrientes de Ca™' en dichas eclulas,




En 1982, el grupo de E. Neher (Fenwick et al, 1982) y aquél de S. Hagiwara {(Hagtwara y

Ohmori, 1982) publican stmultdncamente el aislamiento y caracterizacon de la corriente de Ca™
en células cromafines y en una linea celular tumoral de la pituitania (GH,), respectivamente. La
16gica experimental seguida en ambos casos para conseguir disecar Ia corriente a través de CCDV
fue la misma: la didlisis intracelular con una solucién libre de K7, que udliza 2l Cs™ como catién
principal, y el control de 1a [Ca®], mediante el uso de un quelante de cationes divalentes (EGTA).
El empleo de esta solucién interna, junto con una sclucién externa que incluye TTX y TEA”,
aislz una corriente entrante sensible a la presencia de bloqueadores de CCDV La>", Cd¥, Co™,
N7, Mn®, Mg2+) ¥ de amplitud proporcional a la concentracién de distintos cationes divalentes

que permean a través de éstos {Ca®’, Ba™, St™).

La publicacién de los trabajos anteriores desencadenara una avalancha de reportes relativos a
las propiedades cinéticas y farmacolégicas de la corriente de Ca®" en todo tipo de preparaciones.
Estos estudios, que conducirdzn finalmente al descubzmiento de miltiples tipos de CCDV,
mantendran alejada la atencién del problema de la regulacidn de las corrientes durante un par de
afios. No es sino hasta 1985 que, de manera mdependiente, el grupo de G. S. Oxford (Forscher y
Oxford, 1985) y el de H. D. Lux (Deisz y Lux, 1985) presentan las primeras evidencias
concluyentes respecto de la hipétesis planteada por Dunlap y Fischbach (1978) para explicar ¢l
efecto de los NT sobre la duracién de los PA: la inhibicién de las corrientes de Ca®*" reportada
por dichos autores en ¢l *81 era producto de una regulacién directa de la actividad de los CCDV
y no la consecuencia de la estimulacion de una corrente de K. Mas tarde, se demostraria que el
efecto inhibitorio inducido por los NT sobre los CCDV de las neuronas sensoriales (Dunlap y
Fishbach, 1978, 1981) y simpatcas (Horm y McAfee, 1979, 1980) era debido a la regulacién
negativa de CCDV, predominantes en ambas preparaciones (Jones y Elmslie, 1997). En estas
células, la inhibicién de CCDV es selectiva para el componente sensible al bloqueo por -
conotoxina GVIA {(una toxina peptidica selectiva para CCDV,; ver Apéndice 1.2), con pocos
(Mathie et al,, 1992) o ningin efecto sobre el componente de tipo L (Kasal y Aosaki, 1989;
Plummer et al,, 1989, 1991; Cox y Dunlap, 1992; Elmslie et al., 1992).

A partir de los trabajos realizados en neurcnas centrales (ver Apéndice 1.2), se ha demostrado
que existe otro subtipo de CCDV (aquéllos de tpo P/Q) que son sujeto de una regulacién

inhibitoria que guarda clerta semejanza con el mecanismo de modulacién que a continuacién se
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presenta. Aunque existen algunas diferencias en cuanto a las caracteristicas particulares que
exhibe la modulaadn de CCDV vy P/Q, los mecanismos involucrados que se han propuesto
para explicar la modulacidn de los segundos, suelen ser una generalizacidén de los mecanismos
propuestos para los primeros. Debido a que la mayoria de las investigaciones se han desarrollado
en células del sistema nervigso periférico, el conocimiento que se tiene sobre la modulacion de
canales de tipo P/Q es minimo comparada con aquél que concierne a los CCDV,, v sigue siendo
sujeto de controversia entre distintos grupos de investigacion (Axrnot et al,, 2000; Colecraft et al,,
2000). Por lo tanto, la mayor parte de la discusidn que sigue se circunscribe a la modulacion de
CCDV,,. Este hecho no preocupa: los canales tipo P/Q no contribuyen a la corriente de CCDV

en el soma de las SCGs, modelo experimental de esta tesis (Mintz et al,, 1992).
3.1. MODULACION NEGATIVA DE CCDV,;: MULTIPLES ViAS DE INHIBICION

En 1985, el grupo de H. D. Lux (Deisz y Lux, 1985) da cuenta de un “misterioso fendmeno”
(segun se referiria a ¢l B. P. Bean [1989b]): un NT (el GABA), en DRGs de pollo, producia un
retraso — dependiente de su concentracion - en el tiempo que le lleva a la cotriente HVA alcanzar
un valor méximo en el transcurso de una despolarizacién (ver Tlustr. 2). Casi diez afios después,
B. Hille (1994), en una revisién de Ia litetatura acumulada, dejatia claramente asentado que, dicho
fenémeno, constituye una de las caracteristicas distintivas de una de las multiples vias de
inhibicién, potencialmente estimuladas por distintos NT, que convergen en un complejo

escenario de modulacién de CCDV,,.

En neuronas simpitcas, la modulacién inhibitoria de CCDV puede proceder a través de,
cuanto menos, cinco vias mediadas por distintas proteinas G (PG) acopladas a mas de una
decena de receptores heptahelicales (RHH) para NT y hormonas (Hille, 1994). Dos “patrones
inhibitorios” pueden distinguirse en términos de los efectos que estas diversas rutas bioquimicas
inducen en ¢l comportamicato de los canales. La alteracion en la cinética de activacidn de Ia

cornente de CCDV), desenita por ¢l grupo de Lux cs caracterisdca de la mhibicién “dependiente

de voltaje”. También cs caracteristica distintiva de esta inhubicién ¢l que pueda ser
transitoriamente revertida por fuertes y/o largas despolatizaciones de la membrana. Por otra
parte, Ia inhibicion “independiente de voltaje” reduce la amplitud de las corrientes poblacionales
de CCDV sin alterar 1z anduea de las mismas Por mucho, la inhibicidn dependiente de voltaje

ha sido lavin mis estudiada v, por tanto, ¢s la que se encuentra mejor caractenzada,
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3.1.1. Modulacién Dependiente del Voltaje y del Tiempo de CCDV,

El grupo de H. D. Lux dio cuenta del inusitado “enlentecimiento cnélicd” (pox kinetic slowing,
segiin fue bautizado por Luebke y Dunlap en 1994) en la fase de activacion de la corriente (ver
Apéndice I) que producian clertos NT, y aportd, ademds, una interpretacién cuya validez se
sostiene hasta nuestros dias: la lenta activacién de la corrente podia ser explicada en términos de
una reduccién en la probabilidad de apertura de los canales, sin invocas, ni una reduccién en el
nimero de CCDV),, disponibles, ni cambios en Ia conductancia unitaria de los mismos (Deisz y

Lux, 1985).

En un par de trabajos subsecuentes (Marchetti et al, 1986; Grassi y Lux, 1989), ¢l mismo
grupo agregaria lo siguiente: la magnitud, tanto de los efectos sobre la cinética de activacion
como de aquéllos sobre la amplitud de la corrente, es inversamente proporcional a Iz magnitud y
duracién del esczlén de voltaje con que se activa la corriente (Tlustr. 2). Esto es, a un potencial
dado, l2 magnitud de la inhibicidén decrece conforme aumenta la duracion del escalén de voltaje.
De la misma manera, en un intervalo de tiempo fijo, la proporcién de corriente inhibida
disminuye a medida que se incrementa el voltaje al cual se cuantifica. En otras palabras, la

inhibicidn es “dependiente de tiempo y de voltaje” (Marchettt et al., 1986).

Las dos observaciones descritas constituyen las piezas angulares de la “firma cinética”
caracteristica que define e identifica 2 una de las vias de modulacién de los CCDVy mis
ampliamente distribuida entre diferentes tipos neuronales de una amplia vardedad de vertebrados:

la inhibicién “dependiente de voltaje” (VDD, por soltage-dependent).
3.1.1.1. Mecanismo de Accion de la Inbibicién Dependiente de Voltape de CCDV

L2 explicacion mds simple para la inhibicién de CCDV,, por NT era suponer que estos
Ultimos podrian estarse uniendo y bloqueando los CCDV), de la misma manera en que ciertas
toxinas bloquean ciertos canales idnicos, y que a lenta activacidn de la corriente podia reflejar el
curso temporal (dependiente de voltaje) del despegue de los NT (Marchett et al., 1986). Existen,
sin embargo, varias observaciones que sugerdan que cada NT ejercia sus efectos mediante Ia

activacion de receptores membranales especificos: (1) Varos NT diferentes producen efectos
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Effects of dopamine and noradrenaline on Ca channels
of cultured sensory and sympathetic neurons of chick

C. Marchetti**>, E. Carbone®**, and H. D. Lux
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Tlustr. 2 Inkibicion y enlentecimierio de corvientes de Ca®* nenronales indueidos por newrotransmisores. Efecto de la
doparmuna ({2A, 10 UM) en corrdentes de Ca?t HVA, tegistradas mediante la técenica de pateh-clamp en
configuracién de célula completa en una neurona sensorial en cultivo proveniente del DRG de pollo.
Los valores que se encuentran en la parte superior de los trazos indican el valor del potencial en el
pulso de prueba. C, control; R, recuperacién. El panel superior derecho de la figura muestra los
trazos de corriente & diferentes tempos de la fase de recuperacién (a, inmediatamente después del
cese de lz perfusién, 4, cy 4, 1, 2 y 5 min después, respectivamente),

similares (Dunlap y Fischbach, 1978, 1981); (2) Sus acciones son bloqueadas por antagonistas
especificos para ciertos receptores heptahelicales (RHH; ver Apéndice 1I1.1) (Dunlap y Fishbach,
1978; Mudge et al., 1979); y (3) Diferentes drogas producen efectos aditivos (Dunlap y Fishbach,
1981). Por lo tanto, tenia que haber un mecanismo compartido entre distintos RHH que

vinculara su activacidn con un patrda de inhibicién comin de las corrientes de CCDV .

la configuracidn de célula completa obtenida con la téenica de pash-clamp aportd la
posibilidad de acceder 2 Ia solucidn intracelular, dando la oportunidad de definir clazamente los
componentes énicos y bioquimicos necesarios para la regulacién de CCDV), inducida por NT.
El csfuerzo de los mildples grupos de investigacién habria de dar un resultado contundente:
ningin reporte pudo correlacionar la activacién de alguna de las vias de sefializacion intracelular
que utlizan segundos mensajeros convencionales (ver Apéndice III) con los fendmenos
clectrofisiologicos caracteristicos de la mnhubicién VD (Forscher y Oxford, 1985; Forscher et al,,
1986; Bley v Tswen, 1990; Bernheim et al, 1991, Plummer et al,, 1991; Llmslie et al, 1994;
Wilding eral, 1993,
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La observacién de que la adicién de ATP a la solucién de perfusién interna o de didlisis
estabiliza las corrientes de CCDV,,, fue ura de las primeras evidencias obtenidas de que la ruta
del AMPc no se encuentra involucrada en la inhibicién inducida por NT de las correntes de
CCDV,, (Fedulova et al., 1981; Doroshenko et al, 1982; Forscher y Oxford, 1985). Mis ain, ni
concentraciones intracelulares de AMPc suficientes para saturar cualquier actividad de la proteina
cinasa A (PKA; ver Apéndice I11.1), ni la exposicidn a activadores directos de ésta, bloquean o
enmascaran la expresién de la modulacién inducida por NT (Dunlap, 1985; Forscher y Oxford,
1985; Bernheim et al., 1991).

Por otra parte, ni altas concentraciones de quelantes de Cz®" en Iz solucién interna (p-e., ~10
mM EGTA, ver Métodos), ni los inhibidores de la calmodulina (p.e., trifluoperazina) alteran la
respuesta a NT o interfieren con la modulacién (Forscher y Oxford, 1985; Bemheim et al,
1991). También fueron negativos los resultados del andlisis de otra via de senalizacidn, que
dependen de la produccién del nucledtido ciclico de guanina monofosfatada (GMPc) por la
enzima guanilato ciclasa (Forscher y Oxford, 1985; Bernheim et al, 1991), y aquéllos que se

obtuvieron del examen de la actividad de una serie de fosfatasas (Elmslie et 21, 1993).

La idea de que Ia proteina cinasa C (PKC; ver Apéndice IIL3) estuviese involucrada en la
inhibicién de CCDV,, resultaba particularmente atractiva porque esta cinasa se encuentra
espectalmente concentrada en los componentes membranales del tejido nervioso. Ademds, en el
cerebro, una proporcién sustancial de la PKC se encuentra asociada a membranas, mientras que
en los demds tejidos, 2 enzima es recuperada principalmente de la fraccidn soluble y en
configuracién inactiva (Nishizuka, 1984). A pesar de que ain persiste la controversia respecto a
su posible participacién como mediador de alguna via inhibitoria de CCDV (ver 3.1.2.1), en el
mejor de los casos, l2 inhibicidn de la corriente por la PKC que se ha reportado no se acoinpaiia
de ningin cambio evidente, ni en la dependencia de voltaje de la activacién, ni en la cinética de Ja
corriente (Rane y Dunlap, 1986; Doerner et al., 1988, 1990). Por otra parte, una gran cantidad de
trabajos han descartado que los efectos de los NT puedan ser mimetizados por activadores de la
PKC u ochiidos por inhibidores de ésta (Wanke et al., 1987; Dolphin et 2l., 198%; McFadzean et
al, 1989; Bernheim et al., 1991; Plummer et al,, 1991; Abrahams y Schofield, 1992; Elmslie et al.,
1993). Por el contrario, existen fuertes evidencias que vinculan su actividad con una prevenci‘én

de los efectos de NT inhibitorios (Lester y Jahr, 1990; Swartz et al., 1993; Swartz, 1993; Zhu e
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tkeda, 1994; Shaprro et al, 1996), posiblemente higada’a una estimulacién de la actividad de los

CCDV (Yang y I'sien, 1993).

Lo dicho en el parrafo anterior es de suma importancia para el presente trabajo, pues es en el
marco de la modulacién positiva donde se desarrollard buena parte del estudio aqui presentado.
La :dea completa serd tratada con detalle més adelante (ver 3.2). Por ahora, baste con que estas

evidencias descarten también la participacién de la PKC como mntermediaro de la inhibicién VD,

Finalmente, el curso temporal con el que se establecen los efectos sobre la permeabilidad
iénica de las vias que utilizan segundos mensajeros, es relativamente lento y puede persistir desde
minutos hasta horas (IKehoe y Marty, 1980). En contraste, la inhibicién de las corrientes por la
via VD se desarrolia en menos de 1 s, y desaparecen sus efectos dentro de 30 s tras la remocién
del firmaco en condiciones de perfusién extracelular favorables (Deisz y Lux, 1985; Forscher y

Ozxford, 1985; Bernheim et al., 1991; Jones, 1991).

En resumen, ninguna de las vias intracelulares de transduccidn de sefiales mediadas por
segundos mensajeros que estimulan, a su vez, la actividad de distintas cinasas, es responsable de

mediar los efectos inhibitorios de la via VD.

Una serie de observaciones particularmente interesantes sugeria que el intermediario
responsable de este tipo de inhibicidn no se desplazaba mis alla de los confines de la membrana
plasmatica aledafia a los canales: las corrientes de CCDV) registradas en el modo ced-attached, no
son inhibidas por la presencia de un NT en la solucidén que bafia la célula, a pesar de que los
RFH deben activarse en toda la superficie de Ia membrana plasmatica que no esté contenida en
ta luz de la pipeta (Forscher et al,, 1986; Bernheim et al., 1991). En contraste, los CCDV), pueden
ser inhibidos en un sello w/attached por NT aplicados a través del electrodo (Lipscombe et al,
1989; Himing et 21, 1990; Elmslic ct al,, 1994), 0 en un sello escindido en configuracidn ontside-
ont por la ripida aphcacion de los NT al scllo (Wilding ct al., 1995). Esto demuestra que ¢l efecto
es “delimitado a la membrana™ toda la maquinaria molecular necesana para acoplar el receptor al

canal se encuentra presente en el sello (Hule, 1994; Jones y Elmshe, 1997).

¢De qué manera se establece entonces la conexidn entee los REH y los CCDV 2 La respuesta

habiia de encontiarse pocos afios despuds de la caracterizacién de una familia de proteinas
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periféricas de membrana, que median el enlace intracelular entre la estimulacién de un RHH y la

produccién de segundos mensajeros: las proteinas G (PG; ver Apéndice I11.2).

Las primeras evidencias sobre la participacién de las PG en la modulacién de los CCDVy son
publicadas en 1986 (Holz et al., 1986), y a partir de entonces, la utilizacién de una amplia bateria
de herramientas farmacoldgicas ha determinado, invariablemente, Ia participacidn de las mismas
en la inhibicién de CCDV,, inducida por NT (Plummer et al,, 1989; Bley y Tsien, 1990; Elmslie
et al, 1990; Beech et al,, 1991; Elmslie, 1992; Formenti et 2l,, 1993; Shapro et al., 1994b).

En breve, el grado de inhibicién de la cordente se incrementa cuando se utlizan
procedimientos que estimulan la actividad de PG, y disminuye con aquéllos que la inhiben. Entre
los primeros, cabe destacar la didlisis intracelular con andlogos no hidrolizables del GTP, como el
GTPyS. A diferencia del GTP, el cual es ripidamente hidrolizado por la actividad de GTPasa
mherente a la subunidad & de las PG (Ga; ver Apéndice I11.2) (Katada et al., 1986a,b), el GTPYS
es un pobre sustrato de hidrolisis (Jakobs et al, 1983). Este induce, por tanto, una actvacion
persistente de PG. En consecuencia, la unién de GTPyS al sitio de unidén de GTP en Iz
subunidad Go produce una activacidn irreversible, e independiente de receptor, de las PG

(Helmreich y Pfeuffer, 1976). En particular, la aplicacidn intracelular de GTPYS convierte los
efectos inhibitorios de los NT sobre correntes de CCDV), normalmente reversibles, en
respuestas irreversibles, siendo, ademds, capaz de inducir per s una inhibicién “ténica” de las
mismas (Holz et al, 1986; Scott y Dolphin, 1986; Hescheler et al,, 1987; Wanke et al,, 1987,
Grassi y Lux, 1989; Marchetti y Robello, 1989; Kasai y Aosaki, 1989; Toselli et al,, 1989; Lopez y
Brown, 1991; Forment et al,, 1993).

En contraparte, la aplicacién intracelular de GDPBS - ¢l cual compite con ¢l GTP para los
siios de fijacion del nucledtido y “atrapa”, por tanto, a las PG en conformacién heterotrimérica
inactiva - bloquea las acciones inhibitoras de los NT (Holz et al., 1986; Herscheler et al., 1987;
Grasst y Lux, 1989; Swartz, 1993).

Otros procedimientos que se utilizan para inhibir la actividad de PG habran de aportar
evidencia experimental ain mds valiosa: en buena parte de las preparaciones utilizadas, la

inhibicién VI puede ser eliminada tras un pretratamiento con la toxina de la bacteria Bordezelia
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pertussis (toxina pertussis; PTX). De manera similar a la toxina del cdlera, la PTX transfiere el
grupo ADP-ribosa desde el NAD" a un residuo de cisteina cercano al carboxilo terminal
presente en algunas de las subunidades Ga (&, o, &, y en alguna de las subunidades o def tipo
a, y o). Lil efecto de esta modificacion covalente es la de desacoplar estos subtipos de PG de
los RHH que inducen su activacién. Por lo tanto, el haber mostrado que la inhibicidn VD
inducida por una varedad de RHH era bloqueada por PTX permitié asoclar, en algunos casos,
subtipos especificos de PG con dicha accién (Beech et al,, 1992). En muchos de estos casos, la
inhibicién VD inducida por NT involucra la activacion de Gou: la introduccion de PG,
purificadas al interor de neuronas tratadas con PTX reestablece la inhibicidén de correntes de
CCDV,, inducida por agonistas, en mayor grado que lo que lo hacen las PG, (Hescheler et 2l,
1987; Ewald et al,, 1988), mientras que la introduccion de anticuerpos contra Ga, son capaces de

interferir con la inhibicidon (McFadzean et al., 1989).

Dada la falta de intermediarios conocidos, estos resultados levaron rapidamente a un buen
numero de investigadores a postular que el mecanismo de inhibicion VD, delimitado a la
membrana, involucraba una interaccidn ditecta entre subunidades G sensibles a PTX y CCDV
(entre otros, Marchetti et al,, 1986; Ewald et 21, 1988; Bean, 198%b; Tosell: et al., 1989; Elmslie et
al.,, 1990; Himing et al., 1990; Lopez y Brown, 1991; Boland y Bean, 1993). Sin embargo, habia
una evidencia que no encajaba bien con este escenario: no toda la mhibicién VD de CCDV | es
mediada por G, y bloqueada por PTX (Hille, 1994). En particular, se ha mostrado que la
activacion de PG insensibles a esta toxina puede inducir vn patrén inhibitorio cinéticamente
indistinguible de aquél inducido por PG sensibles 2 la misma (Song et al., 1989; Bernheim ct al,

1991; Beech et al, 1992; Elmslie, 1992; Shapuo et al, 1994a; Ehrlich y Elmslie, 1995; Zhu e
Tkeda, 1994).

Dos explicaciones podian dar cuenta de esta aparente inespecificidad de la inhibicidn VI (1)
Los CCDVy carccian de selectividad frente a disuntas subunidades Gay (2) Distintas
suburdades Ga compartian un cfector comin. En 1987, ¢l grupo de . E. Clapham (Logothetis
ct al, 1987) habria de aportar, indirectamente, la clave para la solucién de la disyuntiva anterior.
Contrario hasta lo que entonces se habia creido, Ia subunidad heterodimérica 3y de las PG (G[3y,
ver Apdndice 11.2) no actuaba como una subumdad puramente teguladora de la acovidad de

G, sino que e of encargado de mediar In actvacion de un canal recnficador ennante de K
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inducida por agonistas muscatinicos en el musculo cardiaco (I pen revisado en Clapham, 1994,
1996; Clapham y Ncher, 1997). Claramente, era posible concebir que Iz falta de especificidad
sobre la cordente de CCDV  entre distintos tipos de PG pudiera deberse 2 la utilizacidén comun
de subunidades GPy similares. La comprobacién de esta hiptesis no era trvial y habria de
aguardar casi vna década. En particular, no podia emplearse el mismo procedimiento utthzado
para el Iy .o, y2 que las correntes de CCDVy no se mantenen el suficiente tiempo en sellos

escindidos como para poder aplicar las subunidades de las PG purificadas (Marchetti et 21, 198G}

A principios de 1996 aparecieron dos reportes simultineos (Tkeda, 1996, Herlitze et al, 1996)
en los cuales se mostraba que la sobreconcentracién de subunidades GBy en el interior de la
célula, por transfeccién con el DNA que codifica (cDNA) esta;; proteinas (Tkeda, 1996; Herlitze
et 2k, 1996) o por inyeccidn intracitoplasmitica de mRNA o de la proteina purificada (Herlitze et
al., 1996), mimetiza (i.e., induce cambios similares) y ocluye {i.e., inhibe la expresién de cambios
adictonales) la modulacién inducida por la activacién RHH y provoca un fenotipo de corriente
constitutivamente inhibida, similar a aquella causada por inclusion de anilogos no hidrolizables
del GTP en la pipeta de registro (Ilustr. 3). En clara oposicibén, la sobreconcentracién de

subunidades Go. atenta la inhibicién mediada por agonistas, lo cual es consistente con un

hipotético secuestro de subunidades GBy (Tkeda, 1996). Desde entonces, tales observaciones han
sido corroboradas y ampliadas por otros grupos de investigacién (Shekter et al,, 1997; Delmas et
al., 1998b; Stephens et al., 1998z). De alguna manera, la hipotesis habfa sido comprobada, v esto
llevd a consolidar la idea de que el heterodimero GBy es el tnico intermediario entre la activacién
de un RHH y los CCDV, v que, por lo tanto, actia de manera directa sobre estos 1iltimos.
Aunque no se cuenta atn hoy dia con una evidencia terminante al respecto, varios trabajos de

biologia molecular habrian de apoyar posterior y fuertemente esta postura.

Los CCDV neuronales son complejos heteromultiméricos constitutivos de membrana
(Ilustr. 4; Apéndice IT). En uno de los dos trabajos pioneros en el descubrimiento de que la
subunidad Gy es la encargada de mediar el efecto de los NT sobre los CCIDV,, S. Tkeda (1996}
senald que una region citoplasmitica que vne dos de los cuatro dominios transmembranales (fbgp
LI Thastr. 4) de la subunidad principal (la subunidad o)) de los CCDV que son moduladas por
PG incluye, en su secuencia primaria, un motivo consenso (QXXER) previamente identificada

como sitio critico para la unién de subunidades GBy en la adenilato ciclasa 2 (Chen et 21, 1995).
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Nuste. 3 E/ beterodimero By de Jas proteinas G es of mediador de la wbibicidn dependiente de voltaje de CCDV
Enlentecimicento cinético de corrientes totales de Ca®” - registradas en neuronas simpiticas en cultvo
provenientes del SCG de rata - inducido por NE {s, 10 uM), activacién directa de proteinas G (4,
mediante la didlisis intracelular de un andlogo no hidrolizable del GTP), 6 por sobreexpresién
heteréloga de subunidades By de las proteinas G (s mediante la inyeccidn intranuclear del DNA que
codifica para los subtipos indicados en la figura). Barra de calibracibn: 500 pA y 20 ms.
Casi de inmediato, se publicaron evidencias de que en esta regién podria ocurrir una interaccién
entre subunidades o, de los CCDV y By de las PG: (1) Dos regiones del &gp III proveniente de
subunidades ol que codifican para CCDV susceptibles de modulacién VD (los CCDV tipo Ny
P/Q; ver Apéndice 1.2) denen afinidad iz #tr por subumdades GPy (De Waard et al, 1997;
Zampor ct 2], 1997); (2) En CCDV que no muestran inhibicién por PG (p.e, los CCDV apo
L), la sustitucion del fogp I-I] con aquel de CCDV modulables induce, en los primeros, algunas de
las caracteristicas fenotipicas de una corriente modulada por PG (Zamporu et al, 1997; Page et
al, 1997); (3) Pépudos sintéticos, que contiencn en sus sccuencias los sitios postulados de
interaccién del Jgp -1, son capaces de inhibir {presumiblemente por unién especifica a Gfy) la

modulacion causada por adicién, también en la pipeta de registro, de subunidades Gpy

purificadas (Zamponi et al., 1997) o de GTPyS (Herlitze et al., 1997).

Aunque estas evidencias no demuestran que In modulacién de corrientes de CCDV) se dé por
una mteraceidén alostérica entre las subunidades Gy y o en el dgp 11T (Qin et al, 1997; Herlitze

et al, 1997; Dolplun, 1998), si consttuyen una evidencia de que, 27 mro, Ias regrones de &, que
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Dustr. 4 Complyo oligomérico de s CCDV nenronakes. La estructura secundaria propuesta para la
subunidad principal (&) establece un agrupamiente de la secuencia primariz en cuatro dominios
homéloges (I-IV), compuesto cada uno de seis segmentos transmembranales (ver Apéndice II). La
estructura de la subunidad citoplesmatica (B) se desconoce, pero los analisis de Ia secuencia de
aminodcidos sugieren una serie de o-hélices. La subunidad extracelnlar (&,) se encuentra unida por
una serie de puentes disulfuro (-3-5-) con la subunidad transmembranal 8. Se encuentran marcados,
sobte la subunided @, los sitios de interaccidn de interaccién con la subumided B y con el
heterodimere By de las PG. El grosor relativo de las flechas indica la afinidad relativa de interaccidn
entre las subunidades,

muestran afinidad 7z »iim para subunidades GPy, también tenen afinidad por subunidades GBy
libres. En un principio, estos resultados levaron a algunos grupos (De Waard et al, 1997;
Zamponi et al., 1997) a postular que esta regidn es tanto necesatia como suficiente para que se
exprese la modulacidn inducida por PG. Hoy en dia, existen suficientes evidencias para pensar
que, en realidad, el Aop I-I] es una de las varias regiones de la subunidad o, que son requeridas
para la expresién completa del fcm_’%mcno (Zhang et al., 1996a; Hetlitze et al.,, 1997; Qin et al,
1997, Stephens et al.,, 1998b). En particular, hay una regién de 38 aminodcidos hacia la mitad de
1a larga cola C-ferminal de 1a subunidad ¢, que tiene afinidad por subunidades Gy libres 7z vitr, a
pesar de que no contiene la secuencia motive propuesta como critica para el anclaje de la
subunidad GBy al kep I-II (Qin et al,, 1997), y hay evidencias de que tanto esta regidon como el

dominio [ completo {incluyendo la regién N-terzinal, ver Apéndice II) son necesatios para que se
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Ilastr. 5 Modelo de inbibicidn dependiente de voltaje por an mecanismo delimitado
a la membrana.

manifieste el fenotipo completo de corrientes moduladas (Tlustr. 4) (Zhang et al,, 1996a; Qin et

al., 1997; Stephens et al.,, 1998b; Page et al,, 1998; Hamid et al., 1999),

Adn no se conoce con precisién de qué manera interfiere la unién de GPy con el

funcionarniento de los CCDV. Sin embargo, ha sido repetdamente subrayado un hecho
notable: todas las regiones de la subunidad o, involucradas en la vnién de GBy se sobrelapan con
las regiones de interaceién entre las subunidades o, y B de los CCDV upo Ny P/Q (Tlustr. 4).

Por otra parte, la expresién forzada de subunidades o, en ausencia de subunidades 3 provoca -
ademds de los cambios en las caracteristicas electrofisiclogicas de fas cormentes que sc
mencionan ¢n el Apéndice 11 2. - que los efectos hibitorios de varios N'T y neuromoduladores

se vean aumentados (Barow ct al, 1995 Roche et al, 1995, Bounnet et al,, 1996, Zhang ct al,
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1996a), mientras que, de manera opuesta, la sobreexpresién de subunidades B en ovocitos
bloquea la inhibicién mediada por agonisias (Roche et al, 1995, Zhang et al, 1996a, Roche y
Treistman, 1998).

Aunque ain no se entiende de qué manera las subunidades B de los CCDV), y By de las PG
pudieran alterar la sensibilidad de la subunidad o, al voltaje, es notorio que los cambios en el
comportamiento cinético de las corrientes que inducen las primeras son antagénicos (ver
Apéndice I1.2) a los cambios que inducen las segundas. Estas observaciones llevaron a algunos
grupos de investigacién a proponer que la inhibicion VD es el resultado de una competencia
entre GBy y la subunidad 8 de los CCDV por su unidn a algin sitio dentro de la secuencia de la
subunidad o, de los mismos (ver Apéndice II; Campbell et al, 1995; Dolphin, 1998). Sin
embargo, la inhibicién VD no puede reducirse a un escenario de competencia entre ambas
subunidades: de ser esto asi, seria esperable que la inhibicién por GBy fuese nula en zusencia de

expresion de subunidades 3 y no que aumentarz en su presencia (Zhang et al., 19962).

En resumen, el mecanismo de accidén que subyace a Ia inhibicién VD parece no involucrar

miés de tres pasos, y ser, por tanto, el mis sencillo concebible (Thustr. 5): (1) La unién de un NT a
un RHH induce la activacién de PG; (2) La disociacién del heterotrimero Gofy induce la
liberacton de subunidades GPy; (3) Estas Gltimas, siguiendo una via delimitada a membrana,

interactian de manera directa con la subunidad a, de los CCDV,.

3.1.1.2. E! Modelp “willing-reluctant”y e/ Fenomeno de Facilitacion de Corrientes de CCDV

“Tn 2t most general form the allpsteric mecharism iy defined by bvo statements,

one negative, the other positize.

1. Ne direct interactions of any find need occur between the subsirate(s) of an allasteric protein
and the regulatory metabokite which controls is actuity.

2, The gffect is entirely due 10 @ reversible conformational alreration

indsced fn the protein when it binds the specsfic sffectar.”

J. Monod, J. P. Changeux y F. Jacob, 1963

Segun la discusion anterior, el mecanismo de accién propuesto para explicar la inhibicién VD
sugiere que, en analogfa con la regulacién de la dependencia de sustrato que guardan ciertas

enzimas (Monod et al.,, 1963, 1965), la modulacién se lleva a cabo por un mecanismo alostérico



29

#eurotransmitter inhibition of a wm o w0
neuronal calcium currents by
changes in channe! voltage
dependence

Bruce P, Bean

NATURE - VOL 340 - 13 ALY 1989

Tlustr. 6 La inbibicidn dependiente de voltaje resulta de un corrimiento en la dependencia de voltaje de la activaciin de
s CCDVy,. Inhibicién inducida por NE (30 pM) de corrieates totales de Ca®*, registradas en una
reurona sensomnal en caltivo proveniente del IDRG de rana. Los valores que se encuentran en la parte
superior de los trazos en # indican el valor del potendial en el pulso de prueba. Los pineles inferdores
muestran las curvas IV pam la corriente durante el pulso de prueba {£) y de la cola de corrente
registrada durante la repolarizacién de la membrana tras el fin de dichos pulsos ().

(Bean, 1989b). ;De qué manera repercute esta interaccién ‘proteina-proteina’ en el
funcionamiento de los CCDV en forma tal que se altere el curso temporal y la dependencia de

voltaje de la activacién de la corriente que transportan?, ;Qué tipos de cambios en la cinética de

los canales induce 1z unién de subunidades GBy?

De las muchas teorias, y esquemas cinéticos asociados, que han sido invocadas para dar
explicacion a los fenémenos asociados con la inhibicién VI (p.e., Marchett et al,, 1986; Grasst y
Lux, 1989; Kasai y Aosaki, 1989; Swandulla et al., 1991; Kasai, 1992; Pollo et al., 1992; Golard y
Stegelbaum, 1993), ninguna ha probado tener la capacidad explicativa y predictiva que tiene el
modelo “willing-reluctan?” (ver adelante) propuesto por B. P. Bean (1989b). De hecho, a pesar de
que han pasado casi doce afios desde su planteamiento original, csta teoria constituye ¢l marco
conceptual mas extensamente utilizado para explicar las caracteristicas funcionales claves de esta

forma de modulacién de CCDV.

La observacidn central que fundamenta al modelo aludido es la siguiente. Las curvas de

acuvacion de cortentes de CCDV - trazadas o panie de las cortientes de cola tegistiadas al off de
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pulsos de prueba a varios potenciales (ver Apéndice 1.1) -, que son bastante simétricas con
respecto al punto medio de activacién méxima en condiciones basales, en presencia de un NT se
vuelven claramente bifasicas, con un componente similar al control (pero fuertemente reducido)
en un rango de potenciales medianamente despolarizantes, y un nuevo componente que satura 4
potenciales sumamente despolarizantes (Ilustr. 6). El hecho de que el valor de cornente méxima
registrada en este (ldmo caso alcanzase valores semejantes en ambas condiciones, llevd a B. P.
Bean 2 postular que, la mayor patte de los canales se encuentran atin funcionales tras el
tratamniento con NT v que, pot tanto, la inhibicidn no podia ser entendida en términos de una
reduccién en el nimero de canales funcicnales. “Mds bien, una fraccicn de lps canales parece sufrir un
corrintiento en la dependencia de voltaje de manera que ya no puedan ser abierios por pequerias o moderadas

despolarizaciones pero que ain pusdan ser abiertos por muy grandes despolarizaciones” (Bean, 1989h).

En estos términos, la poblacidon de CCDV podia ser concebida como compuesta por dos
sub-poblaciones en equilibdo dinimico. Cada una de ellas puede ser representada por un modo
de apertura {ver Apéndice 1.1.4) distintivo. Dado que, ri la dependenciza de voltaje de la
inactivacién, ni la conductancia unitaria de los CCIDVy, son afectadas por la presencia de NT, la
diferenciacién entre ambos modos operattvos distinfivos fue: establecida por Bean
exclusivamente en términos de la probabilidad con la que se abrirfan frente a una despolarizacion
moderada: un modo willing (W; “dispuesto”) de alta probabilidad de apertura, caracteristico de
canales no inhibidos, y un modo reluctant (R; “reticente”), inducido por la unién de PG, en el cual

se requicre de despolarizaciones mds fuertes para abnrlos (Tlustr. 7A).

Dado que el término “equilibrio” implica la interconvertibilidad de los canales entre ambos
modos operativos, el efecto de las PG es explicado como un desplazamiento del equilibrio de la
reaccion, dependiente de la concentracién de PG activas ({PG]), hacia el modo relwctant (Bean,
1989b; Ilustr. 7A). Esta aplicacién directa de Iz ley de accién de masas, operando en sentido
inverso, es invocada en el modelo para explicar la fase de lenta activacién de la corrente que se
presenta durante despolarizaciones largas a potenciales medianamente despolarizantes. Una
despolarizacion de este tipo produciria, en los primeros milisegundos, la activacién de la gran
mayoria de los canales en el modo »iliing, pero pricticamente ninguna activacidn de canales en el
modo reluctant. Sin embargo, st la interconversion de los canales entre ambos modos operativos
es lo suficientemente rdpida, la reduccion en el mimero de canales wiing en el estado cerrado

(Cy) provocaria la rapida conversion de canales refuetan! cerrados (Cy) al estado Cyy seguido de su
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Tlustr. 7 E/ modedo wiling-reluctant de fa wnbhibeciin delimitada a membrana de fos CCDV,. A Las
constantes de velocidad {en s7) derivadas del andlisis de cornmentes macroscépicas por Elmslie et al,
1990, estin dadas por £, = 200 e*0%MV*3) y £ | = 200 e 006V*3), C, y Oy representan los estados
willing cerrado y abierto, respectivamente. Cp v Oy representan a los estados refuctan? cerrada y
ablerto, respectivamente. Las transiciones vertcales, que corresponden al pegado y desunsén de GPBy,
son consideradas independientes de potencial. El cambio en la afinidad de esta interaccion entre los
estados abterto y cerrado estd representada esquemiticamente por la longitud relativa de las flechas de
transtcidn. B Cada modo de apertura esta diferenciado en términos de la probabilidad de que un
canal sea abierto durante una despolarizacidn a un voltaje dado (P)). En el modo wiling (W) los
canales son activados rapidamente por pulsos de voltaje medianamente despolarizantes, mientras que
en cl reluctant (R), los canales requeren de despolarzaciones mucho mas grandes y uenen una
dependenaa del voltaje menos marcada. En cada modo se asume que los eanales tienen una curva de
acuvacion dada por una funcién de Boltzmann (ver texto), de manerz que la curva de activacidn de
una pobiacién heterogénea ¢s representada por la suma de dos [unciones independientes de este tipo.

rapida activacion (Oy), en el curso de una despolarizacidén prolongada. El lento desarrollo de la
corriente seuia, por lo tanto, un reflejo directo no solamente de la conversion refictant —> willing
sino también del transito forzado de los primeros a través de un nimero mayor de estados
cerrados (C; — C, = Oy llustr. 7A). Ln dldmo término, dada vna despolarizacion lo

suficientemente fuerte como para abrir todos los canales en ol modo wrfling, virtualmente todos
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los canales que se encontraban inicialmente en el modo relwfant también se abrirdan

eventualmente (Bean, 1989b).

Finalmente, se asume que, en cada modo, los canales tienen una curva de activacién
independiente dada por una funcién de Boltzmann de lz forma:
P

PI¥)=—5
i+e k

donde P, corresponde a la maxima probabilidad de aperturz, I/ es el valor del voltaje al que se
alcanza la mitad de dicho valor - esto es, el punto de inflexién de la curva -, y £ es la sensibilidad
relativa 2 los cambios de voltaje - que corresponde a la pendiente de la parte lineal de Ia curva -

(Tlustr. 7B, curvas contnuas).

Una implicacidn directa de la suposicién anteror del modelo es que, una poblacién mixta de
CCDV,, compuesta tanto por canales en modo wzling como en modo reluctant, tendria una curva
de activacién claramente asimétrica con respecto a V., v podra ser desetita con una funcién
compuesta por la suma de dos ecuaciones de Boltzmann (Tlustr. 7B, curvas punteadas). El
componente de esta sumatoria con Vg mis negativo corresponderiz a la curva de activacion de

canales willing, mientras que el restante corresponderia a la activacidn de canales reluctant.

Al afio sigidente de la publicacién anterior, Elmslie et al. (1990) incorporaron al modelo de
Bean una via de transicién adicional entre zmbos modos de apertura: a través de los estados
abiertos respectivos. Esto es, en su versidén del modelo willing-reluctant, €l intercambio modal
puede ocurdr tanto entre canales cerrados como entre canales abiertos. Sin embargo, la constante
de equilibrio de la transicién entre estados cerrados favorece al modo refucfans, mientras que
aquella de los estados abiertos favorece al modo wiling (Iustr. 7A). Esta aportacion, trivial a
primera vista, Hene profundas repercusiones en la fisiologia de los CCDV)y, y era absolutamente

crucial para dar cuenta de un fenémeno denominado “facilitacién’ (Hustr. 8).

El razonamiento que justifica lo anterior es el siguiente. Si existe una via de interconversion
entre ambos modos a través de los estados abiertos (O <> Oy), v st la constante de equilibrio de
esta transicidn favorece al estado Oy, entonces, dada una despolarizacién de amplitud y duracién

suficientes como para activar la mayor parte de los canales, habrd un movimiento neto de canales
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LHRH and GTP-y-S Modify Calcium Current
Activation in Bullfrog Sympathetic Neurons
Keith S. Elmslie, Wel Zhou, and Stephen W, Jones
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Nustr. 8 La inbibicidn dependrente de voltaje de CCDVy es transitoriamente revertida por una fuerle y breve
despolarizacion de la membrana. Faclitacién de corrientes de totales de Ca?* - registradas en neuronas
simpdticas en cultivo provententes de los ganglos paravertebrales de ranz - en presencta de LHRH en
la solucidn externa (A, 100 nM a dos tempos distntos) 6 de GTPYS en la solucién interna (B, 100
uM). Nétese, en la parte mferior del panel A, el prepulio a +70 mV que separa a los dos pulsos de
prueba idénticos utilizados para evocar la corriente.

a través de la via C; — Oy = Oy durante este estimulo. Tras el fin del pulso, los mismos canales

seguirian, una ruta Oy = € —> C; (Tlustr. 7A). Supongamos que'dicho pulso fuertemente
despolarizante (el “prepuiso” del protocolo de fijacidén de voltaje; Ilustr. 8), es sucedido un pulso
de prueba medianamente despolarizante - que en condiciones notmales activarfa exclusivamente
canales wzlling - con un intervalo de tempo lo suficientemente breve como para prevenir que los
canales zlcancen el estado Cy. En tal caso, habra un incremento neto en la poblacién de canales
reclutables por el pulso de prueba - respecto de un pulso idéntico aplicado sin el prepudso - el cual
serd directamente propotrcional a la cantidad de canales previamente mhibidos (Thstr. 8; Elmslie
ct al, 1990). Un aumento en la amplitud de la corriente - acompanado de un reestablecimiento
de las cinéticas de activacion normales de la misma - es justamente lo que ha sido observado
repetida y sistematicamente por todos los estudios que han utlizado dicho protocolo en

condiciones que favorecen la activacidn de vias inhibitorias VD (Tlustr. 8).

Al fendmeno descrito se le denomina “facilitacién por prepufios de corrientes de CCDV”
[iste ha sido rependamente observado con la inclusién de GTT, y su homdlogo no-hidrolizable,
GTPYS en la pipeta de registro (Tkeda, 1991; Swartz, 1993; Zhu ¢ lkeda, 1994; Herlize et al,
1996; Stephens et al, 1998a), tras la sobreexpresién de subunidades Gy, y en presencia de Nty

hormonas, que activan RFIH acoplados a vins de mhibicion VI A su vez, el fendmeno es



encuentra todavia nclinada hacia el modo widing durante ¢l pulso de prueba siguiente,

dando como resulrado la facilitacidn de la corziente.

Este cuadro simple, 2 pesar de que sigue sin haberse comprobado (Bean, 2000), ofrece una
explicacién satisfactoria para una variedad de cambios complejos en la cinética y en la
dependencia de voltaje de las cordentes. Sin embargo, ¢Cuéles son las evidencias experimentales

en las que este modelo se sostiene?

Las siguientes implicaciones necesaras del modelo han sido observaciones experimentales

frecuentes:

1)  La constante de tiempo con la que se desarrolla la reinhibicién (%) de los canales tras
un prepulio es dependiente de la concentracion de [PG] e independiente de voltaje a
potenciales donde los canales estin mayoritaamente cerrados (Lopez y Brown, 1991;
Golard y Siegelbaum, 1993; Elmslie y Jones, 1994; Ehrlich y Elmshe, 1995; Jones y
Elmslie, 1997, Zamponi y Snutch, 1998).

2y  lLa constante de tempo del curso temporal de la facilitacién (t,) es funcién
mversamente proporcional del potencial de membranz, e independiente de [PG] (Kasai,
1992; Elmslie y Jones, 1994; Ehtlich y Elmslie, 1995; Jones y Elmslie, 1997).

3) La ampliud del componente de activacidn lenta es dependiente de [PG], pero la
constante de tiempo con la que éste se activa {T.) es independiente de aquélla (Kasa,
1992; Pollo et al., 1992; Elmslie v Jones, 1994).

4) A potenciales muy despolarizantes, T, < T, (Boland y Bean, 1993; Elmslie y Jones,
1994). |

Los efectos de [PG] sobre T_,, 7 Ts pueden ser cualitativamente explicados si se asume que
las transiciones willing <> reluctant estin gobernadas por una reaccién bimolecular simple -
independiente de voltaje - en la que la reaccidén de unidén depende de la concentracién de

reactantes pero en la que su separacién es independiente de ésta (Elmslic y Jones, 1994; Ehlrich y

Elmslie, 1995).

Entonces, st las PG se unen a los CCDV v s la unidn-separacién es el paso limitante de la

reacclén, la constante de tiempo de la reaccidn global esta dada por:
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donde 4, ¢s la tasa de umdn y &, es la wsa de separacion. Hn cl modelo wrdbng-reluctant, las
constantes de velocidad, &,, y £, varfan como funcién del voltaje como consecuencia directa del
estado en que se encuentren los canales. A potenciales muy negativos, en los que la mayor parte
de los canales se encuentran cerrados, la afimidad de los CCDV | por las PG es maxima y una

buena parte de ellos pueden ser inhibidos. Por lo tanto, &,[PG] > £,, y las alteraciones en la [PG]

afectan fuertemente la constante de tiempo resultante {T.,). Por otra parte, ya que la mayor

e

parte de la inhibicién puede ser revertida por voltaje, 2 valores de potencial muy positivos £,

>>> kv la constante de tlempo de lz reaccidn (1.} estarda dominada por £, de manera que las
ons Y P fa POT Ry q

variaciones en [PG} tendrin poco efecto sobre ésta.

Segin lo anteror, la dependencia de [PG] de 7, implica que: (1) La velocidad de
establecimiento de la unién PG-CCDV, estd gobernada por ley de accidon de masas y es

favorecida por el estado del canal; y (2) Que los canales se vuelven no-modulados durante el

prepulso (Elmslie y Jones, 1994). Por su parte, ¢l hecho de que 7, < 1, a valores de potencial del
prepalso que generan facilitacidén mdxima {punto 4), implica que los canales inhibidos primero se
activan y luego facilitan. Esto dlimo apoya la suposicidn de que las PG se disocian mis

facilmente de los canales abiertos que de aquéllos cerrados (Boland y Bean, 1993).

Los datos que han sido obtenidos del registro de canales tnicos han mostrado que las PG no
afectan Ja conductancia unitaria de los canales, y, ademis, los efectos en la cinética de los mismos
han probado ser completamente interpretables cn el marco del modelo descrito. (Evidentemente,
el diagrama de la Iluste. 7A es una simplificacidn: se requiere de mas de dos estados posibles por
modo de apertura para describir el proceso de activacién completa de las cortientes de CCDV;
ver Apéndice 114 y seccién 9.5 de la Discusidn). A potenciales por debajo del umbral de
activacion de la poblacidn wiuans, la via de activacién de los canales modulados sigue,
princ:palmente, una ruta de “mtercambio preferencial” (Patil et al., 1996), en ¢l cual ¢l despegue
de las PG piedomina antes de que existan aperturas reficant apreciables (C, = C - Q). Esto
es, los registros llevados 1 cabo en este rango de potenciales, han mostrado que los NT causan

una marcada reduccion en la probabilidad de apernua, debida a un pronunciado awmento —
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completamente reversible por prepulsos - en la latencia 2z la primer apertura (Carabellt et al,, 1996;

Padl et al, 1996; Colecraft et al,, 2000; Lee y Elmslie, 2000).

A potenciales mas positivos, existe un esceflario de “intercambio permisivo” (Padl et al,
1996), en el que despolarizaciones lo suficientemente fuertes son capaces de llevar a los canales
rebctant a abrirse apreciablemente antes de que las PG tengan tiempo de despegarse (Cy — Op;
Elmslie et al., 1990; Boland y Bean, 1993). Las aperturas relucfant son caracteristicamente breves
y van seguidas de largos tiempos de cerrado (Lee y Elmslie, 2000) que preceden 2 menudo a una
transicion hacia un modo de apertura de 2lta probabilidad (Colecraft et al., 2000; Lee y Elmslie,
2000).

A la luz de las observaciones que llevaron a proponer que las subunidades G3y son necesarias
y suficientes para inducir modulacién VD de los CCDVy, (ver 3.1.1.1), y con las evidencias que
establecieron la hipdtesis de que la inhibicidn es el producto de una interaccion directa entre
ambos (Miller, 1990; Hille, 1994; Diversé-Pierluissi et al,, 1995; Wickman y Clapham, 1995), es
posible plantear el modelo wiling-refuctant (Ilastr. 7A) de la manera en la que se esquematiza en l2
Tustr. 9. Segin ésta, la asociacién directa de un complejo GBy con una o miés regiones del
CCDV,, seria la responsable de que el canal pasara del modo de apertura willing a uno reluctant.
Por su parte, la facilitacidén de las corrientes de CCDV | por prepulsos dependeria de la remocién,

durante la fuerte despolarizacién, de la interaccién entre GBy y el CCDV,.
3.1.1.3. Inbibicidn Ténica

El grado de facilitacion de cordentes de CCDV, que induce un prepwlio es hoy diz
universalmente considerado como una medida directa del grado de inhibicién VD (ver 3.1.1.2)
inducida por PG. El establecimiento de esta correlacion causal proveyd, la herramienta
experimental por excelencia utilizada en la investigacidén de los mecanismos involucrados en la
inhibicién de los CCDV neuronales (de tipo N y P/Q), y permidé también una explicacién
racional al fendmeno de la “facilitacidn basal” que hasta entonces se habia tenido por paraddjico

en la literatura.

El primer reporte del fenémeno de facilitacién de corrientes de Ca® por prepuisos

despolarizantes es tan antiguo como el aislamiento mismo de la corriente mediante la técnica de
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Nustr. 9 Interconversidn enire nrodos de apertura willing y reluctant inducida por la umidn de Gy con la subunidad
prindpal de Jos CCDV. La interpretacién molecular del modelo willng-refuctant sastiene que los canales en
el modo de apertura seluctant se encuentran unidos 2 GBy, mientras que aquéllos en el modo wilfng se
encuentran libres de dstas Una despolanzacién moderada ripidamente lleva 2 la apertura de canales
wilfing. En contraste, los canales refuctant requieren de despolarizaciones mds faertes para ser abiertos.

patch-clamp. En uno de los dos trabajos pioneros contemporaneos, el grapo de E. Neher reporta
dicho fendémeno en c¢élulas cromafines bovinas en culdvo (Fenwick et al,, 1982) y subraya el
contraste que establece este comportamiento de Jos CCDV con lo que se hubiese esperado de
una analogfa directa con la respuesta al voltaje de otros canales 1dnicos. En 1984, el grupo de S. J.
Smith y J. Rothlein (Hoshi et al, 1984) repite la observacién en la misma preparacién y plantea
su posible vinculo con la facilitactén de Ja liberacidn de catecolaminas inducida por esimulacién
repentva. Sin embargo, estos trabajos sugedan que ¢l fenémeno cra producto de reacciones

intrinsecas a los propios CCDV.

La estandanzacion del protocolo de prepadios por K. S. Elmsle y S. W, Jones (Elmslic et al.,
1990) para el estudio de la inhibicién inducida por NT (Tlustr. 8}, levd al grupo de A. C. Dolphin
(Scott y Dolphin, 1990 a postular la lupétesis obvia que vincuia al fendmeno reportado por cl
grupo de Neher con el conocimiento que se habia acumulado sobre I modulacién inducida por
NT" Ia faclitacién de CCDV se origina a partir de una “mhibicidn tdnica” por PG basalmente
actvas en ausencia de esumulacion expenmental La demosmaadn formal de esta explicacion

aparcce 2l ato siguiente en un meticulose v exhaustivo estudio de SR Theda (1991) en neuronas
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del SCG de ratas adultas. Bl autor demuestra que ¢l fenémeno que se observa en condiciones
basales comparte todas y cada una de las caracteristicas electrofisiolégicas que se habian descrito
para la inhibicién induaida por NT. Més atn, la exquisita correlacién en la sensibilidad
farmacolégica de ambos fendmenos a la didlisis intracelular con un inhibidor o un activador
directo de PG (GDPPS y GTPYS, respectivamente), aportd la evidencia final para vincularlos en

un sustrato bioquimico comun.

Un nimero importante de trabzjos que han aparecido desde entonces, ha reproducido
sisteméticamente la observacion antedor (p.e., Kasai, 1991; Swartz, 1993; Yang y Tsien, 1993;
Luebke y Dunlap, 1994; Zhu e Tkeda, 1994} y han llevado 2 la consolidacidn de que, al menos en
cultivo, los CCDV), suelen encontrarse en un moderado (generalmente menor 21 10%) nivel de
inhibicién ténica. La sensibilidad al voltaje de esta inhibicién ha llevado repetidamente a la
especulacion sobre su posible vineulo con ef fendmeno de facilitacion de [z liberacidn de NT que
se ha observado tras la estimulacidn repetitiva de clertas terminales nerviosas. Sin embargo, las
dos preguntas fundamentales que saltan de inmediato a la mente siguen sin explicacion
fundamentada alguna: ¢Es este fenémeno inducido por las condiciones en las que se desarrollan
los cultivos neuronales o representa un fiel reflejo de lo que ocurre 7z wf#? En cualquier caso,

¢Qué - y cémo - lo origina?

No vale la pena repetir aqui todas las especulaciones que se han planteado como explicacion
de lo anterior, puesto que atn no hay evidencia experimental que las sustente. La unica
excepcion estz dada por unz evidencia negativa: mientras que la inhibicién sensible al voltaje que
induce la activacidén de un RHH es - en la mayor parte de los casos - sensible a PTX, la
mhibicion tonica no puede ser removida por dicho tratamiento. Por tanto, parece poco probable
que sea mediada por PG de las familias G, o G, (Tkeda, 1991; Kasai, 1991; Swartz, 1993; Zhu e
lkeda, 1994).

3.1.2, Vias de Inhibicién de CCDVy Independientes de Voltaje

Con excepcién de algunos casos aislados, y que parecen estar confinados 2 estudios Hevados a
cabo en sistemas de expresién (p.e., Kasai, 1992; Patl et al,, 1996), la inhibicidn de CCDV,
neuronales inducida por NT no puede ser descrita en su totzlidad por modelos exclusivarnente

dependientes de potencial, en los que se encuentre implicita la suposicidén de que la modulacidén
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Sensory neuron N-type calcium currents are inhibited
by both voltage-dependent and -independent mechanisms

Jenmifer I Luebke, Kathleen Dunlap

Yustr. 10 La inbibiciin independrente de voltage corresponde a la porcicn de la inbibucion total que no er revertida por
ur prepulso. A Correntes totales de Ca®* - registradas en neuronas sensoriales en cultvo
provenientes del DRG de pollo — evocadas por pulsos de 50 ms a 0 mV en ausencia (CON) y
presenciz de NE (100 uM). B Trazos de I, superpuestos, en ausencia y presencia de NE. El trazo
marcado con * fue tomado en estz lima condicion tras un prepade de 30 ms a +80 mV. La
diferencia entre los trazos marcados con CON y * (region sombreada en C) es tomadz como el
componente de inhibicién independiente de volraje, mientras que la diferencia entre los trazos
marcados con NE y * (regidn sombreada en D) es tomada como el componente de inhibicién
dependiente de voltase (y asocizado con un enfentecmiento wnétice),

involucra un Unico proceso homogéneo (Luebke y Dunlap, 1994). La afirmacién anterior parte
de dos evidencias experimentales principales: (1) La reversion de los efectos inducidos por NT
por potenciales despolarizantes es generalmente incompleta (Marchett et al., 1986; Cxassl y Lux,
1989; Kasai y Aosaki, 1989; Elmslie et al,, 1990; Scott y Dolphin, 1990; Boland y Bean, 1993;
Elmslie y Jones, 1994), de manera que una fraccidn variable (de entre el 10 y el 30%) de la
inhibicidén permanece incluso a potenciales sumamente despolarizados (Grasst y  Lux, 1989;
Elmslie ¢t al,, 1990; Beech ct al,, 1992; Boland y Bean, 1993; Formenti et al., 1993; Lucbke y
Dunlap, 1994); (2) Al menos parte de la reduccidn de la corrtente de CCDV no estd asociada con
un enfentecrmiento de la cnética de activacion (Dunlap y Fischbach, 1981; Forsheer y Oxford, 1985;
Bernheim et al,, 1991; Beech ct al,, 1992; Diversé-Pierluissi y Dunlap, 1993; Formenti et al., 1993;
Luebke y Dunlap, 1994) Qlustr. 10).

Como consccuencia dircera del primer punto, Ia disrupeion transitoria de la inhibicion que
mduce un preprbio es generalmente mcompleta, adn con la unlizacidn de un protocolo de voltaje

que induzea faclitacion mixima (Himslic ot o, 19905 Boland v Bean, 1993} Resultado del
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segundo es que una disminucién sustancial de la amphitud de la corriente permanezcea al final de
despolarizaciones con duraciones de varias veces la constante de tdempo calculada para cf
componente de activacion enkenteida (Boland y Bean, 1993; Luebke y Dunlap, 1994). Ambos
efectos estin interrelacionados: la inhibicién de la corriente que no es reverrida por tempo,
tampoco lo es por voltaje, de manera que, en corrientes en las que se presenta un enlentecinzento
cinético, se observa unz dramdtica atenuacién de la inhibicidn por prepudios y, en contraste, en las

que no, la magnitud de ésta no muestra sensibilidad al voltaje (Tlustr. 10; Luebke y Dunlap, 1994).

Mias ain, en una misma preparacidn, ciertos RHH se encuentran asociados a vias de
seftalizacidn que inducen una disminucién de la amplitad corrientes de CCDV principzlmente
asociada con cinéticas de activacion enlentecidas y fuerte sensibilidad al voltaje, mientras que la
activacion de otros RHH desencadena una reduccién porcentual insensible al voltaje y no
asociada con alteraciones cinéticas (Beech et al, 1991, 1992; Bernheim et al, 1991, 1992;

Formend et al,, 1993).

Es universalmente aceptada la interpretacidén segin la cual todos los fendmenos anteriores
son manifestaciones de que existen al menos dos patrones de inhibicidn que convergen en
CCDV,¢ aquél que induce una modulacion VD), v otro, distinto, que reduce la corriente de
manera independiente de voltaje (VI, por soltage-independent; Hille, 1994). Del primero son
caracteristicas distintivas el emlentecimients cinético y la reversién por voltaje, mientras que el
segundo engloba todo aquello que no comparte ambas caracterdsticas (Ilustr. 10; Luebke y

Dunlap, 1994).

La falta de alteraciones cinéticas en Ia inhibicién VI le ha valido la denomnacién alternativa
de “inhibicién de estado estacionario” (steady-state inbibition, Luebke y Dunlap, 1994). Valga hacer
notar que, si bien la presencia de alteraciones cinéticas indica inequivocamente la presencia de
una inhibicion VD prominente, la ausencia de las mismas ha de tomarse con cautela para
descartarla, puesto que se requieren de inhibiciones superiores al 50% de la corriente total para
que su contabucién al comportamiento global de la corriente sea significativa dentro de los
tiempos relativamente cortos de los pulsos de voltaje normalmente utthzados para estimularla
(Jones y Elmslie, 1997). Sin embargo, el pattén de dependencia del voltaje puede ser utilizado

como indice claro del grado de contribucién relativa de cada via. Hay dos maneras de cuantificar
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esto: (1) Trazando curvas de activacién de la cordente; (2) Analizando el efecto de un protocolo

de voltaje que incorpore un prepalse.

Generalmente, ambos métodos dan resultados cualitativamente similares. Aquellas
nhibiciones que no son revertidas por prepwdses tampoco alteran lz dependencia de voltaje de la
cortiente remanente. Sin embargo, inicamente la comparacion directa entre la magnitud de la
mhibicién a diferentes potenciales, en registros de corientes de cola, puede ser tomada como
una estimacién cuantitativa del grado relativo de contribucién de ambas, por lo siguiente. 1a
reinhibicién de los canales tras la facilitacion se desarrolla de una manera dependiente de la [PG]
(ver 3.1.1.2), con una constante de Hempo del orden de 30 a 50 ms a dichos potenciales LLopez y
Brown, 1991; Golard y Stegelbaum, 1993; Elmslie y Jones, 1994). Por lo tanto, una repolarizacién
de 15 ms puede causar una reinhibicién de entre el 40% y el 25% de la cordente, con una

subestimacién consecuentemente propotcional de la inhibicidon VD,
3.1.2.1. Sustrato Bioguimico de la Inbibiciin Independiente de Voltaje de CCDV

Aligual que la inhibicién VD, la inhibicién VI mducida por NT' es mediada por activacién de
PG (Catbone et al, 1998). Si en el primer caso la expresién de la modulacién es debida a una
interaccién directa PG-CCDV, ¢De qué manera se establecen los efectos VI? La respuesta es

directa: atin no se conoce el(los) mecanismo(s) responsable(s) de generar dicho patrén inhibitorio

en CCDV.

En 1986, el grupo de K. Dunlap publica la obscrvacidén de una depresién de corrientes de
Ca™ en DRGs embronarias de pollo tras breves exposiciones 2 estmuladores de la PKC (ver
3.1.1.1; Rane y Dunlap, 1986). La reduccion obscrvada fue ripida, completamente reversible, y
no estaba acompafiada por cambios evidentes en la dependencia de voltaje de la actvacién o en
la cinética de la cordente. Estas caracteristicas précticamente reproducian a la perfeccion las
caracteristicas de la inhibicién VI (ver 3.1.2). Los resultados llevaron a los autores 2 sugerir que la
PKC podria ocupar ¢l lugar del vinculo desconocido entre RHH y CCDVy, (Diversé-Pierluisst y
Dunlap, 1993; Diwversé-Prethussi et al., 1995, 2000).

Ll reporte anterior habria de generar una profunda divergencia de opiuioncs al respecto entre

los mvestigadores en este eampo. La pudapacton de la PR fue favoreada por algunas
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publicaciones {p.e., Rane et al,, 1989; Doerner et al., 1988). En otros estudios no se observaron
los efectos reportados i con ésteres de forbol m con diacigliceroles sintéticos, asi como
tampoco pudo bloquearse por inhibidores de la PKC la modulacién inducida por PG (Dolphin
et 21, 1989; McFadzezn et al, 1989; Wanke et al,, 1987). Adn mas, una complicacién adicional
que subsiste es que los ésteres de forbol y los andlogos del diacilglicerol pueden ejercer efectos
inhibitorios no especificos e independientes de la activacién de la PKC sobre CCDVy
(Hockberger et al., 1989; Doerner et al., 1990; Abrahams y Schofield, 1992). Asi, en el mejor de
los casos, si el fendmeno observado por el grupo de Dunlap fuese genuino, representaria un

fendmeno especifico de la preparacion analizada (Tkeda y Dunlap, 1999).

Durante la primer mitad de la década pasada, el grupo de B. Hille dedicé una gran cantidad de
investigaciones para tratar de identificar la via de transduccién de seflales responsable de inducir
la inhibicién VI de correntes de CCDV), en neuronas simpaticas (Beech et al, 1991, 1992;
Bernheim et al,, 1991; Mathie, 1992; Shapiro v Hille, 1993; Shapiro et al., 19942,b; Wollmuth et
al, 1995). Si bien el monumental trabajo realizado por este grupo habria de fracasar en su
objetivo primario, el conjunto de los resultados que presentaron planted un escenario de vias
inhibitorias, convergentes en CCDV, enormemente complejo (revisado en Hille, 1994). En
particular, estas investigaciones mostraron que la produccién de un patrén inhibitorio VI no
involucra a una unica via de sefalizacidn intracelular, sino que puede ser dividido, a su vez, en

dos procesos modulatorios independientes (Beech et al., 1992).

La separacion anterior se basa en los siguientes critedos: (1) RHH involucrado; (2) Velocidad
de establecimiento de los efectos; (3) Sensibilidad a quelantes intracelulares de Ca™"; (4
Dependencia de segundos mensajeros (Hille, 1994). En estos términos, el grupo de B. Hille
utilizé la nomenclatura de wzan (por dow messenger and not [voltage-dependent]; Beech et al,
1992) para identificar una via inhibitoria de establecimiento lento (> 4 s; Bernheim et al., 1991),
acoplada a la activacién de algunos receptores muscarinicos (M;; Bernhetm et al, 1992) y de
angiotensina  (Angioll; Shapiro et al, 1994a), que utliza algin segundo mensajero (atin
desconocido) capaz de difundir hacia un sello one// (Bernheim et al,, 1.991), y que, aunque no
desencadena una elevacién de [Ca™], es parcialmente sensible a concentraciones intracelulares
elevadas de quelantes de este cation (Beech et al., 1991). La via restante, a la que bautizaron con
el nombre de fan (por “fast and sot [voltage-dependent]”; Bernheim et al,, 1991), establece sus

efectos rapidamente (<1 s; Bemheim et al,, 1991) tras la activacién de ciertos RHH por NE
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(Beech et al, 1992), por sustancia P (Shapiro y Hille, 1993} o por polpéptido pancreitico

- . . - . ~ 2
(Wollmuth et al., 1995), es delimitada a membrana, e insensible a quelantes de Ca™".

Es innecesario agregar que, asi como no se ha podido establecer la naturaleza bicquimica
exacta de ambas vias modulatorias, tampoco se conoce el mecanismo preciso por el cual se
desencadena un patrén inhibitorio V1. En registros de la cornente de CCDV,, individuales, una
actvidad mhibitoria VI ha sido correlacionada con un pronunciado aumento en registros con
actividad nula durante un pulso de voltaje en presencia de NT (Mathie et al.,, 1992; Carabelli et
al., 1996).

En la Gnica hipdtesis formal que existe para explicar este fendmeno, K. S, Elmslie y S. W.
Jones (1997), lejos de asumir que alguna modificacién covalente desconocida pudiera secuestrar a
los canales en un supuesto estado inactvo, no-conductor (Mathie et al, 1992; Luebke y Dunlap,
1994; Carabelli et al., 1996), plantearon que aquella parte de la inhibicién VI que corresponde a Ia

via fan podria tener su origen en un mecanismo idéntico al planteado para explicar la inhibicién

VD (ver 3.1.1.1): la interaccién directa de PG activas (las subunidades GBy) con los CCDV,.

¢De qué manera seria esto posible? En la versidn de estos autores del modelo willing-reluctant

(version que es la que permanece vigente hasta nuestros dias; ver 3.1.1.2), la facilitacion de

corrientes durante un prepulio es explicada en términos de una via de equilibracidon O, &> Oy
Esta reaccién en equilibdo implica que la interconversidn entre ambos modos de apertura es
incompleta. Por lo tanto, estd implicito en el modelo que, incluso tras despolarizaciones
maxirmas, una porcidn de los canales regresardn al estado cerrado 2 través de una via Op — C,.
Esto es, ¢l modelo willing-reluctant contempla y explica que la reversién de la inhibicién por
prepulsos sea parcial. Justamente, ésta es una de las caracterstcas distintivas de una reduccién
“VI” de la amplitad de la corriente durante el pulso de prucha subsiguiente {ver 3.1.2), y cs
remarcable que, frecuentemente, en registros de actividad unitaria, los prepiddsos no reviertan la
disminucidn en la probabilidad de apernura que induce la presencia de un NT en la pipeta de

registro (Carabelli et al,, 1996; Lee y Elmslie, 2000).

En el modelo de K. S Elmshe y S W. Jones, ¢l modo de apertura wlefant csta
bioquinnicamente caacterizado por una interacadn alosténea entre PGy CCDV,. Lin cstos

terminos, los estados abierto v cerrado son disunguidoes por difetencas en la afinidad con la que
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sc estableee dicha interaccién {ver 3.1.1.2). Si se llegara a demostrar que los CCIDV,, pueden
mnteractuar con distintos grados de afinidad con las subunidades GBv, y que la mteraccidn de baja
afinidad no cs scguida, necesariamente, de una disociacion de ambos, el modelo wallring-reluctant
pasaria de ser un esquema interpretativo de Ia inhibicidon VD, a ser un marco conceptual general

de “inhibicién delimitada a la membrana” de CCDV |, per PG.

3.1.3. ¢Qué Determina la Especificidad de los Efectos de una Via Inhibitoria de CCDV\?
“Convergence of marny iranimitier inpuis
ento a single effector patbiway... raises a drkema.
Ir the specfecity implied
by the great diversity of transmitier molkcules
st by translating them al

inlo commion intracellular actions?”

B. Hille, 1992b

Ia extraordinarz similind de efectos inducidos por distintas vias de inhibicidn -
farmacolégicamente discriminables en términos del RHH involucrado y por la sensibiiidad a
toxinas de la subunidad Ga activada en cada caso (ver 3.1.1.1) - fue la que llevé a proponer que
debia existir un intermediztio comin entre distintas Ga y los CCDV),. Esta hipétesis, 2 su vez,
llevé a la demostracién de que la subunidad Gfy pudiera servir como modulador alostérico

directo de los CCDV,,. Este planteamiento aporta una solucién al problema de “inespecificidad”

de efectos entre la activacidén de distintos RHH.

Sin embarpo, distintos NT no sélo son capaces de inducir efectos idénticos sobre el
comportamiento de los CCDV,: sus patrones inhibitorios pueden ser también notoriamente
disimiles. Mas atn, un solo NT puede inducir la activacién de mas de una via de regulacion,
induciendo en consecuencia un patrén inhibitorio “mixto” {(ver 3.1.2). Entonces, ¢En qué

térrinos se preserva o se pierde la especificidad de los efectos de NT distintos?

En otras palabras, la pregunta anterior, ain no resuelta, represeata el reciproco del
planteamiento originalmente propuesto para explicar la inespecificidad de efectos inhibitorios. La
induccién de inhibiciones VI y/o VI tras la activacién de cualquier RHH investigado hasta el

momento depende de la activacidn de PG, a juzgar por el hecho de que, ambos patrones

inhibitozios son bloqueados por didlisis intracelular con GDPBS (ver 3.1.1.1; Carbone et al,
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1998). Si la activacién de todas las PG involucradas en las distintas inhibiciones va seguda de la

liberacion de subunidades Gy {(ver Apéndice ITL2), entonces, ¢Porqué no se registra un patron

inhibitorio VD en todos los casos?

La tnica hipotesis formal para explicar la existencia de efectos mixtos VD y VI en la
inhibicidn causada por algunos NT sostiene que ambos efectos pueden ser mediados por
subunidades Gy al interactuar con diferentes afinidades con la subunidad o, de los CCDV (ver
3.1.2.1). S embargo, esta propuesta tampoco resuelve por completo el probiemaz ¢De qué
depende entonces que la refacién VD /VI presente gran varabilidad entre Ia activacién de RHH
distintos en una musma célula, y gran conservacidn tras la activacion de un RHH entre distintas

neuronas de una preparacion?

Una, de las muchas hipdtests que podrian plantearse para abordar las preguntas planteadas en
los parrafos anteriores, es la que ha dado origen al trabajo expemmental cuyos resultados se
expondrin en una seccidn siguiente de esta tesis. El problema particular abordado sera descrito
en detalle en el Planteamiento del Problema. Baste, por ahora, con hacer un pequefio esbozo de
éste. Se conocen cinco subtipos clonados de subunidades G. Dos subtipos de subunidades Gf3

(GB, y GB,) han probado ser igualmente efectivas en combinacién con diferentes subtipos de

Gy (GYa Gvs v Gyss Tkeda, 1996; Hetlitze et 21, 1996) y de hecho han probado tener capacidad

inhibitoria cuando han sido sobreexpresados aisladamente (Herlitze et al, 1996). Sin embargo,

¢Qué hay de los demds subtipos GR?, :Son todos igualmente capaces de inducir una inhibicidén

VD?, ¢Se encontraran algunos subtipos preferentemente acoplados a la mduccién de unza

nhibicion VI?

El abordaje de estas Glimas preguntas ha de agnardar todavia un poco. Como se ha descrito
en la Introduccidn, la regulacion negativa de CCDV no es la dnica forma de modulacidn posible
de éstos canales. Aunque, “Mircho nienos es lo que se conoce respects de la manera en gue los canales de Ca*
activados por voliaje nenronales podiian ser estimulados por nenrotransniisores y vias de senafizacion intracelular
que pacerca de fa manera en la gue son inhihidos” (Yang v Tsien, 1993), existen reportes de cfectos
estimuladores de algunos NT sobre CCDV|, en dlertas preparaciones neuronales (Bley y "Isien,
1990; Elmshe, 1992; Mironov y Lux, 1992; Surmeier et al, 1995; [Frank et al,, 1996), y en sistemas

de expresion (Kasay, 1991 Monkawa et al,, 1999). Sin embarzo, como se hizo nota en la
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Introduccién, existe gran confusién respecto de si dichos efectos reflejan alteraciones cinéticas
de los canales (Yang y Tsten, 1993) o si sc reducen a la remocién de una forma de inhibicién

tdnicamente presente en condiciones basales en algunas neuronas (Swartz, 1993).
3.2. MODULACION POSITIVADE CCDV,

Los experimentos dedicados a la busqueda de segundos mensajeros involucrados en la
inhibicién de CCDV, (ver 3.1.1.1 y 3.1.2.1) aportarian un fruto inesperado. En los intentos por
tratar de descartar la funcion reguladora de la PKC, Lester v Jahr (1990) observaron que en
algunas neuronas que habian sido expuestas a un éster de forbol (PDBu) por 1 a 2 min, el
quisqualato - un agonista glummatérgico que inhibe las correntes de Ca® en neuronas
hipocampales - no deprimia las correntes hasta que un perfodo de tiempo se habia dejado pasar.
Los autores describieron af fendmeno como inhibicidn a corto plazo de la depresion por NT,
vinculindolo con un posible mecanismo de retroalimentacion negativo por PKC sobre los
receptotes, ¥ no le prestaron mayor atencién. Sin embargo, tres afios mds tarde, K. S. Swartz y
col. (Swartz et al, 1993) retoman y expanden esta observacidn: la activacién de Ja PKC no sélo
interfiere sisterniticamente con la inhibicidén inducida por NT, sino que, ademas, Heva a un
pronunciado incremento en la amplitud de corrientes de CCDV),. La confirmacién de ambas
observaciones por una setie de reportes subsecuentes habria de cambiar drasticamente la manera
de concebir el papel de la PKC en el complejo escenario de modulacién de los CCDV): esta
cinasa no sélo no parteipa en la inhibicién de CCDV |, sino que “inhibe la inhibicién™ y estirnula

Ias corrientes a través de ellos (Tlustr. 11).
3.2.1. Convergencia e Interferencia entre Vias Moduladoras de CCDV),

La observacion de que los activadores de la PKC en neuronas hipocampales desorganizan la
inhibicién dependiente de PG inducida por activacién de RHH glutamatérgicos (Tustr. 11;
Swartz et al, 1993) constituyé el primer planteamiento formal de que la inhibicion por NT de
CCDVy, neuronales puede ser a su vez modulada, ¥ de que esta “modulacién de la modulacion”
(Bean, 2000) mvolucra la estimulacion de la PKC (Swartz, 1993; Swartz et al, 1993).
Investgaciones subsecuentes utilizando neuronas simpéticas de rata mostraron que la PKC
interfiere con muildples vias de inhibicién delimitadas 2 membrana (en las que estin involucradas

al menos tres diferentes tipos de PG; Golard et 2!, 1993; Swartz, 1993; Zhu e Ikeda, 1994;
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Nustr, 13 Edtimulacin de corvientes de CCDV  y prevencidn de la ihibicién inducila por nerurotransmisores tras la
activacidn directa de la PKC. A Curso temporal del establecimiento de los efectos de un activador de la
PKC sobre las cormentes totales de CCDV,, de una neurona central en cultive proveniente de la
region CA3 del hipocampo de rata. Los nitmeros que se encuentran en la parte superior de los trazos
en 4y & representzn los valores del voltaje del protocolo empleado para evocar la cordente. 4, trazos
de corrente superpuestos registrados antes y durante Ia aplicacién de un agonista glutamatérgico
(ACPD). ¢, curso temporal de los efectos del ACPD antes y después de 1z perfusidn con PMA.

Shapiro et al,, 1996), pero no otra via que utiliza un mensajero citoplasmatico (Shapiro et al,

1996), y que puede remover la inhibicidn tonicamente inducida por GTPYS, siempre y cuando se

utlicen protocolos de registro que incluyan prepwlses samamente largos y despolarizantes (Swattz,

1993).

El descubmnmiento de que existen secuencias consenso para fosforilacién por PKC en la
estructura primana de clettas subunidades o, (Dubel et al,, 1992; Williams et al., 1992}, y que, de
hecho, esta subunidad sea fosforlada i wirmw por la PKC (Ahlijanian et al, 1991), llevd
rapidamente a proponer que ua fenémeno similar pudiera estar ocurriendo & www (Yang y Tsien,
1993). En particular, la subunidad o, de los CCDV,; (x,;) condene varios sitios potenciales de
fosforlacion por PKC (Williams et al., 1992; Zamponi et al, 1997) vy ¢s fosfonlada i »itrw por
dicha enzima (Ahlyanian ctal, 1991; Hell ctal,, 1994; Zampomu et al,, 1997).

El sustrato molecular que media tanto los cfectos sobre la amplitud de la corriente, como

aquéllos sobre la moduliadn por PG reportados parece estar localizado en el /gp Il de fa
subunidad @, (Tlustr. 12; Stea et al, 1995, Zampont et al, 1997; Flamid ¢t al,, 1999). Justamente,

esta misma regién es uno de los sitdos criticos de dicha subumdad para la unidn de Gfy, visto
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como el sustrato molecular de la inhibicidn VD (Tlustr. 12; Zhang et al, 19962; De Waard et al,
1997; Zampon: et al., 1997; Furukawa et al., 1998ab; Dolphin er al,, 1999): péptidos derivados de
la secuencia del /gp I-I] son capaces de revertir la inhibicion VI inducida por subunidades Gy
en canales reconstituidos (ver 3.1.1.1; Zamponi et al,, 1997; Furukawa et al,, 1998b). Uno de los
péptidos es sustrato de fosforilacidn i vifro por PKC y, cuando dicha fosforilacidn es llevada a
cabo antes del experimento anterior, pierde su habilidad de interferir con la modulacién por PG
(Zamponi et al,, 1997). M4s atn, la sustitucién dirigida de un solo residuo de aminoicido en esta
region (Thr422; Hustr. 12) con un residuo de glutamato, para crear una forma “permanentemente
fosforilada”, genera correntes resistentes tanto al incremento en amplitad resultado de la

activacion de la PKC, como a la inhibicidn inducida por PG (Hamid et al,, 1999).

Los resultados mencionados llevaron al estzblecimiento de la idea que sostiene que una regién
del doop 1.II constituye un “centro de integracidn para la interferencia entre modulaciones inducidas por PKC y
por PG de CCDV 1pe N (Thastr. 12; Dunlap, 1997; Hamid et al, 1999). Este concepto parece
aportar explicacién suficiente 2l fendmeno de prevencion de la inhibicidn orginalmente

reportado por Swartz y cols. (1993).

Algunos hechos, ain mais notables, aguardan explicacion. El jop I es solo parcialmente
responsable de la inhibicién inducida por PG (Tlustr. 4), ¢Se debe por ello que la reduccién en
inhibicién subsecuente también sea parcial? De hecho, ¢Se reduce parcial y homogéneamente la
inhibicién? O, como es sugerido por el grupo de B. Hille (Shapiro et al, 1996) sExiste
selectividad en la prevencién sobre distintas vias inhibitorias que convergen en estos canales?
Estos tres dltimos cuestionamientos, seran abordados en la Discusién tras analizar algunas de las

observaciones experimentales que se expondrin mas adelante.

3.2.2, Incremento en la Amplitud de Cortientes de CCDV, Inducido por PKC.

¢Regulacidn Positiva o Des-Inhibicion Ténica?

El aumento en las correntes de CCDV, por PKC que observaron K. Swartz y cols. (1993;
Tlustr. 11) no era un fendmeno novedoso entre los CCDV neuronales: habiz sido inicialmente
observado en neuronas de Aphsiz (DeRiemer et al,, 1985; Strong et al,, 1987) y de sapo (Bley y
Tsien, 1990; Yang y Tsien, 1993), y se habia reportado que su estimulacidén aumentaba las

corrientes de CCDV en ovocitos de Xengpus inyectados con mRINA derivado de cerebro de rata
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Nustr. 12 Convergenaia de vias moduladoras en ef loop I-11 de la subsnidad ¢, de CCDV . Se encuentran
marcados los residuos de serina (§) y treonina (T) del /bap I-I] que son sujeto de fosforilacion ir witre
pox PKC. Nétese que estos aminodcidos se encuentran contenidos dentro de 2lgunas de las regiones
postuladas de interaccion entre las subunidades o, y B de los CCDV,, y By de las PG.

(Leonard et al, 1987; Sigel y Baur, 1988). Aquello que si habria de resultar novedoso sera la
propuesta planteada por K. Swartz (1993), en un trabajo inmediatamente posterior, para explicar
el fendmeno: “La estimulacion de la PKC con ésteres de forbo! auments consistentermente las corrientes de
canales de calcio basales y desorgamzd su inbibicidn por un mimero de diferentes agonistas a receplores de

transmisores... La PKC también desorganizg la inhibicion mediada por proteinas G ya sea cuando fue inducida

por GTPyS o cuands se enconiraba presente tinicamente. Al desorganizar la inbibicidn mediada por proteinas G
de los canales de calcio, la estimulacion de la PKC puede tanto aumentar las corrientes de canales de caleto como
disomimir la inkibicion pasterior por neurotransmisores”. De hecho, se ha reportado que, el aumento en la
corricnte de CCDVy, por PIKC es dependiente de voltaje, y las corrientes aumentadas muestran
cinéticas alteradas de manera groso mode consistente con cambios esperados por remocion de
inhibicidn tonica por PG, como cs la climinacién de la facilitacidn basal por prepuisos (Swartz,

1993).
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Llevada al extremo por ¢l grupo de A. Rittenhouse (Barrett y Rittenhouse, 2000), esta postura
implicaria que “/a PKC no fiene oiro efecto sobre ef comportamiento de los CCDYV mds que el de prevenir la
inhibicidn mediada por PG (sig). La hipdtesis es atractiva por la sencillez de su logica: una sola causa
podria explicar dos efectos. Sin embargo, no constituye una explicacién suficiente para una senc

de resultados presentados pot otros grupos.

Dos cbservaciones llevaron al gripo de R. W. Tsien (Yang y Tsien, 1993) a sugerir que la
estmulacidén de CCDVy por PKC en neuronas simpaticas de rana no respondiz a ese
mecanismo. En primer lugar, la magnitud del aumento en las corrientes por PKC (35%) era
siempre mayor que la cantidad de inhibicién ténica que podia ser liberada por un prepaiso
despolarizante (~10 a 15%). En segundo lugar, encontraron que la magnitud del incremento es
independiente de la magnitud de la inhibicién ténica por PG. En concordancia con esto,

encontraron que el aumento de la corriente fue similar cuando la inhibicidn tonica fue removida

al desactivar las PG con GDPfS o aumentadz con GTPyS.

Estas observaciones son congruentes con aquéllas realizadas en sistermas de expresion, donde
repetidamente se ha reportado la independencia y aditividad de ambos fenémenos (Stea et al.,
1995; Zamponi et al.,, 1997; Hamid et al., 1999). Arriba se menciond que la Thr422 parece ser el
sitio de fosforilacion por PKC en el que se lleva a cabo la convergencia de vias inhibitorias en
CCDV,. Un residuo extremadamente cercano (Serd25) es también sitio de fosforilacién
(Iluser. 12) y, coando es sustituido por un residuo de glutamato, la forma “permanente
fosforlada” asi obtenida es resistente a modulacién por PKC pero sigue siendo sujeto de
regulacion por PG (Hamid et al, 1999). Esto quiere decit que la fosforlacion de este residuo
podda impedir la fosforlacion del residuo cercano y que, aunque esto desencadenara un
aumento de corriente, la corriente seriz ain modulable por PG. De hecho, es esperable que la
fosforlacién por PKC no prevenga toda la inhibicién por PG ya que otras regiones de
interaccién entre las subunidades GBy y ¢; (la regiones N-y Ceterminales) no contienen sitios de

fosfonlacion por PKC (Thustr. 12).

Por otra parte, hay otras evidencias de que la PIXC pudiese tener efectos no relacionados con
la remocién de inhibicidn ténica: 12 modulacién de la corriente inducida por PKC mvolucra, en
algunos casos, alteraciones tanto en la cinética de activacidén de las correntes de CCDV,

{Abrahams y Schofield, 1992; Stea et 21, 1995} y, sobre todo, en la cinética de inactivacién de las
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mismas (Tlustr. 11A; Plummer et al,, 1991; Abrahams v Schofield, 1992; Swartz, 1993; Zhu e
Tkeda, 1994; Stea et al, 1995).

Entonces, en contraste con la hipdtesis de remocidn de inhibicidn ténica, los datos referidos
en los Glumos tres parrafos indicatian que la PKC ejerce una accidn de regulacion positiva directa
sobre las corrientes de CCDV),. (Cudl seria entonces el mecanismo responsable del aumento en
la amplited de la corriente? En neuronas de invertebrados, el fenémeno parece estar relacionado
con el reclutamiento de canales de gran conductancia previamente silentes (Strong et al., 1987).
No hay evidencias de que en neuronas de vertebrados opere un mecanismo similar. En el trabajo
de Yang y Tsien (1993), el aumento en las correntes de CCDV), se encontré asociado con un
fuerte incremento en la probabilidad de apertura de los canales, que se origina principalmente de
un agudo decremento en los intervalos cerrados entre aperturas sucesivas. Encontraron muy
pocos efectos en la corriente unitaria o en el tiempo de apertura promedio. El mecanismo que

subyace a incremento en la p, permanece desconocido.

Es evidente que el conocimiento relativo a la modulacién positiva de CCDV), es muy limitado
en comparacién con aquél que se tiene respecto de la modulacién negativa. En particular, hay
dos preguntas medulares que atin no han sido respondidas, y cuyas respuestas son cruciales para

el desarrollo de esta drea.

En primer lugar se encuentra la disyuntiva planteada por las dos hipdtesis posibles para
explicar el aumento en cornientes por PKC: (1) Remueve la inhibicién ténica y previene la
inhibicidn subsecuente, sin tener efectos adicionales sobre la misma (Swartz, 1993); (2) Tiene
efectos independientes (Yang y Tsien, 1993). En el prdmer caso, la modulacién positiva de
CCDV,, se reductria 2 un mecamsmo de desinhibicidn ténica. En el segundo, constituye una
verdadera via de regulacidn antagdnica y convergente. En breve, la existencia misma de la

modulacidn positiva de CCDV,, ha sido fuerternente cuestionada (Barrett y Rittenhouse, 2000}

En segundo lugar, “Una preginta arin mids fundanental gue no ba sido respondide ¢5 cémo y cndndo fa
proteina cnasa C es activada en células o en sindpsts particilares durante o funcionamiento normal del sisiema
nervioso.” (Bean, 2000). En particular, los cfectos que se han observado en el comportamiento de
CCDV tras la aplicacion de esumuladores directos de la PRC, no han podido ser reproducidos

por ninguno de los NT probados hasta ¢l momento v cuya via de transduccidn de senales
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intracelular ha sido probada que estd acoplada 2 la estimulacién de esta cinasa en varias
preparaciones (p.c., RHH colinérgicos y glutamatérgicos; Swartz, 1993; Zhu e Tkeda, 1994; Bean,
2000). Finalmente, existe un sélo reporte (pricticamente no-citado) de la activacién de la PKC —
asociada a un incremento en correntes de CCDV — tras la didlisis intracelular con un activador

directo de las PG (Zong y Lux, 1994).

En la tesis que a continuacidn se presenta se discutirdn algunas evidencias experimentales que
sugieren fuertemente que la PKC podria ser activada simultineamente con la activacidén de vias
inhibidoras de CCDV\ delimitadas a membrana, y que sus efectos pueden no haber sido
evidentes por encontrarse “enmascarados” por los efectos inhibitorios normalmente registrados.
En la sigmente seccidn sc expondri de ddénde surge el interés por estudiar esta via de
estimulacién de la cortiente, hablendo comenzado, como ya ha sido expuesto (ver 3.1.3), en la
bisqueda de una solucién a uno de los problemas ligados a la selectvidad de efectos entre las
multiples vias inhibidoras. El modelo experimental empleado en todos los casos (neuronas
simpaticas del SCG de rata), ha constituido, histdricamente, uno de los modelos par excellence en el

estudio de la modulacion de CCDV, i sitn (Hille, 1994).



4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

A for muany other aspects of ion channel function,

our thcreasing understanding of complex: molecular mechanisms
bas surpassed our knowledge of how those mechanismrs

are acisially used,”

B. P. Bean, 2000

El diagrama siguiente resume el estado actual del conocimiento pertinente a las distintas vias
de modulacidn que convergen en CCDV | en neuronas simpaticas, en cl marco interpretativo de

regulacién bidireccional planteado en la Introduccién.

Vias Inhibidoras Vias Estimuladoras
ACh, NE, SST, PP, GABA, Ado, 9
PGE,, Secretina, ViP, SP, DA, ... ¢
/ N PN
: VD VD o7
sman CCDVB E i?
Ga? .GBy? GB;,?'Y Des-inhimicion JPKC?
A Ténica
i?

T3 CCDVa,

tipo N

QOuste. 13 Vias de seRalizadon iniraceinlar gue convergen en fa subumdad ¢ de fos CCDV, en nenronas
smipdlicas. Las lineas punteadas remarcan las vias mis estudiadas 1 inlubicién VD y su pestulada
contraparte  fisiologica  Abreviaturas: ACh, acetlecling, SST, somatostatina; PP, polipéptido
pancredtico, GABA, dado gamma amino butirico; Ado, adenosing; PGE2, prosmglandina E2, VI,
pepude meestinal vasoactive; SP, sustancia P, DA, dopamina, Vm, potencial de membrana



Se mostrara a continuacion en qué contexto nace el interés por conformar un escenario de
este upo. Iin la Tlustr. 13 se encuentra implicito lo siguiente: el grado de especificidad que guarde
un NT con un patrén imnhibitorio particular estd determinado por el grado relatvo de
acoplamiento selectivo con un numero limitado de vias inhibitorias. Anteriotmente se expuso
que la reduccién en la actividad de CCDV podia ir acompafiada de alteraciones en la
dependencia de volraje y en el curso temporal del desarrollo de la corrente {inhibicién VD), o
manifestarse como una reduccidn porcentual neta que no mvolucra estos cambios (inhibicién
VI). A su vez, dos patrones inhibitorios VI pueden distinguirse en términos de la velocidad de
establecimiento de sus efectos {(ripidos y lentos} y de la ruta intracelular que sigue la via de
senializacidn intracelular (debimitada 2 la membrana o a través de segundos mensajeros solubles,

vias fan y sman, respectivamente).

En consecuencia, las caractetisticas propias de patrones inhibitorios inducidos tras la
activacién de distintos RHH pueden ser similares o distintas entre si dependiendo de la
proporcién relativa con la que estmulen una o mis de estas tres vias moduladoras. De esta

manera, la especificidad de una via RHH — CCDV,, puede establecerse a dos niveles:

(1) RHH — Intermediario
(2) Intermediario — CCDV,,

Todos los NT que se presentan en la Tluste. 13 actian sobre RHH acoplados a PG. Por lo

tanto, estas ultmas son el intermediario necesario minimo en todos los casos.

Tomemos un ejemplo de la literatura para ilustrar el problema que se desea plantear. En el
conjunto de NT que estudié el grupo de B. Hille en la primera mitad de los afios 90’s, pueden
identificarse dos casos que parecen ocupar posiciones extremas en términos de la especificidad
de efectos que mducen sobre las corrientes de CCDV); en neuronas simpaticas. La NE induce un
patrén de inhibicidn que involucra vias VD y fan, en el que VDD > fan. Por su parte, la activacién
de RHH muscarinicos induce un patrdn mixto compuesto de tanto VD como fan y sman, pero en
el que sman > fan >>> VD (Beech et al., 1992). Parte de la divergencia en las particularidades de
las acciones de ambos NT puede explicarse en términos del nivel (1) planteado: se ha

demostrado que los distintos RHH involucrados estan acoplados a distintos tipos de PG. 1a

selectividad de esta interaccidn estd determinada por el subtipo de subunidad Go implicada, con
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una contribucién menor de la subunidad Gy. Por lo tanto, podria sostenerse que la activacion
selecava de la via wzan por agonistas muscarinicos responda a la esumulacidon de un subtipo

particular de Ga (Fllle, 1994).

Sin embargo, este ultimo razonamiento no explica las demds diferencias entre los patrones
inhibitorios inducidos por RHH adrenérgicos y muscarinicos. Los efectos de la via VD se
establecen en el nivel (2) planteado, en particular, en la interaccidn G —~» CCDV,; (Ford et al,
1998). Si la acavacion de cualesquiera de los subtipos de Gal es seguida de la liberacidn de
subunidades Gy, entonces, ¢De qué depende que la inhibicién VDD se active en distinta

proporcidn en los dos casos expuestos?

Es hipétesis de este trabajo que distintos subtipos de subunidades G difieren en términos de
la capacidad que tene cada uno de ellos para inducir una inhibicién VD y/o fan. Existen
experimentos que hacen pensar que esto es posible. En términos de potencia moduladora
relativa, ¢l sipniente diagrama presenta un resumen de los hallazgos realizados en la investigacién
de la especificidad con la que otros efectores son regulados por dos o mas de los cinco subtipos

de subunidades GB que han sido identficados y clonados hasta el momento.

Especificidad Efector Referencia

s >6 =B3.> ACII
B,>p.>B;=B:>p, Bayewitch et al,, 1998
B,=B ACI
B,>B, Cinasa MAP

Zhang et al, 1996b

B,=Bs PLC,

= #B GR.I(:Z
Br=P#Bs Daaka et al,, 1997
B.=P,=B, GRI3
B13ﬁ2>55>>53:134 GIRK Yan y Gautam, 1996

Ea CCDV,, tnicamente la actividad de dos de estos subtipos ha sido examinada. Tanto G
N p 1

como G, han mostrado capacidad para induciz una inhibicién altamente sensible al voltaje que

se acompana de un enlentecimiento pronunciado en la cinética de activacion de la corricnte
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(Herlitze et al, 1996; Tkeda et al,, 1996). No se ha investigado nt Ia participacion de alguna de
cllos en la via fan ni papel alguno de los subtpos restantes (GBs, GB, v GBg).

Con ¢l objetvo de poner a prueba la hipdtesis mencionada se puso en marcha el proyecto de
mnvestgacién en el que se gestd esta tesis. No obstante, los experimentos habrian de tomar
rapidamente un rumbo que los alejaba del dominio de los fenémenos ligados a los sistemas de

regulacién mnhibidora de CCDV.

En el curso de los experimentos que se detallard mis adelante, se dara cuenta de un fenémeno
ligado a la Gltima columna derecha del diagrama de la Ilustr. 13, esto es, enmarcado en el poco
explorado terreno de la modulacion estimuladora que converge, junto a la inhibidora, en estos

canales.

La pregunta abordada en este campo se basa en lo siguiente. El hecho de que los activadores
de la PKC tengan efectos rapidos y especificos sobre CCDV), implica que esta enzima se
encuentra disponible para ser fisiclogicamente activada en condiciones basales. Como ya ha sido
discutido en los Antecedentes, algunos de los NT, que se¢ mencionan como inhibidores en la
Thustr. 13, han probado capacidad para activar a ]a PKC en otras preparaciones. De hecho, toda
la maquinaria intracelular requerida para el funcionamiento de esta via se encuentra presente en
neuronas simpaticas. Entonces, ¢A qué se debe que no haya podido encontrarse un NT que

mimetice los efectos de los activadores directos de la PKC?

La busqueda de una respuesta a la pregunta anteror, sin embargo, ha de partir del analisis de
una cuestién atn mis bisica y no resuelta: ¢Queé tpos de efectos hay que buscar?. En términos
de interferencia con las vias inhibitorias, ;A qué se debe la variabilidad de interferencia que
indace la PKC sobre distintas vias inhibitorias? ¢Son todos sus efectos reductibles a un

fenomeno de des-inhibicion?

Las hipotesis que orlentaron los trabajos que encontraron en las preguntas precedentes su
origen, sostienen que: (1) La via de regulacién mediada por activacién de la PKC constituye una
via de modulacion positiva que tiene efectos independientes de la presencia de inhibicidn sobre

los canales; y (2) La interferencia con las vias inhibitorias es selectiva y no-excluyente.
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Es por ia concurrencia de problemas ligados tanto a los fendmenos inhibidores como a los

estimuladores que se han expuesto que, cl plantear un esquema de regulacién bidireccional

coordinada, pasé a ser el objetvo final de esta tesis.
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5. HIPOTESIS

‘HELICON: E/ ragonamiento lisne coberenia,
Pero, en térmings generales,

No puede levarse hasta sus iltimas consecnencias.
CALIGULA: (ué subrds td. Precisancente

por no levarly hasta sus dltomas consecencas

nnca se ligra nada,

2

Perg qursd baste con gue sea ligico hasta el fina
A. Camus

5.1, HIrOTESIS GENERAL

Los CCDV), son sujeto de modulacién bidireccional por vias de sefializacién intracelular en
neuronas simpiticas. 51 existe una via de modulacién positiva de CCDV),, el modelo willing-
relwctant, que contempla sélo dos estados posibles de los mismos, explica sélo una parte del
cuadro completo de modulacion de estos canales (ver Ilustr. 13). La interferencia parcial entre las
vias de estimulacién e inhibicién de los canales indica que cada estado de modulacién puede
exchur el establecumiento de la modulacién opuesta. Dado que la modulacién negativa no puede
explicarse por un dnico proceso homogéneo, la parciahdad de I interferencia puede reflejar una
selectividad frente 2 distintos patrones de inhibicién.  En consecuencia, se asumird que el patrén
basal de respuesta 2l voltaje de los CCDVy puede ser tanto inhibido como estimulado, y que la

inhibicién comprende dos fendémenos independientes, posiblemente interrelacionados.

Bajo estas suposiciones, cuatro modos operativos de los CCDV), son csperables:




Actl\”dad |nh]b!da (VD} < ............................. ¢? ..................................

)

Actividad Basal <> Actividad Estimulada

Actividad Inhibida (VI) < i?

El comportamiento poblacional de los CCDV |, en un momento particular, refleja el balance
entre ¢l grado de actividad relativa de las distintas vias moduladoras. La proporcion de estos
canales, en cada modo, depende del orden temporal con el que se suceda la activacién de cada
via. Esto es, se supone que existe una interferencia alostérica selectiva entre las distintas vias

moduladoras.

5.2. HIPOTESIS PARTICULARES

Primera. Subtipos particulares de subunidades Gf inducen modulaciones inhibitorias distintas
en los CCDV, en neuronas simpaticas. Tal especificidad estd relacionada con la potencia relativa

con lz que cada una induce inhibiciones VD y/o VI

Segunda. Existe una via de modulacién positiva para estos CCDV), que induce un modo
operativo distinto del modo operativo basal (no-modulado). Por lo tanto, los efectos que ésta
induzca deben ser claramente distintos de aquéllos que resulten de la eliminacién de la inhibicién

tonica.

Tercera. La parcialidad de la interferencia de la via de modulacién positiva frente a la
modulacién negatva de los CCDV,, puede explicarse en términos de una interferencia selectiva

frente a las distintas vias de modulacién negativa.



6. OBJETIVOS

6.1. OBJETIVOS GENERALES

Primero. Establecer si los distintos subtipos de G} difieren en términos de capacidad para

inducir inhibiciones VD y/o VI de CCDV,,.
Segundo. Determinar s1 existe modulacion positva de CCDVy, por PKC.

Tercero. Investigar ¢l patzdn de interferencia que establece Ia activacién de la PKC sobre la

inhibicién inducida por activacion de un RHH.
6.2. OBJETIVOS PARTICULARES

Primero. Identificar, por sobreexpresién heterdloga, los subtipos GPy capaces de inducir
inhibicién dependiente de voltaje de cortentes macroscopicas tipo N en neuronas det SCG de la

rata.

Segundo. Caractenizar los efectos que tiene la remocion de inhibicidn tonica sobre las

corrientes macroscopicas ipo N en condiciones basales.

Tercero. Caractenizar los efectos que tiene un estimulador probado de la PKC sobre las

corrientes macroscopicas tipo N en condiciones basales.

Cuarto. Determunar en gué casos los efectos que tenga la acuvacidn de la PKC sobre CCDV

son reductibles a un fendmeno de des-inhibicidn.

Quinto. Estudiar ¢l patrdn inlubitorio inducido por un NT cuya transduccién ocurta a través

de vias delimitadas a membrana.
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Sexto. Determinar qué caracteristicas de la inhibicion son preservadas o prevenidas tras la

activacion de la PRC.



7. METODOS

7.1. CULTIVOS NEURONALES

“If we tear nzsrons from the mother Hssue,

sever or digest away 1ber axons,

then force thent 1o ke naked and amputated

on a bard plastic or glass surface

i1 a sea of aken swbstances,

baw can we expect their bebavior

2o 2el] s anything nseful about the nervous system?e’.
D. Bray, 1992

La respuesta, seguramente, es que siempre que la célula en cultivo exhiba el fenémeno de
interés, constituye un objeto legitimo de estudio, incluso si es atipica en otros aspectos (Bray,
1992). El fendmeno que nos interesa, la regulacion de la actividad de CCDV g por sistemas de
seftalizacidn intracelular, no sélo esti presente en las SCGs en cultivo, sino que, tal vez, no exista

otro modelo neuronal en los vertebrados en el que haya sido mas estudiado y caracterizado

(Hille, 1994).

Las neuronas simpaticas tenen un lugar prvilegiado entre las preparaciones neuronales
provententes de vertebrados: no sélo proveen de una de las preparaciones mis homogéneas en
términos morfoldgicos (Wakshull et al, 1979; Banker y Goslin, 1992; Higgins et al.,, 1992),
bioquirucos (Hawrot y Patterson, 1979; Higgins et al, 1992) y electrofisiolégicos (Pern et al,
1970; Schofield e Tkeda, 1988; Higgins et al., 1992), sinc que, ademas, son de muy ficil acceso,

tan pronto el investigador se familiariza con la prictica del culavo.

Los ganglios simpdtcos, v muy especialmente ¢l ganglio cervieal superior, son entdades
anatdmicas discretas, bien definidas, de un tamafie razonable, que pueden ser disceadas de
manera sistematiea v muy reproducetble, sin dejar lugar a ambiguedades en ia definicion p:ccisn de

tos limires del tejido, y cuyas eétulas pucden ser disgregadas flalmente v mantenidas durante
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los limites del tejido, v cuyas células pueden ser disgregadas ficilmente y mantenidas durante
latgo dempo en culdvo, reproduciendo, en éstos, buena parte de las caracteristicas
morfofisiologicas de los drganos que las contdenen z s (Gumey et al, 1986; Marmion et al,

1987; Schofield e Tkeda, 1988; Nerbonne y Gurney, 1989).

No solo estas caracteristicas hacen posible la extrapolacion de los resultados obtenidos ir i
con aquéllos que podrian presentarse iz s, sino que, finalmente, la posibilidad de obtener
cultivos exitosos a partir de organismos adultos y plenamente desarrellados hace posible romper
con las restricciones interpretativas que se Imponen en otros sistemas que dependen, en mayor o

menor medida, de Ia utilizacion de tejidos de origen embrionario (Scott, 1982).

Los culdvos primarios de neuronas simpaticas disociadas han sido utilizados por casi cuatro
décadas desde que Levi-Montzlcini y Angeletti (1963) demostraron que, neuronas simpaticas
aisladas a partir embriones de pollo por tratamiento con la enzima proteolitica tripsina, pueden
sobrevivir y crecer en cultivo en presencia del factor de crecimiento nervioso (NGF; nerve
growth factor). A prncipios de los afios 70%, Bray (1970) y Mains y Patterson (1973)
describieron las condiciones para el establecimiento de cultivos duraderos de neuronas primarias
disociadas del ganglio cervical supenor (SCG; superior cervical ganglion) de la rata. A partir de
entonces, esta preparacion se ha convertido en una de las predilectas para estudiar todo tipo de
procesos neuronales: hacla principios de los aflos 90 existian ya mas de 100 publicaciones que
describian el comportamiento de neuronas simpdticas de mamiferos v especialmente del SCG de
la rata en cultivo de tejidos (Higgins et al, 1992), y el nimero de publicaciones en estos ultimos

diez aflos ¢asi se ha triplicado.

Desde el primer reporte del cultivo de neuronas simpéticas aisladas (Levi-Montalcini and
Angeletti, 1963), los autores notaron: “Una singular observacion fue la escases de células satélite 1 ofros
tpos celulares, lo cual contrasta con el cuadro ofrecido por los ganglios sensoriales disociades”. Por lo tanto, una
de las mds importantes razones de la popularidad de esta preparacién es que las neuronas
principales del SCG pueden ser cultivadas en aislamiento pricticamente total de otros dpos
celulares (Wakshull et al,, 1979), proveyendo unz de las mas homogéneas poblaciones neuronales

disponibles en los vertebrados {(Higgins et al., 1992).
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El uso de neuronas adultas dene varias ventajas principales comparado con ¢l uso de células
provententes de tejidos embrionarios: (1) Las neuronas adultas son mas grandes que las
embrionarias v esto faclita enormemente la obtencidn de mediciones eléctricas vilidas y
confiables (Wakshull et al., 1979; Scott, 1982); (2) La formacién y ramificacidn de procesos se
encuentra retardada en neuronas adultas comparadas con las embrionarias (Wakshull et al., 1979;
Johason y Argiro, 1983), lo cual permite mantener por mas tempo a las neuronas en una
geometria mas adecuada para la fijacion de voltaje; (3) La tasa de supervivencia de neuronas
adultas es mayor que las embrionarias, lo cual las hace ser una muestra mds representativa de la
poblacién neuronal in sitt y por tanto bhace que las mediciones eléctricas sean mas
representativas (Scott, 1982); (4) Las neuronas disociadas a partir de organismos fetales o
neonatales pueden no tener la misma fisiologfa que el adulto (Wakshull et al., 1979; Scott, 1982;
Kriegstein et al,, 1987; Schofield e Ikeda, 1988; Fedulova et al., 1991, 1994; Viana et al,, 1994).

Mas aun, existen fuertes evidencias de que, las SCGs disociadas en cultivo retienen, y
expresan, las caracteristicas electrofisioldgicas y quimtosensibles principales de esta modulacién

que, onginalmente, fue observada en newronas in situ (Galvan y Adams, 1982).

Asl que, al margen de que algn dia se pueda contestar con certeza cudles son las funciones
que cumplen desde los RHH hasta los CCDV, mismos y, sobretodo, la via de sefializacién
completa v funcional en somas de neuronas aisladas y en cultivo, el fenémeno que nos interesa

es exhibido por estas células y es, por tanto, un objeto legitimo de estudio.

Existen, ademads, en el estudio de las vias modulatorias, algunas razones para preferir un
cultivo primario y no una expresidn exégena de Jos componentes en una linea celular. Los
CCDV son heteromultimeros y por tanto requieren del ensamblado de miltiples subunidades
para expresat su actividad funcional. Mis ain, el conocimiento de la composicién precisa de las
subunidades y la estequiometrfa de estos canales se encuentra ain en evolucién y por lo tanto, el
cfecto de estas vanables en la modulacién es desconocido. Finalmente, algunos clementos de la
sefializacidn que pueden ser unportantes para la modulacidn de canales iénicos neuronales, como
el subopo G, de las PG, s¢ encuentran 2 menudo ausentes en células no-neuronales

comunmente utilizadas como huéspedes de la expresion (Tkeda, 1997).
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Para el registro de correntes macroscopicas de Ca®* sc prefiere utilizar, generalmente, células
recién aisladas o a las pocas horas de haber sido sembradas {tiempo que, entre otras cosas, sirve
para que reabsorban la mayor parte de sus procesos y adquieran una geomettia cuasi-esférica) a
céhulas cultivadas (Bean, 1992). Muchos descubrimientos importantes han sido realizados
utilizando células en cultivo, incluyendo aquellas que forman neuritas, pero se corre el resgo de
artefactos insidiosos debidos a la pobre fijacién espacial del voltaje (Bean, 1992). La medicién de
la cinética de las cortentes y de los potenciales de inversidn son especialmente riesgosas en

células en cultivo que pueden encontrarse fijadas imperfectamente (Bean, 1992).

Finalmente, el tratamiento con enzimas durante la disociacidon podria, potencialmente, alterar
las propiedades de los CCDV. Sin embargo, zl menos hasta ahora, no existen evidencias de
dichas alteraciones (Bean, 1992), debido a que las neuronas aisladas del SCG parecen retener las
caracteristicas de las neuronas de los ganglios intactos (Galvan y Adams, 1982; Galvan y
Sedlmeir, 1983; Gurney et al., 1986; Marrion et al,, 1987; Schofield e Tkeda, 1988; Netbonne y
Gurney, 1989).

7.1.1. Preparacién de Cultivos Primarios de Neuronas Simpaticas del SCG

“T can't imagine bow could be a neurons garden,

when we said cell culiure,

these Little flowers needs,

termperature, best foods , water,

better care than in a singple field of a kittle sympathetic newnrons.”
J. E. Freschi y 8. H. Hitarogoku SH, 1965

Ratas Wistar macho de 5 semanas postnatales son sacrificadas en una atmosfera saturada de
cloroformo o de CO,. Los SCG obtenidos a partir de ratas de esta edad han alcanzado la
madurez sindptica y bioquimica (Black, 1977). Inmediatamente después del paro respiratorio, la
rata es decapitada y la cabeza es inmovilizada con la parte ventral hacia arriba. La diseccién
procede a través de una serde de cortes longitudinales en la linea mediz que separ-an,
sucesivamente, !a piel y la musculatura del cuello hasta exponer la trdquea. Una vez localizada,
ésta es retraida hacia la parte rostral Este procedimiento permite exponer el irea cervical a
ambos lados de la cual son ficilmente identificables las artemas cardddas. El ganglio cervical

superior se encuentra en la porcidn medial de la bifurcacidn de las cardtidas, en la parte dorsal de
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la carétda interna. Ambos ganglios son disecados y colocados en solucidn salina de Hanks hibre
de Ca®’ y magnesio (solucién de Hanks modificads). Lixisten dos razones basicas para la eleccidn
de este bpo de solucién. La primera es que, a diferencia de otras soluctones salinas {e.g. la de
Eatle) que udlizan un amortiguador de pH basado en bicarbonato y que requieren equilibrarse en
una atmosfera con 5% de CO,, la solucién de Hanks incluye concentraciones bajas de NaHCO,
y PO, que permuten que el pH se equilibre en aire (Banker v Goslin, 1992). La segunda es que, la
exclusién del Ca®™™ y magnesio facilita enormemente la disociacién ya que estos catones
divalentes son requeridos para algunos dpos de adhesiones intercelulares (Bashor, 1979; Lewin y
Cheret, 1989; Banker y Goslin, 1992). De hecho, en algunas otras preparaciones, la eliminacién
del Ca* y magnesio, mediante el uso de una solucién libre de estos o alta en quelantes (e.g.
EGTA, EDTA), es suficiente como para debilitar lo suficiente las interacciones celulares como
para que ¢l tejido se disperse facilmente utilizando una ligera agitacién mecanica (Bashor, 1979).
Este no es el caso en el SCG adulto: el gran nimero de interconexiones celulares hace necesaria

la utthzacidn de métodos adicionales.

Los ganglios tienen una cipsula de tejido conectivo bien definida que es removida
mecanicamente. La eliminacién de la cipsula incrementa el nimero de neuronas viables que se
obtienen y disminuye el nimero de células no neuronales (especialmente fibroblastos)
inicialmente presentes en el cultivo. Después de remover la capsula, se realizan una sede de
cortes transversales que fragmentan el tejido en pequefios pedazos de ~1 mm’. Dado que la
disociacién del tejido se lleva a cabo a través de una serie de incubaciones con enzimas
proteoliticas, este Wltimo paso permite aumentar la superficie del ganglio accesible a las enzimas y

una digestidn mas uniforme del mismo (Bashoz, 1979).

La importancia de la utlizacién de métodos enzimiticos en la disociacién de tejidos nerviosos
adultos fue evidente después del primer cultivo exitoso conseguido por B. S. Scott en 1977
gracias a la uolizacién de largos tempos de wcubacién con colagenasa en ganglios de la raiz

dorsal de ratones adulios.

Con ligeras vauaciones, el mérodo utilizado ¢n los experimentos realizados cn esta tests sigue
una téenica desarrollada por el grupo de Hille (Beech et al, 1991; Bernheun et al, 1991). Esta

metodologia emplea una dispersiéon enzimaien secuencial maluple con proteasas con dwversos



70

grados de especificidad: una primera incubacidn se hace con 20 U/ml de papaina, y dos

incubaciones con 1 mg/ml de colagenasa y 10 mg/ml de dispasa.

Cada incubacién se realiza por 20 min a 37°C, y la disociacién fal del tejido se consigue
mecinicamente. Lsto se obtiene haciendo pasar varias veces los fragmentos a través de una
pipeta de boca fina v de bordes romos. La turbulencia provocada provee de la fuerza mecanica
suficiente como para disociar el tejido. Los fragmentos de ganglio se vuelven entonces cada vez
mis pequenos, y el medio se vuelve turbio por la dispersion de la luz que produce la suspension
celular. Una vez que la mayor parte de los fragmentos se ban separado, la digestiéon por proteasa
es detenida por competencia con suero. La actividad enziminca es detenida por adicién de
medio de cultivo L-15 de Leibowitz adicionado con 10% (v/v) de suero fetal bovino. La
pnncipal razén para udlizar 1-15 es que mantiene un pH de 7.6 en intercambio gasecso con
atmosfera natural y es, por tanto, mas conveniente que aquellos amortiguados con solucién de
bicarbonatos y que requieren una atmoésfera enriquecida en CO, (Banker y Goshn, 1992). El
medio L-15 es una formula que contiene una concentracién de aminoicidos mis alta de lo
normal, los cuales, per se contribuyen a una buena parte de su capacidad amortignadora. Por otra
" parte, en lugar de glucosz como fuente primaria de carbono, el L-15 contene galactosa, piruvato
y alanina, una combinacion que se ha encontrado que produce niveles minimos de acido Metico y
que, pot tanto, reduce la necesidad de una alta capacidad amortiguadora del pH (Banker y
Goslin, 1992).

Las células son entonces centrifugadas (100 g durante 7 min) y resuspendidas dos veces con el
mismo medio. Después de la Gltima centrifugada, las células son resuspendidas en un volumen
pequenio (~0.5 ml), y 70 pl de esta suspension son sembrados en Cajas de Petsd de 35 mm para
cultivo de tejidos, previamente cubiertas con poli-L-lisina. El uso de la poli-L-lisina tiene varios
propositos. El mas importante de ellos es el de proveer un sustrato adecuado para la adhesién
celular puesto que las neuronas no se adhieren al plistico utilizado para culdivo de tejidos
(Higgins et al,, 1992; Blair et al, 1999). En segundo lugar, los polimeros de aminoicidos basicos
{(como los de lisina) forman una monocapa transitcida en la que es mas facil visualizar los
procesos neuronales en contraposicién con el gel fibroso tridimensional que forman otros

sustratos como la coligena.
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Dos sustratos han demostrado permitir su mantenuniento a largo plazo: coligeno [ y
polihsina. Existen tres mazones para elegir la polilisina en vez del coldgeno: (1) La naturaleza
quimica de la pollisina estd mis rigorosamente definida de lo que lo es la coligena parcialmente
purificada obtenida de colas de rata; (2) Las moléculas promotoras de adhesion como la
lamimina se adhieren mas fuertemente a la polilisina que a Ia coligena; (3) Es mds facil visualizar
los procesos neuronales en una monocapa clara de polilisina en contraposicion con el algo

fibroso y casi, tridimenstonal gel de la colagena (Yavin y Yavin, 1974; Higpgins et al,, 1992).

El medio que se udliza en el sembrado es la modificacién de Dulbecco del medio minimo
esenclal de Bagle (D-MEM —Dulbecco’s Modified Eagle Médium) con una alta concentracién de
glucosa. El D-MEM contiene basicamente los mismos nutrientes que el MEM {13 aminodcidos
esenciales y 8 vitaminas) pero a concentraciones 2 a 4 veces superiores. Por otra parte, contiene
una concentracién mas alta de NaHCO, que el MEM, por lo que esta diseflado para equilibrarse
a una atrmoésfera que contenga 10% de CO, (a diferencia del 5% que necesita el MEM). El medio
es suplementado con 10% de suero fetal bovino para proveer de los micronutrientes y factores
de crecimiento necesarios para la supervivencia celular, Se utiliza suero inactivado por calor (“Aeas
inactivared’), procedimiento que destruye el complemento. Una de las principales ventajas al

utilizar suero es que las neuronas pueden ser mantenidas a baja densidad (Higgins et al., 1992).

Para mantener a las neuronas centradas en el plato de cultvo {(indispensable para que no haya
dispersion lateral de la limitada poblacién celular que aporta cada cultivo), un anillo de clonacién
de acrilico tratado con Sigmacote (Sigrna) es colocado en el centro de cada plato de cultivo (de 35
mm de didmetro), sobre Iz base de poli-L-lisina y las neuronas son colocadas en él (Hawrot y

Patterson, 1979; Deisz y Lux, 1985; Tkeda, 1997).

Los anillos de clonacién son retirados al cabo de 40 min y las cajas son transferidas a un
incubador a 37°C (10% CO,). Al terminar la dispersién, las ncuronas, con un soma que puede
llegar a las 50 pum de didmetro y con grandes nicleos que contenen de dos a tres nucleolos,
varian en apariencta, poscen algunas neuritas y se encuentran débilmente adheridas al sustrato.
Sin embargo, al cabo de unas cuatzo horas, la mayor parte de las neuronas han reabsorbido sus
procesos, ¥ ¢l cuerpo cclular, pricticamente esférico, se encuentra firmemente anclado a la base

de la caja



7.2. REGISTRO DE LA CORRIENTE A TRAVES DE CCDV

“The pateh-clamp techuolagy [...] is mmost famous for its repclation

that current across bivlggical membranss realfy does flow though diserete jon channels.
Howewer, the ability 1o record from small fragile cells in the whole-cell configuration
may aclually be 115 most sigrificant contyibution.

Teir years ago, the number of cell typer that conld be accurately voltage clumped

by exdsting methods was severey Emited,

Now nearly any cell, if it can be isolated or growwn in cell culture, can be clamped.

Electrophysiology is no longer a subdiscipling of nenrobiology;

T

That was merely an acdident of the fact that some nenrons are very lorge.”

S.W. Jones, 1990

La totalidad de los resultados que se presentan en esta tesis se han derivado del estudio de
cotdentes macroscopicas de CCDV, obtenidos mediante la técnica de patsh-clamp en

configuracién de célula completa.
7.2.1. Aislamiento de la Corriente de CCDV

La posibilidad de estudiar la corriente que fluye a través de CCDV,, en aislamiento depende
de que se bloquee por completo la contrbucion a la corrente total proveniente de una variedad
importante de canales idnicos activados en rangos de voltajes similares. En particular, importa
eliminar las corrientes provenientes de la activacién de canales de Na®, K’ y una pequefia
poblacién de CCDV tipo L. Para este propésito se requiere perfundir interna y externamente a la
neurona bajo estudio con soluciones libres de catones permeantes 2 través de otros canales y/o

adicionada con bloqueadores farmacolégicos de otras correntes.
7.2.1.7. Solwciin Externa

Las neuronas fucron expuestzas al flujo continuo (1-2 ml/min) de la siguiente solucién (valores
en mM excepto donde se indica) designada pata aslar las corrientes que fluyen a través de

CCDV.,.



73

162.5 TEA-C]

2.0 CaCl, 6 BaCl,

10.0 HEPES

8.0 CH_,O,

1.0 MgCl,

0.1 pM TTX

5.0 pM nifedipina
PH = 7.4 (TEA-OH)

La perfusion local continua de esta solucidn, asi como recambios extremadamente veloces
en la misma con varantes que inchifan la adicién de 10 uM de NE 6 de 100 uM de Cd™, es
conseguida mediante la utilizacién de un arreglo de cuatro microcapilares de acero inoxidable
(con un didametro interno de ~ 300 pm) pegados entre si con tesina epdxica. Cada capilar es
allmentado por un reservorio que localizado a unos 20 cmm por encima del bafio, y la eleccion de
perfusion por cada uno de ellos se controla mediante una sesde de valvulas solenoides operadas
manualmente. El arreglo de microcapilares es colocado en el interior de un capilar de vidrio
grueso. El dizmetro de uno de los extremos de este tltmo es reducido por calor hasta conseguir
una apertura equivalente al diametro de uno de los microcapilares de acero. Este procedimiento
permite forzar la salida de cada solucién por una salida comin que evita el tener que desplazar el
arreglo para conseguir la exposicion de la neurona en estudio 2l flujo selectivo de cada una. Ei
armado completo es colocado en el momento del registro cerca del fondo de la caja de culdvo a
un angulo de aproximadamente 45°. Este método consigue recambios locales de la sclucidn en

menos de un segundo.

La solucién externa disefiada udliza al TEA' como catidn externo principal cn la totalidad de
los casos. Ademds de ser impermeable tanto en canales de Na* como de K*, el TEA™ bloquea
muchos canales de K (Bean, 1992}, y es tan bueno como cualquier otto catién para la formacién

y el mantenimiento de sellos de GS2.

| . . e 2
En los experdmentos de las Figs. 2 a 8, sc ha utilizado al Ca™ como acarreador de carga. La
C . 2+ . 5 -
cleccion de Ba™', en ¢l resto de los casos, responde a varias razones: (1) Permea tanto 0 mis que

ol Cam' awavds de CEDV upo Ni (2) A diferencin del Ca™'induce muy poca inactivacion
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dependiente de corrente; (3) Tanto las corrientes de backgromnd como las de fuga nenden a ser

) - 2 v 20
mas pequenas con Ba que con Ca™ .

Aunque el Ba® es menos permeante que el Ca®" en canales de Na* (Bean,(l992), y a pesar de
que Ia solucidn externa se encuentra libre de este ulimo, un nivel adicional de bloqueo de canales
por los ‘que fluye este 16n es conseguido por la adicién de TTX. La corriente 16nica a través de
canales de Na* en neuronas del SCG, en contraste con aquella que se encuentra en algunas
neuronas sensoriales (Tkeda y Schofield, 1987), es completamente bloqueada por dicha toxina

(Belluzzi y Sacchi, 1986; Schofield e Tkeda, 1988; Tkeda, 1991).

Entre otros tipos de CCDV que pudiesen originar una potencial contaminacion de los
registros, existe un acuerdo practicamente universal en que las corrientes transientes de bajo
umbral, tipe T, no se encuentran presentes en netronas simpaticas (Marron et al., 1987; Hirning
et al, 1988; Schofield e Ikeda, 1988; Jones y Marks, 1989a; Plummer et al., 1989; Tkeda, 1991).
Por lo tanto, 1a totalidad de la corriente que fluye a través de CCDV en esta preparacion lo hace a
través de canales HVA. De ellos, existe enorme consenso en que la gran mayorz lo hace a través
de canales tipo N: Entre el 65% (Tkeda, 1991) y el 95% (Plummer et al,, 1989) de la cordente es
bloqueada por @-CgTx GVIA. El componente resistente a esta toxina estd compuesto por tanto
canales tipo L. como por una poblacidn resistente a todas las toxinas conocidas (fipo R; Plummer
et al., 1989; Tkeda, 1991). Dado que, por definicion, no hay método farmacoldgico que permita
eliminar la contribucidn de correntes originadas por la activacion de CCDV tipo R, esta
contaminacidén se encuentra presente en todos los registros. Sin embargo, como se vera en los
resultados, su contribucidn a la corriente total es minima (no mas del 15%). Por otra parte, se
utilizd el clasico antagonista DHP, nifedipina como un potente bloqueador de CCDV tipo L. El
bloqueo con DHP es muy robusto a potenciales de mantenimiento despolarizantes, con una K
de 1 nM o menos. Sin embargo, a potenciales de mantenimiento negativos, ¢l bloqueo es mis
débil y requiere de concentraciones de 2 a 10 pM para bloquear las cordentes L. completamente

(Bean, 1992).

La solucidn externa con nifedipina fue preparada diaramente a pardr de una solucidn stock

25 mM en etanol absoluta, y fue protegida de la luz en la medida de lo posible. Para la aplicacion

de toxina, la @-conotoxina GVIA (©-CgTx GVIA) fue almacenada como una sclucion stock de
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T mM en agua desnlada, y fue diluida a una concentracion 10 uM en la solucion de registro
externa immediatamente antes de ser usada. Fue aplicada por inyeccidn por presién desde una
pipeta de punta grande (diametro de la punta aproximado de 3 a 5 pmy} localizada a unas 20 a 50

pim de la célula en estudio.

Finalmente, el cadmio (Cd2+) a concentraciones de alrededor de 100 uM bloquea, en general,
las corrientes de Ca®' en forma completa (Bean, 1992). Por ende, la corriente a través de CCDV,
fue definida como el componente de la corrente sensible a 100 M Cd*" en presencia de 5 uM
de nifedipina. En la totalidad de los registros presentados, esta concentracién de Cd™", bloqued el
100% de la corriente entrante en estado estacionario y mas del 80% de la cotrente de cola tras

despolanzaciones de entre +80 y +100 mV.
7.2.1.2. Solucion Interna

Dos grupos de soluciones internas han sido utlizados. En los experimentos resurnidos en las

Figs. 2 a 8, dicha solucidn contenia (en mM):

125.0 Acido metanosulfénico
20.0 TEA-CI
10.0 HEPES
0.1 Tetracesiouro de BAPTA
4.0 MgCl,
50 Nz, ATP
0.3 Na,GTP
0.1 Leupeptina
PH = 7.2 (CsOH)
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En el resto de los experimentos, Ia siguiente sclucidn interna fue empleada (en mM):

140.0 CsC
10.0 HEPES
11.0 EGTA
1.0 Ca(l,
5.0 MgClL
4.0 Na,ATP
0.3 Na,GTP
0.1 Leupeptina
pH = 7.4 (CsOH)

El aislamiento de las corrdentes a través de CCDV depende, en gran medida, del bloqueo
desde el interior de las corrientes salientes transportadas a través de carnales de K. Por tanto, el
catién intermo principal debe ser impermeante a través de ellos. En general, tanto el Cs™ como el
TEA’, el Tds y la N-metil-D-glucamina (NMDG) funcionan bien (Bean, 1992). A pesar de que
el Cs” puede dejar una pequefia cotrlente saliente dependiente de canales de K7 a potenciales
sumamente positivos, su uso aporta dos ventajas sobre los demds cationes: (1) Transporta
bastante bien corriente saliente a través de CCDV, permitiendo la definicién de un verdadero
potencial de inversion v el registro de correntes salientes a través de éstos (Bean, 1992); (2) Por
su baja movilidad, las soluciones basadas en TEA, el Tris y NMDG producen resistencias en
serie mayores (en cerca del 30 al 50%) que las soluciones equivalentes con Cs* (Bean, 1992).
Estas razones subyacen en su utilizacién como catidn interno prncipal en la mayor parte de los

experimentos presentados.

Finalmente, y dado el interés del estudio de la modulacién inducida por PG, la adicién de
GTP a la solucion interna es indispensable. Sin GTP, los efectos de los NT que dependen de éste
desaparecen en 5 2 15 min en células pequefias y muy dializadas (Bean, 1992). Para evitar este
efecto, se ha incluido 300 uM de GTP, lo cual puede ser mds alto de lo necesario (Bean, 1992).

En algunos experimentos, el GTP fue reemplazado por una concentracidn equivalente de

GTPYS 6 por 2 mM de GDPPS.
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Para asegurar un nivel de dialisis intracelular homogénco, todos los registros fueron mniciados
no antes de 5 min tras la ruprura de Ia membrana contenida en la luz de la pipeta de pateh que

determina el momento de acceso a la configuracidén de célula completa {whole cel)).

7.2.1.3. ‘Rundown " de la Corriente de CCDV
“The blessing and curse of whole-celf recording

5 that small ions (and even proteins)
can diffuse from pipet to cell {or the reperse). ”
5.W. Jones, 1990

La configuracion de célula completa de la técnica de pateh-clamp permite el control del medio
intracelular, pero, a su vez, requiere que cualquier sustancia soluble requerida para Iz actividad
eléctrica normal de la célula sca provista por el experimentador. En particular, la corrieate de
Ca™ de células internamente prefundidas es bastante 1abil. A medida que la perfusién procede, la
corriente de Ca®" se vuelve progresivamente mis pequeiia y finalmente desaparece, mientras que

las correntes de Na® y de K en la misma membrana no muestran practicamente ningin cambio.

La tasa de desaparicién de la corriente es similar entre corrientes entrantes de catones ni
divalentes, n1 monovalentes. (Forscher y Oxford, 1985). La desaparicién de la corrente no es
reversible {Doroshenko et al, 1982) y ha sido descrita en practicamente cada estudio de
cortientes macroscopicas de CCDV en neuronas prefundidas internamente o dializadas. ha sido
ascrita a la deplecién de un componente citoplismico soluble necesario para Ia actividad de los
CCDV (Fenwick et al,, 1982; Kostyuk et al,, 1981; Forscher v Oxford, 1985). Esta hipdtesis se
apoya en lz dependencia de la tasa de lavado de la tasa de perfusion (determinada por el tamario
de Ia apertura del electredo de succién). La molécula intracelular requerida por la corrente de
Ca*" debe ser larga o parece difundir lentamente porque es generalmente mas lenta que la tasa de

ntercambio de K" intracelular por cesio (Hagiwara y Byerly, 1983).

A pesar de la existencra de algunos trabajos en los que se reportan condiciones que llevan a la
climinacion del fendmeno (¢ Incluso a su “reversion”; Fedulova et al,, 1981; Doroshenko et al.,
1982), no custe, en general, un consenso sobre ¢omo deshacerse de él Sin embargo, se han
idendficadoe algunos factores que ayudan a volverlo suficientemente lento como para permitir el

. ~ 7 .
estudio de I cormente de Ca®' e una ventana de tiempo razonable,
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1 png/ml y es mezclado con un tercio de volumen de 40 mg/ml de dextran/fluoresceina (peso
moica:lar 10,000, Molecular Probes, Fugene, OR, disuclto en 10 mM Tris-HICY, pH 7.5 y filtrado
a través de una membrana de 0.2 im). La solucidén de DNA es centrifugada a alta velocidad para
remover particulas que pudieran obturar la pipeta de inyeccién. La solucion amarilla resultante de

DNA-dextran es transferida a una pipeta de micromnyeccion.

Las pipetas de microinyeccién son manufacturadas a partir de capilares de borosilicato de

paredes delgadas, en un estirador convencional de micropipetas para producir pipetas de un

didmetro aproximado de 0.5 pm (Ahn et al. 1998).

La estacidén de microinyeccién utlizada (que es también utlisada como set-up de patch-
clamp) consiste en un microscopio invertido {Axiovert 135, Zeiss} equipado con objetivos de
contraste de fase; una unidad de epifluorescencia que consiste de una limpara de mercurio de
100 W y un filtro cubico Nikon B2A (fltro de exctacién de 450-490 nm, espejo dicroico de 510
nm, y filtro de emisidn de 520 nmy); un sistema automatizado de microinyeccion que consiste de
una unidad neumatica de alta precisién capaz de resolver en el orden de femtolitros (Transjector
5246; Eppendorf); un sistema de micromanipulacidon que posee un movimiento especializado
que permite dicha inyeccién (5171; Eppendorf). El microscopio y el equipo asociado se

encuentran montados en una mesa and-vibratona.

Durante la microinyeccion se tratd de mantener constantes [as siguientes variables: (1) Una
presidn en la pipeta igual o ligeramente superior 2 la presion en el nucleo {entre 100 y 200 hPa,
dependiendo del tamafio de la pipeta); (Z) La profundidad de l2 penetracidn de la pipeta en el
nicleo (la suficlente como para crear un agujero en la membrana nuclear); (3) El tempo de
_ contacto entre al pipeta y la membrana nuclear (0.3 a 0.4 seg). Estos valores son determinados
empiricamente después de numerosos ensayos para encontrar condiciones que produzcan un
moderado hinchamiento del nicleo sin causar explosiones nucleares catastrdficas. Una célula
inyectada exitosamente tiene un nucleo verde brillante con algo de coloracion en el citoplasma ya
que la mezcla dextran-fluoresceina puede difundir a través de los poros nucleares. Por otra patte,

un hinchamiento pronunciado de la célula generalmente indica una inyeccién citoplasmaética.



Después de un periodo de incubacién de 8 a 14 horas, las neuronas que recibieron
mnyecciones intranucleares exitosas son identificadas por la fluorescencia del heterdlogamente

expresado S65T GFP ya que ellas brillan intensamente como “pequerios soles verdes”.

Finalmente, resta decir que el rendimiento de transformacidn positiva que tiene esta técnica es
muy bajo: en promedio, 5 a 10 de 100 células que reciben inyeccién se marcan con dextran-
fluoresceina. De éstas, una o dos expresan la proteina a mveles detectables. Ista es la limitacion
de la transfeccién de nevronas por microinyeccién. Sin embargo, para registros de patch, un par
de decenas de células positivas al dia son mas que suficientes. Evidentemente, el método no sirve

para producir grandes cantidades de proteina recombinante para ensayos bioguimicos.

7.4. PREINCUBACION CON PMA

“First Law of Pharmacology:
AX drugs bave two effects,
2he one you know,

and the one you don’t know.”

S.W. Jones, 1998

Se ha reportado sistematicamente que los andlogos del diacilglicerol pueden tener efectos
directos sobre las corrientes de CCDV, no relacionados con la activacién de la fosfonlacidn
dependiente de PKC, cuando se encuentran presentes en la solucidn de registro externa
(Hockberger et al., 1989; Doerner et al, 1990; Abrahams y Schofield, 1992). Tomando esto en
cuenta y sacando provecho de que los efectos de los ésteres de forbol no sdlo se desarrollan
ripidamente (<5 mn), sino que también son duraderos y pricticamente irreversibles (Swartz,
1993; Zhu e Tkeda, 1994; Shapiro et al., 1996; Chen y Pemungton, 1997), las neuronas fueron
incubadas en una solucidn que contenia PMA durante 7 min a 37 °C justo antes del registro.
Este procedimiento por pretratamiento nos permitid exchur el PMA y el DMSO de la solucidon

de registro, minimizando asi Ia posibilidad de efectos directos o no especificos (Flockberger et al,

1989).

Dos controles adicionales, respecto de la especificidad de las acciones del PMA, fucron
realizados. (1) Reemplazando ¢l PMA con 4-a-forbol; (2) Incubando las neuronas por 10 min
con ¢ inhibidor de proteinas cinasas, estavrosporina (500 nM, disucla en DMSQO) v después por

7 min adicionales nto con 5300 nM de estaurosporina como con 500 nhl de PMA. Todos los
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efectos del PMA reportados aqui fueron observados en la enorme mayoria de las células
evaluadas {>80 %, n = 40), ¢ incluso después de periodos relativamente largos (hasta 1 h)
posteniores a la mcubacion. La preincubacion con PMA aseguro resultados consistentes, al juzgar
por el hecho de que las corrientes a través de CCDVy en neuronas pretratadas con PMA

presentaron cinéticas homogéneas y claramente distintivas (ver Resultados).

Las soluciones que contenfan forbol 12-mirstato, 13-acerato (PMA) fueron preparadas
diariamente a partir de soluciones stock que contenfan 1.6 mM de PMA en dimeni sulféxido
(DMSQO) siendo disueltas en solucidn de Ringer a una concentracién final de 500 nM de PMA y
0.03 % (v/v) de DMSO. El PMA vy el 4-0-forbol se obtuvieron de Calbiochem (La Jolla, CA,
USA), la ®-conotoxina GVIA de Alomone Labs (Jerusalem, Israel) y todos los demas reactivos

de Sigma (St. Lowss, MO, USA).



8. RESULTADOS

8.1. CARACTERISTICAS DE LA CORRIENTE DE CCDV,, EN CULTIVOS
PRIMARIOS DE NEURONAS SIMPATICAS DEL SCG DE RATAS ADULTAS

JOVENES

La Fig. 1 ha sido incluida, en primer término, para ilustrar dos puntos principales: (1) La
caracterizacidén farmacoldgica de la corriente aislada en nuestras condiciones de registro; (2) La

presencia de inhibicién tdaica especifica de CCDV,

Los trazos en la Fig. 1A ilustran un registro tipico de corrientes macroscopicas, obtenidas
mediante la técnica de pasch-clamp (Hamill et al,, 1981) en configuracidn de célula completa (whole
ce/), de una neurona proveniente de un cultivo primario de neuronas simpaticas del ganglio
cervical superior (SCG) de la rata. Las caracteristicas electrofisiologicas de la cormente estimulada
por ¢l protocolo de voltaje lustrado en la Fig. 1C serdn ampliamente tratadas a lo largo de esta
presentacién de resultados. Aquello en lo que aqui se pretende hacer énfasis es en la seasibilidad

farmacoldgica de esta cornente.

La Fig. 1B demuestra que la mayor parte de la corriente registrada fluye a través de CCDV .
Cerca del 85% de Ja corrlente entrante maxima es bloqueada irreversiblemente por la toxina
peptidica 0-CgTx GVIA, lo cual establece un criterio farmacoldgico universalmente aceptado
que la define como corrente a tavés de CCDV,. El blogueo que induce esta toxina es
irreversible, al menos en la ventana de tiempo mas larga probada: Iz perfusion continua por mas
de 20 min con solucidn de registro libre de esta toxina no revierte de manera apreciable cl
bloqueco. El hecho de que ¢l remanente de la corriente, tras la apheacion de ©-CgTx GVIA sca
blogueado por completo por 100 M de Cd*™" (Fig. 1D), indica que fluye también a través de

CCDV. Tanto su msensibilidad 2 toxinas como se curva 12V ligeramente corrida haem
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Fig. 1A-D Caracterizacidn farmaroligica de Iz corriente estudiada. A Corrientes macroscdpicas de bado (I)
estdmuladzs con el protocolo de fijacidén de voltaje flustrado en C. Los nimeros préximos 2 cada
regtstro de la columna izquierda mdican el potenaial del pulso de voltaje utilizado en cada caso. B I en
presencia de 10 UM de @-CgTx GVIA. La barra de calibracién en la parte inferior de la Fig B, aplica 2
todos los trazos en A y B. El protocolo de fijacidn de voltaje {C) consistid en des pulsos idénticos de
40 ms con despolanizaciones crecientes en 5 mV, seguidas por una repolarizacidn parcial de 10 ms a
-40 mV. Un intervalo de un segundo separé a ambos pulsos y un prepad antecedté por 15 ms al
segundo de ellos. I Relacidn I-V de valores promedios de densidad de Ip, paralas neuronasen Ay B,
y tras la aplicacion de 100 uM de Cd?* (n = 7, mismas neuronas en todos los casos).

potenciales hiperpolarizantes (Fig. 1D), permiten identficar a éstz tltima como una corriente de

CCDV tipo R {ver Apéndice 1.2).

El segundo aspecto que importa es el efecto que tiene un preprlso breve (50 ms), sumamente
despolarizante (+80 mV) sobre las caracteristicas de las corrientes. Como se observa en la Fig.
1D, la corriente tras dicho prepulso crece en amplitud de una manera dependiente del potencial de

prueba. Este fenémeno es conocido como “facilitacion”, y es universalmente interpretado como
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indicanvo de la presencia de inhibicidn témuca mediada por PG, sistemiticamente observada en
neuronas stmpaticas en condiciones basales (Tkeda, 1991; Swartz, 1993; Yang vy Tsien, 1993),
Notese cn los wazos de la Fig. 1A que la disrupadn por prepuises de esta inhibicidn va

acompafiada de un mcremento en la inactivacién en estado estacionario del voltaje.

8.2. IDENTIFICACION DE LAS SUBUNIDADES G CAPACES DE INDUCIR

INHIBICION DE CCDV,,

Los trazos de corriente de Ca** (I) que se ilustran en el panel derecho (P1) de la Fig. 24,
muestran la dpica respuesta de Jas corrientes de CCDV), ante la presencia de una concentracidén
saturante de NE (10 uM; Schofield, 1990; Chen y Schofield, 1993; Delmas et al., 1999) en la
solucién de registro. La corriente sufre una fuerte disminucion en su amplitud - en mas del 50%
(Fig. 3G) - y alteraciones en su curso temporal. La previa inactivacién de estado estacionario que
se presenta en condiciones basales durante un pulso de voltaje (Fig. 2A, trazos inferiores) se ve
completamente enmascarada por un proceso de lenta activacidn de los canales inhibidos que
vuelve, ademis, claramente bifisica la cinética de activacidn de la corriente (Fig. 2A, trazos
superiores). Este caracteristico “emlenfecimmento cnélice” es una de las propiedades distintivas que

definen a la inhibicién dependiente de voltaje (VD).

La dependencia del voltaje caracteristica de la inhibicidén inducida por NE es también
evidenciada por su sensibilidad a un preprlse. Los trazos del panel derecho (P2) de la Fig. 2A
fueron registrados un segundo después que aquellos del panel izquierdo (1) durante un pulso de
voltaje 1déntico pero precedido en 25 ms por un prepwlso breve (25 ms) y sumarnente
despolarizante (+125 mV). En condiciones basales (Fig. 2A, trazos inferiores), la facthtacidn que
éste Induce es pequena, comparada con aquella que se registra en presencia de NE (Fig. 24,
trazos superiores). Notese en la Fig. 2A, que la facilitacidn en presencia de NE conlleva a que
también se reviertan los efectos de ésta sobre la cinctica de la corriente. El indice de facilitacidn
constituye, por tanto, una medida directa de la proporcidon de CCDV), inhibidos de una manera

VD en cada condicidn.

Todas las alternciones en ¢l comportanuento de la cortente, que resultan de la aplicacion
extracelular de NIZ, son reproductdas, en condiciones basales, 14 horas despuds de la inyeccién

meranuclear del ¢cDNA para o subunidad G, s decir, dicho  procedimicnto  de
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Fig. 2A-F Alteracionss en la facilitacion basal inducida por la inyeceidn intranuchear def DNA codificante para la
subunidad Gf, A-E Trazos superpuestos de cordentes de Ca* (I.) registradas durante
despolarizaciones de 20 ms (P1, P2) 2 +10 mV desde un V, de -80 mV, en ausencia (trazos inferiozes)
0 presencia {trazos superores) de NE (10pM), antes (P1) o después (P2) de un prepulso de 25 ms a
+125 mV. Los paneles sucesivos muestran las corrientes de células no inyectadas {A) y de células
inyectadas con concentraciones crecientes del ¢cDNA para la s?bunidad GB, (B-E), coinyectado en
todos los casos con una concentracién de 100 ng/pl de Gy, F Indice de facilitacién promedio de I,
para las neuronas en A-E (P2/P1). Se encuentran agregados también los datos obtenidos tras la
inyeccién de un ¢DNA irrelevante (Una forma truncada del receptor a cannabinoides de la rata, CBIA;
n =23,7,4,6,19, 3, para neuronas control, inyectadas con CB14, 10, 20, 100 6 600 ng/pl del cDNA
para Gf3,, respectivamente).

sobreconcentracién intracelular de este subtipo GB lleva a que se registren cordentes
tonicamente inhibidas de manera VD. Lo antetior no es solamente evidente por las en/ensocidas
cinéticas de activacion en condiciones basales y por la aceleracién en las mismas y el incremento
en la 2amplitud inducido por prepadses, sino también por una fuerte reduccion en la responsividad
de las corrientes ante la aplicacidén de NE. Esto es, G, mimetiza y ocluye los efectos de este NT

(y por ende los efectos de otros que comparten este fenotipo inhibitorio).

La magnitud de los efectos antenores depende del grado de inhibicidn de la corriente. Puede

inferirse por tanto, que depende también de la concentracién absoluta de subunidades G[3 libres.
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Segin los datos presentados en la Fig, 2, ésta Gluma guarda algdn tupo de correlacion con la
concentracion de cDNA presente en la solucién de inyecaidén intranuclear. Tas Figs. 2B a I
muestran que, concentraciones crecientes del cDNA para Gf3,, dan como resultado grados de
inhibicidén tonica progresivamente mayores. En la Fig. 2F puede observarse que una
concentracion de 100 ng/pl de dicho DNA induce efectos mdxunos sobre el indice de

facilitacién basal: el sextuplicar dicha concentracidn (Fig. 2E) lleva consige pocos cambios

adicionales (Fig. 2F).

No se pretende derivar de los datos anteriores la tentadora conclusién de una correlacién
estrecha entre [a concentracién del cDNA presente en la pipeta de inyeccidn y la concentracion
intracelular de subunidades G, libres 14 horas aespués. Hasta ahora, ninguna técnica de
sobreexpresion heterdloga permite establecer este tipo de correlaciones causales. Sin embargo,
jos datos que se presentan en la Fig. 2 cumplen con las siguientes expectativas: (1) Permiten
establecer una concentracién estindar minima para la obtencién de efectos maximos con la cual
poder investigar el efecto de otros subtipos de subunidades GB; (2) Muestran que el incremento
en el indice de facilitacién basal es un efecto que resulta de la sobreconcentracién de subtipos
GP con potencialidad inhibitora; (3) Evidencian que esta medida es fiable en cuanto a que no es
producto de fa manipulacidn experimental: la inyeccién intranuclear de un cDNA irrelevante

(CB1A, una forma truncada del receptor a canabinoides de la rata) no reproduce ninguno de los

efectos que inducen las subunidades Gf (Fig. 2F y 3E-G).

Todos los subtipos restantes de subunidades GP clonadas y conocidas hasta el momento
reproducen, cualitaivamente, los efectos descritos para el subtpo 2. Es decir, todos elios
provocan una reduccion en la densidad de corriente (Fig. 3E), aumentan el indice de facilitacion
(Fig. 3F) y ocluyen la modulacién inducida por NE (Fig. 3G) en condiciones basales. Sin

embargo, difieren cuantitativamente en dos aspectos fundamentales.

La primer distincidn se establece en términos de la potencia inhibitoria relativa de cada
subtipo. [in este caso, y como puede apreciazse claramente de los registros presentados en la Fig.
3D, el subtipo Gf; puede separarse del resto por sus débiles efectos sobre la densidad de
corniente (Fig. 3E} y, concomitantemente, sobre ¢l indice de faclincidn basal (Lig. 319,

Clarnmente, aparece entonces como ¢l subupo que tiene la menor potenclabidad mhibirona En
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Yig. 3A-G ldewtificacion de los subtipos de subunidades G que causan modulaicn dipendiente de voltgje de las
corrientes dz Ca%*. A-D Cordentes de Ca®* promedio de células no inyectadas (n = 11), {A) en
comparacion con aquella de células inyectadas intranuclearmente con el cDNA para GB,, GB,, v GB,
(B, C y D, respecdvamente). E-G Resumen de valores promedios parz indices de facilitacion (E),
inhibicién por NE durante P1 (F), y densidad de corriente durante P1 en ausencia de NE. G, {n =
17), GB, (n = 17), GB, (n = 2) y GB; (n = 9) fueron coinyectados con una concentracién de 100 ng/pl
de Gy, GB; (n = 7) fue coinyectado con la misma concentracién de Gy,
este contexto la fuerte reduccién en la inhibicidn de la corriente inducida por NE en células en
las que GP; se encuentra sobreconcentrada, puede interpretarse en términos de un
desplazamiento de las subunidades Gf3 enddgenas encargadas de mediar dicha inhibicidn, mas

que de un efecto especifico sobre los CCDV), (aunque caben otros tipos de interpretacion que, al

igual que ésta, no seran exploradas).

Entre los demds subtpos, la potencia inhibitoria es relativamente equivalente en términos de

los indices explorados en las Figs. 3E a G. Sin embargo, existen algunas diferencias entre ellos:
(1) La reduccién en la densidad de corriente basal es méxima con GB, y GB,; (2) La facilitacién
es méaxima con GB; (3) La oclusién de la inhibicién inducida por NE es mixima en neuronas

inyectadas con GB, v GB,; v (4) GB, parece tener efectos intermedios en todos casos.
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De todos los parametros evaluados, claramente el indice de facilitacidon (Fig 3F) es ¢l mas
representativo de la capacidad para inductr una inhibicién VD de los CCIDV,: por definicion, la
inhibicidn VD es aquélla que puede ser transitoramente revertda por despolarizaciones
extremas de la membrana (Jones y Elsmlie, 1997). Por lo tanto, el subdpo G, es aquél que
presenta la mayor potencia para inducir efectos inhibitorios V. Por otra parte, en términos de
su stmulitud de efectos sobre la facilitacidn basal y sobre la mhibicién inducida por NE, los
subtipos G, y GPB, parecen tener capacidad inhibitoria VD similar. Finalmeate, G, parece
tener los menores - y mas variables - efectos VD. Con base en estas consideraciones, la

potencialidad de los distintos subtipos de G} para inducir una inhibicién VD puede establecerse

como: GB, =GB, =GR, > GB, >>> G,

La segunda distincidén entre los efectos de los subtipos se desprende de un analisis menos
frecuentemente presentado en la literatura que el anteriormente expuesto. Los trazos de corriente
de las Figs. 2 y 3, se encuentran escalados a la magnitud de corrente maxima registrada en el
pulso de prueba (P2) que sucede 2 un prepulso. Este dpo de representacién busca remarcar los
efectos inhibitorios VD: las alteraciones en la cinética de activacién y el grado de facilitacién.
Pero, ;Qué sucede, justamente, con la densidad de corrente durante P27, ¢Alcanza valores
contwol? En otros términos, ¢Es toda la modulacién inducida por subunidades GJ

exclusivamente VD7,

La Tig. 4 pretende establecer una distinadn entre los subtipos G en térmunos de las
preguntas anteriores. En las Figs. 3F y 3G e hizo notar la similitud de los efectos de Gf, y GB,
en térmunos de facihtacion basal (Fig. 3F) y de oclusién de Ia inhibicion inducida por NE (Fig.
3G). Sin embargo, GB, y Gf, difieren enormemente en la capacidad de cada una para inducir

una forma de inhibicidén de Ia densidad de corriente no reversible por prepudsos (Fig. 4).

L.os trazos en las Figs. 4\ a C representan ¢l promedio de los trazos de densidad de corriente

de todas las neuronas registradas en cada condicidn indicada. La diferencia fundamental entre las
mhibiciones induaidas por G, y Gf, saltan a la vista. Un grado de facilitacién equivalente (Fig.

3F) lleva, en el caso de G, a que la deasidad de cornente en P2 crezea hasta alcanzar valores
similares al conwol (g 413) Lin clare contraste, < mismo grado de facilitcén, en ol caso de

Gp., se asocta con una marcada reducadn en la densidad de comente tras los propedos (g, 4100
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Fig. 4A-F Inbibicion de la densidad de corriente independicnte de voltaje inducitda por subunidades Gf. A-C Trazos
de densidad de corriente de calcio promedio para todas las neuronas control (A; n = 11}, neuronas

inyectadas con ¢cDNA para GB, (B; n = 9) y GB, (C; n = 9). Mismo protocolo de voltaje descrito para
la Fig. 2. D Densidad de corriente antes (P1) o después (P2) de un prepulso. E Porcentaje de
inhibicién de I, después de un prepulio, tomando el valor de densidad de corriente control promed:o

en P2 como referencia. Mismas neuronas de la Fig. 3.

Como resultado, el porcentaje de inhibicidn que permanece en P2 de las inhibiciones inducidas

por cada subtipo es marcadamente diferente (Fig. 4E). De manera interesante, la inhibicién

inducida por NE en el control (Fig. 4A), provoca efectos intermedios a los de G, y GB, sobre la
densidad de corrente en P2 (Figs. 4D y E).

Los datos anteriores permiten diferenciar los efectos de ambos subtipos de subunidades G
en términos de la sensibilidad al voltaje de su inhibicién total. La inhibicién de la corriente
inducida por G, es casi completamente revertida por un prpalo (Fig. 4E) y es, por tanto,
definible como “puramente VD™, El subtdpo Gf,, en cambio, induce un patrdén inhibitodo
“mixto”, que comprende tanto un componente VD como efectos adicionales insensibles al
potencial (Fig. 4E). Hay dos interpretaciones posibles para estos efectos adicionales: (1) Que los

CCDV), se encuentren tonicamente inhibidos por un mecanismo independiente de voltaje (VI);
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6 (2) Que haya una reduccién neta en el nimero de CCDV, presentes en la membrana,
resultado de algin fendmeno desconocido y selecivamente activado por los subtipos G[3,, GB, y
GB, (Fig. 4D y E). Segun se detallard en la Discusién, y por las razones que entonces se

mencionaran, la interpretacion que aqui se favorece es la primera. Sin embargo, no se aportara

evidencia conclusiva alguna que la sustente.

En los trazos de la Fig. 4A puede apreciarse que la NE induce, también, una inhibicién mixta
con comporentes tanto VI como VI La separacidn electrofisioldgica entre ambos sera tratada
en mas detalle mas adelante. También serd interesante especular que los efectos intermedios
entre las subunidades G5 que se observan en presencia de NE pudiesen estar asociados conque
la transduccién de su sefial utilice una mezcla de subtipos Gf. Por ahora, baste subrayar que
clertos subtpos de estas subunidades (GB,, GB; y GR,) inducen patrones inhibitotios mixtos,
mientras que otras (G, y GB;) provocan inhibiciones puramente VD (Fig. 4D y E). A partir de
los datos presentados en la Fig. 4E, puede inferirse un orden de potendia relativa, para inducir
una inhibicién VI, entre los distintos subtipos de GP que seguida un orden Gf, > Gf, = Gf,
>>> Gf, = Gf,.

8.3. EFECTOS PARADOJICOS DE LAS SUBUNIDADES G[3

Las Figs. 2 a 4 dustran los efectos inhibitorios “Hpicos™ asociados a la sobreconcentracion
intracelular de subunidades G (Herlitze et al, 1996; Ikeda, 1996). Sin embargo, ¢Son éstos los
Unicos efectos que induce este procedimiento expenmental? En otras palabras, ;Las células que
recibleron una inyeccidn mtranuclear de ¢cDNA, y que no expresaron el clasico fenotipo de
comente ténicamente inhibida, son todas indistinguibles del grupo control? Una respuesta

negativa para ambos interrogantes tienc como basc las siguicntes consideraciones.

Los trazos de la Fig. 5 muestran el promedio de la densidad de cortiente en tres grupos de
células 1nyectadas con cDNA para subunidades GJ inhibitoriamente activas, agrapados, no en
términos del subdpo mnyectado - cada grupo contienc neuronas inyectadas con ¢l cDNA de los
subtipos G, G, v GB, -, sino en términos del efecto obtenido. El primer grupo (G1; Fig. SB)
presenta ¢l efecto inhibitono promedio que se ha desento en fas Figs 2 a4 Bl scgundo gropo

(G2 Fig 500 tepresenta a un grupo de newronas mycctadas pero con fenoupo de corrente
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Fig. 5A-D Diferentes fenotipos modulatorios indusidos por sebreconcentraciin de subunidades GP. A Células de la
Fig. 4A. B-D Tres grupos de neuronas inyectadas con al cDINA para subunidades G activas pueden
discdminarse visualmente en términps del fenotipo de corriente registrada: Células con el efecto
inhibitorio tipice descdto en las Figs. 2-4 (B; n = 33), células indiscriminables del control (C; n = 25), y
células inclasificables en cada grupo anterior (D; n = 23).

indistinguible del control (Fig, SA). El tercer grupo (G3; Fig: 5D) es el que ha motivado el titulo
del presente apartado: tras una manipulacién experimental idéntica, tanto el fenotipo basal de la
corriente como su pattén de respuestz 2 la NE no son tan sélo claramente distintos a los

observados en G1 y en (G2, sino que son, ademds, antagdnicos a los que se presentan en G1.
S

-

En clara oposicidn 2l patrén inhibitorio en G1, la densidad de corriente y las cinéticas de
activacidn e mnactivacidn aumentan en G3, mientras que, tanto la facilitacion basal como aquélia
en presencia de NE disminuyen en este grupo. Es, ademis, notorio que la NE ain es capaz de
inhibir parte de la corrente de G3, pero que el patrén inhibitorio cambie sustancialmente
respecto del que se presenta en los demas grupos: no sdlo muestra insensibilidad a los pregpulsos

sino que no altera las cinéticas basales de Ia cordente.

¢Permite, esta clasificacidn visual previa, realmente ideatificar grupos discretos?, ¢Se
encuentran interrelacionadas las caracteristicas fenotipicas de la cordente y su patrdn de

respuesta a INE en este grupo?, ¢Son todas éstas caracteristicas representativas de un patron de

actividad modulada distinto inducido por subunidades G activas?

En la Fig. 6, la respuesta al primer y tercer interrogante se ha buscado en términos de la
segunda pregunta. La eliminacién de la facilitacidn basal en G3 covaria con una disminucion 2 la
respuesta a NE (Fig. 6A), con una eliminacién de la sensibilidad al voltje de la inhibicion

remanente (Fig. 6B), con un aumento en la densidad de corriente (Fig. 6C) y un muy prominente
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Fig, 6A-F Covartacion de las caracterisricas fenotipieas distmimas de cada grupo de newronas de la Fig. 5. A-D
Relaciones entre ¢l indice de facilitacion basal (en escala logaritmica natural) werswr el porcentaje de
inhibicidn por NE (A), el indice de facilitacion en presencia de NE (B}, Ia densidad de cormente en Pl

(C} y ¢l porcentaje de mactvacion en P1 (D, determmado como la relacion de I,

, mixima en P1 entre

¢l promedio de I-, en el Wtimo ms de dicho pulse de prueba). E Rchcxon entre la densidad de
cornente y el porcentzje de mactivacién en P1. F Relacién entre el porcentaje de inhibicién por NE y
¢l porcentaje de inactivacion en P1. Mismas células de a Fig. 5.

aumento en la inactivacién de cordente en estado estacionario {(Fig. 6D). La densidad de

cornente de las neuronas del grupo G3 se superponc ligeramente con aquella del grupo G2 pero

ambos son claramente distintos en la magnitud de la inactivacion que exhiben durante el pulso

de pruchba (I g 61%). Correspondicntemente, altos indices de inactvacion en G3 covarian con

bajos indices de inlubicién por NI (Fig. 6. Patrones de covaracién similares se observaron

entre las relaciones densudad de corrente wenir porcentyye de inhubneidon por NE, v entre este

Gitimo y I facilitacion en presencia Jde este N'T
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Fig. TA-D Los grupos 1 y 3, reprasentan caracteristicas extrensas de niodulacitn por subunidades Gf. A Promedios
del porcentaje de inhibicién inducido por NE en P1 y P2. B Porcentaje de inactivacién durante P1 en
ausencia v presencia de NE. C Indices de facilitacién basal y facilitacién en presencia de NE. D
Densidad de corriente durante P1. Mismas células de las Figs. 5y 6.

En resumen, la falta de facilitacién basal, el aumento en inactivacién durante el pulso de
prueba, Ia reduccidn en Iz sensibilidad a NE y el hecho de que la inhibicién remanente no
presente sensibilidad al voltaje, son todas caracteristcas que covaran entre sf y que, por tanto,

sugleren la existencia de un estado modulado particular y distinto de los CCDV,.

La Fig. 7 muestra la tendencia central de los valores de cada una de las variables examinadas
para cada grupo zislado a partir del andlisis de la Fig. 6. Notese que los valores promedio del
grupo G2 son muy similares a los de las neuronas control, y que en términos de inactivacion de
estado estacionario (Fig. 7B), indice de facilitacién (Fig. 7C) v de densidad de corriente (Fig. 7D),
los grupos G1 y G3 presentan comportamientos no solamente distintos al del control y al del
grupo G2, sino opuestos entre si. Estas observaciones sugieren las siguientes interpretaciones:
(1) El grupo G2 representa células que no expresaron la subunidad G con cuyo cDINA fueron
inyectadas; (2) Los grupos G1 y (G3 expresaron, ambos, la proteina deseada; (3) Las subunidades
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GP activas pueden dar lugar a una sefial divergente que active dos patrones modulatorios
diametralmente opuestos; (4) El grupo G1 contiene células en las gue un efecto inhibitonio de

GP es dominante, mientras que G3 identifica un efecto esttmuiador mediado por las mismas.

Si todo lo anterior es correcto, la disminucion en la magnitud de la respuesta a NE en Gl y
G3 (Fig. 7A) es el resultado de dos procesos distintos: de una oclusidn a los efectos de la misma
en G1, y de una reduccion en la responsividad en G3. Esto es, la convergencia de efectos sobre

ia inhibicién inducida por NE es aniloga mas no homéloga.

Fmalmente, y tal vez lo mas importante, si una interaccion directa entre G y los CCDVy es
la responsable del efecto de G1 (De Waard et al., 1997; Zamponi et al, 1997), entonces, es
posible que exista un segundo intermediario que medie los efectos observados en G3. Si esto es
cierto, tiene que haber una via de sefializacion intracelular que sea activada por las subunidades

GB v que converja junto a estas en los CCDV .

8.4. LA ACTIVACION DE LA PKC MIMETIZA 1.0S EFECTO0S ESTIMULADORES

INDUCIDOS POR SUBUNIDADES G[3

Dos sistemas de segundos mensajeros son regulados por subunidades GBy: la ruta del cAMP,
2 través de la induccidn de la actividad de la adenilato ciclasa (Chen et al, 1995), v la via de la
PKC, que cs activada indirectamente tras l2 esimulacion de la fosfolipasa CB (Katz et al,, 1992).
Como ha sido expuesto en los Antecedentes, a pesar de que existen reportes sobre regulacién de
CCDV), pot PKA en cicrtas preparaciones {p.c., Gross y Macdonald, 1988, 1989; Surmeier et al.,
1995), la mayor parte de la literatura ha descartado su participacion en la misma en neuronas
simpaticas. Por el contrario, la segunda via ha sido repetidamente involucrada en dicho proceso
y, en neuronas sunpatcas, existen evidencias publicadas que la vuelven un buen candidato para

mediar los cfectos observados en el G3 (Swartz, 1993; Yang v Tsien, 1993; Zhu ¢ Ikeda, 1994;
Shapiro et al., 1996).

La Fig. 8 muestra la facubilidad de la hipétesis anterior. In neuronas que han recibido un
tratamiento con un activador de In PKC - ¢l éster de forbol, PMA - previo al registro ([F1g. 8C), la

amphoud de la corniente registrada no solo nende a ser sigmificatdvamente mds grande que en
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Fig. 8A-F E/ activador dz la PKC, PMA, reproduce y magnifica las caracteristizas estimnladoras observadas en ¢
grupo 3. A-C Promedio de trazos de I, control (A; n = 8), de neuronas del grupo 3 (B; mismas células
de Ia Fig. 5D) y de neuronas pretratadas con PMA (C; n = 13). D-F Promedios de densidad de
cortiente (D), indice de facilitacidn basal (E) e inhibicidn de NE durante P1 (F) para las neuronas
control y aquéllas tratadas con PMA, en comparacién con neuronas que recibieron un tratamiento con
4u-forbol (n = 5) y neuronas tratadas con estaurosporina (STAU), previo al tratamiento con PMA (n

= 6).
neuronas control (Fig. 8A) - e incluso supetior 2 aquella registrada tras la aplicacién de un prepulso
en estas neuronas - SINO que presenta, aun mdas marcadas, las caracterisdeas cinéticas de
activacion e inactivacion, y la eliminacion total de la facilitacidn basal observada en las neuronas
de G3 (Fig. 8B). Mas 21n, en estas neuronas se reproduce el cambio en el patrén de respuesta 2
la inhibicion inducida por NE. Aunque disminuida en magnitud (Fig. 8F), la inhibicién por NE
sigue presente, pero se manifiesta ahora como una reduccién porcentual msensible a prepalsos en
la amplitud de la corriente que no altera en zbsoluto las cinétcas observadas antes de su
aplicacién, de manera extremadamente similar al fendmeno observado en el grupo G3 de

neuronas inyectadas con el cDNA para subunidades Gf activas.
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A pesar de que la similitud fenodpica entre las corrientes del grupo G3 y aquellas de neuronas

pretratadas con PMA no aporta evidencia concluyente sobre una relacion causal que vincule a la
PKC en ia modulacidén estimulatona inducida por subunidades Gf3, es claramente sugestiva de la
misma y no es ¢l aportar mayor evidencia al respecto lo que ha motivado [a serie de
experimentos que s¢ presentaran a continuacién. Antes que eso, se ha intentado contestar una
pregunta aun mds bdsica: ¢Son los fendmenos observados un reflejo de la existencia de una via
de modulacién positiva de los CCDV,, ¢ simplemente consecuencia de un proceso de

desinhibicion tdnica y prevencidén de inhibicién subsiguiente? En menos palabras, ¢Existe

modulacion positiva de CCDV 2

Indudablemente pueden identificarse dos fendmenos, seguramente interrelacionados,
inducidos tanto por subunidades G como por el pretratamiento con PMA: (1) Aquellos
relativos a las alteraciones en el comportamiento basal de la corriente (trazos inferiores en las
Figs. 8B y C); (2) El cambio en el patrén de respuesta de esta cormiente frente a la NE (trazos
supetiores en las Figs. 8B y C). La busqueda de una respuesta sobre el otigen de ambos
fenémenos ha sido el tema central propulsor de esta tesis. Ambos sern tratados de manera
independiente. Ademas, por simplificacién experimental, el pretratamiento con PMA ha sido
utilizado en reemplazo de la inyeccidén intranuclear de cDNA por tres razones: (1) No sélo
reproduce cualitativamente el mismo fendmeno, sino que lo magnifica cuantitativamente; (2)
Como puede observarse en la Fig. 6, el grupo G3 es una subpoblacidén de las neuronas que
expresan subunidades Gf3, que es a su vez una subpoblacion de las neuronas que sobreviven a la
inyeccion intranuclear de cDNA, que ¢s a su vez una subpoblacidn de ias neuronas inyectadas,
etc; (3) E! tempo necesario para que las neuronas expresen la protefna deseada se superpone
con el iempo en el cual las neuronas en cultivo pierden la forma esférica caracteristica a las pocas
horas del sembrado, y comienzan a extender prolongaciones, comprometiendo, por tanto, la
fijacion espacio-temporal de voltaje, que impide la aplicacion de protocolos mis extensos y de

medidas mas rigurosas.

Las Figs. 8D a I muestran otro aspecto de los efectos mducidos por el PMA. Si bicn es cierto
que poca ¢s la aportacion en ¢l terrene de la farmacologia que puede desprenderse de este trabajo
- pot la senalla razén de que no estaba deno de sus objetivos una mvestigaaidn de este tipo -

aloo puede decitse respecto del sustraro bioguimico gque medi Ins acciones del pretratamiento
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con PMA. Es poco probable que acciones directas o no especificas de los ésteres de forbol sobre
CCDV,, expliquen los efectos observados por cuarro razones: (1) Los cfectos inespecificos que
se han reportado son inhibitorios (Fig. 5; Hockberger et al, 1989: Doemer ot al, 1990;
Abrahams y Schofield, 1992) y aquéllos aqui expuestos son estimuladores; (2} Dichos efectos son
dependientes de la presencia extracelular del compuesto (Hockberger et al, 1989). El método de
pretratamiento empleado permite excluir 2l PMA de la solucién de registro, minimizando
cualquier efecto extracelular de los esteres de forbol; (3) El mismo pretratamiento con el analogo
inzctivo 4-a-forbol no reproduce las acciones del PMA (Fig. 8D-F); (4) Preincubaciones con ¢l
inhibidor de cinasas, estaurosporina (Ruegg y Burgess, 1989), antes y durante el pretratamiento
con PMA, bloquean todos los efectos inducidos por el PMA. Las cortientes a través de CCDVy

en estas neuronas fueron indistinguibles del control (Fig. 8D-F).

Tomados juntos, los resultados con 4-a-forbol y estaurosporina apoyan la interpretacién de
que los efectos inducidos por el PMA resultan de la fosforilacion de protefnas. Varias evidencias
favorecen la idea de que esta fosforilacidn puede ser mediada pot activacién de Ia PKC. (1) El
PMA es un éster de forbol bien conocide y ampliamente utlizado, con actividad probada para
activar especifica y selectivamente a la PKC en neuronas del SCG cuando es usado a una
concentracién de 500 nM (Swartz, 1993; Zhu e Tkeda, 1994; Shapiro et al, 1996; Barrett y
Rittenhouse, 2000). (2} El 4-c-forbol no activa 2 la PKC (Castagna et 21, 1982). (3) Lz
estaurosporina es un inhibidor potente pero no selectivo de la PKC (Ruegg y Burgess, 1989). (4)
Hay evidencia que sugiere que cortientes de CCDV), reconstituidas son estimuladas por el PMA
a través de un mecanismo todavia desconocido (Hamid et al, 1999) que involucra la fosforilacién
dependiente de PKC de la subunidad @, de estos canales (0t Stea et al, 1995; Hamid et 2i,
1999).

Con base en lo anterior, se hard uso indistinto de las frases “activacion de la PKC” como
sinénimo de “inducido por PMA”, De cnalquier manera, el que se llegara 2 demostrar que no es
¢sta sino otra Iz enzima involucrada, pocos cambios sustanciales inducira en las conclusiones que

aqui se obtengan.
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8.5. EFECTOS DE LA ACTIVACION DE PKC sOBRE EL. COMPORTAMIENTO

BASAL DE LAS CORRIENTES DE CCDV,,.

Comao ha sido establecido en el planteamiento del problema, interesa aqui la discriminacion
entre dos posibles explicaciones para el aumento en la amplitud (Fig. 8D) y las alteraciones en las
cinéticas de las correntes tras el pretratamiento con PMA (Fig. 8C y E): (1) Que se deba a la
remocién de inhibicidn ténica; (2) Que represente a un fendmeno independiente de estz. Queda

sobreentendido que una combinacién de ambos fendmenos no es excluida 4 prior.

El abordaje del problema se basa en un estudio comparativo entre los efectos inducidos por el
éster de forbol PMA y aquellos resultantes de la dialisis intracelular con el inhibidor no selectivo
de PG, GDPS. Ambos efectos se comparan, en todes los casos en que ha sido posible, con
aquellos inducidos por un prepudie en condiciones control, pues es este el procedimiento
experimental que originalmente llevé a la demostracién y caracterizacién de la inhibicion ténica
(Fenwick et al,, 1982; Hoshi et al.,, 1984; Scott y Dolphin, 1990; Kasai, 1991; Tkeda, 1991; Swartz,
1993).

8.5.1. Efectos del PMA y el GDPS en la Amplitud y Curso Temporal de Cortientes en

Estado Estacionario del Voltaje

La didlisis interna con GDPBS aumenta la amplitud de correntes totales de Ba®" y elunina la

faclitacion basal inducida por prepudsos (Fig. 9A-D). Los efectos det GDPBS son comparables
con aquellos inductdos por un prepadse en control, y son, por tanto, atnbuibles a la remocidn de
inhubicién tdmea (Tkeda, 1991). Ambos procedimicntos producen un aumento de la corriente
que es mas pronunciado para potenciales de prueba negativos (Fig. 9A y B) que para potenciales
positivos ([Fig. 9C y D) alrededor del maximo de la I-V (Fig. 9E). Esto lleva a que ¢! incremento
proporcional en la amplitud de la corrente inducido por remocidon de inhibicion ténica sea
nversamente proporcional al valor del potencal utlizado pata evoearla (Fig. 10A). Esto es, cf

aumento ¢s dependiente de voltaje (Tkeda, 1991).

[De manera similar o los efecros de los prepador o del GDPJS, breves premcubaciones con
PMA climinan la facilitacon basal (Fig. 9A-1D v 10B) v producen un incremento dependiente de

voltaje en la densidad de la corriente (Thg 910 v 10A). La amplitud de Ja corriente durante
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Fig. 9A-G Efectos del PMA y def GDPSS ent la relacin cormiente-voliaje y en la cinetica de activacion de corrientes lotales
de CCDV . A-D In, evocada por pulsos cuadrados de voltajes a los potenciales ndicados en cada grifica
{Vs), utlizando el protocolo de fijacidn de veltaje dustrado en G. Los trazos de In, superpuestos
representan el promedio de Is, de neuronas control (n = 16), neuronas dializadas con GDPBS (n= 11} y
neuronas pretratadas con PMA (o = 17). La misma barra de czlibracién aplica para A-D. El protocolo de
fijacion de voltale (G) consistié en dos pulsos idénticos de 10 ms {P1, P2) con despolarizaciones
crectentes, seguidas por una repolarizacion parcial de 10 ms. P1 y P2 fueron separados por 1 segundo, y
P2 fue precedido (15 ms) por un prepulso de 50 ms. E Relacion I-V para neuronas A-D duante P1. La
densidad de cozrente se calculd como valor medio de la cordente entre 3 y 4 ms tras ¢l inicio del pulso. F
Constante de dempo (Ta) de un decaimiento exponencial simple ajustado a la fase de activacion de la
cordente una vez que la corriente transitoria positiva ha cruzado la linea basal (200-300us, después del
inicio del pulso de prueba).

despolarizaciones pequedias (Fig. 9A y B} se incrementa mds que la corriente que se registz
durante despolatizaciones mds grandes (Fig. 9C y D). Estas similitudes en los efectos sobre la

facilitacién basal y en la dependencia del voltaje que guardan el incremento inducido por PMA

con aquel producido por preprisas o GIDPBS han sido sostenidas como evidencias a favor de la
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remocién de mhibicidn tdnica en ambos casos (Swartz, 1993; Zhu e Tkeda, 1994). Se intentara

mostrar mas adelante que esta no es necesariamente Ja Gnica interpretacion posible.

Al margen de las similitudes notadas anteriormente, existen dos diferencias notables entre los
efectos del PMA y aquellos de los prepulsos y el GDPBS. Prumero, el PMA recluta mas corriente
de lo que lo hacen los prepulsos v el GDPRS (Fig. 9E v 10A). Segundo, el aumento de la corriente
inducido por estos ultimos, a potenciales de prueba negativos, no estz acompanado de ningtn
cambio significativo en la cinética de activacién (Fig. 9F), v, en contraste, el aumento inducido
por PMA esti acompafiado por cambios marcados en la cinética de la corriente. Como es posible
observar en los registros de las Figs. 9A-D, después del pretratamiento con PMA, la corriente se

activa mas rapido con pulsos de pmeba negatvos.

El curso temporal de la fase de activacidn de la cordente se ajusta a una funcién exponencial

con una sola constante de tiempo (T,; Jones y Marks, 198%9a; Tkeda, 1991). La relacidn de T,
versus voltaje registrada tiene la forma de campana descrita para Ja activacién de corrientes de
CCDVy, en neuronas simpiticas (jones v Marks, 1989a; lkeda, 1991), alcanzando un miximo

alrededor de -20 mV y decreciendo tanto a potenciales mis negativos como mas posidvos (Fig.

9F).

De manera similar a lo reportado por Ikeda (Tkeda, 1991), los prepulsos tienen un efecto sobre
T,a » peto dicho efecto se circunscube 2 una reducctdn significativa a potenciales mas posttivos
que zquellos que generan corriente entrante maxima, Sin que tengan ningun efecto a potenciales
mas negativos (Fig. 11F). Un efecto similar se observa tras el tratamiento con GDP@S (inserto en
la Fig. 9F). En contraste, T, cs significativamente reducida (P < 0.05) en un rango de voltaje de -
30 a +5 mV por el PMA (Fig. 9F), con una reduccién de ~26% cn el valor maximo de 1, (a -20
mV). Nétese que este no ¢s el inico cambio en la cinética de las corrientes inducido por PMA.
Los trazos de las Figs. 9A-1) muestran una accleracion en las cinéticas de inactivacién en estado

estacionano que tampoco ¢s reproducida por GIDPBS, y que se hard mucho mds evidente en cl

curso de despolarizaciones mis largas (500 ms; Fig. 16).

En suma, cambios significativos ¢n la cinética de la cortente son vistos tas Ia incubacion con

PAA pero no con didlists de GDPfAS.
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Fig. 10A-B Aumento dependiznie de voltafe y eliminacién de la facilitacion basal inducidos por PMA y GDPSS. A
Porcentaje de aumento de la corriente calculado a partr de los valores promedios ilustrados en la Fig.
9E para neuronas pretraradas con PMA y dializadas con GDPPS, y en la Fig. 11E para el efecto de los
prepulsos en condiciones coatrol. B Facllitacién basal en el rango de potenciales que inducen corriente
entrante. Mismas neuronas de la Fig. 9.

8.5.2. Efectos del Incremento en la Inhibicién Ténica sobre la Cinética de Activacion de

la Corriente

Conviene en este momento hacer una pausa en el andlisis de los efectos que induce el PMA
pata explorar un hecho notable que ayudari a fundamentar algunas de las conclusiones que se

estableceran mas adelante.

Los resultados anteriores tienen la siguiente connotacién. En el rango de voltaje donde se
presentan efectos maximos de la inhibicién por PG sobre la amplitud de la cordente (Fig. 9E),
las alteraciones en la cinética de activacién son minimas (Fig. OF). Viceversa, los prepalsos tienen
efectos sobre la cinénca de activacion de la corrdente {Fig. 11F) a potenciales en los que recluta
poca corriente adicional (Fig. 11E). Esto, que se desprende del analisis de corrientes con un nivel
bajo de activacién de PG, deberia probar ser cierto en condiciones en las que se registre un nivel

mas elevado de inhibicidn basal
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Fig. WA-G Efector def aumento en cf nivel de inbibicidn tonica, inducida por GTPYS, en la relacidn corriente-voltage y
en la cnética de acvipacion de corrientes fotales de CCDV . A-Dy I, evocada por pulsos a los volmajes
indicados en cada grifica (V,,), utilzando el protocolo de hjacidn de voltaje slustrado en la Fig. 9G. Los
trazos de I, superpuestos representan el promedio de I, de neuronas control {mismas neuronas de la
Fig. 9) y neuronas diaktzadas con GTPYS (n = 12). La misma barra de cabibracién aplica para A-T. E
Relacién 1-V para las ncuronas de A-D dugante Pl y P2, F Constante de tiempo (1, de un
decaimiento exponencial simple ajustado a la fase de actuvacidn de la corriente sepin lo descsito para la
Fig. 9F. G Relacién de facilitacién de la corriente (P2/P1) y de facilitacidn en la cinética de acavacion
(P1/P2) versus voltaje

El grado de mhibicién ténica de las corrientes puede ser experimentalmente incrementado
por sustatucién del GTP en la soluciédn interna por su andlogo no hidrolizable, GTPyS (Ikeda,
1991; Swartz, 1993; Yang y Tsten, 1993). En estas condiciones, la densidad de corriente que se
registra ¢$ notablemente inferior a Ja que la que se registea en condicrones control (Fig. 11A-D) y

muestra una dependencia del voltaje hgeramente corrida haca potenciales despolanzantes (Fig,

115, que se waduce en un glado de inlubicidn claramente dependiente de volumye (Fig. 1115).
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Nétese que el fendmeno va aparejado de un incremento en la sensibilidad frente a prepudsos (Figs.
11A-D), que aumentan al doble la amplitud de la corriente registrada a potenciales negatvos (I 1.
11G) y corren en sentido hiperpolarizante la dependencia de voltaje de su acuvacién (Fig. 11E).
Estos efectos son tipicos de la inhibicién VD y son anilogos, pero magnificados, a los que se

observan en presencia de GTP.

Ahora, obsérvese la dependencia de voltaje que guardan las alteraciones en la cinética de
activacién de la corriente (Fig. 11F). Para ser posible la comparacién con los resultados de la Fig.
9F, el curso temporal de la fase de activacidn de la cortiente en presencia de GTPYS ha sido
ajustado 2 un decaimiento exponencial simple. Debe hacerse notar que esta aproxtmacién no
pretende ser estrictamente cuantitativa, pues, como se detallard mis adelante, una descripcién de
este tpo requiere de un decaimiento biexponencial (Fig. 24). Sin embargo, funciona
adecuadamente para hacer una descripceién cualitativa del enlentecimients dnético que induce la

activactén de PG en el curso de los primeros milisegundos. Nétese en Ja Fig. 11F que los

principales efectos que induce el GTPYS sobre el comportamiento de T, se encuentran
basicamente restringidos al ranco de potenciales positivos al que induce cordente entrante
g g P P q

maxima (Fig. 11E), y que los prepulsos revierten este efecto casi por completo (Fig. 11F).

Una posible explicacién de la marcada separacion en la dependencia del voltaje que tiene el
efecto de los prepulsos sobre la amplitud de la corriente wrws aquéllos que inducen sobre la
cinética de activacidén de la misma (Fig. 11G) serd expuesta en la Discusion. Por ahora, estos
resultados permiten reforzar la observacion de la Fig, 9F: queda claro que, st un gran aumento en
la magnitud de la inhibicién ténica (Fig. 11E) se traduce en cambios marginales en la cinética de
activacién de Ia corrente a potenciales mis negativos que aquellos que inducen corriente
entrante maxima (Fig. 11F), entonces la marcada reduccién en T, que induce el PMA, en este
rango de potenciales (Fig. 9F), no puede explicarse por remocién del moderado nivel de

inhibicién ténica registrado en el control (Fig. 9E).
8.5.3. Efectos de!l PMA y el GDPBS en el Comportamiento Poblacional de los CCDV

Los resultados anteriores sugieren que el PMA puede inducir algunos cambios en la cinética
de las corrientes que no son explicables por la remocién de mhibicién ténica, Sin embargo, no

permiten inferir gran cosa sobre la naturaleza que subyace al aumento de la cordente. En dltima



107

A Control B GDPpS C PMA
80 1 1 g

e . L

L ;

2&40- . .

_% J s P1 . a P p v P1

o P2 °© P2 v P2
R R A D M R N T A P A
Voltaje (mV) Voltaje (mV) Voltaje {mV)

CON * CON
71— PMA

YT T w
Voltzje (mV) Voltaje (mV)

Fig. 12A-E Efectos del PMA y del GDPSS en las curvas de activaciin de corrienter de CCDV . A-C Relacidn
del promedio de Iy, de cola versus voltaje para las neuronas de la Fig. 9. La densidad de corriente de
cola fue determinada como la densidad de cortiente promedio en un periodo de 100 ps iniciados
400 ps después del fin del pulso de prueba durante la repolarizacién parcial a -40 mV (protocolo en fa
Fig. 9G). Las lineas suaves que conectan los puntos representan el mejor zjuste a la suma de dos
funciones de Boltzmann (ver texto). D-E Grifica de los compenentes individuales de cada apuste de
Boltzmann para los datos de P1 (parimetros en la Tabla 1)

instancia, bien podran ser cambios adicionales a la remocién de dicha inhibicidn. En particular,
dos de las observaciones hasta ahora presentadas han sido tomadas previamente (Swartz, 1993;
Zhu ¢ Tkeda, 1994) como razdn suficiente para sustentar la idea de que la inhibicién tdnica de
CCDVy sea removida como consecnencia de la acdvacion de la PIKC: (1) La ausencia de
facilitacién basal {Fig. 10B); (2) La dependencia de voltaje del aumento en la amplitud de las
cornentes (Fig. 10A). Sin embargo, también ha sido sugerido que un awmento en la cinética de
inactivacién, como aquel observado tras el PMA (Fig. 8C y Fig. 9 A-D), puede oscurecer en
algunos casos los cfectos de los prepulsos de manera que no puedan ser tomados ya como un

indice de la acuvidad de PG (Elmslie et al,, 1993).

Lo antcmor sugiere Ja necesidad de buscar mas evidencias sobre la presencia o no de
mhibicidn ténica antes de infeuir sobre la posible dependencia de ésta de los cfectos observados

cn neuronas prctmmdns con PMA
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El efecto de la inhibicién dependiente de voltaje, mediada por PG sobre las curvas de
activacion de la corriente ha sido extensamente -documentado (Bean, 1989b; Tkedz, 1991). Por lo
tanto, sc buscaron evidencias de la remocién de la inhibicién ténica analizando las corrientes de
cola registradas a un potencial de -40 mV, tras el regreso de un pulso de prueba de amplitud
variable (protocolo en Fig. 9G). Esta repolarzacion parcial no tiene otro objetivo que el de
enlentecer la cinética de desactivacion de lz corriente y disminuir la amplitud de lz misma, con la
finalidad de evitar las oscilaciones en la fijacidén que suelen inducir las enormes corrientes de cola

que se producen tras una repolarizacion total al potencial de mantenimiento utilizado {-80 mV).

La relacion entre las amplitudes promedio de las cordlentes de cola y el potencial del pulso de
prucha, para las neuronas de la Fig. 9, se encuentra fustrada en las Figs. 12A-C. En acuerdo con
la descripcion de Tkeda (Tkeda, 1991), la inhibicién ténica en el control dio como resultado curvas
de activacién asimétricas alrededor del punto medio de activacidon mixima (Fig. 12A; circulos
cerrados) que se ajustan pobremente 2 una funcidn sigmoidal simple. Sin embargo, las curvas de
activacién son descritas particularmente bien por la suma de dos funciones de Boltzmann {Jas
curvas suaves muestran el ajuste), como ha sido extensamente documentado en trabajos previos

(Bean, 1989b; Tkeda, 1991; Zhu e Ikeda, 1994):

I, I

IV)= + 2
V-V (¥a-V)
I+p A I+p /'{2

donde I{1¥) es la densidad de corrente de cola como funcién del potencial de prueba /. Para
cada componente, I, I} y £ son la amplitud, potencial de activacién media y factor de pendiente,

respectivamente {ver Tabla 1).

En términos del modelo willing-refuctant, el componente de voltaje de Boltzmann con V| mis
negativo {primero) y aquel con I mas positivo {(segundo) corresponden a la activacidén de
grupos de canales no modulados e inhibidos por PG, respectivamente. Acorde a esta
Interpretacién, la amplitud fraccional de! segundo componente en condiciones control sugiere
que ~24% de la corriente maxima de CCDV,, se encuentra bajo inhibicién tonica (ver Tabla 1),
Los prepulsos afectan la amplitud relativa de ambos componentes de Boltzmann, pero no los
parametros de pendiente, punto medio de activacién o corriente mixima reclutable tras

despolarizaciones extremas (esto es, I; + I; ver Tabla 1). De esta manerz, el que la amplitud
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Iy L Y Vie £, ks
(pA/pld) (pA/plY) {m\) (V) (mV) (V)
Control  (P1) 42.6 14.3 14.3 24.8 5.2 15.4
Control  (P2) 51.9 4.4 -15.1 17.7 4.4 10.0
GDPBS (P} 55.5 8.7 15,5 12.4 5.3 8.5
GDPRS (P2 604 - -15.1 - 5.9 -
PMA (P1) 60.2 16.9 -15.6 20.6 3.2 14.8
PMA (P2) 54.4 86  -162 125 5.3 13.2

Tabla 1 Parimetros denvados del ajuste a fa suma de dos funciones de Boltzmann (ver ecuacidn en el
texto) de las relaciones de cordente de cola promedio sersar voltaje de los datos presentados en la
Fig, 12A-C.

fraccional del primer componente se incremente a >92% en condiciones control tras los prepuiios,

es interpretado como el resultado de la reordenacidn relwctant —> willing dependiente de voltaje

(Bean, 1989b; Elmslie et al.,, 1990; Tkeda, 1991).

El modelo anterior queda apoyado por los efectos que induce el GDPBS (Fig. 12B). En
presencia de éste, el componente atribuido a la inhibicidn tonica es reducido a menos del 15% de
la amplitud fraccional maxima, y los prepulsos inducen pricticamente su eliminacién (Tabla 1). De
hecho, después de los prepalsos, la curva de activacién de las correntes de cola con GDPRS es
practicamente simétrica y, por tanto, descrbible por a una funcidén de Boltzmann simple (Fig.
12B; cuadros abiertos). Por tanto, la liberacidén de inhibicién ténica por prepulios (Fig. 12A;
circulos abiertos) o por GDPPS (Fig. 12B) estd caracteristicarnente tpificada por una
“simetrizacién” en las curvas de activacidn (Tkeda, 1991), lo cual es consistente con la nocion de

la activacién de una poblacién mas homogénea de canales mayoritariamente no modulados.

A partir de los datos de la Tabla 1 es posible descomponer la funcién doble de Boltzmann,
que describe ¢l comportamuento global de la corriente, en cada uno de sus componentes, lo cual
permite visualizar los procesos antes descritos. La grafica de cada componente aislado (Fig. 12D)
muestra que el incremento en la amphitad en el primer componente causade por el GDPBS estd
asociado con un decremento cn ¢l segundo componente. Un eseenaro similar puede explicar los

cfecros de los prepadios (e 200 Ta amplitud de In cormnente aurmentada a potenaales de prucha
VA, VD s I
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Fig. 13A-B Aumento dependiente de potencial y eliminaciin de la_facibtacion basal en corrientes de cola inducidos por

PMA y por GDPfS. A Porcentaje de aumento de la cordente calculado a partir de los valores

promedios ilustzados en la-Fig. 12. B Indice de faclitacién basel (P2/P1). Mismas neuronas de lz
Fig. 9. !

medianamente despolarizantes después del GDPBS (Figs. 9E y 10A) o de los prepulios (Fig. 11E y
10A) puede por tanto ser explicada por cambios en la amplitud fraccional de la corrente de los

dos componentes de Boltzmann (Tkeda, 1991).

La densidad de las comentes de cola registradas en neuronas pretratadas con PMA es
significativamente mayor que aquellas registradas en el control en la mayor parte del rango de
voltaje analizado (Fig. 12C). Si el PMA incrementa la amplitud de las corrientes mediante la
remocion de inhibicidn ténica, serda esperable encontrar efectos similares 2] de los prepulsos o el
GDPpS sobre las curvas de activacién de la cordente, sobre todo, en vista de la dependencia de
voltaje que guarda dicho incremento a potenciales medianamente despolatizantes (Fig. 13A).
Sorprendentemente, las curvas de actvacidén de las corrientes de cola probaron ser tan
asimétricas alrededor del punto medio de activacién maxima como aquellas del control. El ajuste
a una Boltzmann doble muestra que el voltaje de activacién medio y la pendiente de cada

componente no estin sustancialmente alterados respecto del control (Tabla 1).
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De manera sunilar a los prgpulsos o al GDPJS, el PMA induce un marcado incremento en la
amplitud del primer componcntc.l Sin embazgo, este mcremento no se encuentra correlacionado
con un decremento en la amplitud del segundo. Al contrario, la amplitud de dicho componente
es inesperadamente sumilar a aquél que se registra en condiciones control (Fig. 12E). Asi, a pesar
de que la magnitud del aumento en el primer componente es similar a aquél visto tras los prepulsos
en neuronas dializadas con GDPPS, es notorio que la amplitud relativa de cada componente
(aproximadamente 78 y 22%, respectivamente) no se encuentta significativamente alterada con
respecto del control. En consecuencia, €] incremento inducido por PMA en la amplitud de las

corrientes de CCDVy no puede ser explicado por cambios en la amplitud teladva de cada

componente de Boltzmann como en el caso de los prepulsos y del GDPS.

Segun lo antenior, el hecho de que el aumento inducido por PMA guarde clerta dependencia
de voltaje a potenciales moderadamente despolarizantes (Fig. 13A) indica que la amplitud
absoluta de la corriente acarreada por canales no modulados se incrementa, pero no implica
necesariamente que lo hace a expensas de una reduccién en la poblacién modulada como ha sido
interpretado en un trabajo anterior (Zhu e Ikeda, 1994). Por otra parte, el hecho de que al menos
parte del aumento responda a un fendmeno que no involucre interconversidn reluctant —> willing
de canales es la tnica manera de explicar Ia meseta de incremento independiente de potencial que
sistematicamente se ha reportado que induce el PMA en éstas células y que puede vatar en

Importancia entre menos del 10% y hasta un 40% (Swartz, 1993; Zhu e Tkeda, 1994).

8.5.4. Efectos del PMA en Células Dializadas con GDPRS

El segundo componente de Boltzmann en las curvas de activacion registradas en neuronas
pretratadas con PMA (Fig. 12E) podria indicar la presencia de canales ténicamente inhibidos en
estas condiciones. Esto llevaria a pensar que ni ¢l incremento en la amplitud ni las alteraciones en
las cinédcas inducidas por PMA sc encuentran relacionadas con la remocién de dicha inhibicién.
Aceptando lo anterior, ambos cfectos deberian ser independientes sobre la poblacién no
modulada y deberfan persistir, por tanto, en condiciones en las que la inhibicidn ténica haya sido

previamente removida,
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Fig. 14A-F Efectos del PMA sobre las corrientes de CCDVy, en células dinlizadas con GDPBS. A Curso
temporal de las acciones del PMA sobre la corriente maxima registrada durante un pulso de prueba de
50 ms, en neuronas dializadas con GDPPS {n = §). El protocolo de fijacién de voltaje Sustrado (D),
aplicado con una frecuencia de 0.05 Htz, fue similar 2l de 1a Fig. 9G, excepto que P1 y P2 fueron de
50 ms cada uno. El PMA (500 oM) fue disuelto en la solucién externa y directamente aplicado en la
neurona estudiada en los tHempos indicados por la barra s6lida. La amplitud de corriente se presenta
normalizada &l valor de corrfente maxima obtenida antes de la aplicacién del PMA, B Fraccidn de la
corriente maxima (Max) que permanece al final de la despolarizacién de 50 ms (Fin). C Constante de
tiempo de la fase de activacion de !a cordente {1, ) calculada seglin lo descrite para la Fig, 9F.
E Trazos de comiente promedio registrados a los iempos marcados enr A. F Curvas de activacién de la
corriente para las mismas neuronazs en A-C, repgistradas al final del experimento, utlizando un
protocolo de fijacién de voltaje similar al de la Fig. 9G, con 12 excepcidn de que un selo pulso [P1) fue
aplicado. Los datos fueron normalizados a Ja amplitud de corriente registrada tras un pulso a +80 mV.
La linea continua que une los puntos representa ¢l mejor ajuste de una suma de dos funciones de
Bolizmann. Las curvas agregadas representan la grifica de cada uno de los componentes individuales

de esta doble funcién (ver pardmetros en el texto).

La Fig. 14 muestra que la cénjetura anterior es cierta en un curso temporal. En ausencia de
facilitacién basal, eliminada por didlisis con GDPPS, la perfusidén externa de PMA durante 2

minutos aumenta la amplitud de las corrientes y altera sus cinéticas.
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En el curso de la aplicacidn de PMA, la ampltud de la cornente se incrementa rapidamente
alcanzando un valor asintético del ~14 % de aumento tras aproximadamente un minuto (Fig.
14A). Este efecto esta temporalmente correlacionado con un marcado cambio en la tasa de
inactivacién en estado estacionario. La corriente pasa de mactivar un 20% en el curso de 50
milisegundos a mas del 34% {Fig. 14B) en presencia de PMA, y los prepulsos pasan de no tener
practicamente efecto alguno a causar un pronunciado decremento en la amplitud de la corriente

subsecuentemente estimulada (Fig. 14A).

Resulta notorio que estos efectos no solamente persistan tras el cese de la perfusién con
PMA, sino que se vuelven atin més prominentes tras el regreso a la solucién externa normal (Fig.
14E). La amplitud de !a corriente se incrementa en un 8% adicional para alcanzar un 25% de
aumento respecto de su valor inicial (Fig. 14A) v la magnitud de la inactivacién se incrementa 2

mas del >40 % (Fig. 14B). Adn mis llamativo es el hecho de que las alteraciones en la constante
de activacién de la corriente (T,.) no sean estadisticamente significativas sino hasta el cese de la

perfusion con PMA (Fig. 14C). Durante la exposicién a éste, T, s reducida de 1.82 £ 0.38 ms a
1.74 £ 0.35 ms (P > 0.05) mientras que tras ¢l fin de ésta, se reduce hasta 1.28 £ 0.25 ms (P <
0.001).

Las observaciones anterores estan posiblemente correlacionadas con un efecto inhibitorio de
los ésteres de forbol sobre CCDV), no ligado a la activacidn de la PXC, cuando se encuentran
presentes en el espacio extracelular (Hockberger et al., 1989). A pesar de que la K reportada para
el efecto sobre la amplitud de la cordente ronda en el rango micromolar, los resultados
presentados indican que algunos efectos pueden persistir incluso 2 las bajas concentraciones (500
nM) utlizadas en la solucidn de registro. Este efecto no fue investigado a fondo pero sitve para

sustentar Ja conveniencia del uso de procedimientos con preincubaciones.

Fmalmente, las curvas de activacion de la commente obtenidas al final del experimento (Fig.
14F) muestran una dependencia del voltaje claramente mas simétrica alrededor del punto medio
de activacidn maxima que aquellas registradas en neuronas pretratadas con PMA (Fig. 12C). El
ajuste a una suma de dos funciones de Boltzmann muestra que los valores del voltaje de

activacion media maxima (-17.7 mV y 12.1 mV, para V,, y V,, respectivamente) y la pendiente

h2>

(45 v 123 mV, para k, v k;, respectivamente) de cada componente son sumilares a aguéllos

descritos en ln Tabla 1 para nevronas pretratadas con PMA. Sin embargo, Ia amphitud porcentual
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del segundo componenté se encuentra reducida a menos del 10% de la corriente maxima (Fig.
14F). Esto significa una reduccién del 50% con respecto a la amplirud fraccional del segundo

componente en neuronas pretratadas (Fig. 12E).

El conjunto de resultados antedores muestra que la remocidn de la inhibicién ténica por el
GDPBS no ocluye los efectos del PMA, y gue, por tanto, ambos tratamientos no son
equivalentes. De hecho, la observacién sigutente no es concluyente pero si fuertemente sugestiva
de que la inhibicidn tdnica se encuentra presente en neuronas tratadas con PMA antes del
registro y ausente en aquéllas previamente dializadas con GDPRS: la facilitacién “negativa™ (esto
es < 1.0; Zhu e Ikeda, 1994) registrada en este dlimo experimento {0.75 % 0.07; media +

desviacién estandar; Fig. 14E) es significativamente superior (P = 0.01) a la registrada en los

experimentos con neuronas tratadas antes del registro, de las Figs. 8 y 9 (0.90 = 0.06). Un

resultado de este tipo seria esperable si, en estas iltimas, parte de !a inactvacién inducida por
prepuisos es compensada por una facilitacidn (“positiva”) de la poblacién ténicamente inhibida.
Esto podra indicar que, efectivamente, la acelerada tasa de inactivacidén de la cordente tras el
PMA podria oscurecer un fenémeno de facilitacidén atn subyacente, como ha sido sugerido por

el grupo de K. S. Elmslie (1993).

8.5.5. El Tratamiento con PMA Aumenta la Inactivacion Dependiente de Voltaje

Repetidamente, se ha subrayado en parrafos anteriores el notoro efecto que induce el PMA
sobre [a cinética de inacdvacidn de Ja corriente (Figs. 8, 9 y 14). Sin embargo, en la Fig. 1 se hizo
notar que la liberacién de inhibicién ténica por prgpmlios aumenta, también, el grado de
inactivacion que se registra durante un pulso de prueba. Esto se corresponde con los reportes de
otros grupos, segin los cuales tanto los prepudsos como el GDPBS pueden aumentar el grado de
inactvacidn de la corriente (Tkeda, 1991; Swartz, 1993). Aunque nuestros registros durante
pulsos de prueba breves (Fig. 8C, 9A-D y 14E) indican una inactivacién atin més marcada tras el
PMA, que podria estar asociada a la facilitacién “negativa”™ causado por los prepulses (Fig. 10B y

13B), el asunto merece consideracién mds profunda.

Los eXperimentos tlustrados en la Fig. 15 emplean una variacién del protocolo de tres pulsos

utilizado por Cox y Dunlap (Cox y Dunlap, 1994) para medir la inactivacién de corrientes de

-
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Fig. 15A-F Efector del PMA y ol GDPBS sobre ln inaclivaciin de estado estagionario de corrientes de CCD Vi
A Protocolo de voltaje. La densidad de I, fue medida durante tres pulsos sucesivos de volmje (P1, P2,
P3) scparados por intervalos de 15 ms. P1 y P3 fueron de 10 ms cada uno. P2 tuvo una duracién de
500 ms y una ampliud vardable. B-D Trazes superpuestos de la I, promedio de neuronas conirol
{n = 6), ncuronas dizhzadas con GDPBS (n = 12), y newronas pretratadas con PMA (n = 13),
tegistradas con ¢l protocolo de fijacion de voliye dustzade en A, con los valores de potencial de P2 que
se indican en B. Los musmos valeres se aplican para C-D. Los nimeros que se encuentran a la derecha
de los trazos de P3, se reficren al valor de petenaal de P2, La misma barea de calibracidn de B, aplica
para C y D Todos los trazos de corriente fueron escalados al valor de la maxima amplinad registrados
en Pl. E Curva [-V para Iz cornente pico registrada en P2. F Relacidn de corriente pico en P3/P1
como funcién del potencial de P2, La escala de voltaje de P2 en F, aplica a E. 1l inserto, muestia ¢l
apuste de los valores promedio registrados en un rango de potenciales de P2, de -80 a -10 mV a une
funcion simple de Boltzmann. Las lineas punteadas mucstran ¢l punto medio de inflexidn de la curva

CCDV,, en estado estacionario del voltaje, en DRGs de pollos. Ll protocolo de voltaje {IFig.
15A) consiste en dos pulsos de prucba idénticos de 10 ms 2 0 mV dados antes y despuds de un
pulso condicionante de 300 ms Ta amplicad de la corrente durante ¢l alumo pulso de pruceha

(P33 s uelvade como un mdicador de In canudad de inactvacon producida por el pulso
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condicionante (P2). La corriente durante-el primer pulso de prueba (P1) es empleada como un
indicador de la corriente evocable antes de cada corrida del protocolo, que sirve como para
corregit las relaciones entre la corrente durante P3 y el potencial de P2 del rndown de la
cortiente ¥ de un componente de la inactivacion que se recupera lentamente, si es que algo,

dentro de los 10 s de intervalo entre corridas.

La relacién entre el potencial de P2 y Ia amplitud maxima de la corriente evocada por P3
dmidida entre aquella evocada por P1 guarda la complejz dependencia de voltaje descrita para
CCDV,, en neuronas simpéticas del sapo (Jones y Marks, 198%b; Werz et al,, 1993), en DRGs del
pollo (Cox y Dunlap, 1994) y en células HEK293 transfectadas (Patil et al, 1998). El que la
inactivacién sea méxima alrededor del punto de cordente maxima en P2 (Fig. 15E) v que
decrezca tanto a potenciales mds negativos como mds positivos hace que adquiera una

caracteristica forma de U (Fig. 15F; Cox y Dunlap, 1994; Patil et al., 1998).

Este tipo de comportamiento de la inactivacidén que sigue, grosso #odo, el comportamiento de
la corriente durante el potencial de mantenimiento (P2), sugiere que la Inactivacién es
dependiente de corriente {Cox y Dunlap, 1994). Sin embargo, se ha demostrado que el mismo
comportamiento puede ser derivado de un modelo cinético de inactivacidn estrictamente
dependiente de potencial (Jones y Marks, 1989b; Patdl et al,, 1998), en el que la tasa mas alta de
inactivacién se encuentre acoplada, preferentemente, a los estados cerrados del canal mids
proximos al estado abierto (Patil et al, 1998; Jones et al., 1999; ver apartado 9.5 de la Discusion).
Este modelo no sélo explica que el grado de inactivacién de la corriente sea menor conforme se
alcancen potenciales en los que los canales se encuentran predorninantemente abiertos (Fig. 15F),
stno también, y es este uno de los puntos en los que encuentra mayor sustento, el que se presente
nactivacion apreciable (Fig. 15F) a2 potenciales del prepudso por debajo del umbral de activacidn de
la corriente (Fig. 15E; ver Fig. 15B, potencial de P2 de -40 mV). Por otra parte, es poco probable
que un modelo estrictamente dependiente de corriente (6 de “nso™) pueda ajustarse a los
resultados aqui presentados, puesto que uno de los pilares de los modelos de inactivacién de este
tipo es su enorme sensibilidad frente a distintos cationes acarreadores de la corriente (Eckert y

Chad, 1984), que implicaria una ausencia de inactivacién en las cortientes de Ba™ aqui estudiadas.
; » g P q

Las cortientes regisr_radas en todas las condiciones inactivan de manera parcial en el curso de

los 500 ms del prepuio. La inactvacién de cordentes control aleanza valores miximos de



117

aproxamadamente 41% tras despolanzaciones de P2 a -10 mV (Fig. 15F). Cast la mutad de este
valor {18%) se alcanza con despolanizaciones de P2 2 -40 mV que no producen corrente
apreciable en P2 (Fig. 15L), apoyando un modelo de mactivacién preferentemente voltaje
dependiente para CCDV,,. Despolarizaciones supetiores a los -+30 mV facilitan las corrientes
control, alcanzando una asintota de ~27% de incremento a potenciales por encimz de +5G mV
(Fig. 15F). Esta facilitacién muestra la misma dependencia de la inhibicién tonica, puesto que se

encuentra ausente en presencia de GDPPS (Fig. 15C).

Tras la didlisis con GDPJS, la corriente muestra-cierta recuperacién con despolatizaciones
crecientes pero esta recuperacién es incompleta, alcanzando una asintotz de inactivacidén de
corriente de ~10% con prepalsos por encima de +60 mV (Fig. 15F). Este no es el dnico efecto
inducido por el GDPRS. La inactivacién maxima es incrementada a mas del 57%, v la
inactivacién a potenciales mis negativos que aquellos que inducen inacivacién méxima es
significativamente aumentada (Fig. 15F). Sin embargo, este incremento en la magnitud de la
nactivacién de la cornente no involucra ningtn desplazamiento significativo en la dependencia
de voltaje de la inactivacion de la corriente ya que la inactivacién media mixima (~30%) es
alcanzada al mismo potencial que en el control (-40 mV). El ~24% de inhibicidén tdnica en
nuestras condiciones de registro (2 partir de la Tabla 1) tiene por lo tanto dos efectos principales
en la curva de inactivacidn: una reduccidén de ~28% en la inactivacién mixima, y una sobre-

recuperacidn de ~27% a potenciales positivos a +30 mV (Fig. 15F).

Ll patrén de mnactivacién tras el pretratamiento con PMA. muestra tres efectos principales
sobre cl patrén control (Fig. 15F). Primero, la inactivacién maxima alcanza valores cercanos al
60% Esto representa un aumento del 50% respecto del control y es también significativamente
mayor que tras la cidlisis con GDPRS (P < 0.05). Segundo, el ajuste a una Boltzmann simple de
la curva de mactivacion a potenciales negativos (entre -80 y -10 mV; inscrto de la Fig. 15F)
muestia wn punto medio de -53 mV para las neuronas tratadas con PMA, que contrasta con los
valores de -31 y -36 mV para ¢l control y GDPPS, respectivamente (ineas punteadas en el
msetto de la Fig. 131 T promedio de los valores derivados de un ajuste suntlar, llevado a cabo
en cada una de las curvas de inactivacidn de todas las nevronas de cada grupo, es de =332+ 2.8
(n =60 -5375 & 19 (0= 12) vy =532 & 1. (n = 13), paw las ncuronas control, dinhizadas con

GDPRES v aadas con PALY, tespectvamente. Los valores de los dos PDLINCIOs prupos san
i ¢

>
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Fig. 16A-D Efectos de! PMA y GDPSS en la inactivacién ds la corriente de CCDV/ y en extado estacionario del
voltaje. A Superposicién de los trazos de I, promedio de las neuronas control dializadas con GDPBS v
pretratadas con PMA de la Fig. 15, registradas durante despolarizaciones de P2 a -10 mV. El inserto
muestra los primeros 20 ms de los trazos de la corriente junto con las barras de error. B Curso
temporal del decaimiento de la cordente. Las lineas continuas muestran una funcidn doble exponencial
(mas un componente no inactivante) trazadas a partir de los datos de la Tabla 2). C Promedio de
corriente méxima (Max) y de corriente registrada durante el iltimo milisegundo de las
despolarizaciones de 500 ms (Fin). D Relacién Max/Fin como una funcién del potencial de P2 que en
Ia Fig. 15E genera corrente entrante.

extremadamente similares (P > 0.27), mientras que aquéllos derivados de neuronas tratadas con
PMA son significativamente difereates de ambos {P < 0.0004). Por tanto, el PMA induce un
corrimiento de -20 mV en la dependenciza de voltaje de la inactivacién. Este desplazamiento no
se correlaciona con corrimientos en la curva de activacién y, por tanto, no puede ser explicado en

estos términos (Fig. 15E). En consecuencia, este resultado apunta a un aumento en a tasa de
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macavacidon de estado cerrado tras el PMA. Tercero, la recuperacidn de la curva de mactivacién
por preprlses esta fuertemente reducida a potenciales posttivos, dando como resultado un ~25%
de decremento cn la asintota de la curva de inactivacién 2 potenciales positivos a +50 mV (Fig,
15F). Esto puede explicarse de dos maneras: (1} Como un incremento en la tasa de inactivacion
acoplada al estado ablerto; é (2) Que, tras el PMA, los canales inactivan desde el dltimo estado
cerrado, cuya transicion con el estado abierto es independiente de voltaje y por lo tanto puede ser

alcanzado desde un estado estacionario del voltaje (ver Apéndice 1.1.4).

Tanto el GDPBS como el PMA aumentan la inactivacién durante el pulso de prueba en el
transcurso de despolarizaciones de 500 ms (Fig. 16). Sin embargo, dos diferencias principales
apuntan a que sus efectos no son ni cuantitativa ni cualitativamente simulares. Primero, la
fraccién de corrente rméxima que permanece al final de la despolarzacién de 500 ms es
fuertemente reducida por el PMA (relacidn Fin/Max en la Fig. 16D). Segundo, el PMA acelera

'

marcadamente la cinétca de la inactivacion (Fig. 16A).

El curso temporal de la inactivacién tras despolarizaciones al pico de corriente eatrante se
ajustd adecuadamente 2 la suma de dos exponenciales, mas un componente no inactivante en
esta escala de mempo (500 ms; Fig. 16B}. El aumento en la inactivacién durante el pulso con
GDPBS involucra principalmente cambios en Ja amplitud relativa de los componentes de la
Inactvacion, con cambios menores en la segunda constante de tiempo (Tabla 2. En contraste, ¢l
PMA no séle induce un cambio atn mas marcado en la amplitud relativa de los componentes de
la inactivacidn, sino que también induce un marcado decremento (P < 0.05 con respecto tante al
control como al GDPPBS) en ambas constantes de dempo (Tabla 2). El PMA por tanto mduce
cambios ¢n la cantdad de inactivacién durante el pulso, en su dependencia de voltaje (Fig. 15F y

16D), y en su curso temporal (Fig. 16B; Tabla 2).

La Fig. 16A resumce las principales observaciones con respecto 2 la cinética de las corrientes
durante ¢l pulso. Primero, la corriente alcanza su valor maximo mis rapide tras ¢l pretratamicento
con PMA. Iin ¢l mserto de la Fig. 16A, el nempo al pico 2 -10 mV es disminuido de 13 £ 3 ms
en ¢l control 2 8 £ 2 ms tras ol PMA, P < 0.01 (media & desviacidon estandar). Scgundo, la
amplitud de la cornente pico ¢s aumentada por el PMA (Fig. 160). Sin embargo, ¢l decamiento

mas ripdo de la comente durnnte I despolninacdn sostentda provoea que no hava diferencias
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Constantes de tiernpo (ms) Amplitudes (% de corriente total)
T, T, A A, Ay
Control 338x24 308.1£335 17.6% 31 273131 55124
GDPBS 39.4%27 25231224 2761k 41%  298E23 42.6 £ 2.7F
PMA 239 £ 1.6% 2025 % 13.5% 4551 26% 23305 312 £ 27

Tabia 2 Parimetros dertvados del ajuste a la sumd de dos funciones de exponenciales, mas un
componente no inactivante () al cursc temporal de la inactivacién durante una despolarizacién a
-10 mV. Neuronas de la Fig- 16. Los datos se presentan como media = EE. Los valores marcados con
* fueron significativamente diferentes del control (P < 0.05). Los valores de neuronas pretratadas con
PMA marcados con ** fueron significativamente distintos tanto del control como de neuronas
dializadas con GDPRS (P < 0.03).

al final de la despolarizacién de 500 milisegundos (Fig. 16C). Por lo tanto, como se sugirid
anteriormente, el aumento en la amplitud de la corriente ejercido por el PMA es fuertemente
dependiente de tiempo, de manera que la cordente reclutada, desde potenciales de
mantenimiento razonablemente hiperpolatzantes (alrededor de —80 mV), se vea aumentada en
amplitud en el curso de los primeros milisegundos (aserto en Fig. 16A), y que dicha diferencia
micial desaparezca z lo largo de despolarizaciones més grandes (Fig. 16B). El énfasis que sc pone
en la parte cinética de la corriente es intencional. A partr de la Fig. 15F puede inferirse que, a
valores cercanos al potencial de reposo normal de la célula (entre —60 y —35 mV) pocos cambios
en la amplitud de la cortiente subsistidan mientras que las alteraciones cinéticas gobernarian el
comportamiento de la corrente. Esta interpretacién serd tratada con mayor detalle en la

Discusién.
8.5.6. Efectos Especificos de] PMA en CCDV

Los resultados anteriores muestran claramente que el pretratamiento con PMA altera la
cinética de los CCDV. La Fig. 17, por su parte, muestra que estos efectos son debidos a la
modulacion de CCDV), farmacolégicamente caracterizados. Tanto en neuronas control (Fig.
17A) como en neuronas pretratadas con PMA (Fig. 17B), el bloqueador especifico de CCDV),
0-CgTx GVIA (10 pM; ver Fig. 1) bloquea la mayor partte (>80 %} de la corriente a través de
CCDV en nuestras condiciones de registro (en presencia de 5 tM de nifedipina). L2 amplitud del

remanente de la corriente no cambia con el pretratamiento de PMA. Los efectos del PMA sobre
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Fig. 17A-E La o-CgTx GVIA bioguea la mayor parte de I corriente de CCDV. A-B Superposicién de
registros promedios de la Iy, en condiciones control (A; n = 7) y en neuronas pretratadas con PMA (B;
n = 8) registradas durante 500 ms de despolanzacion a -310 mV. Los trazos superiores muestran,
respectivamente ¢l bloqueo de la cornente por 10 UM ®-conotoxina GVIA (0-CgTx GVIA) y 100 uM
de Cd**. C Promedio de corriente mixima (Max) y cormente media durante el iltimo ms de la
despolarizacion de 500 ms (Fin) en ausencia y presencia de »-CgTx GVIA. D Porcentaje de cortiente

maxima y corriente final boloqueada por w-CgTx GVIA. E Porcentaje de la corriente que inactiva
durante los 500 ms de la despoladzacidn.

la amplitud de la corriente pueden por tanto ser atribuidos a la modulacion especifica de
CCDV,.

De manera interesante, el remanente de la corriente después de la ©-CgTx GVIA en neuronas
pretratadas con PMA muestra un aumento en la inactivacién comparada con aquella que
permanece en el control (Fig. 17E), sugiriendo que la cotriente resistente a toxinas puede
también ser modulada por el pretratamiento con PMA {Swartz et al., 1993; Zhu ¢ Tkeda, 1994).

Sin embargo, su contibucion total a los efectos aqui reportados no supera al ~15% (Fig. 1),
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Fig. 18A-E Efecto de ls NE en corrientes de estade estacionario de newronas control y pretratadas con PMA. A
Protocolo de fijacién de voltaje idéntico al descdto en la Fig. 9G. B-E I, evocada por pulsos
cuadrados de voltajes a los potenciales indicados en cada grifica (Vy), utilizando el protocolo de
fijacion de voltaje ilustrado en A. Los trazos de Iy, superpuestos representan el promedio de [, de
neuronas control en ausencia {n = 16) 6 presencia de 101M de NE (n = 14} y de neuronas pretratadas
con PMA en ausencia (n = 17) 6 presencia de NE {n = 9). La misma barra de calibracién aplica para
A-D.

8.6. EFECTO DE LA NE EN NEURONAS CONTROL Y TRATADAS CON PMA

En la Fig. 8 se aprecia un cambio en el patrdn inhibitorio de CCDV), inducido por NE en
neuronas pretratadas con PMA (Fig. 8C), respecto de aquél que se presenta en el control (Fig.
8A). Esto es, la activacion de la PKC intetfiere parcialmente con la inhibicién inducida por NE.

La tnica hipdtesis formal que se ha publicado para explicar un efecto de este tipo, sostiene que
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este fendmeno refleja una interferencia selectiva de la PIKC con las vias de inhibicion que siguen
rutas delunitadas a membrana, sin afectar aquéllas que nvolucran segundos mensajeros solubles
(Shapiro ct al, 1990). Lista no cs explicacion suficiente para los resultados aqui descritos: la
mhibicidn inducida por NE sigue exclusivamente vias dehmitadas a membrana (Delmas et 2l,
1998b, 1999). Por lo tanto, la interferencia entre ambas vias moduladoras ha de establecerse en
otro nivel. La ausencia de alteraciones en la cinética de activacion y de sensibilidad 2 los prepulsos
de la cornente de CCDVy en presencia de NE, en neuronas pretratadas con PMA (Fig. 8C),
sugieren investigar la interferencia entre los efectos de ambos tratamientos en términos de un

efecto diferencial sobre patrones inhibitorios VD y VL

8.6.1. Efecto de la INE en la Amplitud y Curso Temporal de Corrientes en Estado

Estacionario del Voltaje

Los trazos de la columna izquierda de la Fig. 18 muestran las tipicas consecuencias que
desencadena la mnclusién de NE, y que, en términos generales, son cualitativamente similares a
observadas tras la dialisis con GTPYS en la Fig. 11. Esto es, una reduccién pronunciada, pero
incompleta, en la amplitad de la cormente que es mas marcada para potenciales de prueba
negativos {trazos de P1 en las Figs. 18B y C) que para potenciales positivos (Figs. 18D y E}
alrededor del maximo de la I-V (Fig. 19A). Aqui también, puede observarse, aunque en menor
escala, la marcada scparacién en el voltaje de estos cfectos con los relativos a alteraciones en la

cinética de activacidn de la cortiente (Fig. 19C).

En neuronas pretratadas con PMA, el patrdn inhibitorio de la NE cambia sustancialmente. La
magmtud de la mhibicidén no muestra sensibilidad alguna frente a los prepwlres (trazos de la
columna derecha en Figs. 18B-E), la curvas I-V no muestran ningin desplazamiento a la
dependencia del voltaje. (Figs. 19D) y ia cinétea de activacidn de la corriente no s

significativamente alterada, reteniendo los valores de neuronas pretratadas con PMA (Fig 19E).

Del andlisis de los wazos de la columna derecha de la g, 18A-DD, se obticne la impresion dc
que la NI ha pasado a inducir una inhibicion de corrientes en neuronas pretratadas que semeja
un escalonamiento hacia abajo en la corriente basal (fig. 191). Una manifestacion de este tipo ey
caacterisien de lonhibiadn VI (Luebke v Duanlap, 1994) que mvolucra a una proporcién mas o

menos imporanie de lxomhieon eansada por disuntos N1, vy cuva contbuadn es evidente
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Fig. 19A-F Efecto de Ja NE en las relaciones IV y en la cindtica de activacién de la corriente de nearonas control y
pretratadas on PMA. A, D Relacion I-V para las neuronas de la Fig. 20 durante P1 y P2. Lz densidad de
corrente se calculd como valor medio de la corrente entre 3 y 4 ms tras el inicio del pulso.
B, E Constante de ttempo (T} de un decaimiento exponencial simple ajustado a la fase de actvacin
de la cordente, calculado como se describe para la Fig. 9F. C, F Relacidnes entre facilitacién de la

corniente [P2/P1; simbolos cerrados) y facilitacién de 1, (P1/P2; simbelos abiertes) inducidas por el
prepalsa versus voltaje. La escalas de voltaje e C v F aplican para A-E.

como Iz fraccién de inhibicidn no revertida por prepufos (Luebke y Dunlap, 1994). En este
contexto, ndtese entonces la similitnd de caracteristicas en la proporcidn de inhibicién inducida
por NE y no revertida por prepalios en condiciones control (Fig. 19A), con el patrén inhibitorio
que despliega en neuronas pretratadas con PMA (Fig. 19D). Por tanto, podria especularse acerca
del papel de disector molecular que juega la PKC sobre la inhibicidn inducida por NE, al

prevenir, selectvamente, la inhibicién VID,
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8.6.2. Efecto de Ia NE sobre el Comportamiento Poblacional de los CCDV,, en Neuronas

Control y en Neuronas Tratadas con PMA

¢Qué implica en términos de comportamientos poblacionales una inhibicion VI? De manera
andloga a la Fig. 12, en la Fig. 20 se han trazado las curvas de actvacion de la cornente
analizando las cortientes de cola registradas a un potencial de 40 mV tras la finalizacidén de
varios pulsos de prueba a potenciales crecientes a partir de este valor (protocolo en Fig. 9G). Los

datos del control y del PMA estin reproducidos a partir de aquellos presentados en la Fig. 12,

El ajuste de las curvas de activacién a una doble funcién de Boltzmann permite distinguir
claramente que dos efectos distintos son inducidos por la NE cn neuronas control: (1) Parte de
Ia inhibicidn a potenciales medianamente despolarizantes puede ser revertida por prepulsos, y por
lo tanto, involucra alteraciones en la dependencia de voltaje de una porcién de los CCDV ;v (2)
Una reduccidn en la cantidad de cordente mixima reclutable por despolarizaciones extremas
(esto es I, + I; ver Tabla 3). El segundo efecto es definitorio de un componente VI, y es
responsables de aproximadamente 15% de la inhibicién inducida por NE (Fig. 20A). El primer

efecto muestra las clasicas caracteristicas que definen a la inhibicion VD.

A partr de las Figs. 20D y E, en las que se muestran las grificas por separado de cada
componente de la doble funcién de Boltzmann, es posible apreciar que, en presencia de NE, el
segundo componente es responsable de mas del 57% de la corrente maxima reclutable en
ausencia de un preprrise. Como el punto medio de activacion de esta poblacidn modulada se
encuentra unos 40 mV mas positivo al valor del potencial que induce corriente entrante maxima
(ver Tabla 3), ¢l resultado neto del cornmiento en Ja dependencia de voltaje de activacion de una
buena proporcion de los canales ¢s una reduccién en la amplitud de corrente durante pulsos de
prucba que evecan corriente entrante {Tig. 19A). Los prepadsos no alteran la cantidad de corriente
maxima dispomble, pero causan un reacomodo importante reluctant —» willing, de manera que la

amplitud fraccional del prmer componente legue al 75% (Fig. 201,

De gqué manera se explica ¢l 17% restante de la mhibicidn inducida por N2 Tal vez una
¢ ] P I

posible aterpretacion surge a paror del pawédn de mnhibicién que ést presenta en neuronas
pretatichs con PMA (Fg 20B3). La erifica de los componentes separados de Boltzmaon {([g,

2007 permie st ol mecannmo deoacadn apidamenter neuronas pretridas con PAAL Y
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Fig. 20A-F Efecto de la NE en el compaﬂam’;wm pobladional de CCDV , de nearouas control y pretratadas con
PMA. A-B Relactdn del promedio de cortientes de cola sersus voltaje para las neuronas de la Figs. 18 3
19. La densidad de corriente de colz fue determinada como es descrito para las Figs. 12A-C. Las lineas
suaves que conectan los puntos representan el mejor ajuste a la suma de dos funciones de Boltzmann
{ver textc). C Relacidn entre facilitacidn de corrientes de cola zersar voltzje. D-F Grifica de los
componentes individuales de cada ajuste de Boltzmann (parimetros en la Tabla 3). Las escalas de
voltaje en D-F aplican para A-C.

registradas en ausencia o presencia de NE, mostraron un segundo componente de amplitud casi
idéntica (Fig. 20F) y que ha sido previamente atribuido a la inhibicién ténica remanente (Fig.
12E). Por tanto, el efecto que induce Ia NE en estas células estd caracterizado por una reduccidén
del 32% en la magnitud del primer componente (Tabla 3), que no se traduce en un incremento

proporcional del segundo (Fig. 20F). En consecuencia, puede asumirse que una fraccidén de los

CCDV), pasa a un “estado no conductor”,

En el caso de la inhibicién sobre corrientes control puede eacontrarse un caso similar al
anterior, aunque no tan evidente. La NE induce un ~53% de reduccién en la magnirud del
primer componente (Tabla 3). Sin embargo, de ese porcentaje, slo un ~57% podria explicarse
como una transicién wiling —> reluctant. La cantidad restante equivale a un 17% de la corriente
maxima reclutable y que, por analogia a lo antes expuesto, se presume que ha entrado en una

conformacién no conductora. Si este camino weling — no-conductor es una via directa o involucra
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] L Vi, Vs £, ks
PA/PEY  (pA/plY)  (mV) (mV) (mV) (V)
Control (1) 42.6 14.3 -14.3 24.8 5.2 154
+NE @1 20.1 27.2 125 33.5 5.8 18.7
Conwol  (P2) 51.9 4.4 -15.1 17.7 4.4 10.0
+NE 02 36.7 12.2 13,3 31.2 5.7 16 0
PMA @1 60.2 16.9 -15.6 20.6 52 14.8
+NE @ 407 18.9 131 17.8 5.3 16.3
PMA 2 54.4 8.6 -16.2 12.5 5.3 13.2
+NE () 39.2 9.4 -13.8 15.2 5.5 18.5

Tabla 3 Parimetros derivados del ajuste z la suma de dos funciones de Boltzmann de las relaciones de
cordente de cola promedio ersus voltaje de los datos presentados en la Fig. 20A-B.

el paso adicional wiling —> reluctant — no-conductor, es algo que no puede concluirse de los

resultados mostrados.

Al margen, estas interpretaciones permiten proponer que una fraccidn de la inhibicion
inducida por NE podria valizar mecanismos similares tanto en condiciones control como tras la
acttvacton de la PIKC. Sin embargo, en el pramer caso se encuentran sumados a mecamusmos de
inhuibicién VD, y en el segundo estos han sido preverudos (Fig. 21B). Se sostendra que lo anterior
cs cierto aun si la inhibicién remanente muestra cierta “dependencia de voltaje” a potenciales
neganvos (Fig. 21A y B). En particular, segin se expondrd en la Discusidn, una reduccidn VI que
afecte selectivamente la magmutud del primer componente (esto es, que no se traduzea en un
incremento en la magnitud del segundo) gencra una curva de porcentaje de inhibicién de la
corriente total que muestra un mayor efecto a potenciales negatves (por debajo del umbral de

activacion del segundo componente), que a positivos, como en el caso de la Figs. 21A y B.

Segin la discusion antertor, el PMA induce un incremento VI en la amphtud de corrientes
basales tempranas (g 13A), y sobre éste, la NI nduce un decremento VI en las mismas (Fig

2113).
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Fig. 21A-B Inhebiciones VD y V1 inducidas por NE. A Porcentaje de inhibicién de la corriente inducida
por NE en neuronas control durante P! y P2 (circulos cerrados y abtertes, respectivamente) y en
neuronzs pretratadas con PMA durante P1 (tridngulos cerrados). La magnitud de la inhibicién para
cada voltzje fue calculada a partic de los velores promedio de las Figs. 20A-B. B Porcentaje de
inhibicién de la corriente inducida por NE para las mismas condiciones descritas en A. 100 valores
calculados punto a punto 2 partr de los ajustes 2 la suma de dos funciones de Boltzmann de las Figs.
20A-B. La parte sombreada, y marcada como VD corresponde a la porcién de la inhibicién inducida
por NE que es revertida por prepulsos, mientras que la porcién indicada como T cs aquella que es
insensible a éstos. La linea punteada corresponde 2 la inhibicién inducida por NE en neuronas
pretratadas con PhLA.

8.7. EL PRETRATAMIENTO CON PMA Y LA ACTIVACION DE PG INDUCEN

EFECTO0S OPUESTOS EN CORRIENTES DE CCDV

Un corolario, dejado intencionadamente para el final, se desprende del andlisis de las carvas
de mactivacidén control: “E/ ~24% de inhibiciin tinica en muestras condicones de registro (@ partir de la
Tabla 1) tiens por lo tanlo dos efectos principales en la curva de inactivacisn: una reduccion de ~28% en la
Inactivacon mdxama, y una sobre-recuperacion @z ~27% a potenciales positivos a --30 ml”™ (Fig. 15F). Silo
anterior ¢s valido, una implicacién relevante se desprende necesariamente: bajo condiciones de
activacién de PG la corrente debe mostrar poca o nula inactivacidn, y debe facilitar

enormemente a potenciales condicionantes positivos.

La corroboracién de la condicidn postulada parte, nuevamente, del aumento en el nivel de
inhibicién tonica mediante la dialisis con GTPYS. Los trazos de la Fig, 22A muestran que la
disminucién en la densidad de cordente y los cambios en la cinética de activacion de la misﬁzla
mostrados en la Fig. 11, van acompaifiados, en una ventana de Hempo miés larga, de una casi
completa climinacion de la inactivacion de estado estacionario. El decaimiento de la cornente

que aun persiste en estas condiciones muestra una dependencia del voltaje similar al que presenta
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la cormente control, pero alcanza un valor méximo de apenas un 25% a potenciales positivos

(Fig. 220).

Como podia preverse, las curvas de inactivacién dependientes de potencial, obtenidas con el
protocolo fustrado en la Fig. 15A, muestran que la inactivacidn maxima de la corriente no supera
el 50% de la mactivacién maxima que se presenta en condiciones control y que potencales de P2
por encima de 0 mV faciitan enormemente las comdentes (~100%; Fig. 22D). Estas
observaciones apoyan las inferencias hechas sobre la inhibicidn tonica en el control a partir de su
comparacién con GDPS. Sin embargo, el resultado mas interesante no es ése. Si se observa con
detentmuento la relacién P3/P1 en la Fig. 22D, puede obsetvarse que la maxima inactivacién de
las corrientes en presencia de GTPYS (~15%) se alcanza a potenciales de P2 de entre -40 y -30
mV que s¢ encuentran claramente en el umbral de activacidén de la cordente en P2 (Fig. 22B).
Visiblemente, este resultado apoya un modelo dependiente de voltaje, y no de corriente, para
cxplicar el comportamiento de inactivacidén de la corriente en nuestras condiciones. Mas aun,
obsérvese cdmo la fase de recuperacién de la cortente en P3 sipue a la perfeccion la fase de
activacién de la cutva I-V de la corrente en P2 que se presenta en la Fig. 22B. Tal vez sea éste €l
resultado que apoya de manera mas contundente que el modelo de inactivacidn dependiente de

potencial acople la tasa mas alta de este proceso a los estados cerrados del canal (Padl et al,

1998).

Intencionalmente, se han repetido en la Fig. 22 los datos de la Fig. 15 obtenidos tras el
pretratarmiento con PMA para volver explicita una comparacién ineludible: el comportamento
de la cormente de CCDVy medulada por PG exhibe, en todos sus aspectos, caracteristcas

dizmetralmente opuestas a las observadas tas la actvacion de la PKC.

De alguna manera, la imagen mental que se persigue invocar con la Fig. 22 ¢s la siguiente: ¢l

comportamicnto basal {contwol) de la cornente de CCDV farmacoldgicamente indiscriminables
(compirese la sensibilidad 2 0-Cgl'x GVIA en la g, 22A con aquella de las Figs. 174 y B)
puede ser alterado profunda vy antagénicamente cn respuesta a la actvacidn de vias de
sefalizacion nwuacelular especificas. Unas, que dependen de PG, Nevan a un endentecimiento de las
cinducas de compueria del canal, mienuas que las ouas, actovadas por ésteres de forbol v

presunublemente medindas por ln PIRC, lievan 2 vna aceloracién de s mismas |as prierns
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Fig. 22A-D Efecto del aumenta en inbibicidn tonica - inducido por GTPYS - sobre lz inactivaciin de corrienter de
CCDV,. A Superposicidn de registros promedios de I, en condiciones de didlisis interna con GTPy3
{n = 4) registradas durante una despolarizacidn de 500 ms 2 -10 mV, Los trazos superiores muestran,
respectivamente el bloqueo de la cordente por 0-Cglx GVIA (10 uM) y Cd** (100 pM).
B-D Inactivacién de estado estacionario para neuronas dializadas con GTPYS (dreulos zbiertos;
1 = 6}, neuronas control ¥y pretratadas con PMA (mismos datos de 1a Figs. 15 y 16 en ambos casos).
Datos registrados unlizando el protocolo de voltaje ilustrado en la Fig. 15A. B Curva I-V para la
cornente pico registrada en P2, D Relacidn de corriente pico en P3/P1 como funcidn del potendal de
P2, La escala de voltaje de P2 en D, aplica a B. C Relacidn de corriente mixima (Max)/cordente
registrada durante el dltimo milisegundo de las despolarizaciones de 500 ms (Fin), como una funcién
del potencial de P2 que en la Fig. B genera corriente encrante.

disminuyen notablemente la amplitud de la corriente reclutable con despoladzaciones moderadas
y las segundas desencadenan un incremento (temprano) de las mismas. Este cuadro de
modulaciones convergentes que producen efectos divergentes en los CCDVy, es el cimiento de

la tesis central de este trabajo de mnvestigacion.

Y, sin embargo, no es la observacién mis interesante que se desprende de la Fig. 22. De los
resultados que se presentan en la Fig. 22D puede inferitse que cl resultado neto de ambas vias de

modulacion es regulado, 2 su vez, por el historial previo del potencial de membrana.

Resulta, por tanto, de especial intetés el comparar directamente los trazos de corrente

obtenidos en neuronas prctmtadas con PMA con aquellos que se obsetvan tras In didlisis interna
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Fig. 23A-B Comparacidn de la inactivacion de corriente en newronas pretratadas ron PMA y en neuronas diaiizadas
con GTPyS. A Superposicadn de trazos de I, promedio, registrados en neuronas pretratadas con PMA
{(mismas neurcnas de la Figs. 15 v 16} v neuronas dislizadas con GTPYS (mismas neuronas de las Figs.
22B-D) utilizando el protocolo de voltaje de tres pulsos a los voltajes indicados en la parte superior. B
Promedio de valores para la cormente mixima en P1, P2 (P2, )y P3, y valor medio de la corntents

durante el Gltimo ms de P2 (P2, ).

con GTPyS. La Fig. 23A tlustra los trazos de corriente obterudos en ambas condiciones con la

ayuda del protocolo de tres pulsos, con despolarizaciones de P2 al pico de corriente entrante.

Los patrones opuestos cn la activaadn y cn la inactivacidn de la corrente, tras uno u otro
tratamiento, inducen diferencias dependientes de tiempo en la amplitud de la cotnente durante.
Cerca del inicio de un pulso de prucha despolarizante la amplitud de la cortiente es 3 a 4 veces
mas grande en neuronas pretratadas con PMA que en aquelias dializadas con G1PYS, mientras
que mediciones en intervalos de nempo mas Jaggos muestzan diferencias menos proaunciadas.
Notese que las grandes diferencias en la amphtud de In corriente en Py al pico de P2 (P < 0.05)
se encuentran virtualmente ausentes en P3 (2 > 0.45) debido a la aumentada inactivacién durante

P2 en nevronas pretratadas con PMA (I 23B).
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Fig. 24A-C Comportamiento hipotético ds la corriente de CCDV'yy bajo modulaciones inducidas por PMA ¢ PG.
A Superposicién de trazos de I, promedio inducida por despolarizaciones de 500 ms en neuronas
dializadas con GTPYS y pretratadas con PMA (trazos de P2 de la Fig. 23A). La sustraccién punto a
punto indicada aisla un componente de rdpida actvacién y ripida inactivacién (F F; por Fast
activating, Fast-mactivating). B El componente F,F, fue escalado al valor de l2 amplitud del primer
componente de un ajuste de la fase de activacién de la corriente en presenciz de GTPYS a Ia suma de
dos funciones exponenciales (a2 linea continua muestrz el ajuste). La versidn escalada del compornente
FF. fue sustraida de iz cormente en presencia de GTPYS, revelindose un componente de lenta
activacidn y no inactivante (SN por Slowly gctvating, Non-mactivating). C Superposicién de los
componentes F F, y § N escalados al valor miximo de la corriente. La curva s6lida a través de SN,
muestra el ajuste a una sola funcién exponencial.

La observacién anterior lleva a conjeturar que la principal diferencia en el comportamiento de
la corriente en ambas condiciones es debida a un componente de Ia cortente, en neuronas
pretratadas con PMA, que inactiva casi por completo durante la despolarizacion sostenida de 500

milisegundos. Si este es el caso, esta diferencia puede ser representada por cl trazo de corriente

que se obtiene mediante la sustraccién de la corriente en presencia de GTPYS de aquella tras el
PMA. Este trazo de corrente es mostrado en la Fig. 24A. Debe hacerse notar que la corriente
diferencia obtenida de esta manera retiene las principales caracteristicas de la corriente en
neuronas pretratadas con PMA: rapidas cinéticas de activacién e inactivacion, de manera que ha

sido aqui designado como el componente FF, (por Fast activation and Fast mactivation). La fase
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de activacidn de esta corriente puede ser descrita por una funcidn exponencal simple con una

constante de tiempo de 1.52 ms. Diste valor estd en concordancia con aquel obtenido en

neurcnas pretratadas con PMA (145 £ 011 ms, n = 13).

De manera interesante, el curso temporal de la activacién de la corriente en neuronas
dializadas con GTPyS (Fig. 24A) es claramente bifisico y, al ser ajustado a la suma de dos
funciones exponenciales, arroja una constante de tlempo rapida similar a la Gnica constante de
tempo del componente F.F, (1.45 £ 0.19 ms, n = 6). Esta coincidencia en los valores de las
constantes de iempo podria Interpretarse como que representa a un componente F F, pequeiio
que pudiese contribuir a la corriente total en condiciones de GIPyS. Si lo antetior es valido, la
amplitud de este componente estaria dada por la amplitud del componente rapido que se deriva
del ajuste a la doble funcidon exponencial. La Fig. 24B muestra al componente F.F, en una escala

que cortesponderia hipotéticamente al de las neuronas dializadas con GTPyS. Ahora, si esta

curva F.F, es sustraida del trazo de corriente en presencia de GTPYS, la diferencia obtenida es un
componente de lenta activacién y que no presenta inactivacion apreciable (SN por Slowly
activating and Non-mactivating). Por tanto, es posible descrbirlo de inicio a fin con una sola
constante de tiempo de 47.15 ms (la linea continuz en la Fig. 24C muestra el ajuste). Este valor
concuerda con la segunda constante de ttempo obtenida del ajuste a una funcidn biexponencial

de la fase de activacion de la corriente en neuronas dializadas con GTPYS (45.6 £ 13.4 ms, n =

6).

En términos del razonamiento anterior, las cinéticas complejas que se observan cn presencia
de GTPYyS mterno podrdan ser explicadas como una mezcla del comportamuente de dos
poblaciones de canales, cada una con cinéticas mias simples (Fig. 24B). Especificamente, csta
propuesta esta en condiciones de dar una explicacidn sencilla tanto la cinética biexponencial de
actvacidn de la corriente como la persistencia de un clerto grado de inactivacidén de la misma,
que no mvolucra los complejos cambios cnétcos que habria que 1vocar para explicar dicho
comportamiento a partie de la activacién de una poblacién homogénea (p.c., Jones y Llmshe,
1997). Al margen de la validez de I afirmacion antenior, la descomposicidon de la corriente
realizada permute proponer que cada una de estas poblaciones (escaladas a uno en T Iy 24C)
representt ol comportamiento exitemo de Iy conente a traves de CCDYL bajo vins moduladornas

mducdan por PG S Ny por PRC (I

v






9. DISCUSION

“Creo gue 5t Esparta

Jiuz en otros tiempos pry floreciente,

710 Iy fue por causa de ninguna de sus leyes en particular,
puesto gue algnnar de ellas eran muy exiranas

¢ tncluso contrarias a las busnas costumbres,

Jing o cansa de que,

habiendy sido inventadas por sn solo hombre [Licurgo),
Zendian lodas a nu wrsme fin.”

R. Descartes

El trabajo realizado en ¢l marco de la presente Tesis tuvo su origen en el esfuerzo por dar
respuesta a una preguntz sencilla que concierne a la modulacién de CCDV: ¢Hay diferencias
entre los patrones inhibitorios inducidos por los distintos subtipos de subunidades GP?. Del
analisis de los efectos que se han llamado “atipicos” (Fig. 4) y de los “paradéjicos™ {(Figs. 52 7)
de las dichas subunidades de las PG, se ha dervado el resto. Los primetos se refieren a la
induccién de inhibicidn insensible a voltaje por clertas subunidades. Los segundos, cuyo analisis
ha ocupado la mayor parte de la scccidn precedente, conciernen efectos inesperados vy
antagoricos a los inhubitorios. Por oposicién se ha hecho referencia a cllos como
“estimuladores”. (Nétese que sc ha decidido no utihzar ¢l término “facilitadores” pues cllo
podria prestarse a confusiones: la expresion “facilitacion™ se emplea para denotar el proceso de
des-inhibicidn transitora de la inhibicién VI que induce un preprlio; ver 3.1.1.2). La extension
del estudio de estos dltimos se jusufica en términos de lo poco que se sabe de modulacidn
positiva (Yang y Tsten, 1993) de CCDV\, y de la necesidad de hacer una clara distincion entre
¢stay una modulacén des-inibitorin (Swartz, 1993), prerequusito indispensable para poder
plantear su existenaa nmusma, Finalmente, v dado que Ia génests del estudio se cncuentra en la
modulradn negativa (inhibitorna), fue de especial mierds no sélo hacer vna comparacidén en

detalle ente los efecios de wna 1ot smo tambidn o determinacion del nve! de interaceiim
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entre ambas, particularmente en términos de los efectos que tene l2 segunda en un contexto de

establecimiento previo de la primera.

9.1. ;(HAY ESPECIFICIDAD DE LOS DISTINTOS SUBTIPOS DE SUBUNIDADES Gf3

EN LA REGULACION INHIBITORIA?

‘Todos los subtipos de subunidades G probados - que corresponden a todos los subtipos
que se han clonado hasta el momento - mostraron efectos inhibiteros sobre cordentes de
CCDV,. En este sentido, todos ellos tienen capacidad inhibitoria. No obstante esta generalidad,

pueden establecerse claras distinciones cuantitativas entre las facultades telativas de cada subtipo.

La primera diferenciacién evidente entre los efectos inhibidorios de los subtipos GJ3 identifica
a GB; como el subtipo menos potente (Fig, 3D), tanto por sus débiles efectos sobre la densidad
de corriente basal (Fig. 3E) como por el bajo nivel de facilitacién que inducen los prepulsos tras su
sobreexpresién. A pesar de que podda suponerse que el bajo nivel de efecto observado fuese
debido a un pobre nivel de expresién de esta proteina, y de que no se presenta evidencia
experimental alguna que permita descartar por completo esta posibilidad, los siguientes
argumentos son sugestivos de que el efecto presentado es genuino y que puede deberse a
factores mherentes subtipo-especificos. (1) St bien existen diferencias entre los plasmidos
utilizados, todos ellos comparten el mismo promotor de trasctipcion (CMV). Mis atn, GB; fue
clonada en el mismo plasmido (pcDNA T) que Gf,, quien mostrd una fuerte potencia inhibitoria,
(2) Resultados similares para GJ; han sido obtenidos muy recientemente por dos grupos de
investigacién (Arnot et al, 2000; Ruiz-Velasco e Tkedz, 2000). En uno de ellos se reportd una
completa inactividad de este subtipo {(Arnot et al,, 2000). En el otro, los autores notaron que “De
hecho, la concentracion de ¢cDNA inyectada tuvo que ser elevada 10 veces para obtener
resultados estadisticamente significativos”™ (i) con dicho subtipo (Ruiz-Velasco e Tkeda, 2000).
(3) Mientras que los subtipos 1 al 4 tdenen un ~80 % de similitud en la secuencia de aminodcidos,
(GB; apenas supera el 50% de homologfa con cada uno de ellos (Watson et al,, 1994; Yan et al,
1996). (4y GB; tiene unos 13 residuos de aminodcidos mas que los demds subtipos (Watson et al.,
1994). (5) A diferencia de los subtipos 1 al 4, se ha reportado que Gf; se acopla casi

exclusivamente a la subunidad Ga, (Fletcher et al,, 1998).
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A diferencia de GP, los demds subtipos mostraron capacidad de inducir una fuerte inhibicidon
ténica (g, 3E) dependiente de voltaje (Fig. 3F) y una oclusién de la inhibicién inducida por NE
(Fig. 3G). Es interesante hacer notar que, enwe éstas, GB; mostrd los efectos hgeramente
menores comparada con los subtipos 1, 2 v 4, ¥ que, nuevamente, una correlacion puede ser
establecida con el grado de homologiz en la secuencia de aminoicidos: la similitud entre estos
tlomos (88-90 %), es un 10 % superior al que guarda el subtipo 3 con cada uno de ellos (78-82
%), Sin embargo, es extremadamente notorio que estas diferencias no invoelucran 2 ninguno de
los residuos de amincdcidos en las posiciones criticas identificadas por el grupo de H. E. Hamm
(Ford et al,, 1998} para la inhibicién dependiente de voltaje de corrientes a través de subunidades
oy en células HEK 293 mducida por subunidades G, (L55, K78, 180, M101, N119, T143,
D186, W332), ya que todos cllos se encuentran conservados en los subtipos 1 a 4 (a partir de la

mspeccidn de las secuencias publicadas en Watson et al., 1994).

Segin lo anterior, es posible que las diferencias estructurales que se encuentren en Gf; no
interfieran con su capacidad absoluta para inhibir los canales y que entonces, deba buscarse una
explicacién alternativa al indice de facilitacién ligeramente reducido que se registra en su
presencia. En este contexto, cobra espectal sentido una observacidn reportada por el grupo de
G.W. Zamponi (Arnot et al, 2000): Gf3, presenta la constante de tiempo de reinhibicién de los
canales mds baja entre todas los subtipos probados en ese estudio. Esto quicre decir, que scria
perfectamente esperable que el grado de reinhibicion - durante el mtervalo de 25 ms utlizado
entre el preprelso y P2 en la Fig. 3 - en presencia de Gf3, puede ser lo suficientemente clevado
como para que leve a que se registre un indice de faciitacidn menor al que se registra con los
subtipos 1, 2 ¢ 4 (Ig. 3I9). Por otra parte, ¢l mismo razonamicnto podria explicar el aumento en
el indice de facilitacién en presencia de GB, (Fig. 3I9): esta ¢s la subunidad que, en ¢l trabajo

citado, muestra la mayor constante de tiempo para la reinhibicién tras un prepudso.

Sobre dicha base, v adnutiendo que los mencionados residuos de aminodaidos sean realmente
los Ginicos ctiticos pata que se exprese la medulaadn dependhente de voleaje, Ia conclusion que se
desprende de esta discusidn es que los subupos GB,, GB,, GB, y GB, son todos capaces de

mnducir una mhibicon dependiente de voltage con grado similar,



Al margen, la capacidad de inducir inhibicién dependiente de potencial que se ha observado
con los subtipos Gf, y Gp, reproducen observaciones previamente reportadas (Herhitze ct al,,
1996; lkeda, 1996). Por su parte, la misma capacidad para los subtipos GB; y GB, aqui descrita
concuerda con lo reportado por ¢l grupo de Tkeda (Ruiz-Velasco e Tkeda, 2000), pero contradice

un reporte previo nacido de la presente Tesis (Garcla et al, 1998). En este Gltimo, se reporté que
tanto G, como Gp, eran inhibitoriamente inactivas. La razén de la discrepancia es la siguiente:
l2 clona de cDNA para Gf. que fue originalmente utilizada (M.I. Simon, California Instture of
Technology, Pasadena, CA) carecia de un coddn de inicio, presumiblemente como resultado de
una mutacion espuria ocurrida durante la propagacién del plismido (B. Hille, comunicacién
personal). Una escena similar podta subyacer la aparente inhabilidad de Gf, previamente

reportada.
9.1.1. Inhibicién VI Inducida por Subtipos Especificos de Subunidades Gf

De los datos antedotes, seda muy tentador concluir que, como ha sido sugerido (Ruiz-
Velasco e Tkeda, 2000) no existen diferencias entre las capacidades modulatorizas de los subtipos
1 2 4 de las subunidades Gf. Sin embargo, los datos presentados en la Fig. 4 obligan a
reconsiderar esta propuesta. A pesar de que presentan una sensibilidad al voltaje relativamente
similar (Fig. 3F), los patrones de inhibicién ténica entre Gf3, y G, son sustancialmente distintos:
mientras que los prepufsos levan a una completa recuperacion de la densidad de corriente en el
primer caso (Fig. 4B), en presencia de G5, los valores de la misma post-prepulio permanecen
drasticamente reducidos (Fig. 4C). Esto es, parte de la inhibicién de la cortiente en este ditimo
caso es independiente de voltaje (VI; Fig. 4E), y sugiere similitud con la pozcidn de la inhibicién

inducida por NE que muestra esta misma caracteristica (Figs. 4A, Dy E, y 18 a 21).

No puede invocarse como subyacente al fendmeno anterior un razonamiento similar al
invocado para explicar las diferencias en el indice de facilitacién basal que presentan Gf3, v Gf..
Segun el trabajo entonces citado, la tasa de recuperacién de la inhibicidn es indistinguible entre
GP, y GB, Por tanto, la diferencia observada debe reflejar caracteristicas intrinsecas a cada

subtipo.
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¢Cudl es la naturaleza bioguimica de esta mhibicién VI? Dos vias VI prnncipales han sido
deseritas: una via ripida y delimitada a membrana (far; Beech et al,, 1992; Shapiro y Hille, 1993,
Kammermeer ct al, 2000), y otra via mas lenta que uulza un segundo mensajcro aun
desconocido (sman; Bernheim et al,, 1991; Beech et al,, 1992; Lews e Tkeda, 1997; Delmas et al.,
1998a,b). El tipo de abordaje experimental utilizado en esta tesis no permite, evidentemente,
establecer una distincidon basada en la velocidad de establecimiento de la inhibicidén VI. Sin
embargo, es poco probable que la via VI reportada corresponda a la via sman. Se ha reportado
que, ruveles de quelantes de Ca®" mtracelular similares a aquel utlizado en este trabzjo interfieren
siatficatvamente con esta via (Beech et al, 1991, 1992; Bernheim et al, 1991, 1992; Lewis e
Tkeda, 1997; Delmas et al,, 1998a,b; Kammermeier et al., 2000). Por lo tanto, es probable que, la
inhibicién VI observada tanto con NE como con GTPYS sea el producto de la utilizacion de vna

via fan.

Se encuentra relativamente establecido que la via wzan actda a través de un segundo mensajero
capaz de difundir hacia un sello oz-ce// (pero que no involucra ni Ca®, ni GMPc, ni AMP,, ni
PKC; Bernheim et al,, 1991). Sin embargo, ¢Cuil es la naturaleza bioquimica de la inhibicion fan?
La respuesta es directa: ain no es claro. A pesar de ello, existe una hipétesis en particular que
merece especial atencidén puesto que concuerda con los resultados exhibidos en esta tesis: S. W,
Jones y K. S. Elmslie (1997) han propuesto que la inhibicién residual no revertida por prepuisos
podria reflejar una unidn de baja afinidad de la PG activa con el estado abierto del canal. En
otzos términos, ambaos tpos de modulacidn (VD y V1) tendrian un sustrato molecular idéntco: la
interaccién dwrecta de subunidades Gy con la subunidad ¢, de los CCDV, (Lee y Elmslic,
2000).

St lo anterior fuese demostrade, los datos aqui presentados agregarian lo siguiente: la
interaccidn directa de algunos subupos de subunidades GPy - los que contengan a G, 6 Gf; -
con la subunidad o, de los CCDV, induciria una modulacidn basicamente VD, muentras que la

interaceién directa de otros subtipos - los que contengan Gf3,, GB; 6 Gf3, - inducitia, ademas, un

patrdn miubitorio V1 (Fig, 410 y 1),

tin el contexto de lo anterior, se ha especulado que ol patrdn inhibiono mixio (esto ¢s, tanto

VI come VI que dnduce o NE podeia estar ipado @ que Tevia de rransduecion gue aciiva no



utlice una sola especie de subtipos G, sino una mezcla de ellos. Existen evidencias publicadas
en apovo de esta conjetura. El grupo de P. Delmas (Delmas et al, 1999) ha reportado
recientemente que subunidades GBy denvadas de la estimulacién por NE de Ga, v Go, son
capaces de induclr, selectivamente, inhibiciones VI y VI respectivamente. La activacion

preponderante de Get, segiin los autores, explicaria la predominancia de las vias VD inducidas

por NE.

Al margen de la evidencia experimental que a la activacton de cada subtipo de G con cada
efecto, vale la pena mencionar aquella que apoya la participacién de subunidades Gy en ambos
efectos. Esta, que fue obtenida en la misma preparacion que se ha estudiado en la presente Tesis,
consiste bisicamente en la comparacién de los efectos que tienen, sobre la inhibicidén inducida
por NE, la expresién de tres proteinas con afinidad conocida por subunidades GBy: la regidén C-
terminal de la cinasa 1 del receptor B-adrenérgico (BARK1), la subunidad Ge, y la at-transducina.
Mientras que esta uldma elimind totalmente la mhibicidon, las dos primeras la previnieron
parcizlmente. La inhibicién residual en estos casos tenfa una sensibilidad al voltaje claramente

it

opuesta, En células que éxpresaban G, la inhibicién era VI, y era VI en aquellas que
expresaban BARIK1. Este dldmo dato es el que Interesa: esta proteina interacciona iz e
fuertemente con subunidades GB, y GP,, pero muy débilmente con el resto de los subtipos
(Dazka et al., 1997). En el presente trabajo se ha observado que las inhibiciones tonicas inducida
por G, y G, son incompletamente revertidas por un prgpulio (Fig. 4D-E). Asi, una explicacidn
plausible para la evidencia presentada por Delmas y cols, a partir de los datos aqui presentados,

seria que G, sc acopla preferentemente con Gf,, mientras que G, se acopla

preferencialmente con G, y/o Gj..

En cualquier caso, los resultados aqui presentados, si bien no demuestran que la inhibicidén VI
sea directamente causada por una interaccion entre subunidades Gy y o, de los CCDVy, se
suman a la lista de evidencias que apuntan a que las primeras se encuentran involucradas
fuertemente en este tipo de inhibicion (Diversé-Pierluissi et al, 1995, 2000; Jones y Elmslie,
1997; Delmas et zl, 1999; Kammermeier et al., 2000}, y sobre todo, apuntalan lz idea de que
muloples efectos sobre los CCDV pueden ser inducidos tras la activacion de PG {(Hille, 1994).
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9.2. ACTIVACION DE LA PKC POR SUBUNIDADES G3

Si bien no se ha publicado evidencia alguna gue sea absolutamente concluyente al respecto, cs
ampliamente aceptado que el sustrato molecular de la inhibicién VD se encuenua en una
interzccién directa entre subunidades By de las PG y o, de los CCDV,. Por otra parte, se ha
desarrollado anteriormente la espectlacion de que al menos parte de la mnhibicion VI {la via_fan)
puciese desarrollarse como consecuencia de un fendmeno idéntico, y algo mis se agregard a la
discusidn anterior mas adelante. (En qué se cimienta entonces el grupo de efectos antagdnicos
observado en la Fig. 5 y agtupados, por covariacién de caracterdsticas fenotipicas (Fig. 6), bajo la

denonunacion de “grupo 3”7 (G3)?

No existe duda alguna al afirmar que es completamente esperable que la sobreconcentracion
intracelular de subunidades Gf lleve a que se activen (o inhiban) todas las vias de sefializacion
intracelular que son reguladas por ¢stas. Los CCDVy, no son mis que uno de los mulaples
efectores regulados por el heterodimero Gfy. Por lo tanto, no es ea absoluto sorprendente
postular que un solo estimulo - la presencia de un subtipo especifico de GP - desencadene una
muldtud de respuestas. Esta, es una cualidad inherente a todas las vias de wansduccién de senales

extracelulares.

Por otra parte, es tambicn previsible que Ia actvidad de PIKC se encuentre aumentada en estas
células: estd bien cstablecido que GBy cstimula la actividad de la famiia de fosfolipasas C[
(PLCPB; Katz et al, 1992; Boyer et al, 1994; Giershik y Camps, 1994; Ueda et al., 1994; Diversé-
Picrhussi et al,, 2000). La degradacién de fosfolipidos de membrana por estas enzimas genera
diacilglicerol, quicn actta como coacttvador fisioldgico de esta enzima (ver Apéndice I111.3) Aun
mds, al menos entre G, G, no parcce haber diferencias de potencia esumulatoria de las PLCS
cntre distntas combinaciones de subtipos en el heterodimero By (Harish y Role, 1992; Boyer ¢t
al, 1994). Por lo anto, tampoco es msélito que un activador ditecto de la PRC, el PMA,

reproduzen las acciones estimuladoras de Gy sobre los CCDV

Lo que si sorprende es la cualidad de Jos efectos mismos 51 I maodulacidn negativa se
caracteriza por una redvccrdn en la densidad de cornente (fanto luinhibicdn VI2 como la VD v,

en el caso de la o mbubicion VI por evdevieoniense de las cndnicas de la misim, entonces, por
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oposicion, el aumento en la densidad de corrente y la aceleracidn de cinéticas caracteristicas de
G3 nos sumerge dircctamente en terrenos de modulacion positva de CCDV .. Justamente en
cste terreno, se encuentra una de las dreas de mayor discrepancia de opiniones: su existencia
misma es sosteruda por unos (p.e, Yang y Tsien, 1993) y descartada por otros {(Barrett y
Rittenhouse, 2000). La disputa entre ambos consiste, esencialmente, en sl existe - 0 no -
diferencia en el significado funcional de los términos “modulacién positiva” vy ““desinhibicion
tonica”. Esto es, las dudas se circunscriben a la siguiente pregunta: sSe encuentran todos los
efectos que induce la activacién de la PKC exclusivamente relacionados con la interferencia

sobre lz modulacidn inhibitona?

Es en el marco de la prepunta anterior se han desarrollado la mayor parte de los experimentos

aqui expuestos. Es decir, antes de postular la activacién de vias antagdnicas por subunidades G,
habia que contestar si existe modulacién positiva de CCDV y, de ser as, en qué consiste y como
repercute en el comportamiento de la corriente. En el contexto de la discusidn precedente, llevar
esto a la prictica significa, en Ultima instancia, un analisis comparativo que determine s1 el

fenémeno observado es reductible a un proceso de desmhibicién ténica.

Resta decir que, si bien no se ha aportado ninguna evidencia experimental concluyente sobre
la posible activacién selectiva de lIa PKC por el procedimiento utilizado (pretratamiento con
PMA), se postula que esto es asi y se hablara, por lo tanto, de “efectos de la activacién de la
PKC” como sindnimo de “efectos inducidos por el PMA”, Lo anterior se debe, en parte, a la
necesidad de tratar de evitar confusiones respecto a posibles efectos directos de dicha sustancia,

que quedan descartados con certeza de los resultados que se presentan.
9.3. MODULACION PosITIVA DE CCDV,; POR PKC

En acuerdo con algunos de los trabajos previos realizados en neuronas simpaticas (Swartz,
1993; Yang y Tsien, 1993; Zhu e Ikeda, 1994; Shapiro et al,, 1996), se han presentado evidencias
de que la activacién de Ia PKC induce un incremento en la amplitud de las corrientes baszales de
CCDV,, (Figs. 8 2 10 y 12 a 17). La pregunta obligada respecto z esta observacidn es si este
incremento corresponde a un estado modulado particular de los canales (Yang y Tsien, 1993), 6
si no es mas que el producto de la remocién de una inhibicion mediada por PG que se encuentra

tonicamente activa en condiciones basales (Swartz, 1993).
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Ia segunda propuesta tendria sentdo en el marco de que los resultados presentados
demuestran claramente que los CCDV se encuentzan bajo inhibicion tdnica en esta preparacion
(Figs. 1,2, 3, 4, 8,9, 10, 11, 12, 13; Tkeda, 1991; Swartz, 1993; Zhu ¢ Ikeda, 1994; Barrett y
Ruttenhouse, 2000). La remocién transitona (por prepulios) o petsistente {(por GDPPS) de dicha
inhibicion deva a un aumento dependiente de voltaje en la amplitud de las cordentes (Figs. 10y
13) y a algunas alteraciones en la cinétca de las mismas (Figs. 1, 9, 15, 16). Dada su habilidad
para mterrumptr parte de la inhibicién mediada por PG (Figs. 19 a 21; Swartz, 1993; Zhu ¢ Tkeda,
1994; Shapuo et al, 1996), la PKC podria actuar removiendo esta whibicidn basal, lo que
desencadenaria el aumento en las cornentes observado (Swartz, 1993). St esto fuese asi, la
fosforlacion por PKC no tendrda mayor efecto en CCIDV,, mis que el de volverlos resistentes 2

la inhibicion por PG (Barrett y Ruttenhouse, 2000).

En partcular, dos similitudes entre los efectos de remocién de inhibicidn ténica y aquellos
inducidos por PKC han sido referidas en la literatura (Swartz, 1993; Zhu e lkeda, 1994) como
cimiento de esta posicidn: (1) Dicho tratamiento, elimina todo signo de facilitacion basal (Figs. 8,
9, 10, 13); (2) La magnitud del aumento es dependiente de voltaje (Figs. 10 y 13). Se intentard
fundamentar que la convergencia de efectos no implica, necesariamente, la utilizacidn de
mecanismos idénticos, y gue la propuesta de que los efectos inducidos por PKC reflejan un
estado modulado particular de los CCDV,, es favorecida por las evidencias experimentales

presentadas.
9.3.1. Naturaleza del Aumento en la Amplitud de Corrientes Inducido por PKC

La pregunta que aqui interesa responder es: ¢(El aumento inducido por PKC, respecto de la
amplitud de corrientes de CCDV,, se debe a la remocidn de inhibicidn tomica? La respuesta
tentativa a la anterior mterrogante es no. [hasten dos razones que la sostenen: (1) Algunas
evidencias sugieren que I inhibicién téniea se encuentra adn presente en neuronas pretratadas
con PMA (Inp. 12); (2) El incremento de las cornentes por PMA no ¢s ocluido por la remocion

previa de la inhibicién ténica por GDPBS (Fig 14).

El prmer punto se fundamenta en lo siguiente. Bl aumento en la amplitud de las cortientes

mducido por remocion de inhibiadn ténea uene una caacieristea distingva da como resultacdo
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que las curvas de activacion se vuelvan miés simétricas - alrededor del punto medio de activacion

mixima - que aquellas que sc observan en el control (Tkeda, 1991).

Un efecto parecido deberia esperarse st la PKC aumentara las cordentes mediante un
mecanismo sirndar. Esto no es asi: las curvas de activacién de neuronas pretratadas con PMA
son tan asimétrcas alrededor del punto medio de activacién maxima como aguéllas del control
(Fig. 12C). El ajuste de Ias curvas a la suma de dos funciones de Boltzmann revela que [a
amphitud del segundo componente es equivalente al que se observa en condiciones control (Fig.

12E),

Mas ain, signiendo el modelo willing-reluctant (ver 3.1.1.2), este segundo componente se ajusta
a la descripcién de una poblacidn de CCDV, inhibida de manera dependiente de voltaje. St esto
es asi, este componente representa canales tonicamente inhibidos, y esto lleva 2 concluir que el
pretratamiento con PMA no remueve la inhibicidn tonica. En este aspecto, nuestros resultados
son simiares al reporte de un aumento en cordentes de CCDV), después del trasamiento con el
éster de forbol PDBu, que no involucra la remocién de inhibicidn tonica en neuronas simpaticas

del sapo (Yang y Tsien, 1993).

Tanto el GDPBS como el PMA eliminan Iz facilitacién por prepadses. Si la inhibicién tdnica
sigue presente en células expuestas 2 PMA, lo contrario seda esperable. Sin embargo, se ha
argumentado que la falta de facilitacidén en estas células puede atribuirse a un enmascaramiento
por la ripida cinética de inactivacién (Elmslie et al, 1993). De hecho, algunas de las
observaciones indican que los prgpwlos en estas neuronas podrdan tener un efecto simiar 2l
registrado en el control: (1) Las curvas de activacidn después de los prepulios en neuronas
expuestas a PMA son mucho més simétricas que aguellas en ausencia de un prepziso (Fig. 12C);
(2} El indice de facilitacion negativa es significativamente mayor en neuronas previamente
dializadas con GDPJS (Fig. 14). Lo anterior permite sugerir que la abolicién de la facilitacién
basal por PKC no puede tomarse como una evidencia conclusiva para soportar la remocién de
inhibicién ténica, como ha sido interpretada en varios reportes {Swartz, 1993; Zhu e Tkeda, 1994;

Barrett y Rittenhouse, 2000).

La expresién de los efectos inducidos por el PMA es independiente de que exista, o no,

inhibicién ténica, como queda demostrado en la Fig. 14. Cabe preguntarse si existen
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antecedentes en la literatura de que exista un efecto de tal tipo. La respuesta es afirmativas se ha
demostrado que las cormentes o, expresadas en ovocttos, son estimuladas por PKC
independientemente de sus efectos sobre la inhibicion mediada por PG (Hamid et al., 1999; Stea
et al,, 1995). Este efecto independiente de la PKC ha sido reportado como que provoca un 50%
de incremento en las corrientes totales (Hamud et al,, 1999). Asi, es al menos posible que el
incremento en amplitud del prumer componente de voltaje de Boltzmann tras el PMA (~41%
mds que en el control; ver Tabla 1) podda ser explicado sin invocar la remocidn de inhibicion
tonica. Sin invocar un mecanismo de accion independiente, serfa, ademas, extremadamente diffcil
explicar de qué manera la PKC da lugar a incrementos independientes de voltaje en la amplitud

de corrientes de cola en esta preparacion (Swartz, 1993; Zhu e Tkeda, 1994).

Lo anterior nos permite re-evaluar lz siguiente pregunta que ha sido planteada en parrafos
anteriores: ¢(De qué manera se explica que el aumento Inducido por activacién de la PKC guarde
clerta dependencia de voltaje, a potenciales negativos, si no es por un mecanismo de
interconversion refuctant — willing (Figs. 10A y 13A)? Se ilustrard una respuesta tentativa con base

en el siguiente esquema:
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En ¢l pancl A se esquematiza un wcremento (magnificado ex profess) en la corrente
noblacional de CCDV |, representada, en cada caso, por una funcién doble de Boltzmann. Segiin
se muestra en el panel B, que representa los componentes de cada curva del panel A por
separado, este meremento es ¢l resultado de un aumento selectivo en la magnitud del primer
componente (ndtese que el segundo componente es idénuco en cada caso). Il panel € muestra
que, este efecto, repercute ¢n un meremento dependiente de voltaje a potenciales negativos ¢
ndependiente del msmoe a potencuales mas despolatizantes. Podemos concluir que, un aumento
“dependiente de volige”, ne mvoluern necesarmmente un reordenamicnto de CCDV entre los

modos s v e - como ha sido mterprerado en rabajos previas (Swartz, 1993, Yho e
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Ikeda, 1994) - sino que puede deberse a un efecto selectivo que altere las caracterdsticas de alguna
poblacién parocular. En el caso esquematizado, ¥ que reproduce cualitativamente los efectos
observados tras ¢l PMA, esta efecto altera exclusivamente a la poblacién z2/ing, dejando intacta a

l2 poblacion relnctant (Fig. 12E).

¢Puede explicarse la persistencia de inhibicién tonica después de la aplicacién de PMA? Esta
tesis y otros estudios anterlores han mostrade que el tratamiento previo con PMA provoca una
atenuacién mis o menos significativa en la inhibicidén subsiguiente de la corriente de CCDV
mnducida por NT (Swartz, 1993; Zhu e Tkeda, 1994; Shapiro et zl, 1996). Sin embargo, la
habilidad de Ia PKC para revertir Ia inhibicidn previa de los CCDVy a través de la activacion
directa de PG por GTPYS depende de la utilizacidén de prepelsos muy largos (>50 ms) y muy
despolarizantes (Swartz, 1993; Barrett y Rittenhouse, 2000). Esto ultimo indica que el “orden de
aplicacién” {Chen y Penington, 1997) es critico para el resultado final de l2 convergencia de
ambas vias moduladoras (Barrett y Rittenhouse, 2000). Por tal motivo, la PKC puede ser capaz
de prevenir la inhibicién mediada por PG tnicamente si sus efectos son establecidos antes de la

activacion de estas Gltimas.

En consecuencia, si existe un cierto nivel de activacidn basal de PG, es posible que éste
pudiera mterferir con la modulacién por PKC y wieversa. Esto es, el enunciado anterior
formulado de manera reciproca, es lo que permite plantear la presencia de un componente F I,
en neuronas dizlizadas con GTPYS (Fig. 24). En otras palabras, un cierto nivel de actividad basal
de PKC puede volver, a una pequefia poblacién de CCDV), resistente a la accidn de PG. Con
esta conjetura, la fase de activacién bifisica de Ia corriente tras el GTPYS seria concebible como
el resultado de la activacidn de dos poblaciones de canales con patrones de activacidn e
inactivacidn practicamente opuestos, v no como el resultado de la activacién de una sola

poblacién con cinética de activacion bifasica e inactivacidn enfnrecida (Jones y Elmslie, 1997).

El fundamento molecular para explicar la dependencia de los efectos del “orden de
aplicacion”, reside en la nocién de una competencia por el sustrato (Swartz, 1993; Chen y
Penington, 1997; Barrett y Rittenhouse, 2000) entre la PKC y la subunidad Gfy por sidos
comunes en la subunidad o, de los CCDV,. La idez bésica es que las subunidades Gy libres se

unen directamente ([De Waard et 2L, 1997; Zamponi et al,, 1997; Furukawa et al,, 1998b), de una
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maznera dependiente de voltaje (Ehrlich y Elmslie; 1995), 2 uno o mis sitios potenciales en una o
mas reglones intracelulares de la subunidad @, presumiblemente en una estequiometria 11
(Zampon: y Snuich, 1998), vy que esta interaccidn puede prevenir la fosforilacién de regiones
consenso de PKC sobrelapantes. En este contexio, los prepulios largos vy sumamente
despolarizantes son necesarios para despegar al complejo GPy de la subumdad ¢, y permitir el
acceso de la PKC a regiones previamente “enmascaradas” (Barrett y Rittenhouse, 2000). La
fosforllacton de la subunidad o, {en uno o méas siios potenciales) prevendda, a su vez, la

subsiguiente umén de GPy (Swartz, 1993; Barrett y Rittenhouse, 2000).

Es extremadamente interesante hacer notar, que exactamente el mismo cuadro anterior de
competencia por sustrato entre PKC y Gy ha sido invocado para explicar 1z capacidad de las
segundas de prevenir la fosforilacién por PKC de PLCB y de ésta Wltima para inhibir la
interaccién de GPvy con la misma (Litosch, 1997). Por lo tanto, puede conjeturarse sobre la
postble generalizacidén de un cuadro modulatorio de este tipo como el sustrato molecular que
determine el efecto de vias de regulacidén convergentes en un efector y divergentes en sus efectos
sobre éste. De ser clerto lo anterior, también proveeria un modelo interpretativo para explicar la
existencia de los grupos G1 y 3 entre las nevronas con sobreexpresidén heterdloga de
subunidades GPy: el que el fenotipo de la corriente se incline hacia uno u otro extremo
dependeria del orden temporal preciso en el que se establezcan los efectos que llevan 2 vno u

otro, de manera que ¢l efecto que se establezea primero inhiba el establecimiento del segundo.
9.3.2. Cambios Inducidos por la PKC en las Cinéticas de Activacion e Inactivacion

Antes de analizar los cfectos que induce la PKC sobre las cnéueas de CCDVy, conviene
retomar una discusion que ha quedado pendiente sobre un fendmeno muy llamativo que ha sido
obscrvado al analizar los cfectos del aumento en inhibicidn ténica sobre el comportarmiento de la
corriente. [l paréntesis no cs ocioso: servird para dar sustento a la conclusidn de que las
alteraciones cindiicas inducidas por cl pretratamiento con PMA no pueden ser explicadas

mvocando In remocion de dicha inhibicion.

Tanto los propirhos como ol GIDPRS accleran ol cusso temporal de la activacdn de la cornente

o GOV solanente o potenaiies s postivos que aquellos que evocan coriente eniiane
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mixima (Figs. 9F y 11F). Esta observacién no es nueva: una conclusién similar ha sido planteada
pot S. R. Tkeda (1991) tras el analisis del efecto de los prepwlsos en condiciones basales. Sin
embargo, lo que interesa subrayar de los resultados de esta tesis es ¢l contraste que tiene con la
observacién de que los efectos sobre la amplitud de la corriente de ambos procedimientos son
méximos a potenciales en los que las alteraciones cinéticas son minimas (Fig. 10A). Esta marcada
separacion en la dependencia de volaje de ambos fendmenos es especialmente notable cuando

se analiza el efecto de los prepulios en condiciones en las que la inhibicién ténica ha sido

experimentalmente elevada por didlisis con GTPYS (Fig. 11F).

¢De qué manera se explica el fenémeno anterior? La respuesta es simple. Basta con fusionar
dos observaciones: (1) El enlentecimients cinético es una caracteristica distintiva de canales
inhibidos por PG (e.g. Fig. 24C); (2) Las PG llevan 2 un marcado corrmiento en la dependencia
de voltaje de la activacién de los canales inhibidos (Figs. 12D y 20D). Ya que la dltima
observacién implica que el punto medio de activacién méaxima se desplaza a potenciales cercanos
al potencial de inversién de la corriente, 12 lenta activacién de canales relusfans no contribuye
significativamente (en tiempos muy cortos) a la fase global de activacién de la corrdente 2
potenciales menos despolatizantes {Fig. 11F), puesto que éstos solo activan a la poblacion willing.
Tras los prepulsos, la proporcidn de canales en esta iltima poblacién se incrementa, de manera que
la cantidad de corrente reclutable por despolarizaciones moderadas también aumenta, Ya que el
efecto de los prepadios es desplazar el equilibdo willing <> reluctant hacia la izquierda, esto implica
una disminucion neta en la poblacidén mluctan?, de manera que su contribucidn 2 lz fase de

activacion de la corriente disminuye y, ésta, se activa segin patrones normales.

El corolatio de la discusién anterior es que, la aceleracién en la cinética de activacion que
induce la PKC a potenciales negativos (Fig. 9F) no puede explicarse sino por alteraciones en la

cinética de la poblacidn wiling.

Por otra parte, de acuerdo con reportes anteriores (Tkeda, 1991; Swartz, 1993; Zhu e Tkeda,
1994, Barrett y Rittenhouse, 2000), se ha encontrado que la remocidn de inhibicién ténica por el
GDPS aumenta la inactivacién de la corriente de CCDVy,. Sin embargo, las amplitudes relativas
de los componentes de la mactivacién (ver Tabla 2) son afectados mds fuertemente que las
constantes de tempo (Fabla 2} o la dependencia de voltaje de la inactivacién (inserto Fig. 15F).

Esta conclusidn se ajusta con los resultados de la Fig. 22 y la interpretacion de la Fig, 24C: los
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canales inhibidos por PG no inactvan. Esto se traduce en lo siguiente. Si hay una fraccion de
canales ténicamente inhibidos, su contrbucién al comportamiento gencral de la mactivacidn de
la corriente serd una distmunucidn proporcional en la canddad de inhibicién global, que no tene
porqué afectar la dependencia de voltaje ni la cinética de mactivacion en estado estacionario de la

fraccidn no inhibida.

Lo antenor es consistente con varios trabajos previos (Bean, 1989b; Boland y Bean, 1993;
Elmslie y Jones, 1994), en los que se ha notado que la inhibicién inducida por NT tiene sélo

efectos marginales sobre la dependencia de voltaje de la inactivacidn.

En contraste, la activacion de la PKC induce un cormimiento negativo en la dependencia de
voltaje de la inactivacion (nserto Fig, 15F), una reduccién en la asintota de imactivacidon a
potenciales postuves del pulso condicionante (Fig. 15F), y altera las constantes de tiempo de la
inacdvacidn durante el pulso (Fig. 16B y Tabla 2). Estas alteraciones en el patrén de inactivacién
son particularmente congruentes con las predicciones del modelo propuesto por el grupo de D.
T. Yue (Pati et 2l,, 1998; Jones et al., 1999). Esta propuesta predice que, pequefios incrementos
en la inactivacién desde el estado abierto (Fig. 16A y B), generan reducciones sustanciales en la
asintota de inactivacién con despolanzaciones saturantes (Fig. 15F). La reciproca de este efecto
esta dada por la pricticamente total eliminacién de inactivacidn en estado estacionario que
induce la inhibicién por PG (Figs. 22 a 24} y que repercute en una marcada “sobrerecperacion” de
la corriente en este rango de potenciales (Fig. 22D). Asi, el pretratamiento con PMA, al
desencadenar un aumento en la tasa de inactuvacién de estado abierto, puede modificar el patrén

con forma de U de la inactivacion dependiente de voltaje.

En realidad, cabe una interpretacidn altemativa a lo anterior. Puede asumirse que la tasa de
inacuvacion desde ¢l estado abicrto sea arass nula en todas las condiciones y que la tasa de
inactivacién que s¢ vea modificada antagénicamente por PKC y PG sea la inactivacién acoplada
al tliumo estade cemrado del canal, Ya que la transicion entre éste y el estado abierto s
mdependiente de potencial (Boland v Bean, 1993; Carbone et al, 1998), las repercusiones
csperables en este ulume caso podiian ser similares a Ias de acoplar una tasa de mactivacion al

estado abierto.
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Nlustr, 14 _Altzmmansia enire modos ds apertvra Inactivante y wo-inaciivante de CCDV,. Panel izquierdo,
# Regstro de la actividad de un tinico CCDV | registrado en el modo de co/lattached en una neurona
simpitica en culdvo provemente del SCG de rata. Trazos seleccionados (no consecutivos) en
tespuesta 2 una larga despolarizacion (1.4 s} desde —90 a +20 mV con 110 mM Ba?* como acarreador
de carga. &, Promedio de cordentes unitatas con actividades inactivantes (parte superior), correntes
con actividad sostenida duzante el puslo de prueba (parte central), y de todos los trazos con actividad
del canal (parte inferior). Los registros fueron clasificades como no-inactivantes si no se detectaron
aperturas mas alld de los 450 ms después del inicio del pulso de prueba. “.lng- and short-bursting
patterns rematn correlated ower the duration of the interpulse interval.. The slow transition rates suggest a reversible,
copalent medifiation of the chanpel protzin... " Panel derecho, ver descripcion de la Fig, 24C.

La propuesta anterior se ajustaria de manera mas sencilla con otros efectos del PMA, ya que,
la inactivacién desde estados cerrados es seguramente afectada tras dicho tratamiento pues,
corrimientos en el punto medio de la inactivacion por prepulsos hacia voltajes mds negativos son
predichos por el modelo invocado si existe ua incremento en el nimero de estados cerrados a
partir de los cuales ocurre inactivacién sustancial (Patl et al, 1998). Por lo tanto, ambas
observaciones pueden ser explicadas a la vez, de la manera mis simple asumiendo solamente

modificaciones en la tasa de inactivacién desde estados cerrados.

De cualquier manera, y 2l margen de la validez de las consideraciones antedores, estos
resultados apoyan la sugerencia de K. . Swartz (1993) de que la fosforilacién inducida por PKC
podria controlar un proceso de inactivacidn independientemente de sus efectos scbre la
inhibicién mediada por PG. Este cfecto de la fosforilacidén sobre CCDV esti en acuerdo con las
conclusiones del grupo de K. S. Elmslie (Werz et al,, 1993). Estos autores encontraron que el

inhibidor de fosfatasas, el 4cido ckadiico aumenta lz inactivacion dependiente de voltaje de estos
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canales en neuronas simpaticas del sapo, y concluyeron que este efecto resulta de la fosforilacion

ya que ¢s prevenido por estaurosporina.

Se ha demostrado que CCDV, farmacolégicamente identificados en neuronas individuales
pueden mactvar con marcadas diferencias en la tasa y magnitud de la misma (Jones y Marks,
1989b; Plummer et al,, 1989; Jones, 1998). De manera interesante, M. R. Plummer y P. Hess
(1991) han mostrado que CCDV individuales pueden alternar entre modos de apertura
mactivantes y no inactivantes. Los resultados presentados en esta tesis (Fig. 22 a 24} apoyan la
proposicion de Werz et al, (1993) de que los CCDV pueden inactivar a wavés de estas vias

dependiendo de su estado de fosforilacién (Tlustr. 14).
9.4, LA ACTIVACION DE LA PKC INTERFIERE CON LA INHIBICION POR PG

La altima pregunta que ha sido abordada en este trabajo tiene que ver con la interferencia que

tiene la activacién previa de la PKC con la inhibicién subsiguiente inducida por PG.

Amplia literatura apoya el hecho de que la PKC es capaz de prevenir clertos cfectos
moduladores de las PG sobre los CCDVy, (Lester y Jahr, 1990; Swartz et al., 1993; Swartz, 1993;
Zhu e Tkeda, 1994; Shapiro et al.,, 1996). Sin embargo, la interferencia que se ha observado es
siempre parcial y poca importancia se le ha dado a este hecho. ¢A qué se debe que la prevencion
no sca completa? El grupo de B. Hille (Shapiro et al., 1996) ha sugendo que el grado de cfecto
variable puede ser correlacionado con una prevencidn selectiva de vias delimitadas a membrana y
no de vias de sefalizacidn que involucran segundos mensajeros citoplasmaticos. Dado que
distintos NT estan acoplados en grado variable a vias de sefalizacién delimitadas y no a
membrana, ¢s al menos plausible que Ia PIXC interficra con la inhibicidn causada por unos y no

por otros.

Al margen de la validez de la hipdtesis anterdor, no puede explicarse en estos téuminos la
mhibictén inducida por NI en ncuronas tratadas con PMA puesto que su mecanismo de
transducctén de sefales mrracelular da ugar puramente a vias delimitadas a membrana (Beech et
al, 1991, 1992; Bernheim et al, 1991; Mathie et al,, 1992; Shapiro et al, 1994a b, Zhou et al,
1997: Delmas et al,, 1998h, 1999), Por tanto, una via exclusivamente delimiada o la membrana

sioue mduciendo efectos s Iy actvacidn de In PR v Iy parciahdad de Iv o mbabaeion debe
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establecerse a otro nivel. La hipdtesis a este respecto, fue la siguiente: las vias delinutadas a
membranza no son homogéneas ¢ incluyen componentes tanto VD como VI Por ende, para
buscar una respuesta se han analizado las caracteristicas electrofisiolégicas de la inhibicion no

ocluida por PKC.

En términos electrofisioldgicos, dos tipos de patrones inhibitorios son claramente
distinguibles tras la activacidn, directa 6 indirecta, de las PG: aquéllos que dependen de potencial
(VD) vy aquellos que no (VI}. El componente VD muestra las siguientes caracteristcas: (1) Su
magnitud es Inversamente proporcional al potencial de prueba (Marchetd et zl, 1986; Bean,
1989b; Kasai, 1992); (2} Da lugar a un emlensecimiento en la cinética de activacién de la corriente
(Deisz y Lux, 1985; Marchetti et al, 1986; Bean, 1989b; Kasar, 1992); y (3) La inhibictén es
transitoriamente revertida por una fuerte despolarizacién (Grassi y Lux, 1989; Hlmslie et al,

1990; Tkeda, 1991).

Todas las caracteristicas antertores que definen a la inhibicidn VD se encuentran
completamente ausentes en las neuronas pretratadas con PMA: (1) El andlisis de correntes de
cola no reveld ninguna alteracidén importante en la dependencia de voltaje; (2) No hubo
alteraciones en la cinétca de activacidn de la corrente; (3) Los prepulios no produjeron ningiin
aumento en la amplitud de la corriente, sino un decremento en ella. Asi, por definicidn, la

inhibicién VD fue completamente prevenida por el tratamiento con PMA.

Por otra parte, la presencia del componente VI es evidente por una reduccidén porcentual neta
en la cantidad de corriente que puede ser evocada por un pulso de prueba, sin que presente
ningin signo claro de alteraciones ni en la cinética de la corriente ni en su dependencia de voltaje
(Beech et al, 1992; Luebke y Dunlap, 1994), ni ninguna reversidon apreciable por prgpuisos
(Luebke v Dunlap, 1994; Shapiro et al.,, 1994b; Delmas et alk, 1999).

El patrén mnhibitorio observado en neuronas pretratadas con PMA sigue a la perfeccidn la
descripcidn anterior. La postura que se sostiene, entonces, es que la parcialidad de la interferencia
es explicable en términos de una disrupcidn de vias que dependen de potencial frente a aquellas
que no dependen de éste. El problema esta, por tanto, en tratar de explicar qué mecanismo haria
esto posible. La dificultad en hacerlo se encuentra basicamente en lo pobremente caracterizada

que se encuentra Ja inhibicién VI
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En pirrafos anteriores se ha especulado respecto de la posible participacidn de las
subuntdades GBy en, al menos parte, de la modulacidon VI (aquella que concieme a la via fan) y,
en particular, el heche de que pudiese onginarse por un mecanisme similar a la modulacion VD,
Es decir, la interaccién directa de éstas con la subunidad ¢, de los CCDV,. St esto probase ser
clerto, ¢lnvolucrarian, sin embargo, ambos tipos de modulaciones a las mismas regiones del
canal? A este respecto, los resultados presentados en esta tesis, con base en las acciones selectivas

de la PIKC sobre dichas modulaciones, permiten postular algunas hipotesis.

Segin las evidencias presentadas en la literatura, la prevencion de la inhibicidon VI por la
PKC parece residir, a nivel molecular, en una competencia por unidn entre dicha enzima y las
subunidades Gfy en ciertas regiones del %op I de la subunidad o, del canal (ver 3.2.1). Sin
embargo, también es clerto que no todos los datos son consistentes con el que esta regidon
citoplasmatca forme un sitio Unico para la modulacién por PG {revisado en Dolphin et al.,
1999). En pardcular, interesa hacer notar que existen evidencias de que la regién C-terminal
contiene también si00s criticos para la completa expresion de la misma (Zhang et al., 1996a; Qin
et al, 1997; Furukawa et al, 1998a,b). La razon del mterés en lo anterior se debe a que, dicha
region, no parece estar mnvolucrada en los cambios inducidos por la PKC en la actividad del canal
dado que no contiene sitos de fosfonlacion dependiente de esta enzima (Hell et al, 1994;
Zamponi et al., 1997; Hamid et al., 1999). Por tanto, existen, en la subunidad a,, miltiples sitios
de interaccion con GBy (lustr. 4). Algunos de estos sitios son sujeto de fosforilacidén por PKC y
otros no lo son (Ilustr. 12}. De esta manera; a partic de los resultados aqui expuestos, es posible
conjeturar que la fosforilacién mediada por PKC de la subumidad o, podda no interferir con la

mnteraceion de GBy con sitios no involucrados en la inhibicion VD, sino, tentativamente, en la

VI

[De manera intercsante, Furukawa et al, (1998ab) han teportado que la inhubicidén mediada
por GO, {aseaada con un patrén inhibitorio VI por Delmas et al,, 1998b, 1999} no ¢s alterada
por mutaciones en el foop J-II, pero es prevemda por coinyeccidn de dos péptides smtéticos con
secucncias dervadas de tanto ¢l bop IIT como del Coemminal. Asi, ya sea que esta modulacidn
adicional medida por (5 sea Hevada por subunidades Goo (propuesto por Furwkawa et ol

F9980Y o por subunidades Gy {come ¢ sostemdo por Delmas et al, 1999 v soportado pot las



evidencias de Qin et al,, 1997), estos resultados darfan prueba adicional para apoyar la idea de que
existen multples sitios de interaccidn con PG en diferentes dominios intracchilares y que cstos
sidos distintos podran ser responsables de que se lleven a cabo diferentes componentes de la
inhibicién por PG y que, 1 su vez, sean sujeto de regulacidon diferencial por PKC. Asumiendo
que la inhibicidn VI se lleva a cabo por una interaccion de baja afinidad entre GBy y el canal
ablerto (ver 3.1.2.1), podra postularse, ademas, que el lgp [ podra contener un sitio de

afinidad para G[By més alta que aquel presente, tentativamente, en el C-termzinal.

Esta hipétesis tene la ventaja adicional de aportar un marco interpretativo al hecho de que la
PKC bloquee la mayor parte de Iz inhibicién inducida por NE: dado que se ha demostrado que
dos isoformas de la subunidad ¢t3 (Westenbroek et al., 1992), que difieren en lz longitud de su
region C-terminal (Hell et al, 1994), pueden ser expresadas en tejidos nerviosos, es posible
considerar que la fosforlacion por PKC puede prevenir la mayor parte de la inhibicidn por PG 2l
inhibir completamente los efectos VD en ambas isoformas, pero es incapaz de prevenir la

interaccién de baja afinidad de GBy con el C-terminal de la isoforma mas larga.

9.5. ¢(PUEDE COMPAGINARSE UN ESQUEMA CINETICO TENTATIVO PARA DAR

CUENTA DE L0OS FENOMENOS OBSERVADOS?

“Bverything shonid be made

as simpie as possible

2

but not simpler.
A. Einstein

En el Planteamiento del Problema se hizo notar que, de demostrarse la existencia de una via
de modulacidn positiva de los CCDV , el modelo willing-reluctant sedda insuficiente para explicar el
cuadro de modulacidn completo de estos canales. Todz la discusién que hasta el momento se ha
presentado ha estado encaminada a sostener la conclusién de que, justamente, la modulacién de
CCDV)y existe, por lo menos en el caso particular de las neuronas simpéticas que han servido de
modelo experimental. Entonces, ¢Qué tipo de modelo cinético se ajusta a las observaciones aqui

descritas?.
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El esquema cmnédco tentativo, que a continuacion se presenta, se fundamenta en lo siguiente:

1) Las caractersticas cinétcas de la corriente de CCIDV, tras la activaciéon de la PKC son
distintivas de un modo operanvo de “acavidad estimulada” (AE) de dichos canales que
se diferencia claramente del modo operativo de “acgvidad basal” (AB) propio de
canales no-modulados.

2}  La presenca de inhibicidn tonica en neuronas pretratadas con PMA, y la oclusién de Ia
inhibicién VD tras la acavacién de la PKC, indican que los modos operativos de
“actividad inhibida (VD)” (Al,) v de AE son mutuamente excluyentes. Por lo tanto,
los resultados presentados no contradicen al modelo weling-reluctant, que explica las
transiciones AB <> Alp,.

3)  Son caracteristicas cinéticas de los-canales en el modo operative Al,p, aquéllas descritas
para el comporente SN, (Fig. 24C). Esto es: (1) Cinética de activacidn enkntecida (Fig.
115); (2) Ausencia de inactivacién dependiente de voltaje (Fig. 22D); v {3) Corrimiento
hacia potenciales despolanizantes en la dependencia de voltaje de la actvacidén de la
cornente poblacional (Fig. 20D).

4)  Son caracteristicas cinéticas de los canales en el modo operative AE, aquéllas descrtas
para el componente FF, (Fig. 24C). Esto es: (1} Aceleracion dependiente de voltaje en
las cinédcas de activacidn (Fig. 9F) e inactivacién de la corriente (Fig. 16B); v (2)
Corzdmiento hacia potenciales hiperpolarizantes en la dependencia de voltaje de la
inactivacion de estado estacionario (Fig. 15F).

5)  El comportamiento cinético de los CCDVy, en el modo operanvo AB se encuentra en

una posicién relativa “intermedia” entre los comportamientos extremos desctitos, y es

stmilar al de la corriente de las neuronas dializadas con GDPBS (Fig. 16A). Esto es: (1)
similar dependencia de voltaje de activacidn que el modo operativo AE, pero con
cincticas de activacién e mnactivacién mas lenta a potenciales hiperpolanzantes (Fig. 919);
y (@) Inactuvacidn parcial y preferencialmente acoplada a los estados cerrados

intermedios ([‘ig. 15F).

Tomemaos de la literatura dos modelos cinéticos que serviran de base para ¢l esquema que se
desea plantear: ¢f modelo de “lnactivacidn preferencial desde el estado cerrade™ (preferenizal ooied

shate pncinatigr, Panl croal ) 19980 Tones ot al, 1900 v ool modelo de “imtercambio pcr:m::i\m)”
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(permussive exchange, Panl et al,, 1996; Colecraft et al., 2000}, planteados ambos por el grupo de D.
T. Yue para explicar la inactivacién en forma de U de corrientes no-moduladas y la inhibicién

VD, respectivamente.

El modelo de infercanbio permisive es una formalizacién de la version del modelo wiling-reluciant
propuesta por Elmslie y cols,, que se describio ampliamente en el apartado 3.1.1.2 de los
Antecedentes (ver Iustr. 7). La versidn de Yue simplemente incorpota a este tultimo la existencia
de varios estados cerrados, cuya afinidad por las subunidades GBy decrece a medida que se

encuentran mas cercanos al estado sbierto:

C~==C=C—<=C—==C=0

o A S RS R
C

gy~ Cpy~=— Cpy == Cpy == Cp, =0,

y

Por otra parte, el modelo de inactivacidn preferencial desde estados cerrados es una
formalizacién del modelo de inactivacién de CCDV) desde el estado cerrado, propuesto por
Jones y Marks (1989b). En pardcular, este modelo predice una inactivacidn incompleta y con unz
dependencia de voltaje con forma de U - y corrida hacia potenciales hiperpolarizantes respecto
de la curva de activacidn de la corriente {(Figs. 15F sersws E y 22D versus B)-, al acoplar la mayor
tasa de inactivacién de los canales en estados conformacionales cerrados cercanos al estado

abierto:
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Ahora, juntemos ambos modelos de la signiente manera:

Este esquema, que no es, hasta el momento, mis que una superposicién de dos esquemas
cinéticos publicados, explicarda tanto Ia inhibicién VID como lz inactivacidén parcial de las
corrientes basales. Por lo tanto, se propone que este esquerna explica las transictones entre los

estados de Al <> AB, asi como las caracteristicas cinéticas de cadz uno.

¢Y las transiciones AB > AE y las caracteristicas cinéticas de este dlimo modo operadvo?
Plantecmos una respuesta tentativa con base en una preguntza sencila. Parafraseando la metafora
empleada por el grupo de Yue, el ncrementar la concentracion de subunidades GBy repercutita,
cn el esquema propuesto, en que los canales se vieran “empujados hacia conformaciones

cerzadas profundas, alejadas del estado abierto”. En un esquema lineal, esto podria representarse

como:

Fn el esquema antenior, la “promoadn” de estados “cerrados profundos™ (deep dosed-stutes,
Patil et al, 1996) por las PG levaria a que la cornente poblacional se active mas lentamente, pero

I

tambicn “protegeria™ a los canales de sufrir innctivacion dependiente de volage, Hsto es, deseribe

crove s el campormmiento de canales en el modo operativo AL
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Ahora, ¢Qué sucederia en caso de existir una modulacidn que “empuje los canales hacia
conformaciones cerradas cercanas al estado abierro”?. En otras palabras, sQué sucedetia si la

PKC lleva 2 los canales, a wavés de la ruta de activacidn, en sentido contrario al que lo hacen las

subunidades G[3v?. Esta proposicién, puede esquemadzarse de la siguiente manera:
prop s P q g

R e s 2
C=—C—=—C—=—C=0

En el modelo de inzctivacién preferencial desde estados cerrados, claramente seria esperable
un aumento en la tasa de inactivacidén en estado estacionario (por estar acoplada ésta
preferentemente a los estados cerrados cercanos al abierto). Sin embargo, también podra
predecirse una activacién mias ripida de la corrente, puesto que, una mayor concentracién de
canales en estados cercanos al abierto, implicarfa una activacién mds sincrénica y homogénea de
los mismos. Si, a las caracteristicas anteriores les sumamos un incremento en la tasz de activacion
desde el estzdo abierto y/o el estado cerrado mis proximo a éste, las caracteristicas de las
corrientes corresponderian, grosso modo, con el estado de modulacidén correspondiente a la
“actividad estimulada™ descrita. (El aumento en la amplitud de la corriente pico en este esquema
seda consecuencia del punto (2) descnto, esto es, una activacidén sincrdnica de los canales,

significaria un aumento en la corriente pico temprana).

El problema con tratar de conformar vn esquema Al <> AB <> AE, se encueatra en el
hecho de que un diagrama bidimensional no alcanza para representarlo: un canal en estado
cerrado del modo AB podra transitar a cuatro estados posibles (ablerto, inactivado, cerrado
inhibido o cerrado estimulado). En consecuencia, se requiere de una representacidén

tridimensional:
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I I I |
ATyl
Cp ‘_x Cso "'"\ Cp T_EOP ;
-1l —11~ i
1/ [ Iy [ 1, [ v i
C=—=—(C=—=—C—=—(C=C=—0
Gﬁ*ﬂf J[‘ k) AN 4[ JF‘GB}’
CBY = CBY = CBY = CBV = CBY = OBY

En el esquema anterior, las transiciones en los ejes x y y corresponden a transiciones
dependientes de voltaje, mientras que aquellas que se encuentran representadas en el eje g son
independientes de éste. Los estados cerrados, abiertos e inactivados sin subindice corresponden

a los estados de los CCDVy, del modo AB, mientras que aquellos que contienen el subindice

“By” y “P” corresponden a los modos Al y AE, respectivamente.

Se propone aqui que el modelo anterior estd en condiciones de explicar la mayoria de las
observaciones que se han reportado. Todavia puede incorporarse un estade adicional de los
canales para describir el hecho de que los canales AE todavia son sujeto de inhibicién VI. S,
como se ha propuesto anteriormente, este estado es promovido por subunidades Gy, entonces

se podria representar de la siguiente manera:

=115~ I
7 Y [ 7 7 V4
C—C=—C—=—C=C=0
O
Cﬁ‘f = CM\_\ Cﬁ‘{ = CB‘/ = CB? — OB‘:’
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En este ultimo esquema, el estado C,py corresponde a la iInhibicién VI de canales en modo
operativo AE. No se pretende llevar mis lejos esta discusiéon. Fn particular, tres puntos no
pueden ser derivados de ninguno de los resultados que se han obtenido: (1) Las transiciones
permisivas entre los modos operativos AB y AE, esto es, silos canales en AB en cualquier estado
(o en uno particular} son sujeto de fosforilacidn; (2) Si existe, 0 no, una transicién posible Cp gy
<> Cpy, esto es, s1 los canales fosforilados pueden ser sujeto de la accién de una fosfatasa en

presencia de una interaccién de baja afinidad entre las subunidades o, de los CCDV, v By de las
PG; v (3) El namero de estados posibles en cada modo de apertura v las tasas de transicion entre

€stos.
0.6. SIGNIFICADO FUNCIONAL E IMPLICACIONES FISIOLOGICAS

El conjunto de los resultados presentados en esta tesis favorece 1a siguiente interpretacion. La

liberacién de subunidades Gy, tras la activacion de un RFH, da lugar 2 una seflalizacién

divergente (en términos de la via de transduccidn seguida), antagdnica (respecto de sus

efectos) y confluente {en los CCDV ) (Tlustr. 15).

Esto abre la via para dar respuesta a tres preguntas fundamentales que aguardan contestacién
en Iz literatura: Como, Cudndo y Dénde la PKC es activada durante el funcionamiento normal
del sistema nervioso (Bean, 2000). L2 respuesta comun a todas ellas seria entonces: la PKC
puede ser activada simultineamente con las vias de regulacidén negativa de los CCDVy, (Jlustr.
15A), pero sus efectos se encuentran normalmente enmascarados por los efectos inhibitotios

comunmente analizados (Tlustr. 15B).

En particular, la activacidén de 1z PKC podda revelarse dentro de un fenémeno conocido
como “rebote de facilitacion™ (rebound faciitation; Kasai, 1991). Este término se refiere a que, en
clertas preparaciones, al gff de un pulso de algunos inhibidores particulares, la corriente crece
hacia niveles superiores a aquellos que tenia antes del oz Sila PKC estuviese involucrada, esto
resolveria dos problemas simultineamente: (1) La naturaleza del incremento; (2) La naturaleza de
la activacidn fsiologica de esta enzima. Es decir, algnnos NT inducidan unz modulacién
bidireccional de CCIDVy, con efectos inhibidores y estimuladores que se sucederfan
secuencialmente (Tlustr. 16; Mortkawa et 21, 1999).
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Un trabajo del grupo de Fl. D. Lux (Zong y Lux, 1994) es de particular umportancia para

sostener la interpretacidn antemor. Este grupo encontrd que, en condiciones de perfusién
intracelular con GTPYS, los efectos inicialmente depresores de este Gltimo sobre la corriente de
CCDV de DRGs de pollo, son seguidos, a tiempos mias largos {(~ 20 minutos) de un efecto
estimulador de la cotriente (Tlustr. 17). De manera interesante: (1) La corriente estimulada alcanza
valores que casi duplican la corrente inicial (antes de la aplicacion de GIPYS); y (2) La

estimulacién, mis no la inhibicién, es blogqueada por dos inhibidores de la PKC (H7 y PKC,, ).

Puede proponerse por tanto que la activacidén de la PIXC constituye una sefial latente y que la
manifestacién de sus efectos son condicionales a la remocién de la inhibicidn directa por
subunidades GPv, de manera que, mientras los canales estén inhibidos, no puedan ser

fosforilados (Tlustr. 15B). Sin embargo, al removerse el agonista, la PKC tendra acceso a

regiones previamente “enmascaradas” por suburidades Gfvy (Tlustr. 15C), lo que llevaria a un
Incremento en las corrieates y a una prevencion selectiva de la inhibicién VD (Tluste. 15DD). Este
seria un mecanismo de desensibilizacidn de una respuesta inhibitoria no llevada a cabo en los
RHH y tendria la ventaja scbre esta ultima de proveer un sitio comin de manera que una
respuesta a un NT pudiera verse prevenida por la histoda previa de la neurona a otro de estos
mediadores quimicos. Adicionalmente, el que siga existiendo inhibicién VI podria permitir que
un cierto NT tenga “efectos secundarios” frente a algunos NT'y no frente a otros (frente a los

que induzecan VD y no frente a los que induzcan VI).

Desde ¢l primer reporte de modulaciéa de CCDV neuronales (Dunlap y} Fischbach, 1978},
ninguno de los multiples papeles que éstos juegan (ver Introduccién) ha recibido tal mimero de
atencrones como aquél vinculado con la liberacién de NT {Jones y Elmslie, 1997). Es por cllo
que Ia busqueda del significado fisiolégico posible de los resultados aqui presentados, sca mas

sencilla cn este terreno que en cualqm'cr OLro.

Flasta ahora, el papel fisioldégico mas claro de ln mhibiadn por PG de los CCDV), se
cncuentra en proveer uno de los mecanismos de inhibicidon por NT de a transmision smaptica, al
reducit la entrada de Ca*' a la terminal presindptica (Himing et al, 1988). Existen muchos
paralajes entre las acciones de los N'T en CCDV (generalmente estudiados en los cuerpos

celulares) v la tansnusion sindptica (1 pesar de que las PG oactdan, fambidn, mas directamente



162

CCDV tipo-N
mo|v
|
| S :
P - @——-—A PLCB

KVD dovi—"

B | A
=4 It
Erempt ER \

N V¢

A
<
Gl
\;%
¥
S
L

IV

Tlustr. 15 Modulaciones divergentes, antaginicas y confluentes de CCDVy inducida por subunidades GBy. A El
heterodimero Gfy activo sigue dos vias delimitadas a membrana. B Activacién de la PKC por los
productos de la hidrdlisis del PIP, por la PLCJ activada por GBy. La interaccidn directa de este
Gltimo con la subunidad &, de los CCDV, previene la fosforilacidn de éstas por la PKC. C El
despegue de Gy permite el acceso de la PKC a las regiones previamente “enmascaradas” en la
subunidad ;. D La fosforilacidn del /gp I-IT por la PKC impide la unide de GBy con los CCDV,, en
esta regidn (y bloquea, por ranto, la mhibicién VD), pero no excluye el establecimiente de

inhibiciones VI. Abreviaruras: PLCB, fosfolipasa Cp; PIP,, inositol 4,3-bifosfato; IP;, inositol 1,4,5-
trfosfate; P8, fosfatidilserina; DAG, 1,2-diacilglicerol.

sobre la liberacidn al inhibir pasos aun desconocidos de la exocitosis) {(Bean, 2000). En partcular,

se ha demostrado que |2 acavacién de PG se correlaciona con una reduccion en la canddad Ca™
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Huste. 16 Sobre-recuperaciin de corrientes de CCDV,,. Curso tempozal de los efectos de un agonista al
receptor S-opicide (DADLE, 100 nM) sobre correntes totales de Ba®* - registradas en una linea
celular hibrida (neurcblastoma x glioma) — evocadas por pulses de prueba a 0 mV, desde un potencial
de mantenimiento de —-40 mV.

que entra a través de CCDV,; durante una despoladzacién individual similar a un PA (Park y

Dunlap, 1998).

Segin lo aqui expuesto, un efecto opuesto deberda encontrarse en condiciones que favorezcan
la fosforlacién. Esto no es nuevo. Un incremento en la cortente de Ca®" por fosforiacion ya ha
sido propuesto como un posible mecanismo por el cual la activacién de Ja PKC podria conducir
a un incremento en la hberacidn de N'T durante despolatizaciones breves (Swartz, 1993, Yang y
Tsien, 1993, Zhu ¢ ITkeda, 1994), v también se ha obsetvado que los ésteres de forbol pueden
reducir o eluninar la inhibicidén por NT en todas las sinapsis en las que han sido probados

(Swartz et al., 1993).

Sin embargo, resulta interesante especular acerca del comportamiento que tenddan CCDV,,
modulados por una u otra via durante un perfodo de actividad intensa, esto cs, durante un tren
de PA. Hoshi et al,, (1984) fucron los primeros en sugerir que ¢l fendmeno de la facihtacion de
corrientes de CCDV por voltaje podeia jugar ua papel importante en el mcremento c¢n la
Iberacidon de NI de las terminales nerviosas presmapticas durante la estimulacidn con altas

frecuencias Estudios subsecuentes han apoyado esta proposicién al mostrar que In mbibicion
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VD por PG de CCDV,, puede ser transitortamente liberada por despolarizaciones similares a un
tren de PA, conduciendo 2 un mncremento progresivo en la entrada de Ca*" (Park y Dunlap,
1998). Este fenémeno es dependiente tanto del ndmero como de la frecuencia de dichas
estimulaciones (Williams et 21,, 1997; Park y Dunlap, 1998; Brody y Yue, 2000). En consecuencia,
estas observaciones han sido interpretadas como que los preprlsor tiene un correlato fisiolégico
con la tasa de disparo de las neuronas. Por ello, se piensa que la “facilitacién sinaptca”, que es
inducida por estimulacién de alta frecuencia de una terminal sinaptica, tiene un correlato directo

con ia facilitacién de correntes de CCDV,, (Williams et 2L, 1997; Dolphin, 1998).

¢Qué sucederia con los CCDV, fosforillados? Es factible pensar que la inactivacién
dependiente de voltaje aumentada después de la fosforlacidn podta aumentar la cantidad de
inactivacién de la cordente durante un tren de PA. Por tanto, es esperable que la potenciacién
inicial en la entrada de Ca®™ 2 través de canales fosforilados serd seguida de una fuerte depresidn
debido a la inactivacidén dependiente de voltaje acumulada entre los PA. Si esto fuera asi, dos
patrones opuestos de entrada de Ca® a una terminal tendrian lugar en condiciones que
favoreciesen la inhibicién VD por PG y Iz activacién de la PKC. La primera originaria una
entrada de Ca® inicialmente disminuida que se incrementaria a lo largo del tren de PA y la
segunda provocaria una entrada inicial potenciada seguida de una fuerte depresién de la

cordente.

Puede postularse que estos cursos temporales en la entrada de Ca*” opuestos, durante
estimulaciones repetidas estén relacionados con patrones integrativos diferentes que levarian, 2
su vez, a cursos temporales de descarga distintos de una terminal nerviosa. En particular, el
patrén propuesto de entrada de Ca** a través de canales fosforilados, durante una estimulacién
de alta frecuencia, podra ser uno de los mecanismos que explique porqué una potenciacién
micial en Ia liberacidn de NT podra ser segnida de una deptesidn sindptica aumentada en

condiciones que favorezcan la activacién de la PKC (p.e., Shapira et al,, 1987).

Las conjeturas anteriores llevarian a plantear el siguiente modelo evidente: activacién de PKC
— incremento de la entrada de Ca®™ — aumento en la liberacién de NT. Sin embargo, hasta
ahora, dicha correlacidon no ha podido ser probada. No solo eso, las evidencias que se han
acumulado suelen ser contrarias a esta idea: no ha podido registrarse un incremento neto en la

entrada de Ca® en terminales sinaptcas tras la estimulacidn de la PKC que si aumenta la
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Ilustr. 17 Inbibicidn temprana y anmento tfardio de corrientes de CCDVy; en respuests a la activasidn diredla de
proteinas G. Curso temporal de los efectos del GTPyS sobre corrientes totales de Ba?* - registradas en
una neurona sensornal en cultivo, proveniente del DRG de pollo — evocadas por pulsos de prueba a 0
mV, desde un potencial de mantenimiento de =70 mV. La flecha marca ¢l inicio de la perfusidn de la

solucién de pipeta con GTPyYS (250 pM). El mnserto muestra los trazos de cortiente registrados en los
momentos marcados en la grifica.

liberacidn de NT. Lo anterior ha llevado a que se piense que el aumento en esta Gltima por PKC

es independiente de Ca™.

¢Contradice lo anterior las observaciones aqui repeortadas? En absoluto. Simplemente, hay que
tornar en cuenta un factor adicional que se presenta en condiciones fisiologicas: el potencial de
reposo que normalmente se registra tanto en tejidos completos como en neuronas en cultivo
varia enormemente entre los =35 y —60 mV (Dunlap y Fischbach, 1978; Horn y McAfee, 1980;
Galvan y Adams, 1982; Forscher y Oxford, 1985). De los datos presentados sobre cl
comportamiento de la inactivacién dependiente de potencial, puede apreciarse que, en un rango
de voltajes como este, buena parte de la corrente en presencia de PMA se encuentra inactivada
¥, de hecho, en un porcentaje mas alto que en condiciones control (Tig. 1517y 22D). Asi, no seria
sorprendente, mcluso, que se regsstrara un decremento de la corriente evocada tras la activacion

de Ia PKC, dependiendo del historial previo del potencial de membrana.

Flargumento anterior puede servir, adicionalmente, paea explicar porqué, en algunos estudios

miciales en los que se utlizaban protocelos de voltge despolanzante para asla In cornente de
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CCDV,, lo que se ve es una reduccion en la misma tras la actvacidn de la PKC (p.e., Holz et al,
1956; Rane y Dunlap, 1986). Sin embargo, asi como la liberacidn procede a partir de dominios
espaciales de la entrada de Ca®" bien definidos, existe una dependencia estnicta en el curso
temporal de la misma (Sabatni y Regehr, 1999). Por tanto, la liberacién de NT tras la activacién
de la PKC podria verse estimulada, no por un aumento en la magnitud absolutz de la entrada de
Ca™, sino por una entrada equivalente pero mas veloz. Como la concentracién absoluta de
C2*" en un “microdominio” aledafio a la cara citoplasmatica de un canal depende de la relacién
que existe entre la velocidad de entrada de éste y 2 velocidad a la que es amortiguado o excluido
del citoplasma, una entrada de Ca® mis veloz llevatia 2 que se alcancen valores mayores de la
[Ca®™, con entradas de Ca®" absolutas equivalentes. Por otra parte, reducciones en el curso
temporal del componente de Ca* en un PA, podrfan dar lugar 2 la activacién preferencial de

clertas enzimas con una Ky baja por el Ca™".

Hay una consideracién final. Tras un periodo de actividad intensa, la [Ca™, suele elevarse lo
suficiente como para que se activen conductancias de K™ dependientes de Ca® (kea)- L2
corriente saliente producida por los I, estd asociada con la post-hiperpolarizacién tras un PA.
Se espera que, esta hiperpolarizacidn, reclute un mayor nimero de CCDV,, en condiciones de
activacién de PKC que en control (siempre y cuando no haya efectos de la PKC sobre los
canales de K de los que depende esta post-hiperpolarizacién). Con este efecto se podifa

contrabalancear, tras el cese de actividad, la inactivacién acummlada durante un tren de PA.

La sensibilidad distinta de canales no-modulados y fosforlados frente a cambios en el
potencial de membrana tiene una ventaja adicional: el fino control de la entrada de Ca*" por NT
que no actian por medio de receptores metabotrdpicos sino ionotrdpicos. La activacion directa
de conductancias que lleven a una despolarizacion de membrana conduciria 2 una disminucion
potcentual en la poblacién rechutable de CCDV,; mucho mayor tras la activacién de la PKC que
en condiciones basales. De hecho, se ha mostrado que la duracidén de los PA es una funcién
sensible del potencial de reposo de la membrana (Forsher y Oxford, 1985). Esto se traduce en-el
hecho de que Ia funcién de las conductancias que lo componen varia (inactiva o activa) con el
potencial. La observacién anterior se hizo, en particular, en una preparacién (ORGs) en la que la
duracién de Iz fase de meseta del PA es criticamente dependiente de la actvidad de CCDV. Sien

condiciones que lleven 2 la activacidn de la PKC, los CCDV somaticos inactivan mucho mds
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ripida y/o marcadamente, siguiendo cambios ligeros en el potencial de reposo, esto se traductria

entre otras cosas, en un PA mas corto.

Baste decir que, ademas, la modulacién de la cinética de CCDV)y es un mecanismo potencial

para la modulacién indirecta de otras conductancias dependientes de la entrada de Ca™".

En resumnen, los cambios que pueden sufrr los canales tras ser fosforilados son complejos vy,
dependiendo del potencial de reposo y de Ia historia previa del potencial de membrana, pueden
traducirse tanto en fenémenos estimuladores como en fendmenos inhibitorios de la entrada de

Ca®* al citoplasma.

St a todo lo anterior se le suma que el patrdn de modulacién por PG no sélo puede ser, a su
vez, modulado por la historia previa de activacién de PKC, y si el curso temporal del
establecimiento de ambos depende criticamente del orden en el que se establecen, las
posibilidades para obtener una vatiedad de patrones de entrada de Ca* a una terminal, con sélo
manejar las variables de potencial de reposo, fosforlacidén y activacién de PG, se vuelve

sumamente complejo.
9.7. PERSPECTIVAS

Es evidente que buena parte de los mecanismos moleculares propuestos para explicar los
efectos observados, asi como la mayor parte de las posibles consecuencias fisiolégicas descritas,

aguardan comprobacién experimental.

Se sefialard solamente algunos de los puntos pendientes entre otros.

Sc ha postulado que distintos heterodimeros Gy son capaces de inducir, selectivarnente,
modulaciones VD y VI (Delmas et al, 1999}, Seria interesante averiguar st csta diferencia se
refleja en una habilidad selectiva para establecer uniones de baja afinidad con la subunidad &, v

st, la fosforlacién por PEC puede sclectivamente alterar la mteraccion de alea afinidad sobre la

de baja.

Una postbilidad inexplorada ¢en el presente tmabajo es que alguna de las al menos doce

subunidades Gy que s conocen induzea cambios susrancmles on b cunbidad mhebrtona de un
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heterodimero GPy particular. Algunas diferencias menores han side notadas por otros autores
(Ruiz-Velasco ¢ Tkeda, 2000), pero ningin trabajo ha sido hasta ahora exhaustivo en ete punto.
En particular, Ia cuestdn interesa porque el acople especifico de un heterodimero Gy con un
RHH depende de Gy mis que de G y sélo esto podria asociar la activacidn de un RHH dado

con un subtipo Gy especifico con cualidades moduladoras particulares.

Adicionalmente, Ia interaccidén de subunidades GPy a proteinas de fusidén ha sido observada
en estudios bioquimicos directos (De Waard et al,, 1997; Zamponi et al, 1997). Ademis, esta
interaccién puede ser desorganizada por fosforilacién mediada por PKC de los péptidos
(Zamponi et al, 1997), y cuando los canales carecen de dos sitios particulares de fosforilacién al
ser expresados, Ia PKC es incapaz de bloquear la inhibicién por PG (Hamid et 2l,, 1999). En este
contexto, los resultados aqui presentados predicen que la fosforilacién de estos sitios podria ser
prevenida (0 2! menos fuertemente enkrfecidd) si primero se incuban los péptidos con

subunidades Gfy.



10. CONCLUSIONES

Las subunidades [ de las PG ejercen tres tipos de efectos sobre el comportamiento de

CCDVy, en neuronas simpatcas del SCG:

1) Modulacién inhibitoria VI, en la que GB, =2 GB, = GB, > GB, >>> G,
2) Modulacidn inhibitoria VI, en la que GB, > Gf, GB, >>> GB, = G,
3) Modulacién positiva, mimetizada por activacién de la PKC, y caracterizada por:
a. Incremento en la amplitud de corrlente registrada desde potenciales de
mantenimiento hiperpolarizantes.
b. Accleracién - dependiente de potencial - de las cinéticas de activacion e
inactivacion.
c. Corrimiento hacia potenciales hiperpolarizantes en la dependencia de voltaje de la
inacdvacion de estado estacionario.

d. Insensibilidad 2l componente VD de la inhibicidén inducida por NE.

Las modulaciones positiva ¢ inhibitoria (VD) son mutuamente excluyentes, inducen
caracteristicas antagdnicas en ¢l comportamiento de la corriente que fluye a través de CCDVy, y

son moduladas de manera opuesta por el historial previo del potencial de membrana.

Se ha mferido, por tanto, que la activacion de subunidades GBy conduce a que la respuesta al
potencial de membrana de los CCDVy, sea modulada por vias de sefializacidén bifurcantes {en
términos de la ruta bioquimica a través de la cual proceden), antagonicas (en cuanto a los efectos
que producen), y mutuamente excluyentes (respecto de que el establecimiento de los efectos de

una previene que sc establezean los de ln otra).







11. CONTRIBUCION

Las Conclusiones anteriores pueden ser incorporadas en el esquema general de regulacidn
bidireccional postulado en el Planteamiento del Problema (Ilustr. 13), de la manera como se

destaca con regiones delimitadas por recuadros de lineas continuas en la Ilustr. 18,

Vias Inhibidoras Vias Estimuladoras
ACh, NE, 88T, PP, GABA, Ado, .o
PGE,, Secreting, VIP, SP, DA, . ¢
VI PV LW D
G ' Desknbicin | v
6G°‘\ CPaay | £ CBrsy |  tonca .| PKC
é’-’\si\
CCOVo,
tipo N

Thuste. 18 Contribuciones de fos resnltadss que se han obienide en esta tesis al diagrama gencral de modulacion bidirecaional de
CCDV, en menronas simpdtieas. Se ha reproducide ¢l diagrama postulado en el Plnteamicnto del Problema
{Tlustr. 13} agregando, dentzo de las regiones enmarcadas en recuadros con lineas continuas, las Conclusiones de
Csta tesis

En paracular, pueden sugenrse algunas respuestas a las preguntas que se hucicron en ese

momeno.

1) Lacspecificidad de acople entre un RFH y las vias VIO y_fan pucede explicarse, al menos

parcialmente, en términos de la actvacién de subtipos particulares de Gf.



2)  La falta de efectos estimuladores entre distintos NT con capacidad probada en otros
sistermas para activar la PKC puede explicarse en términos de Ia sucesién temporal
precisa con la que se siguen la actvacidon paralela de vias antagdnicas y mutuamente

excluyentes.

Es posible que el diagrama de la Tlustr. 18 deba ser replanteado para incorporar un nivel
adicional de convergencia entre vias moduladoras a nivel del inductor (NT) que las active
simultanemante. Falta por determinar si uno o mis de los NT referidos en dicha ilustracién
cumplen la condicién antedor y, de diferir algunos, en qué términos se establece el acople
selectivo 0 no 2 esta via. Las caracteristicas distintivas descritas para los efectos de la activacion

de la PKC sobre corrientes poblacionales de CCDV) que se han descrito proveen, sin embargo,

de un objeto de bisqueda particular, esto cs, de un objetivo definido.




12. APENDICES

1. CARACTERISTICAS DE LAS CORRIENTES QUE FLUYEN A TRAVES DE CCDV

“In g wide variety of cells

a depalanzation of the memibrane poteniial

increases 1he membrane’s permeability to Ca4™.

We refer to this voltage-dependent permeation mechanism
as the Ca channel,

even though very little evidence

13

exist fo establish us channel nature.”

8. Hagiwara y L. Byerly, 1981

1.1, Caracteristicas Cinéticas

El término de “cinética” se utiliza pata referirse al curso temporal de alguna reaccion. En ¢l
contexto de una corriente que fluye 2 través de un conjunto CCDV (corriente “macroscopica’™),
dicho término es empleado para describir el curso temporal con el que se desarrolla una corriente
en estado estacionario del potencial de membrana, y la manera en la cual se alteran sus distintos
componentes respecto de variaciones cn el mismo. De ninguna manera se pretende dar aqui una
exposicidn formal y precisa de tan extraordinariamente vasta y profundo tema, pues ello
requeriria de un estudio completo por separado. Simplemente se trata de exponer cuales son las
caracteristicas prncipales que muestran las corrientes que fluyen a través de CCDV porque, ¢s en
términos de éstas que se tratard, mas adelante, la identificacidn de distintos tipos de CCDV, y de

distintos patrones inhibitorios de los mismos.
I 11, Activacion

Los CCDV se encuentran predominantemente cerrados a valores del potencial de membrana
cereanos al valor del potencial de reposo nomal (entre 60 y =40 mV) o a valores mis negativos
que éste. Bl término de “activacidn”, en registros macroscdpicos, se refiere a la porctdn del curse
terporal del desarrotio de 1n corriente de CCDYV que comprende ¢l penodo que va desde ol

! 1

mcio deouna Jdessolauracon huser ol momente en Jdogue ln cormente aleanza seoampliod
1 ) i
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maxima antes del fin de ésta. El desarrollo de la corriente entrante de Ca™ sigue un curso
temporal sigmordal que alcanza valores miaximos a tiempos progresivamente mas cortos a

medida que se incrementa la magnitud de la despolarizacién de membrana.

El proceso de activacion de esta corriente es rapido (T < 3 ms), se encuentra bien separado de
la inactivacién (Elmslie y Jones, 1994) v puede ser descrito por una cinética exponencial simple,
desde el inicio del desarrollo de la cordente entrante (Jones y Marks, 19892). Sin embargo, el
hecho de que el desarrollo de la corriente tenga un curso temporal sigmoidal es indicativo de que
exdste un retraso entre la despolarizacion de Ia membrana y la apertura de los canales (Hagiwara y
Byerly, 1983). Por tanto, las cinéticas de primer orden no pueden describir el curso completo de
la activacién de la corrente de Ca®', lo que implicitamente significa que se requieren més de dos
estados (uno cerrado y uno abierto) para modelar el proceso (Hagiwara v Byerly, 1983; Sala,

1991; Golard y Siegelbaum, 1993).

Una de las caracteristicas principales que distinguen distintos tipos de CCDV es el rango de
voltzje de su activacién. La manera mas simple de determinarlo ¢s trazando una curva de
amplitud de la cordente zersas potencial utilizada para evocatla (“curva I-V”). En cada voltaje
particular, la amplitud isocrénica de la corriente serd proporcional al nimero de canales totales
disponibles basalmente (N}, la conductancia unitaria (3}, la probabilidad de apertura (o) v la
fuerza electromotriz (17, - E.; donde I/ es el potencial de membrana v E,, es ¢l potencial de
equilibrdo de Nernst para el Ca®™). Dado que el E, se encuentra a valores de 1/ positivos, las
relaciones [V de los CCDV poseen una region caracteristica de pendiente negativa a potenciales
cercanos al umbral de activacién de la corriente, un valor miximo (“pico”) y una regidn més o
menos lineal con pendiente positiva a 2 valores mds despolarizantes. La regién de pendiente
negativa refleja el rango de voltajes de la actvacion de los canales y es generalmente identificada
por el voltaje de activacién media maxima (i) v por la pendiente en este punto (sensibilidad al

voltaje).
L1.2. Desactivacicn

El término de “desactivacién” denomina a la porcién del curso temporal de la corriente que
se presenta tras el fin del pulso de voltaje que ha sido utilizado para activarla. La desactivacién —

proceso de cierre - de los canales durante el regreso al potencial de reposo da lugar 2 un salto
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instantanteo de la corriente entrante {debido a que la fuerza electromotriz sobre el i6n que
transportan se Incrementa a potenciales en los que los canales se cierran) seguido por un
decaimiento exponencial ripido de la corriente (“cola”), con una tasa, dependiente de potencial,
que puede varar desde fracciones de milisegundos hasta algunos milisegundos. Estas corrientes

se han llamado correntes “de colas”, “de clerre” o “de desactivacién” (Bezanilla, 1996).

Si se mantiene un valor de potencial de repolarizacién constante, tras varios pulsos breves a
diferentes voltajes, entonces puede trazarse una grafica de amplitud de corriente de cola zersus
potencial del pulso precedente. Una curva de este tipo, es una “curva de activacidén” de la
cordente, ya que, entre un valor de potencial y otro, el Gnico parametro que varia es el numero de

canales que ha sido reclutado en el pulso de prueba.

L1.3. Inactivacion

El término de “inactivacién” denomina al proceso de decaimiento de la cottiente en
condiciones de estado estacionatio en el potencial de membrana. La inactivacidn de la corrmente
de Ca*, de hecho, es un tema polémico. Para los CCDV, al igual que para otros canales i0nicos,
la inactivacién es, por lo tanto, definida como los eventos moleculares que conducen a un canal
abierto o cerrado hacia una forma temporalmente inactiva (no conductora) diferente del canal

deactvado (cerrado; Carbone et al., 1998).

La constante de tiempo (T} para la inactivacién de los CCDV puede depender del potencial
de membrana (dependiente de voltaje), de la [Ca®), (dependiente de Ca®"), o de otros factores
intracelulares y puede estar acoplada en grado varable a la activacidén de los canales (Eckert y
Chad, 1984; Gumick et al., 1989; Jones y Marks 1989b; Cox y Dunlap, 1994; Patll et al., 1998;

Jones et al,, 1999; Carbone et al,, 1998). Por ello, se suele dividir la inactivacién de la corriente de

Ca™ en tres tpos:
1) Ausencia de inactivacién.

2) Inactivacion dependiente de corriente (o de uso). Una peculiaridad de algunos CCDV es la
sensibilidad de sus compuertas de inactivacién a los niveles citoplasmaticos de Ca®* libre (Eckert
y Chad 1984; Cox y Dunlap, 1994; Carbone ct al,, 1998). En cstos casos la mactivacidn ocurre

como resuitado de un milyjo de iones a través del CCDV y es relativamente independiente del
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potencial de membrana. La interpretacién mis popular es que el incremento en la [Ca*]; debida
al inflyjo de Ca®" bloquea a los propios CCDV. La inactivacién dependiente de Ca®" de los
CCDV fue originalmente descrita en Paramecinm (Brehm y Eckert, 1978) y en neuronas de Aphysia
(Tillotson, 1979). Dunlap y Fishbach (1981) documentaron un fenémeno similar en DRGs
embrionatias del pollo en cultivo. La inactivacién dependiente de Ca®™ esti tipificada por tres
caractersticas principales: (1) La tasa de inactivacién es directamente proporcional la amplitud de
la corriente; (2) En expetimentos de doble pulso, en los cuales las cordentes de Ca** son medidas
después de un pulso condicionante (prepudio) a diferentes potenciales, la amplitad de la corriente
de prueba decrece (inactiva) pr‘oporcionalmente 2 la cantidad de Ca™ que se acumula durante el
prepulse (Eckert y Chad, 1984; Plant, 1988; Carbone et al, 1998). La curva de inactivacion zersus
voltaje correspondiente no es monotdnica, sino que tene vna forma de U, con valores maximos
de inactivacién a potenciales que producen cortente entrante méaxima; (3) Las correntes de Ba*
y Na* a través de CCDV inactivan menos que aquellas de C2** y la curva de inactivacién en
forma de U correspondiente es menos pronunciada; ¥ (4) La inactivacién de CCDV es prevenida
en presenciz de quelantes internos de Ca™". La inactivacién de lz cortiente de Ca** en células no
dializadas (p.e., utilizando-la técnica de pateh-clamp en configuracién de “parche perforado”) es
generalmente mds prominente que la que se observa en células dializadas {en configuracion de
célula completa) con una concentracién efectiva de amortiguador de Ca** (p.e., 10 mM EGTA).
La inactivacién dependiente de Ca" es especifica para algunos CCDV y puede presentarse en

combinacién con inactivacién dependiente de voltaje.

3) Inactivacién dependiente de potencial. Al igual que para las cinéticas de activacitn, la
inactivacién dependiente de voltaje implica que la tasa de inactivacién del canal (1/7,) es una
funcién muy sensible del potencial de membrana. Al incrementar el voltaje en 10 2 20 mV, 1,
decrece ¢ veces O incluso mas. La inactivacidn ripida dependiente de voltaje (decenas de ms) es
caractedstica de algunos CCDV que se abren transitoriamente durante despolarizaciones
pequefias en células excitables, mientras que cursos temporales de inactivacién més lentos (T, >
100 ms) son caracteristicos del resto de los CCDV (ver adelante). La inactivacién dependiente de
voltaje puede ocurrir también muy lentamente (decenas de segundos) al variar el potencial de
mantenimiento hacia valores despolarizantes. Esta inactivacién lenta es comin a varios CCDV y

conduce a un decaimiento de Iz corrente teclutable por una despolarizacién subsigniente. En

algunos casos, una curva de inactivacién zersus potencial de mantenimiento asociada a un proceso
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de inactivacién de este tipo presenta una forma sigmoidal de crecimiento monotdnico. Sin
embargo, ha sido descrito que una inactivacidén puramente dependiente de potencial puede
producir una curva que sigue un comportamiento extremadamente similar al que se presenta en
preseacia de inactivacién dependiente de Ca’* (con forma de U; Jones y Marks, 1989) siempre
que la tasa de inactivacién maxima de los canales esté asociada a los estados cerrados proxumos al

estado abierto (ver Discusién; Padl et al., 1998; Jones et al., 1999},
L1.4. Comportamiento cinético de la corriente a través de canales individuales

La dependencia de voltaje de la probabilidad de apertura del canal implica que las constantes
de veloudad gue regulan las transiciones entre los estados cerrados (no conductores, C) y el
estado abierto (conductor, O) son, a diferentes grados, sensibles al voltaje. Para la mayor parte de
los CCDV, la activacidn y desactivacidn pueden ser descritas razonablemente bien por un

modelo secuencial minimo con dos estados cerrados y un estado abierto (C,>C,2>0; Fenwick

et al, 1982). Las tasas de transicion C,—0 y C¢-O, determinadas a partir de los tempos
promedio de apertura y cerrado y de la duracién media de periodos de actividad intensa (burszs)
en los registros de actividad unitaria a diferentes potenciales (Fenwick et al,, 1982), para ciertos
CCDV son generalmente muy frecuentes (500-1500 s™), débilmente dependientes del voltaje v
responsables de la rapida fluctuacién del canal durante despolarizaciones prolongadas por encima
de 0 mV (Carbone et al, 1998). En coatraste, la tasz de transicién C;—>C, es lenta (50-250 s) a

potenciales cercanos al umbral de activacidon de la corriente mientras que la tasa de la reaccion en
reversa (C«=C,) ¢s alta. Las transiciones C,«+C,, junto con la reaccién ripida C,<>0, son las

responsables del curso temporal sigmoidal de la activacidn de los CCDV {Carbone et al., 1998).

Los modclos cinétcos clasicos predicen que los parimetros estimados de las cinéucas de
compuerta de los CCDV (tiempos de apertura, tiempos de cierre, p, v ) se encuentran
estadisticamente distribuidos altededor de valores medios que identifican inequivocamente las
caracteristicas cncacas del canal. En una sere registros de actividad unitaria, un medelo clisico
predice actvidades del canal con un patrén cinético homogénco caracterizado por un conjunto
de wvalores de parametros cndéucos (“modo de apertura™). La actividad de los CCDV, sin
embaggo, puede denvarse de un nimero discreto de modos de apertura, eada uno caracterzado

por su propio conjunto de parimetros cindticos disuntos (Hess etal, 1984; Bean, 1989b; Klmshie
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et al, 1990; Plumnmer y Hess, 1991; Delcour y Tsien, 1993). Los modos de apertura de los
CCDV pucden ser distinguidos de acuerdo con su probabilidad de apertura (alea, media o baja),
sus cinéticas de inactivacién (rapida o lenta), su amplitud de corriente unitaria (grande o pequena)
y su dependencia del voltaje (fuerte o débil). Las transiciones de un modo a otro son
infrecuentes, con tiempos de residenciz medios de cerca de 10 s en cada modo (Carbone et al,
1998). Esto implica que el canal sufre cientos de transiciones ablierto-cerrado en un modo antes
de cambiar 2 un modo distinto (Plummer y Hess, 1991). El intercambio modal ocurre
preferentemente durante repolanzaciones prolongadas 2l potencial de reposo y es raramente
observada dento de pulsos cortos de actividad del canal que dure menos de 1 s. Por Io tanto, las
transiciones entre medos de apertura distintos son evidentes Gnicamente 2 partir de una serie de
registros consecutivos, en los cuales unz serie de pulsos de voltaje en los que se presenta un
patrdn de actividad actvidad similar del canal es seguida por uno © mas pulsos con caracteristicas

de apertura distintas.

Al nivel de canal unitado, la inactivacidn de los canales abiertos es indistinguible de los
estados cerrados del canal, excepto por la aparicién de interrupciones prolongadas en la actividad
del canal durante despolarizaciones sostenidas. En registros de corrientes de sellos que contienen
un solo canal activo, la inactivacion es generalmente responsable del ¢Jtimo cierre del canal
después de la actvidad repetida del mismo. El promedio de registros de este tipo presenta
cortientes que decaen durante un pulso de voltaje con constantes de dempo de inactivacién
comparables con la 7, determinada a partir de registros macroscOpicos.

~
1.2. La Cortiente de Ca™ en Neuronas no es Homogénea: Miltiples Tipos de CCDV

T2 is probably best 1o state at the beginning

1hat we are writing with the assuniblion

1}

that the Ca channe! is wot a unigque mokcular structure...”

8. Hagiwara y L. Byerly, 1981

Hacia finzles de la década de los 70%s, las cordentes de Ca™* habian sido registradas en un
buen niimero de las preparaciones en las que las células son lo suficientemente grandes como
para resistir la penetractén de su membrana plasmatica con un sistema de microelectrodos. Las
distintas corrientes diferian entre si en practicamente cualquier propiedad mensurable: (1) La

eficacia relativa de catones polivalentes para bloquear las cortientes de Ca®" variaba entre
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preparaciones; (2) Los bloqueadores organicos eran mucho mis efectivos cn algunas corrientes
que en otras; (3) Algunas membranas parccian tener, claramente, mas de un compenente de
cortlente de Ca’', a juzgar por la presencia de diferentes dependencias de voleaje, diversas
afinidades de unién y de movilidad de diferentes cationes divalentes, o por presentar variadas
cinéticas en la misma membrana; (4} En algunas membranas, la inactivacion de las cornentes de
Ba”" seguia el mismo curso temporal que aquél de las corzientes de Ca™, mientras que, en otras,

ambas inactivaban con diferentes cursos temporales (Hagiwara y Byerly, 1981},

Los resultados anteriores contrastaban enormemente con aquellos provenientes del estudio
de los canales de Na'. Estos era generalmente considerados como una estructura Gnica ya que, a
pesar de que las constantes de tiempo, la dependencia de voltaje y la sensibilidad al TTX variaban
de preparacién en preparacidn, las cnéticas bisicas y Ia selectividad permanecian inalteradas.
Estas razones levaron, en 1981, a Hagiwara y Byerly a postular que “A pesar de que se deberia
esperar gue distinlos ambientes alteren las propredades de un canal particilar (como la dependencia de voltaye y las
cingticas), diferentes corrientes de calpio muestran lantas divergensias en propiedades fundamentales gue
encontranos mds faal asumir que bay mds de un tipo” (sic). Esta suposicidn probd ser completamente
acertada: en menos de cinco afios, la corriente de Ca™ neuronal habrda de sub-dividirse en, al

menos, dos sub-poblaciones principales (Carbone y Lux, 1984}, y una de ellas, a su vez, en otras

dos (Nowycky et al.,, 1985).

La primer evidencia sobre la existencia de distintos tpos de CCDV fue obtenida de vn
estudio realizado en ovocitos de estrella de mar, en el cual se distnguieron dos componentes de
la corriente de Ca™ por su inactvacidén en estado estacionano, ¢l umbral de activacién y su
sclecovidad (Hagiwara et al, 1975). Con base en el registro de dos minimos locales en la curva I-
V, los autores Hlamaron al primer pico de la cornente como “Tipo 17 y 2 la corriente activada a
potenciales mas altos como “Tipe 117, Ista observacién fue ripidamente expandida a finales de
los 70’s a diversas preparaciones de neuronas de invertebrados y, posteriormente, a células

musculares (Bean, 1985, 1989a; McCleskey et al., 1986).

fin ncuronas de vertebrados, la primer obscrvacidn similar aparece a principtos de los 807
con un estudio reabizado por o grapo de R. Llinds en neuronas de la oliva mferior (Lhmas y
. . . Ny . )
Yarom, 1981ab). Lo este estudio, los autores demuestran que un PA ripado de Ca™ podin ser

inducido Unicamente st Ly célula cra hiperpolanzada Psta actnidad de CCV se encontzarin
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mnactva todo el iempo excepto durante Ia post-hiperpolarizacién que sigue a una rafaga de PA,y
diferiria sustancialmente de la conductancia no-inactivante responsable de Ia meseta prolongada

de los mismos,

En 1984, E. Carbone y H.D. Lux, demuestran formalmente la existencia de dos componentes
de la corriente de Ca®" con umbrales de activacidn y propiedades de inactivacién dependiente de
voltaje bien separados en DRGs de pollo. Mediante la técnica de pasch-clamp, muestran que, el uso
de potenciales de mantenimiento hiperpolarizantes, desenmascara tna corriente de Ca® de
rapida inacdvacion, normalmente ausente 2 los potenciales de mantenimiento que habian side
utilizados hasta entonces. El hecho de que estos CCDV fuesen activados por despolarizaciones
pequedias, llevé a que se les denominara como canales “activados por bajos voltajes” (LVA, por
low-woltage activated). En contraposicidn, se nombrd como “activados por altos voltajes” (HVA,
por Jjigh-zoltage activated) a los CCDV  prncipales, puesto que se activaban con

despolarizaciones de mayor magnitud.

Los componentes LVA y HVA, correspondian perfectamente con las corrientes “Tipo I v
“Tipo II” de Hagiwara, y con los componentes inducidos por post-hiperpolarizaciones y aquel
de acdvidad sosterida que habia inferido Llings, respectivamente. La existencia de ambos
componentes fue rapidamente aceptada y extendida 2 una gran vaniedad de células neuronales y
no neurcnales {Carbone y Lux, 1984; Fedulova et al,, 1985; Nowycky =t al, 1985; Kostyuk et 21,
1988; [células no neuronales: Armstrong y Matteson, 1985; Bean, 1985; Nilius et al., 1985]). Estos
canzles habrian de ser rebautizados por el grupo de R. W. Tsien como “tipo-T” porque tenen
conductancias unitarias pequefias (Any) y muestran una rapida y completa inactivacion
dependiente de potencial durante despolatizaciones sostenidas, que da lugar a pequefias
corrientes transitorias (Aansient; Nowycky et al., 1985; McCleskey et al, 1986). Otra propiedad
cinética caracteristica de estos canales es que deactivan mucho mas lentamente (10 a 100 veces)
que otros CCDV. Por esta razdn son a menudo lamados “canales de lenta desactivacién® (sbmly
deactivating) y su contribucién 2 la cormriente total puede ser cuantificada midiendo la amplitud del

componente lento de las corrientes de cola (Armstrong y Matteson, 1985; Ertel y Ertel, 1997).

R. W. Tsien y cols. harfan una segunda contnbucidn significativamente mds importante:
describen una segunda clasificacidn que divide a la corriente HVA en dos componentes

(Nowycky et al.,, 1985; Fox et al,, 1987a,b). La propuesta estaba basada en la observacién de que
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lz cinénca de inactivacién de la cotriente HVA era substancialmente distinta cuando ésta era
estimulaba desde potenciales de mantenimiento hiperpolarizante - similar 2l utilizado para
desenmascarar a la corrtente LVA - de aquélla que presentaba cuando era estimulaba desde
potenciales ligeramente mas despolarizantes. En el ltimo caso, ¢l comportamiento de la
cornente presentaba poca o nula inactivacidn, mientras que en el primero, la cortiente presentaba
una cinética de inactvacién claramente bifisica, con un componente de ripida inactvacidn que

parecia sumarse al primer componente no-inactivante.

Los autores propusieron que dos poblaciones de CCIDV serfan responsables de mediar cada
componente, y denominaron al componente mactivante como “N”, y al no-inactivante como
“I.”. De acuerdo con esta vision, la corriente macroscopica HVA podia ser separada en ambos
componentes, ya sea (a) identificando el componente decayente de la corriente durante un pulso
de 150 a 200 ms como cordente N y 2 aquel remanente al final del pulso como L o (b} llevando
el potencial de mantenimiento a valotes de entre —60 y —40 mV para inactivar Ja corriente N y asf
estimular corriente L en aislamiento. Este procedumniento de separacidn asigna proporciones
relativamente grandes (40-70%) de la corriente HVA estimulada desde potenciales negativos a

CCDV upo L.

Adicionalmente, reportaron que estos dos tpos de capales diferfan en su conductancia
unitaria y en su sensibilidad al bloqueo tanto por cationes divalentes como por distntos
compuestos organicos que, consecuentemente, servian para separatlos farmacoldgicamente. Las
14-dihidropindinas (DHP)  afectaban  selecovamente a los canales L (aumentando o
disminuyendo su actividad segan el tipo de DHP particular), y la o-conotoxina GVIA (w-CgTx
GVIA; Kerr y Yoshikami, 1984; Olivera et al,,1985), bloquearia tanto canales tipo N y L pero no
canales tipo T (McCleskey et al,, 1987). Esto dltimo se basaba en resultados llevados a cabo tanto
en DRGs de pollo como en SCGs y neuronas hipocampales de rata donde esta toxina bloqueaba

componentes decayentes y sostenitdos de la corriente.

La division de la corriente HVA introducida por el grupo de R, W, Tsien habria de despertar
un buen ndmero de controversias, n la postura mds radical, D Swandulla y C. Armstrong
(1968) habian analizade lzs cormentes de cola de los canzles FIVA y reportaron que se
encontraba bren deserita por una sola exponencal, sugiriendo que un solo tipo de canal cra

sesponsable de la cotnente HIVAL Por otra parte, 10 Carbone v H D T (198720 sedalaron
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que no habia diferencias entre los cursos temporales de la inacdvacién de dos corrientes HVA
con conductancias unitarias diferentes, v varios grupos habian reportado que las corrientes HVA
cran relativamente resistentes a DHDPs, incluso cuando exhiben un componente sostenide, no
inactivante, prominente (Boll y Lux, 1985; Kasai et al,, 1987; Swandulla y Armstrong, 1988; Bean,
198%2). Finalmente, el grupo de H. Kasat (Kasai et al, 1987) evidencié la existencia de un
componente de la cornente HVA no bloqueada por -CgTx pero sensible a DHPs.

A finales de los 80%s, B. P. Bean (1989a) sugiere que la mayor parte de las discrepancias
podrian ser resueltas si, contrariamente a lo pronosticado por el grupo de Tsien, los canales tpo
N fuesen predominantes, contribuyendo a la mayor parte (en algunas células) o a la totalidad de
Iz corriente HVA. Para ser responsables de ésto, Bean pronosticd que los canales N tendrian
cinéacas de inactivacién complicadas, con inactivacidn ripida pero incompleta. Esto ultimo darfa
lugar a que participaran de manera importante tanto a la corriente sostenida, identificada hasta
entonces como L, como 2l componente inactivante. Por lo tanto, sin el aumento producido por
agonistas DHP, Ia corniente L podra ser solamente una fraccién pequeria de la N, con la mayor

parte de las aperturas de canales L breves y dificiles de resolver en registros unitatios.

Al poco tlempo, estas inferencias fueron demostradas por el grupo de P. Hess (Plummer et
al., 1989) en SCGs y en célulag PC12, describiendo que la corrente tipo N puede comprender un
componente sostenido prominente - incluso 2l final de despolatizaciones de varos cientos de ms
- ¥ que el comportamiento de esta conductancia es bisicamente no inactivante cuando es
esumulada desde potenciales de mantenimiento despolarizantes. Finalmente, demuestan que, en
neuronas simpiticas, un solo canal tipo N puede altemar entre modos de apertura (ver arriba)

inactivantes y no inactivantes (Phammer y Hess, 1991).

Por lo tanto, Ia separacién de los componentes de la corriente basados exclusivamente en las
cinéticas de inactivacién probd estar equivocada y haber levado 2 conclusiones errdneas acerca
de la proporcion de corriente total llevada por canales tipo N y L. En consecuencia, la atribucién
de bloqueo de la corriente L por ©-CgTx GVIA resulté incorrecta: canales tipo L. identificados
mediante la utilizacidn de agonistas DHP son insensibles a dicha toxina (Kasay et al, 1987,

Aosaki y Kasai, 1989; Plammer et al,, 1989).
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De ésta manera, un componente de lz cortiente de Ca®" que es irreversiblemente blogueado
por @-CgIx GVIA cs operacionalmente definido como que se ha originado a partir de canales
tipo N (Ikeda y Dunlap, 1999). Udlizando este criterio, se ha demostrado que la mayor parte (65-
95%) de la corriente de Ca®* en neuronas periféricas simpiticas y sensoriales se origina a partir de
canales tpo N (Plammer et al,, 1989; Cox y Dunlap, 1992; Boland et al,, 1994). En contraste, las
neuronas del SNC tenden a poscer una poblacién mas heterogénea de subtipos de CCDV,
donde los canales tipo N tpicamente son responsables de solamente del 20 al 30% de la

corriente total de Ca®* (Regan et al., 1991; Mintz et al., 1992).

La concepcidn errénea que sostenia que las correntes de Ca’™ tpo L y N podian ser
completamente separadas por sus cinéticas de inactivacién diferencial y su sensibilidad al
potencial de mantemumiento (ver atiaba) llevd obviamente, a conclusiones equivocadas respecto a
la sensibilidad de los diferentes canales HVA, frente a la inhibicién inducida por NT. En
particular, el hecho de que algunos de ellos inhibieran un componente no mnactvante de la
corriente HVA (que permanecia disponible a un potencial de mantenimiento de —40 mV) llevé a
alpunos investigadores (Rane et al, 1987; Holz et al,, 1989) a sugerir que los NT afectaban a

canales tipo L.

Habria de demostrarse, contrariamente, que esta cortiente no es modulada y que los canales
tipo N son el blanco predominante de la mhibicién. Las evidencias mas fuertes que apoyan la
conclusidn antedor son: (1) Las acciones de los NT se encuentran ausentes en presencia de ©-
CgTx; (2) La accion de los NT es siempre adigva a aquella de los bloqueadores de canales tipo L;
(3) Los NT no alteran las corrientes de colz de canales tpo L prolongadas por un agonista DHP
(Elmslic ct al,, 1990; Cox y Dunlap, 1992; Kasai, 1992; Boland y Bean, 1993; Carbone et al,
1998). Por lo tanto, las conclusiones acerca de la aparente modulacién de canales tipe L se debia
a que, en realidad, estaban observando un componente de la corriente tipo N que permanece a
potenciales de mantenimicnto despolarizantes ¥ que exhibe un comportamiento no-inacnovante

muy similar a la cornente tipo I (Plummer et al,, 1997).

Mienuas la distmcidn entre canales tipo 1.y N era todavia debatida, se descubricron canales,
en una vartedad de neuronas disociadas de da rata, que no eran bloqueados ni por DHPs ni por
o-Cgin GVIA v que, por (anto, no se ajustaban 2 maguna de las dos categoriag (Regan et al,

1991} Frun easo extremo se encontraban L neuronas de Purkinje, en ks cuales mas ded YUY
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de la corriente permanecia en presencia de ambos blogqueadores. En esta preparacién, la corriente
resistente correspondia a los canales tipo “P”, originalmente caracterizados por ¢l grupo de R.
Llinds (Lhnas et al,, 19892,b; 1992; Usowicz et al, 1992), y que se definen actualmente por su
ripido bloqueo por el toxina de araftas ©-Aga IVA a concentraciones por debajo de 100 nM
(Mintz et al,, 1992). Poco después, se enconiraron canzles resistentes tanto a DHP como a o-
CgTX GVIA pero que eran bloqueados menos répidamente y/o potentemente por @-Aga VA,
v fueron llamados canales Q (Zhang et al, 1993). La distincién eatze canales apo Py Q ha sido
dificil de establecer en muchas neuronas, de manera que la mayor parte de los estudios se
refieren a canales tipo P/Q a menos que un bloqueo de altz afinidad por w-Aga IVA sea
inequivoco. Los canales P/Q también se bloquean de manera pricticamente irreversible por -
conotoxina MVIIC (Zhang et al., 1993; McDonough et al,, 1996). Esta toxina también bloquea
canales N de manera reversible, pero no hace lo mismo con otros canales HVA o LVA (Jones,
1998). Finalmente, muchas nevronas tenen un componente de la cordente HVA que es
resistente a todos los bloqueadores anteriores (DHPs, w-CgTx GVIA, w-Aga IVA y o-
conotoxina MVIIC). Esta corrieate R (“resistente”) a menudo inactiva mis ripidamente que
otras corrientes HVA, y puede activar a voltajes relativamente més negativos (Zhang et al,, 1993;

Elmslie et al., 1994).

No se pretende llevar mas lejos el anilisis de la heterogeneidad de las corrientes de Ca®™ en
distintas preparaciones. Baste con decir que las herramientas de investdgacién que habria de

aportar la biologfa molecular en la dltima mitad de Ia década de los 90%, expanderfan atin més las

ya distantes fronteras de la diversidad de subtipos de CCDV neuronales (ver Apéndice II).




I1. ESTRUCTURA MOLECULAR DE LOS CCDV

Al 1gual que otros canales iémucos dependientes de voltaje, los CCDV neuronales son
protefnas heteromultiméricas integrales de membrana. La subunidad principal (denominada o)
es un polipéptido de unos 2000 residuos de aminoacidos (190-250 kDa; Walker vy De Waard,
1998; Catterall, 2000), capaz de formar canales funcionales por si misma cuando es incorporada a
sistemas de expresion heterdlogos (Dubel et al,, 1992; Perez-Reyes et al,, 1992; Williams et al,
1992). Esto es, la subunidad o, forma el poro conductor y le confiere las princpales
caracteristicas 2l canal: selectividad al Ca™, dependencia de voltzje de las cinéticas de apertura y
cierre, sensibilidad a la mayor parte de los agentes farmacoldgicos y sitios de regulacidn por
segundos mensajeros (Carbone et al, 1998;- Ertel et al,, 2000). Esta subunidad comparte una
arquitectura transmembranal, v un certo grado de homologia, con los canales de Na’
dependientes de voltaje (Catterall, 2000). La secuencia de aminoicidos en Iz subunidad &,
muestra cuatro dominios homologos, que contenen, cada uno, sels regiones altamente
hidrofdbicas (Tlustr. 4). Tanto las regiones amino (N)- v carboxilo (C)-termmales de la subunidad
&y, como las asas (Lgps) que unen cada dominio transmembranal, son regiones citoplasmidticas de
la subunidad. Con excepcion del bop que conecta los dominios I1I-IV, todas estas regiones han
sido implicadas en la interaccién con distintas proteinas citoplasmaticas que modulan las

propiedades de las corrientes a través de ¢, (Walker y De Waard, 1998).

La estructura secundaria de cada segmento que compone a los dominios [ a IV, predice una
conformacién de c-hélice transmembranal (que se numeran como S1 a S6 en cada dominio;
{lustr. 4). El scgmento 54 diverge de los demas por poseer, generalmente cada tercer posicion en
su secuencia primarie, varos residuos de aminodcidos con carga positiva, que le confieren un
perfil hidropdtico mis hidrofilico que ¢l de los demas. Por analogia con los canales de Na™ y de
K", se prensa que dicha regidn opera como el censor de voltaje del canal (Jones, 1998). Tisto es,
que esta region cs capaz de sufrir reotientaciones en respuesta a cambios en el potencial
transmembranal que repercuten en la estructura tercraria del resto - o de parte - de la subunidad
¢, desencadenando que el canal se vuelva permeable a los iones. La selectividad por el Ca®' del
canal abiento es conferida por una regidn extracehular que se localiza entre S5 y S0, y que se

plensa que forma paree del poro acuoso.
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I1.1. Dos Nuevas Clasificaciones para los CCDV Nacidas de la Biclogia Molecular

Es universalmente aceptado que los multiples tipos de corriente que han sido identificadas

por sus propiedades fisioldgicas y farmacoldgicas estin correlacionadas con distintas isoformas
de la subunidad «,. Mediante técnicas de biologia molecular ha stdo posible identficar la
existencia de al menos diez 1soformas de la subunidad o o, Gyg, Cyg, Gy, Oy Clypy Qs Gy,
¥ O La reconstruecion de dichas subunidades o, clonadas indica una correlacidn fisiologica-
molecular, en Ja que los CCDV que contienen los subtipos ¢, &, © G son responsables de
corrientes tipo L, aquellos que poseen subunidades o, generan corrientes tpo R y/0 T, los que
contenen subunidades (5 son responsables de las cornientes tpo N y aquellos conformados por
el subtipo @, son responsables de las cordentes P/Q (Dolphin, 1998; Walker y De Waard, 1998;
Catrerall, 2000).

La heterogeneidad en la manera de clasificar 2 los CCDV, ha llevado al establecimiento de una
tendencia creciente hacia la unificacién de las denominaciones, nacidas del estudio de diversos
aspectos de las cormenes por separado, en una sola. Asi, se habla de canales clase B para hacer
referencia a corrientes de tipo N registradas a través de subunidades ¢.,;, etc. (Dolphin, 1998;
Walker y De Waard, 1998). Sin embargo, la constante clonacion de genes de CCDV nuevos
volvia al orden alfabédco de su nomenclatura molecular original extremadamente susceptible de
no poder proveer suficientes categorias para canales putativos, prestindose a constante
confusién. Ademas, la nomenclatura zlfabética no refleja las relaciones estructurales entre las
subunidades ¢,. En términos del grado de homologia en la secuencia de aminodcidos, éstas
pueden ser agrupadas en tres familias: (1) O, Qup, O4r ¥ O (2) Op, Oy 7 s (3) Oy, Oy 3 Oy
(Catterall, 2000; Ertel et 2l., 2000). El grado de homologia entre subunidades ¢, de una misma
familia es superior al 70%, mientras que no supera el 40% entre miembros de distintas familias

(Extel et al,, 2000).

Por estas razones, algunos autores expertos en esta drea, decidieron renombrar las distintas

1scformas de la subunidad o, siguiendo una sistema numérico - anilogo al que se utiliza para
canales de Na” y K* - que define tres familias, con varias subfamilias, con base en el mencionado

grado de homologia: (1) Cayl, que comprende 2 las subfamilias Ca,1.1 (&), Cay1.2 (¢0), Cay1.3
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(cyy v Caylad (on,); (2) Cay2, compuesta por las subfamunlas Ca,2.1 (&), Ca,2.2 (o) v Cay2.3
(ot 0; ¥y (3) Cay3, formada por las subfamilias Cay3.1 {¢,5), Ca,3.2 (&) v Ca, 3.3 (o) (Brtel ot
al., 20003,

Un nivel de complejidad adicional a la ya vasta diversidad de tpos de CCDV es confendo por
la presencia de wsoforrnas generadas por plicng alternativo entre los mismos genes de varas
subfamilias. En particulzr, se ha mostrado que existen al menos dos isoformas de subumudades
Ca,2.2 {que codifican para corrientes tipo N analogas a las analizadas en esta tesis), que difteren
en la longitud de la region C-ferminal (Westenbroek et al, 1992; Hell et al, 1994), y en algunas
posiciones que conectan los segmentos S3 y S4 (Lin et al, 1997), y que pueden presentar
caractedsticas cinéticas ligeramente distintas (Lin et al,, 1997). Dada la importancia de iz region
C-terminal en la modualacién de las caracteristicas cinéticas de las corrientes que fluyen a través de
este tpo de subunidades (ver texto), la expresién de distintas isoformas en un mismo tejido
puede jugar un papel importante en Ia regulacion diferencial de canzales farmacologicamente

incistinguibles.
11.2. La Subunidad B

Las subunidades &, que se obtienc;n por procedimientos de purificacién a partir de tejidos
nerviosos, coprecipitan con otras dos proteinas (en upa estequiometria 1:1:1; Hofmann et al,
1994; Walker y De Waard, 1998; Catterall, 2000), que operan como subunidades auxiliares y/o
reguladoras de las propiedades biofisicas de las corrcntes reconstituidas en sistemas de expresion
(Berrow et al., 1995; Zhang et al,, 1996a; Roche et al,, 1995; Roche y Treistrnan, 1998; Dolphin,
1998): la subunidad [ {52-78 kDa), enteramente citoplamética; y la subunidad ¢,6 (140-170 kDa),
anclada a Ia membrana y con un gran dominio extracelular altamente glicosilado, que consiste de

dos pépudos - codificados por ¢l mismo gen - umidos por puentes disulfuro (Tlustr, 4).

El papel preciso que juega la subunidad o,8 sobre el comportamiento de la subunidad o, es
aun sujeto de debate (Hofmana ctal, 1994; Catterall, 2000; Stotz y Zamponi, 2001) y, en general,
sus cfectos requicren de la coexpresién de la subunidad B para ser evidentes (Walker y De
Waard, 1998). In contraste, los cambios inducidos por ln subunidad I son extremadamente

pronunciados ¢ mdependientes de la expresidn conpunta de la suboaidad a8 (Walker v De
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Waard, 1998): las subunidades 3 tienen efectos sobre todas las caracteristicas de la corriente que

fluye o través de subvnidades o,

Los cuatro subtipos clonados de subunidades 3 (3, B, B; v B.) muestran algunas diferencias
importantes subtipo-especificas. Por ejemplo, en la mayor parte de los subtipos de ¢, el subtipo
B,, reduce marcadamente la tasa de inactivacidén de la cortiente, mientras que f3; produce una
pronunciada aceleracion de la misma (Walker y De Waard, 1998; Carterall, 2000). La modulacion
de las cinéticas de la cordente no sélo depende del subtipo preciso de subunidad  sino también
del subtipo !, con el cual interactia (Walker v De Waard, 1998; Stotz y Zamponi, 2001). Sin
embargo, en todos los tipos de subunidades o, la expresién de subunidades [ induce,
invariablemente, un incremento en la densidad de cordente y un corrimiento hacia potenciales
hiperpolatizantes en la dependencia de voltaje de su activacién (Walker y De Waard, 1998;
Catterall, 2000).

Esta (tltima observacién tene un especial interés para el tema que, a lo largo de esta tesis, se
ha venido tratando: las alteraciones mencionadas que induce la presencia de subunidades 3 son
exactamente contrarias a aquellas que induce la inhibicién VD por PG (ver texto). Mis ain, no
slo la direccién de los cambios que inducen cada una son opuestos, sino que, ademas, tanto en
neuronas nativas como en sistemas de expresién, la deplecién de subunidades 3 aumenta el
grado de inhibicidn por PG, mientras que la sobreexpresién de la misma bloquea la inhibicion
(Berrow et 2L, 1995; Campbell et al, 1995; Rocke et al., 1995; Bourinet et al,, 1996; Dolphin,
1998).

El conjunto de las observaciones anteriores llevé al grupo de A. C. Dolphin (Campbell et al,
1995) a proponer que las PG poddan ejercer sus efectos al competir con la subunidad {3 de los
CCDYV, previniendo los efectos de esta dltima sobre la actividad de la subunidad «,. Esta idea
habria de volverse sumamente popular al ser demostrado que, los mistmos sitios en la subunidad

@, que son criticos para la interaccién con la subunidad J3, tienen afinidad por subunidades By de

las PG (Tlustr. 4; De Waard et al,, 1997; Zampom et al., 1997).

Todos los subtipos B presentan un arteglo estructural similar, en el que dos dominios

altamente conservados (de 107 y 203 aminodcidos) estan flanqueados, y separados entre si, por
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tres regiones altamente variables (Stotz y Zamponi, 2001). Los prmeros 30 aminodcidos del
segundo dominio conservado son cruciales para la interaccién de las subunidades B con el asa
cttoplasmatica de @, que conecta al primer y segundo dominios transmembranales (el /op -11).
Por este motvo, dicha regién es conocida como el dominio de interaccién 3 (BID; por beta-
mteraction domain; De Waard et al,, 1994). Por su parte, la regidn de interaccidn en el oop I-I es
Hamada el dominio de interaccién o (AID; por alpha /nteraction domain; De Waard et al., 1997).
El sitic AID se encuentra en los seis subtipos de subunidades o, clonadas y consiste de una

secuenciz de 18 ammodcidos, nueve de los cuales se encuentran universalmente conservados
(Q1,Q2,E3, L6, G8, Y9, W13, 114 y E18), y es tanto necesatio como suficiente para la unién a
la subunidad ¢, de la subunidad § (De Waard et al,, 1997).

Sin embargo, la interaccidon AID-BID por si misma es insuficiente para explicar todo el
potencial regulatorio de la subunidad B (Walker y De Waard, 1998). Al menos dos regiones
adicionales en la subunidad o, contienen, ademis, sitios de afinidad con la subunidad B: las
regiones N- (Walker et al, 1999) y C-rerminales (Qin, 1997; Tareilus et al,, 1997; Walker er al,,

1998) (Ilustr. 4). Es interesante hacer notar dos puatos: (1) Estos sitios adicionales tienen una
afinidad mucho menor por la subunidad 3 que el sitio AID (unas 30 veces menos; Walker y De
Waard, 1998); (2) No sdélo fedos estos sitios de Interaccién -8 han sido implicados en la
expresion del fenotpo completo de corriente modulada por PG (ver texto; Zhang et al., 1996a),
sino que también ¢l orden de afinidad relatva que muestran estos sitfos por las subunidades Gy

guardan un paralaje estrecho con aquel de Ja subunidad B (bgp I-I] >>> Cuterminal, ustr. 4).

St bien la modulacidén por subunidades GPy no puede reducirse a vn escenario de

competencta con la subunidad B (Zhang et al, 19962), este cuadro de muildples sitdos de
mteraccidn con grados de afinidad variable serz crtico para consolidar alpunas de las inferencias

realizadas en esta tesis.
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Por largo tempo fue sosteido que Gnicamente la subunidad Ga mediaba la transduccidn de
senales, y se pensaba que Gy funcionaba vnicamente como una subunidad reguladora de la
primera. Después de la demostracién inicial de que el complejo GBy activa al canal muscarinico
de K7 (Logotheds et al., 1987), se ha reportado que un nimero creciente de efectores es regulado
por este dimero. Entre ellos, se encuentran varas isoformas de la ademlato ciclasa, la fosfolipasa
A,, 1a PLCB, los CCDV dpo N y P/Q, los canales de Na” dependientes de voltaje, la cinasa del
receptor B-adrenérgico (BARK), vadas proteinas de la cascada de la cinasa MAP y varas GRKs
(Clapham y Neer, 1997). En todos estos casos, existen evidencias de una mteraccion directa entre
GPBy y el efector (Gautam et ai, 1998). Dado que Iz conformacidn de la subunidad Gy no es
alterada tras su disociacién de GO y que la unién a esta Gltima generalmente impide que GRy
active sus efectores, se piensa que el sitio los sitios de unién a Gat y a los efectores se solapan
(Clapham y Neer, 1997). Por lo menos en los casos de l2 AC I, del GIRK1 (una subunidad del
canal de K7 atrial), de fa PLC[,, de la calmodulina y de Ia cinasa MAP, Ia regién de interaccidn

con los efectores se localiza en la subunidad GP (revisado en Gautam et al, 1998).
I11.3.La PKC

Desde su descubrimiento en 1977, 1a PKC ha sido el foco de atencidon de bidlogos interesados
en los mecanismos mediante los cuales las sefiales externas son transmitidas al mterior de las
células (Nishizuka, 1988; Newton, 1997). Los estudios que se han efectado indican que la PIXC
se encuentra involucrada en respuestas celulares a varios y diversos estimulos exdgenos, que
incluyert hormonas, NT y algunos factores de crecimiento (Nishizuka, 1992). Todos éstos
comparten entre sila propiedad de transmitir las sefiales extracelnlares - de la superficie celular a]
interior de la célula - a través de dos mutas: activacién de la PKC y movilizacién de Ca** de
depdsitos intracelulares. A menudo, ambas rutas son activadas simultaneamente como resultado
de unz sola Interaccidén entre un ligando adecuado y un receptor especifico, y actian
conjuntamente para evocar respuestas celulares subsecuentes, como aquellas que involucran los

procesos de liberacion de NT y hormonas (Nishizuka, 1984).

De hecho, la PKC transduce no solamente la informacidn transmitida por activacidn de

RHEHs acoplados a PG sino, también, la enorme cantidad de sefiales que inducen Iz hidrolisis de
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fosfolipidos mediada por activacién de receptores con actividad de cinasas de tirosina y de otras

tirosin-cinasas sin actividad de receptor (Newton, 1997).

La PKC se encuentra presente en una gran varedad de tejidos y no muestra ni especificidad
tisular ni especie-especificidad (Castagna et al, 1982). Se distribuye ampliamente en tepdos y
Organos, pero, entre €éstos, el tejido nervioso concentra la méxima actividad especifica
(Nishizuka, 1984). Por definicién, la PKC es una proteina periférica de membrana: puede ser
removida de las fracciones subcelulares membranales mediante procedimientos que no perturban
la integnidad estructural de la membrana misma, como la adicién de un quelante de cationes

divalentes (Bell, 1986).

Las altas concentraciones de PKC en tejidos nerviosos se correlacionan con el amplio
espectro de funciones neuronales en las que se ha reportado su pargcipacién (Tanaka y
Nishizuka, 1994; Newton, 1997). Por ejemplo, se ha demostrado que, la via de Ia PKC, puede
modular la excitabilidad neuronal y la eficacia de la transmusién sindptica, y se ha propuesto que
esto podia constituir lo que ha sido considerado como las bases para algunas formas de
memoria (Tanaka y Nishizuka, 1994; Newton, 1997): la actvacidn de la PKC, en células
nerviosas, ha sido frecuentemente asociada con la modulacién de canales ibnicos (Shearman et al,
1989), desensibilizacién de receptores (Huganir y Greengard, 1990), aumento en la liberacion de
NT (Tanzka y Nishizuka, 1994).

La via de acdvacion de la PIKC involucra la hidrélisis de los fosfolipidos presentes en la
membrana plasmdtica (Asacka et al, 1992). La activacién de la fosfolipasa C (PLC) conduce a la
hidréhisis de los fosfolipidos de nositel presentes en la membrana plasmatica, con preferencia
por ¢l fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP,; Nishizuka, 1984). Uno de los productos de esta
hidrdlisis, el sn-1,2-diacilglicerol (DAG), es vn activador de la PKC (Bell, 1986). Desde su
descubnimicnto, ¢l DAG ha sido implicado en numerosos procesos celulares, que incluyen la
regulactdn de fendmenos de secrecion, expresion genética y de la actividad de receptores de la
superficie cclular, acavacién de plaquetas y neutwdfilos, y, en términos generales, procesos
involucrados en la regulacién del metabolismo, ¢l crecimiento y la diferenciacién celular (Bell,
1986). [l papel del DAG como segundo mensajero fue reconocido primeramente por Nishizuksa
y colegas, quienes observaron que el DAG incrementa la aftudad de la PKC por Ca®' y

fostaudil-i-serina (P8), causande 1a activacidn de dicha enzima a niveles fisioldgicos de Cas
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cuando la actividad de la PKC es analizada en un ensayo libre de células, ta PKC depende tanto
de Ca® como de fosfolipidos, particularmente PS, para su activacién (Castagna et al, 1982); sin
embargo, la presenciz de DAG incrementa lz afinidad de esta enzima por el Ca®, de manera que
requiera de cantidades minimas =107 M) de este catién bivalente, y la vuelve, por tanto,
completamente activa sin un incremento neto en la concentracién citosélica fisiologica de Ca™
(Castagna et 21, 1982; Nishizuka, 1984) La activacidn de la PKC es, por tanto, bioquimicamente
dependiente, pero fisiolégicamente independiente, del catién bivalente (Nishizuka, 1984): en
presencia de altas concentraciones de Ca*', la activacién de la PKC requicre de menos
degradacion de fosfolipidos, mientras que en presencia de una intensa degradacién de lipidos, se
requiere de menos Ca®’ para activar la enzima. Aparentemente, el DAG activa 2 la PKC con una
estequiometria 1:1 (Nishizuka, 1984). Esto no indicarfa necesadamente que active a la enzima
por interacciones directas ligando-ligando, sino que, mas bien (segin se ha interpretado), cada
molécula de DAG modifica un microambiente en la membrana plasmitica, dentro del cual, la
PKC produce un complejo cuaternario-(compuesto de la enzima, fosfolipidos, Ca** y el DAG),
en conformacién plenamente activa para la fosforilacion proteica (Nishizuka, 1984; Newton,

1997).

Los ésteres de forbol promotores de tumores (taumor-promoting photbol esters) y sus
analogos son sn-1,2-DAGs exdgenos, dertvados de aceites contenidos en la semilla de ciertas
plantas (p.e., Croton tiglum), que pueden sustituir 2l DAG vy, asi, activar a Ia PKC directamente,
sin necesidad de inducir el metabolismo de fosfatidilinositol (Castagna et al, 1982; Bell, 1986).
Ademis, la alta permeabilidad que tienen en membranas celulares permite activar la PKC desde
fuera de la célula, sin necesidad de estimular RHIHs asociados con su activacién fisioldgica, lo
cual los ha vuelto sumamente populares desde su descubzdmiento, sobretodo en experimentos
con células completas (Castagna et al, 1982; Nishizuka, 1984; Siegel, 1994). Aparentemente, una
molécula de promotor tumoral, que entra a la bicapa fosfolipidica de la membrana por
intercalacion, activa una molécula de la enzima a través de un mecanismo anilogo 2l descrito
para el DAG, sin embargo, los ésteres de forbol son més potentes que el DAG para actvar é la

PKC (Bell, 1986). Al contrarto del DAG, que es metabolizado muy rapidamente (tanto cuando

es producido enddgenamente como cuando es agregado desde el exterior), los ésteres de forbol

son metabdlicamente estables (Nishizuka, 1992).
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Cuando el grupo de Yasutomi Nishizuka demostrd que los ésteres de forbol, potentes
promotores de tumotes, podian estimular la actvidad de la PKC {Castagna et al,, 1982), atrajo la
atencién de muchos grupos de investigacidn y provocd una literal explosion de trabajos {que aun
no cesz de crecer en nuestros dias) sobre el papel de la PKC en numerosos procesos biologicos
(Hidaka y Hagiwara, 1989). En particular, la idea de que la PKC estuviese involucrada en la
modulacién de CCDV resultaba particularmente atractiva porque esta cinasa se encuentra
especialmente concentradz en los componentes membranales del tejido nervioso y, ademas, en ¢l
cerebro se encuentra asociada una gran cantudad de la PKC con membranas sinipticas, mientras
que en la mayor parte de los demids tejidos, la enzima es recuperada principalmente, de la

fraccién soluble y en configuracion inactiva (Nishizuka, 1984).

A pesar de ésto, la mayor parte de la informacién que se tenfa de la enzima proveniz de
estudios hechos en plaquetas y poco se sabia acerca de los posibles papeles que podtria jugar en el
sistema nervioso. Las acciones de la PKC en CCDV, de neuronales de vertebrados habrdan de
probar ser un largo sujeto de debate, en el que se han aportado toda clase de evidencias

contradictorias.
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G-Protein g-Subunit Specificity in the Fast Membrane-Delimited

Inhibition of Ca®* Channels

David E. Garcia,*s Bin Li,? Rafael E. Garcia-Ferreiro, Erick 0. Hernandez-Ochoa,® Kang Yan,*
Narasimhan Gautamn,* Willlam A. Catterail,® Ken Mackie,'? and Bertif Hille'

Departments of \RPhysiclogy and Biophysics, 2Anesthesiclogy, and 3Phamacclogy, University of Washington, Seattle,
Washington 88185, *Department of Anesthesiclogy, Washingion University School of Medicine, St. Louis, Missouri
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Wa Investigated which subtypaes of G-protein g subunils par-
ticioate in voltage-dependent modulation of N-type calcium
channels. Calclum currents wera recorded from cultured rat
superior cervical ganglicn neurons injected intranuclearty with
DNA enceding five different G-protein 8 subunits. GBy and G3,
strongly mirmicked the fast voltage-dependent inhibition of cal-
cium channels produced by many G-protein-coupled recap-
tors. The G, subunit preduced much weaker effects than Gg,
and GB,, whereas Gp, and Gp, were nearly inactive in these
electrophysiological studies. The specificity implied by these
results was confimed and extended using the yeast two-hybrid
system to test for protein—protein Interactions. Here, Ggy or

3B, coupled to the GAL4-activation domain Intsracted strongly
with a channsl sequence corresponding 1o the intracellular loop
connacting domains | and Il of a «, subunit of the class B
calcium channel fused to the GAL4 DNA-binding domain. In
this assay, the Gfs subunit Interacted weakly, and G, and Gg,
failed to interact. Together, these yesulis suggest that Gy
and/or G, subunits account for most of the volage-
dependent inhibition of N-type calcium channels and that the
linker between domains | and I of the calcium channel «o
subunit is a principal receptor for this inhibition.

Koy words: G-proleins; calcium channel, norepinephrine;
yoast 2-hybnd; sympathelic neurons; ion channel modulation

Inhibition of neuronal caldum curreats by G-protein-coupled
rcceptors probably oecurs in every type of acuron. It is a ubig-
uiows mode of modulation of eleatrical activity and synaptic
functien by ncighboring neurons. A common form uses a signal-
ing pathway whose components appear to be restricted fo the cell
mcmbrane {membrane-delimited), develops in <1 sec, and is
voltage-dependent, Le., the inhibition ¢an be partially relieved by
a strong depolarizing pulse (for review, see Hille, 1594). A well
studicd cxample is the inhibinon of N-type calcium channels by
norepinephrine (NE) acuing on a, adrencrgic receplors in supe-
rior cervical ganglion (SCG) nevrons. This type of inhibition is
mediated by By-subunits of G-proteins, apparently acting directly
on the channel (Herlitze et al, 1996; Tkeda, 1996).

The specifieity for Gff and Gy subunits has not been nvesti-
gated, and the target site for the interaction of G-protein Sy
subunits with calcium channels is the subject of some debate. By
analogy with other GAy-effcctor proteins, several investigators
have proposed that the target site on voltage-gated calcium chan-
ncls includes a QXX ER metif 1n the intraceliular joop conncet-
ing domains Tand IT (L, ,, ) of the a, subunits of classes A, B, and
E (the P/Q-, M-, and R-type} calcium channels (De Waard et al,
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1997; Herlitze ct al,, 1997; Page et al, 1997; Zamponi et al,
1997). This QX XER scquence overlaps with the region required
for interaction with the calcium channcl B subunit. In contrast,
some invesligators argue that an intcraction of GpBysubunits with
the C terminus of calcium chanael a, subumt is the funchionally
important onc (Zhang et al., 1996a; Qin ct al, 1997). Here, we
inject DNA for various G-protcin 3 subunits into the nucleus of
adult rat SCG neurons and find that coly certain G subunits will
induce inhibition of the endogenous N-type Ca®™ currents. Then,
we used the yeast two-hybrid assay to look for intcractions be-
tween GF subunits and a domain of the channel. We find that
cxactly the same Gj3 subunits that inhibit current also interact
well with the linker between domains [ and Hof the a, subumt of
the class B (N-type) caleium channcl. Together, these results
identify the Gp subunits that can mediate fast, membrane-
delimited, and voltage-dependent nhibition of N-type cuicium
channcls, and they identify a target domain of the channci that
has the appropriate binding specificity.

MATERIALS AND METHODS

Cell culture end wiranuclear microinjecnon. Single SCG newrons were
enzymatically dissociated from S-week-old male rats (Sprague Dawley
rats were used {or the experiments 1o Figs, 1-3 10 Seattle, and Wistar rufs
were used in the cxperiments in Fys 4 and Sn Mezico) ot desenibed
previouddy (Beech el al, 1904 Dernheim et a1, 1991) After a4 hrwat
for sltachment to the mh)lr.xtc, the neurons were Jnlr.mlil.lt:.ll]y tucTo-
injested using 4n Eppendor{ 5242 pressure micrormjector and 5171 -
crom vupielarar syetem (Eppendord, Maudizon, W1 Ihe i ection <olu
Yon contaned varying amounts of Geprotem expression plasinds suesd
with wo npection mathery, D omgdmd W00 B dentran-thiote1 e
IRY, wend gitenunetent froion {(OHE)

Wolew Fe Prales, Papenes
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0.5-0.8 sec resulted in ne obvious incredse in cell volume, After 12-16 hr,
successiully injected nevrons were identified by their chameteristic
gresnish-bive GFP fluorescence vsing an imverted microscope squipped
with epifluorescence and fluorescein opues.

Electrophysiological recording. Cutrents were recorded asing the whale-
cell voltageclamp techrique (Hamill et al, 1981} with a patch-clamp
amplifier at room temperature. Pipettes (0,852 M{1) were pulled from
micrehematocrit glass and fire polished. During recording, oeurons were
constuntly perfused locally (1.2 ml/min) with the appropriate external
solution. Schution reservoirs were selected by means of solenoid valves,
and solution changes were accomplished fa <i0 sec. Veltage protocols
were generated, and data were digitized, recorded, and analyzed using
BASIC-FASTLAB (Indec Systems, Cupitola, CA).

To measure calcinm currents, we used 1wo sets of selutions. In the
zxperiments of Figures 13, the pipette solutica contained {in mwvi): 125
N-methyl-p-glucamine, 20 TEA-Cl, 10 HEPES, 0.1 telmcesium-
BAPTA, 4 MgCly, 0.1 leupeptin, 4 NaATP, and (03 Na,GTP, pH
adjusted to 7.2 with methanesulfonic acid. The external solution con-
tained (in mu): 140 TEA-OH, 10 HEPES, 2 CaCl,, 15 glocose, 0.0001
TTX, and 0.002 mfedipine, pH adjusted to 7.3 with methanesulfonic acd.
In the experiments of Figures 4 2nd 3, the pipetie solution contained (in
mM): 125 methanesul fonic acid, 20 TEA-CI, 1) HEPES, 0.1 tetracesium-
BAPTA, 4 MgCl,, 5 MgATP, 03 Na,GTP, and 0.1 leupeptin, pH
adjusted ta 7.2 with CsOH. The external solution contuined (in mm):
162.5 TEA-CH, 10 HEPES, 8 glucose, 2 CaCl,, 1 MgCh, 0.0002 TTX,
and 0002 nifedipine, pH adjusted to 7.3 with TEA-GH

The Ca?* current of rat SCG newrons is carried ~85-90% in N-type
channels and the remainder in L-type channek, with no detectable P/Q
comporent (Mintz et al, 1992). Therefore, the Netype Ca®* current
could be defined as the component of the current semsitive 10 100 gn
Cd ™ in the presence of 2 p nifedipine. Currents were sampled 2t 10
kHz To emphasize the effects of Xinetic slowing of Ca®* current
aclivation, current smplitudes were wlways taken as the mean value of
recorded points between 5 and 6 msee after the start of the depolurizing
test pulse. This time is before the current reaches a peak. Beeause the
magnitude of the Ca*" current was dependent on cell size, zggregate
current data ure presented as current densities normalized to cell capuc-
itance. To avoid one source of systematic bias, experimenta] and cortrol
measurzments wete alternated whenever passible, and coneurrent con-
trols were always performed. Where appropriate, data are expressed as
mean * SE

Plasmids and maserials. The DNAs encoding Gg,, GB,, und GB, were
cloned in peDNA 1 plasmid, G B, wus cloned in pCDME, G, was cloned
in pCIS, Gy, was cloned in pCl (all from M. Simon, Cultech, Pasadena,
CA), and GFP was cloned in pEGFP-N1 (Clontech, Palo Alw, CA).
Although not in identical vectors, all G-protein-containing plasoids were
driven by the cytomegalovirus promoter. DNA encoding the Ly loop of
rat brain N-type calcium chunnel (thbB-1) a5 was subcloned into the
pAS2-1 vector (Clontech} as an EcoRI-BamHI frugment (nt 1069-1449;
aa 357-483) to express a GAL4 DNA-binding domain (GBD) hybrid
protein, The bovine G-prolin 8, subunit and g, subunit genes were
subcloned into the pACT vector (Clontech) to express GALA-activation
domain {GAD) hybrid proteins. The plasmids pACT-08,, pACT-G&,,
and pACT-GEs were described previously (Yan et al., 1996}, Plasmds
were purified using commercial kits (Qiagen, Valencis, CA). The yeust
strain was FI59~ 44 (MAT & opl-901 leu2-3,112 ura 3-52 his3-200 galdA
gol 80A GAL2-ADE? LYS2:GAL-HIS3 met2:GALT-lacZ) (a gift of Dr.
Philip James, University of Wisconsin) (James et al., 1994). This strain
contains three reporters (4.DE2, HI$3, and LacZ) that can be activated
as 2 result of protein~protein interaction by reconstituted GAL4 trans-
activator lNuaction,

Tetracesinm-BAPTA was oblained from Mblecular Probes, and all
other salts were obtained from Sigma (St Louis, MO}

Yeas! two-hybrid assay. Plasmids were made expressing hybrid proteias
Funsisting either of a specific GB subunit coupled te o GAD or an
intracellular loop of the &, N-type calcium channe! fused to a GBD. A
plasmid expressing one of the GBD hybrids and the plusmid expressing
the GAD hybrid were cotransformed into yeast sirain PIAS-4A (usually
without introducing any mummalisn Gy subuit). Cells were first plated
on a lrypiophan-free levcine-free medium to select Trp+ Leu+ trans-
formed cells contwmmg the GBD hybrid- and GAD hybrid-expressing
plasmids. To detect protein-protein interactions, these trunsformants
were then transferred onto medmun that also lacked adenine and
histidine.

Immunoblouing To check the expression of G-protein subunit hybrids

Garcia et al. « G-Protein B Subunds Inhibit Ca®* Channels

inyeust, transformed yeast cells were grown to saturation phase, Cultures
(1.5 ml) were harvested and resuspended in 150 ul of Z buffer (in mm: 30
Naz,HPQ,, 35 NaHPQ,, 10 KC], and 0.4 MgSQ,, pH 7.0) with 5%
glycerol, 0.5 mat dithiothreitol, 1 pp/mi aprotinin, and 2 g/ml leupeplin,
{ollowed by addition of 0.1 gm of 423-600 pm plass beads (Sigma). The
cells were vortexed for 4 min and centrifuged for 10 min at 4°C. The
supernatants were saved, and 20 gl cell lysates were fractionaled on a
SDS gel. The separated proteins were electrophoretically transferred to
& nitrocelinlose mewbrane, and the blot was probed with anti-GAD
antibody (.2 pp/mhb Clontech), followed by horseradish peroxidase-
conjugated anti-mowse IgG (1:2000; Amersham, Piscataway, NI). The
GAD hybrid proteins were detectad by the enhanced chemiluminescence
method (Amersham).

RESULTS

We begin with the typical NE-induced modulation of N-type
caleram currents. In centrol SCG neurons, 2 20 msec depolarizing
test pulse elidited a rapidly activating inward Ca?™ current (Fig.
14, left), which was primarily carried in N-type channels because
the medium contained 2 pm nifedipine to block L-type channels.
Perfusion with 10 pM NE reduced the inward current amplitude
by ~60% and slowed its rate of activation. To monitor current
facilitation, as well as ampliede, we clamped the membrane
potential using the voltage protocol in Figure 1A4. Inward Ca®™
currents were evoked every 10 sec with a pair of 20 msec depo-
larizing test pulses to +10 mV from 2 holding potential of —80
mY, one before (test pulse 1) and the other after (test pulse 2} 2
23 msec prepulse to +125 mV. The depolarizing prepulse tran-
siently relicves much of the NE-induceg inhibition, and the re-
sulting facilitation can be seen by comparing currents in test pulse
2 with those in test pulse 1. The “facilitation ratio,” defined as the
current during test pulse 2 (at 5-6 msee) divided by the current
during test pulse 1, is a convenient measure of voltage-dependent
membrane-delimited inhibition by certain G-proteins. In stan-
dard Ringer"s solution, this facilitation ratio is near 1.1, and after
treatment with NE, it rises to 1.6.

Dose~dependent suppression of I, by overexpression
of GB,

Previously, we had found that injection of RNA for Gj, subunits,
with and without RNA for Gy, into the cytoplasm of SCG
neurons inhibited Ca®* currents, increased the facifitation ratio,
and partially occluded the actions of NE (Herlitze et al., 1996).
lkeda (1996) reported even stronger effects with intranuclear
injection of DNA. To optimize conditions for intranuclear injec-
tion here, we first determined the dose—response relationship for
the action of G2, by varying the concentration of G3, DNA
injected, which was always coinjected with 100 ng/el Gy, and 100
ng/ud GFP DNA. Injection of GB, plasmid at 10, 20, and 100
ng/ul induced progressively larger facilitation and kinetic slowing
of activation in standard Ringer’s solution (Fig. ! B-D). Injection
at 600 ng/ul (Fig. 1E) gave about the same facilitation as 100
ng/pl. Figure 1F shows the dose-response relationship for devel-
cpment of facilitation after these injections of DNA for Gg,
compared with that after injection of GB,, Quite clearly, GB, has
3 much greater effcct than GB,. Injection with 100 or 500 ng/ul
GB, DNA solution did not induce facilitation (Fig. 1 F); indeed,
injection ol Gf, slightly reduced facilitation below control levels
(facilitation ratio, 103 % 0.02; 2 = 10, p < (.05}

The current traces after injection of GR, show thar the pro-
gressive increase of facilitation was accompanied by a decreasing
effectiveness of NE and a decrease in basal caldum current
density, The increasing amounts of expressed Gf3, subunits pre-
sumably ocelude the actions of NE and block N-type calcium
channels. The facilitation ratio is consistently 2 more sensitive
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Injceting GB, DNA inereases calefum cutrent facilitution. A-E, Superimposed calcium current (/. )} awees during a 20 msec depolarization

(iest pulse) to +1t mV from a holding potentisl of —80 mV, in the absence (bottom trace) or presence {top trace) of NE (10 pM), befors (left) or alter
(risht) 3 25 msec +125 mV prepulse, Successive panels show uninjected cells (4) and cells injected with increasing coneentrations of G, DNA (B-E).
GB; DNA was coinjected with 100 ng/ul Gy, DNA in all cases. F, Summary of facilitation ratios for injections of scveral concentrations of Gf; und

G5, DNA.

indicator of GB, actions than the ceclusion of NE action or the
basal current density. From the dosc—response aurves for these
three actions (Fig. 2), we elected to use 100 ng/ul G8 plasmids in
the next cxperiments.

The dashed orrow 1n Figure 24 represents an extrapolated
GB, DNA concentration {7 ng/ul} that would be equivalent to
the control basal fzcilitation levels, assuming that the facilitation
ratio in the total absence of endogenous GB would be the fitted
value (.94,

Identification of the G subtypes that modulate

Ca®" currents

The apparent inability of Gg, to produee facilitation prompted us
to undertake 3 more systematic study of the effestiveness of the
vanous G-protein 8 subunits in caldum channel inhibition. As
before, we measured facilitation, tonicinhibition, and osclusion of
further inlubition by NE. Again m contrel cells, application of
Y uM NE strongly reduced the Ca®™ current magritude (Fig.
34, lefry. Figure 3, B and D, illustraics Ca?* currents recorded
from ncurons thut kad been injected with 100 ng/ul DNA for
G8y, GB,, 07 GB;, with GFP DNA but without coinjection of a
Gy DNA, Ta the absence of agomst, the Ca™ currents 1 neurons
injected with DNAs for G, or G, displayed Kinetic slowing
{Fig. 3, left rraves of cuch pair) and Lacibtavon (dght truces)
virtudly identical to that produced by applicaton of NE in

control cells. Coinjection with Gy, DNA did not change the
results for GB, (data not shown) or GB; (Fig. 1). Cnly a small
cffect was observed in cells injected with GBS, DNA, whether
alone (Fig. 3D) or in combination with Gy, DNA (data not
shown). Finally, 10 ncurons injected with DNAs f{or Gy,
GB.¥s. or CBIA (a truncated, nonmembrane spanning form of
the rat cannabineid receptor in the pcDNA3 cxpression vector),
the Ca®™ current activation was similar to that of uninjecied
neurens {data not shown).

The quantitative results of these DNA injections for the various
GB subunits are summarized 1in Figure 3, E-G. The G8, or GB,
injeciions with and without G, give indisunguishable, strong,
and highly significant effects when compared with cells injected
with the control plasmid CBIA or (o uninjected cells. In these
GB,- or Byinjecied neuroas, the faciitation ratio s rarsed from a
mean of 1.1 to 23, the inhibition by NE is lowered from 60 to
22%%, and the basal calcium current density 1s lowered from 22 1o
9 pA/pF. These actions are significant at the p << (LONS level
Iaterestingly, both the depression of current and the increase 1n
facilitation ratio are greater than those which occur with 10 pM
NE on control cells By comparisen, the effects of injecting DNA
tur Gf3,, GP,, or GB, are weak or nepligible, even in the presence
of Gy, Of these, Gf3, appears the most active, Qur resuits suggest
that the different G subtypes have dilterent (flicacies i vollage-
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Figure 2. Concenwation—response refationships for fatilization ratio,
nhibition by NE, and 1, density. GB, DNA concentrations ([B2]) are
piotted on a logarithmic scale, Data were fitted to o Hill function, y =
[(A A 01+ ([B2}[B2]a )] + A,. with best fitting valies of the mid-
pownts, [82], = 20.0, 156, and 103 ng/pl {vertical solid line); TEl coefi
dents, # = 2.0, L.2, and 1.51: low-concentration ssymplotes, 4, = (.94, 57,
and 12.7; and high-cancentration asymplotes, A; = 2.4, 1.9, and 1.4 for 4,
8, and C, respectively. The honzonsal dashed ling in A indicates the
facilitation ratio for control cells (1.1), and the versical dashed hne indi-
cates 4 theorstical injected GB; DNA concentration (7.0 ng/pl) that
would be equivalent to this basal facilitation ratio.

dependent inhibition of Ca®” channels, with a rank order of
efectiveness: G8, = GB, > Gp; = GB, = GB5.

Characterization of the weakly active G subtypes

We wanted to explore more fully the reasons for the weak effects
of GB,, B., and B, DNA injections. Did the plasmids fail w0
induce proper synthesis of the corresponding proteins? Were the
preteins really inactive on Ca?™ channels? Beczuse convenient
antibodies for verifying expression of speafic GB subunits in

Garcia ot al. « G-Proten 8 Scbunds inhubt Ca® ¢ Channels

single injectzd cells are lacking, we chose less direct approaches.
We looked with increased sensilivity for electrophysiological ef-
fects on Ca** channels.

Ve made two changes in the electrophysiological assay. One
was in the concentration of GFP DNA coinjecied into the cells. In
some sysiems, it has been found that the overexpression of GFP
or ather proteins from one plasmid leads to less expressien from
a second plasmid. Thus, the most brightly flucrescing cells express
lower levels of protzin from the second plasmid (N. Davidson,
personal communication). Therefore, we lowered the concentra-
tion of GFP DNA in the injection solution from 100 to 10 ng/ul
in the next experiments. A second factor that may have limited
our sensitivity to detect osclusion of the NE response is the high
concentration of NE we had used {10 ™) in Figures 1, 2, and 3.
This concentration is suficiently above that nceded to have 2
maximal NE zction that 2 small shift of the sensitivity to NE
could have been cbscured. Therefore, we reduced the NE con-
centration to 2 pM, which is submaximal.

Figure 4, A-D, ilustrates Ca*" currents recorded from an
unicjected neuron and from newrons injected with GB5, GB,, and
Gp, DNAs In uninjected neurans, 2 i NE inhibited the Ca*”
current by 41 x 4% (SEM; n = 6), compared with the 55%
inhibition obrained with saturating NE (10 pa) {Figs. 1-3}. There
were statistically signifieant changes in at least one of the exper-
imental parameters for each injected nevron, suggesting ¢Xpres-
sion of each (38 subunit. Facilitation was increased in the nevrons
injected with GpBy; the inhibiton by 2 M NE was reduced by
injecticn of GB, or GB;, and the calcium current density was
almost doubled by injection of GBs. Further evidence that injec-
tion of GB; DNA afects cellular responses is seen in Figure 5, in
which neurons were injecied with GB, alone, G, alone, or 2
mixnure of G, and GB, DNAs. As we have seen before, the
facilitation ratio is strongly increased by GB; and not increased by
G, ; however, coinjection of G5, with the G, gives significantly
less facilitation than with G, alone, consistent, for example, with
competition between the G subunits for formation of active GBy
complexes. These results show that GB, and G, DNA injections
do have specific electrophysiclogical ¢fects, even if they do not
mimic actions of NE on Ca®* currents. Therelore, these GB
subunits are expressed at functionally significant levels in our
injected neurons.

Gp, and GB, interact strongly with the «; subunit of
N-type calclum channels

It has been demonstrated that Ly, of the o, subunirs of classes A,
B, and E (P/Q-, N-, and R-type) caicium channels interact directly
with the GB, subunit (De Waard et al, 1997; Zamponi et al,
1997) and that this loop may mediate the inhibitory modulation
by the activated G-protein (Herlitze et al, 1997; Page ct al.,
1997). Our results presented above sugpest that this interaction is
not the same for zll of the GB subunits, We sought to investigate
the mechanism underlying the differcntial effects of the five
different G subunil subtypes by testing the possibility that they
interact with the channel with different affinitics. We examined
the interaction of L;;, of a,q with the GB subunits using the
two-hybrid assay, an assay that ean detcet protein-protein inter-
actions in ¥ive in yeast (Ficlds and Song, 1985).

Plasmids encoding the GBD-L,, hybrid and the various
GAD-Gg hybrids were introduced into a yeast repérier sirain in
which interactions between two hybrid protcins result in tran-
scriptional activation of two reporter genes, F/53 and ADE2.
These two reporter gene products are involved in histidine and
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Figure 3. Tdentificuuion of the GB subtypes that cause vollage-dependent moduiation of Ca currents, Cells were injected with DNA for G-protein fand
¥ subumis, ss indicated, and currents were recorded by the double-pulse protocol. A-D, Current records for uninjecied control cell (A) and neurons
injected with 100 ng/pd GB,, GB,, or GB; DNA (B-0). £, Summary data for [acilitution ratios; aumbers above individual columns represent the number
of tested cells, and the suwe numbers apply to F and G. Data piotted us mean = SEM. *p < 0.05; two-tailed 1 Lest versus control F, Pereent of /¢,
tnhubited by N E (during test pulse 1), G, /., demsity duning test pulse 1 in the ubscnce of NE.

adenine synthesis, respectively, and their activation allows the
yeast cells 1o grow on medium lacking histidine and adenine. As
shown in Figure 6.4, coexpression of L, |, with G, or GB, results
in robust growth of the yeast cells on the selection medium,
whereas with Gfg, the cells grow at a much slower rate. In the
case of GB, and Gf,, 0o transformed yeast cells were able to
grow in the absence of histidine and adenine. The same results
were obtained in five experiments. Because transcription signals
resulting from the protein-protein interactions in the two-hybrid
assay gencrally correlate with the Sinding affinity observed from
tn viro experiments {L1 and Fields, 1993; Yan et al, 1996), our
data suggest that the order of affinity for Ly, of a5 15 GB, = GS,
> 5B, = G, GB,

To cxclude the possibility that the tighter binding between
Gy, Gf,, and Ly, is attributable to their more ¢fficient recruit-
ment of endogenous yeast Gy subunits, we also performed the
assay in the presence of overexpressed rat Gy, suburnit. The
results obtained were the same (data not shown), suggesting that
Gy subumts are not a determinznt of the interaction berween GA
and Ly, in our ussay. Hence, activation of the F£153 and ADE2
genes in the assay might be the result of direct interactions
between G, GB,, and GB; with the caldum chanael L, loop
region.

Beeause an apparent differentzl affinity of GB subtypes for
Ly of oy chserved in the two-hybrid experiments could also be
attnbutable to differences of their protein level in the yeast cell,
we cxamined their expression by immuncblotting. This method

measures the level of expressed protein bur does not test corredt
folding or association with Gy subunits. Immunotblots of the yeast
cell lysates with anti-GAD antibody showed these GAD-hybrid
proteins are expressed at similar levels (Fig. 6B, lanes 1-5).
Densitometric scanning and normalization to the amount of total
cellular protein in cach extract showed that expression of Ggs,
Gf,, and G, was higher than expression of GB, and GB.. A
second experiment gave the same result. These resulls support
our ¢onclusion thal, in the yeast two-hybrid assay, G8, and Gj,
are more effective because they bind with higher alfinity to L,

DISCUSSION

Our clectrophysiological and protein—protein interaction cxpen-
ments give concordant resulls for the 8 subunits of G-proteins.
All GB subunits are pot cqual. Mimiay and occlusion of
membrane-delimited voltape-dependent inhibition of N-type
Ca?* currents and interaction with the 1, loop of ayg (N-type)
calcium channels follow the sequence GB; = GB, > GB; = G,
(38,. The agreement of the two approaches adds wepht to the
proposal that the functional target of voltage-dependent GB
interaction includes the L., Joop (De Waard et al., 1997, Herhitze
et al, 1997, Page et al, 1997, Zamponi ct al, 1997). The acovity
of overexpressed G, and Gf, has been documented before in
SCG cells (Herlitze et al,, 1996; Tkeda, 1956; Delmas et al., 1998)
Unlike qur results (Fig 1), however, Tkeda (1996) and Delmas et
al. (1998), who studied only Gg,, found that 3 Gy subumt had o
be cocxpiessed with G2y to bave an ellect on calcium channel.
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Figure 4. Three weakly active G subtypes. A-D, Current records for uninjecled control cell {A} and nevrons injected with 100 ng/pl GB;, GB,, o7
GB; DNA (8-D). To aceentuate possible weak actions by GB,, GB,, and Gy, Lhe concentration of the teporter plasmid (PEGFP-N1) was decreased
tenfold to 10 ng/ul, and NE was deereased 10 2 uM. G, Summary duta for facilitation ratio, inhibition by NE, und current density in these cells. Note

that the axes huve been expanded to reveal smaller differences.

We do not know any reason for this clear difierence from our
work. They tested only Gy, and we wsted only Gy, If GBy
dimers are needed for mimicking action of NE, the GB subunits
must have combined with endogenous Gy subunits when we did
ot inject Gy DNA. The endogenous complement of Gy subunits
is not known for SCG nevrons.

Although the vectors for GS; and GB, did not mimic valtage-
dependent Ca®* current inhibition by NE, they did alter electro-
physiclogical propertics of the cells. Thus, they were expressed.
Unexpeetedly, expression of GB, led to a near doubling of the
Ca?" current density (Fig. 4). Because the percent of inhibition
by NE was unchanged in these cells, the increased current density
was primarily caused by an increase in N-type Ca®* current, On
the other hand, expression of GB, led (o a reduction in modula-
tion by NE, without zn increase in facilitaton or a decrease in
current density. These effects of GB; and GB, might have been
caused by interactions with signaling systems in the cell that alter
gene expression or act in other ways on the channel. They could
also represent direct interactions of GB; and GB, with parts of
the channel that do not have the binding specificity we found for
the Ly ;; loop. It is not likely that GB; or GB, failed to pair with
coinjected Gy, subunit, because it has been found previously that
this subunit pairs efficdently with the GB, and GB, subunits (Yan
et al,, 19%6). Indeed, in comparison with GA,y,, the reporter
activity in a yeast-two-hybrid assay was 55% for GByyy, 72% for
GB.vy, and 83% for GBsy, (Yan et al, 1396).

The literature does not contain much information on specificity
of the actions of GB subunits. From our results, the strong

membrane-delimited voltage-dependent modulation of N-type
calcium channcis seen in many neurons is almost certainly medi-
ated by GB; andfor G, subunits. A similar conclusion may be
drawn for the activation of G-protein~coupled inward rectifier K™
{GIRK} channels. A two-hybrid screen with residues 1-83 of the
GIRK] channel shewed interaction with G8, and GBS, but not
with Gfy., GB,, or GB, (Yan and Gautam, 1996), suggesting that
GB, and GB, may be generally involved in membrane-delimited
modulation of ion channels. Functional tests of GB,, GB,, or GBs
on GIRK channels have not been published.

Specificity has been investigated in a few other systems. Kleuss
et al. (1991, 1992, 1993) used injection of antisense oligonuclea-
tides directed against specific members of the G-protein hetero-
trimer to study agonist-induced inhibition of L-type calcium
channels in GH, cells. They established that Ga,,, /B, /v, mediates
inhibition acting via m, muscarinic receptors, whereas Ga,,/
B, /v, mediates inhibition by somatostatin receptors. The molec-
ular mechanisms of these signaling pathways have not been
worked out, and it is possible that the very high specificity lies at
the level of the recepiors rather than the (unknown) efector(s).
This contrasts with work on adenylyl cyclase II in the two-hybrid
system in which all 8 subunits interact to some degree, and the
1ank order of interaction was 8, > 3, > B, = 8, > B, (Yan and
Gautam, 1996). Interestingly, B, stimulates, whereas 8, inhibits
adenylyl cyclase 1F (Bayewitch, 1998). Both interactions were
strong in the two-hybrid system.

Other systems in which G-protein subtype specificity has been
examined include inhibition of adenylyl cyclase I (no difference
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Figere 5 Coinjection of Gf, and Gf; DNAs. A-~, Current fraces {or
cells were injected with 100 ng/il GB, (4) or GB, (B) or with 10X} ng/ul
G, plus 100 ng/il GBSy DNAs (£). Same experimental conditions as in
Figure 3. D, Mean facilitation mtios for these cells, * indicates data
significantly different from control ** indicates data for GB, plus G,
significantly different from control, Gg,, or (g,

between 8, and By Bayewitch, 1998), activation of MAP kinase
(8, more cfficient than Bs; Zhang et al,, 1996b), actvation of
phospholipase 8, (o difference between 8; and 8y; Zhang et al.,
1996b), and binding to G-protein receptor kinases (GRKs) {8,
and B,, but not B, bind to GREKZ, and B, 8,, and B; all bind to
GRX3, Dazka, 1997). Thus, in the case of classical G-protein
effectors (adenylyl cyclase, phospbolipase, and jon conducting
channels) specificity of interactions with G-protein 8 subunit
types has previously been noted only in B, compated with 8.
However, this is not eatircly surprising considering that B, is a
unique § subunit type that is only 53% identical to the rest and is
pnmarily expressed in brain (Watson et al.,, 1994). The differen-
tal activity of B, and B, subunits compared with the 8; and S,
subunuts seen here on Ca®™ channcls is of interest, because these
B subumit types are very similar. In fact, B, and 53, are more
similar to B, (—90% identity) than B, to 8, (—80% identity) (Yan
ctal, 1996). The {unctonal differences must, however, be caused
by structural diflerence(s) between the two pairs of proteins, A
scar of the sequences to 1dentify residues common to Gg, and #,,
but different fr By and f,, yiclds seven residucs: R19, $31, N35,
P39, A193, R197, and A303, using Gf3, numbering. Most of these
residues are near regions thoupht to interact with the Gy subunit.
The molecular basis for the functionat difference between B,/8,
versus By, may not be restricied to these residues, because By
and B, diverge indwidually with respect (o the cach other, as well
as 3, and B, subtypes al muany positiops in their amino acid
sequences. This divergence iy abo consisient with the differential
clects of By compared with 3, oo Ca' channcd properues (Fig,
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Figure 6, G, and Gfly interact strongly with the a, subumt of N-type
calcitm ehannels. A, Yeast roporer strain PI6Y-4A was cotransformed
with plasmids encoding GBD-Lyy and the indicated GAD-GE sobumts.
Cells were first plaled onto synthetic sucrose medium 35/-Trp/-Leu to
select cotransformants. The colransformants were then rephea-plated
onto medium 55/ Trp/ ~Lev/—Ade/~His 1o seleet {or colonies having
suecessful GBD-GAD interadions. B, Expression of GAD-G3 hybrid
proteins in yeast, Yeust lysales were subjected to SOS-PAGE and immu-
noblotting. The biot wus probed with unti-GAD monoclonal antibody and
horseradish peroxidase-conjugated Lo anti-mouse [gG. The proleins were
detoeted by ECL. Yeust lysate without GAD hybrid proteins was loaded
in lane 6 as o negative conlrol. Total protein amountsin the 20 pl lysates
quantified by the Bradford assay (Bio-Rad, Hercules, CA) were 154, 1.20,
0.72, 0.80, und 170 pg in lanes I-5, respectively, Tntensity of indivadual
GAD-GS bands on the immunoblot was determined by denstometry
(Moleculwr Dynumics, Sunnyvale, CA), normulized 1o the protem amount
i their respective Inates, and plotted av a percent of GAD-GPA to show
the relstive levels of these hybrid proteins.

4). A recent major siudy by Ford et al (1998) has looked for
residues 1n G, that affect interaction with five dificrent cllectors,
including N-type calaum channels containing ay g subunits, They
mutated 15 residues within the interaction domain [or GA sub-
units with G subumts and found eight that affected the ealemm
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channel facilitation. However, because all of the 13 residues
tested are identical among G 8,, GB., GB;, and Gj,, these resulis
do not help to explaia why two of the subunits are so eficacious
and two of them ar¢ incflective on N-type caleium channeis.

As mentioned before, the GB, subunit stands out zmong GS
subunits. Unlike the others, it is reported to couple almost exclu-
sively to the Ga, subunit in 2 manner that can prevent the others
from binding (Fletcher et al,, 1998}. In our experiments, injection
of the vector encoding G B, produced a small but reliable voltage-
dependent inhibition of the Ca®* cusrent and partial ocelusion of
NE-induced inhibiton (Fig. 43. Using a Gp, antibody (provided
by M. Simon, Caltech) {Watson ¢t al., 1994), we found that SCG
neurons express Gfs (data not shown), as andcipated from its
ennchment in brain, and therefore stimulation of Gag via m,
muscarinic or angiotensin I receptors in SCG cells should release
GB, subunits. Together, these three results suggest that the small
but fast compenent of calcium channel irhibition seen with re-
ceptors linked to Ger, in SCG neurons (such as m, muscarinic
receptars) {Zhou et al., 1997) could be atiributable to GBs.

The putative sites of interaction of the G-protein § subunit
with the calcium channel have been controversial (e.g., Dolphin,
1998). Typically, experiments examining this interaction have
relied on cversxpression of appropriately engineered calcium
channels in cell lines or Xenopies oocytes or on the demonstration
of protein—protein interactions with recombinant proteins in
vitro. We have taken a complementary approach with the two-
hybrid system, and our results strongly support the hypothesis
that the interaction of GB subunits with the linker between
homologous domains I and II of the o, subunit determines the
subunit specificity for voltage-dependent inhibition of N-type
calcium channeis by G-protein gy subunits, Although it is likely
that G-protein B subunits interact with other regions of the
czlcium channel, further experimentation will be necessary to
determine whether these additional interactions contribute to the
voltage-dependent inhibition.
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Absiract. The protein kinase C aclivator phorbol 12-
myristale 13-acetale (PMA) has been used extensively
n sludies of G protemn modulation of Ca?* channels.
PMA has been shown fo be a powerful tool for inducing
phosphorylaion and interrupling  G-protein-mediated
signaling pathways. Here we rg-examing the effects of
PMA on whole-cell N-type Ca2-channel currents in rat
sympathelc neurons We found that, along with an
increase in the current amplitude previously reported by
olhers, PMA prelreatment leads to alterations in current
aclivaton and inactivabon kinetics, These alterabions in
current kinetics are voitage-dependent and are not
reproduced by intermal dialysis with the G prolein
infibiter GOPRS  Alterations in current kinelics by PMA
may therefore indicate the existence of a modulated
state. presumably phosphorylated, of N-type Ca?
channels. \We propose Ihat the increase in current
amplitude 5 due prmarlly o alterations m current
kinetics rather than to removal of foric intubition,

Keywords. Ca channel modulabion + GRPRS - G peotem « N ype Ca
channsl - Protein kinase C (PR - Phorbal 12-mynstane 13-acetate (PMAY
Rat sympathetic nsurons « Supenal corvical ganghon (SCG)

introduction

N-type Ca? channels have long baen proposed lo play
a cnlical role in Ca™ enltry wmlo presynaptc nerve
terminals {73 Ca® currents conducted by N-lype
channels have been consstently shown to increase as

a result of stmulation of protein kinase ¢ (PKC) by
phorbol esters m sympatheltic neurons [25, 36, 31
Furthermore, PKC activation can disrupt Ca?¢ channel
inhibition by G-protein-coupled receptors [26, 28, 3A,
and by direct activation of G proteins by GTPyS [2 28,
37. G-protein-medated  signaling 5 present n
sympathetic neurons even in the absence of any
exogenously applied neurotransmitters, producing a
tonic inhibition o Ca* chanmels (75, 28, 30 37 For
these reasons, it has been suggested that the PKC-
induced enhancement of basal Ca? channel current
may result from removal of this tonic inhibition [28, 37
A recent report has extended this Interprefation fo
propose thal fonic intubition removal is the sole effect
induced by PKC activation on N-type Ca?* channels [3
if this were true, the effects induced by phorbol esters
shouid be indstinguishable from thase induced by a G
profein inhibitor. Our intent was to clanfy this situation
through a detaled analysis of the effects induced by the
two treatments on whole-cell N-type Ca? channel
currents recorded in primary cullures of superior
cetvical ganglon (SCG) neurcns, Qur experiments
lherefore compared the effecls induced by the PKC
activator phorbol 12-myristate 13-acetale {PMA)} with
those induced by the non-hydrolysable GDP analogue
GDPBS. Qur resils show that the trealments do not
produce idenlicat effects. Though the effects of GDPBS
are comparable to those induced by a conditioning
prepulse in control neurons, PMA pretreatment induces
volfage-dependent changes in current kinelics and n
voltage-dependent nactivalion, which cannot be
explained by the removal of lonic inhibition.

A preliminary account of some of these results has
been presented [

Materials and methods

Cell culture

SCG neurons were enzymatcally dissociated from 5-
week-old male Wistar rals. After dissecticn, ganglia
were deshealhed, cut inte eght lo len small, nearly
wentical pieces, and transferred to a modified Hank's
solukon containing 20 Wil papain After 20 rwn at
31°C, papain solution was replaced with a sclution
contaming T mg/ml collagenase type ! and 10 mgimt
dispase. Ganghia were incubated for 40min i this
solution and mechanically Uriturated every 20 min The
preparation was then centnfuged and resuspended
twice In Lobowtz’s L-15 medwm and once n
Dulbecco's medified Eagle's medivm, both
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supplemented with 10% (vv) heat-inactivaled fatal
boving seruny and 1% pencillin-sireplomycin. Neurons
were then plated on polystyrene cullure dishes coated
with  poly-i-lysine  and  stoted 3 humdified
atmosphera containing 5% COz i ar at 37°C. Neurons
were studied between B and 18h after platng. Al
recordings were obtained al room temperature (19-
22°Ch.

Solutions

Neurons were constanlly perfused during recording (1-
2mimin) with 2 solufion designed fo isolate Baz
currents flowing through N-type Ca2z channels. The N-
type Ca? channel current was defined as the
compenent of the current sensitve to 100 pM Cd® in
the presence of 5pM nifedipine {4. Bath solufions
contained (m mM): 1825 TEA-CL, 2 BaCk, 16 HEPES,
8 glucose, 1 MgClz, 0.0001 TTX and 0.005 nifedipine,
and were adjusted t© pH 7.4 with TEA-OH. For most
recordings, inlemal selutions confained (in mM): 140
CsCl, 10 HEPES, 11 EGTA, 1 CaCla, 5 MgCl, 4
NaATP, 0.3 NaGTP and 0.1 leupeptin, and were
adusted o pH 7.4 with CsOH. Where noled, 0.3 mM
Na;GTP was replaced with 2mM LiGDPRS or with
0.3 mM LLGTPYS. In an attempt to minimize run-down
i the experiments reperted in Fig. 3, the ATP and Mg2*
concentrations in the internal solution were raised each
to 10mM, and the Ba? conceniration in the bath
solufion was faised fo SmM. All recordings were
starled no iesS than 5 min afler membrane ripture and
aceess to whole-cell patch-clamp recording. Nifedipine-
conlaining exlernal solution was prepared daly from
25 mM absolule ethanol stock solution, and protected
frcm Night whenaver possible For 1oxin appiication, -
conotoxin GVIA (0-CgTx GVIA} was stored as 2 1 mM
stock solution in distilled water, and diiuled 1o 19 M in
the external recerding sclulion immediately prior o use.
It was applied by pressure injection from a large bore
pipetie (fip diameler approximalely 3-5 um) lccated 20-
50 um frem the neuron under study

Preincubation with PMA

Sokitions containing PMA were made dally from siock
solution containng 16mM PMA m DMSC and
dissotved in Ringer's solution to a final concentration of
500 nM PMA and 0.03% (vA) DM50Q. Neurons were
incubated in the PMA-containng solution dunng 7 min
at 37°C just prior to recording. This pretreatment
procedure allowed us o exclude PMA and DMSO from
the recording solution. thus minimazing the possibility of

direct or non-specific eifects { 74]. Additional conlrols for
PMA-specific actions were conductad by replacing PMA
with 4-w-phorbol. or by incubatng the neurcns for
10 twin with the pratan Kinase inhibitor staurosperine
(500 n#, dissclved in DMSO} and then for 7 min with
poth 500 ni stawrosporine and 500 nM PMA. All PMA-
related effects reported hers were observed in the vast
majority of cefls tested (>80%, r=40), and even afler
relatively long periods {up o 1h) after incubation, The
preincubation with PMA ensured consisient resulls,
judged by the fact that N-type Ca?-channel currents In
PMA-pretrealed neurons behaved with consistenl and
cleany distinct current Kinatics (see below).

PMA and 4-e-phorbol were obtained from Calbicchem
{La Jolla, Calf, USA), «-CgTx GVIA Trom Alomone
Labs {Jerusalem, !srael) and all other chemicals from
Sigma (St Louis, Ma., USA].

Current measurements and analysis

Membrane currents were measured in the whole-cell
configuration of the palch-clamp technique [77] using a
List EPC-7 patch-clamp amplifier and Sylgard 184 (Dow
Corning) coaled pipetles ¢f borosiicate glass wilh
rasistance of 0.8-1.5 MQ when filed with the standard
intracellular solution. Curent recordings were fillered al
3 to 10 kHz (3-pole Besse! filter) and digitized using a
12-bit AD Tecmar Lab Master board {maximum
digifization rate 125 kMz), Steady-slale currenis were
sampled at W kHz and tail currents at 50 kHz using a
“split-clock” protocol. Lower sampling frequencies were
used durng 500-ms prepulses (10 kHz for the first and
last 10 ms. and 1kHz otherwise), Capacity iransienis
ware compensated using the EPC-7 cancellation
creuitry,  and  series  resistance  (1.820.45 MO,
mean+S0) wag compensated fo >70%. Vollage
prolocols were generated and data were digilized and
recorded using BASIC FASTLAB (Indec Systems,
Capitola, Calif., USA}

Care was laken to select spherical cefis of small
diameter with no evident processes. Cell capacitance
was B44x176pF (mean £SD). Cumeni-voltage
relationships and current traces were not corecied for
linear leakage currenl. Periods of 200-300ps at the
onset and of 100-200 ps at the end of the cornmand
slep ware removed from all curent records to eliminate
spuriotls  points due to  ncomplele  capacitive
compensation Conlinuous lines in current traces in the
figures correspord to the zero-cument level Because
the magnitude of the Ca? channgl current was
dependent on cell size, current data are presented as a
cumren! density norralized to cell capacitanca. VWhere
appropriate, datz are expressed as mean *SEM.



Stabstical signficance was  determined  using  the

unpared Students +lest Resulls were considered

significant if A0 05

Results

Effects of PMA and GDPBS on voltage
dependence and the time course of
activation of N-type Ca® -channel currents

As expecled from tonic inhibition refief {75, internal
dialysaton with GDPBS enbances whole-cell Ba?e
currents  The effects of GDPRS are comparable io
those mduced by a condiioning prepuise in control
conditions (for review see | 77]). Both procedures result
i an enhancement of the current that s more
pronounced for negatve test poteptials (Fig. 1A, B)
than for positive polentials (Fig 1C, D) around the £V
maximum (Fig. 1E). Currenl enhancement al negative
lest potentals 1s not accompanied by any significant

change it activation kinatics (Fig. 1F).
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Similarly to effects of prepulses o GDP(AS, href
preincubations with PMA resull in a voitage-deperxlent
increase i current density Current amphiude dunng
weak depolarzations (Fig 1A, B) increases more than
current durnng larger depolanzations (Fig. 1C. D)
However, two differences stand out. First, PMA recruits
more current than do prepulses o GLDPBRS (Fig. 1E)
Second, unfike the case with prepuises or GDPfS,
PMA-induced enhancement 1s accompanied by marked
changes in current kKinetics. Specifically, following PMA
pretrealment, current aclivates more rapdly at negative
test pulses and shows an enhanced siep-current
nactvation {Fig. 1A-D). These cbservations are related
as can be seen in Fig. 1E The AV relationship in this
figure includes current ampliudes recorded near the
onset of the ies! pulses (average of recorded poinis
behveen 3-4 ms afler the onse! of the les! pulse), and
therefora reflects early differences in currenl amplitude
Figs. 1A-D show thal the differences s current
amplilude are Ime dependent and much less
pronounced if the ampltude measurement 13 made
near the end of the 10-ms depolanzation. The marked
changes induced by PMA are therefore relaled to
allerations n current kinelics.

The ftime course of the rising phase of the current
recordings could be described by an exponential with a
single time constant (rec)) The s versus vollage
relationship is bel-shaped [ 74, reaching a maximum
near -20 mV and decreasing at both more negative and
mere positive polentials. Similarly to lkeda [14, we
found thal prepulses significanlly reduce Tex 21
potentials more posilive than these elicting maximal
mward current and do not have any effect at more
negalive polenbals {data not shown). A similar effect 1s
seen upon trealment by GDPAS (barely wisible
Fig 1F) In conWrasl, t. s sighificantly reduced
(P<005) 1n a -30 lo +5mV vollage range by PMA
(Fig. 1F). with a =26% reduclion In maximal valie for
Tt (2t -20 mV), Alsc note that step-current inactvalion
15 sncreased dunng the 10-ms  depolanzations in
Figs 1A-D This effect 1s even more ewvident durnng
longer depolanzing steps (500 ms: Fig 5} Significant
changes 1 current kinebes are therefore seen aflet
PMA Dt not following GDPRS

In contrast to the control, prepulses failed to faclilate
step curtents in ecither PMA-pretrealed of GDP{iS-
dialysed neurons This observation suggests hat tonic
inhiition removal might be a fealure common o both
freotments [25) The effect of voltage-dependent, G-
protem-mediated inhibiion on - steady-stale  actvalion
curves has been extensively documented [3 15 We
therefore searched for evidence of removal of tonic
whibiion by analysing  twul currents fecorded af n
potential of -0 my {oliwwng e termnation of (0ans
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lest pulses to vanous potentals (Fig 1G} The
relationship between averaged tail current amphtudes
and the test pulse poleniiais for the newrons of Fig. 1
are Hlustrated in Fig. 2A-C. Consistent with Ikeda [75],
forie mhbition 0 the control resulis in asymmetnical
actvation curves around the point of haltmaximal
activation (Fig. 2A. closed circles). Therefore, activation
curves are represented as the sum of two Bollzmann
functions (smaolh curves shaw fits)

Bl (e FL-PVe 1 vexprt M b0

where {4 15 tal current densily as a funclion of test
pulse patental ¥ For each component, / A and & are
the ampiitude, naif-achvation wollage and slope facior,
respechvely {see Table 1). in lhe model proposed by
Bean |3, the lower (first) and higher {second) voltage
Bolzmann componenis correspond  io pocis  of
unmodulated  and  G-prolein-inhibited  channels,
respectively. Correspondingly, fonic inhibition relief by
prepulses {Fig 2A; open wircles) or GDPRS (Fig. 2B
results i more symmetical activation curves [75,
consistent with the acfivation of @ more homogensous
population of mostly unmodulated channels. in fact,
followmg prepulses, the tail current activation curve with
GDPAS was nearly symmetrical and was therefore fit to
a single Bellzmann function (Fig. 28; open squares).
The mean values dernved from double Bolizmann fits to
average tail current activation curves are summarized
in Table 1 In control conditions, the fractional amplitude
of the first component 1s =76% suggesting that =24% of
maximal Ca%* channel current is under lonic inhibiion.
Prepulses affec! the relalve amnpliludes of both
Bolizmann components, but not slope and midpoint
paramelers, after prepuise. the fractional ampiitude of
the first component is ncreased o >92%. In the
presence of GDPRS, lonic inhibition % reduced to less
than 15%, and prepulses almost eliminate the second
component  Frem data i Table 1 we caiculated the
Boltzmann component for each voltage. The plol of
lower and higher Bollzmann comporenfs (Fig. 20)
shows that the increase in first component amplilude
caused by GOPAS is assowated with 2 decrease in the
second companent, A sunilar scenatio can explain the
effects of prepulses {data ol shown) The enhanced
current amplilude at a mid-level depolanzing test pulse
afler GOPRS (Figs 1E, 2B) or prepulses (Fig. 2A) can
therefore be accounted for by changes in the fracticnal
current amphiude of e iwo voitage-Boltzmann
components [ 79
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Fig. ZA-E Effects of PMA and GDPRS on tail cument-voliage realonshp
of Ca* channel culrents. A-C Average @il current-valage telabonship for
the same peurons of Fig 1 Tail s sensity was measured 2s the aversge
£ Sengry Ovar @ 100-ps penod startng 400 pe alter partial repolanzatior
to 40 mV Smooth, continuous curves fepresent the best fit to the sum of
two Bolzmann functions D. £ Separate plot of the single Boitzmann
components from double Soltzmann fits for the P'1 test pulse (parzmeters
m Table 1}

Tabla 1. Parameters denved from double Bolzmann fits 1o tail kevoltage
relabonships of averaged data ltom Fig. ZA C
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We expected to find similar effects on fonic inhibition
after PMA. Surpasingly, even though we find that tail
curent densities at most pelentials are larger n FMA.
pretreated neurons  (Fig. 2C), tail current aclivation
curves in these cells proved io be as asymmeincal
around the point of half-maxmal activation as ihose
from the control. Double Bclzmann fits show that the
hatf-achvaton vollage and skope factor of each
component are hot substantially different from the
contro! (Table 1). The man effect can be ascribed fo 2
marked enfancemsnt in the amplitude of the firs!
compenent. The ampliude of the second component &
unexpeciedly similar to that in control conditons
{Fig. 2E5. Thus, even though the enhancement mn lhe
first component is similar 1o that seen after prepuises in
GDPpS-dialysed naurons, it is noteworthy that the
elative amplitude of each component (approxamately
78 and 22%, respeciively) is not significantly altered
with respect to the control In consequence, the PMA-
induced wncreasa in Ca?~ channel current amplhtude




cannet be accounted for by changes w the relative
ampitude of each Boltzmann component. as in the
case of prepuisas and GDPiS

Effects of PMA in GDP[iS-dialysed cells

The presence of a prominent second voltage
Boltzmann component of athvalion curves from PMA-
pretrealed neurons may suggest thal lonic inbition
could stll be present in such conditons. If this were
true, both the increase in current ampiilude and the
alterations in current kinetics induced by PMA should
be unrelated to removal of such tonic inhibiion, In
consequence, PMA shouid still induce hoth effects
under conditons where tonic inhibiton was previously
removed by GDPPS dialysis Figure 3 shows that in the
absence of any appreciable  prepuise-induced
facilitation, the external apphication of PMA for 2 min
enhances peak Ca?™ channel current amphiude and
changes its kinetics Dunng PMA applicalion current
ampltude increases rapidly, reaching a =14% plateau
of current enhancement after approximately 1min
(Fig. 3A) This 1s nol the only effect induced by PMA
Step-current mactivalion dunng 50-ms depolanzalions
15 increased from about 20% to more than 34%
{Fig 38), and prepulses cause a marked decrease In
current amphitude (Fig 3A) Interestingly, these efiects
not only persist after terminating PMA application, but
they become even mere proninent upen relurning to
normal external solution (Fig. 3E) Current ampliude
enhancement further increases by =B8% io reach a
=25% enhancemen! with respect to current amplitude
before PMA (Fig.3A), and slep-current inactivalion
ncreases 1o »40% (Fig 38) Even more sinking is the
fact that percepuble changes in the achvaton tme
constant (tae) Were hot stalistically significant unt] PMA
perfusion ceased (Fig 3C) Dwing perfusion T 1S
reduced from 182038 ms to 174035 ms (A0 05)
whereas  after  perfusion  ceases it reduces o
1281025 ms (A0001) These chservations suggest
that phorbol eslers may have non-specific actions on
Ca? channels [ -] even when they are present al low
concentrations (500 nM} in the recording solution This
eect was not furlher inveshgated but it supporls the
convenience of using preincubation procedures Finally,
it should be noted that the tail current activation curve
obtancd at the end of the expenment (Fig 3F} is much
more  symmetncal  than that recorded  frony PMA-
pretroaled neurons {(Fig 2C) Double Boltzmann fils
show  that voltage (-7 7 mvY  and
121 mv for M, and We, respectively) and slope factor

halt activation

(45 and 123 mV, for 4 and k2, respechvely) of each
component are nob subslanbally  differeny from those
seen o PhA-pratreated newons (Table 1) However,

e trachonal ampliide o e ecand Boltamann

component 1$ reduced to less than 10% (Fig 3F) This
s 50% lower than lhe frachonal ampliude of the
second  camponent 11 PMA-prelreated  neurons
(Fig 2E). This observalion suggests that GOPpS
effectively removed lonic inhibiion before PMA was
appled

Fig, 3A-F ERscts of PMA on Ca« channel currents in GOP)IS dialysed
cells A Time course of the achon of PMA on peak Ca™* channel cument
recorded in GDP3-dialysed naurons (76). Currentwas slicited using the
voltage-clamp protocel i D delivered every 203 Tne voltage ctamp
pratocol (D) was simifaf to that in Fig. 1G, excezting that P1 and P2 were
each 50 ms with slep-wisa depolanzations ta 0 mV PMA (500 nM) was
gissolved 1n exiernal solulen and difeclly applied 1o the neurons under
study where indicated by ihe sofid bar To correct for rundown peak
current measuraments immediataly before apphication of PMA wera fihed
with 3 hngat function which was used o calculale values of peak current
3t the tme of the actual cuirent recorded in the presence of PMA, Peak
current amphtude was normalized to the contrgl befare PMA application. B
Fracben of the imbal peak cument that remains ot the end of the 53-ms
test pulses G Time constant {T., ) of the activation phase of the current
determuned a5 0 Fig 1F E Supanmpgsed ke traces represent the
averaga &, recorded at kmes marked in A F Average tail current voltage
rorationghip for the same neuvrons in A-C recordod at the end of the
expenment Yollage-clamp protocol was adenbeal o thal in Fig 1C
excepting that a single pulss {(#7) was used Data were notmukized 1o the
cuirent amplitude obtamed ofier a step pulse 1o B0 mv  Smoath
continuous curves replesent the best fit to the sum of two Boltzmann
tunctwons  Addod curves represent the =eparate plot of the single

Eoltemann companants from the dovbla Bolomann fit

PMA pretreatment enhances inactivation of
N-type Ca®' channel current

It has been demonstraled that prepulses or GDPS can
enhance step-current inaclvation (75 28 However,
oul briel lest pulse records from Fig 1A-D and Fig. 3E
indicate an more  enhanced  slep-current
inactvation following PMA thal mught be responsible for

cven

the marked decrease i slep and tal current amplittide
caused by prepulses. Therelore, we  deaded 1o
inveshgate the cffects of GOPPS and PMA on voltage-
expenments  of  Fig 4

doependent  inactivaton The

cmploy 2 vanation on tha hrec-pulse prolocol used by
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Cox and Dunlap (6] to measure the nactvation of N-
type Ca® current in chick sensery neurons The vollage
protoca! (Fig 4F) consisied of wo 10-ms test pulses 1o
0mV given belore and after a 500-ms conditioning
pulse The ampliude of the current during the ast tast
pulse (P3) 15 used as an mdicator of the extent of
nacivation produced by the conditioning pulse (P2).

Fig. 4A-F Efetts of PMA and GDPPS on steagy-state inacuvabon of Ca
channe! cutents, A-G Supsnmposed e ates represent the averapa ba
from control [n=8), GDPES-dralysed {12}, and PMA-pretreated neurons
{=13] recerdes with the voltage-ciamp protocol sn F. with P2 potenuals 1o
the voltages ndicated in B, Same apply to C and D. Mumbers next to each
P3 ks« ace refer to P2 polentals. Same calibraben bars for 8-D Al
current traces were scaled o the maximum cument amplituge 1n P4 D
Average peak curent-velape relahionship for £, dunng P2. € P21 peak
cument a8 2 function of the P2 potential. P2 vortage :n F apphes to €, F
Voftage protoco! &, gensties were measured sunng three successive
depolanzing voltage pulses (P P2, P2) separated by 15-ms intervais 1
and P3were 2ach 10 ms. P2Was 500 ms long and vanacle in amplituge

Inactivation of Ca? channel cufrent 2s a function of
prepuise polential (Fig. 4E) shows the complex vollage
dependence describad for N-type channels in bullfrog
sympathetic neurons {78 24, chick sensory neurons [4]
and transfecled HEK293 cells [24. Inactivation is
maximal around the point of P2 peak current (Fig. 4D}
angd decreases both at more negative and rore posilive
potentais (Fig 4E). Ewven though this behaviour
suggesls current-dependent inacivation [4), it has been
demonstrateg that a stnclly voitage-dependent modes of
inactivation can explain it [18 20. in particular, the
presence of appreciable nactivalion at prepulse
potentials below the threshold of current activation
{Fig. 4A, -40 mV P2 potential} has been aftnbuled to
current-independent, closad-state inactivation [20.

We used the first test pulse (P1) current o c;;rect the
relations between P3 current and P2 potential for
fundown and for a component of inactivabon that
recovered slowly If al all, within the 10-s Intervals
Delween sweeps The relationship between P2 potential

and peak current amphitude evoked by P3 dwided by
hat svoked by F1 1s U shaped (Fg. 4E, see [ 20)
Conrol currents inactivate only partially during the S00-
ms  prepulse;  maximal  wmactivalion  reaches
approximalely 41% afler P2 depolafizations to -10 mV.
Nearly half-maximal inactivation (18%)} 15 altained with
P2 depolarizations to -40mV that do not produce
appreciable P2 currsnl, supporiing a  preferental
voltage-dependent medel of inactivalion for the N-type
Ca?» channeis, Prepulses of over +30mV facitate
control eurrents, reaching a =27% plateau at polentals
over +«50mV This {aclitation is dependenl on tonic
inhibiion since it is absen! in the presenca of internal
GDPps. After GDPRS the current shows some racovery
with ncreasing depolarization  bul recovery s
incomplete, reaching & =~10% plateau of current
inactivation with prepulses over +6C mV. This is not the
only effect induced by GDP(S. Maximal inactivation is
increased to merz than 57%, and mactvation at more
negative potentials than those winducing maximal
inactivation s significanily increased However, (his
increase n the magnitude of current inaclivation does
not involve any significant shift in the vellage
dependence of gurrent inactivation since half-maximal
inactivation {=30%) is atlained al the same polental as
in the control (=40 mV), The =24% {onic inhibition in our
recording conditions {from Table 1) therefore bas two
main effects on the inactvalion curver a =28%
reduction in maximal inactvalion, and a =27% over-
recovery al polentals positive o +30 mV.

On the other hand, three main effects are induced by
PMA prefreatment (Fig, 4E). First, maximal mactivation
reaches about 60%. This is 50% greater than contro!
and also significantly farger than afler GDPRS (F<0.05)
Second, a single Beoitzrmann fit to the inaclivation curve
al negalive potentials (between -50 and -10mY, data
net shown) shows a mudpoint of -53:mV for PMA-
pretreated neurcns, in contrast fo -31 and -36 my for
control and GEPRS, respectively. Thus, PMA induces a
-20 mV shift in the voltage dependence of inactivation
This shilt cannet be accounted for by shitts in the
aclivation curve (Fig 4D). Therefore, this resull slrongly
suggests an enhanced closad-state nacfivalion upen
PMA. Third, recovery of the prepulse inacbvation curve
is reduced a! positve voltages, resulling in an =25%
lewer piateau of the inactivation curve at pelentals
positive to +50 mv

Both GDPBRS and PMA  enhanced slep-cusrent
nactivation dunng 500-ms  depolanzatons  {Fig. 5).
However, two man differences are seen between their
effects. First, the fraction of peak curren! retnaining at
the end of the 500-ms depolanzahon 15 strongly
reduced by PMA (End/Peak ralie in Fig. 5C). Second,
PMA markedly changes the time course of inactivation



(Fig 5A) The tme course of nactvation afler
depolanzation 1o the peak of Inward current was well fit
to the sum of two exponentials (Table 2). A substantal
fraction of the current does not inactivate at all on this
bme scale (500 ms). The enhancement of step-current
nachvation upon GDPAS is consistent with changes in
the relatve amplitudes of the components of
inaclivation, with litle change in the second bme
constant (Table 2). By contrast, PMA not only induces
an even more marked change in the relative amplitude
of the components of inactivaton, but also induces a
marked decrease {/<0.05 with respec! to both control
and GDP(8) in both tme constants ({Table 2), PMA
therefore induces changes in the amount of slep-
current nactvaltion, In ils  voltage dependence
(Figs. 4E. SC). and n its ime course (Fig. 5A, Table 2).
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Fig SA-C Elfects of PMA and GDPPS on step currant imactivation A
Superposion of averaged 4, traces from contol, GOPBS-dialysed, and
PMA-protreated neurons from Fig, 4 recorded dunng P2 depolanzations to
-10 mV, Jnsel shoas the first 20 ms of current traces wah erer baig, B
Avernge peak current {#ek} and mean curent dunng the last 1 ms of the
500 ms depolanzoteon {£ad) C Peak/End mbo as 2 function of the voltage
range of P2 in Fig 4E that eheits imward curent ‘

Table 2 Effacts of PMA and GDPPS on steady-stats inactvabon of Ca’
channel current inactvabion Jonetics The ime course of Inactvation dunng
a 500-ms depclanzation to -10mV was fited to the sum of two
exponentals, plus a constant {pon-nactivating) component {A) Data are
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“Significantly different fiom the control at A<Q 05 PMA values marked with
* ars significantly different with respect to both control and GDPRS ar
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Figure 5A summarizes the major finding with respect lo
stepcurrent kinetics. First, the current peaks are fasler
after PMA pretreatment. In the insel of Fig. A, the ume
to peak at -10 mV is decreased from 1313 ms in the
contol to 8:2ms after PMA, F<0.01 {mean 1S5S0}
Second, peak current amplitude is augmented by PMA
{Fig.58). Thus, early current is enhanced by PMA
{Fig. 1A). However, the faster decay of the curent
dunng sustained depolarization does not result n
substantial differences al the end of the 500-ms
depolarization  (Fig. 5B). Therefore, as suggesied
above, the enhancement in current ampiitude exeried
by PMA Is strongly time-dependent,

Specific effects of PMA on N-type ca™
channels

The resulls presented here clearly show that PMA
pretreatment  alters Ca?- channel currenl kinetics
Figure 8 shows thal both in control (Fig. 5A) and n
PMA-pretreated neurons (Fig. 6B), the specific N-type
Ca? channel blocker w-CgTx GVIA (10 uM, see [23)
blocks most (>80%) of the Ca? channel current under
our recording conditions (in the prescence of 5pM
nifecioine), The ampliude of the remaimng current
does nol change upon prefreatment with PMA The
effects of PMA on current amplitude can therefore be
attributed 1o the specific modulation of N-type Ca®
charnels, Interestingly, the curren! remaining afler w-
CgTx GVIA in PMA-prefrealed  newrons  Shows
enhanced inactivation compared 1o that remaming in
the contrel (Fig. GE), suggesting thal the loxin-resistant
current might also be modulated by PMA pretrcatment
[2. 38 However, 1ls overali contnbution to the effects
reparted here s expected 1o be less than <13%

229




m

e =

Wy Ly elglr Akt O

2
s
Ingedyaon 14
o

Fig. BA-E »-Comotmen GVIA glocks mest of the Ca® channet curment, A
B Susercosition of averaged £, traces from conwo [A, /7] and PMA-
prefreated neurons B 2=8) recoded dunng 50{3-ms depolanzatons 15 -
10 mV Upper maces show blockage by 10 pM wv-conatoxin GVIA [ -CgTx
GViA] ana 100 M Cef § Aversge peak cument (Peak) ana mean
current dunng the fast 1 ms of the SO0-ms depolanzation (£nd) in the
absence and presence of w-OgTx GVIA, [ Percent of peak and end
current blockage by w-CgTx GVIA, E Percent of cument inactvation duntng
the 500-ms depolanzatien

On the other hand, direct or non-specific actions of
phorbol esters on N-type channels are not expected to
account for the observed effects for three reasons first,
our prefreatment method allowed us to exclude PMA
from the recording solution, minimizing any extracellular
effects of the phorbol ester [14]. second. the same
pretreatment procedure with the inactive PMA analogue
4-u-phorbel does not reproduce the PMA actions (=5,
data not shown), and thurd, preincubations with the
Kinase inhibitor staurosporine [24], prior to and during
PMA pretreaiment. blocked all PMA-induced effects.
Ca? channel currenis from these neurons were
indistinguishable from the control (#=6: data nol
shownj, Taken together, the resulls with 4-g-phorbot
and stauvrosperine support the interpretation that PMA-
induced effecls result from protein phosphorylation,
Several pinces of evidence favour the idea that this
phosphorylation can be mediated through actvation of
PKC

1 PMA 15 a wellknown and widely used
pharbal esler, with proven ability lo activate
PKC in SCG neurons when used al 500 nM
concentration {2, 26, 28, 37

2 4-y-phorbal does not activate PKC {4

3 Staurosporine is a potent but not selechve
PKC wmnhibitor 1.24].

4 Evidence suggesis that reconstiuted N-
channel currents are up-modulaled by PMA
via a shll unknown mechanismm {10 that
involves PKGC-dependent phospherytation of
the w1 subunit of N-type Ca? channels (ais]
see [ 10, 27).

PMA pretreatment and G protein activation
induce opposita effects on N-type Ca™
channel currents

We have shown thal PMA-induced modulahion of N-
type Ca? channels 15 characienzed by an
enhancement in current amplitude accompanied by fast
activation and fast inactivation Kinefics. This moduiation
therefore resulls in nearly the cpposite behaviour of the
current than tha! seen under conditions favounng the
activation of G-proteins. It was therefore of special
interest to compare the curren! traces oblained from
PMA-prefreatad neurcns  with thal seen following
internal dialysis with GTPyS, a non-hydrolysable GTP
analegue that directly and permanenily aclivates G
proteins [23. Figura TA compares the current fraces
obtained in both conditions with the aid of the threa-
pulse vollzge protocet {Fig. 4), with P2 depolanzation to
the peak of inward current. Note that, in sharp confrasl
to PMA prefreatment, internal dialysis with GTPyS
results in a reguclion of Ca?* channel current ampliude
that can be parbally accounted for by the well
decumented slowing of the activation phase of the
current {for review see |/, 12 17} In addilion, foliowing
internal GTPyS, step-current inactvation is nearly
efiminated (but not completely; see [77]). These
opposite patlerns in curent activation and inactivation
resuit in wne-dependent diffsrences o step-current
amplilude: rear lhe onset of a depolarizing test pulse
the amplitude of current density is three to four times
farger in PMA-pretrealed neurons than in GTPy3-
dialysed ones, while measursmen! after prolonged
depolarizations shows less marked differences. Note
that the large differences m curreni amplitude in P1 and
in peak F2 current (A<C.05) are virtually absent in P3
(P>0.45} due lo the enhanced inactivation durmg P2 in
PMA-pretreated neurons (Fig. 78). We may therefore
presume that the main difference in the behawiour of
the currenl under the two condfions is due lo a
component of the current, in PMA-prelreated neurons,
which inactivates almost completely during the 500-ms
depolarization. if this 15 the case, the main difference in
the current between the itwo condiions may be
represenled by the current frace obltmned by
sublracting the current kace v GTPyS from thal after
PMA. This current frace 1s shown m Fig 8A [l should
be noled that the difference current thus obtained



retains the mam charactensics of the current 1in PMA-
pretreated neurcns, {ast actvation and fast inactivation
kinetics, so we designate this the FaF, component. The
activaton phase of this difference current can be
descnbed by a single exponential function with a time
constant of 152 ms This value 18 1n good agreement
with that cbtained from PMA-prelresied neurons
(1430 11 ms, rF13) Inlerestingly. the ime course of
current activation in GTPyS-dialysed neurons (Fig. 7A)
1s ciearly biphasic and, when fitted to the sum of two
exponental functions, the faster time constant was
found to match the single time constant of the F.F,
component (1452019 ms, s=6}). This coincidence in
activation time-constant values fed us to speculate that
a small F.F. component might also contribute o the
whole-cell currenl in the presence of GTPyS. The
amphitude of this compenent would correspend to the
amphiude of the fast componen! of the double
exponential  funchon. Figure 838 shows the F.F,
component on a scale thal would hypothetically
correspond to the GTPyS-dialysed neurons. f this FaF,
curve is sublracled from the GTPyS current trace, the
difference current s a slowly activatng and non-
inactivating {SaN) component that actvates wilh a
single time constant of 4715 ms {confinuous line In
Fig. 8C shows fit). This value is in agreement with the
secord tme censtant for current activation of GTPyS-
dialysed neurons (45.6x13.4ms, =6). Thus the
complex current kinetics seen with internal GTP+S [77
might be explained as a mixlure of the behaviour of twa
pepulabons of channels, each with sunple kinetcs
(Fig. 88) We propose thal each of these iwo
populations (scaled to unity In Fig. 8C) represents the
extreme behaviours of the N-type Ca?* channel current
under G-protein- {S.N} and phorbol-ester-induced
{FaF.} modulatory pathways.

Fig, 7A,  Comopatnon of current inictivation in EMA-pretreated and
(3TPyS-dinly sed reurans A Superposition of averaged k. Iraces rocorded
from PMA.prelreated j<apre newians in Fig 4) and GTAYE dulysed

newrons (7=6) using the thiee-puise voltage protocel B Aggregaled dala
for peak curfents durmg P11 P2 (P2l and P2 and mean current dunng
the last § ms of P2 (P2

B

L1t ]

Fig. BA-C, Hypothebcal behavior of N-type Ca?* channel cutment under the:
influance of PMA- or G-proteln induced modulations. A Supenmposibon of
averaged i. traces elicited by 500-ms steps in GTPyS-diatysed and PMA-
pretzeated neurons (P2 4. traces from Fig GA). The paini-to-pont
subtrachon indicated isolates a fast-achvabng. fastinactivating componert
{FaF) B FoF was scaled down to the amphitude of the first componentof a
double-gxponental fit 1o the actvation phase of the cument in GTPYS
{sc/d curve shows @), The scaled FF, was then subtracted from the
curtent 1In GTPYS, revoaling a slowly actvaling, non-inachvabng (S.A4
component C Superpostion of FF and SN s¢aled to tha maxmum
current, Sofid curvs through S.M shows fit 10 3 ingls exponential lunction

Discussion

Previous work camed out using SCG neurons has
focused mainly on the abiity of phorbol esters to disrupt
G-protein-mediated inhibition [26, 28, 37). Here we ask
if all phorbol-ester-induced effects are related solely lo
the prevention of G-protein-induced mhibiton [ Our
primary conclusion is that, besides the enhancement of
the Ca? channe! current reported In previous studies,
phorbol ester PMA leads fo alterations in the aclivation
and inactvation kinetes of the wholecell Ca? channel
current that cannot be explained by the refiel of lonic G-
profein-mediated mhibition

PMA-induced enhancement of Ca** channel
currents does not invelve tonic inhibition
removal

The results from experimenls with prepulses and
GDPRS clearly demonstrale the exislence of a tonic
form of Ca?* channal mhibiien in basal condilions n
SCG neurons (2. 15, 28 37 Thus, PMA mught act by
dsrupling this basal inhibiton and enhancng Cad+
channel currenis [28] However, two picces of evidence
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favour the idea that the increasa In Ca? channel
current ampitude induced by PMA Is unrelated 1o the
removal of such fonic inhibion. Fist, the second-
voltage Boltzmann component of actvation curves in
PMA-pretreated newons  (Fig. 2E) makhes the
descripion of a vollagedependentty  inhbited
popudation of channels {3. In additon, prapuises do
have an affect 6n this population since aclivation curves
after prepuises are much mofe symmetical than those
in the absence of a prepuisa (Fig. 2C). Furthemmore,
this second component Is reduced to less than 10% if
neurons are dialysed with GDPBS prior to PMA
treatment (Fig. 3F). Thus, If this sacond component
represents fonfcally Inhibited channals (13, PMA
prefreatment does not remove tonic inhibition. In this
tegard, our resufts might echo the report of enhanced
N-iype Ca® channel cument after application of the
phorbol ester PDBu, which does not involve the
revarsal of tonic inhibiion In frog sympathetic neurons
[30. We proposa, tharstors, that tonic inhibition ks stil
present in calls treated with PMA,

Second, PMA stil enhancas current ampitde in cells
whose tonic Inhibition has been previously remaoved by
GDPRS dialysis (Fig.3A). Thus, PhAdnduced
enhancement must arise from an independent effect on
the non-modulated population. Interestingly, it has been
demonstrated thal aix cumen's expressad in oocyltes
are up-modulated by PMA independently of its effacts
on G-protelnmediated inhiblfon [70 27 This
independant affect of PMA has been reporied to resull
in a 50% increase In whole-cell channel curent [73.
Thus, It Is at least possible that the increasa In cument
amplfude upon PMA could be explained without
evoking tonic inhibition removal, If this wers the case,
this might be one of the mechanisms by which PMA
gives rise to vollageindependent Increases in tail
cumrent ampittudes in SCG neurons [25, 37

Several studies have shown that previous treament
with PMA results in a more or less significant
aftenualion of subssquent
channel curent inhibition [8, 26, 25, 37, However, the
ablity of PMA t reverse pravious Ca channel
inhibiton through direct activation of G proteins by
GTPyS depends on the use of very long lasting
(>50 ms), highly depolarizing prepuises [2 24, This
indicates that tha “ocder of application” [ is-critical to
the effects of PMA (. Therefore, PMA may be able to
prevent G-protein-mediated inhibition only if Its effects
are established before the activation of G proleins, We
can use this supposition to explain the persistencs of
toriie inhibition after application of PMA,

agonisiinduced  Ca? |

PMA-induced changes in activation and
inactivation kinetics

As in tha case of cufrent ampiitude enhancement, we
ﬁrﬂﬁlatndmﬁﬂdmmhhem&mﬁm
constant nor ‘those related o voitape-dependent
inactivation can be accaunted for by fomic inhibion
removal for the following reasons. Fist, removal of tonic
inhibition by prepuises o GDPPS has ony marginal
effects on the ime course of current activation, and
these effects are seen only at potentials more positive
than these eliciing maximal inward current (Fig. 1F). it
foliows that the reduced activalion fime constant at
negative potentials after PMA pretreatment (Fig. 1F)
cannot be explained by tonic Inhibiton removal.
msaad,mmmgestsalwmﬁuBhMacﬁvaﬁm
kinetics of the non-modudaied population. Accordingly,
PMA stil changes Ca? channal current Kinefics in celis
whete tonic inhibion was previously clminated by
GDPpS dialysis (Fig. 3E). A similar effect on the time
constant for Ca? channel cument activation was
teportad for this preparation using the PKC activators
diC8 [ and PMA [28. Howevex, the action of PMA on
to aclvation time constant at polentials negalive to
those sliciting maximal inward cument has not been
oreviously reportad.

Second, we found that tonic inhibiion removal by
GDFpS shifls the relative amplitude of the components
of inactivation rather than producing a changs In the
fime constants (Table 2) of in the voitage dependence
of inactivation {Fig. 4E). This interpretation ks consistent
wmﬂzatofBeij.whofomﬂﬁ\atagubt—Muced.
G-protein-mediated Inhibition has only small effects on
the wvottage dependence of Inactivation. Thus, the
marked eoffects induced by PMA i the wvoltage
dependenca of inactivation, (Fig. 4E), and in the time
constants of step-cumrent hactivation (Table 2) cannot
be explained by the relief of tonic inhibition. Wa find that
these alterafions in the inactivation pattemm are
consistent with the pradictions of the modal propesed
by Patl et al. [24. On one hand, small increments in
open state Inactivetion (Fig. 5) resuit in a substantial
reduction In the plaleas of Inactivation curves at
saturating depolarization {Fig. 4E). On the other hand,
shifts In the micpoint of prepuiss inactivation toward
mora negative voltages (Fig. 4E) are predicted if there
Is an increased number of ciosed stales from which
substantial inactivation occurs. Thus, both open- and
ciosad-stats hactivation are tarfainly affectad by PMA
Thesa results support the suggestiod of Swartz [24,
thal PMA-induced phosphoryiation might contrdl an
Ir\acﬁ\raﬁonprocaasmdependenuyoﬂlseffecrsons-
protoin-mediated  innlbiion.  This  effact of
phosphorylaion on  N-typs Ca® channels is in



agreement with the conclusions of Werz et al [2§
These authors found that the phosphatase inhitator
okadaic acid enhances veoltage-dependent machvation
of these channels in bulifrag sympathetic neurons, and
concluded thal this efec! results from phosphorylahon
since It was prevented by staurospenne

It has been shown thal pharmacologically identified N-
type Ca* charneis in single neurons can nactivate wath
marked differences m the rale and extent of inactivation
(76, 18, 22 Interestingly, Plummer and Hess [271] have
shown thal indwidual N-type channels can swilch
betwesn nactvating and non-inactivating modes of
gatng We favour the proposition by Werz et al {24
that N-type channels might inactivale via these
pathways depending on ther state of phosphorylation
{Fig 8}

Physiological implications of PMA-induced
modulation

An increase of Ca* current by phosphorylation has
already been proposed as a possible mechanism by
which PKC actvalion could lead to an increase in
ransimitter release during bnef depolarizations (28, 30,
37 However, it 18 interesting lo speculate that the
enhanced vollage-dependent inactivation seen afler
phosphorylation may influence the extent of current
nactivation during a train of action potentals, Thus.
while G protein nhibiton may be parlly relieved dunng
an action polenbal tram leading %o a progressive
increase in Ca2* influx [ 78, 1115 expecied that the imtial
potenbabion of Ca? entry through phosphonvlated
channeis will be followed by a slrong depression due to
cumulative  vallage-dependent  wmachvation  between
action potenbals This proposed pallern of Ca? entry
through phosphoryfaled channefs dunng a burst of
achivity could be one of the mechamsms explaining why
an inihal potentiaton of neurolransmitler release may
be followed by an enhanced synapic depression In
conditons favounng PKC achvation {e.g [24)).
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